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Kapitel 1

Einleitung

Für die Regulation der Körpergewichtshomöostase im zentralen Nerven-

system (ZNS) sind die Wirkungen zweier Hormone an Melanocortin-

4-Rezeptoren (MC4R) von besonderer Bedeutung. Ð-Melanozyten-

stimulierendes Hormon ( Ð-MSH) wirkt körpergewichtssenkend durch die

Aktivierung des MC4R und Agouti-Related Protein (AgRP) wirkt durch

die Hemmung der Ð-MSH-Wirkung körpergewichtssteigernd. Allerdings

bedingt AgRP auch von Ð-MSH unabhängige E!ekte auf den MC4R. Ein

möglicher molekularer Mechanismus dieser unabhängigen E!ekte soll in

meiner Arbeit untersucht werden und zur vollständigeren Beschreibung

der Signalweiterleitung durch den MC4R, sowie zum Verständnis von

Adipositas-assoziierten Mutationen und der allgemeinen Wirkung von

Hormonen an Rezeptoren beitragen.

1.1 Rezeptoren

Zellen kommunizieren. Sie geben spezi•sche Signale an die Umwelt ab und Signale

aus ihrer Umwelt induzieren in ihnen spezi•sche Reaktionen. Eine vermittelnde „rezi-

pierende Substanz“ (engl.: receptive substance) zwischen Signal und Reaktion wurde

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

9



1. Einleitung

Ehrlich prägte zeitgleich den Grundsatz, dass Sto!e im Körper keine Reaktionen

hervorrufen können, 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 ermöglichen die

Detektion eines spezi•schen Signals und die Induktion einer spezi•schen Reaktion in

der Zelle. Die Weiterleitung des Signals vom Rezeptor zu den E!ektorproteinen der

Zelle vermittelt die intrazelluläre Signaltransduktion. Eine kaskadenartige Signal-

verstärkung (Ampli•kation) in mehrstu•gen Signaltransduktionsketten durch s.g.

„second messenger“ ermöglicht dabei die Entstehung einer manifesten Zellreaktion

durch ein extrazelluläres Signal, welches aus ein paar wenigen Molekülen bestehen

kann.

1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

(G-protein-coupled receptors: GPCRs)

Die GPCRs sind eine sehr große und bedeutsame Gruppe von Rezeptoren. Circa

2% des menschlichen Genoms kodieren für etwa 800 GPCRs; rund 30% aller be-

kannten pharmakologischen Angri!spunkte entsprechen GPCRs und ungefähr 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 Vor•nden in allen eukaryoten

Organismen [136].

Rezeptoren der GPCR-Gen-Superfamilie kennzeichnet die intrazelluläre Bindung

von Guanosintriphosphat (GTP)-bindenden-Proteinen (G-Proteinen). Aufgrund ih-

res gleichförmigen Aufbaus aus siebenÐ-helikalen Transmembrandomänen (7TM)

werden sie analog als 7TM-Rezeptoren bezeichnet [127].

GPCRs bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette. Drei intra- und drei extra-

zelluläre Peptidschleifen verbinden die sieben Transmembrandomänen untereinan-

der. Die Ligandenbindung bedingen maßgeblich der extrazelluläre N-Terminus und

10



1. Einleitung

Rezeptor Wirksto! Indikationen

Ñ1

+ : Adrenalin Reanimation

­ : Bisoprolol Hypertonie, KHK

Ñ2 + : Salmeterol Asthma, COPD

Û1

+ : Morphin Schmerzen

­ : Naloxon Antidot bei Opiatvergiftung

P2Y12 ­ : Clopidogrel Thrombozytenaggregationshemmung nach

percutaner Koronarintervention

5HT 1D + : Sumatriptan Migräne

GnRH-R + : Leuprorelin Prostatakarzinom

CCR5 ­ : Maraviroc HIV-Infektion

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

Beispiele für deren Indikationen

die ersten beiden extrazellulären Schleifen, während die G-Protein-Kopplung durch

die intrazellulären Schleifen vermittelt wird [73].

In jeder eukaryotischen Zelle be•nden sich monomere und heterotrimere GTP-

bindende Proteine. Für 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 einerÐ-, Ñ- und Ò-Untereinheit aufgebaut. Ñ- und

Ò-Untereinheit bilden einen Komplex (ÑÒ), welcher ebenso wie dieÐ-Untereinheit

(GÐ) über Lipidanker in der Zellmembran verankert ist. GÐ enthält die GTP-

Bindungsstelle. Bildet sich ein Komplex aus Agonist, GPCR und G-Protein, fun-

giert der GPCR als Guaninnukleotid-Austauschfaktor. Der Austausch eines an GÐ

gebundenen Guanosindiphosphat (GDP) durch ein GTP bewirkt eine Konformati-

onsänderung des G-Proteins, wodurch GÐ und ÑÒdissoziieren. So aktiviert besitzen

beide Untereinheiten vielfältige Signalfunktionen. Die GTPase-Aktivität von G Ð

bedingt die hydrolytische Spaltung des gebundenen GTP zu GDP. Diese Hydrolyse

stellt die Selbstinaktivierung von GÐ dar, welches im GDP-gebundenen Zustand mit

ÑÒreassoziiert und zur erneuten Aktiverung durch GPCRs zur Verfügung 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 Ð und ÑÒ(3). Durch GTPase-Aktivität der

GÐ-Untereinheit wird das GTP zu GDP gespalten (4) und die Untereinheiten reassoziieren und

binden wieder an den GPCR, wo sie erneut aktiviert werden können (5).
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1. Einleitung

an Tiermodellen, isolierten Organen und Geweben untersucht und wichtige Konzep-

te wie Bindungstellen, A"nität, E!ektivität, Agonismus und Antagonismus de•niert

[73]. Auch wurden Liganden an GPCRs, wie z.B.Ñ-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 Abhängigkeit von G-Proteinen auf die cAMP-Produktion

von AZ nach. Damit identi•zierten sie ein alleiniges Polypeptid als vermittelnde re-

zipierende Substanz, welche sowohl die Bindungstelle für den Liganden als auch

die Fähigkeit zur Aktivierung von intrazellulären E!ektormolekülen via G-Proteine

innehat. Dies kennzeichnet die Entdeckung der GPCRs [19]. Die vollständige Se-

quenzierung des menschlichen Genoms in 2003 bedingte maßgeblich 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 Angri!spunkte [167].

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

GPCR und G-Protein ermöglicht 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) gemäß des Massenwirkungsgesetzes aus. Da-

bei bilden sich Gleichgewichte aus zwischen dem vollständig dissoziierten Zustand

A + R + G, den teilweise gebundenen Zuständen 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 Zustände des Rezeptors: die inakti-

13



1. Einleitung

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 Zuständen 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 zusätzlich 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.
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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 größerem 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

Fülle von GPCRs konnte eine Basalaktivität nachgewiesen werden, sodass basale

Aktivität keine Ausnahme darstellt. Für eine konstitutiv aktive Mutation eines Re-

zeptors, also mit einem höheren R*-Anteil als der Wildtyp-Rezeptor, konnte dem

Modell entsprechend, eine höhere Bindungsa"nität zu Agonisten ermittelt werden.

Das kubische TCM erweitert das Modell zusätzlich um die Möglichkeiten 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 für

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 Aktivität 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-

ändert somit nicht das Gleichgewicht des ungebundenen Rezeptors. Ein neutraler

Agonist bestitzt somit keine intrinsische Aktivität 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 Basalaktivität 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
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eine zusätzliche Senkung der Basalaktivität, gegenüber neutralen Antagonisten eine

höhere 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 Aktivität [81].

Eine weitere Möglichkeit für 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 führen somit zur G-

Protein-Bindung ohne G-Proteinaktivierung. Diese Form von inversem Agonismus

konnte erstmals für Tiotidin am H 2-Rezeptor nachgewiesen werden. Die Existenz

eines solchen inversen Agonisten wurde bereits vorab durch das kubische TCM po-

stuliert [104].

Abbildung 1.3: Dosiswirkungskurven von Agonisten und Antagonisten an

einem konstitutiv aktiven GPCR.

Die Basalaktivität wird dosisabhängig von Agonisten gesteigert. Ein partieller Agonist stabilisiert

dabei anders als ein voller Agonist eine Rezeptorkonformation mit einer Aktivität < 100%. Antago-

nisten stabilisieren die Rezeptorkonformation, welche die Basalaktivität bedingt, sodass dosisunab-

hängig die Rezeptorantwort gleich bleibt. Inverse Agonisten stabilisieren eine Konformation, welche

eine geringere Rezeptoraktivität zur Folge hat und senken so die Basalaktivität.

Die Möglichkeit, 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 können 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].

Erklärbar wird dieser Befund durch die ligand-spezi•sche Stabilisierung einer von

multiplen Rezeptorkonformationen, welche sich dann in einem ligand-spezi•schen Si-

gnaltransduktionsmuster abbildet. Dieses Konzept der funktionalen Selektivität er-

weitert das statische Schlüssel-Schloß-Prinzip der Pharmakologie um die Möglichkeit

der selektiven Beein‚ussung der Rezeptorkonformation durch den Liganden. Einen

solchen Liganden, der selektiv ein liganden-spezi•sches Signaltransduktionsmuster

am Rezeptor erzeugt, bezeichnet man auch alsfunktional selektiven Agonisten(engl.

biased agonist: voreingenommener, asymmetrischer Agonist). Vereinzelte Beispiele

für solch funktional selektiven Agonismus belegen das Konzept der funktionalen

Selektivität als adäquate Beschreibungsmöglichkeit der Wirkung von Liganden an

GPCRs [137, 158, 143, 165]. Bislang konnte funktionale Selektivität nur für phar-

makologisch wirksame synthetische oder exogene Wirksto!e an GPCR und nicht

als Eigenschaft von endogenen Liganden, wie Hormonen, nachgewiesen werden. Da-

mit fehlt bislang noch der Beleg für die funktionale Selektivität als ein allgemeines

endogenes biologisches Prinzip der GPCR-Wirkung.

Die zusätzliche Entdeckung größerer Rezeptor-G-Protein-E!ektor-Komplexe

zeigt die Notwendigkeit der Erweiterung des TCM auf Komplexe, die größer als

der klassische Dreierkomplex ARG sind [69]. Auch das Vorkommen G-Protein-

unabhängiger Sinalwege und der Nachweis der Dimerisierung oder Oligomerisie-

rung von GPCRs zu Homomeren und Heteromeren komplizieren zusätzlich durch

die Erhöhung der Anzahl der möglichen interagierenden Komplexpartner [102]. Hier

nicht unerwähnt 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

Diversität der G-Protein-vermittelten Signalwege

GPCRs initiieren G-Protein-vermittelte, sowie G-Protein-unabhängige Signaltrans-

duktionskaskaden. Der modulare Aufbau der G-Proteine, die Vielzahl an Subty-

pen und die Vielzahl der E!ektorfunktionen eines jeweiligen Subtyps erklärt die

große Diversität der G-Protein-vermittelten Signalwege. Die Kopplung mehrerer G-

Protein-Subtypen an einem Rezeptor und ihrer funktional selektiven Aktivierung

erhöht zusätzlich diese Diversität. Die Signalfunktionen der G-Proteine vermitteln

sowohl GÐ- als auchÑÒ-Untereinheiten.

GÐ-Untereinheit

Bei Säugetieren •nden sich fünf Familien von GÐ-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 Spezi•tät einzelner GÐ zu bestimmten GPCR-Konformationen wird ent-

scheidend durch die letzten wenigen Aminosäuren (AS) des C-Terminus bestimmt

[26]. Die Interaktion mit E!ektormolekülen •ndet ebenfalls in der C-terminalen Do-

mäne von GÐ statt, aber oberhalb der Rezeptorbindungsstelle. Die Bindung vonÑÒ

ermöglicht die N-terminale Domäne. Chimäre GÐ-Proteine mit Austausch der letz-

ten wenigen AS des C-Terminus besitzen somit die GPCR-Spezi•tät des C-Terminus

und die Signalfunktion des restlichen G-Proteins. Solche chimären GÐ-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 GÐ-Untereinheiten eingegangen werden: der GÐs- und der GÐi/o -Familie.

GÐs-Familie Die GÐs-Familie besteht aus dem GÐs, mit einer kurzen (S), lan-

gen (L) und sehr langen (XL) Form, und dem olfaktorischen GÐolf . GÐs kommen
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ubiquitär vor, G Ðolf vor allem in den olfaktorischen Neuronen und im Urogenital-

trakt. Die Abkürzung „s“ in G Ðs steht für „stimulating“ und bezieht sich auf ihren

Haupte!ekt: die stimulierende Wirkung auf Adenylylzyklasen. Diese Stimulation re-

sultiert in einer erhöhten intrazellulären cAMP-Konzentration. Zusätzliche E!ekte

sind die Ö!nung von Ionenkanälen und die Aktivierung von src-Tyrosin-Kinasen.

Mutationen im G Ðs-Gen •nden sich beim Mc-Cune-Albright-Syndrom, Pseudohy-

poparathyroidismus und Hypophysenadenomen.

GÐi/o -Familie Die GÐi/o -Familie besteht aus den GÐi1-3,GÐo1-2 , GÐz, sowie

GÐt1-2 (Transducin 1 und 2) und GÐgust (Gustducin). GÐi kommen ubiquitär vor;

GÐo und z sind spezi•sch für das Zentrale Nervensystem (ZNS); Transducine und

Gustducine sind spezi•sch für sensorische Neuronen in der Retina und für Che-

morezeptoren in Schleimhäuten. Das „i“ steht hier für „inhibiting“ und beschreibt

die hemmende Wirkung von G-Proteinen dieser Familie auf AZ. Die Aktivierung

von GÐi/o -Proteinen resultiert somit in einer Hemmung der cAMP-Produktion.

GÐi/o -Proteine senken folglich den cAMP-Gehalt der Zelle. Weitere E!ekte der

GÐi/o -Proteine sind u.a. Inaktivierung von Ca2+ -Kanälen, Ö!nung von K + -Kanälen

(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 GÐi/o -Proteinen

[163, 95]. Diese ADP-Ribosylierung •ndet an allen GÐ der GÐi/o -Familie

statt mit Ausnahme des GÐz. GÐz ist somit PTX-insensitiv [66]. Die

Ribosylierung führt zu einer Konformation des GÐ mit verminderter Af-

•nität zum Rezeptor. So vom Rezeptor entkoppelte GÐ liegen in der

19



1. Einleitung

reassoziiertenÑÒ-gebundenen Form (GÐGDPÑÒ) vor und können nicht

aktiviert werden. Die Wirkung von G Ði/o und ÑÒauf AZ entfällt [158].

Beim Krankheitsbild des Keuchhustens, welcher durch Bordetella per-

tussis ausgelöst wird, bedingt PTX über die Gi/o -Hemmung eine Hista-

minsensitivierung der glatten Muskulatur, Vasokonstriktion der Pulmo-

nalgefäße und eine Steigerung der Leukozytenproliferation [117].

GÐq/11 - und G Ð12/13 - Familien Diese beiden weiteren großen Familien von

GÐ-Proteinen vermitteln ihre Wirkung durch Aktivierung von Phospholipasen und

haben entscheidenden Ein‚uss auf den Ca2+ -Haushalt und die Regulation von Zell-

zyklus und Migration [70, 145].

ÑÒ-Untereinheit

Anders als lange vermutet hat die ÑÒ-Untereinheit nicht nur Membrananker-

Funktion, sondern detaillierte Signalfunktionen [63]. Es können fünf unterschied-

liche Ñ-Subtypen und 12Ò-Subtypen unterschieden werden. Die Kombinationen aus

beiden Subtypen unterscheiden sich wieder in den Signalfunktionen sowie in der Ge-

webeverteilung [103]. Direkt durchÑÒ-Untereinheiten regulierte E!ektoren sind K + -

Kanäle, Phospholipase C und AZ. AZ können je nach Isoform durchÑÒaktiviert oder

inhibiert werden (s.u.). In sehr vielen Fällen ist die Wirkung der ÑÒ-Untereinheiten

PTX-sensitiv. Eine PTX-insensitive Wirkung von ÑÒ-Untereinheiten scheint prin-

zipiell möglich, konnte aber nur selten beschrieben werden [148]. GÐi/o -gekoppelte

GPCRs initiieren somit die deutliche Mehrheit der ÑÒ-Signalwege [144].

1.4.2 G-Protein-unabhängige Signalwege

Die Signalübertragung durch GPCRs ist nicht allein an G-Proteine gebunden. Sie

signalisieren auch G-Protein-unabhängig. Erste Hinweise hierauf zeigte die Untersu-

chung der Interaktion von Homer-Proteinen mit dem Glutamatrezeptors [78] Ande-

re Beispiele liefern die Aktivierungen vonÑ-Arrestinen und der Tyrosinkinase src,
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welche sowohl durch G-Proteine als auch G-Protein-unabhängig erfolgen können

[161, 98].

Ob ein Rezeptor G-Protein-abhängig oder unabhängig Signale transduziert, kann

von der Ligandkonzentration und der Phosphorylierung durch GPCR-regulierende

Kinasen (GRK) und Proteinkinase A (PKA) reguliert sein [152]. Für einige GPCRs

konnten Agonisten gefunden werden, welche funktional selektivÑ-Arrestine akti-

vieren [158]. Ñ-Arrestine sind von entscheidender Bedeutung für die Desensitivie-

rung und Internalisierung von GPCRs (s.u.). Neben der Rezeptorregulation haben

Ñ-Arrestine aber auch ausgeprägte intrazelluläre Signalfunktionen: sie leiten bspw.

über 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 Säugetieren werden 10 Isoenzyme der AZ exprimiert, welche sich

in ihrer Gewebeverteilung, sowie ihrer Regulation unterscheiden. Mit Ausnahme

der löslichen AZ (engl.: soluble AZ (sAZ)) sind alle übrigen AZ über 12Ð-helikale

Transmembran-Domänen (engl.: transmembrane AZ (tmAZ)) in der Zellmembran

verankert [77, 153]. Die tmAZ werden maßgeblich durch G-Proteine reguliert, die

sAZ ist G-Protein unabhängig (siehe Tabelle 1.2). Bemerkenswert ist die Möglich-

keit der Sensitivierung von AZ der Gruppe 2 durchÑÒvon G-Proteinen. D.h. auch

inhibitorische G-Proteine können aufgrund der stimulierenden Wirkung ihrer ÑÒbei

chronischer Aktivierung zu einer Aktivitätssteigerung der AZ führen. Diese Form der

Sensitisierung hat durchaus klinische Relevanz, da sie maßgeblich an der Plastizität

des ZNS und aber auch der Entstehung einer Entzugssymptomatik bei Substanz-

missbrauch beteiligt ist [4, 110, 160].

Forskolin (FSK) ist ein Diterpen der P‚anze Coleus forskohlii. Es

aktiviert direkt, d.h. Rezeptor- und G-Protein-unabhängig, alle tmAZ
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Gruppe Isoform GÐs GÐi/o ÑÒ Ca2+ FSK

1

AZ 1 ¿ À À ¿ ¿

AZ 3 ¿ À (wenig) 0 ¿ ¿

AZ 8 ¿ À (wenig) 0 ¿ ¿

2

AZ 2 ¿ 0 ¿ 0 ¿

AZ 4 ¿ 0 ¿ 0 ¿

AZ 7 ¿ 0 ¿ 0 ¿

3
AZ 5 ¿ À(wenig) 0 À ¿

AZ 6 ¿ À(wenig) 0 À ¿

4 AZ 9 ¿ À 0 À (¿)

sAZ (AZ 10) Aktivierung durch HCO ­
3 und Ca2+

Tabelle 1.2: Regulation der Adenylylzyklasen; ¿: stimulierend; À: inhibierend; 0: neu-

tral; FSK: Forskolin

mit Ausnahme von AZ 9 [138, 53]. Systemisch verabreicht bewirkt die

ausgelöste cAMP-Akkumulation beim Menschen über eine Vasodilatati-

on die Senkung des Blutdrucks [8].

Phosphodiesterasen

Der Abbau des second messenger cAMP wird durch Phosphodiesterasen (PDE) re-

guliert. Diese spalten die Phosphorsäureester-Bindung des cAMP am 3#C-Atom.

Beim Menschen •nden sich 11 Unterfamilien der PDE, welche sich in ihrer Lokali-

sation in der Zelle, ihrer Spezi•tät für cAMP, sowie ihren Regulationsmöglichkeiten

unterscheiden. Die PDE besitzen eindrückliche zelluläre Wirkungen. Durch Rekru-

tierung in makromolekulare Signalkomplexe bewirken sie die lokalisierte, also auf ein

oder wenige Zellkompartimente beschränkte cAMP-Senkung [27]. Die Steigerung der

cAMP-Konzentration in der Zelle durch Hemmung von PDE wird pharmakologisch

bei Inodilatatoren wie Milrinon [123] und ganz alltäglich 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)

cAMP wird durch AZ aus Adenosintriphosphat (ATP) synthetisiert und zu Adenosinmonophosphat

(AMP) von PDE abgebaut. AZ und PDE sind in größere Signalkomplexe eingebunden, durch wel-

che sie reguliert werden. GÐs aktivieren und G Ði/o hemmen AZ. ÑÒ-Untereinheiten und Calcium

aktivieren oder hemmen AZ je nach Subtyp (siehe Tabelle 1.4.3). Auch PDE werden reguliert: Ñ-

Arrestine rekrutieren PDE an GPCRs und bein‚ussen so die lokale cAMP-Konzentration. AZ und

PDE sind zudem Zielmoleküle unterschiedlicher pharmakologisch wirksamer Moleküle. Forskolin

(FSK) aktiviert AZ und steigert die cAMP-Konzentration ebenso wie IBMX, Milrinon und Ko!ein,

welche die PDE hemmen. Typische E!ektoren von cAMP sind die Proteinkinase A (PKA) und

Ionenkanäle, welche durch cAMP aktiviert werden.
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1.4.4 cAMP-abhängige E!ekte

Die zentrale Stellung dieses Second Messengers für die Physiologie zeigt sich nicht zu-

letzt in der Anzahl der unmittelbar mit seiner Erforschung verbundenen Nobelpreise

in Physiologie oder Medizin: 1971 anSutherland für die Entdeckung als Second

Messenger, 1992 anKrebs und Fisher für die Untersuchung der cAMP-abhängigen

Proteinkinase A (PKA) und 2000 an Carlsson , Greengard und Kandel u.a. für

die Rolle von cAMP und PKA bei neuronalen Prozessen1. Das durch AZ und PDE

regulierte cAMP bewirkt eine Vielzahl an zellulären Prozessen. Dazu gehört die Akti-

vierung von CNG-Ionenkanälen (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 zellulären Proteinen.

Zu diesen Proteinen gehören Enzyme des Sto!wechsels [84], Transkriptionsfaktoren

[140] und Rezeptoren [60]. Die Phosphorylierung von GPCRs durch PKA ist eine

Möglichkeit der GPCR-Desensitivierung und kann außerdem zur Veränderung der

G-Protein-Kopplung führen [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 führt zur Phophorylierung durch

GRK. Bindung von Ñ-Arrestinen an die phosphorylierten Rezeptoren entkoppelt sie

von der G-Protein-Kopplung, stoppt damit die G-Protein-abhängige Signaltransduk-

tion und delegiert sie Clathrin-abhängig in Vesikel. Im Endosom werden die GPCRs

reguliert wieder dephosphoryliert an die Zellober‚äche zurücktransportiert oder im

Proteasom abgebaut [175].

Bei der heterologen Desensitivierung werden auch Rezeptoren inaktiviert, wel-

1www.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 zuÑ-Arrestin-abhängiger

oder unabhängiger Internalisierung des Rezeptors führen [6, 80]. Die alleinige Erhö-

hung der Second Messenger-Konzentration kann somit unabhängig von der GPCR-

Aktivierung zur Desensitivierung führen.

Die GRK- und die Second Messenger-bedingte Desensitivierung sind zusätzlich

über die PKA- bzw. PKC-abhängige Aktivierung von GRK durch Phosporylierung

verknüpft [24]. Auch ÑÒ-Untereinheiten stimulieren die GRK-Aktivität [36]. Ob ein

Rezeptor GRK- oder Second Messenger- undÑ-Arrestin-abhängig oder unabhängig

desensitiviert, ist sowohl Rezeptor-, Liganden- als auch zellspezi•sch [61, 44, 67, 88,

80].

1.5 Die Homöostase des Körpergewichts

1.5.1 Übergewicht und Untergewicht

Ein Beispiel für die Schlüsselrolle der Signaltransduktion durch GPCRs für die Phy-

siologie des Körpers sind die neuronalen Vorgänge im Hypothalamus im Rahmen der

Regulation der Energieaufnahme und des Energieverbrauchs. Das Körpergewicht

bleibt genau dann konstant, wenn Energieaufnahme mittels Nahrung und Ener-

gieverbrauch mittels Bewegung und Wärme sich im Gleichgewicht be•nden. 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 Bundesbürger

hat einen „Body-Mass-Index“ (BMI = Gewicht in kg
(Größe in m)2 ) über 30 und ist damit adipös

[25, 100]. Adipositas ist direkter und indirekter Risikofaktor für eine Vielzahl an

Erkrankungen wie Atherosklerose und Diabetes mellitus Typ II und bedingt allein

etwa 5 % aller Gesundheitsausgaben in den Industrieländern2. 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 erhöhten Mortalität vergesellschaftet.

Bei einigen Patientengruppen ergibt sich sogar entgegen der landläu•gen Meinung

ein Überlebensvorteil für übergewichtige Menschen. Dieser als „reverse epidemiolo-

gy“ bezeichnete E!ekt zeigt sich bei Menschen im hohen Alter sowie bei Patienten

mit malignen Tumoren oder chronischer Hämodialyse [149, 76]. Dies verdeutlicht die

Relevanz der Beein‚ussbarkeit des Körpergewichts in beiderlei Richtung.

Gewichtsklasse BMI Anteil der Bevölkerung

Untergewicht ® 18,5 2,4%

Normalgewicht 18,5 – 25 48,0%

Übergewicht 25 – 30 36,0%

Adipositas ¯ 30 13,6%

Tabelle 1.3: Verteilung des „Body-Mass-Index“ (BMI) in der erwachsenen Bevölke-

rung der BRD 2005 (Mikrozensus 2005, Statistisches Bundesamt Deutschland)

1.5.2 Der Hypothalamus: Ort der Regulation von Hunger und Sät-

tigung

Erste Hinweise auf die Rolle des Hypothalamus für das Körpergewicht fandFröh-

lich 1901 bei einem Patienten mit einem Tumor der Hypophyse und ausgeprägter

Hyperphagie, welches ihn zur Beschreibung des „Fröhlich-Syndroms“ veranlasste

[45]. Mittels elektrolytischer Läsionen im Hypothalamus von Ratten und Katzen

konnten Kerngebiete für die Regulation der Nahrungsaufnahme lokalisiert werden.

Läsionen im Nukleus ventromedialis (VMH), sowie im distalen Nukleus arcuatus

(ARC) führen zu Hyperphagie und Adipositas und charakterisieren diese Kerngebie-

te als „Sättigungszentrum“, wohingegen Läsionen im lateralen Hypothalamus (LHA)

zum Sistieren der Nahrungsaufnahme führen und den lateralen Hypothalamus als

„Hungerzentrum“ ausweisen [3]. Diese Erkenntnisse konnten weiter spezi•ziert 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 führte zur Entdeckung einer Vielzahl von orexigen

(Nahrungsaufnahme fördernd) und anorexigen (Nahrungsaufnahme hemmend) wir-

kenden Substanzen. [37] Meilensteine der Aufdeckung der Körpergewichtsregulation

waren dabei die Entdeckung von adipösen 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

be•ndliche Neuronengruppen gegensinnig: die CART (cocaine and amphetamine re-

gulated transcript)/POMC (Proopiomelanocortin) und die AgRP (Agouti-related

peptide)/NPY (Neuropeptid Y)-Neurone. Erstere be•nden sich im VMH sowie im

dorsalen ARC und stellen das zelluläre Korrelat des „Sättigungszentrums“ dar. Zu-

sätzliche Modi•kation dieser Regulation erfährt das System durch Insulin, welches

analog zum Leptin wirkt, und durch A!erenzen aus dem autonomen Nervensystem

(nicht dargestellt). Die Produkte dieser Neuronengruppen bewirken, vermittelt über

ihre jeweiligen Rezeptoren, die Ausschüttung 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 Körpers. Diese Beein‚ussung erklärt sich aus Verhaltensänderungen in Bezug

auf die Nahrungsaufnahme und die körperliche Aktivität, 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 SubstanzenÐ-MSH

und AgRP auf die Regulation des Körpergewichts im Hypothalamus. Im folgenden

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

mus

Leptin aktiviert den appetithemmenden Weg (weiß) und Ghrelin den appetitfördernden 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

Ð-MSH und AgRP gegensinnig wirken. Über diesen MC4R und Rezeptoren für 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 über die Regelung

des Nahrungsaufnahmeverhaltens und des Energieverbrauchs den Energiehaushalt des Körpers be-

ein‚ussen (modi•ziert nach Zigman und Elmquist ).
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1.6 Das Melanocortinsystem

1.6.1 Bestandteile des Melanocortinsystems

Der Name „Melanocortin“ erklärt 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 PeptideÐ-, Ñ- und Ò-MSH (Melanozyten-

stimulierendes Hormon) und ACTH (adrenokortikotropes Hormon), die zugehörigen

Melanocortinrezeptoren MC1-5, sowie zusätzlich Agouti und AgRP (agouti-related

protein), welche ebenfalls auf diese Rezeptoren wirken.

1.6.2 Proopiomelanocortin (POMC) und Ð-Melanozyten-

stimulierendes Hormon ( Ð-MSH)

POMC war das erste entdeckte Vorläuferprotein für mehrere funktional unterschied-

liche Peptide. Durch Spaltung des POMC mittels Prohormon-Konvertasen werden

die Peptide ACTH, Ð-MSH, Ò-MSH und Ñ-Lipoprotein gebildet. Ñ-Lipoprotein wie-

derum kann zu Ñ-Endorphin und Ñ-MSH gespalten werden [125]. Bei Mäusen un-

ter ad libitum-Fütterung führt schon die Haploinsu"zienz im POMC-Gen (POMC

­ / + ) zu einem adipösen Phänotyp [22]. Auch Menschen mit Mutationen in der

POMC-Sequenz und resultierenderÐ-MSH-De•zienz zeigen einen übergewichtigen

Phänotyp mit Hypopigmentierung (mangelnde periphere Wirkung) und Nebennie-

reninsu"zienz (mangelnde ACTH-Wirkung) [85]. Vermehrte POMC-Prozessierung

•ndet sich beim M. Addison, wo aufgrund einer Nebenniereninsu"zienz mit Verrin-

gerung des Cortisols gegenregulatorisch die ACTH-Produktion und damit gekoppelt

die Produktion der übrigen Melanocortine gesteigert ist. Patienten mit M. Addison

können, bedingt durch die Melanocortinwirkung, durch eine dunkle Hautfärbung

und eine Abnahme des Körpergewichts au!allen [111].

Ð-MSH wirkt als Agonist an MCR. Das aus 13 Aminosäuren bestehende Peptid

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

zu •nden [74]. Die zentralen anorexigenen E!ekte von Agonisten an MCR konnten

mittels intracerebroventrikulärer (i.c.v.) Injektionen an Mäusen untersucht werden.

Sie bewirken eine starke Reduktion der Nahrungsaufnahme und des Körpergewichts

sowohl beim Wildtyp [124], als auch bei adipösen POMC­ / ­ -Mäusen [177]. Mit dem

Ziel, die periphere bräunende Wirkung zu untersuchen experimentierteHadley im

Selbstversuch mit MCR-Agonisten und entdeckte dabei zufällig die zusätzliche zen-

trale erektionsauslösende Wirkung [55, 135]. Neben der Bräunung der Haut sind

weitere periphere Wirkungen von Ð-MSH seine antiin‚ammatorischen E!ekte [14]

und die Steigerung des Blutdrucks [128].

1.6.3 Die Melanocortinrezeptoren (MCRs)

Die Tabelle 1.4 gibt einen Überblick über die MCRs und ihre Hauptfunktionen.

Unter den GPCRs nehmen die MCRs eine Sonderstellung ein, da für sie nicht nur

endogene Agonisten sondern auch endogene Antagonisten gefunden werden konn-

ten. Die dermalen E!ekte, 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 für die

Körpergewichtsregulation entscheidend sind MC3R und MC4R [1]. Ihre physiologi-

sche Funktion wurde bei allen MCR ihrer Gs-Kopplung zugeschrieben [54]. MCR-

Agonisten, wieÐ-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 führt zur

Bräunung [146].

Der Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R)

Der MC4R spielt eine Schlüsselrolle in der Körpergewichtsregulation (siehe Abb.

1.5) Seine zentrale Stellung in dem Modell ergibt sich aus seiner Integration von

anorexigenen Signalen über den AgonistenÐ-MSH und orexigenen Signalen über
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Rezeptor Endogene Endogene Zentrale Periphere

Agonisten Antagonisten Funktion Funktion

MC1R

Ð-MSH =

Ñ-MSH =

ACTH >

Ò-MSH

Agouti n.b. Pigmentierung

MC2R ACTH Agouti n.b.
Glukokotikoid-

Produktion

MC3R

Ð-MSH =

Ñ-MSH =

ACTH =

Ò-MSH

AgRP
Körpergewichts-

Regulation

Zytokinfrei-

setzung

MC4R

Ð-MSH =

Ñ-MSH =

ACTH >

Ò-MSH

AgRP,

Agouti

Körpergewichts-

Regulation

Sexualverhalten

Entzündungs-

Hemmung

MC5R

Ð-MSH =

Ñ-MSH =

ACTH >

Ò-MSH

Agouti n.b.
Natriurese,

Talgsekretion

Tabelle 1.4: Die Melanocortinrezeptoren, ihre endogenen Liganden und Hauptfunk-

tionen
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den Antagonisten AgRP. Bei der Maus führt der „Knockout“ dieses Rezeptors zu

einem manifesten metabolischen Syndrom mit Hyperphagie, Hyperinsulinämie und

Adipositas [71]. Der Rezeptor ist in seiner Strucktur und Funktion evolutionär stark

konserviert, sodass von sehr ähnlichen Eigenschaften wie A"nität zu Liganden und

Signalwegen des Rezeptors bei allen Säugetieren ausgegangen werden kann [43].

Beim Menschen sind Mutationen im MC4R der häu•gste monogenetische Grund

für schwere Adipositas. Selbst heterozygote Träger einer Mutation im MC4R haben

bereits ein erhöhtes Risiko zur Entwicklung eines adipösen Phänotyps [178, 65, 50].

Zusätzlich wurden bei einigen adipösen Menschen Antikörper gegen MC4R entdeckt

[122].

Der MC4R ist ein konstitutiv aktiver G s-gekoppelter Rezeptor. Das bedeutet,

dass er in Abwesenheit eines Agonisten eine basale Signalaktivität besitzt. Dies

zeigt sich in einer Steigerung der basalen cAMP-Akkumulation bei Überexpression

des Rezeptors [112].

Endogen reguliert werden die anorexigenen E!ekte des MC4R durch die Ago-

nisten Ð-, Ñ-MSH und ACTH, sowie mit geringerer Potenz Ò-MSH, und die en-

dogenen Antagonisten Agouti und AgRP. Diese anorexigenen Signalwege wurden

der Kopplung des MC4R mit Gs-Proteinen und der daran anschließenden PKA-

Aktivierung zugeschrieben [47, 147, 29]. Die D90N-Mutation des MC4R, welche

Agonisten mit hoher A"nität bindet, aber keine G s-typische Erhöhung der cAMP-

Produktion zeigt, ist mit einer schweren, früh einsetzenden Adipositas assoziiert [9].

Allerdings lässt sich nicht bei allen Mutationen des MC4R, welche aus übergewich-

tigen Patienten isoliert wurden, eine verminderte cAMP-Akkumulation feststellen.

Einige dieser Mutationen zeigen keine Veränderung in der cAMP-Akkumulation ge-

genüber 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 zusätzliche Signalwege zeigt die Untersuchung der

Desensitivierung des MC4R. So ist diese zwar teilweise PKA-abhängig und somit an

die cAMP-Produktion gekoppelt, allerdings •ndet sie auch GRK- und Ñ-Arrestin-
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Abbildung 1.6: D90N-Mutation des humanen MC4R

Die D90N Mutation des MC4R wurde aus adipösen Patienten mit metabolischem Syndrom iso-

liert. Bei dieser Mutation be•ndet sich in der zweiten Transmembrandomäne als 90. Aminosäure

Asparagin (N) anstelle von Aspartat (D). Dadurch ist bei gleicher Bindungsa"nität zu Agonisten

die Agonist-bedingte cAMP-Steigerung aufgehoben. Auch AgRP bewirkt nicht die beim Wildtyp

beobachtbare Senkung der basalen cAMP-Produktion [23].

abhängig und damit prinzipiell unabhängig von der Gs-Kopplung statt [141]. So

rekrutiert auch die D90N-Mutation Ñ-Arrestine, obwohl sie keine Gs-Proteine akti-

viert [13].

Der Melanocortin-3-Rezeptor (MC3R)

Der MC3R wird im ARC, dem Ort der Perikarya der POMC-Neurone, exprimiert.

MC3R­ / ­ -Mäuse sind adipös 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

„Sättigungsgefühl“ unterdrückt. Bei den Knockout-Mäusen (MC3R ­ / ­ ) führen dann

vermehrt produzierte Melanocortine über 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 erklärt die Hypoaktivität und Adipositas

der Mäuse als zusätzliche Wirkung abseits der Autorezeptorwirkung. Analog zum

MC4R werden auch beim MC3R die Signalwirkungen einer Gs-Kopplung zugerech-

net [54]. Die inhibierende Wirkung der MC3R-Aktivierung auf POMC-Neuronen,

welche untypisch für Gs-Proteine wäre, legt auch bei diesem Rezeptor die zusätzli-

che Aktivierung eines von der Gs-Kopplung unabhängigen Mechanismus nahe.

1.6.4 Agouti-related Peptide (AgRP)

1997 entdecktenOllmann et al. und Shutter et al. in übergewichtigen diabeti-

schen Mäusen parallel diesen hypothalamischen Antagonisten am MC4R [115, 142].

AgRP ist ein 132 AS langes Protein, wovon allerdings nur der C-Terminus antagoni-

stische E!ekte 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 könnten mögliche weitere E!ekte auf die Regu-

lation des Körpergewichts haben, wirken aber nicht am MC4R [49]. Im Allgemeinen

wird, wie auch hier im Weiteren, mit AgRP eben jener auf MC4R wirksame C-

terminale Abschnitt 83-132 bezeichnet.

Analog zum Phänotyp bei Überexpression von Agouti bei der Agouti-Maus [16]

führt die transgene hypothalamische aber auch periphere Überexpression von AgRP

zu Hyperphagie und Übergewicht [52, 172]. Auch die i.c.v.-Injektion von AgRP er-

gibt einen übergewichtigen Phänotyp [131]. Weniger eindeutig ist der Phänotyp bei

Entfernung des Hormons. AgRP-Knockout-Mäuse sind nach Geburt überraschen-

derweise normalgewichtig [126]. Ältere Knockout-Mäuse werden dann aber doch

vermehrt untergewichtig [169]. Die Hemmung der AgRP-Produktion mittels RNA-

Interferenz führt zur Verringerung des Körpergewichtes, allerdings bei normaler Nah-

rungsaufnahme [96]. Komplizierend zeigte sich zusätzlich, dass die gezielte Ablation

von AgRP-Neuronen im Mäusen durchaus auch zur Verminderung der Nahrungsauf-

nahme führt, 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

könnte diesen E!ekt erklären, da ein GABA-Agonist zur Steigerung der Nahrungs-

aufnahme in den Mäusen mit der Ablation der AgRP-Neuronen führte [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 unabhängig von der Anwesenheit von Agonisten wieÐ-MSH.

Hinweise darauf liefert schon das Vor•nden 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 für Melanocortin-unabhängige Signalwege des

AgRP. AgRP verringert in MC4R und MC3R überexprimierenden Zellen die basale

cAMP-Produktion, also in Abwesenheit von Melanocortinen. Es verringert zusätz-

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 eigenständigen Wirkungen wurden als inverser Agonismus

von AgRP an MCR beschrieben.

Auch in vivo •nden sich Melanocortin-unabhängige Wirkungen des AgRP. Die

i.c.v.-Injektion von AgRP in Mäusen ohne POMC-Expression (POMC­ / ­ ) und so-

mit ohne Melanocortin in den Neuronen führte zu einer deutlichen Gewichtszunahme

[155]. Unter Fasten kommt es bei Mäusen zur Steigerung der AgRP-Synthese und

zur Hemmung der POMC-Synthese. Die deutlich größere Variabilität der Synthese

von AgRP verglichen mit der von POMC bei Veränderung des Nahrungsangebotes

betont seine Bedeutung für die Regulation der Homöostase des Körpergewichts am

MC4R [166].

Weitere Hinweise darauf, dass AgRP nicht nur reine antagonistische Wirkung

gegenüber Melanocortinen besitzt, ergibt die überraschenderweise gleichgerichtete

Wirkung von AgRP und Melanocortinen bezüglich der Desensitivierung von MC-

Rezeptoren [13].Fu et al. konnten zeigen, dass auf VMH-Neuronen AgRP undÐ-

MSH ebenfalls gleichgerichtete Wirkungen, hier im Sinne einer Inhibition der neura-
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len Aktivität, ausüben können [46]. AgRP kann somit synergistisch zuÐ-MSH wir-

ken. Diese Befunde lassen sich nicht durch alleinigen inversen Agonismus des AgRP

auf MC-Rezeptoren erklären, da hierdurch nur eine entgegengerichtete Wirkung ge-

genüber Melanocortinen erklärbar wäre.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass AgRP sehr komplexe Wirkungen in-

nehat, sowohl auf makroskopischer Ebene, als auch auf Rezeptorebene, und dass

diese di!erenzierten Wirkungen nicht allein durch reinen Antagonismus oder rei-

nen inversen Agonismus an MC-Rezeptoren erklärt werden können. Ein molekularer

Mechanismus, welche diese AgRP-Wirkungen erklären könnte, wurde bislang noch

nicht gefunden.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Verständnis der Signaltransduktion des MC4R ist in mehrfacher Hinsicht erstre-

benswert. Nicht nur seine zentrale Rolle in der Regulation der Energiehomöostase

des Körpers und seine weiteren wichtigen physiologischen Funktionen, sondern auch

seine Sonderstellung als dual regulierter Rezeptor durch endogene Agonisten und

Antagonisten machen ihn sowohl für klinische Fragestellungen zur Regulation pa-

thologischer Zustände, wie Adipositas oder Kachexie, als auch für das grundlegende

allgemeine Verständnis der Pharmakologie von GPCRs interessant.

Eine Reihe von Hinweisen legt nahe, dass weitere Signalwege zusätzlich zur Gs-

Aktivierung an MC-Rezeptoren involviert sind. Eine zusätzliche Aktivierung von

Gi/o -Proteinen legt die gefundene PTX-Sensitivität von Ð-MSH-bedingter ERK-

Aktivierung in HEK293-mMC4R-Zellen nahe [21]. Fraglich bleibt allerdings, ob die

Involvierung von G i/o -Proteinen in endogen exprimierenden Zellen, wie den GT1-

7-Zellen eine Rolle spielt. Ein zusätzlicher Hinweis darauf, dass nicht nur die Gs-

Aktivierung an MC4-Rezeptoren für die Körpergewichtsregulation entscheidend ist,

zeigen die Untersuchung von Mutationen des Rezeptors von adipösen Patienten,

wobei auch Mutationen mit unveränderter, oder überraschenderweise sogar erhöh-

ter Gs-Aktivität in diesen Patienten gefunden werden konnten [65].

Aus diesen Gründen soll in meiner Arbeit eine di!erenzierte Untersuchung der G-

Proteinaktivierung von Ð-MSH und AgRP am MC4R statt•nden. Folgende Ansätze

sollen dabei Gegenstand der Untersuchung sein:

1. Die Etablierung eines GTPÒ35S-Assay soll die Untersuchung der G-

Proteinaktivierung von Ð-MSH und AgRP am MC4R ermöglichen.

2. Mittels cAMP-Assay sollen die Wirkungen von Ð-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) können die Untersuchungen in einem physiologisch relevanten

Bezugssystem statt•nden.
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4. Zur Identi•kation der durch den MC4R aktivierten G-Proteine werden ein

Gi/o -Protein-spezi•sches Toxin (Pertussistoxin) oder Antikörper verwendet.

5. Mit Hilfe der D90N-Mutation des MC4R können aufgrund des Fehlens der am

Wildtyp etablierten G s-Aktivierung Rückschlüsse auf die Signaltransduktion

abseits von Gs geschlossen werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden einen Einblick scha!en in die

molekulare Physiologie der Körpergewichtsregulation 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 Verständnis

der Interaktion von Ð-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 Geräte

Aluminium-Chromatogra•e-Säulen Roth (Karlsruhe)

Bakterien-Inkubator Heraeus (Hanau)

Bakterien-Schüttler Orbital Shaker, Thermo Electron

(Dreieich)

Brutschrank HERAcell, Heraeus, (Hanau)

Dowex-Chromatogra•e-Säulen Roth (Karlsruhe)

Feinwaage Sartorius 1264 MP, Steiner und Co. OHG,

(Giserfeld/Sieg)

Flüssigkeitsszintillationszähler Liquid Scintillation System LS

6000IC, Beckmann (München)

Zellsammler Brandel MLR-24 TC

Lichtmikroskop Zeiss (Oberkochen)

pH-Meter GPHR 1400A Digital pH-Meter,

Greisinger electronic GmbH (Regenstauf)

Photometer Bio Photometer 6131, Eppendorf
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(Hamburg)

Pipetten Gilson (Middelton, USA)

Sterilbänke Hera Safe, Heraeus (Hanau)

Vortex Vortex-Genie 2, Scienti•c Industries

(New York, USA)

Ultra-Thurax Janke und Kunkel (Ika Werk)

Wasserbäder GFL 1083, Linco (Schwalbach)

Julabo MP, Linco (Schwalbach)

Zellkultur-Inkubator Forma Scienti•c, 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 Verbrauchsmaterialien

Combitips Eppendorf (Hamburg)

Mikro Schraubröhre (2 ml) Sarstedt (Nümbrecht)

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt (Nümbrecht)

Pasteurpipetten Marienfeld (Lauda-Königshofen)

Pipettenspitzen (200 ÛL / 1000 ÛL)Sarstedt (Nümbrecht)

Reagenz- und Zentrifugenröhren Sarstedt (Nümbrecht)

(15 ml, 50 ml)

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt (Nümbrecht)

Szintillations-Gefäße (20 ml) Sarstedt (Nümbrecht)

Zellkultur-12-Loch-Platten Sarstedt (Nümbrecht)

Zellkultur-Schalen Sarstedt (Nümbrecht)

Zellkultur-Flaschen Sarstedt (Nümbrecht)
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Zellschaber Sarstedt (Nümbrecht)

2.1.3 Chemikalien

Agar-Agar Becton Dickinson (Heidelberg)

Ampicilin-Na-Salz Applichem (Darmstadt)

BSA Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

CaCl2 Roth (Karlsruhe)

DMEM PAA (Pasching, Österreich)

DMSO Roth (Karlsruhe)

EDTA Roth (Karlsruhe)

Ethanol Roth (Karlsruhe)

FCS Gibco (Karlsruhe)

Forskolin (FSK) Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

HCL (32%) Riedel de Haen (Seelze)

HEPES Roth (Karlsruhe)

H3PO4 Riedel de Haen (Seelze)

Imidazol Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

KT 5720 Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Metafecten Biontex (München)

MgCl2 Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

NaCl Roth (Karlsruhe)

NaOH Riedel-de Haen (Seelze)

NP-40 Merck (Darmstadt)

PBS PAA (Pasching, Österreich)

Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Proteinaseinhibitoren Merck (Darmstadt)

Rotiszint eco plus Roth (Karlsruhe)

SDS Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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Szintillations‚üssigkeit Roth (Kalsruhe)

TCA Riedel-de Haen (Seelze)

Trypsin PAA (Pasching, Österreich)

ZeocinTM Invitrogen, CA USA

2.1.4 Liganden

Ð-Melanozyten- Sigma-Aldrich, Deisenhofen

stimulierendes Hormon (Ð-MSH)

humanes Agouti-Related Protein Peptide Institut inc.,

Fragment 86-132 Osaka, Japan

(AgRP86­ 132)

2.1.5 Radioaktive Moleküle

2,8-3H-Adenin Perkin Elmer, Boston

GTPÒ35S Perkin Elmer, Boston

2.1.6 Lösungen und Pu!er

Bradford-Stammlösung 100 ml Ethanol (96%),

200 ml Phosphorsäure (88%),

350 mg Serva Blue G,

bei RT abgedunkelt lagern

Bradford-Arbeitslösung 5 ml 85% Phosphorsäure,

2 ml Bradford-Stammlösung,

mit a.d. auf 50 ml aufgefüllt

GTPÒ35S-Assay-Pu!er 20 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl

10­ 15 mM MgCl2; 1 mM CaCl2

Imidazolpu!er 0,1 M Imidazol, pH 7,4
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Lysis-Pu!er 5% SDS und 1% NP40 in a.d.

Membranpu!er 5 mM Tris/HCl, 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 Antikörper

Anti-G Ðs Santa Cruz (sc-383)

Anti-G Ði 1 Santa Cruz (sc-13533)

Anti-G Ði 2 Santa Cruz (sc-13534)

Anti-G Ði 3 Santa Cruz (sc-262)

Anti-G Ðo Santa Cruz (sc-13532)

Anti-G Ðt Santa Cruz (sc-136143)

Anti-G Ðq Santa Cruz (sc-136181)

Anti-G Ðz Santa Cruz (sc-388)

2.1.8 Zellen und Nährmedien

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-mMC4R-, sowie eine HEK293-

hMC3R-Zelllinie wurden ebenfalls verwendet [13]. Sie wachsen adhärent 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 vonMellon et

al. im Zuge der genetisch gezielten Tumorigenese in transgenen Mäusen entwickelt

wurden. Man unterscheidet die GT1-1- von den GT1-7-Zelllinien. Beide exprimie-

ren endogen den MC4-Rezeptor, dessen Bindungsa"nitäten fürÐ-MSH sowie AgRP

mit den Werten für den humanen MC4R übereinstimmen. Zusätzlich wurde für die

GT1-7-Zelllinie eine endogene Expression des MC3-Rezeptors ermittelt, allerdings

in deutlich geringerem Ausmaß [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 DH5Ð verwendet.

2.1.10 Plasmide

Es wurden die bereits beiBreit et al. beschriebenen Plasmide für mMC4R, hMC4R,

hMC3R und D90N-MC4R verwendet [13].

2.2 Methoden

2.2.1 Vervielfältigung und Aufreinigung der Plasmide

Transformation und Kultivierung kompetenter DH5 Ð-E.-coli-Bakterien

Mithilfe der Hitzeschock-Methode können Bakterien mit einer gewünschten Plasmid-

DNS transformiert werden. Durch Erhitzen der Bakterien wird die Membran durch-

lässig für die Plasmid-DNS, die sich ebenfalls in der Suspension be•ndet. Ei-

ne anschließende Selektion der transformierten Bakterien erfolgt mithilfe eines

Antibiotika-Resistenz-Gens, welches sich auf dem Plasmid be•ndet. Es wurden 50

Ûl kompetente DH5Ð-E.-coli-Bakterien mit 0,3 – 0,5 Ûg Plasmid-DNS versetzt und
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für 30 Minuten bei 4¦ C inkubiert. Es folgte der Hitzeschock im Wasserbad (42¦ C)

für 90 Sekunden. Nach einer erneuten Inkubationszeit von 5 Minuten bei 4¦ C wur-

den der Probe 250Ûl 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 für mindestens 8 Stunden im Brutschrank (37¦ C) bebrütet. Von den

so gezüchteten 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 H2O a.d., pH 7,4)

befüllten Kolben überführt und bei 37¦ C und 225 rpm über mindestens 8 Stunden

in einem Schüttelinkubator inkubiert.

Aufreinigung der Plasmide

Zur Isolierung der vervielfältigten Plasmide aus den transformierten DH5Ð-E.-coli-

Bakterien wurde ein alkalisches Lyseverfahren verwendet. Diese Aufreinigung der

Plasmide für eine anschließende Transfektion erfolgte mithilfe eines Midi-Präps des

„Plasmid-DNA-Puri•cation-Kit“ der Firma Machery-Nagel GmbH u. Co. KG, Dü-

ren. Die Bakteriensuspension wurde bei 5000 g und 4¦ C für 5 Minuten zentrifugiert.

Der Überstand wurde dekantiert und der Niederschlag in 8 ml des Pu!ers S1 resus-

pendiert. Nach Zugabe der S2-Pu!er wurden die Proben 5 Minuten bei RT inkubiert.

8 ml kalten S3-Pu!ers wurden zugefügt und die DNS von den denaturierten Bak-

terienproteinen mithilfe eines Papier•lters getrennt. Das hierbei entstandene klare

Filtrat wurde auf eine, zuvor mit 2,5 ml N2-Pu!er (10 mM Tris, 15% Ethanol, 900

mM Triton-X-100, pH 6,3 eingestellt mit H 3PO4) äquilibrierte Nucleobond-Saule ge-

geben. Nach zweimaligem Waschen mit je 10 ml des Pu!ers N3 (100 mM Tris, 15%

Ethanol, 1,15 M KCl, pH 6,3 eingestellt mit H 3PO4) wurde die DNS mit 5 ml des

Pu!ers N5 (100 mM Tris, 15% Ethanol, 1,15 M KCl, pH 8,5 eingestellt mit H 3PO4)

eluiert und mit 3,5 ml Isopropanolol präzipitiert. Nach erneuter Zentrifugation von

30 Minuten bei 4¦ C und 15.000g wurde der Überstand abgegossen und die Proben

mit Ethanol (70%) aufgeschüttelt. Wieder folgte eine Zentrifugation der Proben (30

Minuten bei 11.000 g). Der Überstand wurde abgegossen und die Proben an der
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Raumluft getrocknet. Anschließend wurde die ausgefällte DNA in Membranpu!er

aufgenommen und photometrisch die Reinheit der Präperation durch Berechnung

des Quotienten aus OD260 und OD280 und die Konzentration der DNA durch Mes-

sung bei OD260 ermittelt. Präperationen 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 erhöht die Adhärenz von Zellen an Ober‚ächen. Das Poly-Kation Poly-

L-Lysin wird an die Ober‚äche der Zellkulturplatten adsorbiert und ist mit den

positiv-geladenen Aminogruppen seiner Lysinreste Bindungspartner für negativ ge-

ladene Bestandteile der extrazellulären Matrix von Zellen. Die Poly-L-Lysinlösung

(100 mg/ml, gelagert bei -20 ¦ C) wurde aufgetaut und anschließend 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 Flächen wurden kopfüber zur Trocknung für 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. Für die GT1-7-Zellen wurde DMEM (high

glucose) mit 10% FCS und Penicillin und Streptomycin (1:100) verwendet. Beide

Zelllinien wuchsen als adhärente Zellmonolayer in 175 cm2 Zellkultur‚aschen in ei-

ner 37¦ C warmen, wasserdampfgesättigten und 5% CO2 enthaltenden Atmosphäre.

Regelmäßiges 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 Nährmedium abgesaugt, die Zellschicht vorsichtig mit 10 ml vorgewärmter

PBS-Lösung gewaschen und anschließend mit 3-4 ml Trypsinlösung für 3 min bei

37¦ C inkubiert. Trypsin katalysiert als Protease den Abbau der extrazellulären Ma-
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trix, welche die Adhäsion der Zellen am Untergrund und untereinander vermittelt.

Die anschließende Minderung der zytotoxischen Wirkung des Trypsins wurde durch

starke Verdünnung erreicht. Von den abgelösten Zellen wurde durch Zugabe von

20 ml PBS, 3 minütiger Zentrifugation bei 800 rpm, Absaugen des Überstandes

und anschließender Resuspension des Zellhaufens in Nährmedium, ein Großteil der

Trypsinlösung entfernt. Die so gereinigte Zellsuspension konnte dann auf 150 mm

Zellkulturschalen für die Membranpräparation (s.u.) oder auf mit Poly-L-Lysin be-

schichtete 12-Loch-Zellkultur-Platten für den cAMP-Assay (s.u.) übertragen wer-

den. Ein Rest der Zellsuspension verblieb zur weiteren Vermehrung in einer neuen

Zellkultur‚asche. So abgelöste Zellen konnten außerdem kryokonserviert werden.

Kryokonservierung und Auftauen der eukaryotischen Zellen

Zur Konservierung der Zellen wurde der gereinigte Zellhaufen anstatt in Nährme-

dium in FCS mit 10% DMSO resuspendiert und zu Aliquots à 1 ml in eisgekühlte

Mikro-Schraubröhrchen überführt. Diese wurden 24 h bei 20¦ C und weitere 24 h bei

­ 80¦ C aufbewahrt, bevor sie dann in ‚üssigem Sticksto! dauerhaft gelagert wurden.

Das DMSO vermindert, gemeinsam mit dem langsamen Temperaturerniedrigung, die

Bildung von zellschädigenden Eiskristallen. Zum Auftauen von gelagerten Aliquots

emp•ehlt sich, nicht wie beim Einfrieren ein langsames und stufenweises, sondern ein

zügiges Vorgehen in einem Schritt. Der Inhalt eines Mikro-Schraubröhrchen wurde,

sobald er durch Erwärmen im Wasserbad (37¦ C) im Röhrchen mobilisierbar, aber

noch bevor er vollständig aufgetaut war, in 150 mm Zellkulturschalen mit 20 ml

vorgelegtem 37¦ C warmen Nährmedium geschüttet. Im vorgewärmten Nährmedium

taute ein Aliquot so innerhalb weniger Sekunden auf. Zur Entfernung des zytotoxi-

schen DMSO von den Zellen wurde nach 24 h im Zellinkubator das Nährmedium

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). Hierfür wird zunächst ein Komplex aus

zu trans•zierender pcDNA und dem amphiphilen polykationischen Transfektionsrea-

genz Metafecten gebildet. Dieser sogenannte „Lipoplex“ kann dann von den Zellen

durch Endozytose aufgenommen werden und be•ndet sich anschließend in einem

intrazellulären Endosom. Das durch Protonenpumpen verursachte saure Milieu des

Endosoms sowie die Pu!ereigenschaft des kationischen Lipoplex verursachen einen

hohen osmotischen Druck innerhalb des Endosoms. Hierdurch wird die Endosomen-

struktur zerstört und der DNA-Metafecten-Komplex wird ins Zytosol freigesetzt.

Durch die abstoßenden Kräfte zwischen Endosom und Lipoplex wird der Vorgang

erleichtert. Eine protonierbare basische Gruppe nahe den lipophilen Anteilen der

kationischen Lipide führt zur Entwicklung eines sauren Milieus im späten 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 für den Re-

zeptor entsprechenden pcDNA wurde 2 Tage vor der Membranpräperation durch-

geführt. Hierfür wurden zunächst die Ansätze für die jeweilige DNA vorbereitet

und je Ansatz zwei Mikroröhrchen (Sarstedt, Numbrecht) mit je 100 Ûl serumfreiem

DMEM befüllt. In eines der beiden Mikroröhrchen wurden 5 Ûg der zu trans•zie-

renden DNA vorgelegt. In das zweite Mikroröhrchen wurde die dreifache Menge

an Metafectene (DNA/Metafectene, 1:3) pipettiert. Beide Ansätze wurden vereinigt

und nachfolgend 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die DNA-

Metafecten-Komplexe auf die Zellen gegeben und anschließend im Brutschrank 6 h

bei 37¦ C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde ein Mediumwechsel mit Nähr-
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medium durchgeführt, und die Zellen wurden weitere 48 h im Brutschrank kultiviert.

Die für die Arbeit benötigten HEK293-Zellen, welche den D90N-Rezeptor sta-

bil exprimieren, wurden zunächst nach dem oben beschriebenen Verfahren trans•-

ziert. Um stabile Zelllinien zu gewinnen, wurde am Ende des Vorgangs beim Me-

diumwechsel Zeocin-haltiges DMEM-Medium (400Ûg/ml) verwendet. Zeocin, ein

Phleomycin-D1-Derivat, ist ein wasserlösliches, kupfer-chalatiertes Glykopeptid, wel-

ches ausStreptomyces verticil lusgewonnen 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 überführt wird. Das von der Zelle

aufgenommene Zeocin wirkt zytotoxisch durch Bindng an DNA. Erfolgreich trans-

•zierte Zellen verfügen durch das Plasmid über ein Zeocin-Resistenz-Gen. Dabei

handelt es sich um das für 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

herangezüchtet. Kolonien, die über kein Zeocin-Resistenzgen verfügten, also nicht

trans•ziert waren mit dem Plasmid, welches auch für den D90N-Rezeptor kodiert,

starben hierbei ab. Die durch diese Transfektion entstandene Zellpopulation wurde

mittels Ober‚ächen-Elisa auf die Expression des Rezeptors getestet.

2.2.4 Behandlung der Zellen mit PTX

Zur Hemmung PTX-sensitiver G-Proteine wurden die Zellen für 12-16h in einem

Nährmedium mit 100ng/ml PTX im Brutschrank kultiviert.

2.2.5 cAMP-Akkumulations-Assay

Der cAMP-Akkumulations-Assay eignet sich zur Untersuchung der stimulusinduzier-

ten, intrazellulären Akkumulation des „Second Messengers“ cAMP [133]. Der Abbau

von cAMP wird dabei durch den Subtyp-unselektiven PDE-Hemmer 3-Isobutyl-1-

Methylxanthin (IBMX) unterdrückt, 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 Nährmedium pro Loch gegeben. Nach Anheftung der Zellen am Platten-

grund konnte 1ÛCi/ml Tritium-markiertes Adenin (2,8- 3H-Adenin) dem Medium

beigefügt werden. Die Zellen nehmen das Adenin auf und versto!wechseln es zu

ATP, welches wiederum Ausgangssto! für die cAMP-Produktion durch die AZ ist.

Es entsteht somit bei AZ-Aktivierung vermehrt radioaktives 3H-cAMP in den Zellen.

AZ-Aktivität 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 möglich. Nach 4 h Inkubation bei 37¦ C im Zellin-

kubator wurde das radioaktive Nährmedium abgesaugt. Die Stimulation der Zellen

erfolgte mittels Zugabe von 1 mM IBMX- haltigem DMEM mit oder ohne Ligand

bzw. FSK. Nach 30 minütiger Stimulationsphase wurde das Medium samt Liganden

entfernt und mit 1 ml eiskalter 5%iger Trichloressigsäure (TCA) die Akkumulation

gestoppt und die löslichen Zellkomponenten extrahiert. Die Zellen werden hierbei

chemisch durch die Säure und physikalisch durch die Kälte aufgeschlossen und in-

trazelluläres 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 Säulenchromatographie mit Dowex- und Aluminiumoxid-Säulen genutzt.

Hierbei nutzt man die höhere A"nität von zyklischen Nukleotiden zu Aluminiu-

moxid (AlO 2). Die Dowexsäulen waren zur Vorbereitung mit 10 ml 1 M HCl und

10 ml a.d., die Aluminiumoxid-Säulen mit 10 ml 0,1 M Imidazolpu!er gewaschen

worden. Das Extrakt wurde nun auf die regenerierten Dowexsäulen gegeben, deren

Ausläufe in vorbereitete Szintillationsgefäße mündeten. In diese Gefäße wurde nun

mit 4ml a.d. die unspezi•sche Radioaktivität ausgewaschen. Diese wurde in 12 ml

Szintillationslösung mit dem Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen. Die Dowex-

säulen wurden dann mit ihren Ausläufen über die Aluminiumsäulen positioniert und

mit 10 ml a.d. in diese eluiert. Nach dem vollständigen Durchlauf des Eluats durch

die Aluminiumsäulen, wurden diese mit 1 ml Imidazolpu!er gewaschen und danach

über weitere vorbereitete Szintillationsgefäße positioniert und mit 5ml Imidazolpuf-

fer eluiert. Auch diesen Gefäßen wurde 12 ml Szintillations‚üssigkeit zugegeben und
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die Radioaktivität durch den Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen.

2.2.6 Präparation von totalen Zellmembranfraktionen

Zellen, die zur Gewinnung von Membranen zwecks Verwendung in einem GTPÒ35S-

Assay vorgesehen waren, wuchsen auf 150 mm Zellkulturschalen bis zu einer Be-

deckung des Schalenbodens von 60-80% heran. Nach Entfernung des Nährmediums

(evtl. inkl. PTX), wurde die Zellschicht mit 2 ml PBS/2 mM EDTA vom Schalen-

untergrund abgelöst. Die fester adhärenten GT1-7-Zellen mussten zusätzlich mecha-

nisch mit einem Zellschaber vom Untergrund gelöst werden. Das EDTA bindet als

Chelatbildner 2fach positiv-geladene Calciumionen, welche durch Ionenbindungen

Anteil an der Adhäsion der Zellen am Untergrund haben. Der Nachteil der Verwen-

dung von Trypsin zum Ablösen der Zellen wäre die Zerstörung von Proteinen durch

die Protease. Um die bei der folgenden Lysis frei werdenden zelleigenen Proteasen

zu hemmen, wurde die weitere Präparation bei 4¦ C ausgeführt. Die entstandene

Zellsuspension wurde darum in 10 ml eiskalten Membranpu!er überführt. Es folgte

die Zerkleinerung der Zellen mittels 20 sekündiger Ultra-Thurax-Behandlung. Um

den Zellkern und größere Zellorganellen von den kleineren Zellmembrananteilen der

Suspension zu trennen, wurde der Ansatz 10 min bei 800 rpm und 4¦ C zentrifu-

giert. Aus dem Überstand wurden nun durch 20 min Zentrifugation bei 12000 rpm

der Zellmembrananteil gewonnen. Durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren des

Membran-Pellets mit 500 Ûl Membranpu!er 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

GTPÒ35S-Assay verwendet oder in Aliquots à 250Ûg (250 Ûl) eingefroren. Hierzu

wurden die Aliquots einige Sekunden in ‚üssigen Sticksto! gehalten und dann bei

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

Um eine äquivalente Membranmenge in den Aliquots zu gewährleisten, wurde die

Proteinkonzentration bestimmt. Hierbei kommt es zur Reaktion des in der Bradford-

lösung enthaltenen Farbsto!es Coomassie-Blau (Serva Blau G) mit basischen Ami-

nosäuren. Im sauren Milieu verschiebt sich das Absorptionsmaximum hin zu 595 nm.

Die Messung der Absorption bei dieser Wellenlange ermöglicht die Konzentrations-

bestimmung. Die Verdünnungsreihe einer BSA-Lösung (bovines Serumalbumin) mit

Endkonzentrationen von 20-80Ûg BSA/ml diente zur Erstellung einer Eichgeraden.

Von jeder Verdünnungsstufe wurden jeweils 100Ûl der Lösung in ein Mikroröhr-

chen überführt, in das zuvor 900Ûl der Bradford-Arbeitslösung vorgelegt worden

waren. Die Gesamtlösung wurde gut vermengt und anschliesend in eine Messküvet-

te überführt. Die Proben wurden dann photometrisch (Spektrometer Urikon 930,

Kontron Instruments, Neufahrn) bei einer Absorption von 595 nm gemessen. Die zu

prüfenden aus der Membranpräperation stammenden Proben wurden analog gemes-

sen. Aus jeder Probe wurden 10Ûl entnommen, 90 Ûl Membranpu!er und 900 Ûl

Bradford-Arbeitslösung hinzugegeben, vermengt und anschließend gemessen. Mithil-

fe der Eichkurve konnte so die Gesamtproteinmenge der jeweiligen Proben berechnet

werden.

2.2.8 GTP Ò35S-Assay

Im Verlauf des GTPÒ35S-Assays wird in der totalen Zellmembranfraktion von Zel-

len die G-Protein-Aktivierung durch einen Stimulus untersucht. Hierzu wurden 25

Ûg/ml Membranen in Assaypu!er inklusive 1-10 ÛM GDP und 0,1 nM GTP Ò35S

mit oder ohne Ligand (z.B. 1 ÛM MSH oder 100 nM Agrp) für 30 min bei 30¦ C

inkubiert. Dabei wurden die Membranen im Assaypu!er mit 1-10 ÛM 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 Verdünnungsreihe einer Proteinlösung aus bovinem Serumalbumin (BSA) in Dreifachbe-

stimmung wurde eine Eichgerade zur Proteinbestimmung in Membranpräperationen ermittelt.

he GDP-Konzentration in eine ideale Ausgangslage für eine Aktivierung versetzt.

Wird nun GTP Ò35S 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 G ÐGTPÒ35S

und GÑÒ. Da das GTPÒ35S aufgrund seinerÒ-Thiophosphat-Bindung zwar von G-

Proteinen gebunden, aber nicht hydrolytisch gespalten werden kann, akkumuliert

membrangebundenes GÐ(GTP Ò35S). Das G-Protein kann nicht zur heterotrimeren

Form reassoziieren. Die Menge der Akkumulation von radioaktivem GÐ(GTP Ò35S)

ist folglich abhängig von der Menge an GPCRs in aktiver Form (R*). Da diese

aktive Form (R*) gemäß des TCM durch Agonisten stabilisiert wird, führen Agoni-

sten als Liganden im GTPÒ35S-Assay zu vermehrter Akkumulation des radioaktiven

GÐGTPÒ35S.

Zur Trennung der membrangebundenen Radioaktivität im GÐGTPÒ35S von der

löslichen Radioaktivität eignen sich zwei Methoden.

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

trifugiert, der Überstand sorgfältig abgesaugt und das Membran-Pellet in 400Ûl
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Lysis-Pu!er aufgelöst. Das Lysat wurde in Szintillationsröhrchen mit 4 ml Szintil-

lations‚üssigkeit gegeben. Die Radioaktivität in den Proben konnte dann gleich im

Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen werden.

Bei der Filtrationsmethode wurden die Ansätze in einem Harvester •ltriert. Die

Filter wurden anschließend dreimal mit je 1,5 ml a.d. gespült. Danach mussten die

Filter in den Szintillationsröhrchen in 3 ml Szintillations‚üssigkeit 12 ­ 16h bei RT

inkubieren, damit sich die Radioaktivität in der Szintillations‚üssigkeit löste.

Zur Unterscheidung zwischen spezi•sch und unspezi•sch gebundenem GTPÒ35S

wurde die Verdrängung von GTPÒ35S durch hohe Konzentrationen von nicht ra-

dioaktivem GTP ÒS, bzw. einem anderen nicht radioaktiven Nukleotid, wie ATP,

verwendet. Die Menge der nach Verdrängung verbleibenden, unspezi•sch gebunde-

nen Radioaktivität verhält sich proportional zur verwendeten Membranmenge und

dient somit zur Kontrolle der Verwendung äquivalenter Membranmengen.

2.2.9 Immunpräzipitation

Zur Identi•kation der G-Proteine, in welche der GTP Ò35S-Einbau stattgefunden hat,

wurden die G-Proteine nach dem GTPÒ35S-Assay mittels GÐ-Subtyp-spezi•scher

Antikörper präzipitiert. Der GTP Ò35S-Assay wurde hier pro verwendetem Antikör-

per mit 50 Ûg Membranen in 1 ml Assay-Pu!er inklusive 10 ÛM GDP und 1 nM

GTPÒ35S mit Ð-MSH und AgRP 45 min bei 30¦ C inkubiert. Nach 5 minütiger

Zentrifugation bei 13000 rpm konnte der Überstand abgesaugt und die Membra-

nen während einer einstündigen Inkubation bei 4¦ C in 50 Ûl Solubilisierungspu!er

mit SDS aufgelöst werden. Nach erneuter 5 minütiger Zentrifugation bei 13000 rpm

wurden dann 50 Ûl des Überstandes zu 50Ûl Solubilisierungspu!er ohne SDS in-

klusive der Antikörper in 1:100 Verdünnung, sowie 20Ûg Protein-G-Beads, 0,2 %

BSA und Proteinaseinhibitoren. Die Protein-G-Beads sind kleine Kunststo!kugeln,

welche die Antikörper binden und so mittels Zentrifugation die Antikörper vom Me-

dium getrennt werden können. Nach Inkubation über Nacht in Rotation werden die

Protein-G-beads 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen und
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die Beads dreimal mit 1 ml Solubilisierungspu!er ohne SDS und anschließender 5

minütiger Zentrifugation bei 13000 rpm gewaschen. Dann werden die Beads in 400Ûl

Solubilisierungspu!er ohne SDS aufgenommen und die verbleibende Radioaktivität

wird mit 3 ml Szintillations‚üssigkeit in Szintillationsröhrchen quanti•ziert.

2.2.10 Quanti•zierung der Radioaktivität durch Flüssigkeitsszintil-

lation

Die Ñ-Strahlung der verwendeten Isotope35S und 3H ist direkt proportional zur An-

zahl der emittierenden Moleküle, wobei ein GTPÒ35S mit einem 35S und ein Adenin

mit zwei 3H-Atomen markiert ist (2,8- 3H-Adenin). Die Ñ-Strahlung der Isotope be-

dingt in der Szintillations‚üssigkeit eine zur Strahlung proportionale Lichtemmission

mit einem isotoptypischen Spektrum. Mittels eines Photomultipliers wird im Flüs-

sigkeitsszintillationszähler dann die Emission dieses Spektrums vermessen und damit

quanti•zierbar. Das Gerät berechnet aus den „counts per minute“ (CPM) isotop-

abhängig die „disintegration per minute“ (DPM). Hierzu wurden die Proben aus

dem cAMP-Akkumulations-Assay 1 min pro Probe gemessen, die Proben aus dem

GTPÒ35S-Assay 5 min pro Probe im jeweils isotoptypischen Spektrum. Aufgrund der

Proportionalität von Lichtemission zur Molekülzahl lassen sich Signalveränderungen

direkt in die Veränderung der Menge an enthaltenem GTPÒ35S bzw. 2,8-3H-cAMP

umrechnen. Die Menge GTPÒ35S wurde in fmol/mg Protein/h angegeben. Um beim

cAMP-Assay die produzierte Menge cAMP Zellzahl-unabhängig angeben zu können

wurde das Verhältnis der spezi•schen Radioaktivität (3H-cAMP) zur von den Zel-

len aufgenommenen Gesamtradioaktivität(3H-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 signi•kant erkannte Signalunterschie-

55



2. Material und Methoden

de werden in drei Signi•kanzniveaus angegeben. Das 95% Kon•denzintervall (KI)

wird in Klammern hinter dem errechneten arithmetrischen Mittel der Messwerte

angegeben.

* p ® 0.05

** p ® 0.01

*** p ® 0.001

Tabelle 2.1: Signi•kanzniveaus 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 Ð-

MSH und AgRP auf die cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen untersucht,

welche den Rezeptor stabil exprimieren.

Der hierzu verwendete cAMP-Assay ist eine weit verbreitete Methode zur Unter-

suchung von Gs-, sowie Gi/o -gekoppelten Rezeptoren [133, 174]. Durch Messung eines

Second Messengers, also an distalerer Stelle in der Signalkaskade als die G-Protein-

Aktivierung, ermöglicht die stattgehabte Ampli•kation des Signals eine höhere Sen-

sitivität dieser Messmethode. Gleichzeitig bedeutet die „Ferne“ vom Rezeptor aber

auch einen Verlust an Spezi•tät für 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, bewirkenÐ-MSH

und AgRP keine signi•kante Veränderung der basalen cAMP-Produktion. Wie zu

erwarten für einen Agonisten am MC4R bedingtÐ-MSH in mMC4R-exprimierenden

HEK293-Zellen eine deutliche Steigerung der cAMP-Produktion. AgRP hingegen

bedingt, wie für einen inversen Agonisten am MC4R zu erwarten, eine Senkung der

basalen cAMP-Produktion. Die Veränderungen der cAMP-Produktion durch Ð-MSH
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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

gegenüber Untersuchungen des humanen Rezeptors überwiegen. Außerdem ermög-

licht es den direkten Vergleich der Ergebnisse aus den überexprimierenden HEK293-

Zellen mit denen aus GT1-7-Zellen der Maus, welche exakt den gleichen Rezeptor

endogen exprimieren. Zusätzlich ist anzumerken, dass das Melanocortinsystem seit

den Knochen•schen evolutionär konserviert und bei allen Vertebraten vorzu•nden

ist [43]. Somit stellen Nagetiere einen sehr guten Modellorganismus für die Unter-

suchung dieses Systems dar und die an ihnen gefundenen Ergebnisse legen analoge

Ergebnisse bei der physiologischen Regulation im Menschen nahe.

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

Zellen

Nicht trans•zierte HEK293-Zellen (links) und den murinen MC4R exprimierende HEK293-mMC4R-

Zellen (rechts) wurden mit 100 nM AgRP, 1 ÛM Ð-MSH und 50 ÛMM FSK stimuliert und die

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

schen Experiments, durchgeführt in Dreifachbestimmung.

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

len abhängig. Diese Aktivität wird durch die Gesamtheit aller mit stimulierenden
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oder inhibitorischen G-Proteinen gekoppelten GPCRs der Zellen beein‚usst. Die

mMC4R-überexprimierenden Zellen, welche somit eine höhere GPCR-Menge besit-

zen, unterscheiden sich in der basalen cAMP-Produktion allerdings nur geringfügig

von den nativen Zellen. FSK aktiviert direkt AZ und bewirkt eine deutliche cAMP-

Akkumulation sowohl in mMC4R-exprimierenden als auch in den nativen Zellen. Für

die FSK-induzierte cAMP-Produktion ist somit keine Überexpression eines Rezep-

tors notwendig, obgleich in den mMC4R-exprimierenden Zellen die FSK-induzierte

cAMP-Produktion deutlich größer ist als in den nativen Zellen. Eine Erklärung hier-

für liegt in der Annahme, dass FSK die AZ gegenüber stimulierenden G-Proteinen

sensitiviert, sodass FSK in Zellen mit höherer basaler Aktivität von stimulieren-

den G-Proteinen, wie etwa bei Überexpression eines Gs-gekoppelten Rezeptors, eine

stärkere 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-Abhängigkeit der Senkung der basalen cAMP-

Produktion (Abb. 3.2).

Die rechnerisch maximale Hemmung der basalen cAMP-Produktion durch AgRP

beträgt etwa 22 % (22,37 % (14,91 – 29,83%)). Diese maximale Hemmung ist abhän-

gig von der Rezeptorzahl pro Zelle und gleicht den Werten der maximalen Hemmung

bei mittlerer Überexpression [112]. Der EC50-Wert der sigmoidalen Abhängigkeit

liegt überraschend 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 1ÛM. Wird eine deutlich hö-

here FSK-Konzentration (wie hier 50 ÛM) verwendet, wird dieser E!ekt dadurch
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Abbildung 3.2: Relative dosisabhängige 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 unabhängiger Experimente, durchgeführt 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 dosisabhängige Senkung der FSK-induzierten

cAMP-Produktion durch AgRP.

HEK293-mMC4R-Zellen wurden mit 50 ÛM FSK und ansteigenden Konzentrationen AgRP behan-

delt und die cAMP-Produktion im cAMP-Assay gemessen. Dargestellt ist die Zusammenfassung

der Mittelwerte dreier unabhängiger Experimente, durchgeführt 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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nicht kupiert, sondern das Ausmaß der Hemmung der cAMP-Produktion durch

AgRP tritt noch deutlicher in Erscheinung (Abb. 3.3). Für AgRP errechnet sich eine

maximale Hemmung von 76,96 % (57,94 bis 95,968 %) der FSK-induzierten cAMP-

Produktion. Die sigmoidale Konzentrationsabhängigkeit des E!ekts zeigt einen EC50

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

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 ÛM 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 durchgeführt wurden (rechts).
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Der Vergleich der maximalen Hemmung der basalen und FSK-induzierten cAMP-

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 50ÛM 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 EC50-Werte wiedergegeben werden (Tab. 3.1). Aufgrund der

Überschneidung der Kon•denzintervalle können diese Unterschiede allerdings nicht

als signi•kant bezeichnet werden. Folglich zeigen sich sehr deutliche Unterschiede in

der maximalen Hemmung und tendenziell unterschiedliche EC50-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 erklärbar sind. Auf

den Unterschied zwischen der Hemmung von basaler und FSK-induzierter cAMP-

Produktion werde ich an späterer Stelle zurückkommen.

Senkung der Senkung der

basalen cAMP-Produktion FSK-induzierten cAMP-Produktion

EC50 : 0,02 nM (0,001 – 0,23 nM) EC50 : 0,7 nM (0,17 nM – 2,9 nM)

Tabelle 3.1: Vergleich der EC 50 -Werte der AgRP-Wirkung bei HEK293-mMC4R-

Zellen

Errechnete EC50 -Werte aus den Dosiswirkungskurven dreier unabhängiger Experimente, dargestellt

in den Abbildungen 3.2. und 3.3., durchgeführt jeweils in Dreifachbestimmung.
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3.2 G-Protein-Aktivierung in HEK293-mMC4R-Zellen

Die cAMP-Produktion in Zellen ist abhängig von der AZ-Aktivität, welche wie-

derum durch stimulierende und inhibierende G-Proteine reguliert wird. Da Ð-MSH

und AgRP, wie oben gezeigt, die cAMP-Produktion beein‚ussen, stellt die Untersu-

chung der G-Protein-Aktivierung eine unbedingt notwendige Maßnahme zur detail-

lierten Beschreibung ihrer Wirkung an MC4R dar. Obgleich einige Publikationen die

Wirkung von Ð-MSH und AgRP auf die cAMP-Produktion beschreiben, wurde in

dieser Arbeit zum ersten Mal die G-Protein-Aktivierung an MC-Rezeptoren durch

Ð-MSH und AgRP Gegenstand der Untersuchung. Aufgrund der deutlichen E!ekte

von AgRP auf die cAMP-Produktion soll geklärt werden, ob AgRP selbst aktiven

Ein‚uss auf die G-Protein-Aktivierung nimmt.

Der GTPÒ35S-Assay ist eine etablierte Methode zur Untersuchung der G-Protein-

Aktivierung an GPCRs. Die irreversible Bindung von GTP Ò35S an aktivierte G-

Proteine wird hierbei genutzt zur Quanti•zierung einer GPCR-bedingten G-Protein-

Aktivierung auf einen Stimulus hin. Da die Zellmembran für GTP Ò35S undurch-

lässig ist und G-Proteine membranassoziiert sind, werden Membranpräparationen

für den Assay verwendet. Der GTPÒ35S-Assay ermöglicht somit in Membranprä-

parationen den Nachweis von GPCR-bedingtem GTP-Einbau in prinzipiell alle G-

Protein-Familien. Besonders eignet sich die Methode aber zur Untersuchung der

Gi/o -Kopplung von GPCRs, da diese G-Proteine eine höhere Nukleotid-Austausch-

Rate aufweisen und deshalb ein deutlicheres Signal ermöglichen [57, 162]. Auch das

Phänomen des inversen Agonismus wurde mit dem GTPÒ35S-Assay bereits an vielen

unterschiedlichen Rezeptoren untersucht [99, 109, 12, 121], bislang allerdings nie an

MC-Rezeptoren.

Membranpräparationen von HEK293-mMC4R-Zellen wurden deshalb in Anwe-

senheit von GTPÒ35S mit Ð-MSH (1 ÛM) und AgRP (100 nM) behandelt (Abb. 3.5).

Zur Abschätzung der unspezi•schen Bindung von GTPÒ35S in der Membranfrakti-

on wurde die durch hohe ATP-Konzentrationen (5 mM) erreichbare Verdrängung

des GTPÒ35S genutzt, messbar in der Verringerung des basalen GTPÒ35S-Einbaus.
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Die nach ATP-Behandlung verbleibende unspezi•sche Radioaktivität steht in linea-

rem Zusammenhang mit der Membranmenge und ermöglicht somit die Kontrolle der

eingesetzten Membranmenge.

3.2.1 Ð-MSH und AgRP induzieren GTP Ò35S-Einbau in HEK293-

mMC4R-Zellen

Abbildung 3.5: GTP Ò35S-Einbau in HEK293-mMC4R-Zellen

Im GTP Ò35 S-Assay gemessener GTPÒ35 S-Einbau in Membranfraktionen von HEK293-mMC4R-

Zellen nach Stimulation mit 1 ÛM Ð-MSH und 100 nM AgRP. Eine Abschätzung der unspezi•schen

Bindung ermöglicht die nach Verdrängung durch hohe ATP-Konzentrationen (5 mM) verbleibende

Radioaktivität. Dargestellt ist ein exemplarisches Experiment durchgeführt in Vierfachbestimmung

(links), sowie die Zusammenfassung des ligandenspezi•schen Einbaus, errechnet aus den Di!erenzen

zum basalen GTPÒ35 S-Einbau aus den Mittelwerten von 13 unabhängigen Experimenten, durchge-

führt in Vierfachbestimmung (rechts).

Überraschenderweise bewirkt nicht nur Ð-MSH, der bekannte Agonist am

mMC4R, sondern auch AgRP, der inverse Agonist, eine signi•kante Erhöhung

der GTPÒ35S-Konzentration in der Membranfraktion. D.h. gemäß dieser erstmals

durchgeführten Versuchsreihe bedingt auch der inverse Agonist AgRP eine G-

Proteinaktivierung am mMC4R. Um den GTP Ò35S-Einbau zu quanti•zieren, wur-

de aus der Di!erenz der induziert und basal gemessenen Radioaktivität die ab-

solute Menge GTPÒ35S pro mg Protein der Membranfraktion ermittelt. In jedem
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Versuch in dem sich ein signi•kanter Ð-MSH-induzierter GTP Ò35S-Einbau zeig-

te, wurde auch der AgRP-induzierte GTPÒ35S-Einbau quanti•ziert. Es ergibt sich

hochsigni•kant sowohl für Ð-MSH als auch für AgRP eine quantitativ ähnliche

GTPÒ35S-Akkumulation in HEK293-mMC4R-Zellen ( Ð-MSH induziert gemittelt

71,19 fmol/mg/h und AgRP 66,62 fmol/mg/h).

3.2.2 Ð-MSH und AgRP induzieren GTP Ò35S-Einbau in HEK293-

Zellen mit humanen Melanocortinrezeptoren

Zusätzlich wurde auch der GTPÒ35S-Einbau in Membranen von HEK293-Zellen, die

mit humanen Melanocortinrezeptoren trans•ziert 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 hMC4R), und von Zellen, die den humanen MC3R stabil

exprimieren (stabil hMC3R) untersucht werden.

Auch diese Membranfraktionen zeigen einen signi•kanten GTPÒ35S-Einbau.

Neben der Ð-MSH-induzierten kann wieder eine AgRP-induzierte GTPÒ35S-

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 ähnli-

che Ergebnisse am humanen Rezeptor erwarten lassen.

Au!ällig ist bei diesen Ergebnissen eine deutlich höhere AgRP-induzierte

GTPÒ35S-Einbau gegenüber demÐ-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 höchst überraschen-

den Befund einer agonistischen Aktivität von AgRP an Melanocortinrezeptoren

auf die G-Proteinaktivierung, beim bekannten Nachweis der Hemmung der cAMP-

Akkumulation. Im folgenden soll nun der Signalweg dieser agonistischen Aktivität

von AgRP untersucht werden.
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Abbildung 3.6: GTP Ò35S-Akkumulation in HEK293-hMC4R- und HEK293-

hMC3R-Zellen

Im GTP Ò35 S-Assay gemessener ligandenspezi•scher GTPÒ35 S-Einbau in Membranfraktionen von

HEK293-hMC4R-Zellen und HEK293-hMC3R-Zellen nach Stimulation mit 1 ÛM Ð-MSH und

100 nM AgRP. Zusammenfassung aus den Mittelwerten von drei unabhängigen Messungen des

GTP Ò35 S-Einbau in transient den humanen MC4R exprimierenden HEK293-Zellen (links oben).

Zusammenfassung aus den Mittelwerten von neun unabhängigen Messungen des GTPÒ35 S-Einbau

in stabil den humanen MC4R exprimierenden HEK293-Zellen (rechts oben), sowie die Darstellung

von zwei durchgeführten Experimenten an HEK293-Zellen, welche den humanen MC3R stabil ex-

primieren. Alle Experimente durchgeführt in Vierfachbestimmung.
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3.2.3 Immunpräzipitation von G-Proteinen

AgRP-bedingt aktivierte G-Proteine be•nden sich nicht in der G Ðs-

Fraktion

Zur Aufklärung, welche G-Protein-Subtypen von AgRP ligandabhängig aktiviert

werden, wurde eine Immunpräzipitation der G-Proteine im Anschluss an einen

GTPÒ35S-Assay an HEK293-mMC4R-Zellen durchgeführt. Die Spezi•tät für die

Subtypen wurde mittels Antikörpern gegen GÐ-Untereinheiten erreicht, welche diese

jeweils spezi•sch aus der Gesamtheit der G-Proteine präzipitieren. Es wurden Anti-

körper gegen fast alle GÐ-Subfamilien verwendet, welche Ein‚uss auf die Regulation

von cAMP haben und in Nervenzellen vorkommen. Verfahrensbedingt be•ndet sich

sowohl in der basalen, als auch in der ligandabhängigen Fraktion eine wesentlich ge-

ringere Radioaktivität als beim Messen kompletter GTPÒ35S-Assay-Ansätze. In der

GÐs-Fraktion •ndet sich ein hochsigni•kanter GTP Ò35S-Einbau bei Stimulation mit

Ð-MSH. Ð-MSH zeigt ansonsten in keiner anderen Fraktion einen ligandspezi•schen

GTPÒ35S-Einbau. Obwohl für AgRP hochsigni•kant ein GTP Ò35S-Einbau in ähnli-

chem Ausmaß wieÐ-MSH gefunden wurde (Abb. 3.5 und 3.6), kann dieser Einbau in

keiner GÐ- Fraktion spezi•sch nachgewiesen werden. Da sich einÐ-MSH-bedingter

GÐs-spezi•scher Einbau bei fehlendem Einbau durch AgRP in dieser Fraktion zeigt,

ist deutlich, dass dieser Einbau nicht in der GÐs-Fraktion statt•ndet, obwohl unklar

bleibt in welcher Fraktion der AgRP-bedingte Einbau, welcher in den GTPÒ35S-

Assays ohne Immunpräzipitation nachgewiesen werden konnte, sich be•ndet. Auch

zeigt sich keine AgRP-bedingte Verringerung der basalen GÐs-Aktivierung in Form

einer Verringerung der Radioaktivität gegenüber dem Basalwert. Dieses Ergebnis

erklärt somit sowohl keinen inversen Agonismus in Form einer verringerten GÐs-

Aktivierung, als auch keinen inversen Agonismus in Form von Induktion des Nu-

kleotidaustauschs ohne Dissoziation des G-Proteins vom Rezeptor.

Eine mögliche Erklärung wäre die Aktivierung eines weiteren G-Proteins durch

AgRP, welches in dieser Immunpräziptiation nicht kontrolliert wurde. Auch A"-
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Abbildung 3.7: GÐ-Subtyp spezi•sche Immunpräzipitation von mit Ð-MSH

oder AgRP behandelten Membranpräperationen aus dem GTP Ò35S-

Assay von HEK293-mMC4R-Zellen

Zusammenfassung aus den Mittelwerten der absolut gemessenen Radioaktivität in DPM von drei

(GÐs ), zwei (GÐq,i 2,i 3,o,z )und einem (GÐi 1) unabhängigen Experiment, jeweils durchgeführt in Drei-

fachbestimmung.
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nitätsunterschiede zwischen den Antikörpern zu den jeweiligen G-Proteinen könn-

ten für diese Ergebnisse ursächlich sein. Eine spezi•sche Hemmung von G-Protein-

Subtypen zur Identi•kation der durch AgRP aktivierten G-Proteine würde entweder

die Verwendung Subtyp-spezi•scher siRNA ermöglichen oder, wie hier im Weite-

ren genutzt, die Verwendung von Subtyp-spezi•schen Toxinen. PTX ist ein solches

Subtyp-spezi•sches Toxin, welches selektiv Gi/o -Proteine inhibiert.

3.3 Die Wirkung von PTX auf den GTP Ò35S-Einbau

und die cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-

Zellen

Die Behandlung von Zellen mit PTX wurde häu•g zur Überprüfung von G i/o -

E!ekten eingesetzt, da es diese durch ADP-Ribosylierung spezi•sch hemmt. Sie stellt

eine etablierte Methode zur Aufklärung von intrazellulären Signalwegen dar [32, 132].

Als sichtbaren E!ekt konnte die Wirkung des PTX schon lichtmikroskopisch als Ver-

schmälerung der Zellkörper bei den HEK293-Zellen erkannt werden. HEK293-Zellen

exprimieren bereits endogen einen Gi/o - 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 GTPÒ35S-Einbau als Po-

sitivkontrolle für die Wirkung des PTX eingesetzt werden. Zur Verhinderung eines

letalen E!ekts auf die Zellen wurde das Toxin in einer adäquaten oft verwendeten

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

3.3.1 PTX hemmt den MC4R-vermittelten GTP Ò35S-Einbau in

HEK293-mMC4R-Zellen

Membranpräparationen von HEK293-mMC4R-Zellen, die nicht mit PTX behandelt

wurden, zeigen durch Ð-MSH, AgRP und auch durch SST induzierte GTPÒ35S-

Akkumulation. Die mit PTX behandelten Zellen zeigen eine geringere basale

GTPÒ35S-Akkumulation. Zusätzlich wird aber auch der Ð-MSH-induzierte Ein-
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Abbildung 3.8: PTX-sensitiver GTP Ò35S-Einbau in HEK293-mMC4R-

Zellen

Exemplarisches Experiment zum ligandspezi•schen GTP Ò35 S-Einbau in die Membranfraktion von

HEK293-mMC4R-Zellen, welche zeitgleich für 12 h mit 100 ng/ml PTX inkubiert wurden. Darge-

stellt sind die Mittelwerte aus einer Vierfachbestimmung einschließlich Standardabweichung.

bau anteilig und die AgRP-induzierte GTPÒ35S-Akkumulation sogar fast voll-

ständig durch PTX unterdrückt. Die Hemmung der SST-induzierten GTP Ò35S-

Akkumulation zeigt als Positivkontrolle die PTX-Sensitivität des GTP Ò35S-Einbaus

als Zeichen der ligandspezi•schen Aktivierung von Gi/o -Proteinen in den HEK293-

mMC4R-Zellen.

Zusätzlich zu allen Senkungen der GTPÒ35S-Akkumulation ist auch der Unter-

schied zwischenÐ-MSH-induziertem und AgRP-induziertem GTP Ò35S-Einbau nach

PTX-Behandlung signi•kant. Dies zeigt, dass der AgRP-bedingte GTPÒ35S-Einbau

in PTX-sensitiven G-Proteinen statt•ndet, wohingegen Ð-MSH den GTPÒ35S-

Einbau sowohl in PTX-sensitive, als auch in PTX-insensitive G-Proteine induziert.

Die PTX-Sensitivität von Ð-MSH- und AgRP-bedingten zellulären E!ekten wur-

de weiter an der durch G-Proteine regulierten cAMP-Produktion untersucht.
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Abbildung 3.9: Wirkung von PTX auf den Ð-MSH- und AgRP-induzierten

GTP Ò35S-Einbau in HEK293-mMC4R-Zellen

Prozent des ligandspezi•schen GTPÒ35 S-Einbau in HEK293-mMC4R-Zellen nach PTX-

Behandlung, wobei 100 % dem ligandspezi•schen Einbau ohne PTX-Behandlung entsprechen. Zu-

sammenfassung aus den Mittelwerten von sieben unabhängigen Experimenten mit Ð-MSH (1ÛM)

und AgRP (100 nM), wobei in zwei dieser Experimente als Positivkontrolle der durch 1 ÛM SST

induzierte GTP Ò35 S-Einbau mitbestimmt wurde. Jedes Experiment durchgeführt in Vierfachbe-

stimmung.
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3.3.2 PTX erhöht die Ð-MSH-induzierte-cAMP-Produktion in

HEK293-mMC4R-Zellen

Werden zuvor mit PTX behandelte HEK293-mMC4R-Zellen mit FSK inkubiert,

zeigt sich bei diesen Zellen eine leicht höhere cAMP-Produktion im Vergleich zu nicht

mit PTX behandelten Zellen. Dies ist erklärbar durch den Hemmung konstitutiv

aktiver G i/o -Proteine. Aus der Hemmung der Gi/o -Proteine, welche wiederum die

cAMP-Akkumulation hemmen, ergibt sich folglich die Disinhibition und damit die

Steigerung der cAMP-Produktion. Auch die dosisabhängigeÐ-MSH-bedingte cAMP-

Akkumulation wird durch PTX gesteigert. Nach PTX-Behandlung ist die maximale

cAMP-Produktion um 42.5% (25.5 bis 59.5%) höher als die cAMP-Produktion ohne

PTX-Behandlung (Abb. 3.10). Die EC50-Werte der Ð-MSH-Wirkung mit und ohne

PTX-Behandlung unterscheiden sich nicht signi•kant (Tab. 3.2).

Vergleicht man die prozentuale Erhöhung der FSK-induzierten cAMP-

Produktion mit der Erhöhung der Ð-MSH-induzierten cAMP-Produktion durch

PTX, zeigt sich damit ein hochsigni•kanter Unterschied. Die Erhöhung der FSK-

induzierten-cAMP-Produktion fällt deutlich geringer aus. Aus der Di!erenz zwischen

der Erhöhung der Ð-MSH-induzierten- und der FSK-induzierten-cAMP-Produktion

lässt sich der rezeptorabhängige Anteil dieses E!ektes abschätzen. In 10 unabhängi-

gen Experimenten konnte so ein rezeptorabhängiger Anteil der cAMP-Produktions-

Steigerung von 24.45 % (15.99 bis 32.92%) abgeschätzt werden.

Bei Hemmung von PTX-sensitiven G-Proteinen wird durch Interaktion von Ð-

MSH mit dem mMC4R die cAMP-Produktion deutlich mehr stimuliert, als durch

reinen Wegfall von konstitutiv aktiven G i/o -Proteinen erklärbar ist. Dies spricht folg-

lich für eine gleichzeitige Aktivierung von Gi/o - und Gs-Proteinen durch Ð-MSH am

MC4R. Somit ergibt sich auch im cAMP-Assay ein Hinweis auf die duale Kopplung

des MC4R mit Gi/o - und Gs-Proteinen.
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Abbildung 3.10: Dosiswirkungkurven von Ð-MSH-induzierter cAMP-

Produktion mit und ohne PTX-Behandlung (oben)

Prozentuale cAMP-Produktion von aufsteigenden Ð-MSH-Konzentrationen mit und ohne vorheri-

ge PTX-Behandlung. 100 % entsprechen der cAMP-Akkumulation von 1 ÛM Ð-MSH ohne PTX-

Behandlung. Zusammenfassung aus den Mittelwerten dreier unabhängiger Experimente, jeweils

durchgeführt in Dreifachbestimmung.

Vergleich der Wirkung von PTX auf Ð-MSH- und FSK-induzierte cAMP-

Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen (unten)

Prozentueller PTX-abhängiger Anstieg der durch 1 ÛM Ð-MSH und 50 ÛM FSK bedingten cAMP-

Akkumulation in HEK293-mMC4R-Zellen (links). Di!erenz aus den Mittelwerten des prozentualen

Ð-MSH- und FSK-induzierten Anstieg der cAMP-Akkumulation (rechts). Zusammenfassung aus 10

unabhängigen Experimenten, jeweils durchgeführt in Dreifachbestimmung.
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Steigerung der Steigerung der

cAMP-Produktion cAMP-Produktion

nach PTX-Behandlung

EC50 : 2,1 nM (0,59 – 7,5 nM) EC50 : 6,2 nM (2,7 – 14,1 nM)

Tabelle 3.2: Vergleich der EC 50 -Werte der Ð-MSH-Wirkung auf die cAMP-

Akkumulation in HEK293-mMC4R-Zellen mit und ohne PTX-Behandlung

3.4 G-Protein-Aktivierung und cAMP-Produktion in

HEK293-D90N-Zellen

Die D90N-Mutation des humanen MC4R zeichnet sich in der De•zienz derÐ-MSH-

induzierten cAMP-Produktion aus und bewirkt phänotypisch bereits im heterozygo-

ten Fall die Ausbildung einer schweren Adipositas. Diese Mutation eignet sich somit

gut zur Untersuchung der G-Protein-Kopplung abseits der bekannten Gs-Kopplung.

Zur Untersuchung der durch diesen Rezeptor vermittelten G-Protein-Aktivierung

und cAMP-Produktion wurde eine HEK293-D90N-Zelllinie generiert, die den Rezep-

tor stabil exprimiert.

3.4.1 Ð-MSH induziert keine cAMP-Produktion in HEK293-D90N-

Zellen

Durch Ð-MSH kann, wie bereits beschrieben, in den HEK293-D90N-Zellen keine

vermehrte cAMP-Akkumulation bewirkt werden. Vielmehr zeigt sich, wenn auch

nicht signi•kant, sogar eine minimale Senkung der cAMP-Konzentration durch Ð-

MSH, welche nach PTX-Behandlung nicht mehr zu •nden ist. Diese Tendenz wurde

bestätigt und publiziert [15]. Die deutliche, rezeptorunabhängige FSK-induzierte-

cAMP-Produktion zeigt die schon bei den HEK293-mMC4R-Zellen gefundene ge-

ringe Erhöhung nach Inkubation mit PTX in diesem exemplarischen Experiment.

An dieser Mutation des Rezeptors ist Ð-MSH also kein Agonist, sondern ver-

hält sich wie der inverse Agonist AgRP beim Wildtyp-Rezeptor. Zur Überprüfung

ob dieser Befund durch Hemmung einer residualen basalen Gs-Kopplung oder aber
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Abbildung 3.11: Wirkung von Ð-MSH auf die cAMP-Akkumulation in

HEK293-D90N-Zellen

cAMP-Akkumulation gemessen im cAMP-Assay in durch 1 ÛM Ð-MSH oder 50 ÛM FSK sti-

mulierte HEK293-D90N-Zellen mit und ohne PTX-Behandlung. Exemplarisches Experiment der

cAMP-Akkumulation, dargestellt als cAMP-Ratio (oben). Prozentuale Ð-MSH-induzierte cAMP-

Produktion mit und ohne PTX-Behandlung (unten). 100 % entsprechen der basalen cAMP-

Produktion. Zusammenfassung aus den Mittelwerten zweier Experimente, durchgeführt in Drei-

fachbestimmung.
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eventuell durch Aktivierung von G i/o -Proteine hervorgerufen wird, wurde erneut die

Behandlung mit PTX verwendet.

3.4.2 Ð-MSH-induziert PTX-sensitiven GTP Ò35S-Einbau in

HEK293-D90N-Zellen

Trotz der De•zienz der Induktion einer cAMP-Produktion, induziert Ð-MSH aber

einen signi•kanten GTPÒ35S-Einbau in Membranen aus HEK293-D90N-Zellen

(Abb. 3.12). Für AgRP konnte keine signi•kante Induktion eines spezi•schen

GTPÒ35S-Einbaus in den Membranen dieser Zellen festgestellt werden. Für AgRP

wurde bereits eine mangelnde Bindung an die D90N-Variante beschrieben. Dies er-

klärt das Fehlen von AgRP-E!ekten auf den D90N-Rezeptor [23].

Der GTPÒ35S-Einbau am D90N-Rezeptor nach Stimulation mit Ð-MSH ist zu-

sätzlich PTX-sensitiv. Die Membranen von PTX-behandelten Zellen zeigen im Ver-

gleich zu denen von nicht behandelten Zellen einen geringeren basalen Einbau. Die

nach ATP-Gabe übrigbleibende GTPÒ35S-Bindung, welche die unspezi•sche Bin-

dung des GTPs repräsentiert und proportional zur Membranmenge ist, ist aber in

beiden Gruppen gleich. Trotz der somit kontrolliert gleichen Membranmenge ist der

Ð-MSH-induzierte Anteil des GTPÒ35S-Einbaus in der PTX-behandelten Fraktion

signi•kant geringer.

3.4.3 Wirkung von Ð-MSH auf FSK-induzierte cAMP-Produktion

in HEK293-D90N-Zellen

Bei gleichzeitiger Inkubation der HEK293-D90N-Zellen mit FSK zeigt Ð-MSH über-

raschendes Wirkungspro•l: Ð-MSH steigert die FSK-induzierte cAMP-Produktion.

Eine ganz ähnliche Wirkung konnte bei der Wirkung von SST, einem Agonisten

an dem von HEK293-Zellen exprimierten Gi/o -gekoppelten SST-Rezeptor, auf FSK-

induzierte cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen beobachtet werden (Abb.

3.13). Beide E!ekte konnten bei PTX-behandelten Zellen nicht mehr nachgewiesen

werden und legen damit einen Gi/o -E!ekt nahe. Da G i/o -Proteine in der Regel die
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Abbildung 3.12: Ð-MSH bedingter GTP Ò35S-Einbau in HEK293-D90N-

Zellen

Im GTP Ò35 S-Assay gemessener GTPÒ35 S-Einbau von mit 1 ÛM Ð-MSH stimulierten Membran-

präperationen von HEK293-D90N-Zellen. Zur Abschätzung des unspezi•schen GTP Ò35 S-Einbaus

wurde 5 ÛM ATP verwendet. Ergebnis eines exemplarischen Experiment, dargestellt in der ab-

solut gemessenen Radioaktivität in DPM (oben). Zusammenfassung der Mittelwerte des durch

1 ÛM Ð-MSH induzierten GTP Ò35 S-Einbaus von sechs unabhängigen Experimenten (unten links).

Prozentualer Ð-MSH-induzierter GTP Ò35 S-Einbau nach PTX-Behandlung, Zusammenfassung der

Mittelwerte von drei Experimenten (unten rechts). Alle Experimente wurden jeweils in Vierfachbe-

stimmung durchgeführt.
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Abbildung 3.13: Ð-MSH-Wirkung auf FSK-induzierte cAMP-Produktion

in HEK293-D90N-Zellen (links) und SST-Wirkung auf FSK-induzierte

cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen (rechts)

Darstellung der prozentualen von Ð-MSH zusätzlich zu FSK induzierten cAMP-Produktion in

HEK293-D90N-Zellen mit und ohne PTX-Behandlung (links). Darstellung der prozentualen von

SST zusätzlich zu FSK induzierten cAMP-Produktion in HEK293-D90N-Zellen mit und ohne PTX-

Behandlung (rechts). 100 % entsprechen jeweils der FSK-induzierten cAMP-Akkumulation. Zusam-

menfassung aus den Mittelwerten von sechs (Ð-MSH), bzw. zwei (SST) unabhängigen Experimenten,

jeweils durchgeführt in Dreifachbestimmung
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cAMP-Produktion senken, erscheinen diese Ergebnisse paradox. Erklärbar wären sie

durch eine möglicheÑÒ-bedingte Sensitivierung von AZ der Gruppe 2 (Tab. 1.2),

welche daraufhin die cAMP-Produktion steigern. Durch diesen Mechanismen können

auch Gi/o -Proteine eine Steigerung der cAMP-Produktion bewirken. Einschränkend

ist hier allerdings anzumerken, dass beide E!ekte nicht signi•kant waren.

3.5 cAMP-Produktion und G-Protein-Aktivierung in

GT1-7-Zellen

3.5.1 Unterschiede zwischen HEK293- und GT1-7-Zellen

Die Überexpression eines Rezeptors in den schnell wachsenden HEK293-Zellen ist

eine etablierte Methode um die Wirkung von Liganden an Rezeptoren auf zelluläre

E!ekte, wie die G-Protein-Aktivierung oder cAMP-Produktion zu charakterisieren.

Die HEK293-MC4R- und HEK293-MC3R-Zellen wurden bereits von Breit et al.

verwendet und charakterisiert. An solchen den Rezeptor überexprimierenden Zel-

len gewonnene Erkenntnisse lassen sich allerdings nicht vorbehaltlos auf physiologi-

sche Gegebenheiten übertragen. Das Vorkommen konsekutiver G-Protein-Kopplung

bspw. zeigt in eindrücklicher Weise die Abhängigkeit ligandspezi•scher zellulärer

E!ekte vom Zustand des exprimierenden Systems. Die Wirkung von Liganden an

Rezeptoren ist zellspezi•sch [83]. Bei Rezeptoren mit promiskuöser Kopplung von

Gs- und Gi/o -Proteinen kann allein schon die Überexpression des Rezeptors zu star-

ker Veränderung des Musters der zellulären cAMP-Akkumulation führen [86].

GT1-7-Zellen aus dem Hypothalamus der Maus exprimieren endogen MC4R. An

ihnen gewonnene Erkenntnisse spiegeln daher viel eher diein vivo statt•ndenden

Prozesse wider.
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Abbildung 3.14: Dosiswirkungskurven der cAMP-Akkumulation durch Ð-

MSH und AgRP in GT1-7-Zellen

cAMP-Akkumulation unter ansteigenden Konzentrationen von Ð-MSH und AgRP in GT1-7-Zellen,

dargestellt als Prozent der basalen cAMP-Produktion. Die basale cAMP-Produktion wurde an der

Stelle ­ 12 aufgetragen. Zusammenfassung aus den Mittelwerten von drei unabhängigen Experimen-

ten, jeweils durchgeführt in Dreifachbestimmung.
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3.5.2 Ð-MSH erhöht und AgRP verringert die basale cAMP-

Produktion in GT1-7-Zellen

Ð-MSH bewirkt in GT1-7-Zellen dosisabhhängig eine cAMP-Akkumulation (Abb.

3.14). Im Vergleich zur cAMP-Akkumulation in überexprimierenden HEK293-Zellen,

fällt diese, wie es bei niedrigerer Rezeptormenge zu erwarten wäre, deutlich geringer

aus. Es zeigt sich eine maximale Erhöhung auf 142,0 % (123.4 bis 160.6 %) der

basalen Produktion. Aus der sigmoidalen Beziehung lässt sich ein EC50 für Ð-MSH

im Bereich von 10 nM (log EC50 = ­ 8.140 (­ 9.326 bis­ 6.955) ermitteln.

Nie zuvor wurde allerdings die Wirkung von AgRP auf die basale cAMP-

Produktion in endogen exprimierenden Zellen, wie den GT1-7-Zellen, untersucht.

Obwohl, als inverser Agonismus in überexprimierenden Zellen beschrieben, die Sen-

kung der basalen cAMP-Produktion als molekulare Grundlage für die Melanocortin-

unabhängige Wirkung von AgRP postuliert wurde, kann sie erstmals in dieser Arbeit

in einem endogenen Expressionssystem nachgewiesen und damit ihre Bedeutung bei

einem physiologischem Expressionsmuster untersucht werden.

In dieser Arbeit kann somit erstmals eine AgRP-bedingte Senkung der basalen

cAMP-Produktion in GT1-7-Zellen belegt werden (Abb. 3.14). Es zeigt sich eine

sigmoidale Konzentrationsabhängigkeit mit einem EC50-Wert für AgRP ähnlich wie

bei den HEK293-mMC4R-Zellen im Bereich von 1 nM (log EC50 = ­ 9.166 (­ 10.05

bis ­ 8.279). Trotz der deutlich geringeren Expression des MC4R-Rezeptors, wie

man an der doch geringen durchÐ-MSH induzierten cAMP-Produktionssteigerung

erkennt, zeigt sich eine deutliche Hemmung der basalen cAMP-Akkumulation durch

AgRP. Zusammengefasst ergibt sich die signi•kante Senkung der basalen Produktion

in einem ähnlichen Ausmaß, verglichen mit der Senkung in HEK293-mMC4R-Zellen,

um 24.05 % (13.79 % bis 34.30 %).
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Abbildung 3.15: GTP Ò35S-Einbau in GT1-7-Zellen

Im GTP Ò35 S-Assay gemessener GTPÒ35 S-Einbau in Membranfraktionen von GT1-7-Zellen nach

Stimulation mit 1 ÛM Ð-MSH und 100 nM AgRP. Dargestellt ist ein exemplarisches Experiment

durchgeführt in Vierfachbestimmung (links), sowie die Zusammenfassung des ligandenspezi•schen

Einbaus, errechnet aus den Di!erenzen zum basalen GTPÒ35 S-Einbau aus den Mittelwerten von

drei unabhängigen Experimenten, durchgeführt in Vierfachbestimmung (rechts).
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3.5.3 Ð-MSH und AgRP induzieren GTP Ò35S-Einbau in GT1-7-

Zellen

Im GTP Ò35S-Assay zeigen die GT1-7-Zellen einen spezi•schen GTPÒ35S-Einbau,

jedoch in deutlich geringerem Ausmaß im Vergleich zu HEK293-mMC4R-Zellen.

Im gezeigten Experiment induzieren sowohlÐ-MSH als auch AgRP signi•kanten

GTPÒ35S-Einbau. Die Zusammenschau mit zwei weiteren Experimenten, in welchen

allerdings nur AgRP einen signi•kanten GTPÒ35S-Einbau zeigte, ist in Abb. 3.15

dargestellt. Die Tendenz einesÐ-MSH-induzierten GTPÒ35S-Einbau in GT1-7-Zellen

wurde durch weitere Experimente bestätigt und publiziert [15].

3.5.4 PTX erhöht Ð-MSH-induzierte cAMP-Produktion in GT1-7-

Zellen

Analog zu den HEK293-mMC4R-Zellen erhöht PTX auch bei GT1-7-Zellen dieÐ-

MSH-induzierte cAMP-Produktion in höherem Maße, als die rezeptorunabhängige

AZ-Aktivierung durch FSK (Abb. 3.16). In der Zusammenschau ist die Steigerung

der Ð-MSH-induzierten cAMP-Produktion durch PTX-Behandlung signi•kant grö-

ßer, als die der rezeptorunabhängigen cAMP Produktion. Aus der paarweisen Di!e-

renz beider Steigerungen ergibt sich ein signi•kanter, mittlerer, rezeptorabhängiger

PTX-induzierter Anstieg der cAMP-Produktion von 38.29 % (5.282 bis 71.30 %)

3.5.5 PTX hemmt AgRP-induzierten-GTP Ò35S-Einbau in GT1-7-

Zellen

Analog zur Wirkung in HEK293-mMC4R-Zellen hemmt PTX auch in GT1-7-Zellen

den AgRP-bedingten GTPÒ35S -Einbau. In PTX-behandelten Zellen zeigt sich ein

signi•kant niedrigerer AgRP-bedingter GTP Ò35S -Einbau (Abb. 3.17). Diese PTX-

Sensitivität kennzeichnet die in GT1-7-Zellen durch AgRP aktivierten G-Proteine

als Gi/o -Proteine.
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Abbildung 3.16: Wirkung von PTX auf Ð-MSH-induzierte cAMP-

Produktion in GT1-7-Zellen

Im cAMP-Assay gemessene cAMP-Akkumulation in GT1-7-Zellen nach Stimulation mit 1 ÛM Ð-

MSH, 100 nM AgRP oder 10 ÛM FSK mit und ohne vorherige PTX-Behandlung. Dargestellt ist

ein exemplarisches Experiment durchgeführt in Dreifachbestimmung (oben), sowie die Gegenüber-

stellung des PTX-induzierten Anstieg der cAMP-Akkumulation in Ð-MSH und FSK stimulierten

Zellen (unten links) und die Di!erenz des cAMP-Anstiegs (unten rechts), jeweils als Mittelwerte

aus drei unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung.
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Abbildung 3.17: Wirkung von PTX auf AgRP-induzierten-GTP Ò35S -

Einbau in GT1-7-Zellen

Prozent des AgRP-induzierten GTP Ò35 S-Einbau in GT1-7-Zellen nach PTX-Behandlung, wobei

100 % dem ligandspezi•schen Einbau ohne PTX-Behandlung entsprechen. Zusammenfassung aus

den Mittelwerten von zwei unabhängigen Experimenten mit 100 nM AgRP, durchgeführt in Vier-

fachbestimmung.
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3.6 Die Wirkung von PTX auf die AgRP-induzierte

Senkung der cAMP-Produktion in HEK293-

mMC4R-Zellen und GT1-7-Zellen

Nachdem nun die GTPÒ35S- und cAMP-E!ekte von Ð-MSH und AgRP festge-

stellt und die Wirkung von PTX auf die GTP Ò35S-E!ekte von Ð-MSH und AgRP,

sowie die cAMP-E!ekte von Ð-MSH untersucht wurden, steht nun noch die Be-

schreibung der PTX-Wirkung auf die cAMP-E!ekte des AgRP aus. Bei der D90N-

Mutante konnten für AgRP keine rezeptorabhängigen E!ekte nachgewiesen werden.

Die D90N-Mutante wurde darum nicht weitergehend bzgl. AgRP-Wirkungen unter-

sucht.

3.6.1 Wirkung von PTX auf die AgRP-bedingte Senkung der ba-

salen cAMP-Produktion

Wie schon in der Dosiswirkungskurve der AgRP-Wirkung auf die basale cAMP-

Produktion aus der linearen Regression errechnet (Abb. 3.2), •ndet sich hier mit

100 nM AgRP etwa die gleiche prozentuale Hemmung der basalen cAMP-Produktion

wieder (Abb. 3.18). Aus dieser Versuchsreihe ergibt sich eine mittlere Hemmung der

basalen cAMP-Produktion um 34 % (54.10 bis 15.19 %). Nach Behandlung der

Zellen mit PTX bewirkt AgRP noch stets eine Senkung der cAMP-Produktion,

allerdings in deutlich und signi•kant geringerem Ausmaß verglichen mit den Zellen

ohne PTX-Behandlung.

Auch in GT1-7 Zellen ist die AgRP-induzierte Senkung der basalen cAMP-

Produktion PTX-sensitiv. Bei diesen Zellen •ndet sich im Gegensatz zu den

HEK293-Zellen sogar die vollständige Aufhebung der cAMP-senkenden Wirkung

von AgRP durch die PTX-Behandlung. D.h. dass AgRP nach Blockierung Gi/o -

Proteinen nicht mehr die basale cAMP-Produktion zu senken vermag und Gi/o -

Proteinaktivität damit notwendige Bedingung für die Senkung der basalen cAMP-

Produktion in GT1-7-Zellen ist.
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Abbildung 3.18: Wirkung von PTX auf die AgRP-bedingte Senkung der

basalen cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen (links) und GT1-

7-Zellen (rechts)

Prozent der basalen cAMP-Akkumulation in mit 100 nM AgRP inkubierten Zellen mit und ohne

PTX-Behandlung. Dargestellt sind die Zusammenfassung der Mittelwerte aus fünf unabhängigen

Experimenten bei den HEK293-mMC4R-Zellen, sowie Mittelwerte aus sechs unabhängigen Expe-

rimenten bei den GT1-7-Zellen, wobei in zwei Experimenten gleichzeitig eine Inkubation mit PTX

stattfand. Alle Experimente jeweils durchgeführt in Dreifachbestimmung.
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3.6.2 Wirkung von PTX auf die AgRP-bedingte Beein‚ussung der

FSK-induzierten cAMP-Produktion

��������	�
��
�

Abbildung 3.19: Wirkung von PTX auf die AgRP-Wirkung in FSK-

stimulierten HEK293-mMC4R- und GT1-7-Zellen

Prozent der cAMP-Akkumulation durch 10 ÛM FSK (GT1-7-Zellen), bzw. 50 ÛM FSK (HEK293-

mMC4R-Zellen) unter ansteigenden Konzentrationen von AgRP. 100% entsprechen der reinen FSK-

induzierte cAMP-Akkumulation und sind an der Stelle „-10“ aufgetragen. Dargestellt sind die Zu-

sammenfasungen aus den Mittelwerten von fünf (GT1-7), zwei (GT1-7 + PTX) und jeweils drei

(HEK293-mMC4R und HEK293-mMC4R + PTX) Experimenten, durchgeführt in Dreifachbestim-

mung.

a) In HEK293-mMC4R-Zellen

Neben der Hemmung der basalen cAMP-Produktion zeigt AgRP in HEK293-

mMC4R-Zellen eine sowohl prozentual, als auch in der absoluten Menge noch viel

eindrucksvollere Hemmung der cAMP-Produktion nach Gabe von FSK (Abb. 3.4).

Diese Hemmung der FSK-induzierten cAMP-Produktion wird überraschenderweise

durch PTX-Behandlung nicht gemindert (Abb. 3.19). Trotz des Nachweis der Akti-

vierung von Gi/o -Proteinen im GTP Ò35S-Assay durch AgRP, ist die Hemmung der
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FSK-induzierten cAMP-Produktion in den überexprimierenden Zellen nicht PTX-

sensitiv. Diese AgRP-Wirkung kann somit nicht allein, wie die anderen hier beschrie-

benen E!ekte, durch die Involvierung von Gi/o -Proteinen erklärt werden.

Die so entstehenden sigmoidalen Abhängigkeiten besitzen nicht nur sehr ähnliche

log EC50 für AgRP: ohne PTX ­ 9.074 (­ 9.485 bis­ 8.663) und mit PTX ­ 9,054

(­ 9.440 bis ­ 8.669), sondern auch die maximale Hemmung ist nahezu identisch:

ohne PTX 77,61 % (66,02 bis 89,20 %) und mit PTX 77,27 % (66,97 bis 87,56 %).

In wiederholten Experimenten konnte somit keinerlei Unterschied in der Senkung

der cAMP-Produktion durch AgRP in HEK293-mMC4R-Zellen mit und ohne PTX-

Behandlung beobachtet werden.

b) In GT1-7-Zellen

Noch bemerkenswerter verhält sich die AgRP-Wirkung in GT1-7-Zellen auf die

FSK-induzierte cAMP-Produktion. Obwohl sich die AgRP-Wirkung auf die basa-

le cAMP-Produktion in GT1-7-Zellen und in HEK293-mMC4R-Zellen stark ähnelt,

unterscheidet sich die Wirkung auf FSK-induzierte cAMP-Produktion sehr deutlich.

AgRP senkt nicht wie in HEK293-Zellen die FSK-induzierte cAMP-Produktion,

sondern steigert sie überraschenderweise (Abb. 3.19). Zusätzlich ist diese Steige-

rung signi•kant PTX-sensitiv. Dieser E!ekt ähnelt sehr stark der Ð-MSH-Wirkung

in HEK293-D90N-Zellen und der SST-Wirkung in HEK293-mMC4R-Zellen auf die

FSK-induzierte cAMP-Produktion. Die PTX- Sensitivität kennzeichnet diese Ef-

fekte Gi/o -bedingt. Eine mögliche Erklärung für diesen scheinbar paradoxen Gi/o -

E!ekt wäre erneut die sensitivierende Wirkung der ÑÒ-Untereinheiten von Gi/o -

Proteinen auf AZ der Gruppe 2 (Tab. 1.2). Einen Beleg für die Involvierung von

ÑÒ-Untereinheiten lieferte in weiterführenden Experimenten die Hemmung dieses

E!ekts durch Gallein, einen spezi•schen Antagonisten vonÑÒ-Untereinheiten [15].

Zur Überprüfung, ob AgRP-bedingte E!ekte konsekutiv auf eine Steigerung

der cAMP-Produktion über eine PKA-Aktivierung statt•nden, wurde der PKA-

Inhibitor KT5720 verwendet (Abb. 3.20). Sowohl bei der Senkung der basa-
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len cAMP-Produktion, als auch bei der Steigerung der FSK-induzierten cAMP-

Produktion konnte bei KT5720-Behandlung der Zellen allerdings keine signi•kanten

Veränderungen gefunden werden. Dass es sich bei diesem E!ekt um einen mMC4R-

vermittelten E!ekt handelt, konnte durch Verwendung des spezi•schen mMC4R-

Antagonisten HSO14 gezeigt werden [15].

�����

Abbildung 3.20: Wirkung des PKA-Inhibitors KT5720 auf die AgRP-

Wirkung in GT1-7-Zellen

Prozent der basalen (links) und durch 10 ÛM FSK induzierten (rechts) cAMP-Akkumulation nach

Behandlung mit 100 nM AgRP mit und ohne gleichzeitige Inkubation mit dem PKA-Inhibitor

KT5720. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung eines exemplarischen

Experiments.
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Kapitel 4

Diskussion

In dieser Arbeit konnte die Gi/o -Kopplung des MC4R etabliert werden. Ð-MSH-

und AgRP-bedingt werden PTX-sensitive G-Proteine am MC4R aktiviert. Erst-

malig konnte eine verbleibende Signalfunktion der D90N-Mutation in Sinne einer

Gi/o -Aktivierung nachgewiesen werden und ermöglicht damit Rückschlüsse auf die

molekulare Pathologie dieser Adipositas-assoziierten Mutation. Zudem konnte erst-

malig die AgRP-Wirkung auf die G-Proteinaktivierung und die cAMP-Produktion

in einem endogenen Expressionssystem beschrieben werden. Der funktional selektive

Agonismus des AgRP auf die G-Proteinaktivierung am MC4R ermöglichte nun erst-

mals den Nachweis dieses klinisch relevanten Phänomens für endogene Liganden und

charakterisiert den funktional selektiven Agonismus somit als mögliches biologisches

Prinzip der Rezeptorwirkung. Diese Hauptergebnisse der Arbeit sollen im folgenden

diskutiert werden.

4.1 Ergebnisse aus GTP Ò35S- und cAMP-Assays

4.1.1 G i/o -Kopplung des MC4R und der D90N-Mutation

Obwohl durch die Immunpräzipitation kein GTP Ò35S-Einbau in Gi/o -Proteine nach-

gewiesen werden konnte, kann trotzdem auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse

aus GTPÒ35S- und cAMP-Assays geschlossen werden, dass der MC4R neben der
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etablierten Gs-Kopplung zusätzlich eine Kopplung mit Gi/o -Proteinen vorweist.

Der Einbau von GTPÒ35S in Abhängigkeit von Liganden des MC4R ist ebenso

wie der GTPÒ35S-Einbau in Abhängigkeit von SST, dem Liganden eines typischen

Gi/o -Protein-koppelnden Rezeptors, PTX-sensitiv. Der AgRP-induzierte GTPÒ35S-

Einbau ist komplett durch PTX hemmbar, der Ð-MSH-induzierte Anteil nur teilwei-

se. Dies ist konsistent mit einerÐ-MSH-bedingten Gi/o -Aktivierung zusätzlich zur

etablierten Gs-Aktivierung, welche sich im PTX-insensitiven Anteil des GTP Ò35S-

Einbau widerspiegelt. Eine Quanti•zierung bezüglich des Anteils der Gi/o -Proteine

an allen durch Ð-MSH am MC4R aktivierten G-Proteinen ist anhand dieser Da-

ten allerdings nicht möglich. Die günstigere Kinetik des GTP-Austausches der Gi/o -

Proteine führt bei Aktivierung zur schnelleren Akkumulation des GTP Ò35S in dieser

Fraktion [57].

Die Senkung der cAMP-Produktion durch AgRP kann mit der Aktivierung von

Gi/o -Proteinen erklärt werden. Die PTX-Sensitivität der dosisabhängigen AgRP-

bedingten Senkung der basalen cAMP-Produktion in beiden Zelllinien legt nun die

Einbindung von Gi/o -Proteinen in diesen E!ekt nahe.

Nach der Behandlung mit PTX steigt die Ð-MSH-bedingte cAMP-Produktion in

HEK293 und in GT1-7-Zellen stärker als die rezeptorunabhängige FSK-induzierte

cAMP-Produktion. Die Steigerung der FSK-induzierten cAMP-Produktion lässt sich

durch die Hemmung der Basalaktivität der Gi/o -Proteine erklären. Eine gleichzeitige

Aktivierung von G s- und Gi/o -Proteinen durch Ð-MSH an Melanocortinrezeptoren

erklärt die PTX-abhängige Steigerung derÐ-MSH-bedingten cAMP-Produktion. Die

PTX-bedingte Hemmung der Gi/o -Proteine führt zur Minderung der Hemmung der

AZ und damit zum Anstieg der cAMP-Produktion, zusätzlich zur G s-Aktivierung.

Die D90N-Variante zeigt trotz des Fehlens einer Ð-MSH-bedingten cAMP-

Produktion einen Ð-MSH-induzierten GTPÒ35S-Einbau, welcher außerdem PTX-

sensitiv ist. Auch dies ist konsistent mit einer Ð-MSH-bedingten Gi/o -Aktivierung.

Somit konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass diese Adipositas-

assoziierte Mutation noch G-Proteine aktiviert und somit Signalwirkungen be-
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sitzt. Auch die Andeutung einer PTX-sensitiven Verminderung der basalen cAMP-

Produktion durch Ð-MSH, analog zur AgRP-Wirkung beim Wildtyp, weist auf ei-

ne Gi/o -Aktivierung hin. Allerdings zeigt die D90N-Variante keine Ð-MSH-bedingte

Hemmung der FSK-induzierten cAMP-Produktion im Sinne eines typischen Gi/o -

E!ekts, sondern ganz im Gegenteil eine Steigerung der cAMP-Produktion. Diese

Steigerung ist allerdings PTX-sensitiv, was für die Involvierung von Gi/o -Proteinen

bei der Entstehung dieses E!ektes spricht. Der gleiche E!ekt •ndet sich auch bei

der Wirkung von AgRP an GT1-7-Zellen.

AgRP, charakterisiert als Antagonist am MC4R, steigert überraschenderweise

die FSK-induzierte cAMP-Akkumulation in GT1-7-Zellen, wirkt also stimulierend

auf die cAMP-Produktion. Die PTX-Sensitivität dieses E!ektes kennzeichnet ihn,

analog zurÐ-MSH-bedingten Steigerung der FSK-induzierten cAMP-Produktion bei

der D90N-Variante, als Gi/o -Protein-E!ekt. Erklärbar wird dies durch die mögliche

Sensitivierung der AZ der Gruppe 2, welche in Neuronen von Mäusen gefunden

wurden [4], für FSK durch ÑÒ-Untereinheiten von Gi/o -Proteinen [160]. Durch diese

Form der Sensitivierung vermögen somit auch Gi/o -Proteine stimulierend auf die

AZ zu wirken. Die Arbeitsgruppe um Breit konnte mittels RT-PCR diese AZ der

Gruppe 2 in GT1-7-Zellen nachweisen und mittels Hemmung derÑÒ-Untereinheiten

durch Gallein [94] weiter zeigen, dass dieser E!ekt bei GT1-7-ZellenÑÒ-abhängig

ist [15]. Ein sequentieller G-Protein-Wechsel von Gs- zu Gi/o nach PKA-Aktivierung

konnte am Ñ2-Rezeptor nachgewiesen werden [30]. Die Hemmung der PKA durch

KT 5720 zeigte in GT1-7-Zellen allerdings keinen Ein‚uss auf die AgRP-abhängige

Sensitivierung (Abb. 3.20). Auch die Ð-MSH-bedingte PTX-sensitive Fraktion des

GTPÒ35S-Einbaus verändert sich nach PKA-Hemmung in GT1-7-Zellen nicht [15].

Dies suggeriert die Gleichzeitigkeit der Gs- und Gi/o -Aktivierung in diesem endoge-

nen Expressionssystem.
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4.1.2 Die Wirkung von AgRP am MC4R

AgRP bewirkt Melanocortin-unabhängige E!ekte an MC-Rezeptoren. In vitro -

E!ekte wurden als inverser Agonismus am MC4R beschrieben,In vivo-E!ekte wur-

den diesem inversen Agonismus zugeschrieben (s.o.). In meiner Untersuchung konn-

te nun erstmals mit der direkten Messung eines PTX-sensitiven GTPÒ35S-Einbaus

die agonistische Aktivität von AgRP an MC-Rezeptoren für den Melanocortin-

unabhängigen Signalweg von Gi/o -Proteinen nachgewiesen werden. Sowohl die

AgRP-bedingte Senkung der Basalaktivität in HEK293-mMC4R, als auch in GT1-

7-Zellen ist PTX-sensitiv. Somit kann AgRP als funktional selektiver Agonist für

den Gi/o -Signalweg des MC4R bezeichnet werden. Es stellt sich darum die Frage,

inwieweit diese Erkenntnisse die Beschreibung des AgRP als inversen Agonisten

modi•zieren können. Folgende Befunde meiner Arbeit legen nahe das Konzept des

inversen Agonismus am MC4R zu überprüfen und zu modi•zieren:

1. AgRP bedingt GTP Ò35S-Einbau.

Für einen inversen Agonismus bestehen nach dem TCM zwei Mechanismen. Er-

stens, der inverse Agonist stabilisiert den Rezeptor in seiner inaktiven Form R. Zwei-

tens, er stabilisiert die inaktive Form des Rezeptors in seiner G-Protein-gebundenen

Form RG, wie es für Tiotidin am H2-Rezeptor nachgewiesen wurde [104]. Im er-

sten Fall würde eine Verringerung des basalen GTPÒ35S-Einbaus zu erwarten sein.

Im zweiten Fall fände sich eine Steigerung des GTPÒ35S-Einbaus ohne Aktivierung

des G-Proteins. Da der AgRP-bedingte GTPÒ35S-Einbau allerdings PTX-sensitiv

ist, kennzeichnet dies AgRP als Agonist für den GTPÒ35S-Einbau in PTX-sensitive

Gi/o -Proteine. Außerdem zeigt die PTX-Sensitivität der AgRP-Wirkung auf cAMP-

E!ekte, dass diese G-Proteine auch aktiviert werden und nicht am inaktiven Re-

zeptor ohne Wirkung verbleiben. Mittels Antikörper konnte allerdings in der Im-

munpräzipitation kein spezi•scher AgRP-vermittelter GTP Ò35S-Einbau nachgewie-

sen werden. Die Ursache hierfür könnte in mangelnder A"nität der Antikörper zu

den jeweiligen G-Proteinen begründet sein. Aber obwohl bei der Präzipitation kein
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Nachweis von AgRP-bedingtem Einbau in der Gi/o -Fraktion erbracht werden konn-

te, spricht doch der fehlende Nachweis von AgRP-bedingten GTPÒ35S-Einbau in der

Gs-Fraktion, bei deutlichem Nachweis vonÐ-MSH-bedingten Einbau, gegen AgRP-

bedingten Einbau in Gs-Proteine.

2. Die AgRP-bedingte Senkung der basalen cAMP-Produktion ist PTX-

sensitiv.

Einen inversen Agonisten kennzeichnet die Senkung der Basalaktivität des Rezep-

tors. Gemessen an der basalen cAMP-Produktion zeigt AgRP genau diese Eigen-

schaft dosisabhängig in HEK293- und GT1-7-Zellen. Die teilweise (in HEK293-

Zellen) oder vollständige (in GT1-7-Zellen) Unterdrückung dieser Eigenschaft durch

PTX kennzeichnet allerdings die Teilhabe von Gi/o -Proteinen an diesem E!ekt.

3.: AgRP beein‚usst FSK-induzierte cAMP-Produktion.

In meiner Untersuchung wurde in HEK293-mMC4R-Zellen die sehr potente AgRP-

bedingte Senkung der FSK-induzierten cAMP-Produktion festgestellt. FSK aktiviert

direkt AZ, d.h. prinzipiell rezeptorunabhängig. Allerdings spielt beim Ausmaß der

cAMP-Produktion durchaus die Expression des Rezeptors eine Rolle. Die cAMP-

Produktion von mit FSK stimulierten Zellen steigt in Abhängigkeit von der An-

zahl der exprimierten MC4R [112]. Bei Verringerung der Anzahl der Rezeptoren

durch Desensitivierung verringert sich dementsprechend die FSK-induzierte cAMP-

Produktion. Interessanterweise konntenBreit et al. zeigen, dass AgRP die Endo-

zytose des MC4R induziert und somit desensitiviert [13]. Allerdings ist die Senkung

der rezeptorabhängigen FSK-induzierten cAMP-Produktion nicht allein durch De-

sensitivierung erklärbar, da sie auch an Membranpräparationen nachgewiesen wurde

[112].

Das Maximum des rezeptorabhänigigen FSK-induzierten cAMP-Anstiegs •ndet

sich in HEK293-Zellen bei niedrigen FSK-Konzentrationen von 1ÛM [2]. Erklärt

wird dieser Anstieg mit der konstitutiven Aktivität von G s-gekoppelten Rezeptoren,
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welche bei Überexpression eine größere Anzahl an GÐs basal freisetzen, welche die

AZ für die FSK-Stimulation sensitivieren. Zusätzlich wurde die mögliche dosisab-

hängige Funktion der AZ als GEF und damit als Verstärker der eigenen Aktivierung

postuliert [120]. Die Verwendung solch niedriger Konzentrationen von FSK wurde

zur Detektion von inversen Agonismus empfohlen, da sie bei konstitutiv aktiven Re-

zeptoren die Detektionssensitivität der von inversen Agonisten bedingten Senkung

der rezeptorabhängigen FSK-induzierten cAMP-Produktion erhöhen. Reine inver-

se Agonisten für den GÐs-Signalweg können somit, genau wie die Desensitivierung,

diesen rezeptorabhängigen Anteil der FSK-induzierten cAMP-Produktion hemmen,

welcher bei niedrigen FSK-Konzentrationen sein Maximum hat. Diese rezeptorab-

hängige Senkung der basalen und FSK-induzierten cAMP-Produktion rechtfertigt

die Beschreibung des AgRP als inversen Agonisten. In HEK293-mMC4R-Zellen

vermag AgRP auch durch hohe FSK-Konzentrationen (50ÛM) bedingte cAMP-

Produktion potent zu hemmen. Dieser Befund begründet Zweifel an einem Modell

des AgRP als einem reinen inversen Agonisten für den Gs-Signalweg und ist In-

diz dafür, dass AgRP einen Signalweg zu aktivieren vermag, welcher abseits vom

inversen Agonismus die FSK-induzierte cAMP-Produktion verringert.

AgRP wurde in meiner Arbeit als funktional selektiver Agonist für den G i/o -

Signalweg beschrieben. Die statt•ndende Gi/o -Aktivierung durch AgRP in HEK293-

Zellen, belegt mit einem PTX-sensitiven GTPÒ35S-Einbau, hat Anteil an der

Senkung der basalen cAMP-Produktion, denn diese ist anteilig PTX-sensitiv.

Die Senkung FSK-induzierter cAMP-Produktion lässt sich aufgrund ihrer PTX-

Insensitivität allerdings nicht mit der Aktivierung des G i/o -Signalwegs erklären.

Anders verhält es sich mit der Wirkung von AgRP auf die FSK-induzierte cAMP-

Produktion in GT1-7-Zellen. Diese ist wie oben beschrieben PTX-sensitiv. Ich konn-

te in den endogen exprimierenden GT1-7-Zellen somit keinen Nachweis für inversen

Agonismus des AgRP •nden, weil eben die Senkung der Basalaktivität PTX-sensitiv

und damit durch selektiven Agonismus auf den Gi/o -Signalweg zu erklären wäre.

Sowohl die massive Senkung der FSK-induzierten cAMP-Produktion, als auch des-
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sen PTX-Insensitivität in HEK293-Zellen könnten zellspezi•sche Phänomene dieser

überexprimierenden Zellen darstellen.

Wie aber lässt sich dieser PTX-insensitive E!ekt in den überexprimierenden

HEK293-Zellen erklären? Der cAMP-Assay wurde an intakten Zellen durchgeführt,

sodass durchaus AgRP-induzierte Desensitivierung durch Endozytose bei diesem Ef-

fekt eine Rolle spielen kann. Auch die wesentlich geringere FSK-induzierte cAMP-

Produktion bei nicht trans•zierten HEK293- gegenüber trans•zierten HEK293-

mMC4R-Zellen in einem exemplarischen Experiment legt diese Vermutung nahe.

Am G i/o -gekoppelten Melatoninrezeptor konnte ebenfalls eine PTX-insensitive Sen-

kung der FSK-induzierten cAMP-Produktion gefunden werden, welche aber überra-

schenderweise CTX-sensitiv war [106, 105]. Da das AZ-stimulierende GÐs von CTX

aktiviert wird, erscheint dieses Ergebnis paradox und die Involvierung anderer CTX-

sensitiver Mechanismen wurde angenommen [157]. Diese Befunde zeigen allerdings

deutlich, dass in die Senkung FSK-induzierter cAMP-Produktion andere spezi•sche

Mechanismen als Gi/o -Aktivierung eingebunden werden können. Gegen eine para-

doxe Gs-Aktivierung bei der AgRP-Wirkung sprechen zudem wieder die fehlende

PTX-insensitive Fraktion im GTP Ò35S-Einbau, sowie der fehlende Nachweis von

AgRP-bedingter Gs-Aktivierung in der Immunpräzipitation.

Der E!ekt wäre auch durch Aktivierung des inhibierenden, PTX-insensitiven

GÐz-Protein erklärbar, wie sie beim Û-Opioidrezeptor nachgewiesen wurde [108].

Allerdings •ndet sich hierfür keine PTX-insensitive Fraktion im AgRP-induzierten

GTPÒ35S-Einbau und keine AgRP-abhängige G-Protein-Fraktion bei der Präzipita-

tion mit Antikörpern gegen G Ðz.

In intakten Zellen kann AgRP nicht nur als als funktional selektiver Agonist

für die Gi/o -, sondern auch für dieÑ-Arrestin-Aktivierung betrachtet werden [13].

Ñ-Arrestine hemmen die G-Protein-Aktivierung, also auch die Gs-Aktivierung am

konstitutiv aktiven MC4R, und aktivieren eigene Signalwege G-Protein-unabhängig.

Unter anderem rekrutieren sie zusätzlich PDE an GPCRs und beein‚ussen da-

durch den cAMP-Signalweg [27]. PDE senken den cAMP-Spiegel durch Abbau des
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cAMP. Somit könnte prinzipiell eine PDE-Aktivierung gegen die verwendete PDE-

Hemmung mittels IBMX die PTX-insensitive Senkung der cAMP-Akkumulation

erklären.

In unseren Versuchen verwendeten wir den PDE-Hemmer IBMX, wie bei bis-

lang allen Experimenten, in welchen die molekulare Grundlage des inversen Agonis-

mus von AgRP untersucht wurde. IBMX steigert die cAMP-Akkumulation, aller-

dings nicht wie FSK durch Aktivierung der Produktion, sondern durch Hemmung

des Abbaus. Allein die Gabe von IBMX löst somit bereits ein zelluläres Signal in

Form einer cAMP-Steigerung aus. Ebenso verhält es sich mit der Überexpression

des MC4R, welche über eine konstitutive Aktivität von G s-Proteinen zur basalen

cAMP-Steigerung führt. Auch die vorgeschlagene Verwendung von niedrigen FSK-

Konzentrationen führt zur leichten Steigerung der cAMP-Konzentration. Über PKA-

abhängige Phosphorylierung des Rezeptors könnte diese basale cAMP-Steigerung

bereits zu einer Veränderung der Signaleigenschaften führen.

Wie aber führt dies zu den Unterschieden in AgRP-Wirkung in HEK293 und

GT1-7-Zellen? Würden durch AgRP Ñ-Arrestin-abhängig PDEs rekrutiert, würde es

in den überexprimierenden Zellen zu einer viel höheren Dichte an PDEs an der Zell-

membran kommen. Das Konzentrationsverhältnis von PDE zu AZ wäre wesentlich

größer, als bei nicht überexprimierenden Zellen. Die höhere lokale PDE-Aktivität

könnte viel eher die durch AZ produzierte cAMP-Akkumulation inhibieren. Das

Fehlen von Hinweisen für die Beein‚ussbarkeit der Signaleigenschaften des MC4R

durch PKA-Inhibitoren in GT1-7-Zellen, obwohl die PKA-Aktivierung ein typischer

Weg für Ñ-Arrestin-Aktivierung ist [24], unterstreicht die größere Bedeutung der

Gi/o -Aktivierung für die AgRP-bedingte Beein‚ussung der cAMP-Produktion in

GT1-7-Zellen. Auch in meiner Untersuchung waren die E!ekte von AgRP auf die

basale und FSK-induzierte cAMP-Produktion PKA-unabhängig. Dass jedoch AgRP-

bedingte Ñ-Arrestin-Aktivierung auch in endogen den MC4R exprimierenden Zellen

statt•ndet, zeigt die AgRP-bedingte Endozytose in GT1-1-Zellen [13].

Das Modell der hier skizzierten möglichen Wirkungen von AgRP auf die cAMP-
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Akkumulation in HEK293-mMC4R-Zellen ist in Abb. 4.1 dargestellt.

Die Überprüfung, Modi•kation und mögliche Falsi•kation dieses Modells soll-

te deshalb Grundlage weiterer Untersuchungen am MC4R sein. Die Wirkung von

AgRP auf FSK-induzierte cAMP-Produktion in HEK293-Zellen könnte bspw. an

Membranpräparationen und somit ohne die Möglichkeit der Desensitivierung durch

Ñ-Arrestine und Endozytose auf ihre PTX-Sensitivität untersucht werden. Die Hem-

mung der Produktion von Ñ-Arrestinen durch siRNAs, die Abhängigkeit von der

IBMX-Konzentration und die Untersuchung der Phosphorylierungstelle des Rezep-

tors zur Unterscheidung zwischen PKA- oder GRK-abhängiger Beein‚ussung, sowie

die Überprüfung der CTX-Sensitivität analog zum Melatoninrezeptor stellen wei-

tere Ansätze zur Untersuchung der Signaltransduktion durch AgRP am MC4R in

HEK293-Zellen dar.

AgRP: ein funktional selektiver Agonist

In Anbetracht dieser Ergebnisse und Überlegungen sollte der inverse Agonismus des

AgRP in einem neuen Licht betrachtet werden. Der Begri! des inversen Agonismus

des AgRP wurde oft gleichbedeutend mit „Melanocortin-unabhängig“ verwendet.

Diese Melanocortin-unabhängigen Phänomene könnten aber ebenso als echte agoni-

stische Aktivität des AgRP auf bestimmte Signalwege im Rahmen einer funktionalen

Selektivität beschrieben werden. Schon eher konntenFu et al. zeigen, dass AgRP

und Ð-MSH auch gleichgerichtete inhibitorische Wirkungen auf VMH-Neuronen aus-

üben und AgRP somit synergistisch zuÐ-MSH wirken kann [46].

In die Beein‚ussung der cAMP-Produktion durch AgRP sind je nach Aus-

gangszustand des zellulären Systems eine Mehrzahl an Mechanismen eingebun-

den. Dazu gehören die hier gezeigte Gi/o -Aktivierung, die Ñ-Arrestin-Aktivierung

mit nachfolgender Desensitivierung und eventueller PDE-Rekrutierung, sowie mög-

licherweise weitere Signalwege. DaÑ-Arrestin-Aktivierung gleichzeitig mit einer

Hemmung der G-Protein-Kopplung einhergeht, wäre sogar die ligandbedingte Sen-

kung der konstitutiven G s-Aktivierung als Folge des Agonismus auf denÑ-Arrestin-
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Abbildung 4.1: Putative AgRP-vermittelte Signalwege der Senkung der

FSK-induzierte cAMP-Produktion in HEK293-mMC4R-Zellen

Dieses Modell zeigt die AgRP-vermittelten Möglichkeiten der rezeptorbedingten cAMP-Senkung

auch abseits der PTX-abhängigen Gi/o -Aktivierung. Die Ñ-Arrestin-bedingten Signalwege kön-

nen eine Erklärung für die PTX-unabhängige Senkung der FSK-induzierten cAMP-Produktion in

HEK293-mMC4R-Zellen darstellen.
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Signalweg beschreibbar. Reiner inverser Agonismus müsste eine Senkung der G-

Protein-Aktivierung ohne Ñ-Arrestin-Aktivierung beinhalten. Somit ist die Bezeich-

nung des AgRP alsfunktional selektiven Agonist für G i/o - und Ñ-Arrestin-Signalweg

und kompetitiven Antagonisten am MC4R bei physiologischer Expression exakter

und adäquater. Eine modellhafte Darstellung dieser Beschreibung ist in Abb. 4.2

gezeigt.

Die Untersuchung von Agouti, welches ebenfalls als endogener inverser Agonist

beschrieben wurde, könnte weiter Licht werfen auf die prinzipielle Natur von endoge-

nen Antagonisten an GPCRs. Agouti unterscheidet sich von AgRP bei der Wirkung

auf die cAMP-Akkumulation nicht. Es besitzt lediglich eine geringfügig geringere Af-

•nität zum MC4R [20]. Eine dem AgRP ähnliche Wirkung wäre deshalb durchaus

wahrscheinlich. Dies könnte bedeuten, dass alle bekannten endogenen Antagonisten

ebenfalls auch als funktional selektive Agonisten beschrieben werden könnten und

dies würde die Frage aufwerfen, ob reiner inverser Agonismus überhaupt als biolo-

gisches Prinzip bei endogenen Liganden zur Regulation physiologischer Funktionen

in Lebewesen vorzu•nden ist.

Die Bedeutung der Ergebnisse für die Physiologie der Signaltransduktion

an MCR

Eine parallele Gs- und Gi/o -Kopplung eines GPCR, wie hier postuliert, wurde bei

etlichen GPCRs gezeigt [35, 173, 90, 113, 93, 56]. Die Kopplung mehrerer unter-

schiedlicher G-Proteine an einem Rezeptor •ndet sich bei sehr vielen GPCRs, so-

dass die prinzipielle Möglichkeit der Kopplung von jedem G-Protein an einen GPCR

in Erwägung gezogen werden kann. Auf den ersten Blick erscheint eine promisku-

öse und noch dazu gleichzeitige Aktivierung von Gs- und Gi/o -Proteinen durch Ð-

MSH wegen der gegensätzlichen Wirkung auf die cAMP-Produktion kontraproduk-

tiv zu sein. Dabei ist aber zu bedenken, dass Gi/o -Proteine neben der Regulation von

AZ weitere Signalfunktionen innehaben können. Eine ist die Aktivierung von ERK

[116, 41, 139]. Interessanterweise kann die spezi•sche Hemmung der ERK in Mäu-
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Abbildung 4.2: Multiple State Modell des MC4R als Gleichgewicht mul-

tipler Rezeptorkon•gurationen R (oben) und als Modell überschneiden-

der Mengen für den MC4R und die D90N-Variante (unten)

Die inaktive Rezeptorkon•guration R und die aktiven Kon•gurationen R*1, R*2 und R*3 stehen

im chemischen Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht zwischen den multiplen Kon•gurationen wird

durch die Liganden unterschiedlich bein‚usst. Diese Gleichgewichte dargestellt als sich überschnei-

dende Teilmengen (unten) beschreibt die ligandbedingte Entstehung bestimmter Signalmuster im

Sinne eines funktional selektiven Agonismus.

103



4. Diskussion

sen eineÐ-MSH-induzierte Reduktion der Nahrungsaufnahme unterdrücken [154].

Die PTX-Sensitivität von Ð-MSH-bedingter ERK-Aktivierung konnte in HEK293-

mMC4R-Zellen gezeigt werden und legt somit die Involvierung von Gi/o -Proteinen

beim Ð-MSH-bedingten anorexigenen Signal nahe [21]. In der gleichen Studie konnte

allerdings keine PTX-Sensitivität dieses E!ekts in GT1-1-Zellen, nahen Verwand-

ten der GT1-7-Zellen, gefunden werden, sondern nur die Abhängigkeit von PKC.

Dies verdeutlicht neben den auch in meiner Arbeit vorgefunden Unterschieden zwi-

schen rekombinanten und endogenen Expressionssystemen auch die integrative Si-

gnalfunktion der ERK-Aktivierung. Die Aktivierung der ERK ist stark zellspezi•sch

und kann prinzipiell durch Signalwege von Gs-, Gq-, G12/13 -, Gi/o -Proteinen und Ñ-

Arrestinen erfolgen [150, 31, 10, 151, 107].

Nimmt man eine ERK-Aktivierung als essentielle Ausprägung des anorexigenen

Signals in Neuronen an, müsste AgRP, welches orexigen wirkt, die ERK-Aktivierung

hemmen. Da AgRP durch Gi/o -Proteine und Ñ-Arrestine agonistisch auf zwei Signal-

wege wirkt, welche prinzipiell ERK aktivieren können, erscheint dies unwahrschein-

lich. Da aber beide Signalwege die Senkung der basalen cAMP-Konzentration des

konstitutiv aktiven Rezeptors bedingen können und somit diesen Weg der ERK-

Aktivierung hemmen könnten, wäre in der Zusammenschau der Wirkungen durch-

aus eine gegensinnige Wirkung auf die ERK gegenüberÐ-MSH möglich. Die starke

cAMP-Abhängigkeit der MC4R-bedingten ERK-Aktivierung in endogen exprimie-

renden Neuronen der Ratte, und damit von der Gs-Aktivierung, zeigt die Verringe-

rung der ERK-Aktivierung bei cAMP-Hemmung in diesen Zellen [154].

Die Gi/o -Kopplung könnte auch eine Erklärung für die Funktion des MC3R als

inhibitorischer Autorezeptor an Neuronen bieten. Die Gi/o -bedingte Ö!nung von

K+ -Kanälen führt zur Hyperpolarisation. So konnte für AgRP und für selektive

MC3R-Agonisten eine gleichsinnge Wirkung in der Entstehung inhibitorischer post-

synaptischer Potentiale nachgewiesen werden [46].

Welche Bedeutung aber hat die Gi/o -Protein-Aktivierung durch AgRP für

die Körpergewichtsregulation? Melanocortin-unabhängige orexigene Wirkungen des
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AgRP ergeben sich am konstitutiv aktiven MC4R in Abwesenheit von Agonisten. So-

mit ist für diese Wirkungen die Beein‚ussung der Basalaktivität des MC4R von pri-

märer Relevanz. Zudem spiegeln endogene Expressionssysteme wie die GT1-7-Zellen

am ehesten physiologische Gegebenheiten wider. In meiner Arbeit konnte erstmals

die dosisabhängige Senkung der basalen cAMP-Produktion durch AgRP in endogen

MCR exprimierenden GT1-7-Zellen nachgewiesen werden. Diese Wirkung hat somit

höchstwahrscheinlich Anteil an der orexigenen Wirkung von AgRP. Da aber genau

diese Wirkung PTX-sensitiv ist und durch eine Aktivierung von G i/o -Proteinen er-

klärt werden kann, hat die Aktivierung von G i/o -Proteinen durch AgRP Anteil am

orexigenen Signal dieses Peptids. Wie oben dargelegt, kann ERK-Aktivierung ein

anorexigenes und die Hemmung von ERK ein orexigenes Signal darstellen. Das Feh-

len einer PTX-sensitiven ERK-Aktivierung in endogen MCR exprimierenden GT1-

1-Zellen unterstreicht somit die Möglichkeit der Gi/o -Aktivierung als orexigenes Si-

gnal, da sie ohne anorexigene ERK-Aktivierung in diesen Zellen statt•nden und

sogar zusätzlich die cAMP-bedingte ERK-Aktivierung hemmen kann [21].

Die FSK-Stimulation von Zellen dient der Aufdeckung von Signaltransdukti-

onswegen, stellt aber einen nicht physiologischen Zustand dar. Ebenso dienen re-

kombinante überexprimierende Zellen der detaillierten Detektion von Rezeptoref-

fekten. Sie stellen aber ebenso keinen für die Physiologie primär relevanten Zustand

dar. Aus diesen Gründen ist die AgRP-bedingte Steigerung der FSK-induzierten

cAMP-Produktion in GT1-7-Zellen und deren PTX-Sensitivität ein Indiz für die

prinzipielle Aktivierung von G i/o -Proteinen in GT1-7-Zellen. Das Statt•nden einer

AgRP-bedingten cAMP-Erhöhung als orexigenes Signal ist in vivo aber eher un-

wahrscheinlich. Ebenso verhält es sich mit der PTX-insensitiven Senkung der FSK-

induzierten cAMP-Produktion in überexprimierenden HEK293-mMC4R-Zellen. Sie

ist ein starkes Indiz für die prinzipielle Involvierung von Mechanismen abseits der

Gi/o -Aktivierung bei der Senkung von zellulärem cAMP. Inwieweit aber ein E!ekt,

der durch unphysiologische FSK-Behandlung in unphysiologisch überexprimieren-

den Zellen erzielt wurde, die physiologische Wirkung von AgRP wiedergibt, bleibt
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fraglich.

Was bedeutet die veränderte Signaltransduktion an der D90N-Mutation des

MC4R nun für die Ausprägung einer Adipositas bei Patienten mit dieser Muta-

tion? Die Ergebnisse meiner Arbeit legen nahe, dassÐ-MSH am D90N-Rezeptor

die Aktivierung von G i/o -Proteinen bewirkt. Dies kann die Senkung der cAMP-

Konzentration in der Zelle zur Folge haben. Die anorexigenen Wirkungen des

MC4R wurden bislang seiner Steigerung der cAMP-Produktion u/o seiner ERK-

Aktivierung zugesprochen [47, 54, 147, 154, 29]. DieÐ-MSH bedingte Gi/o -

Aktivierung würde damit gegensinnig durch cAMP-Senkung orexigen, aber durch

mögliche ERK-Aktivierung anorexigen wirken. Dadurch ergeben sich zwei entgegen-

gesetzte Szenarien. Würde in vivo die anorexigene Wirkung der Gi/o -bedingten ERK-

Aktivierung die orexigene Wirkung der cAMP-Senkung überragen, könnten Patien-

ten mit dieser Mutation noch von einer pharmakologischen Therapie mit MC4R-

Agonisten wie Ð-MSH zur Minderung der Adipositas pro•tieren. Würde hingegen

die orexigene Wirkung der cAMP-Senkung stärker als die anorexigene Wirkung der

ERK-Aktivierung sein, träte der paradoxe Fall ein, dass der Einsatz von MC4R-

Antagonisten, welche wie AgRP beim Wildtyp Körpergewichts-steigernd wirken,

die Gewichtszunahme des Patienten mindern könnte. Die Gabe vonÐ-MSH würde

die Adipositas noch aggravieren. Für diesen zweiten Fall spricht auch die PTX-

Insensitivität der Ð-MSH-bedingten ERK-Aktivierung in GT1-1-Zellen. Somit wird

dieses vermeintliche anorexigene Signal in endogen exprimierenden Zellen eben nicht

durch Gi/o -Aktivierung erzeugt.

Für die genauere Beurteilung der Bedeutung der Gi/o -Kopplung für die Ent-

wicklung einer Adipositas bedarf es weiterer Untersuchungen. Die Entdeckung einer

Mutation des MC4R, welche analog zur D90N-Mutation selektiv de•zient in der

Kopplung einer G-Proteinfamilie, nämlich der Gi/o -Proteine, wäre, ergäbe ein idea-

les Werkzeug zur Untersuchung der Relevanz der Gi/o -Kopplung für die Körperge-

wichtshomöostase.
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4.1.3 Funktionale Selektivität als Rezeptormodell

Funktionale Selektivität beschreibt, wie oben ausgeführt, die Eigenschaft eines Li-

ganden einen von mehreren chemischen Gleichgewichten eines Rezeptors zu stabili-

sieren, wodurch sich ein ligandenspezi•sches Signaltransduktionsmuster am Rezep-

tor ergibt. Die Ergebnisse meiner Arbeit tragen bei zur Etablierung eines solchen

Rezeptormodells mit multiplen, ligandspezi•schen Zuständen. Die Diversität der

Signalwege und deren selektive Aktivierung oder Inhibierung durch Liganden zei-

gen, dass die Annahme einer Vielzahl an R*-Konformationen des Rezeptors notwen-

dig ist zur Beschreibung der Fülle an unterschiedlichen Signalwirkungen an einem

einzigen Rezeptor. In Abb. 4.2 wurde der MC4R bzw. die D90N-Mutation in ei-

nem solchen Multiple State Modell graphisch dargestellt, in welchem Liganden sich

überschneidende Teilmengen stabilisieren können. Dies beschreibt die Möglichkeit

der Beein‚ussung mehrerer Signalwege bei gleichzeitiger Nichtbeein‚ussung ande-

rer. Auch Pharmaka, die als Liganden auf Rezeptoren wirken, können also, obwohl

sie gleichgerichtet auf einen Signalweg wirken, einen anderen durchaus gegensinnig

beein‚ussen. Da diese Unterschiede in der Aktivierung von Signalwegen zur Ausbil-

dung sowohl von zusätzlichen therapeutischen, als auch unerwünschten Wirkungen

führen kann, ist die Untersuchung der Wirkung von Pharmaka auf möglichst al-

le Signalwege eines Rezeptors von enormer Bedeutung. Bei detaillierter Kenntnis

der Signaltransduktion können so schon aus dem Rezeptorverhalten in vorklinischen

Versuchen Voraussagen auf das Wirkungspro•l einzelner Pharmaka gemacht werden.

Da sich einige Signalwege bezogen auf zelluläre E!ekte gegensinnig beein‚ussen, wie

Gs- und Gi/o -Aktivierung bezogen auf die cAMP-Akkumulation, ist eine möglichst

Rezeptor-nahe Untersuchung, nämlich auf G-Protein-Ebene, für die detailierte Auf-

klärung der Rezeptorbeein‚ussung sinnvoll. In diesem Zusammenhang kann auch die

Beschreibung der Mehrheit der Pharmaka an GPCRs als inverse Agonisten kritisch

geprüft werden. Die klinische Relevanz von funktionaler Selektivität zeigt beispiel-

haft die Untersuchung der kardioprotektiven Wirkung von Betablockern. Anteil an

dieser Wirkung kann dem selektiven Agonismus aufÑ-Arrestine zugeschrieben wer-
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den [168, 119]. Die EntwicklungÑ-Arrestin-selektiver Betablocker könnte somit für

ihren Einsatz bei Herzinsu"zienz sinnvoll sein.

4.2 Ausblick für die Anwendung von Liganden an MCR

Das Verständnis der Signaltransduktion von GPCRs im Allgemeinen und von MC-

Rezeptoren im Speziellen ist essentiell für die Pharmakologie. Die Etablierung der

Funktionalen Selektivität in der Entwicklung von Pharmaka erö!net, wie oben ge-

zeigt, ein großes therapeutisches Potential und die Untersuchung der Signaltrans-

duktion der Mutationen des MC4R ermöglicht individuelle Therapiestrategien zur

Behandlung von Adipositas und Kachexie.

An der Entwicklung von MCR-Agonisten besteht von Seiten der pharmazeu-

tischen Industrie großes Interesse aufgrund ihrer mannigfaltigen Wirkungen. Ein

stark in den ö!entlichen Focus gerückter Einsatzbereich ist dabei die Behandlung

der erektilen Dysfunktion (ED). MCR-Agonisten können auch ohne sexuelle Sti-

mulation eine erotisierende Stimmung erzeugen. Diese erregungssteigernde Wirkung

bei Frauen ermöglicht die zusätzliche Verwendung bei Frauen mit „Female sexual

dysfunction“(FSD) [62]. Gleichzeitig belegt die erotisierende Wirkung ohne sexuel-

le Stimulation aber auch das Missbrauchspotential eines solchen Pharmakons. Un-

wissentliche Verabreichung von MCR-Agonisten vereinfacht eklatant den sexuellen

Missbrauch des Konsumenten, bzw. der Konsumentin. Aufgrund einer anderen Wir-

kung, nämlich der Induktion einer deutlichen Hypertonie wurde die Entwicklung

des MCR-Agonisten Bremelanotid als Mittel zur Behandlung der ED eingstellt und

gleichzeitig der Einsatz beim hämorrhagischen Schock überlegt1. Die bräunende und

appetitsenkende Wirkung von MCR-Agonisten ermöglicht außerdem den Einsatz als

UV-Schutz und zur Körpergewichtssenkung bei adipösen Patienten. Viele E!ekte

von MCR-Agonisten stellen somit sehr attraktive Wirkungen auch für den gesunden

Menschen dar. Dies führte zu einer großen Nachfrage und zu einem Schwarzmarkt

des nicht zugelassenen MCR-Agonisten Melanotan II. Melanotan II wird auch als

1www.palatin.com
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„Barbie-Drug“ bezeichnet, weil es eben bräunend, schlankmachend und erotisierend

wirkt [38].

Auch die gegengerichtete Beein‚ussung des MC4Rs durch MCR-Antagonisten

kann von klinischem Interesse sein. Kachexie, z.B. tumor-, infektions- oder al-

tersbedingt, stellt einen klaren Überlebensnachteil dar. Der Einsatz von MCR-

Antagonisten könnte zur Minderung einer Kachexie, gleich welcher Genese, einge-

setzt werden und damit lebensverlängernd wirken [164].

Zukünftige Untersuchungen werden daher die Einsatzmöglichkeiten der pharma-

kologischen Beein‚ussung der Melanocortinrezeptoren prüfen und weitere spannende

Einblicke in ihren molekularen Mechanismus ermöglichen.

109



Kapitel 5

Zusammenfassung

Der Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GP-

CR), dessen Signaltransduktion von zentraler Bedeutung für die Regulation der

Körpergewichtshomöostase im Hypothalamus ist. Mutationen im MC4R sind

die häu•gste monogenetische Ursache für Adipositas. Bislang wurde die Signal-

wirkung des MC4R ausschließlich seiner Gs-Kopplung und dadurch bedingten

cAMP-Akkumulation zugeschrieben. Der endogene MC4R-Agonist „Ð-Melanozyten-

stimulierendes Hormon“ (Ð-MSH) wirkt anorexigen über eine Gs-Protein-bedingte

Steigerung der cAMP-Produktion. In Übereinstimmung hiermit ist die Mutation

D90N des MC4R, welche keine Gs-Proteine aktiviert, assoziiert mit einer ausgepräg-

ten Adipositas. Eine Besonderheit des MC4R ist das Vorkommen von endogenen

Antagonisten: „Agouti-related Protein“ (AgRP) wirkt zum einen durch die Blockade

der Ð-MSH-Wirkung indirekt orexigen, kann aber auch in Abwesenheit vonÐ-MSH

basale cAMP-Spiegel erniedrigen. Daher wird AgRP auch eine inverse agonistische

Wirkung zugesprochen. Interessanterweise ist weder die physiologische Bedeutung

dieser Wirkung bekannt, noch sind die dazu führenden Mechanismen verstanden.

Zur Untersuchung der detaillierten molekularen Wirkung von Ð-MSH und AgRP

auf den MC4R wurde die G-Protein-Aktivierung mittels GTP Ò35S-Assay, sowie die

cAMP-Akkumulation mittels cAMP-Assay in HEK293-Zellen und GT1-7-Zellen un-

tersucht. Überraschenderweise konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass nebenÐ-
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MSH auch AgRP G-Proteine aktiviert und somit agonistisch am MC4R wirkt. Diese

AgRP-bedingte G-Protein-Aktivierung war PTX-sensitiv, welches die aktivierten G-

Proteine als Gi/o -Proteine kennzeichnet. Auch die Aktivierung von PTX-sensitiven

G-Proteinen an der Gs-de•zienten D90N-Mutation belegt die Involvierung von G i/o -

Proteinen bei der Signaltransduktion des MC4R im Allgemeinen. Somit konnte in

dieser Arbeit eine duale Kopplung des MC4Rs an Gi/o - und Gs-Proteine in einem

endogenen Zellsystem etabliert werden. AgRP ist in der Lage selektiv Gi/o -Proteine

zu aktivieren und damit aktiv, Ð-MSH-unabhängig die Körpergewichtshomöostase

zu regulieren. Neben diesem wichtigen Befund für das Melanocortinsystem, besitzt

die De•nition der AgRP-Wirkung, als endogen vorkommender funktional selektiver

Agonist an einem etablierten GPCR, große Bedeutung für das Verständnis dieser

Rezeptorfamilie im Allgemeinen.
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Kapitel 6

Abstract

The Melanocortin-4 receptor (MC4R) is a G-protein-coupled receptor (GPCR),

which signalling is essential for the control of homeostasis of body weight in the

hypothalamus. Mutations in the MC4R are the most frequent monogenetic cause of

severe adiposity. So far, the signalling of the MC4R has been exclusively attributed to

its coupling to Gs-proteins. The endogenous MC4R-agonist Melanocyt-stimulating

hormone Ð (Ð-MSH) acts anorexigenic by an increase of cAMP-accumulation due

to Gs-activation. Consistent with this •nding the D90N-mutation of the MC4R,

which selctively lacks in Gs-coupling is associated with severe obesity. A special cha-

racteristic of the MC4R is the existence of endogenous antagonists: Agouti-related

protein (AgRP) acts orexigenic by an decrease of cAMP-accumulation. This decre-

ase in cAMP-accumulation is independent from the presence of agonists, i.e. AgRP

has autonomous signalling apart from displacement of agonists. This autonomous

signalling of AgRP has been described as inverse agonism, which means the stabi-

lization of a conformation of the receptor with a lower degree of Gs-coupling than

the basal one in absence of an agonist. Interestingly the physiologic relevance and

the detailed mechanism of this signalling are still unknown. For the exploration of

the detailed molecular mechanism of action ofÐ-MSH and AgRP at the MC4R,

overexpressing HEK293-cells and endogenous expressing GT1-7-cells were used. G-

protein-activation was examined by GTPÒ35S-assay and the cAMP-accumulation
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6. Abstract

by a cAMP-assay. Surprisingly we found that not only the agonist Ð-MSH but also

the antagonist AgRP activates G-proteins at the MC4R. The G-protein-activation

due to AgRP was PTX-sensitiv, which characterizes the activated G-proteins as

Gi/o . In addition the PTX-sensitiv activation of G-proteins of the G s-de•cient mu-

tation documents the involvement of Gi/o -proteins in the signalling of the MC4R

in general. Conclusively, we could establish the dual coupling of the MC4R to Gs-

and Gi/o -proteins in an endogenous cell system. AgRP is able to activate selectively

Gi/o -proteins and can regulate independently fromÐ-MSH the homeostasis of bo-

dy weight. In addition to this important •ndings for the melanocortin system, the

de•nition of AgRP as an endogenous biased agonist at an established GPCR has

relevant impact on the understanding of this receptor family in general.
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7. Anhang

7.1 Abkürzungen

A Agonist

AZ Adenylylzyklase

ACTH adrenocorticotropes Hormon

ADP Adenosindiphosphat

Abb. Abbildung

AgRP Agouti-Related Protein

AMP Adenosinmonophosphat

ARC Nucleus arcuatus

AS Aminosäure

ATP Adenosintriphosphat

BMI Body-Mass-Index

BSA bovines Serumalbumin

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cAMP cyklisches Adenosinmonophosphat

CART Cocaine/Amphetamine Related Transcript

CTX Choleratoxin

DMEM Dulbecco’s modi•ziertes Eagle’s Medium

DNA Desoxyribunukleinsäure

EC50 Konzentration bei halbmaximaler Wirkstärke

ED Erektile Dysfunktion

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ERK extrazelluläre Signale regulierende Kinasen

FCS fötales Kalberserum

FSD female sexual dysfunktion

FSK Forskolin

G G-Protein

GDP Guanosindiphosphat

GHs-R Ghrelin-Rezeptor

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GRK G-Protein gekopplete Rezeptor regulierende Kinasen

GTP Guanosintriphosphat

HEK293-Zellen humane Embryonale Nierenzellen

HRST Herzrhythmusstörungen

i.e. id est/this is (deutsch: das heißt)

M. Morbus

MCR Melanocortin-Rezeptor

MC3R Melanocortin-3-Rezeptor

MC4R Melanocortin-4-Rezeptor
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MC-System Melanocortin-System

MSH melanozytenstimulierendes Hormon

n.b. nicht bekannt

NPY Neuropeptid Y

Ob-Rb Leptin-Rezeptor

OD optische Dichte

PBS Dulbecco Phosphate Bu!ered Saline

pcDNA Vektor Desoxyribunukleinsäure

PDE Phosphodiesterase

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

POMC Proopiomelanocortin

PTX Pertussistoxin

R inaktive Form des Rezeptors

R* aktive Form des Rezeptors

RGS Regulators of G-protein signalling

RMA Repulsive Membran-Azidolyse-Technik

RT Raumtemperatur

s.g. so genannte/r/s

s.o. siehe oben

s.u. siehe unten

TM Transmembrandomäne

u.a. unter anderem/n

u/o und / oder

VMH Nucleus ventromedialis

ZNS Zentralnervensystem
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