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1. Zusammenfassung

Eine Reihe von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren werden in ihrer Ligandenbindung von
Cholesterin beeinflusst. Fiir den Oxytocinrezeptor war eine spezifische Interaktion mit dem
Cholesterin der Plasmamembran bekannt. In dieser Arbeit konnte zunichst gezeigt werden,
dass auch die anderen Rezeptoren der Familie der Neurohypophysenhormone, die
Vasopressinrezeptoren, in der gleichen Weise in ihren Bindungseigenschaften von
Cholesterin beeinflusst werden. Im Gegensatz dazu zeigt der Cholecystokininrezeptor Typ
B keine direkte Wechselwirkung mit Cholesterin. Durch  Austausch der
Transmembranhelices 6 und 7 des Oxytocinrezeptors mit entsprechenden Bereichen des
Cholecystokininrezeptors wurde ein Rezeptor erzeugt, der beziiglich Bindungsverhalten
und Cholesterinabhéngigkeit keine Unterschiede zu dem Wildtyp-Oxytocinrezeptor zeigte.
Durch den Einsatz von computergestiitztem ,,Modeling” wurde fiir die Interaktion des
Oxytocinrezeptors mit Cholesterin eine Stelle zwischen den Transmembranhelices 5 und 6
vorgeschlagen. Weitere Computermodelle unterstiitzten die Befunde einer spezifischen
Cholesterinbindungsstelle zwischen diesen beiden Transmembranhelices.

Die intrazelluldren Transportwege und Interaktionspartner des Cholesterins sind noch
weitgehend unbekannt. Um die Verteilung des Cholesterins in der Zelle zu untersuchen,
wurde ein selbst synthetisiertes Cholesterinderivat (Fluochol) eingesetzt. In verschiedenen
Experimenten verhielt sich dieses Derivat wie tritiiertes Cholesterin und konnte somit als
geeignetes Cholesterinanalogon charakterisiert werden. Die Komplexierung in Cyclo-
dextrinen ermdglichte die Einlagerung von Fluochol in die Plasmamembran von Zellen.
Der Transport des Derivats in die Zelle konnte darauthin im Mikroskop verfolgt werden.
Der Einstrom des Fluochol in das ER erfolgte innerhalb von Minuten und war
energieunabhéngig. Schlielich wurde Fluochol in Lipidtropfchen transportiert, die in fast
allen Zellen fiir die Speicherung iiberschiissiger intrazelluldirer Lipide dienen. Die
Tropfchen werden aus dem endoplasmatischen Retikulum gebildet und enthalten neben
Phospholipiden auch Cholesterin, das durch das Enzym ACAT mit langkettigen Fettsduren
verestert wird.

Mit dem synthetisierten Cholesterinanalogon Fluochol sind zahlreiche Untersuchungen
moglich, die in Zukunft auch den Mechanismus der Wechselwirkung des Cholesterins mit
Membranproteinen (insbesondere dem Oxytocinrezeptor) enthiillen konnen. Die
Beteiligung des Cholesterins an zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen

Prozessen (Morbus Alzheimer, Niemann-Pick-Krankheit, etc.) zeigen zudem die
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Bedeutung, die ein funktionelles fluoreszierendes Cholesterinderivat in der Aufklarung des

intrazelluldren Cholesterintransports erlangen kann.
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2. Einleitung

2.1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G-Protein coupled receptors, GPCRs) stellen mit weit
iiber 2000 Mitgliedern die grofte Klasse membranstindiger Proteine im menschlichen
Genom. Sie vermitteln physiologische Antworten auf eine Vielzahl von Stimulantien.
Dazu gehéren Hormone, Neurotransmitter, kleine Peptide, Proteine und sensorische
Stimuli (Geruch, Geschmack, Licht). Die Hilfte der GPCRs sind dabei Rezeptoren fiir
Geruchsstoffe im olfaktorischen Sinnessystem. Uber 5 % der Gene bei Caenorhabditis
elegans kodieren fiir GPCRs (Bargmann, 1998), wodurch die grofe Bedeutung dieser
Superfamilie und ihre Konservierung wiahrend der Evolution deutlich wird. Das Studium
dieser ubiquitdren und vielseitigen Rezeptormolekiile wurde zu einem der beherrschenden

Themen gegenwiértiger biochemischer Forschung.

2.1.1. Struktur der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

GPCRs bestehen aus einem extrazelluldren N-Terminus, sieben hydrophoben a-helikalen
Transmembrandoménen (TM), die alternierend iiber jeweils drei extrazelluldre und
intrazelluldre Schleifen verbunden sind, und einem intrazelluldren C-Terminus (Abbildung
1). Durch diesen charakteristischen Aufbau werden die GPCRs auch als ,,heptahelikale
Rezeptoren® oder ,,Serpentinrezeptoren® bezeichnet.

Zumindest bei Rhodopsin (Unger et al., 1997), dem Photorezeptor der Sehzellen, und beim
B-adrenergen Rezeptor (Mizobe et al., 1996) sind die TM1 bis TM7 als geschlossener
Kreis gegen den Uhrzeigersinn (bei Blick auf die extrazelluldre Seite der Membran)
angeordnet.

Durch neueste Rontgenstrukturanalysen von Rhodopsinkristallen konnte erstmalig eine
dreidimensionale Struktur eines GPCR mit einer Auflssung von 2,8 A ermittelt werden
(Palczewski et al., 2000). Darin weisen die Helices 1, 4, 6 und 7 erwartete Neigungen an
Prolinresten auf. Helix 3 penetriert aulerdem zwischen die Helices 2 und 4. Eine mogliche
Bindungsstelle fiir G-Proteine wird durch hydrophobe Regionen der Helices 2, 5 und 6

gebildet, zusammen mit der zweiten intrazelluldren Schleife (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Bindermodell des Rhodopsins

A Die sieben a-Helices des Rhodopsins durchqueren die Lipiddoppelschicht (die cytoplasmatische Seite
befindet sich oben) und sind durch Schleifen (loops) verbunden. Blick in die Membranebene B von der
cytoplasmatischen Seite und C von der intradiscalen Seite (entspricht der extrazelluldren Seite bei
plasmamembranstidndigen GPCRs). Abbildung aus (Palczewski et al., 2000)).

Uberraschenderweise decken sich besonders die Transmembranhelices mit berechneten
Computermodellen (Baldwin et al., 1997; Herzyk and Hubbard, 1998; Pogozheva et al.,
1997), die von einer zuvor durch Kryoelektronenmikroskopie ermittelten Struktur niedriger
Auflésung ausgingen. Die relative Lage der Transmembrandoménen ist wichtig fiir die
Liganden-induzierte Rezeptoraktivierung (s. S. 5).

Weitere hdufige Merkmale vieler GPCRs sind (Krauss, 1999):

e extrazellulire Konsensussequenzen fiir die Asparagin-verkniipfte Glycosylierung (Asn-

X-Ser/Thr),
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e konservierte Cysteinreste in der ersten und zweiten extrazelluliren Schleife, die durch
Bildung einer Disulfidbriicke den Rezeptor stabilisieren,

e Cysteinreste am C-Terminus fiir eine Palmitoylierung, die wahrscheinlich eine
zusitzliche Membranverankerung bietet,

e intrazelluldre Konsensussequenzen fiir Phosphorylierungen (z. B. SXK/R, K/RXS u. a.),
die bei der Desensibilisierung und Internalisierung eine Rolle spielen (S. 7).

Abbildung 4 auf S. 13 zeigt diese Merkmale am Beispiel des Oxytocinrezeptors (OTR),

der Grundlage vieler Experimente der vorliegenden Arbeit war.

Die Bindung eines Agonisten an den extrazelluliren Teil des GPCRs induziert eine

Konformationsdnderung des Rezeptors, die eine Kopplung eines heterotrimeren

Guanosinnukleotid-bindenden Proteins (G-Protein) an den intrazelluliren Teil des

Rezeptors ermdoglicht (Vaughan, 1998). Hierdurch werden intrazelluldre Signalkaskaden

induziert (s. unten).

2.1.2. Ligandenbindung

Die GPCRs konnen durch eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden aktiviert werden.
Neben dem Photorezeptor Rhodopsin, der durch Photonen aktiviert wird, gibt es
Rezeptoren fiir biogene Amine, Ca’*, Nukleotide, Eicosanoide, Peptide, Proteine und
Glycoproteine. Die folgende Abbildung 2 zeigt die Ligand-Rezeptor-Interaktionen fiir eine

Reihe verschiedener Ligandenklassen.
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B Rezeptoren fur Amine, C Peptidhormonrezeptoren

A Nieminale !
s Segrent Nucleotide und Eicosancide

2 exrazaiiutane

1. exvazelkisre Schieife 3, axtraceluibce (-_—
Schiaife 5 j‘i Schigde (___-
1. cyloplasmatsche U u ;cf‘m
Schiede Zeyopl 3 cyiogl Schieile
Schiede
C-terminales Segment
D Proteaseaktivierte E Rezeptoren for F Rezeptoren fur
Rezeptoren Glycoproteinhormone kleine Neurotransmitter
(LH, FSH, hCG, TSH) (Ca®, Glutamat, GABA)

Abbildung 2: Schematische Struktur G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und Ligand-Rezeptor-
Interaktionen

(A) Membrantopologie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCR). (B) Biogene Amine, Nukleotide und
Eicosanoide binden ausschlieBlich im Kern der Transmembrandominen. (C) Peptide mit weniger als 40
Aminoséduren binden zusitzlich an extrazelluldre Schleifen und an das N-terminale Segment. (D) Bei einigen
Rezeptoren bindet eine Protease (z. B. Thrombin) an den Rezeptor und spaltet das N-terminale Segment. Das
neue N-terminale Segment interagiert als intramolekularer Ligand mit den extrazelluldren Schleifen,
wohingegen das abgespaltete Peptid im Falle des Thrombinrezeptors die Blutpldttchenaggregation stimuliert.
(E) Glycoproteinhormone binden an Rezeptoren mit groflen (~ 350 Aminoséuren) N-terminalen Segmenten,
die dann mit den extrazelluldren Schleifen wechselwirken. (F) Kleine Neurotransmitter binden an sehr grof3e
(~ 600 Aminoséduren) N-terminale Segmente, die darauthin mit membranassoziierten Doménen interagieren
konnen. Abkiirzungen: LH = Luteinisierendes Hormon, FSH = Follikel-stimulierendes Hormon, hCG =
humanes Choriogonadotropin, TSH = Thyreoidea-stimulierendes Hormon, GABA = y-Aminobuttersiure (-
acid). Abbildung aus (Ji et al., 1998)).

Beim Modell der Ligand-Rezeptor-Interaktion geht man von mindestens drei
verschiedenen Rezeptorkonformationen aus (Gether and Kobilka, 1998): dem nicht mit
einem Liganden besetzten Rezeptor (R), dem mit einem Agonisten besetzten und
stabilisierten Rezeptor (R') und dem durch einen inversen Agonisten stabilisierten
Rezeptor (RO). Inverse Agonisten sind Antagonisten, die gleichzeitig die basale Aktivitit
des Rezeptors reduzieren. Die basale Aktivitit kommt dadurch zustande, dass der
unbesetzte Rezeptor instabil ist und spontan in den aktiven Zustand (R*) iibergehen kann.
Bindung eines Agonisten fiihrt iiber mehrere Ubergangszustinde zu R’. Diese
Ubergangszustinde konnen durch sogenannte partielle Agonisten stabilisiert werden, die

den Rezeptor nur zu einem gewissen Grade aktivieren, bzw. durch G-Proteine, welche
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dann sowohl die Affinitdit fiir Agonisten als auch die Kinetik der

Konformationsédnderungen beeinflussen.

2.1.3. Signaltransduktion

Wird der Rezeptor durch Ligandenbindung aktiviert, so fiihrt dies zu Anderungen in der
relativen Orientierung der Transmembranhelices, wodurch Bindungsstellen fiir G-Proteine
freigelegt werden. Beim Rhodopsin und dem [-adrenergen Rezeptor ist die
Rezeptoraktivierung von einer kleinen Drehung von TM3 und einer groen Drehung von
TM6 begleitet (gegen den Uhrzeigersinn, von der extrazelluldren Seite aus gesehen).
Dadurch entfernt sich das cytoplasmatische Ende von TM6 von TM3 (Farrens et al., 1996).
An der cytoplasmatischen Seite befindet sich bei Rezeptoren der Rhodopsin-Familie ein
hochkonserviertes DRY-Motiv (im OTR: DRC) (Probst et al., 1992). Das Arginin dieses
Motivs wird im inaktiven Rezeptor durch eine hydrophile Tasche aus polaren Resten von
TMI1, 2 und 7 festgehalten (Abbildung 4). Die Rezeptoraktivierung fiihrt zu einer
Protonierung des Aspartats, wodurch das Arginin aus der polaren Tasche verdriangt wird.
Infolgedessen werden Sequenzen der zweiten und dritten cytoplasmatischen Schleife
freigelegt, die dann mit heterotrimeren G-Proteinen interagieren konnen.

Die G-Proteine gehoren zu der groBen Familie der regulatorischen GTPasen, die GTP
binden und hydrolysieren und dabei eine Schalterfunktion bei zentralen zelluldren
Prozessen ausiiben. Die Familie der regulatorischen GTPasen wird auch als GTPase-
Superfamilie bezeichnet. Die Unterfamilie der heterotrimeren G-Proteine besitzt einen
gemeinsamen Bauplan und besteht aus einer groBeren a-Untereinheit mit variablem
Molekulargewicht und zwei kleineren, aneinandergekoppelten Untereinheiten, der -Kette
und der y-Kette. Go-Untereinheiten enthalten zwei Doménen, eine GTP-bindende und —
hydrolysierende Doméne (G-Doméne) und eine helicale Domine, die das GTP im Kern
des Proteins bedeckt (Coleman et al., 1994; Noel et al., 1993). Die B-Untereinheit formt
eine siebenblittrige Propellerstruktur mit einer wassergefiillten Pore (Sondek et al., 1996),
die y-Untereinheit besitzt a-helicale Struktur.

Ein durch einen Agonisten aktivierter Rezeptor interagiert mit der a-Untereinheit eines
inaktiven G-Proteins. Hierdurch kommt es zum Austausch von an die o-Untereinheit
gebundenem GDP gegen GTP und zur Dissoziation des G-Proteins in die o- und die Py-

Untereinheit. Sowohl G,eGTP als auch Gg, konnen die verschiedensten Effektoren
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aktivieren oder inaktivieren. Die Hydrolyse des gebundenen GTPs durch die intrinsische
GTPase-Aktivitdt der o-Untereinheit inaktiviert diese schlieBlich und fiihrt zu einer
erneuten Assoziation mit der By-Untereinheit (Hamm, 1998).

Wesentliche Funktionen der Signaliibertragungen werden von den o-Untereinheiten
wahrgenommen. Anhand der Sequenzen der a-Untereinheiten lassen sich die G-Proteine in
vier Familien einteilen (Hepler and Gilman, 1992), die sich in ihren Vorkommen in den
verschiedenen Geweben und vor allem in ihrer Wirkung auf die verschiedenen
Effektorproteine unterscheiden.

Durch verschiedene G-Proteine konnen im Verlauf der Signaliibertragung unterschiedliche

Effektormolekiile moduliert werden (Evans and Graham, 1989):

¢ Eine Adenylat-Cyclase, welche die Bildung von cAMP als second messenger katalysiert,
kann entweder stimuliert (z. B. B-adrenerger Rezeptor) oder gehemmt werden (z. B.
Serotoninrezeptor).

e Eine Phospholipase C kann stimuliert werden, welche die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP;) zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) und
Diacylglycerin (DAG) katalysiert. IP; und DAG konnen als second messenger fungieren
(z. B. beim Angiotensin-II-Rezeptor).

e Das G-Protein steuert einen membrangebundenen Ionenkanal, was zur Anderung des
Membranpotentials und des Ionenmilieus filhren kann (z. B. beim muskarinischen
Acetylcholinrezeptor).

e Das G-Protein aktiviert eine cGMP-Phosphodiesterase, welche die Hydrolyse von cGMP
katalysiert (Rhodopsin).

Doch auch der By-Komplex kann eine Vielzahl von Effektoren aktivieren: PLCB2, PLC3,
Adenylatcycylase, einige Kinasen (z. B. PI3-Kinase, Rafl Proteinkinase) sowie

Tonenkanile (bestimmte K-, Ca®'-, vielleicht auch Na™-Kanile).

2.1.4. Signalabschaltung und Internalisierung

Der Prozess zur Beendigung der Signaliibertragung wird auch als Desensibilisierung

bezeichnet. Innerhalb von Sekunden bzw. Minuten nach der Aktivierung kommt es durch
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verschiedene regulatorische Molekiile zur Unterbrechung der Kopplung zwischen Rezeptor
und G-Protein und die anschlieBende Internalisierung des Rezeptors wird eingeleitet.

Ein  moglicher Verlauf der Signalabschaltung ist die  Agonist-spezifische
Desensibilisierung der GPCRs, die wahrscheinlich aus folgenden Schritten besteht.
Aktiviertes Ggy, das iliber Prenylierung am C-Terminus der y-Untereinheit Lipid-verankert
ist, rekrutiert wahrscheinlich zusammen mit Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;)
eine cytosolisch lokalisierte G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Proteinkinase (GRK) zu ihrem
Substrat, dem Agonist-besetzten Rezeptor. Dieser wird durch GRKs an Ser/Thr-Resten im
C-terminalen Bereich phosphoryliert (Inglese et al., 1993; Pitcher et al., 1995). Darauthin
kommt es zur Bindung des Proteins Arrestin an die dritte intrazelluldre Schleife sowie an
membrannahe C-terminale Bereiche des Rezeptors. Da in diesem Bereich auch die
Bindung der G-Proteine erfolgt, wird so eine Kopplung des Rezeptors mit weiteren G-
Proteinen sterisch verhindert.

Die Arrestine wiederum konnen direkt, stochiometrisch und mit hoher Affinitdt an Clathrin
binden und fungieren somit als Adaptoren, die die Internalisierung der GPCRs durch
Endocytose via Clathrin-bedeckter (clathrin-coated) Vesikel beschleunigen (Goodman, Jr.
et al., 1996). Es kommt dabei zunichst zu einer Cluster-Bildung der Rezeptoren durch den
Aufbau einer iiber den Adapter Arrestin vermittelten Clathrinhiille. Die Funktion von -
Arrestin 1 bei der Sequestrierung der GPCRs wird durch deren Phosphorylierung/De-
phosphorylierung reguliert. Cytoplasmatisches Arrestin ist an einem Ser-Rest konstitutiv
phosphoryliert und wird nach Rekrutierung zur Plasmamembran sehr schnell
dephosphoryliert. Diese Dephosphorylierung ist eine Voraussetzung fiir die Rezeptor-
Endocytose. Der Internalisierungsprozess erfolgt fiir die meisten bisher untersuchten
GPCRs Clathrin-abhédngig (Bohm et al., 1997). Dariiber hinaus wurde auch die
Internalisierung des muskarinischen Acetylcholinrezeptors M2 in Caveolae (Feron et al.,
1997) sowie die des Cholecystokininrezeptors Typ A in glatten vesikuldren
Kompartimenten beschrieben (Roettger et al., 1995).

Weitere Moglichkeiten der Signalabschaltung fiihren iiber die second-messenger-
regulierten Proteinkinasen A (PKA, cAMP-abhingig) und C (PKC, aktiviert durch
Diacylglycerol und Ca*"). Diese sind nicht rezeptorspezifisch und phosphorylieren GPCRs
an Ser-/Thr-Resten, die sich von denen der GRKs unterscheiden.

Nach neueren Erkenntnissen dienen Phosphorylierung und Internalisierung von aktivierten
GPCRs nicht nur der Signalabschaltung, sondern sind selbst Ausgangspunkt weiterer

Signaltransduktionswege (Lefkowitz, 1998). Ein Beispiel ist das ,,signal switching* des [3,-
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adrenergen Rezeptors, der im Herzgewebe nach der PKA-katalysierten Phosphorylierung
nicht mehr an G sondern an G; koppelt. Hier liegt eine Riickkopplungsschleife vor: G
aktiviert die Adenylatcyclase, es kommt zu einer Erhohung der cAMP-Konzentration der
Zelle, wodurch die PKA aktiviert wird. Diese phosphoryliert den Rezeptor, der dann an G;i
koppelt, das wiederum die Adenylatcyclase hemmt, aber auch weitere
Signaltransduktionswege, wie z. B. den MAP-Kinase-Weg (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-Weg), aktiviert. Fiir die Aktivierung von MAP-Kinasen durch
Signalkaskaden, in die By-Untereinheiten von Gj involviert sind, ist die Endocytose des
Rezeptors essentiell (Daaka et al., 1998; Luttrell et al., 1997).

Die einfache Trennung zwischen Aktivierung und Abschaltung von Signalkaskaden kann
somit nicht mehr aufrechterhalten werden. Im Gegenteil: Signaltransduktionswege sind
vielfach miteinander vernetzt, und die Abschaltung des einen Signals kann zur Aktivierung

anderer Signalketten flihren.

2.2. Das Oxytocin-Rezeptor-System

2.2.1. Die Neurohypophysenhormone Oxytocin und Vasopressin

Die Neurohypophysenhormone Oxytocin (OT) und Vasopressin sind cyclische
Nonapeptide, die zwischen ihren Cysteinen an Position 1 und 6 eine Disulfidbriicke
besitzen (Abbildung 3). Bislang wurden mehrere Neurohypophysenhormone gleicher
Grundstruktur gefunden, die sich nur in den Aminosduren der Positionen 3, 4 und 8
unterscheiden. Befinden sich in den Positionen 3 und 8 Aminosduren mit aliphatischer
Seitenkette, so zéhlt man die Hormone zur Oxytocinreihe, bei basischen Aminosduren in
Position 8 zdhlt man sie zur Vasopressinreihe. Beide Hormone werden in den
magnozelluldiren Neuronen des supraoptischen und paraventrikuldren Kerns des
Hypothalamus gebildet. Von dort wandern sie durch die neurosekretorischen
Nervenbahnen in den Hinterlappen der Hirnanhangdriise (Neurohypophyse) und werden
dort durch Exocytose nach Reizung der hypothalamischen Neuronen oder durch
osmotische Stimulation des supraoptischen Kerns kontrolliert ausgeschiittet (Mason,
1980). OT wird zusitzlich auch im Gelbkorper (Fehr et al., 1987) und in der Plazenta
(Miller et al., 1993) gebildet. Die Expression beider Hormone wurde auch in Rattenhoden

nachgewiesen (Foo et al., 1991).
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o ) 2 3 4 5 6 7 8 9
[8-Arginin]Vasopressin (AVP) Cys Tyr —Phe — Glu — Asn — Cys — Pro — Arg — Gly — NH;

1. 2 3 4 5 6 7 8 9
Oxytocin (OT) Cys—Tyr—lle—Gu—Asn—Cys—Pro—Leu—Gy—NH,

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hormone [8-Arginin]Vasopressin (AVP) und Oxytocin
(o 4y

Die zyklischen Nonapeptide sind C-terminal amidiert und besitzen eine Disulfidbriicke zwischen Cystein 1
und Cystein 6.

Die Gene von OT und AVP sind direkt benachbart auf dem Chromosom 20 des Menschen,
aber in entgegengesetzter Transkriptionsorientierung angeordnet (Sausville et al., 1985).
Beide Hormone werden als Préproproteine gebildet und erst wihrend ihres axonalen
Transports enzymatisch prozessiert, so dass OT und AVP frei werden (Gainer and Wray,
1994). Das 21 kDa-Préproprotein von OT besteht aus einem Signalpeptid, Oxytocin und
Neurophysin I, die Vorstufe von AVP aus einem Signalpeptid, Vasopressin, Neurophysin
IT und einem zusitzlichen Glykoprotein.

Die beiden klassischen Funktionen des Oxytocins beim Geburtsvorgang und beim Stillen
sind schon sehr lange bekannt. Die Oxytocinsekretion in der Neurohypophyse wird
wiahrend des Geburtsvorgangs durch nervale Afferenzen aus dem Uterus und der Vagina
deutlich stimuliert. Durch Oxytocin kommt es in dieser Phase zu heftigen Kontraktionen
der Uterusmuskulatur, die als Wehen bekannt sind (Dale, 1906). In der Laktationsphase
fiihrt der mechanische Saugreiz an der Mamille zu einem neurohumoralen Reflex, bei dem
durch Oxytocin die Muskulatur der Milchginge kontrahiert wird, was zur Ejektion von
Milch fiihrt (Ott and Scott, 1910). Oxytocin findet deshalb klinische Verwendung zur
Einleitung der Wehen und zur Promotion der Laktation.

Oxytocin ist auch auf anderen Ebenen der sexuellen Reproduktion wichtig. Es fordert die
Féhigkeit, Paarbindungen einzugehen und ist an der Erektion und der Ejakulation beteiligt.
Andere Funktionen sind die Kontrolle der Linge des Ostruszyklus, der
Follikelluteinisierung und der Steroidogenese der Ovarien. Nach der Geburt fordert
Oxytocin die Beziehung zwischen Eltern und ihrem Nachwuchs (Carter et al., 1992; Insel

and Shapiro, 1992; Pedersen et al., 1992).
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Vasopressin spielt eine bedeutende Rolle bei der Kontrolle des Wasserhaushalts. Die nicht
ordnungsgeméle Synthese oder Ausschiittung im Gehirn filhrt zum Krankheitsbild des
Zentralnervosen Diabetes Insipidus (CDI), der durch die Ausscheidung grofler Mengen
niedrigosmolaren Harns gekennzeichnet ist. In hoheren Konzentrationen stimuliert

Vasopressin unter anderem die Kontraktion glatter GefaBmuskeln.

2.2.2. Der Oxytocinrezeptor

Struktur

Grundlage der Strukturaufkliarung des Oxytocinrezeptors war die Expressionsklonierung
des humanen Rezeptors aus dem Myometrium (Kimura et al., 1992). Es handelt sich um
ein Protein mit 389 Aminosduren und einem Molekulargewicht von 42.716 Da. Das
hydropathische  Profil der Aminosduresequenz ldsst auf sieben mdgliche
Transmembrandominen schlieBen, die zu 20-30 % identisch sind mit entsprechenden
Dominen anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren des Rhodopsintyps (s. S. 3). Das
Protein enthélt mehrere Stellen fiir mogliche posttranslationale Modifikationen. Es gibt
drei potentielle N-Glykosylierungsstellen (Hubbard and Ivatt, 1981) im N-terminalen
Bereich der extrazelluliren Doméne. Weiterhin enthdlt das Molekiill mdgliche
Phosphorylierungsstellen (Kennelly and Krebs, 1991) in der dritten cytoplasmatischen
Schleife und im carboxyterminalen Bereich. Zwischen den Cysteinen 112 und 187 in der
ersten bzw. zweiten extrazelluldren Schleife findet man eine Disulfidbriicke.
Photoaffinitdtsmarkierungen des Rezeptors aus dem Myometrium des Meerschweinchens
zeigten, dass der Rezeptor ein mehrfach glykosyliertes Protein mit einer relativen
Molekiilmasse von 65 bis 80 kDa ist (Kojro et al., 1991). Durch enzymatische
Deglykosylierung erhélt man das Protein mit einer Molekiilmasse M, = 38 kDa, welche
dem berechneten Molekulargewicht des klonierten Rezeptors entspricht.

Der OTR zeigt in seiner abgeleiteten Proteinsequenz groBe Ahnlichkeit zu den Vasopressin
Vi, Vip- und Vj-Rezeptoren und bildet mit diesen eine neue Unterfamilie. Die
Homologie des OTRs in Sdugern mit den Sequenzen der Vasopressinrezeptoren betragt
50 % bei den V- und 40 % bei den V,-Rezeptoren. Damit spiegelt die Homologie der
Rezeptoren die Homologie der Peptidhormone wider, die sich lediglich in zwei

Aminosduren unterscheiden.
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interagieren

----------- Dominen, die mit dem cyclischen Teil des Oxytocins interagieren
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*  Reste der polaren Tasche
¥ Reste, die in der Oxytocin-/Vasopressin-Rezeptorsubfamilie konsgerviert sind
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konserviert sind

Abbildung 4: Struktur des OTR

Die Aminosduresequenz des menschlichen OT-Rezeptors ist hier im Einbuchstaben-Code wiedergegeben.
Die Bedeutung der Markierungen ist in der Abbildung angegeben. In der inaktiven Rezeptorkonformation ist
das konservierte Arginin 137 in einer polaren Bindungstasche maskiert (*). Nach Agonistenbindung wird die
Arginin-Seitenkette aus dieser Tasche verschoben und dabei eine Bindungsstelle fiir G-Proteine freigelegt
(Fanelli et al., 1999). Abbildung aus (Gimpl and Fahrenholz, 2001)), verandert.
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Funktion

Die halbmaximale Bindung von [’H]Oxytocin an Plasmamembranen aus dem Uterus
erfolgt im Bereich nanomolarer Konzentrationen des Peptids (Kp = 1-2 nM), in
Ubereinstimmung mit der Konzentration, die den halbmaximalen biologischen Effekt in
vitro bedingt (Soloff and Swartz, 1974).

Fiir die Wirkung des Oxytocins im Uterus sind zweiwertige Metallkationen unverzichtbar
(Krejci and Polacek, 1968). Auch in Plasmamembranen steigern divalente Kationen wie
Mg®* oder Mn*" im Puffer die Affinitit des Agonisten zum Rezeptor Eine entsprechende
Inhibierung der Hormonwirkung kann durch Zugabe von EDTA erreicht werden (Soloff
and Swartz, 1974). Dagegen wird die Bindung von Oxytocin-Antagonisten weder durch
zweiwertige Metallkationen noch durch EDTA beeinflusst (Antoni and Chadio, 1989). Der
Mechanismus der Wirkungsweise der Kationen ist dabei allerdings noch ungeklért. Zu
vermuten ist aber eine Wechselwirkung mit der Bindungsstelle des Hormons zur
Stabilisierung einer Konformation, die eine hochaffine und spezifische Bindung der
Agonisten ermdglicht (Antoni and Chadio, 1989; Pliska and Kohlhauf, 1991).

Die Signalweiterleitung des aktivierten OT-Rezeptors erfolgt {iber G-Proteine der Klasse
Gq. Die Gy-Untereinheit dieser heterotrimeren G-Proteine aktiviert die Phospholipase Cp,
welche darauthin Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphat der Plasmamembran in die
sekunddren Botenstoffe 1,2-Diacylglycerin und Inositol-1,4,5-Trisphosphat spaltet.
Diacylglycerin verbleibt als hydrophobes Molekiil in der Plasmamembran und stimuliert
die Proteinkinase C, ist aber auch Ausgangspunkt fiir die Prostaglandinsynthese. Substrate
der Proteinkinase C sind die GPCRs (s. Desensibilisierung, S. 8), die Raf-Kinase, die den
MAP-Kinaseweg (Regulation von Wachstums- und Differenzierungsprozessen) aktiviert
und weitere Proteine, die so umfassende Prozesse wie die Zellmotilitit und den
Membrantransport beeinflussen.

Der sekundidre Botenstoff Inositol-1,4,5-Trisphosphat ist wasserloslich und fiihrt zur
Offnung von Calciumionenkanilen des endoplasmatischen Retikulums und der
Plasmamembran. Da die Ca®-Ionenkonzentration im endoplasmatischen Retikulum und
auBerhalb der Zelle mit 10~ M 10000-mal hoher als im Cytosol ist, kommt es zu einem
Anstieg der freien intrazelluliren Ca’’-Konzentration. Diese Calciumionen aktivieren
wiederum die Phospholipase C und kontrollieren gleichzeitig die Inositol-1,4,5-
Trisphosphat-vermittelte Calciumfreisetzung. Im Cytosol werden die Calciumionen rasch
durch Ca’’-bindende Proteine wie Calmodulin abgefangen. Ein Effekt von

Calcium/Calmodulin-Komplexen in glatten Muskelzellen (z. B. Myoepithelzellen der
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Brustdriise oder myometriale Zellen des Uterus) ist die Aktivierung der sogenannten
Leicht-Ketten-Kinase des Myosins. Das phosphorylierte Myosin kann dann mit dem
Cytoskelettprotein Aktin interagieren, was zur Kontraktion der Muskelzelle fiihrt.

Die Gg,-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei
der Signaltransduktion. Effektorproteine der Gpg,-Untereinheit sind z. B. K'-Kanile,
bestimmte Isoformen der Phospholipase Cp und wahrscheinlich spannungsabhingige Ca*'-

Kaniéle (Clapham and Neer, 1993).

2.3. Cholesterin

Cholesterin ist ein wichtiger Bestandteil der Membranen der meisten eukaryontischen
Zellen und beeinflusst in hohem MafBle deren physikalische Eigenschaften. Es ist das Edukt
fiir die Biosynthese von Steroidhormonen, wie z. B. von Gestagenen und
Mineralokortikoiden. Cholesterin ist auBerdem in der Lage, durch seine besonderen
Strukturmerkmale die Wirkung von integralen Membranproteinen zu modulieren. Durch
die Balance zwischen Aufnahme, Synthese, Speicherung und Abgabe wird die zelluldre

Cholesterinhomoostase streng kontrolliert.

2.3.1. Struktur und Eigenschaften des Cholesterins

Cholesterin (Cholest-5-en-3p3-0l) enthélt ein tetracyclisches Ringsystem in trans-
Konfiguration, welches ithm seine fast planare Struktur verleiht (Abbildung 5). Die
Seitenkette an C-Atom 17 gibt dem Molekiil eine gewisse konformelle Flexibilitit. Durch
die 3B-Hydroxylgruppe und die Doppelbindung zwischen C5 und C6 ist Cholesterin
eigentlich ein ungesittigter Alkohol. Die OH-Gruppe (das Sauerstoffatom stammt aus O,)
stellt auch die einzige polare Stelle des Molekiils dar und verleiht ihm einen amphiphilen
Charakter. Sowohl die 3-OH-Gruppe, die beiden Methylgruppen als auch die Seitenkette

befinden sich auf derselben Seite der Ringebene (B-Konfiguration).
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Abbildung 5: Struktur des Cholesterins
A Strukturmodell, B Skelettmodell

Durch den amphipathischen Charakter lagert sich Cholesterin mit seiner Léngsachse
senkrecht zur Membranebene in Lipiddoppelschichten ein, so dass die polare 33-OH-
Gruppe in Kontakt mit dem wéssrigen Milieu steht, und die Kohlenwasserstoffkette im
Zentrum der Lipiddoppelschicht liegt. Durch Interaktion der Kohlenwasserstoffketten
zweier Cholesterinmolekiile, die sich in den gegeniiberliegenden Hailften der
Lipiddoppelschicht befinden, kdnnte es zur Dimerbildung kommen (Harris et al., 1995).
Die 3B-OH-Gruppe hingegen interagiert wahrscheinlich mit dem Carbonylsauerstoffatom
von Phospholipidkopfgruppen.

Cholesterin beeinflusst viele physikalische Parameter biologischer Membranen. Am
bekanntesten ist sein Einfluss auf die Membranfluiditédt. Cholesterin verhindert durch seine

Einlagerung zwischen die Fettsdureketten anderer Lipide deren Kristallisation und somit
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Phasentibergidnge der Lipiddoppelschicht. Dariiber hinaus vermindert Cholesterin die
Fluiditdt der Membran, indem es groflere Bewegungen der Fettsdureketten verhindert. Das
planare Ringsystem von Cholesterin ermdglicht eine geordnetere und dichtere Packung der
Kohlenwasserstoftketten von Lipiden, so dass die Dicke der Membran erhoht und die
Permeabilitét fiir kleinere Molekiile vermindert wird (Bretscher and Munro, 1993). Durch
seine flexiblere Kohlenwasserstoffkette hat Cholesterin hingegen einen geringeren Einfluss

auf das Zentrum der Lipiddoppelschicht.

2.3.2. Intrazellularer Cholesterintransport

Zellen haben prinzipiell zwei Cholesterinquellen. Sie konnen einerseits iiber
plasmamembranstindige LDL (low density lipoprotein)-Rezeptoren extrazelluldre
Cholesterinester aufnehmen und zum anderen Cholesterin de novo aus Acetyl-CoA
synthetisieren.

Ort der Cholesterinsynthese in der Zelle ist das endoplasmatische Retikulum (ER). Einer
der ersten Schritte ist die Bildung von Mevalonat aus 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA.
Diese Reaktion wird durch 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktase katalysiert, das
Schrittmacherenzym der Cholesterinsynthese. Durch zahlreiche weitere Reaktionen erfolgt
iber die Zwischenstufen Squalen und Lanosterol die Synthese des Cholesterinmolekiils.
Der Transport des endogen synthetisierten Cholesterins zur Plasmamembran erfolgt in
einem schnellen (Halbwertszeit ~ 10 Minuten) und energieabhédngigen Prozess (DeGrella
and Simoni, 1982; Lange et al., 1991; Lange, 1991; Urbani and Simoni, 1990). Bei
Temperaturen von unter 15 °C akkumuliert naszierendes Cholesterin im ER und in
lipidreichen Vesikeln, die fiir den Transport verantwortlich sein sollen (Kaplan and
Simoni, 1985; Urbani and Simoni, 1990). Eine Blockade des sekretorischen
Transportweges durch Substanzen, die das Cytoskelett (z. B. Cytochalasin, Colchicin) oder
den Golgi-Apparat (z. B. Brefeldin A) zerstoren, vermindern allerdings nicht die
Transportrate des Cholesterins zur Membran, was auf einen unabhéngigen Weg schlielen
lasst (Fielding and Fielding, 1995; Smart et al., 1996). Mdgliche Mechanismen sind also
sowohl ein vesikuldrer Transport, als auch Diffusion oder die Beteiligung von 16slichen
Carrierproteinen. Diese Mechanismen konnen einzeln oder zusammen zum
Cholesterintransport beitragen (Reinhart, 1990). Uittenbogard et al. beschreiben zudem
einen cytosolischen Komplex aus Caveolin, Hitzeschockprotein 56, Cyclophilin 40,

Cyclophilin A und naszierendem Cholesterin, der fiir einen Transport zu Caveolae sorgt
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(Uittenbogaard et al., 1998). Auf die Beteiligung der Caveolac am Cholesterintransport
wird spater noch niher eingegeangen.

Exogenes Cholesterin wird durch die Endocytose von LDL-Partikeln aufgenommen. Der
LDL-Rezeptor erkennt die Proteinhiille des LDL-Partikels, die hauptsdchlich aus ApoB-
100 besteht. Die Endocytose erfolgt durch Clathrin-coated Vesikel (Brown and Goldstein,
1986). Die LDL-Rezeptoren und ihre Liganden werden zu den frithen Endosomen
transportiert, wo LDL von seinem Rezeptor dissoziiert und iiber die spaten Endosomen zu
Lysosomen weitersortiert wird. Die darin enthaltenen Cholesterinester werden dort zu
freiem Cholesterin hydrolysiert. Der GroBteil (70 %) dieses Cholesterins wird dann
innerhalb kurzer Zeit zur Plasmamembran transportiert (Brasaemle and Attie, 1990;
Johnson et al., 1990), doch auch ein direkter Weg von den Lysosomen zum ER wurde
beschrieben (Neufeld et al., 1996; Spillane et al., 1995; Underwood et al., 1996;
Underwood et al., 1998).

Das Cholesterin der Plasmamembran erfdhrt einen kontinuierlichen Austausch mit
intrazellulirem Cholesterin. Innerhalb einer Stunde kann das gesamte Cholesterin der
Plasmamembran ausgetauscht werden (Lange et al., 1993). Uber den Weg des Cholesterins
in das Zellinnere gibt es unterschiedliche Untersuchungsergebnisse. Da die Membranen
der im Kontakt mit der Plasmamembran stehenden Endosomen auch viel Cholesterin
enthalten, kommt es wahrscheinlich durch stindige Endocytose zu einem regen Austausch.
Cholesterin gelangt aber auch durch nicht-vesikuldre Prozesse zum ER und zu anderen
Organellen, wo es verestert oder fiir die Synthese von Gallensduren und Steroidhormonen
bereitgestellt wird. Ob dieser Transport durch spezielle Proteine, wie das Sterol-Carrier-
Protein oder durch Diffusion geschieht, ist noch weitgehend ungeklért. Das Steroidhormon
Progesteron iibt auf noch unbekannte Weise einen Einfluss auf die intrazelluldren
Transportwege des Cholesterins aus. Es inhibiert unter anderem die Aufnahme des
Cholesterins aus der Plasmamembran in das ER und verhindert somit auch die Veresterung
des Cholesterins. Der Austausch von Cholesterinmolekiilen zwischen Lysosomen und der
Plasmamembran scheint jedoch unbeeinflusst (Lange et al., 1997).

Zellen Dbesitzen die Moglichkeit, {berschiissiges Cholesterin durch reversen
Cholesterintransport wieder an das Blut und schlielich an die Leber zuriickzugeben. In
einem ersten Schritt muss dazu das intrazelluldre Cholesterin aus dem Golgi, dem ER und
den Speichervesikeln an die Plasmamembran gebracht werden. Das Protein mit einer
Schliisselrolle in diesem Prozess ist das ABCA1 (ATP-Binding-Cassette Transporter Al).

ABC Transporter sind eine Superfamilie von Proteinen, die unter ATP-Verbrauch den
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Transfer unterschiedlicher Substrate zwischen Zellkompartimenten und aus der Zelle
heraus bewerkstelligen. ABCAT1 transportiert Cholesterin und Phospholipide (meist
Phosphatidylcholin) zu Apolipoproteinen, die an der Zelloberfliche gebunden sind (Oram,
2000; Oram and Yokoyama, 1996; Rothblat et al., 1999; Yokoyama, 1998).

Das von der Leber gebildete lipidarme Apolipoprotein (apo)A-I zirkuliert zu pheripheren
Zellen und nimmt dort Cholesterin und Phospholipide auf. In einer komplexen Serie von
Schritten, in denen weitere Lipide und Proteine aufgenommen werden und Cholesterin
verestert wird, reift das apoA-I zu sphirischen Partikeln, die den Hauptbestandteil der
HDLs (high density lipoproteins) ausmachen. Unter der gemeinsamen Beteiligung von
Cholesterinester-Transferprotein, Phospholipid-Transferprotein, Scavengerrezeptor B1 und
hepatischer Lipase werden diese Partikel prozessiert und umgeformt. Die HDL-
Cholesterinester werden dabei auf andere Lipoproteine und Zellen {iibertragen und
lipidarmes apoA-I wieder regeneriert (Oram and Yokoyama, 1996; Silver and Tall, 2001;
Terpstra et al., 2000).

2.3.3. Cholesterin in biologischen Membranen

Die Verteilung von Cholesterin in der Zelle ist sehr heterogen. Den hiochsten Gehalt an
Cholesterin besitzt die Plasmamembran. Hier reichen die Schitzungen des Gehalts von 40
% (van Meer, 1989) bis iliber 90 % (Lange et al.,, 1989), je nach angewendeter
Untersuchungsmethode. Der Cholesteringehalt intrazelluldrer Membranen ist dagegen
weitaus geringer. Wihrend Membranen mit vesikulirem Austausch mit der
Plasmamembran noch relativ viel Cholesterin besitzen, ist der Anteil in Mitochondrien-
und ER-Membranen nur noch gering (< 12 %) (Liscum and Munn, 1999; Yeagle, 1985).

Doch auch der Autbau der Lipiddoppelschicht ist von der asymmetrischen Verteilung der
Lipidklassen in den beiden Hélften geprigt (Op den Kamp, 1979). In der extrazelluldren
Halfte sind cholinhaltige Lipide (Phosphatidylcholin und Sphingomyelin) sowie
Glycosphingolipide angereichert, wohingegen in der intrazelluliren Hélfte aminhaltige
Lipide  (Phosphatidylethanolamin  und  Phosphatidylserin)  dominieren.  Diese
Lipidasymmetrie wird durch eine Aminophospholipidtranslokase aufrechterhalten, die
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin zwischen den beiden Hélften transportiert
(Devaux, 1991). Die Verteilung des Cholesterins in den einzelnen Hélften ist jedoch noch
umstritten (Boesze-Battaglia et al., 1996; Schroeder et al., 1990). Da Cholesterin gut mit

Sphingomyelin interagiert, Phosphatidylethanolamin hingegen eine thermodynamisch
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ungiinstige Umgebung fiir Cholesterin bietet, ist eine Anreicherung in der dulleren Hélfte
wahrscheinlich (Boesze-Battaglia and Schimmel, 1997). Diese Anreicherung kdnnte passiv
alleine durch die Verteilung der Phospholipide erfolgen, da Cholesterin durch seinen
iiberwiegend hydrophoben Aufbau sehr leicht zwischen den Hilften der
Lipiddoppelschicht hin- und herwechseln kann (sogenannter ,,flip-flop®) (Backer and
Dawidowicz, 1981).

Das ,,fluid mosaic model*“ biologischer Membranen beinhaltet eine freie Diffusion der
Proteine und Lipide in der Membranebene und impliziert deren gleichmifBige Verteilung.
Proteine und Lipide sind jedoch auch lateral sehr heterogen in der Plasmamembran verteilt.
Sie bilden Mikrodominen, die sich auch in ihrer Cholesterinzusammensetzung stark
unterscheiden. Besondere Bedeutung hat die Hypothese tliber die Bildung sogenannter
»Rafts® (engl. fiir ,,FloB*) erlangt (Harder and Simons, 1997; Simons and Ikonen, 1997).
Hier wird die Existenz von kleinen (& ~ 70 nm), dynamischen Doménen mit erhéhtem
Cholesterin- und Sphingolipidgehalt postuliert, die durch ihren speziellen Lipidgehalt mit
bestimmten Proteinen assoziieren, wihrend andere Proteine ausgeschlossen werden.
»Rafts“ werden als Plattformen gesehen, die sich schon im Golgi ausbilden und als
Sortiereinheiten fiir Membranproteine dienen. Durch die Rekrutierung entsprechender
Proteine wird auch eine Beteiligung an der Signaltransduktion angenommen. Eine andere
Bezeichnung dieser Doménen ist ,,DIGs* (detergent-insoluble glycolipid-enriched
membrane domains), was auf die Methode der Isolierung dieser Mikrodomdnen
zuriickzufiihren ist. Hierzu werden Zellen mit nicht-ionischen Detergenzien wie Triton X-
100 bei niedriger Temperatur (4 °C) inkubiert, und der Extrakt wird anschlieend in einem
Dichtegradient fraktioniert. Die Cholesterin-Sphingolipid-Rafts sind in dem Detergenz bei
4 °C unloslich und bilden darin Glycolipid-angereicherte Komplexe aus. Aufgrund ihres
hohen Lipidgehalts werden die ,,DIGs* im Gradienten bei niedriger Dichte isoliert.
Nachdem sich ,,Rafts* lange Zeit nur durch die Methode ihrer Isolierung definierten, 14sst
die Entwicklung neuer Techniken auch die Identifikation in lebenden Zellen zu
(Kenworthy et al., 2000; Pralle et al., 2000; Schutz et al., 2000; Varma and Mayor, 1998).
Als eine spezielle Form von ,Rafts“ konnen Caveolae angesehen werden, kleine
Einstiilpungen der Plasmamembran, die das Cholesterin-bindende Strukturprotein Caveolin
enthalten (Murata et al., 1995). Caveolae haben einen Durchmesser von etwa 50 — 100 nm
und enthalten ca. 3000 Sphingosinmolekiile. Die zumeist flaschenférmigen Clathrin-freien
Einstiilpungen kommen in mehr oder weniger ausgeprigter Form in den meisten Zellen

hoherer Eukaryonten vor (Okamoto et al., 1998). Die Funktionen der Caveolae liegen



2. Einleitung 21

wahrscheinlich in der Beteiligung an der Signaltransduktion, bei der Transcytose und/oder
Endocytose von Molekiillen und der intrazelluliren Cholesterinhomdostase. Die
Beteiligung von Caveolin am Cholesterintransport wird durch einige Befunde unterstiitzt:
(1.) Caveolin ist ein Cholesterin-bindendes Protein (Murata et al.,, 1995). (2.)
Neusynthetisiertes Cholesterin erscheint zuerst in den Caveolae der Plasmamembran
(Fielding and Fielding, 1995; Smart et al, 1996). (3.) die Inhibierung des
Cholesterintransports durch Progesteron fiihrt zur Akkumulation von Caveolin im ER
(Smart et al., 1996). (4.) Oxidation des Cholesterins in Caveolae fiihrt zur Verteilung des
Caveolins zuerst im ER und dann im Golgi (Smart et al., 1994). (5.) Die Konzentration von
Caveolin mRNA korreliert mit derjenigen von freiem Cholesterin in der Zelle (Bist et al.,
1997, Fielding et al., 1997).

Durch die hohe Cholesterinkonzentration (> 300 ng/mg Protein) in den Caveolae und die
Cholesterin-bindenden Eigenschaften von Caveolin ist es nicht iiberraschend, dass diese
Strukturen wichtig fiir den intrazelluliren Cholesterintransport (Smart et al., 1996;
Uittenbogaard et al., 1998) und fiir den Cholesterinefflux zu extrazelluldren Lipoproteinen

sind (Fielding and Fielding, 1997).

2.3.4. Einfluss auf Membranproteine

Die Rolle der Membranlipide geht weit iiber die einfache Kompartmentierung und
Abgrenzung der Zelle hinaus. In den letzten zwanzig Jahren wurde entdeckt, dass
insbesondere Cholesterin die funktionellen Eigenschaften einiger Membranproteine
beeinflusst. Darunter sind auch Rezeptoren, wie der Transferrinrezeptor (Nunez and Glass,
1982), der nikotinische Acetylcholinrezeptor (Dreger et al., 1997; Fernandez-Ballester et
al., 1994; Narayanaswami and McNamee, 1993), der Oxytocinrezeptor (Gimpl et al., 1995;
Klein et al., 1995a) und Rhodopsin (Albert et al., 1996b). Vielfach ist die genaue
Wirkungsweise des Cholesterins auf die Proteine allerdings noch unbekannt. Im folgenden
werden die Untersuchungen an drei GPCRs vorgestellt, bei denen die vielfdltigen
Wirkungsweisen des Cholesterins verdeutlicht werden. Am genauesten untersucht ist der
dabei das Rhodopsin, da es in hohen Dichten in natiirlichem Gewebe vorkommt und
deshalb leicht zu reinigen ist. Im Anschluss daran wird der Unterschied der Wirkungsweise

des Cholesterins an OTR und CCKR dargestellt.
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Rhodopsin

Der Photorezeptor Rhodopsin aktiviert nach Lichtabsorption eine Signalkaskade, in deren
Folge die Sehzelle hyperpolarisiert wird. Licht induziert eine Reihe von
Konformationsdnderungen des Rhodopsins, wobei die Umwandlung von Metarhodopsin I
zu Metarhodopsin II die aktivierte Form des Rezeptors erzeugt (Stryer, 1986). Durch hohe
Cholesterinmengen wird das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Konformationen in
Richtung des Metarhodopsin I verschoben (Mitchell et al., 1990; Straume and Litman,
1987; Straume and Litman, 1988). Dadurch wird die Aktivierung des Rhodopsins durch
Licht verhindert (Boesze-Battaglia and Albert, 1990).

Im Falle des Rhodopsins werden sowohl direkte als auch indirekte Wirkungsmechanismen
des Cholesterins diskutiert. Eine indirekte Wirkung wird bei Rekonstitutionsexperimenten
vermutet, indem Cholesterin das freie Volumen fiir molekulare Bewegungen in der
Lipiddoppelschicht reduziert. Da die Umwandlung von Metarhodopsins [ in
Metarhodopsin II von einer Volumenexpansion begleitet wird, konnte Cholesterin die
Bildung des aktiven Rhodopsins verhindern (Attwood and Gutfreund, 1980; Mitchell et al.,
1990). Im Gegensatz dazu finden Alberts et al. in FRET-Experimenten mit
fluoreszierenden Sterolen eine direkte Interaktion im Verhéltnis 1:1 (Albert et al., 1996b).
Dariiber hinaus hat Cholesterin eine protektive Wirkung auf Rhodopsin, indem es das

Protein vor thermischer Denaturierung schiitzt (Albert et al., 1996a).

Der Oxytocinrezeptor

Durch Rekonstitutionsexperimente wurde gezeigt, dass Cholesterin essentiell fiir die
hochaffine Ligandenbindung ist (Kp = 1-2 nM). Durch Entzug des Cholesterins aus der
Plasmamembran = von  Meerschweinchen  durch  Cyclodextrin stieg  die
Dissoziationskonstante des Rezeptors fiir Oxytocin auf Kp = 131 nM an, ohne dass sich die
Anzahl der Bindungsstellen dnderte (Bmax = 1,7 pmol/mg) (Klein et al., 1995b). Dieser
Effekt war durch Wiederanreicherung der Membranen mit Cholesterin-Cyclodextrin-
Komplexen véllig reversibel. Wurde nur ein Teil des Cholesterins aus den Membranen
entfernt, so fiihrte dies zu einem Gleichgewicht zwischen Rezeptoren mit hoher und
Rezeptoren mit niedriger Affinitdt. Rezeptoren mit mittlerer Affinitdt wurden nicht
beobachtet. Da der Zusatz von Cholesterin zu Detergegenz-solubilisiertem Rezeptor
dhnliche Effekte hervorrief, deutete dies auf eine direkte Interaktion zwischen Cholesterin

und dem OTR hin.
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Die Experimente von Gimpl et al. (Gimpl et al., 1997) bestitigten diese Hypothese der
direkten Interaktion. Dabei konnte der Cholesteringehalt der Plasmamembran durch
verschieden Methoden ohne Beeinflussung der Fluiditit verdndert werden. Hier zeigte sich
schon eine entscheidende Verminderung der OT-Ligandenbindung. Nach Ersatz des
Cholesterins durch eine Vielzahl unterschiedlicher Steroide wurde deren Féhigkeit, die
hochaffine Ligandenbindung des Rezeptors wiederherzustellen, ermittelt. Aus den
jeweiligen Verdanderungen gegeniiber Cholesterin und den entsprechenden Bindungswerten
konnte ein Zusammenhang zwischen Strukturelementen des Cholesterins und deren

Wirkung auf den OTR hergestellt werden (Abbildung 6).

Abbildung 6: Strukturelle Merkmale von Cholesterin, die fiir den hochaffinen Zustand des
Oxytocinrezeptors wichtig sind

Steroide haben ,,verbotene* Modifikationen (rot), wenn sie die Ligandenbindung des OT-Rezeptors nur in
geringem MafBe im Vergleich zu Cholesterin wiederherstellten, und ,,erlaubte” Modifikationen (griin) wenn
sie die Ligandenbindung zu mehr als 50 % wiederherstellten. Blau gekennzeichnet ist die 33-OH-Gruppe, die
fiir den hochaffinen Zustand des OT-Rezeptors absolut notwendig ist, griin mit rotem Rand ist die C6-
Ketogruppe von 6-Ketocholestanol dargestellt, dieses Steroid zeigte 23 % Wirksamkeit. Abbildung aus
(Gimpl, 2000).

Durch den sigmoidalen Zusammenhang zwischen Cholesteringehalt und OT-Bindung in
OTR-haltigen Membranen (Abbildung 7) kann auf einen kooperativer Zusammenhang
geschlossen werden. Eine von Frau Dr. K. Burger durchgefiihrte Hill-Analyse lieferte
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einen Hill-Koeffizienten von 5,7, was die Bindung von fiinf bis sechs Cholesterinmolekiile

vermuten ldsst (Burger, 2000).
Zu erwéhnen ist zudem auch hier die schiitzende Wirkung des Cholesterins auf den OTR

gegen die thermische Denaturierung (Gimpl and Fahrenholz, 2000).
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Abbildung 7: Ligandenbindung des Oxytocinrezeptors (e ) und des Cholecystokininrezeptors (() in
Abhéngigkeit von der Anisotropie der Membranen

Membranen aus Zellen, die den OTR bzw. CCKR exprimierten, wurden durch Behandlung mit
Cyclodextrinen unterschiedliche Mengen an Cholesterin entzogen. Durch Messung der Anisotropie und der
Ligandenbindung wurde fiir die beiden Rezeptoren eine unterschiedliche Korrelation gefunden (die
Anisotropie von Membranen nimmt proportional zur verminderten Cholesterinmenge ab). Abbildung aus
(Burger, 2000).

Der Cholecystokininrezeptor

Cholesterins kann durch seinen Einfluss auf die Membranfluiditdt die direkte Umgebung
des Membranrezeptors verdndern. So wurde fiir den Cholecystokininrezeptor eine hohe
Korrelation zwischen der Agonistenbindung und der Fluiditdt der Plasmamembran
gefunden.

Folgende Beobachtungen (Burger, 2000; Gimpl et al., 1997) demonstrierten, dass der
CCK-Rezeptor indirekt iiber die Membranfluiditidt durch Cholesterin beeinflusst wird: (1)
Die Ligandenbindung des CCK-Rezeptors wurde nicht durch Oxidation des Cholesterins

zu 4-Cholesten-3-on beeinflusst (keine Anderung der Membranfluiditit). (2) Substitution
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von Cholesterin durch verschiedene Steroide zeigte, dass die Ligandenbindung des CCK-
Rezeptors nicht von der Struktur des Steroids, sondern von der resultierenden
Membranfluiditit abhidngt. (3) Die Ligandenbindung des CCK-Rezeptors ist direkt
proportional zur Anisotropie der Membran.

Beispiele fiir Rezeptoren, die ebenfalls iiber die Membranfluiditét reguliert werden, sind
neben dem menschlichen CCK-Rezeptor der [-adrenerge Rezeptor und der

Serotoninrezeptor (Cimino et al., 1984; Heron et al., 1980).

Zusammenfassend kann man feststellen, dass Cholesterin die Funktion von
Membranproteinen sowohl indirekt iiber Anderungen der biophysikalischen Parameter der
Membran als auch durch direkte Interaktion beeinflussen kann. Cholesterin kann, wie im
Falle des OT-Rezeptors und des CCK-Rezeptors, die Funktion von Membranproteinen
unterstiitzen oder, wie am Beispiel des Rhodopsins gezeigt, zu einer Inhibierung der
Signaltransduktion fithren. Cholesterin scheint dariiber hinaus die thermische Stabilitidt von
Rezeptoren zu erhdhen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die spezifische Interaktion zwischen Cholesterin und
Membranproteinen am Beispiel G-Protein-gekoppelter Rezeptoren aufzukléren.
Krankheiten, deren Ursache in einem gestorten Cholesterinmetabolismus oder —transport
liegt, wie das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom (Kelley and Hennekam, 2000), die Niemann-
Pick-Krankheit Typ C (Morris and Carstea, 1998) oder die Tangier-Krankheit (Gura, 1999;
Scott, 1999), verdeutlichen die Notwendigkeit, auch den Zusammenhang zwischen der
intrazelluldren Verteilung des Cholesterins und seiner Wirkung auf Membranproteine zu

erforschen.

2.4. Ziele der Arbeit

Der Oxytocinrezeptor wird durch Cholesterin in seiner Ligandenaffinitdt moduliert. Dies
geschieht durch eine spezifische Interaktion mit dem Cholesterin der Plasmamembran.
Dadurch kann der Rezeptor seinen Liganden in einem hochaffinen Zustand binden. Mit
Erniedrigung des Cholesteringehalts der Plasmamembran verliert der Rezeptor diese
hochaffine Bindung und geht in eine niederaffinen Zustand iiber (Klein et al., 1995b).

Zu Beginn dieser Arbeit sollten diese Befunde auch fiir die dem OTR verwandten

Vasopressinrezeptoren untersucht werden, um zu {berpriifen, ob es sich bei der
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spezifischen Cholesterinabhédngigkeit um ein allgemeingiiltiges Prinzip der Unterfamilie
der Rezeptoren der Neurohypophysenhormone handelt.

Ein Ziel dieser Arbeit war dann die Identifizierung der potentiellen
Cholesterinbindungsstelle(n) im OTR. Dazu wurden drei Strategien gewéhlt. Zum ersten
sollten schrittweise die Transmembranbereiche des OTRs durch die entsprechenden
Bereiche des CCKgR substituiert werden. Der CCKgR wird von Cholesterin nur iiber die
Modulierung der Membranfluiditit beeinflusst (Gimpl et al., 1997). Diese OTR-CCKgR-
Chimédren sollten noch zur Bindung des Liganden Oxytocin befdhigt sein, um ihre
Cholesterinabhdngigkeit in Radioligandenstudien zu iiberpriifen. Bei entsprechenden
Hinweisen auf bestimmte Aminosduren, die an der Wechselwirkung mit Cholesterin
beteiligt sind, waren Punktmutationen zur Uberpriifung dieser Befunde geplant.

Als zweiter Ansatz zur Eingrenzung der Wechselwirkungsbereiche wurde
computergestiitztes ,,Modeling* durchgefiihrt. Hieraus sollten Hinweise auf mogliche
Interaktionsbereiche gewonnen werden. Zudem konnen Ergebnisse, die durch diese
theoretischen Berechnungen gefunden werden, mit den erhaltenen experimentellen Daten
verglichen werden.

FRET-Messungen (Fluorescence Resonance Energy Transfer) bieten eine weitere
Moglichkeit der Untersuchung molekularer Wechselwirkung. Bei dieser Methode handelt
es sich um einen strahlungslosen Energietransfer (Forster-Transfer), bei dem es zwischen
zwei  Fluoreszenzfarbstoffen zu einem  abstandsabhiingigen  Ubergang  der
Anregungsenergie von einem Donor zu einem Akzeptor kommt. Zu diesem Zweck sollte
ein selbst synthetisiertes fluoreszierendes Cholesterinderivat eingesetzt werden, das durch
vorherige Untersuchungen bereits gute Interaktionseigenschaften beim OTR aufweisen
konnte (Wiegand, 1998). Durch das Werkzeug des fluoreszierenden Cholesterinderivats
erdffnete sich eine weitere Perspektive fiir diese Arbeit. Nach der Charakterisierung des
Derivats als guter Substituent fiir Cholesterin konnte es in der Mikroskopie eingesetzt
werden, um die Eigenschaften und den Transport zelluldren Cholesterins zu beobachten.
Mit Hilfe von Cyclodextrinen als Donormolekiile gelang es, das Molekiil in die
Plasmamembran einzulagern und seinen Weg durch die Zelle zu verfolgen. Durch den
Einsatz verschiedener Zelllinien und Wirkstoffe, die einen Einfluss auf die
Cholesterinverteilung in der Zelle haben, sollte ein Einblick auf die zelluldren Verteilungs-

und Transportmechanismen des Cholesterins gewonnen werden.
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3. Material und Methoden

3.1.Chemikalien und Geriéte

Allgemeine Laborchemikalien

Aceton

Agaraose

Ameisensdure

Ampicillin (Natriumsalz)
Bactoagar
Bromphenolblau

BES

BSA

BSA (fettsdurefrei)

CaCl,

Chloroform
Dansylhydrazin
Deoxyglukose
Dexamethason
Diethylether

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNA-Marker (Langenstandards)
dNTPs

DTT (Dithiothreitol)
EDTA

Epicholesterol

Essigsdure

Ethandithiol (EDT)
Ethylacetat
Ethidiumbromid
Ethylenglykolmonomethylether
Filipin

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Steraloids, Wilton (NH, USA)
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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Filter-Count Szintillationscocktail
GF/C-Glasfaserfilter, Whatman
Glukose

Glycin

Glyzerin

HCI

Hefeextrakt

Hepes

Heptan

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin)
Insulin

Isoamylalkohol

Isopropanol

KClI

KH,PO4

Kieselgel 60 (40-63 pm)
Kieselgel 60 (HPTLC Fertigplatten Fys4)
KOAc

B-Mercaptoethanol

Methanol

MgClz

Methyl-B-Cyclodextrin
Molekularsieb 3 A

Mowiol

NaCl

Na,HPO4

NaOH

NaOAc

Natriumazid

Paraformaldehyd
Polyethylenglykol
Poly-L-Lysin

Rotiphenol

Rotiszint eco plus

Packard, Groningen (Niederlande)
Bender & Hohbein, Bruchsal
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Aldrich, Taufkirchen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs (Schweiz)
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Saccharose

Steroide (auBer Epicholesterol)
Toluol

Tris

Triton X-100

Trypton

Xylencyanol

Enzyme und Kitsysteme

Bradford Protein Assay Kit
Cholesterinoxidase

Cholesterinbestimmungskit

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Fluka, Buchs (Schweiz)
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Boehringer, Mannheim

Lysozym Sigma, Deisenhofen
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Schwalbach
Restriktionsenzyme Pharmacia Biotech, Freiburg
Restriktionsenzyme Gibco BRL, Eggenstein
Restriktionsenzyme MBI Fermentas, St. Leon-Rot
RNase A Sigma, Deisenhofen

T4-DNA-Ligase
T4-DNA-Polymerase MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Trypsin PAA, Linz (Osterreich)

New England Biolabs, Schwalbach

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Vent-Polymerase

Plasmid Midi/Mini Kit

Nucleo Spin Kit 2 in 1 Extract
Nucleo Spin Kit Plasmid
QIAquick Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Zellkulturmedien und Zusatze
Dulbecco‘s modified Eagle medium (DMEM)

Dulbecco‘s modified Eagle medium

DMEM (ohne Phenolrot)

Qiagen GmbH, Hilden
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden

PAA, Linz (Osterreich)
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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Fotales Kilberserum
Geneticin (G418-Sulfat)
Glutamin (100x)

Minimum essential medium (MEM)

Serum Plus Serum Supplement (Nu-Serum)

Penicillin/ Streptomycin (100x)

Isotopenmarkierte Substanzen

PAA, Linz (Osterreich)

PAA, Linz (Osterreich)

PAA, Linz (Osterreich)

Sigma, Deisenhofen

JRH Biosciences, Andover (England)
PAA, Linz (Osterreich)

[lyrosyl—2,6-3H]Oxytocin (NET-858, 44 Ci/mmol) NEN Du Pont de Nemours, Bad Homburg
D(CH,)s[D-Tyr(Et)%, Val*, Lys®, Tyr-NH,”JAVP  Dr. M. Manning, Toledo (OH,USA)
[1,2-*H(N)]-Cholesterin(NET-135, 48,3 Ci/mmol) NEN Du Pont de Nemours, Bad Homburg

Peptidhormone

Oxytocin

Arginin-Vasopressin

Laborgerate
Acryl-Halbmikrokiivetten

Analysenwaage

Bildplatte BAS-MP 2025

Bio-Imaging Analyzer BAS-1800 (Fuji)
Brandel Cell Harvester

CCD-Kamera

COs-Inkubator
Doppelstrahlphotometer U-2000
Evaporationsapparatur Reacti Therm
Flachbettgelapparatur fiir DNA
Fluoreszensspektrometer Quantamaster
Fliissigkeitsszintillationszdhler Tri-carb
2100R

Elektrophorese-Apparatur
Gewebekulturschalen

Gewebekulturschalen

Bachem, Heidelberg
Bachem, Heidelberg

Sarstedt, Niirnbrecht
Mettler-Toledo GMBH, Giel3en
Fujifilm, Diisseldorf

raytest, Straubenhardt

Brandel, Gaithersburg (USA)
raytest, Straubenhardt

Heraeus, Osterode

Hitachi (Japan)

Pierce, Rockford (USA)
Eigenbau

Photon Technology Int., NJ (USA)

Canberra Packard, Dreieich

Biometra, Gottingen
Sarstedt, Niirnbrecht

Greiner, Kremsmiinster (Osterreich)
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Glaspotter (Homogenisatoren)
Glaszentrifugenréhrchen

Heizblock

Inkubationsschiittler

Kiihlzentrifuge J2-21
Kunststoffspritzen (10 und 50 ml)

Kunststoffzentrifugenréhrchen (15 und 50 ml)

Kryordhrchen

Mikrofilter (0,2 und 0,4 pm)
Mikrotiterplatte (6-, 24- und 96-Napf)
Mikrotiterplatten (12-Napf)
Phasenkontrast-Mikroskop CK 2
PCR-Reaktionsgefalie
Peristaltikpumpe P1

Petrischalen

pH-Meter

Polystyrolkiivetten

Reaktionsgefiafie (1,5 und 2 ml)
Rotationsverdampfer Rotavapor R-134
Scanner BAS-1800

Spannungsquelle Power-All

Speed-Vac Vakuumzentrifuge

Sterilwerkbank Hera Safe HS 12
Szintillationsrohrchen

Thermomixer 5436

Thoma-Zahlkammer (0,1 mm x 0,04 mm?)

Tischzentrifuge Sorvall Technospin
Tischzentrifuge (5415C)
Tischkiihlzentrifuge (5415R)
Transilluminator 4000

Thermocycler

GLW, Wiirzburg

DuPont, Bad Homburg

Bioblock Scientific, Illkirch Cedex
(Frankreich)

Multitron Infors GmbH, Bottmingen
(Schweiz)

Beckmann, Miinchen

Braun, Melsungen

Sarstedt, Niirnbrecht

Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Niirnbrecht

Greiner, Kremsmiinster (Osterreich)
Nunc, Wiesbaden

Olympus, Hamburg

peq Lab, Erlangen

LKB, Bromma (Schweden)
Sarstedt, Niirnbrecht

WTW, Weilheim

Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Biichi, Flawil (Schweiz)

Fujifilm, Diisseldorf

Serva, Heidelberg

Savant Instruments, Farmingdale, NY
(USA)

Heraeus, Hanau

Canberra Packard, Dreieich
Eppendorf, Hamburg

Brandt, Wertheim

DuPont, Wilmington, DE (USA)
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Stratagene, Heidelberg
Perkin-Elmer, Norwalk, CT (USA)
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Thoma-Zahlkammer (0,1 mm x 0,04 mm?)
Ultraschallgeridt Branson Sonifier Cell
Disruptor B15 mit Mikrospitze
Ultrazentrifuge L7-65

Brandt, Wertheim

Heinemann, Schwibisch-Gmiind

Beckman, Miinchen

Vortexer Janke und Kunkel, Heitersheim
Wasserbad BFL, Burgwedel
Zellkulturbrutschrank Heraeus, Hanau

Zentrifugenbecher (50 und 250 ml)
Zentrifugenrotoren JA14 und JA20

Beckmann, Miinchen

Beckmann, Miinchen

Plasmide

pcDNA3-Vektor

Der Firma Invitrogen, Leek (Niederlande). Dieser eukaryontische Expressionsvektor tragt
den Cytomegalovirus (CMV)-Promotor, der eine hohe transiente und stabile Expression
von Genen in vielen eukaryontischen Zellen ermoglicht. Er tridgt auBerdem den SV40-
Origin, ein Polyadenierungssignal und das Neomycin-Resistenzgen zur Selektion von

Transformanden mit Geneticin (G418).

Oligonukleotide

Die Sequenzen aller Oligonukleotide sind in 5’- — 3’-Orientierung aufgefiihrt.

Fehlpaarungen der DNA-Basen sind unterstrichen, neu eingefiigte
Restriktionsschnittstellen sind fettgedruckt und das dazugehorige Enzym ist hinter der

DNA-Sequenz angefiihrt.

Oligonukleotid fiir OTR-Mutagenese:

hOT Not Eco: GCG GCG GCC GCC GAG GCG CCA GAA TTC GCG GCG
GCT G Notl, EcoR1

pcDNA3 Seq rev: ACT AGA AGG CAC AGT CGA G

Oligonukleotide fiir OTR-CCKgR-Chimiirel:
CCKR_Eco: CGC CGG AAT TCC TGG AGC TGA CGG CG  EcoRI
CCKR_Stopp_Xba: AGC TAG TCT AGA TCA GCC AGG GCC CAG Xbal
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Oligonukleotide fiir OTR-CCKgR-Chimiére2:
pcDNA3 Pst rev: CCT CGT CCT GCA GTT CAT TC
Chim2_Stu blunt: CCT ACA TCA CCT GGT CCG TAC TGC TG

Oligonukleotide fiir Punktmutante W203L:

hOT _W203L rev: GTA GAC AGC TAG CGT GAT CAG TGT GAT GTA GGC CTT
GGG

pcDNA3 seq: AGC AGA GCT CTC TGG CTA

Oligonukleotide fiir Adaterligation:

FLASH Eco 1: AAT TCA AGC TTT GGG AGG CCG CAG CCA GGG AGG CCT
GTT GCC GCG AGT GTT GCG CAC GCG CCG  EcoRI

FLASH Eco 2: AAT TCG GCG CGT GCG CAA CAC TCG CGG CAA CAG GCC
TCC CTG GCT GCG GCC TCC CAA AGCTTG EcoRI

Zelllinien
- Bakterienzelllinie Escherichia coli DHSa ($800/acZAM15, recAl, endAl, gyrA96,
thi-1, hsdR17 (1, my'), supE44, relAl, deoR, A(lacZY A-argFV169), F-, 1):
Clontech, Heidelberg
-  HEK293 (menschliche embryonale Nierenzelllinie): ATCC, Rockville (USA), Nr.
CRL-1573
- HEK-OTRHis (HEK293 stabil transfiziert mit einem menschlichen
Oxytocinrezeptor-Konstrukt (N-terminales FLAG-Epitop, gefolgt von einem c-
myc-Epitop und ein C-terminales Dekahistidin-tag): Dr. G. Gimpl (Universitit
Mainz)
- HEK-V;R (HEK293 stabil transfiziert mit dem  menschlichen
Vasopressinrezeptor Typ V1,): Dr. M. Thibonnier, Ohio (USA)
- HEK-V,R (HEK293 stabil transfiziert mit dem  menschlichen
Vasopressinrezeptor Typ V;): Dr. S. Gilbert (Universitidt Mainz)
- COS-7 (Nierenzellen aus African green monkey): ATCC, Rockville (USA), Nr. CRL-
165
- CHO-K1 (Chinese hamster ovary-Zellen): ATCC, Rockville (USA), Nr. CCL-61
- 25RA (CHO-Zellen mit erhohter Akkumulation von Cholesterinestern in
Lipidtropfchen): Prof. T.Y. Chang, Hanover (USA)
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- CHO-AC29 (CHO-Zellen, deren ACAT-Aktivitit weniger als 1 % betrdgt):
Prof. T.Y. Chang, Hanover (USA)
- 3T3-L1 (Priaadipozyten): ATCC, Rockville (USA), Nr. CL-173

3.2. Haufig benutzte Puffer und Zellkulturmedien

Zur Zubereitung aller Puffer und Bakterienmedien wurde gereinigtes Wasser aus einer

Millipore Milli Q-Wasserreinigungsanlage verwendet.

3.2.1.Puffer

Auftragspuffer: 0,4 % (w/v) Bromphenolblau, 0,4 % (w/v) Xylencyanol, 50 % (w/v)
Glycerin

BBS-Puffer: 50 mM BES; 1,5 mM Na,HPO,; 280 mM NaCl; pH 6,95 exakt einstellen,

steril filtrieren

Bindungspuffer (fiir OT-Rezeptor): 20 mM HEPES/NaOH (pH = 7,4); 5 mM MgCl,

Bindungspuffer (fiir V;- und V,-Rezeptor): 50 mM HEPES/NaOH (pH = 7,4); 5 mM
MgClz

Filtrationspuffer (fiir OT-Rezeptor): 10 mM Tris/HCI (pH = 7,4); 5 mM MgCl,

Filtrationspuffer (fiir V;- und V,-Rezeptor): 15 mM Tris/HCI (pH = 7,4); 5 mM MgCl,

HBS: 10 mM HEPES (pH = 7.4); 140 mM NaCl; 5 mM KCI; 0,5 mM MgCl,

Hypotonischer Lysispuffer: 10 mM HEPES/NaOH (pH = 7,4); 5 mM EDTA; 10 pg/ml

Leupeptin; 0,1 mg/ml Pefabloc; 0,1 mg/ml Bacitracin; 5 ng/ml Pepstatin A

MES-Puffer: 3 mM MES (2-(N-Morpholin)ethansulfonsdure), pH = 6,2), 3 M NaCl
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Mikroskopiepuffer: 145 mM NacCl; 4,5 mM KCI; 1,2 mM MgCl,; 1,2 mM CaCl,; 10 mM
Hepes/NaOH (pH = 7.,4)

PBS: 137 mM NaCl; 27 mM KCl; 7,1 mM NaH,PO, x 2 H,O; 1,5 mM KH,PO4 (pH = 7,4
mit 2 N NaOH eingestellt)

STET-Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 8 % (w/v) Saccharose, 5 % (w/v) Triton X-100,
50 mM EDTA

50 x TAE-Puffer: 242 g Tris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA; pH = 8,0 in 1 Liter

Wasser

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH = 8,0); | mM EDTA

3.2.2.Zellkulturmedien

DMEM-Komplettmedium (fiir HEK293-Zellen): DMEM-Flissigmedium wurde durch
Zusatz von 5 ml 200 mM L-Glutamin, 5 ml P/S und 50 ml FCS pro 500 ml Medium

supplementiert. Alle Medien wurden nach der Supplementierung im Dunkeln bei 4 °C

gelagert und innerhalb von 14 Tagen verbraucht.

DMEM Nutrient Mixture F-12 HAM-Komplettmedium (fiir CHO-K1-Zellen): DMEM
Nutrient Mixture F-12 HAM-Fliissigmedium wurde durch Zusatz von 5 ml 200 mM L-

Glutamin, 5 ml P/S und 50 ml FCS pro 500 ml Medium supplementiert.

MEM (fiir Transfektionen): Zugabe von 5 ml 200 mM L-Glutamin und 5 ml P/S

LB-Medium: 10 g Bactotryptone, 5 g Bacto Yeast Extract, 10 g NaCl in 1 | Wasser, pH =

7,0 eingestellt und autoklaviert

LB Amp-Medium: Wie LB-Medium. Dem nach dem Autoklavieren abgekiihlten Medium

wurden 200 mg/l Ampicillin zugesetzt.
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LB Amp-Agar: Wie LB-Medium, jedoch zusétzlich 15 g/l Difco-Agar. Nach dem

Autoklavieren wurde dem im Wasserbad auf 60 °C temperierten LB Amp-Agar 200 mg/I

Ampicillin zugesetzt.

SOB-Medium: 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 18,7 g KCl in 1 1 Wasser, pH =
7,0 eingestellt und autoklaviert. Nach dem Abkiihlen des Mediums wurden 5 ml 1 M
MgSO4und 5 ml 1 M MgCl, (0,2 um sterilfiltriert) pro Liter zugesetzt.

SOC-Medium: Wie SOB-Medium, zuséitzlich wurden nach dem Abkiihlen des Mediums
20 ml 1 M Glucose (0,2 pum sterilfiltriert) pro Liter zugesetzt.

3.3. Allgemeine Methoden

3.3.1. Absorptionsmessungen im visuellen und im UV-Bereich

Absorptionsmessungen wurden in einem Hitachi-Spektralphotometer U2000 durchgefiihrt.
Die zu messende Losung wurde luftblasenfrei in eine Kiivette iiberfiihrt, der Messwert
wurde nach 15 s Wartezeit abgelesen. Wihrend der Messung wurde gegen Puffer
abgeglichen. Fiir Messungen bei Wellenlingen < 300 nm wurden Quarzkiivetten, fiir

Messungen bei Wellenldngen > 300 nm Acrylhalbmikrokiivetten verwendet.

3.3.2. Fluoreszenzmessungen

Fluoreszenzmessungen wurden in einem Quantamaster-Fluoreszenzspektrometer
durchgefiihrt, das mit einem thermostatisierbaren und mit einer Magnetriihreinrichtung
versehenen Kiivettenhalter ausgeriistet war. Fiir samtliche Messungen wurden
Quarzkiivetten verwendet. Die Auswertung der Signale erfolgte mit dem Programm Felix

des Geriteherstellers.

3.3.3.Bestimmung von Proteinkonzentrationen (Proteinbestimmung)

Zur quantitativen Bestimmung des Proteingehalts einer Probe wurde die Methode von
Bradford verwendet, die auf der nichtkovalenten Bindung des Farbstoffes Coomassie Blue

(Natriumanazolen) an Proteine beruht (Bradford, 1976). Die Komplexierung von
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Coomassie Blue an das Protein tiberfiihrt den Farbstoff vom kationischen (rot) in den
anionischen Zustand (blau), wobei sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von
A =465 nm nach A = 595 nm verschiebt. Durch Vergleich mit den Absorptionswerten einer
BSA-Eichkurve bei A = 595 nm kann die Proteinkonzentration einer Probe berechnet
werden. Substanzen wie Detergenzien oder basische Puffersubstanzen storen das
Protonierungsgleichgewicht durch direkte Bindung an den Farbstoff oder durch pH-

Anderung und miissen daher zuvor durch Proteinfillung entfernt werden.

Eichkurve: 50 ul einer wissrigen Losung mit 0 bis 10 ug BSA wurden 10 min lang mit
50 pl Ameisensdure (100 %) bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden 900 pl 1:5
verdiinntes Roti®-Quant (Firbelosung der Firma Roth, enthilt Coomassie Brilliant Blue-
G250) dazugegeben. Die Ansidtze wurden gut durchmischt und 30 min bei RT inkubiert.

Die Absorption wurde in einem Photometer bei A = 595 nm gemessen.

Proben: 50 ul Membransuspension wurde mit 50 pl Ameisensdure (100 %) gemischt. Die
Proteinmenge sollte hierbei im Bereich der Eichkurve liegen, so dass bei Bedarf eine
Verdiinnungsreihe angesetzt wurde. Die weitere Behandlung der Proben erfolgte wie bei

den Ansitzen der Eichkurve.

3.3.4. Lipidextraktion

Zur Extraktion von Gesamtlipiden aus Proben wurde die Methode von Bligh und Dyer
(1959) in leicht modifizierter Form verwendet . Die Probe wird hierbei in einem
Einphasen-System aus Chloroform : Methanol : HO (1 : 2 : 0,8 (v/v/v)) homogenisiert.
Die Wassermenge beinhaltet dabei den Wassergehalt der Probe. Weiterer Zusatz von
Chloroform und H;O fiihrt zu einem Zweiphasensystem der Zusammensetzung
Chloroform : Methanol : HO (2 : 2 : 1,8 (v/v/v)). Lipide gehen in die untere Chloroform-
Phase, die restliche Probe geht in die obere Methanol-Wasser-Phase iiber.

Durchfiihrung:
300 pl wissrige Probe (bis zu 1 mg Protein) wurden mit 375 pl Chloroform und 750 pl

Methanol gut gemischt. Anschlieend wurde der Ansatz bei RT fiir 10 min bei 20.000 x g
in einer Mikroliterzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches

Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und mit 375 pl Chloroform und 375 pl H,O vermischt. Der
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Ansatz wurde bei RT fiir 30 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde
abgenommen und verworfen, das Chloroform der unteren lipidhaltigen Phase wurde durch
N, evaporiert (Reacti Therm-Apparatur). Bis zur weiteren Analyse wurden die Lipide bei

—20 °C aufbewahrt.

3.3.5. Cholesterinbestimmung

Der Cholesteringehalt der Plasmamembranen wurde mittels eines Enzymtests der Firma
Boehringer Mannheim bestimmt (Beutler and Michal, 1976). Cholesterin wird dabei von
einer Cholesterin-Oxidase zu Cholestenon oxidiert (1). Das bei dieser Reaktion
entstechende Wasserstoffperoxid oxidiert Methanol in Gegenwart von Katalase zu
Formaldehyd (2). Formaldehyd bildet mit Acetylaceton in Gegenwart von NH, -Ionen
einen gelben Lutidin-Farbstoft (3).

(1) Cholesterin + O, » A*_Cholestenon + H>,0O,
(2) Methanol + H,0, » Formaldehyd + 2 H,O
(3) Formaldehyd + NH;" + 2 Acetylaceton » Lutidinfarbstoff + 3 H,O

Die Konzentration des entstehenden Lutidin-Farbstoffes (3,5-Diacetyl-1,4-dihydrolutidin)
ist der Menge an Cholesterin dquivalent und wird aufgrund seiner Absorption im

sichtbaren Bereich bei 405 nm gemessen.

Durchfiihrung:

Die aus einer Probe extrahierten Lipide (S. 37) wurden in Isopropanol aufgenommen,
wobei die geschitzte Cholesterinkonzentration zwischen 1,5 — 40 pg pro 80 pl Isopropanol
liegen sollte. 80 ul der Probe in Isopropanol wurden mit 1 ml der auf RT gebrachten
Reaktionslosung des Enzymtests gemischt. Hiervon wurden 500 pl abgenommen und in
einem zweiten Reaktionsgefdl mit 4 pl der Cholesterinoxidaselosung gemischt. Der
Ansatz ohne Enzymlosung diente bei der photometrischen Analyse als Referenz. Beide
Ansétze wurden bei 37 °C im Wasserbad eine Stunde lang inkubiert. Nach Abkiihlen auf
RT wurde die Extinktion des enzymhaltigen Ansatzes bei A = 405 nm gegen die Referenz

bestimmt.
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Die Cholesterinkonzentration in der Isopropanollosung berechnet sich wie folgt:

V.M .
_ - AE [ug/ul], wob
C= e d-v-1000 [ng/ul], wobe

<
Il

Testvolumen [ml]

= Probevolumen [ml]

molare Masse von Cholesterin [g/mol]

= Schichtdicke [cm]

= Extinktionskoeffizient des Lutidinfarbstoffes bei A =405 nm

CLZ<
Il

™
I

= 74[l-mmol”-cm']

3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1.Kultivierung von E. coli DH5a

Zur Kultivierung von Escherichia coli (E. coli) DH5a verwendete hitzestabile Losungen
wurden bei 120 °C, 2 bar fiir 20 min autoklaviert, hitzeempfindliche Losungen durch einen
0,2 pm-Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert. Glasgerdte wurden fiir 2 Stunden bei 180 °C,
Zentrifugenbecher mit 80 % Ethanol sterilisiert.

Zur Plasmid-Mini-Schnellpriaparation wurden 5 ml LB Amp-Medium mit einer sauber
getrennten Einzelkolonie des gewiinschten Klons angeimpft und iiber Nacht unter
Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Zur Plasmid-Maxi-Préparation wurden 3 ml LB-Amp-
Medium mit einem Klon plasmidtransformierter E.coli DH5o angeimpft und iiber Nacht
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde in 400 ml LB-Amp-
Medium {iiberfiihrt und fiir weitere 18 Stunden bei 37 °C geschiittelt.

3.4.2.Herstellung kompetenter Zellen von E.coli DH5a.

In einem 12 ml-Zentrifugenréhrchen wurden 3 ml LB-Medium mit Bakterien angeimpft
und fiir 18 Stunden bei 37 °C im Bakterieninkubator geschwenkt. Die Ubernachtkultur
wurde in 200 ml SOB-Medium iiberfiihrt und bis zum Erreichen einer optischen Dichte

von 0,6 — 0,7 bei einer Wellenldnge von 600 nm bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Dann
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wurden die Bakterien bei 3500 x g und 4 °C fiir 10 min in der Kiihlzentrifuge sedimentiert.
Das Bakterienpellet wurde in 100 ml eiskaltem 50 mM CaCl, resuspendiert und fiir 15 min
in Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien erneut unter gleichen Bedingungen
sedimentiert, in 20 ml eiskaltem 50 mM CaCl,/10 % (w/v) Glycerin resuspendiert und fiir
2 Stunden in Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien wurden in 200 pl-Portionen bei —

70 °C gelagert.

3.4.3. Transformation von E.coli DH5q

Zur Transformation von E.coli DH5a wurde eine 200 pl-Portion kompetenter Bakterien
auf Eis aufgetaut und mit 10 ng Plasmid-DNA oder 100 ng DNA aus einem
Ligationsansatz vermengt. Die Bakteriensuspension wurde 20 min auf Eis inkubiert, dann
fiir 90 s auf 42 °C erwdrmt und anschlieBend fiir 3 min auf Eis abgekiihlt. Nach Zusatz von
2 ml SOC-Medium wurden die Bakterien fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und
anschliefend bei 3500 x g und 4 °C fiir 5 min in der Tischzentrifuge sedimentiert. Die
transformierten Bakterien wurden auf LB-Amp-Agar ausgestrichen und bis zur

Sichtbarkeit von Kolonien bei 37 °C inkubiert.

3.4.4.1solierung von Plasmid-DNA

Minipraparation von Plasmid-DNA

2 ml einer plasmidtragenden Bakterien-Ubernachtkultur wurden 10 min bei RT und 3500 x
g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und Mediumreste
mit einer Pasteurpipette entfernt. Die Methoden 1 und 2 wurden zur schnellen Analyse
mehrerer Einzelklone angewendet, wihrend Methode 3 zur Isolierung von Plasmiden in

groBerer Reinheit diente.

Methode 1:

Nach Zugabe von 300 ul P1 (50 mM Tris/HCI (pH = 8,0); 10 mM EDTA und 100 pg/ml
RNase A) wurde das Zellpellet klumpenfrei homogenisiert. AnschlieBend wurden 300 pl
P2 (200 mM NaOH; 1 % SDS) zugesetzt. Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und bei
RT 5 min inkubiert. AnschlieBend wurden 300 pl P3 (3,0 M KOAc, pH = 5.5)

dazugegeben, der Ansatz wurde wieder vorsichtig gemischt und bei RT 15 min in einer
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Mikroliterzentrifuge bei 20.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
ReaktionsgefiBl gegeben und nochmals wie zuvor zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abermals in ein frisches Reaktionsgefdl gegeben, und die DNA wurde mit 55 % (v/v)
Isopropanol bei RT eine Stunde lang gefillt. Der Ansatz wurde bei RT 30 min lang in der
Mikroliterzentrifuge bei 20.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol

gewaschen, nach dem Trocknen in H,O suspendiert und bei —20 °C aufbewahrt.

Methode 2:

Bei dieser Prdparationsmethode wird zundchst die Bakterienzellwand durch Lysozym
zerstort und anschlieend die Zellmembran durch Hitzeeinwirkung aufgeldst.

Das Bakterienpellet wird in ein mit 350 pul STET-Puffer (S. 34) befiilltes 1,5 ml-
Reaktionsgefd3 tiberfithrt und durch Vortexen suspendiert. Nach Zugabe von 25 pl
Lysozym (20 mg/ml in Wasser) und anschlieBender Inkubation bei Raumtemperatur fiir
5 min erfolgte der Zellaufschluss durch Erhitzen fiir 50 s im kochenden Wasserbad. Der
Zelldebris wurde nach Zentrifugation fiir 10 min bei 14000 rpm in der Tischzentrifuge mit
einem sterilen Zahnstocher entfernt und die Plasmid-DNA durch Zugabe von 38 ul 3 M
KOACc pH 4,8 und 400 pl Isopropanol aus der Losung gefillt. Im Anschluss daran wurde
die prézipitierte DNA durch Zentrifugation bei 14000 rpm fiir 15 min sedimentiert und, um
das Pellet von Salzen zu befreien, mit 70% (v/v) Ethanol iiberschichtet und nochmals
zentrifugiert. Das DNA-Prézipitat wurde bei Raumtemperatur getrocknet und in 60 pl
sterilem Wasser aufgenommen. Fiir die analytische Restriktion wurde etwa ein Sechzigstel
der Plasmid-DNA dieser DNA-L6sung verwendet. Vorhandene RNA konnte vorher durch
den Verdau mit 1 pul RNaseA-Ldsung (1mg/ml, DNase- frei) bei 37°C fiir 10 min entfernt

werden.

Methode 3:

Fir Klonierungen, Transfektionen und Sequenzierungen wurde die Isolierung von
Plasmid-DNA aus E. coli bei Bedarf kleiner Mengen tiber kdufliche Silicagelmatrix-Saulen
ausgefiihrt (Kap. 3.1). Die Durchfithrung der Préparation erfolgte hierbei nach Vorschrift
des Herstellers (Qiagen oder Macherey-Nagel).
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Maxipraparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung von DNA-Mengen von 1 — 2 mg wurde eine Plasmid-Maxipriparation
durchgefiihrt. Die Bakterien einer 400 ml LB-Amp-Kultur wurden bei 3500 x g und 4 °C

fiir 10 min in der Kiihlzentrifuge sedimentiert.

Alkalische Lyse der Zellen

Das Zellpellet wurde in 6 ml P1 (50 mM Tris/HCl (pH = 8,0), 10 mM EDTA)
resuspendiert und fiir 15 min bei RT inkubiert. Dann wurden 6 ml P2 (0,2 M NaOH, 1 %
(w/v) SDS) zugesetzt und die Mischung wurde zur Lyse der Bakterien sehr vorsichtig fiir
5 min bei RT geschwenkt. AnschlieBend wurde 6 ml eiskalter P3 (3 M KOAc, pH 4,8)
zugesetzt, und die Probe wurde fiir 5 min in Eis inkubiert. Die lysierten Bakterien wurden

bei 21000 x g und 4 °C fiir 40 min in der Kiihlzentrifuge sedimentiert.

Isopropanolféllung der dsDNA

Die im Uberstand der Zentrifugation enthaltene DNA wurde durch Zusatz von 10,8 ml
Isopropanol fiir 10 min bei RT prézipitiert und durch 20-miniitige Zentrifugation wie oben
sedimentiert. Das Pellet wurde in 1 ml 70 % (v/v) Ethanol resuspendiert und die obige

Zentrifugation wurde fiir 5 min wiederholt.

NHAc-Féllung der RNA

Das Pellet wurde in 6 ml Wasser geldst und die als Verunreinigung enthaltene RNA wurde
durch Zusatz von 5 ml 10 M NH4Ac und 20-miniitige Inkubation auf Eis prézipitiert. Die
RNA wurde durch 10-miniitige Zentrifugation bei 17000 x g und 4 °C in der

Kiihlzentrifuge sedimentiert.

Isopropanolféllung der Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA im Uberstand wurde durch Zusatz von 6,6 ml Isopropanol und
Inkubation fiir 30 min auf Eis prézipitiert und durch Zentrifugation bei 17000 x g fiir
20 min bei 4 °C in der Kiihlzentrifuge sedimentiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol

gewaschen.

RNase-Behandlung

Das DNA-Pellet wurde in 0,5 ml Wasser gelost. Reste kontaminierender RNA wurden
durch Zusatz von 4 pl DNase-freier RNase (10 mg/ml in Wasser) und Inkubation fiir
30 min bei 37 °C entfernt.
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PEG-Féllung der Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde durch Zusatz von 0,5 ml 13 % (w/v) PEG 8000, 1,6 M NaCl und
Inkubation fiir 20 min auf Eis gefdllt. Die DNA wurde durch Zentrifugation bei 4000 x g in
der Mikroliterzentrifuge bei RT fiir 10 min sedimentiert.

Reinigung der DNA
Die DNA wurde durch Phenolextraktion (s. unten) und Ethanolfillung (s. unten) gereinigt.
Die Konzentration und Reinheit der DNA wurden photometrisch bestimmt (S. 36).

3.4.5.Reinigung von Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten

Phenolextraktion

Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen der DNA wurde die Phenolextraktion
durchgefiihrt. Die Probe wurde mit dem gleichen Volumen an TE-Puffer-gesittigtem
Phenol versetzt und kréftig durchmischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation
in der Mikroliterzentrifuge bei 20.000 x g fiir 5 min bei RT. Die obere Phase wurde mit
dem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 vermengt und
kraftig durchmischt. Die Phasentrennung erfolgte durch Wiederholung der obigen
Zentrifugation. Phenolreste in der oberen Phase wurden durch Extraktion mit Chloroform
(3 x 1 ml) entfernt. Zuletzt wurden Reste des Chloroforms durch Abdampfen bei 60 °C

(eine Stunde) entfernt.

Ethanolfallung

Zur Konzentrierung von verdiinnten DNA-L&sungen nach der Phenolextraktion wurde die
DNA durch Ethanol prizipitiert. Zu 0,5 ml der verdiinnten DNA-Losung wurden 50 pl
3 M NaOAc (pH = 5,4) und 1 ml Ethanol (100 %) zugesetzt. Die DNA wurde mindestens
eine Stunde bei —20 °C prézipitiert und durch Zentrifugation bei 20.000 x g in der
Mikroliterzentrifuge fiir 5 min bei 4 °C sedimentiert. Das Pellet wurde mit 1 ml 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen. Ethanolreste wurden fiir 30 min bei 37 °C abgedampft und die DNA
in einem angepassten Volumen an Wasser gelost. Die Konzentration und Reinheit der
DNA wurden wie auf S. 47 beschrieben bestimmt, und die DNA wurde bei —20 °C
gelagert.
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3.4.6.Restriktionshydrolyse

Angewandt wurde die Restriktionshydrolyse zur Uberpriifung von Plasmid-DNA aus
Schnell- und GroBprédparationen, zur molekularen Klonierung von cDNAs sowie zur
Kontrolle von PCR-Amplifikaten. Bei Verwendung der Restriktions-Endonukleasen wurde
darauf geachtet, dass mindestens 2 U Enzymaktivitdt fiir je 1 ug Nukleinsdure eingesetzt
wurde und dass das Volumen der glyzerinhaltigen Enzymldsung nicht ein Zehntel des

Gesamtvolumens tiberschritt.

3.4.7.Phosphorylierung von DNA

Zur Ligation mussten Oligonukleotide am 5'-Ende phosphoryliert werden. Die
Phosphorylierung wurde mit dem Enzym T4-Polynukleotid-Kinase durchgefiihrt. 12 pl
DNA-Lo6sung (150 pmol/ul in Wasser) wurden mit 4 ul 5 x Reaction Forward buffer
(Gibco BRL), 1 ul 10 mM dATP, 2 pl Wasser und 1 pl T4-Polynukleotid-Kinase (Gibco
BRL, 6 U/ul) versetzt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde das Enzym fiir
20 min bei 70 °C im Wasserbad hitzeinaktiviert.

3.4.8. Auffiillreaktion 5°- iiberhangender Enden mit T4-DNA-Polymerase

Zur Erzeugung von stumpfen Enden an DNA-Fragmenten wurde eine Auffiillreaktion mit
T4-DNA-Polymerase durchgefiihrt. 24 ul DNA-Losung in Wasser wurden mit 2 pul
15 x Annealing-Puffer (0,2 M Tris/HCI (pH = 7,5); 0,5 M NaCl; 0,1 M MgCl,), 3 ul 10 x
Synthese-Puffer (0,1 M Tris/HCI (pH = 7,5); 10 mM ATP; 20 mM DTT; je 5 mM dNTP)
und 1 pl T4-DNA-Polymerase (NEB, 3 U/ul) versetzt. Nach einstlindiger Inkubation bei
37 °C wurde die DNA durch Phenolextraktion (s. oben) und Ethanolfillung (s. oben)

gereinigt.

3.4.9.Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation eines DNA-Inserts mit linearisierter Vektor-DNA wurde die T4-DNA-Ligase
verwendet. Es wurde ein drei- bis zehnfacher molarer Uberschuss des Inserts gegeniiber
der Plasmid-DNA eingesetzt. 1 ul Insert-DNA in Wasser, 11 pl linearisierte Vektor-DNA
in H,O, 1,5 pl 10 x Ligase-Puffer und 1,5 pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul) wurden vermengt,

und der Ligationsansatz wurde iiber Nacht bei 14 °C inkubiert. Zur Kontrolle auf
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Selbstligation der Vektor-DNA wurde ein Ansatz ohne Insert-DNA pipettiert und wie der
Ligationsansatz behandelt. 5 pl Ligationsansatz oder Kontrollansatz wurden anschlieBend
zur Transformation (S. 40) von E.coli DHS5a eingesetzt und durch Plasmid-

Minipraparation (S. 40) und analytische Restriktionshydrolyse (S. 44) charakterisiert.

3.4.10. Adapterligation

Zwei komplementire Oligonukleotide mit iiberhdngenden Enden konnten durch
Denaturierung bei 70 °C und langsames Abkiihlen aneinandergelagert werden. Ein etwa
1000-facher Uberschuss dieses Adapters wurde mit dem geschnittenen Plasmid dann in
einer Ligation eingesetzt und somit die gewlinschte Nukleotidsequenz in einen

vorhandenen Vektor integriert.

3.4.11. DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion bietet eine einfache Moglichkeit, um
DNA-Segmente in vitro spezifisch zu vervielfiltigen. Sie wird eingeleitet, indem man die
als Matrize dienende, denaturierte DNA mit DNA-Polymerase und zwei Primern inkubiert.
Wihrend der multiplen Zyklen erfolgt dann die Synthese der komplementéren Strange. Die
PCR-Ansitze enthielten 20 ng Plasmid-DNA als Matrize, 50 pmol von jedem Primer,
200 mM von jedem Nukleotid und 2 U der thermostabilen Vent-DNA-Polymerase.
Ausgefiihrt wurde die Reaktion in Vent-PCR-Reaktionspuffer in einem Reaktionsvolumen
von 100 pl. Jeder Reaktionsansatz wurde vor dem Reaktionsstart im Thermocycler mit
Paraffinol iiberschichtet, um den Fliissigkeitsverlust durch Verdampfen und die dadurch
bedingten Konzentrationsverdnderungen im PCR-Ansatz zu mindern.

Der Thermocycler war so programmiert, dass die DNA zuerst fiir 3 min bei 95°C
denaturiert und dann in 25 bis 30 Zyklen amplifiziert wurde. Der verwendete

Programmzyklus war:

Denaturierung: 1 min bei 95°C
Anlagern der Primer: 2 min bei variabler Temperatur (meist ca. 60 °C)

Polymerisation: 2 min bei 72°C
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AbschlieBend erfolgte eine Inkubation fiir 10 min bei 72°C bevor die Reaktion schlieBlich
durch eine Abkiihlung auf 4°C gestoppt wurde. Alle aus Polymerase-Kettenreaktionen
hervorgegangenen Sequenzen wurden nach der Klonierung durch DNA-Sequenzierung

iberpriift.

3.4.12. PCR-Mutagenese

Das Einbringen von Mutationen in kodierende DNA-Sequenzen erfolgte unter
Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (s. oben). Hierbei trugen die als Primer
verwendeten Oligonukleotide die gednderten Sequenzen. Im Anhang (Kap. 6.1) sind die
verschiedenen Mutagenese-Schemata dargestellt. Alle mutierten Sequenzen wurden durch

DNA-Sequenzierung verifiziert.

3.4.13. Agarosegelelektrophorese von Plasmid-DNA und DNA-

Fragmenten

DNA-Fragmente nach analytischen und prédparativen Restriktionsansidtzen wurden in
1 %igen Agarosegelen getrennt. 1 g Agarose wurde in 100 ml TAE-Puffer suspendiert und
im Mikrowellenofen geschmolzen. Nach dem Abkiihlen auf 60 °C wurden 5 pl
Ethidiumbromidldsung (10 mg/ml in Wasser) zugesetzt und die Agaroselosung wurde in
eine vertikale Gelkammer der Dimension 8 x 9,5 cm® gegossen. Die Taschen wurden durch
Einstecken eines Kammes geformt, flir praparative Trennungen nach Restriktionsansétzen
wurden die Taschen des Geles durch Uberkleben von Zihnen des Kammes vergroBert. Die
DNA-Proben wurden im gleichen Volumen an Auftragspuffer (S. 34) aufgenommen. In
die Anodenkammer wurden 5 pl Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml in Wasser) zugesetzt.
Die Elektrophorese wurde in TAE bei konstant 60 mA durchgefiihrt, bis die untere
Farbstoffbande etwa 1 cm vom unteren Rand des Gels entfernt war. Nach Beendigung der

Elektrophorese wurden die DNA-Banden im UV-Durchlicht bei 312 nm visualisiert.

3.4.14. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das entsprechende Agarosestiick wurde mit einer Skalpellklinge aus dem Gel
ausgeschnitten und in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl mit TE-Puffer-gesittigtem Phenol

vollstindig iiberschichtet. Die Probe wurde in fliissigem N, gefroren und anschlieend in
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der Mikroliterzentrifuge bei 19.000 x g fiir 10 min bei RT zentrifugiert. Die obere wéssrige
Phase wurde abgenommen, die untere Phase wurde mit 200 pl TE-Puffer-gesittigtem
Phenol vermengt. Die Probe wurde erneut eingefroren und wie oben zentrifugiert. Die
wissrigen Phasen wurden vereinigt, mit 0,5 ml TE-gesittigtem Phenol vermengt und 1 min
wie oben zentrifugiert. Die DNA wurde durch Phenolextraktion (S. 43) und Ethanolfillung

(S. 43) aus der wissrigen Phase gereinigt.

3.4.15. Alkalische Denaturierung doppelstrangiger DNA

Zur alkalischen Denaturierung wurden 2 pg DNA in 18 ul H;O mit 2 ul 2 M NaOH, 2 mM
EDTA versetzt und 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA nach Zusatz
von 6 pl 10 M NH40Ac und 80 pl Ethanol UN bei —20 °C prizipitiert. Nach der
Zentrifugation fiir 10 min bei 18000 x g und RT in der Mikroliterzentrifuge wurde das
Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und durch Zentrifugation in der

Vakuumzentrifuge bei RT getrocknet.

3.4.16. Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Konzentration und Reinheit préparierter DNA wurde durch Messung der Extinktionen
bei A =260 und A = 280 nm im Spektrophotometer bestimmt. Der Quotient Ej¢0/Ezg stellt
ein MaB fiir die Reinheit der DNA in Bezug auf Proteinverunreinigungen dar und sollte fiir
proteinfreie Losungen zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Eine Eyg-Einheit entspricht 50 pg/ml

DNA.

3.5. Zellkultur

Alle Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden in einer sterilen Werkbank der
Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt, nachdem die verwendeten Geréte vor dem Einbringen mit
70 % (v/v) Ethanol desinfiziert worden waren. Glasgerdte wurden bei 180 °C im
Trockenschrank tiber Nacht hitzesterilisiert. Hitzestabile Losungen wurden bei 120 °C und
2 bar fiir 20 min autoklaviert, hitzeempfindliche Losungen wurden durch einen 0,2 pm-

Spritzenvorsatzfilter sterilfiltriert.
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3.5.1. Kultivierung von Saugetierzellen

Die Kultivierung aller Séugetierzellen erfolgte bei 37 °C in einem CO,-begasten
Brutschrank in einer Atmosphire von 95 % Luft, 5 % CO; und einer Luftfeuchtigkeit von
100 %. Die Zellen wurden in DMEM-Komplettmedium (HEK293 und COS-7) bzw.
DMEM  Nutrient  Mixture  F-12 ~ HAM-Komplettmedium  (CHO-K1) in
Gewebekulturschalen mit Durchmessern von 3,5, 6 oder 10 cm kultiviert. In 3,5 cm-
Schalen wurden 1,5 ml Medium verwendet, in 6 cm-Schalen 3 ml und in 10 cm-Schalen
10 ml. Zur Passage wurde das iiberstethende Medium vorsichtig mit einer sterilen
Pasteurpipette abgesaugt, und die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-Losung (0,05 % (w/v)
Trypsin, 0,6 mM EDTA in PBS) iiberschichtet und 2 min bei RT inkubiert. Anschliefend
wurden die Zellen mit der Pipette im dreifachen Volumen an PBS suspendiert, bei 800 x g
fir 5 min bei RT in der Tischzentrifuge sedimentiert, im entsprechenden Medium

resuspendiert und auf neue Gewebekulturschalen verteilt.

3.5.2.Bestimmung von Zelldichten

Zur Bestimmung von Zelldichten wurden die Zellen im Medium suspendiert und zum
Auszéhlen der Zellen in eine Thoma-Zidhlkammer iiberfithrt. Die Grundfliche des
Zdhlrasters der verwendeten Kammer bestand aus einem groflen Quadrat, das 16 mittlere
Quadrate enthielt, welche wiederum in je 16 kleinere Quadrate unterteilt waren. Die
Zellsuspension wurde durch Kapillarkrifte zwischen Deckglas und Zihlraster eingesaugt.
Die Zellen innerhalb finf mittlerer Quadrate wurden unter dem Umkehr-
Phasenkontrastmikroskop gezéhlt. Aus dem Ergebnis wurde das arithmetische Mittel fiir
die Zellzahl innerhalb eines mittleren Quadrats gebildet und mit dem Faktor 2,5-10°
multipliziert, um die Zelldichte in Zellen/'ml zu erhalten. Es wurde eine

Doppelbestimmung durchgefiihrt.

3.5.3.Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden Zellen eines konfluenten Zellrasens suspendiert
und in der Tischzentrifuge 10 min bei 200 x g und Raumtemperatur sedimentiert. Das
Zellsediment wurde im entsprechenden frischen Medium (10 % DMSO) bei einer Dichte

von 0,5 x 10° Zellen/ml suspendiert. Die Zellsuspension wurde in 1,5 ml-Portionen in
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Kryorohrchen iiberfiihrt und tiber Nacht bei —80 °C vorgefroren. Anschliefend wurden die

Dauerkulturen in fliissigem Stickstoff gelagert.

3.5.4. Stabile Transfektion von Saugerzellen

Die durch Calciumphosphat vermittelte Transfektion kann neben der transienten auch zur
stabilen Expression von Proteinen in den transfizierten Zellen verwendet werden. Das
Protokoll beruht auf der Methode von Chen und Okyama (Chen and Okayama, 1988).

Vor der Transfektion wurden die Zellen passagiert und auf 10 cm-Schalen ausgesit. Bei
HEK293- und COS-7-Zellen wurden die Schalen vorher mit Polylysin beschichtet, um ein
Ablosen bei der Transfektion zu verhindern. Fiir die Beschichtung wurden die
Kulturschalen mit Polylysinlésung bedeckt, nach zwei Stunden wurde die Losung wieder
abgenommen und die Schalen iiber Nacht in der Sterilbank getrocknet.

Die Zellen wurden transiziert, sobald sie etwa 50 % konfluent waren. Dabei wurde das alte
Kulturmedium von den Zellen gesaugt und ohne Waschen durch das Transfektionsmedium
(s. u.) ersetzt. Die Zellen wurden 4,5 h bei 3 % CO; bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernen
des Transfektionsmediums wurden die Zellen 3 min mit PBS/10 % (v/v) Glyzerin

behandelt, dreimal mit PBS gewaschen und bei 5 % CO, weiterkultiviert.

Herstellen des Transfektionsmediums:

10-25 pg Expressionsplasmid wurden in 750 pl H,O gelost, dann 250 pl einer 1 M CaCl,-
Losung zugegeben, 1 ml BBS-Puffer zugegeben, kriftig gemischt und nach drei Minuten
8 ml MEM zugegeben.

3.5.5. Klonierung von transfizierten Zellen

Die Vereinzelung stabil transfizierter Zellen erfolgte in 96-Napf-Platten. Die zu
klonierenden Zellen wurden dafiir mit Trypsin/EDTA von der Gewebekulturschale
abgelost, durch Zentrifugation (5 min, RT 800 x g) pelletiert und in einem geeigneten
Volumen Kulturmedium suspendiert. Die Anzahl der Zellen pro ml Kulturmediumk wurde
mit Hilfe einer Zahlkammer ermittelt und 150 Zellen in 10 ml Kulturmedium mit
Selektionssubstanz (G418) pipettiert und gemischt. Die 96 Vertiefungen einer Platte
wurden mit 100 pl-Aliquots dieser Zellsuspension gefiillt und die 96-Napf-Platte
anschlieBend zum Anheften der Zellen 24 h in den Brutschrank gestellt. Am folgenden Tag
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wurden mit Hilfe des Lichtmikroskops die 96 Vertiefungen auf das Vorhandensein von nur
einer Zelle pro Vertiefung untersucht. Die vereinzelten Zellen erhielten alle 5 Tage neues
Kulturmedium. Eine Einzelzelle wuchs in ca. zwei Wochen zu einem Zellklon heran, der

dann auf eine 24-Napf-Platte iiberfiihrt werden konnte.

3.5.6. Differenzierung von 3T3-L1-Zellen zu Adipozyten

3T3-L1-Zellen wurden bis zur Konfluenz in DMEM-Medium kultiviert. Zwei Tage spéiter
wurde das Kulturmedium ersetzt durch DMEM + 0,5 mM IBMX + 0,25 uM
Dexamethason + 1 pg/ml Insulin (optional). Nach weiteren zwei Tagen erfolgte die
Kultivierung in DMEM + 1 pg/ml Insulin, dabei wurde das Medium jeden Tag gewechselt.
Etwa 95 % der Zellen differenzieren nach diesem Protokoll zu Adipozyten. Die Zellanzahl
nimmt dabei zu, das Verhiltnis Protein/DNA bleibt etwa gleich. Die Lipidtropfchen der

Zellen nehmen an Zahl und GréBe zu und fiillen schlieBlich die gesamte Zelle aus.

3.6. Zellernte und Membranpréparationen

3.6.1. Ernte von Saugetierzellen

Die Zellen konfluent bewachsener Gewebekulturschalen wurden mit eiskaltem PBS/10
mM EDTA iberschichtet. Die Gewebekulturschalen wurden zum Abldsen der Zellen fur
fiinf Minuten bei RT geschaukelt. Die Zellen wurden mit einer Pipette suspendiert und

durch Zentrifugation fiir 10 min in der Tischzentrifuge bei 400 x g und RT sedimentiert.

3.6.2. Membranpraparation

Um Reste des Mediums wegzuwaschen, wurden die Zellen erneut in PBS/10 mM EDTA
resuspendiert und unter gleichen Bedingungen sedimentiert. Das gewaschene Zellpellet
wurde durch 10 Schiibe mit einem eingeschliffenen Glaspotter bei einer Zelldichte von 0,5
x 10% Zellen/ml im zwanzigsten Teil des urspriinglichen Kulturvolumens an eiskaltem
hypotonischem Lysispuffer (S. 34) resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 15 min bei
4 °C unter Riihren inkubiert. Die lysierten Zellen wurden durch 2 x 30 s Polytron
UltraThorax bei maximaler Leistung unter Eiskiihlung homogenisiert. Anschlieend

wurden die Membranen durch Zentrifugation bei 40000 x g fiir 30 min bei 4 °C isoliert.
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Das Membranpellet wurde mit Bindungspuffer gewaschen und anschlieend in diesem

Puffer resuspendiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.7. Veranderung der Steroidzusammensetzung von Zellen,

Membranen oder solubilisierten Proben

3.7.1. Herstellung von Steroid/Methyl-B-Cyclodextrin-Komplexen

Cyclodextrine sind zyklische Oligosaccharide aus a-1,4-verkniipften Glucosebausteinen
und bestehen aus 6, 7 oder 8 Glucoseuntereinheiten (a-, - oder y-Cyclodextrine). In den
hydrophoben Hohlraum eines Cyclodextrins konnen hydrophobe Gastmolekiile, wie z. B.
Steroide, eingelagert werden. In dieser Arbeit wurde MBCD verwendet, bei dem die freien
Hydroxylgruppen teilweise durch Methylgruppen substituiert sind. Durch die
Modifizierung liegt ein Gemisch aus verschieden substituierten Molekiilen vor, die nicht
mehr so leicht kristallisieren und somit besser wasserldslich sind als die urspriinglichen
Cyclodextrine. MBCD bildete den stabilsten Komplex mit Cholesterin, bei dem auerdem
das Verhiltnis Cholesterin:Cyclodextrin am grofiten war (Lange et al., 2002).
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Abbildung 8: Strukturformel und Form von B-Cyclodextrinen

B-Cyclodextrin ist ein zyklisches Molekiil aus sieben Glucoseuntereinheiten (A). Der hydrophobe Hohlraum
im Inneren des torusformigen Molekiils (B) kann hydrophobe Gastmolekiile wie z. B. Cholesterin
aufnehmen. Abbildung aus (Luong et al., 1995).
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Cholesterin/Methyl-3-Cyclodextrin-Komplexe (10 mM)
10 g MBCD wurden in 50 ml H,O gelost und auf 60 °C erwarmt. 300 mg Cholesterin

wurden bei 60 °C in 6 ml Isopropanol geldst und tropfenweise unter Rithren zur MBCD-
Losung gegeben. Nach filinfstiindigem Riihren bei 60 °C wurde die klare Losung mit H,O
auf 78 ml aufgefiillt, durch einen 0,2 pm-Filter sterilfiltriert und bei —20 °C aufbewabhrt.
Die fertige Losung hatte eine Cholesterinkonzentration von 10 mM und eine MBCD-

Konzentration von 100 mM (Lange et al., 2002).

Steroid/Methyl-B-Cyclodextrin-Komplexe (3 mM)
MBCD in H,O (40 mg/ml bzw. 30 mM) wurde mit der entsprechenden Menge Steroid

vermischt, um eine Endkonzentration des Steroids von 3 mM zu erhalten. Die Suspension
wurde mit N, tliberschichtet und 24 Stunden lang bei 30 °C unter Lichtausschluss auf
einem Schiittler inkubiert. Die fertige Losung wurde durch einen 0,2 um-Filter filtriert und

bei —20 °C aufbewahrt.

3.7.2.Veranderung des Steroidgehaltes lebender Zellen

Entfernung von Cholesterin aus lebenden Zellen

Adhidrente Sidugetierzellen einer konfluent bewachsenen Zellkulturschale wurden mit
10 ml FCS-freiem Medium gewaschen und mit 10 ml FCS-freiem Medium (mit 10 mM
MPBCD) iiberschichtet. Die Zellen wurden je nach Versuch bis zu 45 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Medium (mit 10 % FCS) gewaschen.

Anreicherung lebender Zellen mit Steroiden durch Cholesterin/Methyl-B-

Cyclodextrin-Komplexe

Zellen wurden durch Inkubation mit Steroid/MBCD-Komplexen (S. 51) mit Cholesterin
angereichert. Die Inkubationsdauer und —temperatur sind bei den jeweiligen Versuchen

angegeben.
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3.7.3.Veranderung des Steroidgehaltes biologischer Membranen

Entfernung von Cholesterin aus biologischen Membranen

Der Cholesteringehalt von Membranen kann durch Behandlung mit -Cyclodextrinen
erniedrigt werden. Dazu werden die Membranen in Bindungspuffer (S. 34) suspendiert und
mit einer 200 mM Methyl-B-Cyclodextrinlosung versetzt (finale Konzentration 30mM)
und fiir 30 Minuten bei 30 °C auf dem Thermoschiittler inkubiert. Unter diesen
Bedingungen werden iiber 80 % des Cholesterins aus der Zellmembran extrahiert (Gimpl
et al., 1997). Nach erfolgter Zenrifugation fiir 30 Minuten bei 14000 rpm erfolgt noch ein
Waschschritt mit Bindungspuffer, um die mit Cholesterin beladenen Cyclodextrine zu
entfernen.

Diese Membranen wurden als ,,Cholesterin-abgereichert* bezeichnet. Durch Variation der
Inkubationszeit und/oder der Temperatur konnten unterschiedliche Cholesterinmengen aus

den Membranen entfernt werden.

Anreicherung biologischer Membranen mit Steroiden durch Steroid/Methyl-B-

Cyclodextrinkomplexe

Cholesterin-abgereicherte Membranen (235 pg/210 pl in Bindungspuffer) wurden mit
105 ul Steroid/MBCD-Losung (3 mM Stammldsung) versetzt und 30 Minuten bei 30 °C
auf einem Thermoschiittler inkubiert.

An die Inkubationen schlo3 sich ein Waschschritt mit Bindungspuffer an, um nicht
eingelagerte Steroide zu entfernen.

Anschliefend wurden die Membranen wieder in 325 pl Bindungspuffer aufgenommen

oder solubilisiert.

Anreicherung biologischer Membranen mit Steroiden durch Ethanolldsungen

Ethanollésungen des entsprechenden Steroids wurden mit Membransuspensionen gemischt
und bei 30 °C fir 10 min auf einem Thermoschiittler inkubiert. Die finale

Ethanolkonzentration betrug 1 % (v/v).
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Behandlung von Membranen mit Cholesterinoxidase

Das Enzym Cholesterinoxidase (Brevibacterium sp.) oxidiert Cholesterin zu 4-Cholesten-
3-on. In Membransuspensionen konnen so innerhalb einer Stunde ca. 25-30 % des
Cholesteringehalts der Zelle oxidiert werden (el Yandouzi and Le Grimellec, 1992; Gimpl
etal., 1997).

7,5 mg Membranen wurden mit 1 ml Enzympuffer bei 30 °C inkubiert (Dauer:
0 — 120 min). Der Puffer hatte folgende Zusammensetzung: 20 mM HEPES (pH = 7,0),
5 mM MgCl,, 10 mM Mannitol und 1,5 % (v/v) Cholesterinoxidase (50 U/ml in 3 mM
MES-Puffer (S. 34)). Kontrolle: Puffer ohne Enzyme. Die Reaktion wurde durch Abkiihlen
der Ansitze auf 0 °C abgestoppt. Die Membranen wurden pelletiert, mit Bindungspuffer
gewaschen und fiir den Ligandenbindungstest (S.56) in Bindungspuffer resuspendiert.

3.8. Internalisierungsexperimente

Um die Kinetik der Liganden-induzierten Internalisierung von Rezeptoren (OTR und
OTR-CCKgR-Chimére I) in transfizierten Zellen zu bestimmen, wurden Ansétze zum Teil
einer sauren Waschung unterzogen, durch die oberflichengebundenes Hormon abgeldst
wird (Ullian and Linas, 1990).

80 bis 90 % konfluente Zellen wurden mit PBS/5 mM EDTA abgeldst, zweimal in DMEM
(25 mM HEPES/NaOH pH = 7,4; 5 mM MgCl,) gewaschen und in 2 ml des gleichen
Kulturmediums resuspendiert. Nach Kiihlung auf Eis wurde [’H]OT zu 100 nM zugesetzt
und 1,5 h bei 4 °C belassen. Die Zellen wurden dann zweimal mit kaltem PBS/5 mM
MgCl, gewaschen, in DMEM (s. 0.) inkubiert und auf 6 Aliquots fiir jeden Zeitpunkt
verteilt. Die Zellen wurden dann fiir 0 bis 60 min auf 37 °C erwdrmt, um die
Rezeptorinternalisierung zu induzieren. Nach erneutem Kiihlen auf Eis wurde mit der
Hilfte der Ansétze jedes Zeitpunkts eine saure Waschung durchgefiihrt, indem die Zellen
in eiskalter 5 mM Essigsdure (pH = 4,5)/ 150 mM NacCl suspendiert und 10 min auf Eis
inkubiert. Zur Bestimmung des auf der Zelloberfliche verbleibenden radioaktiven
Hormons wurden die drei anderen Ansidtze jedes Zeitpunkts zweimal mit eiskaltem
PBS/5 mM EDTA gewaschen. Zwischen den Waschungen wurden die Zellen jeweils
durch Zentrifugation fiir 3 min bei 3000 rpm (4 °C, Mikroliterkiihlzentrifuge) pelletiert.
Am Ende erfolgte die Zelllyse in 80 pl 1 % Triton X-100/10 mM EDTA und die

Bestimmung der Radioaktivitit nach Mischen mit 3 ml Szintillationscocktail (Rotiszint eco

plus).



3. Material und Methoden 55

Der Anteil an internalisiertem [*H]JOT in bezug auf das insgesamt gebundene ["H]OT
wurde als Quotient aus der Radioaktivitdt nach einer sauren Waschung, die dem
internalisierten Rezeptor entspricht, und der Radioaktivitit ohne saure Waschung

(insgesamt gebundenes Hormon) berechnet.

3.9. Ligandenbindungsstudien

3.9.1. Sattigungsexperimente

Durch Sittigungsexperimente wurden Dissoziationskonstanten (Kp) und Rezeptordichten
(Bmax) ermittelt. Hierbei wird die spezifische Bindung eines radioaktiven Liganden an den
Rezeptor bei konstanter Rezeptorkonzentration als Funktion der Ligandenkonzentration

bestimmt. Aus dem Massenwirkungsgesetz folgt nach Umformung:
B =B F/ (Kp + F)

und in der linearisierten Form die Scatchard-Gleichung
B/F=B/Kp+ Bmax/Kp,

wobei B der Konzentration des gebundenen Liganden und F der des ungebundenen
Liganden entspricht. Bei der Auftragung von B gegen B/F kann aus der Steigung der
Geraden die Dissoziationskonstante (Kp) und aus dem Schnittpunkt mit der Abszisse die
Anzahl der Bindungsstellen (Bax) ermittelt werden. Moderne Auswertungsverfahren (hier:
Programmpaket Radlig 4.0, Biosoft, Cambridge, UK) verzichten auf die Transformation
der Bindungsdaten zu linearen Abhingigkeiten und bestimmen {iber eine iterative
Kurvenanpassung direkt aus den Messdaten die Bindungsparameter Kp und Bpmax. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm SigmaPlot (Jandel

Scientific).
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3.9.2. Hormonbindungsstudien an Oxytocinrezeptor- bzw.

Vasopressinrezeptor-haltigen Zellmembranen

Rezeptorhaltige Membranen wurden 30 min bei 30 °C in Bindungspuffer (S. 34) mit
tritiiertem Hormon (10 nM [#yrosyl-2,6-"H]Oxytocin bzw. 10 nM ["H]JAVP) inkubiert. Die
Membranmenge wurde so gewdhlt, dass im Gleichgewichtszustand hochstens 10 % des
eingesetzten Hormons durch Rezeptoren gebunden wurde. Die Bindungsreaktion wurde
durch Zugabe von 2 ml eiskaltem Filtrationspuffer (S. 34) gestoppt. Die Trennung von
freiem und gebundenem Hormon erfolgte durch rasche Filtration {iiber GF/C-
Glasfaserfilter, die vorher eine halbe Stunde in eiskaltem Filtrationspuffer eingelegt
worden waren. Die Filter wurden zweimal mit Filtrationspuffer gespiilt, in
Szintillationsrohrchen gegeben und mit 3 ml Ethylenglycolmonomethylether transparent
gemacht. Nach 10 min wurden 7 ml Szintillationscocktail (Rotiszint eco plus)
dazugegeben. Nach guter Durchmischung der Probe wurde die Radioaktivitit in einem
Fliissigkeitsszintillationszdhler bestimmt.

Die Menge des spezifisch an die Rezeptoren gebundenen radioaktiven Liganden wurde aus
der Differenz der Gesamtbindung (rezeptorgebundene und unspezifisch gebundene
Liganden) und der unspezifischen Bindung ermittelt. Unspezifische Bindungsstellen
befinden sich sowohl am Glasfaserfilter als auch an den Zellmembranen. Sie sind
niederaffin und im Vergleich zu den Rezeptorbindungsstellen in wesentlich groBerer Zahl
vorhanden. Die unspezifische Bindung wurde durch einen 500fachen molaren Uberschuss
an nichttritiiertem Liganden in einem Parallelexperiment bestimmt. Bei den verwendeten
Mengen an nichttritiiertem Ligand werden die Rezeptoren weitgehend mit unmarkiertem
Hormon beladen. Bei den unspezifischen Bindungsstellen ist aufgrund ihrer grolen Anzahl

nicht mit einer Kompetition der markierten durch nichttritiierten Liganden zu rechnen.

3.10. ,,Computer-Modeling“

Mit dem Computerprogramm AutoDock v. 2.4 (Morris et al., 1996) wurde die Bindung
verschiedenener Steroide an Rezeptoren untersucht. AutoDock ermdglicht das anlagern
(,,docking®) eines flexiblen Liganden (hier: die Steroide) an einen starres Protein (die
Rezeptoren) innerhalb eines vorher definierten rechteckigen Wiirfels, der die moglichen
Bindungsstellen der Proteine einschlieit (Abbildung 9). Fiir das ,,docking® werden nur
nicht-bindende (van-der-Waals und elektrostatische) Wechselwirkungen berticksichtigt

(Slusarz et al., 2001). Mit dem Programm wurden fiir jedes Steroid 4000 Docking-
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Prozeduren durchgefiihrt. Durch den Einsatz eines rudimentdren Kraftfeldes wéihrend des
»dockings®“ liefert das Programm zunédchst recht wahllose Konfigurationen der
Bindungspartner. Zu diesem Zweck wurde ein Filterprogramm von Dr. Kazmierkiewicz
(Universitdt Danzig, Polen) eingesetzt. Dieses Programm filtert diejenigen Steroide heraus,
bei denen mehr als 25 % aller Atome weiter als 4 A von der Oberfliche des Rezeptors

entfernt sind.

Abbildung 9: Grofie und Orientierung des definierten Wiirfels um einen Rezeptor

Um den Rezeptor wird ein rechteckiger Wiirfel definiert, der die mdglichen Bindungsstellen der Steroide am
Rezeptor einschliesst. Innerhalb dieses Wiirfels werden die Steroide dann ,,angedockt™. Abbildung aus
(Politowska et al., 2001).

Die Rechnungen wurden auf einem Sun UltraSpark 10 Computer durchgefiihrt. Die Bilder
zur Prisentation der Ergebnisse wurden mit dem Programm MolMol (Koradi et al., 1996)

erstellt.
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3.11. Chemische Synthesen

3.11.1. Synthese von Fluochol

Zur Synthese eines fluoreszierenden Cholesterinderivates wurde das Fluorophor
Dansylhydrazon mit der Ketogruppe von 6-Ketocholestanol verbunden. Die Synthese
erfolgte wie beschrieben (Wiegand, 1998) in Abdnderung der Vorschrift nach Kawasaki et
al. (1982):

6-Ketocholestanol Dansylhydrazin

- H,O
> HO
60-65 °C; MeOH _N
HM
o—t—o Fluochol
a
S
/N\
HSC CH3

Abbildung 10: Reaktiosschema zur Synthese von Fluochol
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Durchfiihrung:
68 mg (169 mMol) 6-Ketocholestanol wurde mit 135 mg (509 mMol) Dansylhydrazin in

120 ml trockenem Methanol fiir 5-6 Stunden bei 60-65°C geriihrt. Als Katalysator dienten
dabei wenige Tropfen konzentrierte Salzsdure, die der Reaktion anfangs zugesetzt wurden.
Um {iberschiissiges Dansylhydrazin zu entfernen und die Endprodukte besser trennen zu
konnen, wurde danach mit 0,5 ml Aceton bei Raumtemperatur geriihrt (1-2 h). Die
Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Im Anschluss an die Reaktion
erfolgte eine sdulenchromatographische Trennung iiber Kieselgel (Saulengrofle 35x3 cm).
Als Laufmittel wurde Chloroform-Ethanol 95:5 (v/v) verwendet. Bei unzureichender
Trennleistung auf der Sdule wurde die Trennung per Diinnschichtchromatographie (TLC)
mit praparativen Kieselgelplatten bei gleichem Laufmittel durchgefiihrt (R-Wert von
Fluochol = 0,35). Aufgrund der Reinigungsschritte, die teilweise mehrfach durchgefiihrt
wurden, lag die Ausbeute bei 38 mg (35 %). Zur Uberpriifung der erfolgten Synthese und
der Reinheit der Produktes wurde die aufgereinigte Substanz massenspektrometrisch
untersucht und erhielt die Bezeichnung Fluochol (Molekulargewicht 649,5). Fluochol-
MBCD-Komplexe wurden analog den Steroid-MBCD-Komplexen hergestellt (S.51).

3.11.2. Synthese von Dithioarsolanyl-Fluoreszein (Flash)

Die Synthese erfolgte nach der Vorschrift von Griffin ef al.(Griffin et al., 1998):

500 mg Fluorescein-Quecksilberacetat (Sigma, Deisenhofen) wurde mit dem
zwanzigfachen molaren Uberschuss Arsentrichlorid (AsCl;, Dr. Braun, Universitit
Marburg) und dem achtfachen molaren Uberschuss Diisopropylethylamin (Fluka, Buchs
(Schweiz)) in trockenem N-Methylpyrrolidion (Aldrich, Taufenkirchen) fiir vier Stunden
bei RT geriihrt, eine Spatelspitze Palladiumacetat (Merck, Darmstadt) diente als
Katalysator (Abbildung 11).

Die Reaktion wurde abgebrochen durch Zugabe von 15 ml Tris-Puffer (pH = 7), der 1,2-
Ethandithiol (HSCH,CH,SH, EDT) im Uberschuss enthielt. Das Produkt wurde mit
Chloroform ausgeschiittelt und per Diinnschichtchromatographie mit priparativen

Kieselgelplatten im Laufmittel Ethylacetat-Toluol 1:9 (v/v) abgetrennt.
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CcooH 2. HSCH,CH»>SH
(= EDT)

Fluoreszein-Quecksilberacetat Fluoreszein-Dithioarsolanyl (Flash-EDT,)

Abbildung 11: Synthese von 4°,5’-bis(1,3,2-dithioarsolan-2-yl)fluoreszein
Die Verbindung wurde von den Autoren mit Flash bezeichnet; EDT = Ethandithiol. Genauere Angaben iiber
die Synthese im Text. Abbildung aus (Griffin et al., 1998), veriandert.

Durch die TLC konnte eine bei der Reaktion auftretende Fraktion mit einem Re-Wert von
0,39 isoliert und gereinigt werden. Diese rote Substanz war nicht fluoreszierend, die
Ausbeute betrug etwa 21 mg. Zur Uberpriifung der erfolgten Synthese und der Reinheit der

Produktes wurde die aufgereinigte Substanz massenspektrometrisch untersucht.

3.12. Methoden zur Untersuchung des fluoreszierenden

Cholesterinanalogons

3.12.1. Veresterung von Fluochol durch ACAT

Die Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert. Die Inkubation fiir
eine Stunde bei 37 °C in Kulturmedium, das 7,5 pM Fluochol/MBCD oder 24 uM [*H]-
Cholesterin/MBCD enthielt. Die Zellen wurden gewaschen und in Kulturmedium
weiterinkubiert. In einigen Experimenten wurde der ACAT-Inhibitor 58-035
(Konzentration 400 mg/ml in DMSO) oder reines DMSO als Kontrolle zugesetzt. Nach
verschiedenen Zeiten erfolgte die Ernte der Zellen und eine Lipidextraktion (S. 37). Die
Lipide wurden in Chloroform aufgenommen und durch TLC auf Kieselgelplatten mit dem
Laufmittel Heptan-Diethylether-Methanol-Essigsaure (80:35:3:2, v/v/v/v) getrennt. Die
Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte durch UV-Belichtung (Wellenldnge 312 nm) und
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Detektion mit einer CCD-Kamera Diana II (Raytest). Das radioaktive [*H]-Cholesterin

wurde mit dem Bio-Imaging Analysator Bas-1800 quantifiziert.

3.12.2. Efflux des Fluochols aus Zellen in Suspension

CHO-Zellen in drei 10 cm-Schale wurden fiir 18 h mit 6 uM Fluochol, 6 uM
[*H]Cholesterin und ACAT-Inhibitor (400ng/ml) in Kulturmedium inkubiert. Die Zellen
wurden gewaschen und 2 h mit ACAT-Inhibitor in Kulturmedium mit 20 mM Hepes (pH =
7,4) weiterkultiviert, um eine Verteilung der Steroide in der gesamten Zelle zu
gewihrleisten. Durch Inkubation mit Trypsin (2,5 ml) bei 37 °C fiir 5 Minuten wurden die
Zellen abgeldst und nach Zugabe von 7 ml PBS abzenrifugiert (1000 rpm, 5 Minuten, RT).
Durch zweimaliges Resuspendieren mit 9 ml DMEM/20 mM Hepes wurden Reste von
Trypsin entfernt. Die Zellen wurden dann in 1,8 ml DMEM/20 mM Hepes resuspendiert
und je 50 pul in Eppendorfgefifle aliquotiert. Die Zellen wurden bei 37 °C geschiittelt und
250 pl einer Akzeptorlosung, die ebenfalls auf 37 °C temperiert war, zu jedem Aliquot
gegeben. Die Akzeptorlosung bestand aus 50 mM MBCD, die teilweise (molekulares
Verhiltnis 80:1) mit Cholesterin geséttigt war, um die Depletion der Zellen zu verhindern
und einen Austausch der Steroide, mit denen die Zellen vorher beladen worden waren, mit
Cholesterin zu ermoglichen. Wéhrend des Experiments wurden die Zellen auch weiterhin
bei 37 °C geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Einstellen in Eis und sofortiges
Zentrifugieren bei 2 °C (30 Sekunden, 5000 rpm) gestoppt. Pellet und Uberstand wurden
getrennt und analysiert. Das Pellet wurde in einem Endvolumen von 300 pl H,O
resuspendiert. Jeweils die Hilfte des Uberstandes und der Pelletldsung wurde direkt fiir die
Radioaktivitditsmessung verwendet, die andere Hélfte diente zur Fluoreszenzmessung. Um
die Fluoreszenz zu messen wurde durch Zugabe von 1 ml Chloroform-Methanol (1:2, v/v)
ein Einphasensystem erzeugt, ungeldste Bestandteile durch Zentrifugation (30 Minuten,
14.000rpm) entfernt und der Uberstand vermessen. Der Hintergrund der
Fluoreszenzmessungen wurde in Versuchen ermittelt, in denen die Zellen vorher nicht mit
Fluochol beladen worden waren. Das Ausmal} des Efflux wurde ausgedriickt durch den
Anteil des in der Zelle verbliebenen Steroids an der Gesamtfluoreszenz (Pellet und MBCD-
Losungen). Der fiir t = 0 erhaltene Wert diente dabei als Ausgangspunkt und wurde auf 1
gesetzt. Der zeitliche Verlauf des Efflux wurde durch nichtlineare Regression an eine
biexponentielle Zerfallskurve angepasst, um einen Efflux aus zwei unabhéngigen Pools zu

beschreiben:



3. Material und Methoden 62

Y: Anteil des in der Zelle verbliebenen Fluochols
t: Zeit

A: GroBe des Fluochol-Pools 1

B: GroBe des Fluochol-Pools 2

Y = Ae*t 4 ekt

Durch t;, = In(2/k) erhdlt man die Halbwertszeiten fiir den Efflux aus den jeweiligen

Pools 1 und 2 (Mahlberg and Rothblat, 1992; Yancey et al., 1996).

3.12.3. Konfokale Mikroskopie an fixierten Zellen

Die Zellen wurden auf Polylysin-beschichteten Deckglidschen (& = 9 mm) in 24-Napf-
Schalen ausgesét und bis ca. 50 % Konfluenz kultiviert. Die Fixierung erfolgte mit 3,7 %
(w/v) Paraformaldehyd (mind. 20 min, RT) fixiert und in Mowiol (s. u.) eingebettet. Die
Mikroskopie wurde an einem Leica-TC LSP konfokalem Laserscan-Mikroskop

durchgefiihrt.

Herstellung der Mowiollosung: 9,6 g Mowiol und 24 g Glyzerin in 24 ml H,O 2 h bei RT
ohne Schidumen riithren, 8 ml 0,2 M Tris/HCI (pH = 8,5) zugeben und 45 min bei 85 °C im
Wasserbad weiterriihren, bis alles geldst ist. Nach 10 min Zentrifugation bei 17.000 x g

wird der zihfliissige Uberstand aliquotiert und beo —20 °C gelagert.

3.12.4. Fluoreszensmikroskopie an lebenden Zellen

Die Zellen wurden auf Deckgldschen (& = 12 mm) in 12-Napf-Schalen kultiviert und
unmittelbar vor der Mikroskopie in spezielle Mikroskopkammern (Life imaging service,
Olten (Schweiz)) iiberfiihrt. Die Kammern wurden auf dem Mikroskoptisch in einen
Adapter (Eigenbau) eingesetzt, der mit einem Peltierelement temperaturgeregelt war. Fiir
die Zeit der Beobachtung auf dem Mikroskop wurden die Zellen mit einem CO,-
unabhingigen Mikroskopiepuffer (S. 34, mit und ohne 10 % FCS) iiberschichtet. Die
Mikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Axiovert 100 mit 100x/1,30 Fluar-Objektiv und
einer MicroMax CCD-Kamera (Princeton Instruments, Trenton, NJ (USA)). Die Steuerung
des Mikroskops und die Auswertung der Bilder erfolgte durch die Software MetaView
Imaging System (Universal Imaging Corporation, West Chester, PA (USA)). Fiir die
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Fluoreszenzaufnahmen der verschiedenen Substanzen wurden die entsprechenden Filter

verwendet.

3.12.5. Fluoreszensmarkierung von Zellen

Um die Aufnahme und den zelluldren Transport von fluoreszierenden Cholesterinanaloga
zu untersuchen wurden die Zellen mit den entsprechenden Steroid/MBCD-Losungen
inkubiert. Die unterschiedlichen Konzentrationen, Zeiten und Temperaturen sind zu den
jeweiligen Experimenten angegeben. Nicht aufgenommenes Fluochol wurde mit
Mikroskopiepuffer weggewaschen und die Zellen im gleichen Puffer unter verschiedenen
Bedingungen beobachtet. Die Anregung des Fluochol erfolgte meist bei 395 nm. Bei
gleichzeitiger Verwendung des Lysosensors wurde Fluochol bei 360 nm angeregt, um eine
Trennung der Signale zu gewdéhrleisten. Der Lysosensor (LysoSensor™ Green DND-189,
Molecular Probes, Leiden (Niederlande)) ist ein Marker fiir Kompartimente mit einem
niedrigen pH-Wert wie spiate Endosomen und Lysosomen. Bei neutralem pH zeigt der
Lysosensor keine Fluoreszenz. Die Markierung der Lipidtropfchen erfolgte durch Nile Red
(Phenoxazinderivat, Molecular Probes, Leiden (Niederlande)). 1 pl der Stammlésung
(1 mg/ml in Aceton) wurde zu 1 ml PBS gegeben, vermischt und nochmals 1:30 mit PBS
verdiinnt (Volumen 1 ml, Endkonzentration 100 nM). Der Pufferiiberstand in der
Mikroskopiekammer wurde abgenommen und durch die hergestellte Losung ersetzt. Die
Verwendung und Anregung von DIOCs, BODIPY™-TR-Ceramid, Nile Red und
Lysosensor erfolgte nach den Spezifikationen des Herstellers (Molecular Probes, Leiden
(Niederlande)).

Um die Energieabhingigkeit des Fluochol-Transports zu untersuchen wurden die Zellen
fir 30 Minuten mit 5 uM Natriumazid und 50 mM 2-Deoxyglucose vorinkubiert.
Natriumazid entkoppelt die oxidative Phosphorylierung, Deoxyglukose inhibiert die
Glykolyse. Beide Substanzen zusammen fithren zu einer kompletten ATP-Depletion der
Zellen. Nach Inkubation mit Fluochol bei 4 °C wurden die Zellen gewaschen und in

weiterer Anwesenheit von Natriumazid/Deoxyglucose beobachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Cholesterinabhédngigkeit der Neurohypophysenrezeptoren

Cholesterin kann Membranproteine prinzipiell auf zwei unterschiedliche Arten
beeinflussen. Einmal kann sich dieser Einfluss {iber die Modulierung der biophysikalischen
Eigenschaften der Plasmamembran bemerkbar machen, wie z. B. die Verdnderung der
Membranfluiditit. Es kommt dabei also zu einer indirekten Beeinflussung der
Membranproteine, wie es z. B. fiir den Cholecystokininrezeptor Typ B (CCKgR) gezeigt
wurde (Gimpl et al., 1997) .

Die zweite Moglichkeit, wie Cholesterin auf integrale Membranproteine wirkt, ist eine
direkte Interaktion zwischen Steroid und Protein. Aus vorherigen Arbeiten war bekannt,
dass der Oxytocinrezeptor in seiner Ligandenbindung eine spezifische Abhéngigkeit von
Cholesterin aufweist (Gimpl et al., 1997). Das endogene Cholesterin der Plasmamembran
kann dabei den Rezeptor in einem hochaffinen Bindungszustand halten. Diese
Wechselwirkung hingt von den spezifischen Strukturmerkmalen des Cholesterins ab und
korreliert nicht mit der Fluiditit der Plasmamembran.

Der OTR gehort zur Unterfamilie der Rezeptoren der Neurohypophysenhormone (S. 10).
Um zu priifen, ob es sich bei der spezifischen Interaktion mit Cholesterin um ein
allgemeingiiltiges Prinzip dieser Unterfamilie handelt, wurden die Vasopressinrezeptoren

V1R und V;R auf ihre Cholesterinabhédngigkeit untersucht.

4.1.1. Einfluss der Cholesterinoxidation auf die Dissoziation der AVP-

Bindung in Plasmamembranen

Durch die Behandlung von Membransuspensionen mit Cholesterinoxidase wird das in der
Plasmamembran enthaltene Cholesterin zu 4-Cholesten-3-on oxidiert. Dabei wird die
Hydroxylgruppe an Position 3 zu einer Ketogruppe oxidiert und die Doppelbindung
zwischen die Positionen 4 und 5 verschoben. Dies flihrt zu einer schonenden Verdnderung
der Zusammensetzung der Plasmamembran, wobei sich FEigenschaften wie die
Membranfluiditdt nur geringfligig dndern. Das Oxidationsprodukt des Cholesterins wére
nicht in der Lage, den hochaffinen Bindungszustand eines Rezeptors zu stabilisieren, wenn

dieser eine dem OTR vergleichbare Abhéngigkeit von Cholesterin aufwiese. Ein Riickgang
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der spezifischen Bindung ihres Liganden AVP bei den untersuchten Rezeptoren V;,R und
V,R wiirde also bestétigen, dass sie eine mit dem OTR identische Cholesterinabhingigkeit
aufweisen.

Die fiir die folgenden Versuche verwendeten Membransuspensionen wurden aus HEK293-
Zelllinien pripariert, welche jeweils die Rezeptoren Vi,R bzw. V;R stabil exprimierten.

Diese Zelllinien wurden von Frau Dr. Gilbert (Universitdt Mainz) zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 12: Einfluss der Cholesterinoxidase auf die Dissoziation der Vasopressinbindung
Suspensionen von Membranpraparationen, die den Vi,- bzw. den V,-Rezeptor enthielten, wurden fiir 30
Minuten bei 30 °C mit [’HJAVP inkubiert, bis sich das Bindungsgleichgewicht eingestellt hatte. Wihrend der
Behandlung mit Cholesterinoxidase (S. 54) wurde die Ligandenbindung zu den angegebenen Zeiten
bestimmt (M). Als Kontrolle dienten Membranen, die ohne Zusatz von Oxidase inkubiert wurden (®). Die
Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen von Dreifachbestimmungen eines reprisentativen
Experiments.

Die Behandlung mit Cholesterinoxidase zeigte sowohl bei V,R-Membranen, als auch bei
V;,R-Membranen einen signifikanten Einfluss auf die Dissoziation der Ligandenbindung.

Abbildung 12 zeigt, dass auch bei den Kontrollen (Membranen, die ohne den Zusatz von
Oxidase inkubiert wurden) ein Riickgang der Bindung des Radioliganden beobachtet
werden konnte. Dieser Riickgang ist zumeist auf die Denaturierung der Membranproteine
wihrend der Inkubation zuriickzufithren. Aber auch andere Einfliisse, wie z. B. die
Wirkung von Proteasen, die zum Verdau der Rezeptoren fiihren, kénnen die Bindung
zwischen Protein und Ligand vermindern. Die Dissoziation der Ligandenbindung der
Kontrollmembranen war beim V,R stirker ausgepréigt. Hier kam es zu einem Verlust von

ca. einem Drittel der Ligandenbindung. Die Ursache fiir den stirkeren Bindungsriickgang



4. Ergebnisse 67

lag moglicherweise in einem geringeren Cholesteringehalt der V,R-Membranen
(16 pg/mg, Vi,R-Membranen: 22 ng/mg), denn Cholesterin ist in der Lage, den OTR vor
Denaturierung zu schiitzen (Gimpl and Fahrenholz, 2000) und hat beim Vasopressin-
rezeptor offenbar die gleichen protektiven Eigenschaften. Die insgesamt hdhere
Ligandenbindung des VR ldsst sich durch die verstirkte Expression dieses Proteins in den
Zellen erkliren (V,R: 5 pmol/mg, Vi,R: 1 pmol/mg).

Insgesamt konnen also mehrere Einfliisse die Dissoziation der Ligandenbindung
verursachen. Um die Wirkung der Cholesterinoxidase auf den Verlust der AVP-Bindung
bei beiden Rezeptoren zu vergleichen, wurden die experimentellen Werte zu jedem
Zeitpunkt mit den gleichzeitig ermittelten Kontrollwerten verglichen. Wird die
Ligandenbindung der Rezeptoren in den unbehandelten Kontrollmembranen als maximal
angesehen (= 100%), so zeigten beide Rezeptoren eine vergleichbare Dissoziation ihrer
Ligandenbindung. Der V,R besal nach 30 Minuten noch 79 % seiner maximalen
Ligandenbindung, nach 60 Minuten war dieser Wert auf 73 % gesunken. Die Werte fiir den
V2R lagen bei 86 % (nach 30 Minuten) bzw. 67 % (nach 60 Minuten). Somit ist der
Einfluss der Cholesterinoxidase durch die Oxidation des Cholesterins bei beiden

Rezeptoren vergleichbar stark ausgeprigt.

41.2. Vergleich der Cholesterinabhangigkeit zwischen den

Neurohypophysenrezeptoren und dem CCKgR

Die Behandlung von Membransuspensionen mit Cholesterinoxidase fiihrte bei den
Neurohypophysenrezeptoren ViR und V;R zu einem spezifischen Riickgang der
Ligandenbindung. Die fehlende Féhigkeit von 4-Cholesten-3-on, die hochaffinen
Bindungszustinde der Rezeptoren aufrecht zu erhalten, bedeutet eine hinreichende
Bestétigung einer spezifischen Cholesterinabhingigkeit, wie sie auch der OTR aufweist. In
Abbildung 13 ist der Einfluss der Cholesterinoxidase auf die Neurohypophysenrezeptoren
im Vergleich zum CCKgR dargestellt.

Die untersuchten Neurohypophysenrezeptoren Vi,R und V,R zeigen nach der Behandlung
mit Cholesterinoxidase eine Dissoziation ihrer Ligandenbindung, deren Werte mit den fiir
den OTR gefundenen Ergebnissen iibereinstimmt. Die spezifische Interaktion mit dem
Cholesterin der Plasmamembran scheint somit ein allgemeingiiltiges Prinzip der

Neurohypophysenrezeptoren zu sein. Obwohl die Sequenzhomologien des OTR zu den
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Vasopressinrezeptoren nur 50 % (V,R) bzw. 40 % (V,R) betragen (S. 12), finden sich die
grofBten Gemeinsamkeiten der Rezeptorfamilie in den Transmembrandominen, wo auch

die Interaktion mit dem Cholesterin der Plasmamembran zu erwarten ist.
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Abbildung 13: Cholesterinoxidase-Sensitivitit der Ligandenbindung der Neurohypophysenrezeptoren
ViR, V2R, OTR und des CCKgR

Spezifische Bindung der Radioliganden der Rezeptoren OTR, V{,R, V,R und CCKgR im Vergleich zu
Kontrollen nach Behandlung mit Cholesterinoxidase nach 30 Minuten (Einzelheiten siche S. 66). Die Daten
fiir die Vasopressinrezeptoren sind aus Abbildung 12, die Daten fiir OTR und CCKgR stammen aus der
Literatur (Gimpl et al., 1997).

Im Gegensatz dazu zeigt der CCKgR, dessen Ligandenbindung exakt mit der Fluiditét der
Membran korreliert, keine Sensitivitit gegeniiber der Behandlung mit Cholesterinoxidase.
Da der Einfluss des Cholesterins auf den CCKgR iiber die Modulierung der Fluiditdt der
Plasmamembran zustande kommt, handelt es sich hier um zwei unterschiedliche

Mechanismen, iiber die Cholesterin integrale Membranproteine regulieren kann.
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4.2. Versuche zur Lokalisierung der Cholesterinbindungsstelle
des OTR

Potentielle Cholesterinbindungsstellen des OTR sind wahrscheinlich in den
Transmembrandoménen zu finden. Zur Lokalisierung der Bindungsstellen wurden mehrere
Ansitze gewéhlt. Eine Moglichkeit besteht darin, innerhalb der Transmembranoménen des
Rezeptors einen Austausch kleiner Bereiche oder einzelner Aminosduren vorzunehmen,
um so eine Anderung in der Cholesterinabhiingigkeit herbeizufiihren. Der Austausch
zwischen nah verwandten Rezeptoren widre wiinschenswert, jedoch musste die
Verwendung der Vasopressinrezeptoren durch die in Kapitel 4.1 gezeigten Ergebnisse
ausgeschlossen werden. Da fiir die Modulation der Ligandenbindung des CCKgR durch
Cholesterin keine direkte Wechselwirkung nachgewiesen wurde, konnte dieser Rezeptor
fiir die Bildung von sogenannten Rezeptorchimiren verwendet werden. Zunichst erfolgte
ein sukzessiver Austausch der Transmembrandominen. Beginnend vom C-Terminus
wurden dabei immer groBlere Teile des OTR durch die entsprechenden Bereiche des
CCKgR ersetzt. Das Ziel dieser Versuche war, die spezifische Interaktion des OTR mit
Cholesterin auszuschalten oder zu vermindern, und die Fihigkeit der Ligandenbindung
dabei zu erhalten.

Der Einsatz von computergestiitztem ,,Modeling* ermoglichte einen theoretischen Ansatz
zur Detektion moglicher Cholesterinbindungsstellen. Dabei wurden verschiedene
Rezeptormodelle erstellt und auf deren Cholesterinabhidngigkeit untersucht. Die
Beteiligung einzelner Aminosduren an der Interaktion mit Cholesterin sollte durch

ortsspezifische Mutagenese verifiziert werden.

4.2.1. OTR-CCKgR-Chimare |

Fiir die erste Chimire wurde der Bereich der letzen beiden Transmembrandoméinen (TM
VI und TM VII) des OTR durch die entsprechenden Domidnen des CCKgR ersetzt
(Abbildung 14). Die Grenze lag in der Mitte der dritten intrazelluléren Schleife. In diesem
Bereich besitzt der OTR die grofite Varianz zwischen den Spezies. Eine Verdnderung
dieser Schleife sollte sich deshalb nur gering auf Struktur und Eigenschaften des Rezeptors
auswirken. Ausschlaggebend fiir die Wahl der C-terminalen Bereiche, die im OTR ersetzt
wurden, waren die aus der Literatur bekannten Bindungsdoménen des Rezeptors. Wichtig
fiir die Ligandenbindung des OTR sind vor allem der N-Terminus und die beiden ersten

extrazelluldren Schleifen (Hawtin et al., 2001; Postina et al., 1996; Wesley et al., 2002). Da
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diese Bereiche unveridndert blieben, sollte die OT-Bindung der generierten Chimaére

gewdhrleistet sein.

Y Y
- NHy

Abbildung 14: Aminosiuresequenzen fiilr OTR-CCKgR-Chimiire I
Schematische Strukturen des OTR (links) und des CCKgR (rechts). Es sind nur die Aminosduren des
jeweiligen Rezeptors gezeigt, die in der erzeugten Chimére enthalten sind.

Klonierung
Zur Klonierung der Chimdre musste zuerst eine EcoRI-Schnittstelle in die OTR-DNA

eingebaut werden (Klonierungsschema 6.1.1). Fiir die weitere Verwendung dieses
Konstruktes sollte auBerdem noch eine Notl-Schnittstelle im gleichen Bereich eingefiigt
werden. Dies erfolgte durch PCR-Mutagenese mit dem Oligonukleotid hOT Not Eco,
welches durch PCR mit dem reversen Primer pcDNA3 Seq rev eingesetzt wurde. Das
erhaltene Amplifikat aus 603 bp wurde nach seiner Reinigung in einer zweiten PCR als
Primer eingesetzt und der vordere Teil der OTR-DNA amplifiziert. Das 1572 bp-Fragment
hOT Eco wurde mit den Restriktionsnukleasen Nhel und Kpnl in das Ursprungsplasmid
pfmOTRHis ligiert.
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Durch analytische Restriktionen und Sequenzierung musste jedoch festgestellt werden,
dass das mutierte Plasmid pfmOTRHis_Eco keine NofI-Schnittstelle besitzt, was offenbar
durch einen Fehler im Primer zustande kam. Fiir die Klonierung der Rezeptorchimére war
die bestehende EcoRI-Schnittstelle jedoch ausreichend.

Durch PCR wurde mit den Primern CCKR Eco und CCKR-Stop Xba ein Amplifikat des
CCKgR erzeugt, welches dem Bereich des zu ersetzenden Teils im OTR entspricht.
Gleichzeitig wurde dabei hinter dem Stopp-Codon eine Xbal-Schnittstelle eingefiigt. Mit
den Restriktionsnukleasen EcoRI und Xbal wurde das Amplifikat geschnitten und
anschlieBend gereinigt. Das Plasmid pfmOTRHis Eco wurde ebenfalls mit EcoRI und
Xbal geschnitten, die beiden Fragmente elektrophoretisch getrennt und das 6264 bp-
Fragment mit dem N-Terminus des OTR isoliert. Durch Ligation wurde das 441 bp-
Fragment des CCKgR eingefiigt (Klonierungsschema 6.1.2). Das resultierende Plasmid
wurde zur Amplifikation in E.coli transformiert und durch PlasmidgroBpriparation (S. 42)
gereinigt.

Durch analytische Restriktionen und Sequenzierung wurde die Sequenz iiberpriift. Das

Plasmid wurde als pfmOTCCKI1 bezeichnet.

Stabile Expression von pfmOTCCK1 in HEK293-Zellen

Die Zelllinie HEK293 stammt aus menschlichem embryonalen Nierengewebe (human

embryonic kidney) und wird in vielen Laboratorien verwendet, da sie einfach transfizierbar
ist, einen raschen Zellzyklus (ca. 24 Stunden) besitzt und leicht zu kultivieren ist. Dr. G.
Gimpl erzeugte bereits eine transfizierte Zelllinie (HEKOTRHis), die den menschlichen
OTR mit N-terminalem flag-Epitop, gefolgt von einem c-myc-Epitop und C-terminalem
Dekahistidin-tag exprimiert (Gimpl et al., 1997).

Zur Herstellung einer die Chimére stabil exprimierenden Zelllinie wurden HEK293-Zellen
mittels der Calciumphosphat-Methode mit dem Vektor pfmOTCCKI1 transfiziert. Zwei
Tage nach der Transfektion wurde mit der Selektion transfizierter Zellen durch Zugabe von
1000 pg/ml G418 ins Medium begonnen. Nach etwa zwei Wochen wurden die Zellen
vereinzelt und unter stindigem G418-Selektionsdruck herangezogen. Der Einzelklon

wurde als HEKOTCCK1 bezeichnet
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Sattigungsexperiment mit [P(HJOT an HEKOTCCK1-Membranen

Durch Radioligandenbindungstest mit [’H]-OT wurde die Expression der Chimire
untersucht (Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Kp = 5,0 + 1,1 nM (Abbildung 15)).
Fiir den ebenfalls Epitop-markierten Klon HEKOTRHis, der zusitzlich am C-Terminus
noch ein Histidin-Tag tragt, betragt dieser Wert 3,3 nM (Burger, 2000). Damit scheint der
Austausch der C-terminalen Transmembranbereiche nur einen geringen Einfluss auf die
OT-Bindungsfdhigkeit zu haben. Die Scatchard-Analyse der Bindungsdaten ergibt eine

Rezeptordichte von By, = 1,2 £ 0,1 pmol Rezeptor/mg Membranprotein.

0 1 2
B [pmol/mg]

[3H]-OT spezifisch gebunden [pmol/mg]

0 20 40 60
[BH]-OT ungebunden [nM]

Abbildung 15: Sittigungsexperiment mit [*H]-OT an HEKOTCCK1-Zellmembranen

Die Konzentration von [*’H]-OT betrug 0,15 bis 30 nM, die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart eines
500-fachen Uberschusses an nichtradioaktivem OT bestimmt. Die eingefiigte Grafik zeigt die Scatchard-
Auftragung. Die ermittelte Dissoziationskonstante betrdgt 5,0 £ 1,0 nM, die Rezeptordichte 1,2 +
0,1 pmol/mg Membranprotein (r* = 0,9486).

Durch den Austausch der Transmembranregionen 6 und 7 inklusive der dritten
extrazelluliren Schleife kommt es zu keiner nennenswerten Beeinflussung der
Ligandenbindung. Das Séttigungsexperiment bestitigt somit Befunde, dass die Bindung
des Hormons OT im N-terminalen Bereich seines Rezeptors erfolgt (Hawtin et al., 2001;
Postina et al., 1996; Wesley et al., 2002). Dadurch besteht die Moglichkeit, mit dieser

Chimére die Cholesterinabhiangigkeit der OT-Bindung zu untersuchen.
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Oxidasetests
Durch Cholesterinoxidase wird das endogene Cholesterin der Plasmamembranen in sein
Oxidationsprodukt 4-Cholesten-3-on T{berfiihrt. Dies fiithrt zur Dissoziation des

Radioliganden von seinem Rezeptor (s. auch Kap. 4.1.1).
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Abbildung 16: Einfluss der Cholesterinoxidase auf die OT-Bindung der OTR-CCKgR-Chimiire
HEKOTCCK 1-Membransuspensionen wurden fiir 30 Minuten bei 30 °C mit 10 nM (final) [’H]-OT
inkubiert, so dass sich das Bindungsgleichgewicht eingestellt hatte. Der Einfluss der Cholesterinoxidase
wurde durch Messung der Bindung zu den angegebenen Zeiten bestimmt (M). Als Kontrolle dienten
Membranen, die ohne Zusatz von Oxidase inkubiert wurden (®). Die Werte sind Mittelwerte =+
Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten mit Dreifachbestimmung.

Im Vergleich zu Kontrollmembranen, bei denen nach 45 Minuten die Ligandenbindung nur
auf 84 % zuriickgeht, zeigt die Oxidation des Cholesterins doch eine erhebliche stirkere
Wirkung auf die Ligandenbindung der Chimire. In den Membranen, die fiir 45 Minuten
mit Cholesterinoxidase behandelt wurden, reduzierte sich die Ligandenbindung bis auf
60 %. Ein Vergleich mit den fiir die Vasopressinrezeptoren und den OTR ermittelten
Werte aus Abbildung 13 zeigt eine deutliche Ubereinstimmung. Wird die
Ligandenbindung in den Kontrollmembranen zum Zeitpunkt nach 30 Minuten auf 100 %
gesetzt, so errechnet sich fiir die Chimére eine verminderte OT-Bindung von 72 %. Damit
liegen die Ergebnisse flir die Chimére exakt im Bereich der Werte, die fiir OTR, V1aR und

V2R erhalten wurden (s. S. 67). Es ldsst sich dadurch schon vermuten, dass die
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Cholesterinabhdngigkeit des OTRs durch den Austausch der TMs 6 und 7 nicht verdndert

wurde.

Einfluss von verschiedenen Steroiden auf die Ligandenbindung der OTR-CCKgR-

Chimare

In Cholesterinsubstitutionsexperimenten unterstiitzten verschiedene Steroide die
hochaffine Ligandenbindung des OTR in unterschiedlichem Umfang (Burger, 2000; Gimpl
et al,, 1997). Aus diesen Experimenten konnte auf notwendige Strukturmerkmale des
Cholesterins geschlossen werden (s. Abbildung 6, S. 23). Im Rahmen meiner Arbeit flihrte
ich vergleichbare Experimente durch, um die Cholesterinabhédngigkeit der OTR-CCKgR-
Chimédre zu {iberpriifen. Membransuspensionen aus HEKOTCCK1-Zellen wurde mit
MBCD das endogene Cholesterin bis auf 15 % entzogen. AnschlieBend wurden sie mit
verschiedenen Steroiden mittels Steroid/MBCD-Komplexen wiederangereichert (S. 51). In
Radioligandenbindungstests (S. 53) wurden die Steroide auf ihre Fahigkeit liberpriift, die
hochaffine Ligandenbindung der Chimére aufrecht zu erhalten. Ausgewahlt wurden dabei
fiinf Steroide, die unterschiedliche Wirkungen auf die Ligandenbindung des OTR besitzen
und sich sehr gut in die Membran einlagern lassen (Gimpl et al., 1997). Die maximale
Wirkung der Wiederherstellung der Ligandenbindung wurde dabei von Cholesterin erzielt,
dessen Wert bei den Experimenten auf 100 % gesetzt wurde. Die vier anderen Steroide
waren 4-Cholesten-3-on, Dihydrocholesterol, Coprostanol und 6-Ketocholestanol.
Beeinflussten diese Steroide in dhnlicher Weise die Bindungsaffinitdt der Chimére, wire
dies ein Hinweis auf die gleiche Cholesterinwirkung bei der Chimére.

Die verwendeten Steroide zeigen auch bei der Chimére unterschiedliche Fiahigkeiten zur
Wiederherstellung der Bindungsaffinitit. Dabei nimmt die Ligandenbindung der Chimaére
in der gleichen Reihenfolge wie beim OTR ab, nidmlich von Dihydrocholesterin iiber
Coprostanol und 6-Ketocholestanol bis hin zum Oxidationsprodukt des Cholesterins, 4-
Cholesten-3-on. Ein Vergleich dieser Werte mit den Ergebnissen, die fiir den OTR
ermittelt wurden, zeigt eine gute Korrelation zwischen der Chimdre und dem OTR

(Abbildung 17).
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Tabelle 1: Wiederherstellung der Bindungsaffinitit der OTR-CCKgR-Chimére durch verschiedene
Steroide

HEKOTCCK1-Membranen wurden mit MBCD behandelt, um das endogene Cholesterin zu entfernen (bis
auf ca. 15 %). Danach erfolgte die Wiederanreicherung mit Steroid/MBCD-Komplexen und die Bestimmung
der Ligandenbindung. Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichungen zweier unabhingiger
Experiment mit Dreifachbestimmung. Die Bindung der mit Cholesterin wieder angereicherten Membranen
wurde auf 100 % gesetzt.

['H]-OT-Bindung (% der
Steroid
maximalen Bindung)

Cholesterin 100,0 £ 4,1
Dihydrocholesterin 68,3+ 10,0

Coprostanol 472+ 13,6
6-Ketocholestanol 16,4 +2.8
4-Cholesten-3-on 7.8+1,3

Der Vergleich in Abbildung 17 zeigt, dass die Chimaére in ihrer spezifischen Abhidngigkeit
von Cholesterin von den Strukturmerkmalen der Steroide abhingig ist wie der OTR. Zwar
zeigen die Werte fiir das Steroid Dihydrocholesterin eine kleine Diskrepanz beziiglich der
Ligandenbindung, die Werte fiir die anderen Steroiden stimmten jedoch gut iiberein. Das
Ergebnis bekréftigt so den Befund der Gemeinsamkeit der beiden Rezeptoren in ihrer

spezifischen Interaktion mit Cholesterin.
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Abbildung 17: Vergleich der Wiederherstellung der Ligandenbindung beim OTR und der OTR-
CCKgR-Chimire.

Vergleich der Féhigkeiten von fiinf Steroiden, die hochaffine Ligandenbindung des OTRs und der
generierten OTR-CCKgR-Chimére wiederherzustellen (Erlduterungen siehe Text). Die Werte der Chimére
sind Tabelle 1 entnommen, die Werte fiir den OTR stammen aus (Gimpl et al., 1997).

Vergleich der Internalisierung der Chimare mit dem OTR

Nach Bindung ihrer Liganden kommt es bei den GPCRs zu einer Abschaltung des Signals.
Die Rezeptoren werden dabei von Rezeptorkinasen phosphoryliert. Die anschlieBende
Bindung von Arrestinen verhindert eine weitere Interaktion der Rezeptoren mit G-
Proteinen und beendet das Signal. Durch Wechselwirkung der Arrestine mit Clathrin
internalisieren die Rezeptoren. Sie werden anschlieBend abgebaut oder kehren zur
Plasmamembran zuriick.

Um die erzeugte Chimédre weiter zu charakterisieren und eventuell bestehende
Unterschiede herauszufinden, die der Austausch der beiden C-terminalen

Transmembrandominen mit sich bringen, wurde die Internalisierung des Rezeptors
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untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen HEKOTCCK1 und HEKOTRHis fiir
verschieden lange Zeiten mit ["H]OT inkubiert und die Radioaktivitit des mit dem
Rezeptor internalisierten [’H]JOT nach Entfernung des iiberschiissigen und
oberflichengebundenen [PH]OT bestimmt. Diese Werte wurden durch die

Gesamtradioaktivitit von oberflichengebundenem und internalisiertem ["H]OT geteilt.

100
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Abbildung 18: Vergleich der Internalisierung zwischen der Chimire und dem OTR

Mit Zellen, die den OTR bzw. die Chimire exprimierten, wurden Internalisierungsexperimente mit [*H]OT
durchgefiihrt (S. 55). Dabei zeigten die Rezeptoren eine unterschiedliche Kinetik. Die Werte sind Mittelwerte
+ Standardabweichung von zwei unabhingigen Experimenten mit Dreifachbestimmung. Die Daten wurden
hyperbolischen Kurven angepasst (r* = 0,9906 (OTR) bzw. r* = 0,9528 (Chimire)), und die Halbwertszeiten
und Grenzwerte wurden flir t — oc ermittelt (siche Text).

Abbildung 18 zeigt die Internalisierungskinetiken der OTR-CCKgR-Chimire I und des
OTRHis-Rezeptors. OTR und Chiméare weisen unterschiedliche Internalisierungskinetiken
auf und werden in einer unterschiedlichen Menge internalisiert. Die Halbwertszeit der
Internalisierung betrdgt beim OTR unter 2 Minuten, der Anteil des internalisierten
Rezeptors betrdgt nach 60 Minuten 80 + 2 %. Die Internalisierung der Chimaére ist dagegen

langsamer, die Halbwertszeit betrdgt ca. 2,5 Minuten. Auch der Anteil des internalisierten
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Rezeptors ist geringer. Die Internalisierung der Chimire betrdgt nach 60 Minuten

58 £ 3 %.

Diese Versuche zeigen, dass die Einfiihrung der beiden Transmembrandoménen des
CCKgR im OTR kaum Einfluss auf die Ligandenbindung hatte. Auch beziiglich der
Sensitivitdt der Chimére gegeniiber Cholesterin waren keine Unterschieden zum OTR zu
beobachten. Die unterschiedliche Internalisierung jedoch zeigt, dass die OTR-CCKgR-

Chimare I sich vom wt-OTR in ihrer Signalweiterleitung und -abschaltung unterschied.

4.2.2. OTR-CCKgR-Chimare Il

Durch die Untersuchung der ersten Chimdre aus OTR und CCKgR konnten die
Transmembranhelices 6 und 7 des OTR als mogliche Bereiche der Interaktion mit
Cholesterin ausgeschlossen werden. Um zu {iberpriifen, ob die flinfte Transmembranhelix
mit Cholesterin interagiert, wurde eine weitere Chimire erzeugt, die bis zu TM 5 aus der
Aminosduresequenz des OTR besteht und ab dort aus der Aminoséduresequenz des CCKgR.
Als Schnittstelle zwischen OTR und CCKgR wurde nun der Ubergang der zweiten
extrazelluliren Schleife zur Transmembranhelix 5 gewihlt. Die Sequenz des OTR reicht
dabei bis einschlieSlich Aminosdure W203 (Abbildung 19), da die zweite extrazellulére
Schleife moglicherweise an der Ligandenbindung beteiligt ist (s. Kap. 4.2.1). Die Arbeiten
zur Klonierung und Expression der zweiten Chimdre wurden zum Teil von Herrn Julian

Reitz im Rahmen seiner Diplomarbeit durchgefiihrt.

Klonierung der OTR-CCKgR-Chimare |
Durch PCR mit den Primern Chim2 Stu blunt und pcDNA3 Pst rev wurde ein 2785 bp

groles Fragment des CCKgR amplifiziert, das fiir die Transmembranhelices 5 bis 7
kodiert. Mit den Restriktiosnukleasen Psfl und Stul wurde dieses Amplifikat in das
Plasmid pfmOTRHis ligiert (Reitz, 2001). Das erhaltene Plasmid wurde als pfmOTCCK2
bezeichnet.

Die korrekte Sequenz des Amplifikats und die Integritét der Schnittstellen wurde durch

analytische Restriktionen und Sequenzierung bestatigt.



4. Ergebnisse 79

Abbildung 19: Aminosiuresequenz fiir OTR-CCKgR-Chimiire II
Schematische Darstellung des OTR (links) und des CCKgR (rechts). Es sind nur diejenigen Aminoséduren des
jeweiligen Rezeptors gezeigt, die in der erzeugten Chimaire enthalten sind.

Untersuchungen zur Expression der OTR-CCKgR-Chimare Il

Die Expression der neuen Chimire wurde durch Radioligandenbindungstests untersucht.
Leider konnte hier keine spezifische OT-Bindung festgestellt werden. Darauthin sollte der
Nachweis durch Western-Blots erfolgen. Doch auch hier konnte keine Expression der
Chimére nachgewiesen werden (Beobachtungen von Herrn Julian Reitz, Ergebnisse nicht
gezeigt). Kontrolltransfektionen mit dem Plasmid pfmOTRHis zeigten bei Bindungstests
und Western-Blots positive Ergebnisse. Trotz mehrfacher Transfektionsversuche konnte
eine Expression der Chimire in HEK-Zellen nicht nachgewiesen werden. Da das Konstrukt
vorher tiberpriift wurde und die Kontrolltransfektionen positiv waren, musste die fehlende

Expression andere Ursachen haben (s. S. 109).
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4.2.3. Punktmutante W203L

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Professor J. Ciarkowski (Universitét
Danzig, Polen) wurde durch computergestiitztes ,,Modeling* ein theoretischer Ansatz zur
Identifizierung von moglichen Cholesterinbindungstellen im OTR verwendet. In einer
Arbeit von Frau Politowska wurde eine mdgliche Cholesterinbindungsstelle zwischen den
Transmembranhelices 5 und 6 am Ubergang zwischen Membran und extrazelluliren
Doménen (Abbildung 20) vorgeschlagen. In der Umgebung des Cholesterins dieser
moglichen Bindungsstelle finden sich fiinf Aminosduren: P197, Y200 und W203 in der
Transmembranhelix 5 und M296 und W297 in Transmembranhelix 6. Das inaktive
Cholesterinderivat 4-Cholesten-3-on konnte in diesem Modell nicht eingepasst werden,

was auf eine Spezifitdt dieser moglichen Cholesterinbindungsstelle hinweist.

Abbildung 20: Computergestiitztes Modeling einer Cholesterinbindungsstelle im humanen OTR.
Die Aminosdurereste P197, Y200 und W203 sind in der Transmembranhelix 5 (TMS5), die Aminosaurereste
M296 und W297 in der Transmembranhelix 6 (TM6) lokalisiert. Abbildung aus (Gimpl et al., 2000).

Das Ergebnis des Computer-Modeling sollte nun durch ortsspezifische Mutagenese einer
der vorgeschlagenen Aminoséduren tiberpriift werden. Nach den Ergebnissen, die mit der
ersten Chimére zwischen OTR und CCKgR erzielt wurden, konnte eine Beteiligung der

beiden Aminosduren der sechsten Transmembranhelix (M296 und W297) an der Bindung
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von Cholesterin ausgeschlossen werden. Als geeigneteste Stelle einer Mutation wurde
W203 betrachtet, da diese Aminosdure am tiefsten in der Membran liegt. Zudem sind aus
der Literatur einige Beispiele bekannt, in denen eine Interaktion von Cholesterin mit
Tryptophan vermutet wird (Alouf, 2000; Palmer et al., 1998; Peterson et al., 1995;
Shimada et al., 1999).

Nach Sequenzvergleich der Rezeptoren (Anhang, S. 121) wurde das Tryptophan gegen ein
Leucin ausgetauscht, da diese Aminosdure an der entsprechenden Stelle im CCKgR
vorkommt. Um die Expression des mutierten Rezeptors besser verfolgen zu kénnen, wurde
dem humane OTR noch das griin-fluoreszierende Protein (GFP) angehidngt. Durch
vorherige Arbeiten konnte Dr. G. Gimpl zeigen, dass die Verkniipfung des OTR mit dem
GFP keine Anderungen seiner pharmakologischen Eigenschaften und seiner

Wechselwirkung mit Cholesterin bewirkt (Gimpl and Fahrenholz, 2000).

Klonierung
Die Sequenz des OTR-GFP-Konstrukts wurde durch die Restriktionsnukleasen Hindlll

und Notl aus dem Vektor pfmOTGFP (im Expressionsvektor pEGFP-N3 von Clontech,
von Dr. G. Gimpl) in den Expressionsvektor pcDNA3 eingefiigt (Klonierungsschema
6.1.3). Das entstandene Plasmid wurde als pfmOTREGFP bezeichnet, und die Integritét
der Schnittstellen wurde {iberpriift. Die Mutation wurde mit dem Primer hOT W203L rev
durch PCR-Mutagenese erzeugt (S. 46). Die amplifizierte Sequenz und die verwendeten
Schnittstellen wurden durch analytische Restriktionsanalyse und Sequenzierung tiberpriift.

Das Konstrukt wurde als pfmOTREGFP_W203L bezeichnet.

Stabile Expression von pfmOTREGFP_W203L in HEK-Zellen
Die Transfektion des Konstrukts pfmOTREGFP W203L erfolgte durch die

Calciumphosphatmethode. Durch Selektion mit dem Antibiotikum G418 (1 mg/ml) wurde
ein stabil exprimierender Mischklon erzeugt. Durch Ligandenbindungstest an transfizierten
Zellen und mit Membransuspensionen konnte nur eine geringe spezifische Bindung des
Hormons OT gemessen werden. Aus diesem Grund wurden die Zellen im

Fluoreszensmikroskop untersucht (Abbildung 21).



4. Ergebnisse 82

Abbildung 21: Konfokalaufnahmen der Punktmutante W203L in HEK-Zellen

Der stabil exprimierende Mischklon wurde auf Deckglidschen kultiviert, fixiert und in Mowiol eingebettet.
Die Abbildung zeigt verschiedene Zellen, in denen die Fluoreszenz des Rezeptor-GFP-Konstrukts
ausschlieflich im Zellinneren zu beobachten ist. Das Konstrukt gelangt nicht zur Plasmamembran, sondern
wird in meist vesikuldren Strukturen innerhalb der Zelle zuriickgehalten.

Die Fluoreszensaufnahmen zeigen, dass das Konstrukt exprimiert wird. Allerdings gelangt
das Protein nicht an seinen Bestimmungsort, die Plasmamembran. Es kommt zu einer
Riickhaltung des Rezeptors in intrazelluldren, meist vesikuldren Strukturen. Es ist zu
vermuten, dass das Protein im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat
verbleibt, auch ein Abbau der Punktmutante kann nicht ausgeschlossen werden (vergl.

Kap. 5.2).

4.2.4. Versuch der Lokalisierung der Cholesterinbindungsstelle durch

,molekulares Modeling“

Computergestiitztes ,,Modeling* bietet eine theoretische Methode zur Untersuchung der
Wechselwirkung von Molekiilen. Durch das Modeling sollten die biochemischen
Ergebnisse zur unterschiedlichen Wirkung des Cholesterins auf die beiden Rezeptoren
OTR und CCKgR unterstiitzt werden. Nach ersten Ergebnisse bei der Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Professor Ciarkowski wurde bereits eine mogliche
Cholesterinbindungsstelle im OTR vorgeschlagen (S. 80). Fiir weitergehende Analysen

wurden von Frau Politoska und Dr. Kazmierkiewicz drei Rezeptormodelle entwickelt:
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e Modell des OTR, das bereits zur Detektion einer mdglichen Interaktionsstelle mit
Cholesterin verwendet worden war

e Modell des CCKgR

¢ Eine Mutante, bei der die in Abbildung 20 vorgeschlagenen Aminosduren mit Kontakt zu
Cholesterin durch die entsprechenden Aminoséurereste des CCKgR ersetzt wurden

Ausgehend vom bereits etablierten Modell des d-Opiatrezeptors (Pogozheva et al., 1998)

wurde ein Sequenzvergleich mit den oben genannten Modellen durchgefiihrt. Alle nicht-

identischen Aminosiduren wurden dann durch die entsprechenden Aminosduren des OTR

bzw. CCKgR ersetzt und die Modelle durch Energieminimierung verfeinert. Die

Ergebnisse dieser Arbeiten wurden in Acta Biochimica Polonica verdffentlicht (Politowska

etal., 2001).

Eingesetzte Steroide beim ,Computer-Modeling*

Um die Spezifitit einer moglichen Bindungsstelle zu verifizieren, wurden acht
verschiedene Steroide eingesetzt, die die hochaffine OT-Bindung des OTRs in
unterschiedlicher Weise unterstiitzen. Jedes dieser Steroide wurde unabhdngig als

Bindungspartner fiir die Rezeptoren untersucht (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Eingesetzte Steroide beim ,,Computer-Modeling*

Fiir die Studie wurden sechs verschiedene Steroide ausgewéhlt und durch Konformationsanalyse in vacuo
(1991) berechnet. Die Seitenkette der Steroide erwies sich dabei in einer angewinkelten Konformation als
energieminimiert. Cholesterin und Epicholesterol wurden zusétzlich noch mit gerader Seitenkette eingesetzt
(s. Abbildung 22). Die unterschiedliche Féhigkeit der Steroide, die hochaffine Ligandenbindung des OTR zu
unterstiitzen, ist in Spalte 2 angegeben. Jeweils drei Steroide erwiesen sich als gute, bzw. als schlechte

Cholesterinsubstituenten.

*Werte entnommen aus (Gimpl et al., 1997).

['H]-OT-Bindung

Steroid Merkmale der Steroide
(% der Kontrolle)*
Cholesterin 100,0 2.8 Jeweils zwei Konformationen (mit
gerader und angewinkelter Seitenkette)
Epicholesterol 10,1+ 1.4 Epicholesterol besitzt eine a.-OH-
Gruppe an Position 3
Zusitzliche Methylgruppe an Position
Campesterol 97,0 £ 3,8
24
Zweite Doppelbindung zwischen 7 und
7-Dehydrocholesterol 91,5+ 3,1 q
25-Hydroxycholesterol 13,2+ 1,5 OH-Gruppe an Position 25
Oxidationsprodukt des Cholesterins
4-Cholesten-3-on 6,0+ 0,9 Ketogruppe an Position 3;

Doppelbindung zwischen 4 und 5
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Abbildung 22: Startkonformationen der eingesetzten Steroide

Cholesterin und Epicholesterin wurden in zwei unterschiedlichen Konformationen eingesetzt (mit
angewinkelter (1) und gerader (2) Seitenkette). Fiir die anderen Steroide wurde die aus den
Konformationsanalysen berechnete Konformation (s. Tabelle 2) verwendet. Wiahrend des ,,Andockens®
waren die Seitenketten konformell flexibel. Abbildung aus (Politowska et al., 2001).
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Um Wechselwirkungen der Steroide mit den Rezeptoren herauszufinden, wurde das
Computerprogramm AutoDock verwendet. Das Programm versucht, die Steroide an
verschiedenen Stellen der Rezeptoren anzulagern (,,anzudocken®). Nach Filtern
ungeeigneter Ergebnisse (s. S. 56) liefert das Programm fiir jeden Rezeptor und jedes
Steroid eine unterschiedliche Anzahl geeigneter Konfigurationen (Abbildung 23).

Abbildung 23: Verteilung der Steroide um die Rezeptoren: A OTR (S. 87); B CCKR (S. 88); C
Mutante (S. 89)

Ergebnisse des ,,Andockens der verschiedenen Steroide an die drei Rezeptoren. Erlduterungen zu den
Abbildungen im Text. Abbildung aus (Politowska et al., 2001).
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Oxytocinrezeptor

Jede Kombination aus Steroid und Rezeptor lieferte mehrere Steroidcluster an der
Oberfldche des OTR. Allerdings enthielt nur ein Cluster die Steroide in einer Position, die
fiir eine mogliche Bindung an den Rezeptor in Frage kam. An dieser Stelle zwischen TM5
und TM6 kommt es zu einer Anlagerung (,,Docking®) der Steroide im hydrophoben
Transmembranbereich des Rezeptors, wobei sich die Steroide mit ihrer hydrophilen OH-
Gruppe zur extrazelluldren Seite des Rezeptors und dem aliphatischen Teil in Richtung der
Membrandoppelschicht orientieren. Da sich hierbei die Steroide mit geringer Fahigkeit zur
Unterstiitzung der hochaffinen Ligandenbindung des OTR nicht andocken lieen, wurde
diese Stelle bereits als mogliche Cholesterinbindungsstelle vorgeschlagen (S. 80, (Gimpl et
al., 2000)). Besonders der Unterschied zwischen Cholesterin und Epicholesterol, die sich
nur in der Konfiguration ihrer 3-OH-Gruppe unterscheiden, legen eine spezifische Steroid-
Rezeptor-Interaktion nahe. 25-Hydroxycholesterol bildet eine Ausnahme, da sich trotz
geringer Wirkung auf den OTR eine Reihe von Molekiilen in der Bindungstasche
anlagerten. Die Molekiile lagerten sich dabei allerdings oft mit ihrer 25-OH-Gruppe zur
extrazelluldren Seite in diese Tasche ein oder zeigten substantielle Abweichungen von der

Lage senkrecht zur Membranebene.

Cholecystokininrezeptor

Wenn die gleichen Steroide an den CCKgR angedockt wurden, ergab sich ein vollig
anderes Bild. In der beim OTR ermittelte Bindungsregion konnten keine Steroide
angelagert werden. Obwohl es um den Rezeptor einige Cluster von Molekiilen gab, konnte
hier keine Spezifitit der einzelnen Steroide erkannt werden. In diesen Clustern verteilten
sich die angedockten Steroide willkiirlich. Der ausgedehnte Bereich an TM7 lie8 keine
einheitliche Orientierung der Molekiile erkennen. Dieser génzlich verschiedene Befund

untermauert die fehlende Spezifitit des CCKgR in seiner Interaktion mit Cholesterin.

Mutante

Die Mutante bestand aus dem OTR, in dem vier Aminoséduren durch die entsprechenden
Reste des CCKgR ausgetauscht worden waren (P197R, Y200W, W203L, M296T). In der
mutierten Bindungstasche lieBen sich keine Steroide mehr andocken. Nur ein Molekiil

Dehydrocholesterol und eine Reihe 25-Hydroxycholesterol-Molekiile konnten sich hier
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anlagern. Die Molekiile waren hier jedoch parallel zur Membranebene angeordnet und
ragten etwas aus der Transmembranregion heraus.

Durch den Austausch der Aminosduren wurde die fir den OTR vorgeschlagene
Bindungstasche fiir Cholesterin zwischen TMS und TM6 also eliminiert. Diese Befunde

verstiarken die Vermutung einer Cholesterinbindungsstelle in dieser Region.

4.2.5. Spezifische kovalente Markierung des OTR durch ein

modifiziertes Fluoreszeinderivat

Zur Bestimmung einer Cholesterinbindungsstelle im OTR wurde eine Methode
aufgegriffen, die es ermdglichen sollte, einen fluoreszierenden Farbstoff an einer genau
festgelegten Stelle im Rezeptor zu binden (Griffin et al., 1998). Dabei kann ein
modifiziertes Fluoreszeinderivat (4°,5’-bis(1,3,2-Dithioarsolan-2-yl)fluoreszein, bzw.
Flash-EDT);: Fluoreszein-Arsen-Helix-Binder, bis-EDT) an eine bestimmte Peptidsequenz

(CCXXCC) binden und das Protein spezifisch markieren (Abbildung 24).

Flash-EDT,

a-helikales CCXXCC-Motiv fluoreszierender Komplex

Abbildung 24: Bindung von Flash an die Erkennungssequenz einer a-Helix

Durch Bindung von Flash-EDT,; an das helikale CCXXCC-Motif entsteht ein fluoreszierender Komplex. Die
Bindung von Flash an das Protein kann durch millimolare Mengen EDT (Ethandithiol) unterdriickt werden.
Abbildung aus (Griffin et al., 1998).
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Durch die Modifikation von Fluoreszein-4,5-bis-Quecksilberacetat zu Fluoreszein-4’,5’-
bis-Dithioarsolan kann der nichtfluoreszierende Farbstoff die Plasmamembran lebender
Zellen durchdringen und sich an eine spezifische Bindungssequenz anlagern. Die
Komplexierung der Arsenatome des Farbstoffs durch die Thiolgruppen von vier Cysteinen
des Peptids flihrt zur Fluoreszenz. Dies bedeutet einen groBen Vorteil gegeniiber einer
Markierung mit anderen Proteinen (GFP, YFP), die bedeutend groBer sind. Durch die
Komplexitidt der Bindungssequenz des Proteins ist die Markierung nur an spezifischen
Stellen gewihrleistet.

Die in der Literatur verwendete Peptidsequenz, eine aus 17 Aminosduren bestehende o.-
Helix (WEAAAREACCRECCARA), wurde iiber eine Adapterligation auf DNA-Ebene in
die Sequenz des OTR eingefiigt. Durch die Modifikation des Fluoreszeinderivates und
dessen Bindung an das Protein emittiert es Fluoreszenz, die dann zu Energieiibertragungen
(FRET) mit anderen Farbstoffen benutzt werden kann. In Verbindung mit einem
fluoreszierenden Cholesterinderivat sollte es mit FRET-Messungen moglich sein,
Abstinde zwischen Cholesterin und Fluoreszeinfarbstoff zu messen, um dadurch mégliche

Cholesterinbindungsstellen im OTR zu lokalisieren.

Synthese
Die  Synthese  wurde  wie  beschriecben  durchgefiihrt  (S. 59)  und

diinnschichtchromatographisch verfolgt. Das entstandene Produkt hatte einen Rf-Wert
~ 0,39 und die entsprechende Fraktion wurde durch préparative TLC im System
Chloroform-Ethanol 95:5 (v/v) isoliert. Die Identifikation des Produkts erfolgte durch
Massenspektrometrie. Die Fluoreszenz des Farbstoffs wird zunédchst durch Komplexierung
des Arsens durch die beiden Dithiole verhindert, bis diese durch die Thiolgruppen der
Cysteine des Peptids verdringt werden. Das Bindungsgleichgewicht Flash-Peptid bzw.
Flash-Protein liegt dabei im Bereich weniger Mikromole. Die Fluoreszenz kann durch

Zugabe von millimolaren Mengen Dithioethanols wieder unterdriickt werden.

Klonierung des Vektors pfmOTFlash

Das Flash-Epitop wurde tiber eine Adapterligation eingefiigt (S. 45). Der Adapter enthielt
an beiden Enden eine FEcoRI-Schnittstelle. Das mit EcoRI geschnittene Plasmid
pfmOTRHis Eco wurde mit den Adapteroligonukleotiden Flash Eco 1 und Flash Eco 2

ligiert. Durch Restriktionsverdau mit HindIII wurde die richtige Orientierung des Inserts
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tiberpriift. Die korrekte Sequenz des Adapters und die Integritit der Klonierungsstellen

wurde durch DNA-Sequenzierung iiberpriift.

Stabile Expression von pfmOTFlash in HEK293-Zellen
Durch Calciumphosphat-vermittelte Transfektion von HEK293-Zellen mit dem

pfmOTFlash-Vektor und anschliessende Selektion mit 1000 pg/ml G418 wurde eine
stabile Zellinie generiert (HEKOTFlash). In Radioligandenbindungstests konnte eine
Expression des Konstrukts mit einer Rezeptordichte von Byax = 0,5 pmol/mg Membran-
protein (in verschiedenen Experimenten wurde ein Kp = 1-5 nM ermittelt) festgestellt
werden. Die Einfiigung der 14 Aminosduren im Bereich der dritten intrazelluldren Schleife

iibte somit keinen negativen Einfluss auf die Ligandenbindung des Rezeptors aus.

Untersuchungen zur Bindung von Flash an HEKOTFlash-Zellen
HEKOTFlash-Zellen wurden auf Deckgldschen bis zu ca. 50 % Konfluenz kultiviert. Kurz

vor der Mikroskopie wurden die Deckgldschen in temperierbare Kammern eingesetzt und

bei 37 °C in Mikroskopiepuffer beobachtet.

Abbildung 25: Mikroskopie von HEKOTFlash-Zellen nach Inkubation mit Flash-EDT,
HEKOTFlash-Zellen (A) und als Kontrolle HEKOTRHis-Zellen (B) wurden mit 10 uM Flash-EDT,
inkubiert. Auch nach tiber 30 Minuten konnte keine spezifische Fluoreszenz bei den HEKOTFlash-Zellen
beobachtet werden. Die auftretende Markierung kann durch Reste des Fluoreszein-Ausgangsfarbstoffs erklart
werden. Es bestand zu keiner Zeit wihrend der Beobachtung ein Unterschied zu den Kontrollzellen. Groe
der Balken 5 pm
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Wie in Abbildung 25 zu sehen ist, zeigten die transfizierten HEKOTFlash-Zellen keinen
Unterschied zu den Kontrollzellen (HEKOTRHis). In den Zellen ist keine spezifische
Fluoreszenz der Plasmamembran zu sehen, die auftretende Fluoreszenz ist auf Reste des
Ausgangsfarbstoffes zurlickzufiihren. Die Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen
an Flash-EDT,; inkubiert, beginnend bei 1 uM. Die Konzentration wurde bis auf 100 uM
erhoht, ohne eine spezifische Markierung der Zellen zu beobachten. Auch durch Zugabe
eines Uberschusses an Ethandithiol (1 mM), welches die spezifische Fluoreszenz von Flash
verhindern soll, war keine Verdnderung der Zellen zu beobachten. Ein Unterschied zu
Kontrollzellen wurde bei keiner Konzentration und zu keiner Zeit wihrend der
Beobachtung festgestellt.

Nach Zugabe von Flash-EDT, zu Membransuspensionen aus HEKOTFlash-Zellen wurde
selbst nach iiber einer Stunde kein Anstieg der Fluoreszenz beobachtet (Ergebnisse nicht
gezeigt). Somit konnte weder an lebenden Zellen noch an Membranen eine spezifische
Flash-Markierung erreicht werden.

Dieses in der Literatur beschriebene System einer spezifischen Markierung einer
Proteinsequenz durch einen derivatisierten Fluoreszeinfarbstoff konnte weder in eigenen
Experimenten erreicht werden, noch liegen aus der Literatur weitere Beispiele einer
positiven Markierung von Proteinen mit diesem System vor. Zusammengenommen legen
diese Befunde den Schluss nahe, dass eine spezifische Markierung von Proteinen mit

diesem System wenig erfolgversprechend ist.

4.3. Mikroskopische Untersuchungen zur Aufnahme und
Transport von Cholesterin in der Zelle

Das meiste Wissen iiber den intrazelluliren Transport des Cholesterins stammt aus
biochemischen Studien mit radiomarkiertem Cholesterin oder dessen Vorldufer. Die
Verteilung des Cholesterins in der Zelle wird meist durch die Verwendung des
Cholesterin-bindenden Fluorochroms Filipin untersucht. Filipin ist jedoch cytotoxisch und
kann nur an fixierten Prdparaten eingesetzt werden. Eine Untersuchung der Bewegung an
lebenden Zellen ist somit nicht mdglich. Unklar ist auch, ob die Markierung durch Filipin
die tatsdchliche Verteilung des Cholesterins widerspiegelt, da es durch die Fixierung
besonders zu intrazelluldren Artefakten kommen kann (Pelletier and Vitale, 1994; Steer et

al., 1984).
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Durch die Synthese eines fluoreszierenden Cholesterinderivats ergibt sich die Moglichkeit,
die Transportwege und die Verteilung des Cholesterins in lebenden Zellen zu verfolgen.
Um eine Verwendung als Cholesterinanalogon zu erreichen, muss die Substanz sich
sowohl wie natiirliches Cholesterin verhalten, als auch in ihren spektroskopischen
Eigenschaften fiir die Anwendung in lebenden Systemen geeignet sein. In der Literatur
gibt es nur wenige Beispiele, die diesen Anforderungen anndhernd entsprechen. Dazu
gehoren Dehydroergosterol, ein natiirliches fluoreszierendes Cholesterinderivat, jedoch mit
unvorteilhaften spektroskopischen Eigenschaften durch Anregung im UV-Bereich und
geringer Quantenausbeute (Fischer et al., 1984; Fischer et al., 1985; Rogers et al., 1979;
Schroeder et al., 1995). Durch chemische Derivatisierung des Cholesterins wurde eine
Reihe weitere Analoga synthetisiert (Craig et al., 1981; Grechishnikova et al., 1999; Kao et
al., 1978; Kao et al., 1986). Angriffspunke fiir alle diese Synthesen waren jedoch entweder
die aliphatische Seitenkette oder die 3-OH-Gruppe, die beide fiir die strukturellen
Eigenschaften des Cholesterins und sein natiirliches Verhalten wichtig sind (S. 15).

Schon im Rahmen meiner Diplomarbeit synthetisierte ich ein fluoreszierendes
Cholesterinderivat, das mit seinen spektroskopischen Eigenschaften fiir eine Verfolgung in
lebenden Zellen geeignet schien. Ich konnte zudem zeigen, dass es einen positiven Einfluss
auf die Ligandenbindung des OTR besitzt (Wiegand, 1998). Dies machte es zu einem
guten Kandidaten fiir eine Verwendung als Cholesterinanalogon in der

Fluoreszenzmikroskopie.

4.3.1. Synthese und Eigenschaften eines fluoreszierenden

Cholesterinderivats

Zur Synthese eines fluoreszierenden Cholesterinderivats wurde das dem Cholesterin sehr
dhnliche Cholestanol verwendet. Dieses Steroid besitzt keine Doppelbindung zwischen C5
und C6. Fiir die Derivatisierung wurde ein Cholestanol mit einer Ketofunktion an Position
6 eingesetzt. In dieser Position wurde es mit einem fluoreszierenden Dansylhydrazin
verknlipft. Durch die Einfilhrung einer photoreaktiven Azogruppe in das
Cholestanolmolekiil konnte in mehreren Untersuchungen gezeigt werden, dass diese
Position fiir die Untersuchung von Cholesterin-Protein-Interaktionen geeignet ist (Burger,
2000; Thiele et al., 2000). Die Dansylgruppe wurde verwendet, da sie eine der kleinsten
fluoreszierenden Gruppen darstellt, deren Fluoreszenzeigenschaften fiir Untersuchungen an

lebenden Systemen geeignet sind (s.unten). Die Verwendung als Hydrazin ermoglicht eine
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einfache Verknlipfung mit der Ketogruppe des Cholestanols. Das resultierende
Cholestanol-6-Dansylhydrazon wurde als Fluochol bezeichnet, seine Struktur ist in
Abbildung 10 (S. 58) zu sehen.

Das Fluoreszenzspektrum von Fluochol (Abbildung 26) zeigt einen breiten Anregungspeak
von 290 bis 420. In den meisten Experimenten erfolgte die Anregung auf der langwelligen
Seite des Peaks bei 390 nm, um eine Schiadigung der Zellen durch energiereiche UV-
Strahlung zu vermeiden. Ausserdem konnte dadurch das Ausbleichen des Farbstoffs
reduziert ~werden, was eine lidngere Beobachtungszeit ermoglichte. Die
Fluoreszenzemission von Fluochol ist stark abhingig von der Polaritit der Umgebung
(Abbildung 26 B). Mit steigender Dielektrizitidtskonstante des Losungsmittels nimmt die

Emission des Fluochols ab und die Emissionsspektren zeigen eine Rotverschiebung.
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Abbildung 26: Anregungs- und Emissionsspektrum von Fluochol (A) und Emissionsspektren in
verschiedenen Losungsmitteln (B)

A Fluoreszenzanregung und —emission von Fluochol in Chloroform.

B Die Anregung des Fluochol erfolgte bei 360 nm, alle Messungen wurden bei 20 °C durchgefiihrt.
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4.3.2. Vergleich der Veresterungskinetiken von Fluochol und [*H]-

Cholesterin

In Sadugern wird freies Cholesterin durch das Enzym Acyl-CoA:Cholesterin-
Acyltransferase (ACAT) verestert. Da freies Cholesterin fiir die Zellen toxisch ist, wird es
mit langkettigen Fettsduren verkniipft und in intrazelluldren Lipidtropfchen gespeichert.
Bislang wurden zwei ACAT-Gene (ACATI1 und ACAT?2) identifiziert (Anderson et al.,
1998; Cases et al., 1998; Chang et al., 1993; Oelkers et al., 1998). Beide Enzyme sind
wahrscheinlich an der Speicherung der Cholesterinester in Lipidtropfchen, Aufnahme des
Cholesterins aus der Nahrung und der Bildung von Lipoproteinen beteiligt
(Ubersichtsartikel (Buhman et al., 2000; Chang et al., 1997; Chang et al., 2000; Joyce et
al., 1999; Sturley, 1997).

Um die Verwendung von Fluochol als geeignetes Cholesterinanalogon zu priifen, wurde
dessen Veresterung durch ACAT in vivo untersucht. Als Vergleich diente dabei radioaktiv
markiertes Cholesterin. Die Zellen wurden bei diesen Experimenten mit Steroid/MBCD-
Komplexen inkubiert, und die Kinetik der Veresterung wurde iiber 24 h gemessen
(Abbildung 27). Die Kinetik der Veresterung gleicht {iber den angegebenen Zeitraum
derjenigen des radioaktiven Cholesterins. Nach 24 h liegen beide Cholesterinanaloga zu
etwa 45 % verestert in der Zelle vor. Bei ldngerer Inkubation der Zellen bis zu 48 h erhoht
sich der Anteil veresterten Fluochols (Ergebnisse nicht gezeigt). Bei gleichzeitiger Zugabe
des ACAT-Inhibitors 58-035 (400 ng/ml) kommt es zu keiner Veresterung der

zugegebenen Steroide.
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Abbildung 27: Veresterung von Fluochol und [*H|Cholesterin durch ACAT in CHO-Zellen
CHO-Zellen wurden 1 h mit Fluochol (7,5 pM) und [*H]Cholesterin (24 pM) inkubiert, gewaschen und in
Kulturmedium weiterinkubiert. Nach den angegebenen Zeiten wurden die Zellen geerntet und die Lipide
extrahiert. Die Auftrennung der Lipide und die Quantifizierung sind im Methodenteil beschrieben (S. 60).
A Die Veresterung von [*H]Cholesterin und Fluochol wurde iiber einen Zeitraum von 24 h verglichen. Der
Anteil des veresterten Cholesterins ist in Prozent des Gesamtcholesterins (frei und verestert) angegeben.
B Fluoreszenzaufnahme einer TLC nach 8, 16 und 24 h Inkubation mit und ohne ACAT-Inhibitor 58-035.
Die oberen und wunteren Banden entsprechen jeweils verestertem und freiem Fluochol.
C Veresterung von [*H]Cholesterin im gleichen Experiment wie B.

Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass Fluochol ein Substrat fiir ACAT ist und
mit der gleichen Geschwindigkeit verestert wird wie Cholesterin. Durch den Einsatz eines

spezifischen Inhibitors (Ross et al., 1984) lasst sich die Veresterung verhindern.
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4.3.3. Vergleich des Efflux von Fluochol und [*H]Cholesterin

Zelluldres Cholesterin existiert in mehreren variablen zelluldren Pools sowohl in der
Plasmamembran als auch in intrazelluliren Membranen (Schroeder et al., 1996). Der erste
Schritt im reversen Cholesterintransport ist der Efflux von freiem Cholesterin aus diesen
Pools zu einem extrazelluliren Akzeptor (Rothblat et al., 1999). Als physiologische

Akzeptoren fiir die Cholesterinaufnahme im Organismus fungieren die HDLs (s. S. 17).
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Abbildung 28: Zeitlicher Verlauf des Efflux von Fluochol und [*H]Cholesterin aus CHO-Zellen

Die Zellen wurden fiir 18 h mit Fluochol, [*’H]Cholesterin und ACAT-Inhibitor beladen und weitere 2 h in
Gegenwart des ACAT-Inhibitors weiterinkubiert. Nach Ablosen mit Trypsin, Waschen und Resuspendieren
der Zellen in Puffer wurde der Efflux zu MBCD untersucht (S. 61). Der Efflux von Fluochol und
[*H]Cholesterin ist dargestellt als Anteil des Steroids, das (im Vergleich zu t = 0) zum jeweiligen Zeitpunkt
in der Zelle noch zuriickgeblieben ist. Die Werte wurden einer Kurve fiir biexponentiellen Zerfall
angeglichen (r*=0,9839) (S. 61). Die Auswertung der Kurvenanpassung ist in Tabelle 3 zu sehen. Die Werte
sind Mittelwerte + Standardabweichung eines représentativen Experiments mit Dreifachbestimmung.

In diesem Experiment wurde MBCD fiir die Aufnahme des zelluliren Cholesterins

eingesetzt, da Cyclodextrine effizientere Akzeptoren darstellen (Rothblat et al., 1999;
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Yancey et al., 1996). Fiir die Untersuchung des Efflux wurden auch hier Fluochol und
tritiiertes Cholesterin im Experiment gleichzeitig untersucht (vergl. Kap. 4.3.2). CHO-
Zellen wurden fiir 18 h mit Fluochol und tritiiertem Cholesterin in Gegenwart eines
ACAT-Inhibitors beladen und der Efflux zu MBCD gemessen. Die Verwendung eines
ACAT-Inhibitors gewéhrleistete, dass sich eine Verteilung der Steroide in der gesamten
Zelle einstellt. Die MBCD-Losung wurde teilweise mit Cholesterin gesittigt, um eine
Depletion des zelluldren Cholesterins zu verhindern und den Austausch der Steroide zu
messen (s. Methode S. 61). Der Grof3teil der beiden Steroide, mit denen die Zellen vorher
beladen worden waren, konnte in diesen Experimenten durch den Akzeptor MBCD wieder
entfernt werden. Bei Verwendung des effizienten Cholesterinakzeptors MBCD wurden
zweil kinetische Cholesterinpools ermittelt. Das Auftreten zweier unterscheidbarer
kinetischer Pools wurde von Yancey et al. bereits beschrieben (Yancey et al., 1996).
Abbildung 28 zeigt den zeitlichen Verlauf des Efflux von Fluochol und tritiiertem
Cholesterin. Beide Kurven zeigen einen dhnlichen Verlauf und die Ausbildung der zwei
kinetischen Pools. Anzumerken bleibt, dass die GroBe der beiden Pools in den
Experimenten stark variierte. Die Halbwertszeiten fiir beide Pools blieben dabei aber

konstant.

Tabelle 3: Vergleich der kinetischen Pools des Cholesterinefflux
Fluochol und [*H]-Cholesterin bilden zwei kinetische Pools, aus denen sie mit Cyclodextrinen extrahiert
werden konnen (sieche Text).

schneller Pool langsamer Pool

Halbwertszeit | Grofie [%] | Halbwertszeit | Grofle [%]

Fluochol 39st11s 689+4,1 |3min39s+19s| 29,6+33

[*H]-Cholesterol 2s+8s 58,1+5,1 [3min55s+20s| 40,7+4,5

4.3.4. Aufnahme und Transport von Fluochol in der Zelle

Aufnahme und Transport des Fluochols wurden in verschiedenen Zelllinien untersucht.
Um den Weg des Fluochols in der Zelle zu beobachten, wurden die Zellen auf

Deckgldschen ausgesit und zur Beobachtung im Mikroskop in temperierbare Kammern
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eingesetzt (genaue Angaben s. S. 62). Die Beladung der Zellen erfolgte durch
Cyclodextrinkomplexe, die dem Kulturmedium oder dem Puffer zugesetzt wurden
(Endkonzentration 1-5 uM). Die Aufnahme und die Verteilung des Fluochols sind in
Abbildung 29 zu sehen.

Nach Inkubation von Zellen bei tiefen Temperaturen (0 — 4 °C) war eine zunehmende
Fluoreszenz in der Plasmamembran zu beobachten. Zellkompartimente innerhalb der
Zellen zeigten dabei fast keine Fluoreszenz (Abbildung 29 A). Bei steigenden
Temperaturen wurde die Fluoreszenz in der Plasmamembran stirker und Fluochol konnte

jetzt auch im ER nachgewiesen werden (B und D).

Abbildung 29: Aufnahme und intrazellulire Verteilung von Fluochol in CHO-Zellen

CHO-Zellen (A, B, D, E) bzw. COS-7-Zellen (C) wurden bei 4 °C fiir 10 Minuten mit Fluochol-MBCD
beladen (5 uM) und bei 37 °C verfolgt: 0 min (A), 20 min (B, D), 30 min (C, E). Bild D zeigt die
Kolokalisierung (Mitte) von Fluochol (rot) mit dem ER-Marker DIOCq (griin). Bild E zeigt die
Kolokalisierung (Mitte) von Fluochol (griin) mit dem ER/trans-Golgi-Marker BODIPY-TR-Ceramid (rot).
Die GroBe der Balken betriagt 5 um (A-C, E) bzw. 3 um (D).
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Um den Transport des Fluochols in den Zellen zu beobachten, wurden die Zellen fiir 10
Minuten bei 4 °C vorinkubiert, gewaschen und in Mikroskopiepuffer bei 37 °C verfolgt.
Der Transport von Fluochol in das ER erfolgte in CHO-Zellen sehr schnell. Schon bei
frithestmdglichen Aufnahmen nach der Inkubation der Zellen konnte Fluochol im ER
detektiert werden (die Temperaturstabilisierung und die Einstellung des Fokus dauerten
etwa eine Minute). Kolokalisierungen mit dem ER-Marker DIOCs zeigten, dass innerhalb
von 10-20 Minuten das gesamte ER-Netzwerk markiert wurde (Abbildung 29 D). Nach
weiteren 10-20 Minuten konnte Fluochol bei vielen der CHO-Zellen im Trans-Golgi-
Netzwerk beobachtet werden. Der Anteil der Zellen, der dabei mit dem Trans-Golgi-
Marker BODIPY-TR-C5-Ceramid (Caloca et al., 2001) kolokalisierte lag bei 20-40 %
(Abbildung 29 E). Der Aufenthalt des Fluochols im Golgi variierte allerdings erheblich
zwischen den verschiedenen Zelllinien. Besonders COS-7-Zellen zeigten eine starke
transiente Markierung des Golgis in iliber 60 % aller Zellen (Abbildung 29 C).

Fluochol wurde auch in vesikuldren und tubuldren Strukturen beobachtet (Abbildung 29 D,
Abbildung 32 A und B). Die ersten fluoreszierenden vesikuldren Strukturen waren bereits
nach wenigen Minuten zu sehen. Hierbei konnte es sich um vesikuldre Transportvesikel
des ER und/oder Golgi handeln, moglicherweise auch endocytotische Vesikel (durch
konstitutive Endocytose). Nach Markierung mit einem Lysosensor, der saure
Kompartimente anfarbt, konnten nur wenige Vesikel als Lysosomen/spite Endosomen

identifiziert werden (Abbildung 30).

Abbildung 30: Kolokalisierung von Fluochol mit Lysosomen

CHO-Zellen wurde iiber Nacht mit 2 mM Fluochol inkubiert (links) und 5 Minuten mit Lysosensor (rechts,
finale Konzentration 12,5 puM). Die Kolokalisierung (Mitte) zeigt keinen Aufenthalt von Fluochol in
Lysosomen oder spiten Endosomen. Balken 5 pM.
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Um den Influx des Fluochols weiter zu charakterisieren, wurde die Energieabhidngigkeit
dieses Transports untersucht. Dazu wurden die Zellen vor der Beladung mit Fluochol mit
Natriumazid (5 mM) und Deoxyglukose (50 mM) inkubiert. In den so behandelten Zellen
konnten jedoch keine Unterschiede in Aufnahme und Transport festgestellt werden. Die
Markierung der einzelnen Zellkompartimente erfolgte im gleichen Zeitrahmen wie in den
vorherigen Untersuchungen. Der Influx des Fluochols in das ER ist somit

energieunabhingig.

4.3.5. Speicherung von Fluochol in Lipidtropfchen

Nach 1-2 h war eine beginnende Verteilung des Fluochols in Tropfchen, in denen die
Zellen {iberschiissiges Cholesterin ablagern, zu beobachten (Abbildung 31 A). Mit
fortschreitender Inkubationsdauer nahm der Anteil dieser Strukturen an der
Gesamtfluoreszenz stetig zu. Die Kolokalisierung dieser Strukturen mit dem Marker Nile
Red zeigt, dass es sich dabei um die Lipidtropfchen handelt, in denen die Zellen verestertes
Cholesterin speichern (Abbildung 32 C).

Um den Einfluss von ACAT auf die Verteilung des Fluochols zu untersuchen, wurden die
Zellen gleichzeitig mit dem ACAT-Inhibitor 58-035 inkubiert.

Abbildung 31 B zeigt, dass die Inhibierung von ACAT die Veresterung des Fluochols
verhinderte. Gleichzeitig wurde die Lokalisierung des Fluochols in Lipidtropfchen
unterdriickt. Selbst nach 24 h konnte keine Verteilung in Tropfchen beobachtet werden.
Stattdessen kam es zu einer verstiarkten Verteilung im ER-Netzwerk in der gesamten Zelle.
Um die Moglichkeit eines unspezifischen Einflusses des Inhibitors auf die Verteilung von
Fluochol auszuschliefen, wurde das Verteilungsmuster auch in AC29-Zellen untersucht
(Abbildung 31 D). Diese Zelllinie wurde von Cadigan ef al. aus CHO-Zellen generiert und
besitzt weniger als 1 % ACAT-Aktivitit (Cadigan et al., 1988). Auch in diesen Zellen kam
es zur Verteilung von Fluochol im ER-Netzwerk der Zelle, wohingegen keine Fluoreszenz

in Lipidtropfchen detektiert werden konnte.
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Abbildung 31: Einfluss der ACAT-Aktivitit auf die Verteilung von Fluochol

CHO-Zellen (A-C) bzw. ACAT-defiziente AC29-Zellen (D) wurden fir 10 Minuten bei 37 °C mit
Fluochol/MBCD (3 uM) beladen und 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Zellen blieben unbehandelt (A, D) oder
wurden vorher 12 h mit dem ACAT-Inhibitor 58-035 inkubiert (B, C). Die Groe der Balken betriagt 5 pm.

Die Lokalisierung des Fluochols in den Tropfchen wurde auch in Zellen untersucht, in
denen diese Speicher schon in hohem Umfang vorlagen. Dazu wurden 3T3 Fibroblasten
zur Differenzierung zu Praadipozyten (Vorldufer von Fettzellen) angeregt (s. Methodenteil
S. 50). Nach 3-4 Tagen Inkubation mit Insulin und Dexamethason beginnen in den
Fibroblasten sich diese Lipidspeicherkompartimente zu entwickeln. Bei Inkubation mit
Fluochol war ein rascher Transport vom ER in die Tropfchen zu beobachten. Schon nach
zehnminiitiger Inkubation bei 19 °C erfolgte eine starke Markierung der Strukturen

(Abbildung 32 A und B).
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Abbildung 32: Speicherung des Fluochols in Lipidtropfchen

Differenzierte 3T3-L1-Fibroblasten wurden fiir 20 Minuten bei 19 °C (A, B) oder fiir 40 Minuten bei 37 °C
(C) mit Fluochol/MBCD (3 uM) inkubiert. Bild C zeigt die Kolokalisierung von Fluochol (griin) mit dem
Marker der Lipidtropfchen Nile Red (rot). Die Grof3e der Balken betrigt 5 um (A, C) bzw. 3 pm (B).
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5. Diskussion

5.1. Cholesterinabhédngigkeit der Neurohypophysenhormone

Es existieren eine Reihe von Proteinen, deren Eigenschaften durch Cholesterin reguliert
werden. Auch fiir viele GPCRs sind in den letzten Jahren Wechselwirkungen mit
Cholesterin bekannt geworden. Umfangreiche Untersuchungen am OTR =zeigten, dass
dieser Rezeptor eine Interaktion mit Cholesterin eingeht, die ganz spezifisch von den
strukturellen Eigenschaften des Cholesterinmolekiils abhéngt. Der Rezeptor reagiert
sowohl  empfindlich  gegeniiber Verdnderungen des Cholesteringehalts der
Plasmamembran, als auch auf den Ersatz des Cholesterins durch andere Steroide. Die
strukturellen Anforderungen an die Steroide fiir eine Stabilisierung der hochaffinen
Ligandenbindung des OTR sind in Abbildung 6 (S. 23) in einem Modell zusammengefasst.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei der spezifischen Wechselwirkung
mit Cholesterin um ein allgemeingiiltiges Prinzip in der Unterfamilie der Rezeptoren der
Neurohypophysenhormone handelt. Hier zeigten sich sowohl in den Experimenten mit
Cholesterinoxidase, als auch bei der Behandlung mit Steroid-Cyclodextrin-Komplexen
(durch Diplom-Biologe J. Reitz, Ergebnisse nicht gezeigt), dass die Vasopressinrezeptoren
sich durch Cholesterin in ihrer Ligandenbindung in der gleichen Weise beeinflussen lassen
wie der OTR.

Bei Untersuchungen zur Expression des humanen p-Opiatrezeptors in Hefe beobachten
Lagane et al., dass durch Ergosterol, dem natiirlichen Membransteroid der Hefen, der
Rezeptor in einem niederaffinen Bindungszustand gehalten wird. (Lagane et al., 2000).
Erst der Ersatz des Ergosterols durch Cholesterin wandelte den Rezeptor in einen
hochaffinen Zustand um. In Untersuchungen der Fluoreszenzanisotropie der Membranen
zeigten beide Steroiden keine Unterschiede, worauf die Autoren einen Einfluss der
Membranfluiditét auf die Ligandenbindung ausschlossen.

Pang et al. fiihrten Experimente mit dem Galaninrezeptor 2 (GalR2) durch, in denen sie
auch fiir diesen Rezeptor eine spezifische Interaktion mit Cholesterin nachweisen konnten
(Pang et al., 1999). Nach Wiederanreicherung von Cholesterin-abgereicherten Membranen
mit verschiedenen Steroiden (5-Cholesten, Pregnenolon, 4-Cholesten-3-on, 5-Cholesten-3-
on) wurde deutlich, dass fiir die Spezifitidt der Rezeptor-Steroid-Interaktion Unterschiede

zwischen OTR und GalR2 bestehen. Das Steroid 5-Cholesten-3-on, nicht aber



5. Diskussion 108

4-Cholesten-3-on, konnte die Ligandenbindung des GalR2 wiederherstellen. Dies bedeutet,
dass bei diesem Rezeptor im Gegensatz zum OTR (Klein et al., 1995b) die 3B-
Hydroxylfunktion des Cholesterins durch eine 3-Ketofunktion substituiert werden darf,
ohne dass die Ligandenbindung beeintrichtigt wird. Die A>-Doppelbindung im Ringsystem
darf hingegen nicht durch eine A*-Doppelbindung ersetzt werden. Ahnlich wie der OT-
Rezeptor bendtigt der GalR2 wahrscheinlich die aliphatische Seitenkette des Cholesterins,
da Pregnenolon ein inaktives Steroid darstellt.

Zwar konnte bisher fiir mehrere GPCRs eine spezifische Interaktion mit Cholesterin
gezeigt werden, jedoch sind die strukturellen Anforderungen an Cholesterin nur fiir den
OTR ausfiihrlich untersucht (Gimpl et al., 1997). Dennoch lésst sich vermuten, dass neben
der Oxytocin-Vasopressin-Rezeptorfamilie, deren Cholesterinabhéngigkeit in dieser Arbeit
gezeigt wurde, auch andere GPCRs in ihrer Ligandenbindung von Cholesterin ganz
spezifisch beeinflusst werden.

Was die physiologische Bedeutung dieser Interaktion anbetrifft, so lassen sich vorerst nur
Vermutungen anstellen. Cholesterinreiche Mikrodoménen in der Plasmamembran spielen
aller Wahrscheinlichkeit nach eine wichtige Rolle bei der Weiterleitung extrazelluldrer
Hormonsignale. Die Beteiligung von Caveolae und ,Rafts” an der Signaltransduktion
konnte gezeigt werden (Simons and Ikonen, 1997; Simons and Toomre, 2000). Aufgrund
threr Wechselwirkung mit Cholesterin ist es moglich, dass nur die Rezeptoren in den
cholesterinreichen Doménen gentligend Ligandenaffinitdt besitzen, um fiir eine Vermittlung
des extrazelluldren Signals bereitzustehen. Rezeptoren in cholesterinarmen Doménen
konnten ihre Liganden nur mit niedriger Affinitit binden und wiirden nur als Reservoir fiir
bereits besetzte und internalisierte Rezeptoren dienen. Dieses System wiirde die
Effektivitit der Signaltransduktion erhdhen und die Ligandenbindung auf kleinere
Bereiche der Plasmamembran konzentrieren.

Beim OTR ist eine weitere physiologische Bedeutung der Wechselwirkung mit Cholesterin
denkbar. Einige Tage vor der Geburt wird die Progesteronkonzentration in der Plazenta in
vielen Spezies herunterreguliert. Bereits vorher sind die Konzentrationen von OT und
seinem Rezeptor erhoht. Progesteron inhibiert viele Schritte des intrazelluldren
Cholesterintransports (Butler et al., 1992; Lange, 1994). Der Cholesteringehalt
cholesterinreicher Mikrodominen der Plasmamembran nimmt ab, wohingegen sich
Cholesterinvorldufer in der Membran anreichern. Die sinkende Progesteronkonzentration
konnte zur Wiederherstellung der zelluldren Cholesterinverteilung und damit auch wieder

zur Ausbildung cholesterinreicher Mikrodoménen fiihren. Nach dieser Hypothese wiirde
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der OTR darauthin wieder zur Wechselwirkung mit Cholesterin befdhigt und die

Ligandenbindung konnte fiir das Einsetzen der Wehen sorgen.

5.2. Lokalisierung der Cholesterinbindungsstelle

Mehrere Proteine, die an der Cholesterinhomdostase beteiligt sind, besitzen eine
sogenannte ,.sterol sensing domain“ (SSD) vorgeschlagen. Diese Doméne, die fiir die
Sensitivitit der Proteine gegeniiber Cholesterin verantwortlich gemacht wird, besteht aus
flinf Transmembrandoménen, die Teil eines groBeren Proteins mit einer Reihe weiterer
Transmembrandoménen sind. Zu diesen Proteinen gehort die HMG-CoA-Reduktase
(S. 17), Niemann-Pick Typ C-Protein (NPC1) und Patched (Ubersichtsartikel Hahn et al.,
1999). Im Falle des Enzyms HMG-CoA-Reduktase fordert Cholesterin den Abbau des
Proteins (Hua et al., 1996; McGee et al., 1996; Roitelman et al., 1992). Das NPC1-Protein
ist am Transport des Cholesterins aus LDL-Partikeln beteiligt (Blanchette-Mackie, 2000;
Mukherjee und Maxfield, 1999). Patched ist zusammen mit den Proteinen Hedgehog und
Smoothened an zahlreichen Vorgingen in der Embryonalentwicklung beteiligt. In welcher
Weise die gemeinsame ,sterol sensing domain® dieser Proteine an der
Cholesterinhomdostase mitwirkt, ist noch nicht gekldrt. Auch die Frage, ob Cholesterin
direkt mit der fiir die Sensitivitidt verantwortlichen Doméne interagiert, oder mit einem
Adapterprotein, das dann an diese Domine bindet, ist noch Gegenstand aktueller
Forschung.

Li und Papadopoulos fiihrten Experimente mit dem peripheren Benzodiazepinrezeptor
(PBR) durch (Li und Papadopoulos, 1998), der am Cholesterintransport in die
Mitochondrien beteiligt sein konnte (Krueger und Papadopoulos, 1990). Der Rezeptor
besitzt fiinf Transmembranhelices und ist in der &uBleren Mitochondrienmembran
lokalisiert. Computermodelle weisen dem PBR eine Kanalfunktion fiir den Import von
Cholesterin in Mitochondrien zu (Bernassau et al., 1993; Papadopoulos, 1996). Auf der
Basis von Modeling-Studien und Mutagenese-Untersuchungen schlagen die Autoren eine
Cholesterinbindungssequenz vor, die in vielen Proteinen vorkommt, bei denen eine
Cholesterinwechselwirkung bekannt ist (z. B. ACAT (Maus), StAR (Kaninchen)). Die
vorgeschlagene Sequenz besteht aus mehreren Aminosduren (-L/V-(X);5-Y-(X);.5-R/K-)
mit einem zentralen Tyrosin, flankiert von je einer hydrophoben (Leucin oder Valin) und

einer basischen (Arginin oder Lysin) Aminosdure. Obwohl diese Sequenz in vielen
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Proteinen mit Cholesterinwechselwirkung vorkommt, darf bezweifelt werden, ob alle
Proteine mit diesem Sequenzmotif eine spezifische Cholesterinwechselwirkung besitzen.
Eine Bindung bakterieller Toxine (z. B. Perfringolysin O, Streptolysin O) an Cholesterin in
der Plasmamembran scheint durch viele Untersuchungen bestitigt (Alouf, 2000; Bernassau
et al., 1993; Palmer et al., 1998; Shimada et al., 1999). Die Toxine binden als Monomere
an die Membran und bilden durch Oligomerisierung grofle Poren von bis zu 30 nm
Durchmesser. Die Proteine bestehen aus vier Doménen, von denen Doméne 4, die eine
Tryptophan-reiche Sequenz besitzt, fiir die Bindung an Cholesterin mit verantwortlich
gemacht wird. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung von hydrophoben
Aminosduren, insbesondere des Tryptophans, an der moglichen Wechselwirkung mit
Cholesterin untersucht. Im OTR konnte die spezifische Interaktion der beiden C-
terminalen Transmembrandoméinen mit Cholesterin ausgeschlossen werden (S. 69), da der
Ersatz mit entsprechenden Sequenzen des CCKgR keine Anderungen in der Sensitivitit
gegeniiber Cholesterin mit sich brachte. Dennoch kann nicht vollkommen ausgeschlossen
werden, dass dieser Bereich des Rezeptors stabilisierend oder unterstiitzend in die Bindung
von Cholesterinmolekiilen eingreift.

Durch ,,Computer-Modeling* wurde eine Bindungsstelle fiir Cholesterin im OTR zwischen
TM5 und TM6 vorgeschlagen (S. 80). Durch ,,Computermutation wurde die
vorgeschlagene Cholesterinbindungsstelle dahingehend verdndert, dass kein aktives
Steroid mehr in die Bindungstasche eingefiigt werden konnte. Auch mit biochemischen
Versuchen sollte diese Region zwischen TM5 und TM6 als Cholesterinbindungsstelle
charakterisiert werden. Die erste Chimédre konnte erfolgreich exprimiert werden. Der
Austausch zweier Transmembranhelices hatte nur geringe Auswirkungen auf die OT-
Bindung und Cholesterinsensitivitit, doch konnen die Auswirkungen des Austauschs einer
weiteren Helix nicht vorhergesagt werden. Leider konnten die beiden generierten
Rezeptoren OTR-CCKgR-Chimire II und Punktmutante W203L nicht zur funktionellen
Expression gebracht werden. Es kann nur spekuliert werden, warum diese Rezeptoren
nicht exprimiert werden konnten. Der Aufbau der Chimire aus OTR und CCKBR fiihrte
vielleicht zu einem nicht-funktionellen Rezeptor, der darauthin schneller abgebaut wurde.
Wie aus bestehenden Datenbanken (GRAP 2002b) hervorgeht, gibt es bislang auch nur
wenige  exprimierte  Rezeptoren, in denen hydrophobe Aminosduren aus
Transmembranregionen mutiert wurden. Bei der Faltung und Expression der Proteine

spielen diese Aminosduren offenbar eine grof3e Rolle.
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In beiden Rezeptoren wurde die fiinfte Transmembrandoméne verdndert, und die fehlende
Interaktion mit Cholesterin kann durchaus der Grund fiir eine nicht-funktionelle
Expression sein. Eventuell ist die Wechselwirkung mit Cholesterin bereits fiir die Faltung
des OTRs notwendig, so dass eine fehlende Cholesterinbindungsstelle bereits bei der
Entstehung des Proteins eine korrekte Faltung nicht mehr ermoglicht. Vielleicht ist die
Wechselwirkung des OTR mit Cholesterin notig, um funktionell an die Zelloberfldche
gebracht zu werden. Sollte die Wechselwirkung fehlen, konnte dies in der Riickhaltung des
Rezeptors im ER oder im Golgi-Apparat resultieren. In diesem Fall miissten jedoch andere
Experimente konzipiert werden, um eine Interaktion mit Cholesterin zu detektieren, z. B.

die Markierung mit einem photoaktivierbarem Cholesterinderivat.

5.3. Charakterisierung des fluoreszierenden Cholesterin-
derivats (Fluochol)

An ein funktionelles fluoreszierendes Cholesterinderivat werden hohe Anforderungen
gestellt. Die Einflihrung von fluoreszierenden Gruppen darf die strukturellen Grundmotive
des Cholesterins (3-OH-Gruppe, planares Ringsystem, aliphatische Seitenkette) nicht
verdndern, da diese fiir die Verteilung und die Funktion des Cholesterins in der Zelle
essentiell sind (Schroeder et al., 1995; Yeagle et al.,, 1990). Eine Modifizierung der
Hydroxylgruppe verhindert die Interaktion mit den Kopfgruppen der Phospholipide. Die
Seitenkette ist wahrscheinlich wichtig fiir die Wechselwirkung der Seitenketten aus
gegeniiberliegenden Hélften der Lipiddoppelschicht (Transdimere) und den flip-flop des
Molekiils in der Plasmamembran (s. Kap. 2.3.1). Die bisher als Cholesterinanaloga
eingesetzten Steroidderivate 25- und 22-NBD-Cholesterol besitzen ihre fluoreszierende
Gruppe am aliphatischen Rest, was evtl. auch der Grund fiir ihre Fehllokalisation zu
Mitochondrien sein kann (Mukherjee et al., 1998). Auch die Kinetik der Veresterung von
25-NBD ist gegeniiber Cholesterin deutlich beschleunigt (Sparrow et al., 1999).

Dehydroergosterol ist ein natiirlich fluoreszierendes Steroid, das im Vergleich zu
Cholesterin zwei zusdtzliche Doppelbindungen besitzt. Durch seine strukturelle und
funktionelle Ahnlichkeit mit Cholesterin fand es als Cholesterinanalogon schon oft
Verwendung (Fischer et al., 1984; Fischer et al., 1985; Rogers et al., 1979; Schroeder et
al., 1995). Seine spektroskopischen Eigenschaften mit der Anregung im UV-Bereich
schrinken seine Verwendung jedoch stark ein. UV-Anregung ist zellschiddigend und die

rasche Ausbleichung des Chromophors erschweren viele mikroskopische Anwendungen.



5. Diskussion 112

AuBerdem sind die damit erzielten Ergebnisse teilweise recht widerspriichlich. Frolov et
al. (Frolov et al.,, 2000) beobachteten in L-Fibroblasten aus Maiusen einen schnellen
Transport des DHE in Lipidtrépfchen. Die Kinetik dieses Transports ist in Zellen mit
bereits existierenden Lipidtropfchen offenbar beschleunigt, was durch die Experimente in
dieser Arbeit bestitigt wurde (S. 103). Zusitzlich kann die schnellere Veresterung des
DHE, die nach 24 h mehr als 7-fach erhdht ist gegeniiber Cholesterin (Frolov et al., 2000),
diesen Prozess noch verstéirken.

Im Gegensatz dazu zeigten Hao ef al.(Hao et al., 2001), dass die Beladung von Zellen mit
DHE durch Cyclodextrinkomplexe eine bevorzugte Verteilung im endocytotischen
Recyclingkomplex (ERC) bewirkt. In pulse-chase-Experimenten wird DHE nach wenigen
Minuten im ERC beobachtet und verweilt {iber mehrere Stunden in diesem Komplex. Die
hohe Konzentration, die zum Beladen der Zellen verwendet wird (0,5-1 mM), kann jedoch
die Verteilung des DHE im Recyclingkomplex forcieren. Die von Hao et al. verwendete
Konzentration, die fiir die Visualisierung des Steroids bendtigt wird, liegt um einen Faktor
>100 tiber der Konzentration, die fiir die Anwendung von Fluochol nétig ist und in den
meisten Experimenten von mir verwendet wurde.

Die Eignung von Fluochol als Cholesterinsubstituent wurde in mehreren Experimenten
bekriftigt. Die Kinetik der Veresterung von Fluochol in den Zellen durch ACAT korreliert
mit derjenigen von radioaktivem Cholesterin iiber den gesamten Zeitraum (0-24 h), in dem
die Experimente in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden. Fluochol und [*H]Cholesterin
zeigten im Efflux-Experiment einen dhnlichen Verlauf (S. 99). Beide Steroide bildeten
zweil kinetische Pools, wodurch sich der Efflux an eine biexponentielle Zerfallskurve
angleichen lie. Haynes et al. (Haynes et al., 2000) fiihrten die Effluxexperimente in CHO-
Zellen mit tritiiertem Cholesterin und 2-Hydroxyl-B-Cyclodextrin (20HpBCD) als
Akzeptor durch. Durch den biexponentiellen Verlauf konnten sie die Existenz von zwei
kinetischen Cholesterinpools (schneller und langsamer Pool) nachweisen. Die Grof3en der
Cholesterinpools von Haynes et al. (25 % und 75 % fiir den schnellen bzw. den langsamen
Pool) zeigen erhebliche Unterschiede zu den von mir bestimmten Cholesterinpools (69 %
und 30 % ([*H]Cholesterin) bzw. 59 % und 41 % (Fluochol). In den Studien von Haynes et
al. variierte die GroBen der Pools in verschiedenen Zelllinien, wohingegen die
Halbwertszeiten insbesondere des schnellen Pools konstant blieben. In eigenen
Experimenten konnte ich in verschiedenen Experimenten in CHO-Zellen eine Varianz der
PoolgroBBen feststellen, die wahrscheinlich auch vom Zustand der Zellen abhing. Im

Vergleich zu 20HpBCD fiihrte die Verwendung von MBCD als Akzeptor in eigenen
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Experimenten zu einem verstirkten Efflux. Dies hingt damit zusammen, dass MBCD ein
besserer Akzeptor fiir Steroide darstellt (eigene Beobachtung, Ergebnisse nicht gezeigt).
Die unterschiedliche Affinitit der Cholesterinderivate fiir Cyclodextrine fiihrt
wahrscheinlich auch zu den geringen Abweichungen zwischen den Poolgréfen und den
Halbwertszeiten fiir Fluochol und [H]Cholesterin (s. Tabelle 3, S. 100). Aus den Daten
zur Charakterisierung der Pools lassen sich auflerdem Riickschliisse auf deren
Lokalisierung ziehen. Die relativ kurzen Halbwertszeiten lassen auf das Vorhandensein des
schnellen Pools in der Plasmamembran vermuten. Auch die GroBe des Pools (60-70 %)
korreliert mit den Befunden, dass die Plasmamembran den Grofiteil des zelluldaren
Cholesterins beinhaltet (Lange et al., 1989; Lange, 1991; Liscum and Munn, 1999;
Underwood et al., 1998). Fiir die Lokalisierung des langsamen kinetischen Pools gibt es
mehrere Mdoglichkeiten. Fiir den Fall der Lokalisierung ebenfalls in der Plasmamembran
konnten die beiden Pools die innere und &duBlere Membranhilfte, oder verschiedene
Cholesterindoménen innerhalb der Plasmamembran reprisentieren. Des weiteren besteht
die Moglichkeit, dass der langsame Pool die intrazelluldiren Membranen beinhaltet, was die
GroBe des Pools (30-40 %) und die Halbwertszeit (ca. 4 Minuten) erkldren wiirde. Eine
genau Lokalisation dieser Pools ist mit diesem Experiment nicht mdglich.

SchlieBlich steht die Beobachtung, dass der Influx von Fluochol {iiber -einen
energieunabhingigen Mechanismus iiber das ER verlduft, in Einklang mit den meisten
biochemischen Studien, die mit tritilertem Cholesterin durchgefiihrt wurden
(Ubersichtsartikel Liscum and Munn, 1999). Die Verwendung des ACAT-Inhibitors fiihrt
zu einer verdnderten Verteilung des Fluochols. Durch die pharmakologische Inhibierung
von ACAT wird aus LDL-Partikeln aufgenommenes Cholesterin nicht in Fetttropfchen
gespeichert. Stattdessen akkumuliert unverestertes Cholesterin im ER (Butler et al., 1992),
das normalerweise einen niedrigen Cholesteringehalt besitzt (Blanchette-Mackie, 2000;
Butler et al., 1992). Diese Akkumulierung finde ich auch fiir Fluochol, sowohl in Zellen,
die mit ACAT-Inhibitor behandelt wurden, als auch in ACAT-defizienten Zellen. (S. 103).

5.4. Aufnahme von Cholesterin

Ausgehend von der Plasmamembran wird Fluochol umgehend in das ER transportiert. In
einer Subpopulation von Zellen kann der Farbstoff einige Minuten spiter im Golgi-
Apparat beobachtet werden. Welche Faktoren diesen transienten Aufenthalt im

Golgikomplex beeinflussen ist unbekannt. Die Beteiligung des Golgi am Transport von
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Cholesterin wird kontrovers diskutiert. In einigen Studien wird die Beteiligung des Golgi
an der Aufrechterhaltung der intrazelluldren Cholesterinverteilung beschrieben (Coxey et
al., 1993; Mendez, 1995; Neufeld et al., 1996). Andererseits wird durch die Zerstorung des
Golgi der intrazelluldre Cholesterintransport nicht blockiert. Der Hauptanteil des
neusynthetisierten Cholesterin  wird ohne Beteiligung des Golgi-Apparats zur

Plasmamembran transportiert (Heino et al., 2000, S. 17).

.

Abbildung 33: Zellulire Transportwege des Cholesterins

LDL-Cholesterin wird iiber frithe und spdte Endosomen aufgenommen (gelb). Danach wird es entweder iiber
Lysosomen zur Membran transportiert oder direkt zum Golgi-Apparat verteilt. Im ER wird iiberschiissiges
Cholesterin verestert und in Lipidtropfchen gespeichert (s. Kap. 5.5). Ein Grofteil des Transports zwischen
ER und Plasmamembran geschieht direkt (rot, vgl. Text, s. S. 17). Eine zentrale Rolle im intrazelluldren
Cholesterintransport spielt das NPC1-Protein.Ly: Lysosomen, LE: spéte (late) Endosomen; EE: friihe (early)
Endosomen; ERC: Endocytotisches Recycling-Kompartiment; R: LDL-Rezeptor; CE: Cholesterinester.

Fiir den Transport des Cholesterins von der Plasmamembran ins Zellinnere werden zwei
unterschiedliche Transportwege beschrieben, ndmlich der Transport iiber das ER und der
endozytotische Weg (s. Abbildung 33). In den hier verwendeten Zellen wird der Influx
iber das ER bevorzugt. Durch Energiedepletion wird der Cholesterintransport in die Zelle

nicht inhibiert (S. 100), was einen vesikuldren Transport ausschliet. Auch Skiba et al.



5. Diskussion 115

finden einen Influxweg des Cholesterins, der energieunabhingig ist und sich vom iiblichen
vesikuldren Transport in der Zelle unterscheidet (Skiba et al., 1996). Der Mechanismus
dieses Transports bleibt aber ungeklart. Eine Beteiligung von noch unbekannten
Shuttlemolekiilen kann zudem nicht ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse dieser
Experimente legen den Schluss nahe, dass der Influx des Cholesterins verstirkt den
direkten Weg in das ER einnimmt. In Abbildung 33 ist dieser Weg des intrazelluldren
Cholesterintransports rot hervorgehoben.

Nach Inhibierung von ACAT ist eine deutliche Prisenz von Fluochol im ER zu
beobachten. Die Effluxexperimente zeigen jedoch, dass ein groBer Teil des Fluochols sich
immer noch in der Plasmamembran befindet. Die Abhdngigkeit der Fluoreszenzemission
des Fluochols von seiner Umgebung kann dazu fiihren, dass der Anteil des Fluochols im
ER iberschitzt wird. Eine {iberwiegend hydrophobe Umgebung konnte die
Fluoreszenzausbeute erhohen und das Signal verstirken. Eine Kolokalisierung von
Fluochol mit einem Lysosensor, der Lysosomen und spdte Endosomen mit niedrigem pH
markiert, konnte nicht beobachtet werden. Obwohl der Gehalt dieses Kompartiments
6-10 % des intrazelluldren Cholesterins besitzt (Lange et al., 1998), war die Konzentration
von Fluochol fiir eine Detektion offenbar zu gering. In Studien mit DHE, in denen eine
Markierung von Lysosomen und spdten Endosomen in polarisierten Lebeerzellen (HepG2)
durchgefiihrt wurde, konnte ebenso keine Kolokalisierung mit DHE beobachtet werden

(Wustner et al., 2002).

5.5. Speicherung von freiem Cholesterin in der Zelle

Die Zellen speichern iiberschiissiges Cholesterin in veresterter Form in intrazelluldren
Tropfchen. Kleine Lipidtrépfchen mit einem Durchmesser von ca. 0,5 um werden in fast
allen Sdugerzellen gefunden und dienen wahrscheinlich der Energieversorgung und/oder
als Reservoir fiir Membranmaterial. Uber die Struktur und die Dynamik der Lipidtrpfchen
ist erst sehr wenig bekannt. Besonders die Beteiligung von Proteinen an der Struktur und
der Funktion der Tropfchen ist weitgehend spekulativ. Brasaemle et al. fanden eine
Funktion fiir Perilipine, das Hauptprotein in Lipidtropfchen von Adipozyten und
steroidogenen Zellen (Brasaemle et al., 2000). Hier scheint das Protein vor allem fiir die
Dynamik der Tropfchen verantwortlich zu sein. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dass auch Caveolin an der Oberflache von Lipidtropfchen zu finden ist (Brasaemle et al.,

2000; Ostermeyer et al., 2001; Pol et al., 2001). Offenbar ist aber erst die Akkumulation
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von Caveolin im ER (durch Uberexpression) die Grundlage fiir den Transport des Proteins
zu den Tropfchen (Ostermeyer et al., 2001).Lipidtropfchen werden von einem Membran-
Monolayer umschlossen, den sie durch Knospung aus dem ER erhalten (Londos et al.,
1999) (Abbildung 34). Eine Schliisselrolle bei der Entstehung der Tropfchen nimmt das
Enzym ACAT ein, das freies Cholesterin und Fettsdureketten zu Cholesterinestern
verbindet (Chang et al., 1997). Fiir die Entstehung der Tropfchen ist die Veresterung des
Cholesterins Voraussetzung. Bei Experimenten mit Fluochol, in denen die Aktivitdt von
ACAT durch einen Inhibitor unterdriickt wird oder in Zellen, die fast keine ACAT-
Aktivitdt besitzen, ist keine Fluoreszenz in Lipidtropfchen zu beobachten. Stattdessen kann

hier der GroBteil der Fluoreszenz im ER nachgewiesen werden.

Exogenes Cholesterin
Plasmamembran

Acetyl-CoA l

v

HMG-CoA l

Q Cholesterin Fettsaure-CoA

. _ G _
Cholesterinester . Triacylglycerin

Abbildung 34: Entstehung der Lipidtropfchen in der ER-Lipiddoppelschicht.

Hypothetisches Modell zur Beteiligung von ACAT1 an der Bildung der Lipidtropfchen aus dem ER. Die
Lokalisierung des katalytischen Zentrums (mit His460) in der Lipiddoppelschicht ermdglicht dem Enzym die
Bildung von Cholesterinestern innerhalb der Membran des ER. ACAT ist dargestellt mit sieben
Transmembranhelices ( nach (Lin et al., 1999)), es wird ebenfalls diskutiert, dass das Enzym nur aus fiinf
Transmembranhelices besteht (Joyce et al., 2000). Wie im Bild gezeigt, kann ACAT das Cholesterin aus der
Plasmamembran verestern, ebenso wie exogenes oder endogen synthetisiertes Cholesterin. Abbildung aus
(Chang et al., 2001b), verandert.

Zur Zeit sind zwei ACAT-Proteine bekannt (ACATI und ACAT2), die fiir
unterschiedliche Funktionen in verschiedenen Geweben sorgen (Chang et al., 2001a;

Chang et al., 2001b). In Hepatozyten und in intestinalen Enterozyten (Darmzellen), die fiir
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die Assemblierung und Sekretion von Lipoproteinen verantwortlich sind, werden die von
ACAT?2 produzierten Cholesterinester in den Kern der Lipoproteinen integriert. In den
meisten anderen Zelltypen ist ACATI1 fir die Entstehung der Lipidtropfchen
verantwortlich. Das im ER enthaltene Cholesterin wird durch ACAT sowohl in
cytoplasmatische Lipidtropfchen gespeichert, als auch in Lipoproteinpartikel gebracht.
Diese Partikel bilden sich im Lumen des ERs.

Die Veresterung von Cholesterin ist fiir die Ausbildung der Lipidtrépfchen notwendig.
Fluochol kann in CHO-Zellen aber bereits nach 30 Minuten in den Lipidtropfchen
detektiert werden. Zu diesem Zeitpunkt sind aber erst minimale Mengen des Fluochols
verestert (s. Abbildung 27). Somit besteht der Grofteil der Fluoreszenz in den
Lipidtrépfchen zumindest am Anfang aus unverestertem Fluochol.

Prattes et al. finden zudem in Adipozyten eine hohe Konzentration an freiem Cholesterin
in den Tropfchen (Prattes et al., 2000). Dies konnte durch eigene Experimente bestdtigt
werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Auffillig ist der schnelle Transport des Fluochols zu
den Lipidtropfchen in 3T3-L1-Adipozyten. Die hohe Geschwindigkeit ist angesichts der
enormen Menge an Phospholipiden und Cholesterin, die zum Fiillen der riesigen Tropfen
benotigt werden, nicht verwunderlich. Adipozyten stellen das grofite Reservoir an freiem
Cholesterin im Korper dar (Kraemer et al., 1994; Krause and Hartman, 1984). Entgegen
dem {iblicherweise geringen Cholesteringehalt der intrazelluliren Membranen konnten
Prattes et al. aulerdem zeigen, dass die Lipidtrépfchen von differenzierten Adipozyten ca.
ein Drittel der Gesamtmenge des freien Cholesterins enthalten. Das freie Cholesterin ist
dabei ausschlieBlich in der Membran der Tropfchen zu finden. Abbildung 32 zeigt, dass
auch in den Lipidtropfchen von differenzierten 3T3-Fibroblasten die Fluoreszenz zu
beobachten ist. Obwohl der Gehalt an freiem Cholesterin wesentlich groBer ist, so zeigen
die Experimente, dass die Lipidtropfchen sowohl freies Cholesterin in ihren Membranen,

als auch verestertes Cholesterin im Inneren speichern.

5.6. Ausblick

In der wvorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass alle Rezeptoren der
Neurohypophysenhormone spezifisch mit Cholesterin interagieren. In den letzten Jahren
konnte auch fiir viele andere GPCRs ein Zusammenhang zwischen Cholesterin und der

Ligandenaffinitit gezeigt werden.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente sind ein erster wichtiger Schritt zur
Identifikation einer Cholesterinbindungsstelle im OTR. Ein Teil des OTR konnte bereits
als moglicher Angriffspunkt fiir Cholesterin ausgeschlossen werden. Weitere Experimente
zur genaueren Lokalisierung der Cholesterinbindungsstelle lieferten Ergebnisse, die
schwierig zu interpretieren sind. Da eine Verdnderung in der Cholesterinbindungsstelle
eventuell die funktionelle Expression des Rezeptors verhindert, miissten in Zukunft andere
Methoden fiir eine Identifikation einer Bindungsstelle verwendet werden. Studien mit
einem photoreaktiven Cholesterinderivat zeigten bereits vielversprechende Ergebnisse
(Burger, 2000). Die funktionelle Reinigung des Rezeptors wiirde Mdglichkeiten zu FRET-
Untersuchungen erdéffnen und die Identifizierung einer Cholesterinbindungsstelle
erleichtern.

Mit der Synthese des Cholesterinderivats Fluochol steht mir ein vielseitiges Werkzeug zur
Verfiigung. Nachdem ich zeigen konnte, dass damit zahlreiche Untersuchungen zum
intrazelluldren Cholesterintransport mdglich sind, sollen nun weitere Experimente einen
detaillierteren Einblick geben. Zunichst soll der Einfluss des Niemann-Pick Proteins auf
den intrazelluldiren Cholesterintransport untersucht werden. Hier wurden bereits erste
Ergebnisse mit verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt.

Als néchstes Ziel ist der Einsatz des veresterten Fluochols geplant. Durch die Verwendung
von LDL-Partikeln, die mit diesem fluoreszierenden Cholesterinderivat beladen werden,
soll ein weiterer Aufnahmeweg der Zellen untersucht werden. Obwohl die
spektroskopischen Eigenschaften des Fluochols fiir mikroskopische Untersuchungen an
lebenden Zellen geeignet sind, ist die Synthese eines weiteren fluoreszierenden Derivats
bereits durchgefiihrt worden. Durch den Einsatz einer fluoreszierenden Gruppe mit einer
langerwelligen Anregung und einer geringeren Ausbleichung sind léngere
Beobachtungszeiten moglich.

Durch eine genauere Aufkldrung der Lipidverteilung in der Plasmamembran sind auch
Riickschliisse auf die Wirkung des Cholesterins auf Membranproteine moglich. Hier bleibt
weiterhin das Ziel, einen Zusammenhang zwischen den Cholesterindoméinen der
Plasmamembran und dem OTR zu finden, um den Mechanismus der Rezeptor-Cholesterin-
Wechselwirkung aufzukldren. Die Beteiligung des Cholesterins an zahlreichen
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen (Morbus Alzheimer, Niemann-Pick-
Krankheit, etc.) =zeigen die Bedeutung, die ein funktionelles fluoreszierendes
Cholesterinderivat in der Aufklidrung des intrazelluldren Cholesterintransports erlangen

kann.
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6. Anhang
6.1. Klonierungsschemata
6.1.1. Schema der Einfiigung der EcoRI-Schnittstelle in den OTR
— /
flag \/)
" PCR-Amplifikat
pfmOTRHis 0OTR
6773 bp hOT _Eco, 1572 bp
Nhel
- 5 EcoR1
Kpnl l
| ]
Nhel Nhel
Kpnl Kpnl
Insert
Vektor
6219 bp Ligation 354 bp

Hindlll
flag 0

amp myc

pfmOTRHis_Eco

6773 bp oTR

Nhel

His EcoRlI

Kpnl
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6.1.2. Klonierung der kodierenden Sequenzen fiir den C-Terminus des

CCKGgR in den Expressionsvektor pcDNA3

T - Hindill
-~ T
b
flag <
amp myc

pfmOTRHis_Eco
8773 bp OTR

_ _Nhal
His HH‘E:oRI
o
\ . Kpnl
\“‘m‘%_ _,,.""" II}‘<haI
EcoRI1
Xbal
Vektor
6264 bp

Plasmid pPBSSKCCKR

\

PCR-Amplifikat CCK_Eco Xba
EcoRI Xbal

—

EcoRI
Xbal
I t

Ligation fser
441 bp

Hindill
flag \\/
mye

pfMOTCCK OTR

8773 bp

T EcoRI
CCKR
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6.1.3. Klonierung der Sequenz fiir den GFP-getaggten OTR in den

Expressionsvektor pcDNA3

Hindll

7

flag

Hindlil

myc

Notl

0TR
pfMOTRGFP-N3
7000 bp

pcDNA3
5446 bp

Notl

Hindlll Hindlll
Nofl Noftl

2020 bp 5446 bp

Ligation

Hindlll

flag v

myc

amp
Nhel

pfmOTREGFP

7466 bp OTR

Notl

Die Mutation W203L wurde mit den Primern hOT W203L rev und pcDNA3 seq
eingefiihrt (PCR-Mutagenese). Die Einklonierung in den Vektor pfmOTREGFP erfolgte
mit den Restriktionsenzymen HindlIll und Nhel.
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6.2. Sequenzvergleich zwischen Rezeptoren

Sequenzvergleich zwischen den Rezeptoren OTR, Vi ,R, V,R und CCKgR (human).

Identische Aminosduren in allen Sequenzen sind mit * gekennzeichnet, Substitutionen

durch dhnliche Aminosduren mit : bzw. . (vergl. (2002a)).

OTR hum -————-- MEGALAAN---WSAEAANASAAPPGAEGN-RTAGPPR--RNEALARVEVAV--- 45
VlaR hum MRLSAGPDAGPSGNSSPWWPLATGAGNTSREAEALGEGNGPPRDVRNEELAKLEIAV--- 57
V2R hum = - MLMAS-—---- TTSAVPGHPSLPSLPSNSSQERPLDTRDPLLARAELAL--- 43
CCKBR hum -MELLKLNRSVQGTGPGPGASLCRPGAPLLNSSSVGNLSCEPPRIRGAGTRELELAIRIT 59
* *. A
OTR_hum -LCLILLLALSGNACVLLALRTTRQK--HSRLFFFMKHLSIADLVVAVFQVLPQLLWDIT 102
VlaR hum -LAVTFAVAVLGNSSVLLALHRTPRK--TSRMHLFIRHLSLADLAVAFFQVLPQOMCWDIT 114
V2R _hum -LSIVFVAVALSNGLVLAALARRGRRGHWAPTHVFIGHLCLADLAVALFQVLPQLAWKAT 102
CCKBR_hum LYAVIFLMSVGGNMLIIVVLGLSRRLR--TVTNAFLLSLAVSDLLLAVACMPFTLLPNLM 117
R : : R S
OTR_hum FRFYGPDLLCRLVKYLQVVGMFASTYLLLLMSLDRCLAICQPLRSLRR---RTDRLAVLA 159
VlaR hum YRFRGPDWLCRVVKHLQVFGMFASAYMLVVMTADRY IAVCHPLKTLQQPA-RRSRLMIAA 173
V2R hum DRFRGPDALCRAVKYLOMVGMYASSYMILAMTLDRHRAICRPMLAYRHGSGAHWNRPVLV 162
CCKBR_hum GTFIFGTVICKAVSYLMGVSVSVSTLSLVAIALERYSAICRPLQARVWQTRSHAARVIVA 177
* A I S HE
OTR_hum TWLGCLVASAPQVHIFSLREVADG--VEFDCWAVFIQPWGPKAYITWITLAVYIVPVIVLA 217
VlaR hum AWVLSEFVLSTPQYFVESMIEVNNVTKARDCWATFIQPWGSRAYVTIWMTGGIFVAPVVILG 233
V2R hum AWAFSLLLSLPQLFIFAQRNVEGGSGVTDCWACFAEPWGRRTYVTWIALMVEVAPTLGIA 222
CCKBR hum TWLLSGLLMVPYPVYTVVQPVGPR--VLQCVHRWPSARVRQTWSVLLLLLLFFIPGVVMA 235
L * * .ox HEN HES HE
OTR_hum TCYGLISFKIWQNLRLKTAAAAAAEAPEGAAAGDGGRVAL-—-—————————————————— 257
VlaR hum TCYGFICYNIWCNVRGKTASRQSKGAEQAGVAFQKGFLLA-—-——=——————————————— 273
V2R _hum ACQVLIFREIHASLVPGPSERPG-GRRRGRRTGSPG--——-=-=—==——=————————————— 257
CCKBR_hum VAYGLISRELYLGLRFDGDSDSDSQSRVRNQGGLPGAVHQONGRCRPETGAVGEDSDGCYV 295
H *
OTR_hum = —————————————m ARVSSVKLISKAKIRTVKMTFIIVLAFIVCWTPEFFEVOMW 297
vlaR hum = - PCVSSVKSISRAKIRTVKMTEVIVTAYIVCWAPFFIIQMW 313
V2R hum = —-mmmmmmmomm————————— EGAHVSAAVAKTVRMTLVIVVVYVLCWAPFFLVQLW 293
CCKBR_hum QLPRSRPALELTALTAPGPGSGSRPTQAKLLAKKRVVRMLLVIVVLFFLCWLPVYSANTW 355

* . * .k o ok k . ek kK . . *
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OTR_hum
VlaR hum
V2R _hum
CCKBR_hum

OTR_ hum
Vl1aR hum
V2R _hum
CCKBR hum

SVWDAN---APKEASAFIIVMLLASLNSCCNPWIYMLFTGHLFHELVQRFLCCSASYLKG 354

SVWDPMSVWTESENPTITITALLGSLNSCCNPWIYMFFSGHLLQDCVQSFPCCONMKEKE 373

AAWDPE---APLEGAPFVLLMLLASLNSCTNPWIYASFSSSVSSELRS-LLCCARGRTPP 349

RAFDGPGAHRALSGAPISFIHLLSYASACVNPLVYCFMHRRFRQACLETCARCCPRPPRA 415

. % o . * % ek kk ek

RRLGETSASKK--—-——————— SNSSSFVLSHRSSSQRSCSQPSTA 389
NKEDTDSMSRRQTFYSNNRSPTNSTGMWKDSPKSSKSIKFIPVST 418
SLGPQDESCT-——===————— TASSSLAKDTSS—===———————— 371
RPRALPDEDPP--—-—-————-—-—-—-— TPSIASLSRLSYTTISTLGPG- 447
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