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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor cAMP response element-binding protein (CREB) ist an einer Viel-
zahl zelluldrer Prozesse beteiligt, darunter auch an der Appetitregulation im Hypothalamus.
Fiir die Regulation des Appetits ist die Phosphorylierung von CREB durch das anorexigene
a-Melanozyten-stimulierende Hormon (a-MSH) von essentieller Bedeutung, da diese Phos-
phorylierung mit einer Aktivierung von CRE-abhingiger Genexpression gleichgesetzt wird.
Eine a-MSH-induzierte CREB-Phosphorylierung konnte im rekombinanten Zellsystem und
in vivo gezeigt werden. Im Gegensatz dazu wird eine Rolle fiir die cAMP-abhingige Protein-
kinase A (PKA) bei der CREB-Phosphorylierung und ein Zusammenhang zwischen der
CREB-Phosphorylierung und CRE-abhéngiger Genexpression nur postuliert. Es fehlen ex-
perimentelle Nachweise, da die Untersuchung dieser intrazellularen Signalkaskaden in vivo
nur bedingt moglich ist und ein geeignetes Zellmodell bislang fehlte. Ziel dieser Arbeit war
es, anhand eines geeigneten Zellmodells die a-MSH-induzierte Signalkaskade detailliert zu

analysieren.

In dieser Arbeit konnte fiir hypothalamische mHypoA-2/10-CRE-Zellen der Maus erstmals
gezeigt werden, dass nicht die PKA, sondern die extracellular signal-regulated kinases-1/2
(ERK-1/2) die zustandigen Kinasen fiir die CREB-Phosphorylierung und CRE-Aktivierung
durch a-MSH sind. Zur weiteren Vervollstindigung der Signalkaskade wurde zum ersten
Mal gezeigt, dass die a-MSH-vermittelte Phosphorylierung von ERK-1/2 vom exchange fac-
tor directly activated by cAMP (EPAC) abhingig war. Die Bedeutung der EPAC/ERK-
1/2/CREB Signalkaskade konnte durch eigene Daten aus murinen GT1-7-Zellen und huma-
nen HEK-293-Zellen gestiitzt werden. Da die a-MSH-vermittelte Expression des physiolo-
gisch relevanten, CREB-abhingigen Gens fiir das Thyreotropin Releasing Hormon (TRH)
auch von EPAC abhingig war, kann die a-MSH-induzierte EPAC/ERK-1/2/CREB-Signal-

kaskade fiir die Behandlung der Adipositas interessant sein.

In dieser Arbeit wurden weitere Hormone identifiziert, die im hypothalamischen Zellmodell

CREB phosphorylieren. Fiir Bradykinin wurde sowohl fiir die CREB-Phosphorylierung als
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auch fiir die CRE-Reporteraktivierung gezeigt, dass beide Ereignisse durch die Proteinkinase
C vermittelt werden. Interessanterweise war die CREB-Phosphorylierung durch 5-Hydro-
xytryptamin und Wachstumsfaktoren (EGF, IGF und NGF), dhnlich zu a-MSH, ERK-1/2-
abhingig, jedoch fiithrte diese Modulation von CREB nicht zu einer Erhohung der CRE-
Reporteraktivitit. Diese Ergebnisse zeigen, dass die CREB-Phosphorylierung in hypothala-
mischen Zellen nicht mit einer CRE-Aktivierung gleichgesetzt werden kann und die Unter-
suchung der CREB-Phosphorylierung nicht ausreichend ist, um auf eine CRE-abhéngige

Genexpression in vivo zu schlieflen.
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2 Summary

a-Melanocyte-stimulating hormone (a-MSH)-induced phosphorylation of the cAMP
response element-binding protein (CREB) at serin 133 is an important event in hypothalamic
appetite regulation and appears to be connected with CRE-dependent gene expression. a-
MSH-induced phosphorylation of CREB has been shown in numerous recombinant cell mo-
dels as well as in vivo, but the role of cAMP-dependent protein kinase A (PKA) in this pro-
cess has not been rigorously worked out experimentally. Furthermore, experiments showing
the connection between CREB phosphorylation and hypothalamic CRE activation are mis-
sing. So far the analysis of these intracellular signaling pathways was hindered, due to the
lack of suitable cell models. The aim of this work was to characterize a-MSH-induced

CREB/CRE activation in detail by using appropriate hypothalamic cell models.

Analysis of the hypothalamic murine cell line mHypoA-2/10-CRE revealed that extracellular
signal-regulated kinases-1/2 (ERK-1/2) and not PKA are responsible for a-MSH-induced
CREB phosphorylation and CRE activation. Additionally, exchange factors directly activated
by cAMP (EPAC) were identified as the molecular connection between the a-MSH-bound
receptor and ERK-1/2. The significance of this new EPAC/ERK-1/2/CREB signaling pa-
thway was shown in murine GT1-7 and human HEK-293 cells. a-MSH-induced
EPAC/ERK-1/2/CREB signaling pathways could be useful for developing anti-obesity drugs,
because a-MSH-induced expression of TRH, which is physiologically relevant for energy

homeostasis, was also found to be EPAC-dependent.

The presented work revealed for the first time that other hormones besides a-MSH also
phosphorylate CREB in hypothalamic cells. For example, bradykinin-induced CREB phos-
phorylation and CRE activation was found to be dependent on proteine kinase C activity. Of
note, no ligand-induced CRE activation was detectable although CREB phosphorylation in-
duced by 5-hydroxytryptamine or growth factors (EGF, IGF and NGF) was, as with a-MSH,

dependent on ERK-1/2 activity. These results strongly suggest that hypothalamic CREB
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phosphorylation does not necessarily lead to CRE-dependent gene expression. Hence, mo-
nitoring CREB phosphorylation is not sufficient to make conclusions on CRE-dependent

gene expression in vivo.
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3 Einleitung
3.1 Adipositas als Krankheitsbild

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wurden im Jahr 2014 39 % der Weltbevolke-
rung im Alter von tber 18 Jahren als iiberwichtig eingestuft, weitere 13 % galten als adipds
(WHO 2014). Adipositas bezeichnet eine iiber das Normalmaf$ hinausgehende Vermehrung
des Korperfetts. Als Maf fiir die Klassifizierung des Ubergewichts wird der Body-Mass-In-
dex (BMI) verwendet, der sich nach der Formel BMI = Korpergewicht [kg] / Korperlinge
[m]? berechnet (WHO 1995). Ein BMI von 18,5-25 kg/m? wird als Normalgewicht einge-
stuft, alle Werte darunter als Untergewicht. Bei einem BMI von 25-30 kg/m?* spricht man
von Praadipositas (Ubergewicht), wihrend man ab einem BMI von 30 kg/m? als adipos gilt
(WHO 1995). Der durchschnittliche BMI der Deutschen lag bei 26,3 kg/m?, also laut Defi-

nition iber dem Normalgewicht (WHO 2014).

Adipositas gilt als chronische, multifaktoriell verursachte Erkrankung, welche durch geneti-
sche Ursachen und viele Umwelt- und Lebensstilfaktoren beeinflusst wird (WHO 2000;
WIRTH et al. 2014). Neben den offensichtlichen Faktoren wie Fehlerndhrung oder Bewe-
gungsmangel kommen auch Risikofaktoren wie Erkrankungen oder einige Medikamente
hinzu (WIRTH et al. 2014). Adipositas wird mit zahlreichen Folgeerkrankungen wie kardi-
ovaskuldren Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, Insulinresistenz und einer Vielzahl an
Tumorerkrankungen assoziiert und geht mit einer erhdhten Mortalitdt einher (CHAN et al.
1994; ABBASI et al. 2002; WILSON et al. 2002; GORAN et al. 2003; MOKDAD et al. 2003;
QATANANI UND LAZAR 2007; FLEGAL et al. 2013). Trotz der vielen Adipositaspatienten gibt
es nur verhdltnismaflig wenige Therapieansitze, die mit hohen Kosten und teilweise schwe-
ren Nebenwirkungen verbunden sind, wiahrend die Effekte auf die Gewichtsreduktion mo-
derat sind (PADWAL UND MAJUMDAR 2009; KANG UND PARK 2012; SALTIEL 2016). Zur Be-
handlung wird zum Beispiel der spezifische Serotonin-2C-Rezeptor (5-HT,cR)-Agonist Lor-

caserin eingesetzt (ARONNE et al. 2014).

Eine interessante Zielstruktur fiir die Behandlung von Adipositas stellt der Melanocortin-4-

Rezeptor (MC4R) dar, auf dessen Rolle bei der Appetitregulation in Kapitel 3.2.2 und 3.5
5
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genauer eingegangen wird. Die Aktivierung des MC4R hat eine anorexigene Wirkung und
erhoht den Energieverbrauch des Organismus (CUMMINGS UND SCHWARTZ 2000). An Tier-
modellen konnte fiir Melanotan-II (MT-II) nach intracerebroventrikuldrer Injektion eine
Gewichtsreduktion festgestellt werden (HANSEN et al. 2005). Es wurde bereits eine Vielzahl
von MC4R-Agonisten in vorklinischen und klinischen Studien beziiglich Gewichtsabnahme
und Nebenwirkungen untersucht, z. B. MT-II und MK-0493 (FANI et al. 2014). Wegen un-
spezifischer Bindungen an weitere MCR und Nebenwirkungen wie Geschmacksaversion (=
Ablehnung gewisser Geschmacksreize) und Erektionsstorungen wurde MT-II nicht fiir kli-
nische Studien zugelassen (WESSELLS et al. 2000; HANSEN et al. 2005; FANI et al. 2014). Durch
die chronische Behandlung mit MC4R-Agonisten stiegen Blutdruck und Herzfrequenz

(KIEVIT et al. 2013).

Es besteht ein grof3er Forschungsbedarf, um das Verstindnis der Energiehomdostase und
Appetitregulation zu erweitern und um neue Therapieansitze und Medikamente zur Ge-
wichtsreduktion zu entwickeln, deren Effekte grofer und die Nebenwirkungen geringer aus-

fallen.

3.2 Appetitregulation und Energiehomdoostase

Die Regulation des Appetits und der Energiehomdostase des Korpers ist komplex und durch
unterschiedliche Komponenten gesteuert. Hauptsichlich erfolgt die Appetitregulation tiber
das zentrale Nervensystem (ZNS) und iiber periphere Organe und Gewebe wie z. B. den GI-
Trakt, das Fettgewebe, das Pankreas oder die Leber (DRUCE UND BLOOM 2006). Neben der
Beteiligung von physiologischen Mechanismen spielen auch psychologische Faktoren sowie
das Verhalten eine wichtige Rolle (GREENBERG et al. 2005), auf die im Rahmen dieser Arbeit
aber nicht néher eingegangen wird. Die Aufrechterhaltung der Energiehomdostase ist not-
wendig, damit die Nahrungsaufnahme und der Energieverbrauch im Gleichgewicht sind,

um Adipositas oder auch Untergewicht zu vermeiden.
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3.2.1 Periphere Appetitregulation

Vor, wahrend und nach der Nahrungsaufnahme werden durch die beteiligten Organe und

Gewebe Sdttigungssignale und -hormone an das ZNS weitergeben und dort verarbeitet.

Die Bildung von Insulin erfolgt in den -Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas in Folge
eines erhohten Blutzuckerspiegels. Sattigungshormone wie glucagon-like peptide-1 (GLP-1)
oder auch Cholecystokinin (CCK) nehmen Einfluss auf die Insulinsekretion. Insulin wirkt
iber die Bindung an den Insulin-Rezeptor (IR), welcher in vielen Zellen, aber besonders in
Fett-, Leber- und Muskelzellen und im Hypothalamus exprimiert wird (CUATRECASAS 1972;
WERTHER et al. 1987; BRUNETTI et al. 1989). Die Folge der Insulinbindung ist die Senkung
des Blutglucosespiegels (PILKIS UND GRANNER 1992; MICHAEL et al. 2000; OBICI et al. 2002).
Eine Storung des Insulinhaushalts fithrt zum Diabetes. Da IR und Leptin-Rezeptoren (Ob-
R) im ZNS zu finden sind, bewirkt die direkte Injektion von Leptin oder Insulin in das Ge-
hirn von Tieren eine Reduktion der Nahrungsaufnahme, verbunden mit einem Gewichts-

verlust (FRIEDMAN UND HALAAS 1998; AIR et al. 2002).

Leptin ist ein Adipokin (= Fettgewebshormon), welches hauptsichlich in den Adipozyten
des weiflen Fettgewebes, aber auch im Magen und im Hypothalamus synthetisiert wird
(ZHANG et al. 1994; BADO et al. 1998; MORASH et al. 1999). Da die Plasmakonzentration von
Leptin direkt proportional zum Korperfettanteil ist, wird damit der Energiestatus des Kor-
pers widergespiegelt (CONSIDINE et al. 1996). Ob-R sind in diversen Organen wie Leber, Herz
und Niere zu finden, aber auch in unterschiedlichen Kerngebieten des Hypothalamus, wie
dem Nucleus arcuatus (ARC) und dem Nucleus paraventricularis (PVN) (MARGETIC et al.
2002). Durch die Bindung von Leptin an Ob-R im Hypothalamus wird die Stimulation von
anorexigenen Peptiden gefordert und die Produktion von orexigenen Hormonen gehemmt
(BANKS 2006). Speziell an den Neuronen im PVN fithrt die Stimulation mit Leptin zur Ex-
pression des Thyreotropin Releasing Hormons (TRH) (HARRIS et al. 2001; GUO et al. 2004).
Leptin wirkt aber nicht nur auf Neurone des ZNS, sondern z. B. auch auf T-Zellen oder auf

Zellen des Pankreas (LORD et al. 1998; SEUFERT 2004).
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Das erste als Séttigungssignal charakterisierte Hormon ist CCK (GIBBS et al. 1973). Durch
Nahrungsbestandteile wie Fettsauren oder Proteine wird CCK aus den enteroendokrinen I-
Zellen des Duodenums ins Blut sezerniert. Durch die Bindung an CCK-Rezeptoren fiihrt
CCK zu einer Kontraktion der Gallenblase und steigert die Freisetzung pankreatischer En-
zyme, hemmt die Entleerung des Magens und die Sekretion von Magensdure (CHEY ef al.
1970; YAMAGISHI UND DEBAS 1978; GRIDER 1994; SONOBE et al. 1995; LIDDLE 1997;
RAYBOULD 2007). CCK-Rezeptoren sind sowohl im Nervus vagus als auch im Gehirn expri-
miert. Die Stimulation der CCK-Rezeptoren im Gehirn bewirkt ein Sattigungsgefiihl und

gipfelt im Stopp der Nahrungsaufnahme (REHFELD 1981; BOOSALIS et al. 1992).

Als weiteres Sattigungshormon ist GLP-1 bekannt, dessen Produktion in den L-Zellen des
Ileums und des Kolons stattfindet. GLP-1 zdhlt zu den Inkretinen, welche die Freisetzung
von Insulin aus den p-Zellen des Pankreas stimulieren, die Freisetzung von Glucagon inhi-
bieren und somit maf3geblich am Glucosemetabolismus des Korpers beteiligt sind (DRUCKER
et al. 1987; MOJsOV et al. 1987). Die Sekretion von GLP-1 fiihrt zu einer verzogerten Entlee-
rung des Magens in den Darm und hemmt die Produktion von Magensaft (O'HALLORAN et
al. 1990; IMERYUZ et al. 1997). Rezeptoren fiir GLP-1 sind in den pankreatischen B-Zellen
oder dem GI-Trakt zu finden, aber auch in Neuronen des ZNS (THORENS 1992; WEI UND
MoOJSOV 1995; ALVAREZ et al. 2005). Wegen der anorexigenen Wirkung und der Stimulation
der Insulinsekretion werden GLP-1-Rezeptor-Agonisten fiir die Behandlung von Adipositas

und Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt (TURTON et al. 1996; AHREN 2011).

Auch das anorexigen wirkende Hormon Peptid YY (PYY) wird von den L-Zellen des Ileums
und des Kolons synthetisiert und ausgeschiittet (LUNDBERG et al. 1982; BATTERHAM et al.
2002). Die Freisetzung von PYY erfolgt hauptséchlich als Antwort auf Fette, die mit der Nah-
rung aufgenommen werden (LIN UND CHEY 2003). PYY liegt in zwei Formen vor: PYY .5
und PYY;.s6, welche beide an Rezeptoren der Familie des Neuropeptids Y (NPY) binden.
Dabei bindet PYY,.;san die Subtypen NPY-1-Rezeptoren (Y1R), Y2R und Y5R, wihrend
PYY;.s6bevorzugt den Y2R aktiviert, der auch im Hypothalamus vertreten ist. Es wurde ge-

zeigt, dass PYY iiber den Y2R seine anorexigene Wirkung stimuliert, da in Y2R-defizienten
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Miusen die PYY-vermittelte Reduktion der Nahrungsaufnahme inhibiert ist (BATTERHAM
et al. 2002; BATTERHAM UND BLOOM 2003). Die intracerebroventrikulidre Gabe von PYY; 3
in den PVN hat im Gegensatz dazu einen orexigenen Effekt und stimuliert die Nahrungs-
aufnahme durch die Aktivierung von Y1R und Y5R, welche auf den Neuronen des PVNs zu

finden sind (MORLEY et al. 1985; STANLEY et al. 1985; DE SILVA UND BLOOM 2012).

Bei Ghrelin handelt es sich um einen orexigenen Stimulus, der hauptséchlich in den Epithel-
zellen im Fundusbereich des Magens, aber auch in der Niere und im ZNS synthetisiert wird
(KOJIMA et al. 1999; WILLESEN et al. 1999; MORI et al. 2000; YAMAZAKI et al. 2002). Im ZNS
ist der Hypothalamus die wichtigste Struktur, die Ghrelin synthetisiert (SATO et al. 2005).
Ghrelin bindet direkt an growth hormone secretagogue (GHS)-Rezeptoren u. a. im ARC des
Hypothalamus und im Stammbhirn, um seine orexigene Wirkung zu entfalten (WIEDMER et
al. 2007; FERRINI et al. 2009). Erhohte Ghrelin-Konzentrationen werden in Patienten mit
Prader-Willi-Syndrom fiir die Entwicklung von Hyperphagie und Ubergewicht verantwort-

lich gemacht (CUMMINGS et al. 2002).

3.2.2 Appetitregulation im Hypothalamus

Fiir die Aufnahme und Verarbeitung der Hunger- und Sattigungssignale aus der Peripherie
ist der Hypothalamus die zentrale Schaltstelle im ZNS (Abbildung 3.1). Wichtig ist dabei der
ARG, ein Kerngebiet des Hypothalamus, der reziproke Verbindungen zu anderen Teilen des
Hypothalamus wie dem PVN und dem lateralen Hypothalamus besitzt. Die Neuronen des
ARC lassen sich in 2 Gruppen gliedern. Einerseits gibt es die NPY/AgRP-Neurone, welche
die orexigen wirkenden Peptide NPY und agouti-related protein (AgRP) freisetzen konnen
(MORTON UND SCHWARTZ 2001). Andererseits gibt es Neurone, die die anorexigenen Hor-
mone Pro-Opiomelanocortin (POMC) und cocaine and amphetamine regulated transcript
(CART) synthetisieren konnen und als POMC/CART-Neurone bezeichnet werden (VRANG
et al. 1999). Die Freisetzung von NPY im ARC ist abhdngig vom Energiestatus. Im gesattig-
ten Zustand ist die NPY-Konzentration verringert, unter Hungerbedingungen erhoht (BECK
et al. 1990). Die Konzentration des Prohormons POMC bzw. des daraus prozessierten Pep-

tidhormons a-Melanozyten-stimulierendes Hormon (a-MSH) verhdlt sich dazu invertiert.
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Unter Hungerbedingungen ist die Expression von POMC/a-MSH verringert, im gesattigten
Zustand liegen die anorexigenen Hormone in hoherer Konzentration vor (SCHWARTZ et al.
1997). Das Fehlen von POMC oder POMC/CART-Neuronen fithrt zur Ausbildung von Adi-
positas in Mdusen (YASWEN et al. 1999; GROPP et al. 2005; SMART et al. 2006). Im Vergleich
hierzu fithrt der knock-out von AgRP in dlteren Méusen zu einer verringerten Nahrungsauf-
nahme und resultiert in einem reduzierten Korpergewicht, wohingegen junge Mause weder
von einem AgRP- noch von einem NPY-Defizit beeintrichtigt sind (PALMITER et al. 1998;
QIAN et al. 2002; BEWICK et al. 2005; LUQUET et al. 2005). Das Vorhandensein von Rezepto-
ren fir z. B. PYY, GLP-1, Ghrelin, Leptin und Insulin auf Neuronen des Hypothalamus er-
moglicht die Kommunikation mit der Peripherie (MARGETIC et al. 2002; BATTERHAM UND
BLOOM 2003; WIEDMER et al. 2007; SANDOVAL et al. 2008; LIN et al. 2010). Die Stimulation
durch das in der Peripherie freigesetzte Leptin fithrt im ARC zu einer Stimulation der ano-
rexigenen POMC/CART-Neurone und inhibiert die orexigenen NPY/AgRP-Neurone, was
in einer Verminderung der Nahrungsaufnahme und Erhohung des Energieumsatzes resul-
tiert (ELIAS et al. 1998). Das in Kapitel 3.2.1 beschriebene Hungerhormon Ghrelin erhéhte
im ARC die Aktivitit der NPY/AgRP-Neurone und somit die Ausschiittung orexigener Hor-

mone (COWLEY et al. 2003).

Die orexigenen und anorexigenen Signale des ARC werden an Neurone in anderen Kern-
gebieten des Hypothalamus weitergeleitet, wobei der PVN von besonderer Bedeutung ist.
Die Neuronen des PVN zeichnen sich durch den Besitz einer besonders hohen Anzahl an
Melanotonin-3-Rezeptoren (MC3R) und MC4R aus, aber auch durch die Expression von
verschiedenen YR (GERALD et al. 1996; KiM et al. 2000; SHUKLA et al. 2012). Der MC4R kann
sowohl durch die Stimulation von den POMC/CART-Neuronen produzierten MC4R-
Agonisten anorexigen wirken oder durch die von den AgRP/NPY-Neuronen freigesetzten
MC4R-Antagonisten inhibiert werden (WISSE UND SCHWARTZ 2001). Dadurch wird deut-
lich, welche zentrale Rolle der MC4R bei der Appetitregulation einnimmt. Durch die Stimu-
lation der PVN-Neurone mit Hormonen aus dem ARC werden je nach Neuronentyp iiber

differenzierte Signalkaskaden das TRH oder das Corticotropin-Releasing Hormon (CRH)
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freigesetzt (FEKETE et al. 2000b; FEKETE et al. 2000c). Sowohl TRH als auch CRH wirken
anorexigen und reduzieren iiber unterschiedliche Signalwege die Nahrungsaufnahme
(RICHARD et al. 2000). Im nachfolgenden Kapitel 3.2.3 wird der thyreotrope Regelkreis, der

die Signalkaskade von TRH umfasst, genauer erldutert.

Energie-
verbrauch

Nahrungs-
aufnahme
PVN
ARC
w Melanocortin-Rezeptor
NPY-Rezeptor
POMC/ W\ Ghrelin-Rezeptor
CART
]r Insulin- oder
Leptin-Rezeptor

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Appetitregulation durch Sittigungssignale aus der Peripherie und deren
Verarbeitung im ARC und PVN des Hypothalamus

Die POMC/CART- und NPY/AgRP-Neurone des ARC empfangen Hunger- und Sattigungssignale aus der Peripherie und
verarbeiten diese tiber die jeweiligen Rezeptoren. In Folge der Stimulation der Neurone des ARC wird das orexigen wir-
kende NPY bzw. das anorexigen wirkende a-MSH freigesetzt. Die freigesetzten Hormone regulieren iiber Rezeptoren auf
den Neuronen des PVN die Freisetzung des TRH, wodurch die Nahrungsaufnahme vermindert wird und der Energiever-
brauch erhoht wird. Plus- bzw. Minus-Zeichen symbolisieren die Stimulation bzw. Inhibition der jeweiligen Neurone.

3.2.3 Thyreotroper Regelkreis

Der thyreotrope Regelkreis, welcher auch als hypothalamic-pituitary-thyroid axis (HPT-
Achse) bezeichnet wird, beschreibt die Regulation von Schilddriisenhormonen im Plasma
(YAMADA et al. 1997b). Leptin kann sowohl direkt iber Ob-R im PVN oder indirekt iiber
die Stimulation der POMC/CART-Neurone und Inhibition der AgRP/NPY-Neurone im

ARC die Expression von TRH initiieren (ELIAS et al. 1998; HARRIS et al. 2001; GUO et al.
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2004). Wie in Abbildung 3.2 dargestellt, wird dafiir das im Hypothalamus gebildete TRH
tiber das hypothalamisch-hypophysire Portalgefafisystem an die Hypophyse weitergeleitet,
wo es nach der Bindung an den TRH-Rezeptor-1 (TRHRI1) zu einer Ausschiittung des Thy-
reoidea-stimulierenden Hormons (TSH) kommt. Uber das Blut gelangt das TSH zur Schild-
driise, wo es die Bildung der Schilddriisenhormone Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4)
stimuliert. Uber eine negative Riickkopplung fiihrt die Produktion von T3 und T4 im Hy-
pothalamus und im Hypophysenvorderlappen zu einer Inhibition der TRH- bzw. TSH-
Freisetzung (DIETRICH ef al. 2004). T3 und T4 erhéhen den Energieverbrauch und die me-

tabolische Effizienz des Korpers (YEHUDA-SHNAIDMAN ef al. 2014).

Hypothalamus

Hypophyse

Schilddriise

Abbildung 3.2: Thyreotroper Regelkreis

Durch die Freisetzung von Leptin wird die Expression von TRH im Hypothalamus stimuliert. Als Folge der TRH-
Freisetzung aus dem Hypothalamus wird in der Hypophyse die Expression von TSH angeregt. Das sekretierte TSH fithrt
in der Schilddriise zur Bildung der Schilddriisenhormone T3 und T4, die den Energieverbrauch des Korpers erhéhen und
die Nahrungsaufnahme reduzieren. Die Hochregulation von T3 und T4 inhibiert iber negative Riickkopplung die Expres-
sion von TRH im Hypothalamus und TSH in der Hypophyse.

Den bekanntesten Stimulus fiir TRH stellt das von den POMC/CART-Neuronen im ARC
gebildete a-MSH dar (FEKETE et al. 2000a; HARRIS et al. 2001). Die Untersuchung der Gen-
expression von TRH mittels eines Uberexpressionssystems hat gezeigt, dass die Stimulation
der Zellen sowohl mit a-MSH als auch mit Leptin zu einer Aktivierung des TRH-Promoters
tithrten, dafiir jedoch unterschiedliche Signalwege verantwortlich waren. a-MSH aktivierte

TRH iiber die Phosphorylierung des cAMP response element-binding proteins (CREB) und
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Leptin iiber die Phosphorylierung von signal transducer and activator of transcription 3
(STAT-3) (HARRIS et al. 2001). Obwohl bereits gezeigt wurde, dass Leptin zu einer TRH-
Expression im PVN fiihrte, war lange unklar, ob diese Stimulation direkt erfolgte oder tiber
Signale, die vom ARC an den PVN weitergeleitet wurden (LEGRADI et al. 1997a). Daten, die
zeigten, dass die chemische Ausschaltung des ARC die Expression von TRH durch Leptin
blockte, unterstiitzten die Hypothese, dass Leptin nur indirekt die TRH-Ausschiittung be-
einflussen kann (LEGRADI et al. 1998). Es wurde auch postuliert, dass Leptin direkt und in-

direkt an der TRH-Freisetzung im PVN beteiligt ist (HARRIS et al. 2001; GUO et al. 2004).

3.3 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Fiir die Verarbeitung einer Vielzahl von Sittigungssignalen in Organen, Geweben und Neu-
ronen des ZNS ist die Interaktion von Hormonen mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) essentiell. Uber GPCR werden extrazellulire Signale in das Zellinnere geleitet und
Signalkaskaden werden aktiviert. GPCRs stellen mit {iber 1000 Mitgliedern die grof3te Pro-
teinsuperfamilie im Genom der Sduger dar (JACOBY et al. 2006). Sie sind mit ihren sieben
Transmembrandoménen in der Zellmembran verankert und mit heterotrimeren Guanosin-
nukleotid-bindenden Proteinen (G-Proteinen) im Zellinneren verbunden. Die Helixstruk-
turen, welche die Zellmembran durchspannen, sind iiber jeweils drei intra- bzw. extrazellu-
lare Peptidketten miteinander verkniipft. Im extrazelluldren Raum ist der N-Terminus der
GPCR lokalisiert, wahrend der C-Terminus im intrazelluldiren Raum liegt. Die Bindung ei-
nes Agonisten aus dem extrazelluldren Raum resultiert in einer Aktivierung der intrazellu-
laren G-Proteine, die unterschiedliche Signalkaskaden zur Signalweiterleitung benutzen
konnen (WETTSCHURECK UND OFFERMANNS 2005; JACOBY et al. 2006; STEVENS et al. 2013).
Die heterotrimeren G-Proteine sind aus einer a-, einer B- und einer y-Untereinheit zusam-
mengesetzt, wobei die - und y-Untereinheit einen Komplex bilden (GILMAN 1987). Im in-
aktiven Zustand ist an die a-Untereinheit des GPCRs ein Guanosindiphosphat (GDP) ge-
bunden, welches durch die Aktivierung des GPCRs in Funktion eines guanin nucleotide
exchange factors (GEF) freigesetzt wird und ein GTP an die Untereinheit bindet. Aus der

Aktivierung des G-Proteins resultiert der Zerfall der a-Untereinheit und des B/y-Komplexes
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und die Stimulation diverser Signalkaskaden (Abbildung 3.3). Die Hydrolyse von GTP zu
GDP der a-Untereinheit durch GTPase activating proteins (GAP) ermoglicht die Bildung

eines neuen heterotrimeren G-Proteins.

Agonist /\ .
GPCR n n ” ” ” n

Cytoplasma U u

O Qi/o Ogq Ql12/13

Signal

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der G-Protein-Aktivierung

Nach der Bindung eines Agonisten aus dem extrazelluliren Raum an den GPCR kommt es zu einer Trennung der hete-
rotrimeren G-Proteine, wobei die B- und y-Untereinheit einen Komplex bilden. Im inaktiven Zustand ist GDP an die a-
Untereinheit gebunden, welches nach Aktivierung mittels eines GTP-Austauschfaktors zu GTP wird. Man unterscheidet
zwischen 4 a-Untergruppen der G-Proteine: Gs, Gio, Gqund Gizis. Die Aktivierung der G-Proteine 16st je nach Agonist
und a-Untereinheit verschiedene Signalkaskaden im intrazelluliren Raum der Zielzelle aus.

Die G-Proteine lassen sich durch ihre induzierten Signalkaskaden in vier Gruppen einteilen:
G, Ggi1, Giro und Gua1s (HEPLER UND GILMAN 1992). Vereinfacht in Abbildung 3.4 dargestellt,
resultiert aus der Aktivierung von G-Proteinen die Konzentrationsinderung eines second
messengers (z. B. cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP), Ca®* oder Inositol-1,4,5-tris-
phophat (IPs)). Durch den second messenger konnen je nach Signal unterschiedliche Kinasen
und Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, die der Signalweiterleitung dienen
(WETTSCHURECK UND OFFERMANNS 2005; JACOBY et al. 2006). Auf die Wirkungsweisen und
typischen Signalwege einzelner Ga-Proteine wird anhand ausgewdhlter Liganden genauer

eingegangen.
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Abbildung 3.4: Darstellung der charakteristischen Signalkaskaden der 4 Subtypen von Ga-Untereinheiten
Durch die Aktivierung von Gs-Proteinen werden Adenylylzyklasen (AC) aktiviert, was in einer Erh6hung des cAMP-Spie-

Oq
2+

gels resultiert. Dies kann z. B. zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) fithren. Die Aktivierung von Gio-Proteinen hat
einen inhibitorischen Effekt auf die AC. Als zellulire Antwort auf die Aktivierung von Gq-Proteinen wird die Phospholipase
CpB (PLCP) stimuliert, wodurch die Spaltung von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) in IP; und Diacylglycerin
(DAG) katalysiert wird. Dies resultiert in einer Erhéhung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration und einer Aktivierung
der Proteinkinase C (PKC). Das ras homologue (Rho) wird durch die Aktivierung von Gizi3 Proteinen aktiviert.

3.4 cAMP response element-binding protein (CREB) als Transkriptionsfaktor

Die Interaktion von Hormonen mit ihren GPCRs fiithrt zur Aktivierung von Signalkaskaden
im intrazelluldren Raum. So kann das von Neuronen im ARC freigesetzte Hormon a-MSH
an seine Rezeptoren auf Neuronen des PVN binden und die Expression von Zielgenen wie
TRH bewirken (FEKETE et al. 2000b). Innerhalb der intrazelluliren Signalkaskaden sind
Transkriptionsfaktoren notwendig, die die Transkription des Zielgens positiv oder negativ
regulieren, indem sie Einfluss auf die Initiation der Transkription nehmen. Transkriptions-
faktoren konnen an bestimmte Zielsequenzen der DNA in der Region eines Promotors bin-
den. Es gibt jedoch auch Transkriptionsfaktoren, die nicht direkt an die DNA binden, son-
dern an andere DNA-bindende Proteine. Uber Protein-Protein-Interaktionen kénnen Tran-
skriptionsfaktoren neben der DNA noch weitere Transkriptionsfaktoren oder die RNA-

Polymerase binden. Der Aktivitatszustand von Transkriptionsfaktoren kann direkt durch
15



Einleitung

die Synthese, aber auch durch weitere Modifikationen, wie z. B. die Phosphorylierung beein-
flusst werden (PABO UND SAUER 1992; SPITZ UND FURLONG 2012). Man unterscheidet zwi-
schen allgemeinen Transkriptionsfaktoren, die grundsitzlich fiir die Transkription eines
Zielgens notwendig sind, und spezifischen Transkriptionsfaktoren, die vermitteln, welches
Gen exprimiert werden soll. Allgemeine Transkriptionsfaktoren werden in allen Zellen ex-
primiert, wahrend spezifische Transkriptionsfaktoren auch nur in bestimmten Zellen vor-
kommen konnen (PABO UND SAUER 1992). Zu den bekanntesten spezifischen Transkripti-
onsfaktoren gehort CREB, der die Expression von Zielgenen stimulieren kann, die eine spe-
zifische cAMP response element (CRE)-Sequenz in ihrem Promotor enthalten. Namensge-
bend fiir den Transkriptionsfaktor CREB ist, dass er in Folge von einer Erh6hung des cAMP-
Spiegels in der Zelle aktiviert wird und an eine CRE-Sequenz binden kann (JOHANNESSEN et

al. 2004; CARLEZON et al. 2005).

3.4.1 Aufbau und Cofaktoren von CREB

Zur CREB-Familie der cAMP-responsive activators gehoren CREB, der cAMP response ele-
ment modulator (CREM) und der activating transcription factor 1 (ATF-1). Der Transkrip-
tionsfaktor CREB ist aus unterschiedlichen funktionellen Doménen aufgebaut: amino-ter-
minal transactivation domain (TAD), carboxy-terminal basic Leu zipper (bZIP) DNA-
Bindestelle und Dimerisierungsstelle (Abbildung 3.5). Die TAD ldsst sich in die central
kinase-inducible domain (KID) und die glutaminreiche constitutive activation domain (Q2)
einteilen (ALTAREJOS UND MONTMINY 2011). Die Q2-Doméne kann die Transkriptionsrate
des Zielgens durch die Interaktion mit dem TBP-associated factor 4 (TAF4), der zu dem ba-
salen Transkriptionsfaktor IID (TFIID) gehort, erhohen (FERRERI et al. 1994). Die KID-
Domine zeichnet sich durch eine Vielzahl an Phosphorylierungsstellen aus, die bei der
CREB-Aktivierung beteiligt sein konnen (BRINDLE et al. 1993; QUINN 1993; ALTAREJOS UND
MONTMINY 2011). Die Phosphorylierung von CREB am Serin 133 in der KID-Domine fiihrt
zur Interaktion mit der KIX-Domine des CREB-binding protein (CBP) und seinem Paralog

p300 (KID-KIX-Komplex) (CARDINAUX et al. 2000; SHAYWITZ et al. 2000). Die Bindung von
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CBP/p300 erhoht die Expressionsrate des Zielgens durch die Acetylierung von nukleosoma-
len Histonen und die Rekrutierung von RNA-Polymerase-II-Komplexen (BANNISTER UND
KOUZARIDES 1996; KEE et al. 1996; ASAHARA et al. 2001). Die Rekrutierung des CBP/p300-
Komplexes an die KID-Domine ist fiir die cAMP-vermittelte CREB-Aktivierung spezifisch
(ZHANG et al. 2005). An die bZIP-Domine konnen Proteine der Familie der CREB-
Coaktivatoren cAMP-regulated transcriptional co-activators (CRTC oder TORC) binden,
was die CREB-vermittelte Transkription von Zielgenen erhéht (CONKRIGHT et al. 2003;
IOURGENKO et al. 2003; BITTINGER et al. 2004; SCREATON et al. 2004). Alle drei CRTC-
Proteine (CRTCI1, CRTC2 und CRTC3) bestechen aus einer N-terminalen CREB-
Bindedomine (CBD), einer zentralen regulatorischen Domaéne, einer Splicing-Doméne und
einer C-terminalen TAD (ALTAREJOS UND MONTMINY 2011). Wahrend CRTCs unter basalen
Bedingungen im Cytoplasma an 14-3-3 Proteine gebunden lokalisiert sind, so werden sie als
Antwort auf die cAMP-Erhohung oder Ca**-Freisetzung tiber die Phosphatase Calcineurin
dephosphoryliert und in den Kern gebracht, wo sie an die CREB-Proteine binden konnen
(BITTINGER et al. 2004; SCREATON et al. 2004; WANG et al. 2010). Im CRTC2 knock-out Maus-
modell ist die Konzentration der Blutglucose verringert und die Insulinsensitivitat verbes-
sert, was die Bedeutung von CRTC2 im Energiehaushalt deutlich macht (Koo et al. 2005;
WANG et al. 2010). Die O-Glykosylierung von CRTC2 scheint zur Erhohung der Glucose-
konzentration bei Insulinresistenz beizutragen (DENTIN et al. 2008). In Mdusen mit einer
Pradisposition fiir Adipositas ist die Konzentration von O-glykosyliertem CRTC2 erhoht

(ALTAREJOS UND MONTMINY 2011).

CBP/p300

CREB Se£33

TAF4 CRTC
N Ql Q2 bzIP C
J
' DNA Bindestelle

Abbildung 3.5: Funktioneller Aufbau des Transkriptionsfaktors CREB

CREB setzt sich aus einer TAD- und einer bZIP-Domine zusammen. Die TAD-Domine besteht aus der KID-Domaine mit
einer Vielzahl an Phosphorylierungsstellen und der Q2-Doméne. Die Q2-Domine bindet an TAF4, wihrend die bZIP-
Domine sowohl CRTC bindet als auch die DNA Bindestelle beinhaltet.
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3.4.2 Aktivierung von CREB

Die funktionelle Vielfalt und Bedeutung von CREB in zelluldren Prozessen wird daraus er-
sichtlich, dass CREB-Bindestellen in iiber 4000 Genen zu finden sind (ZHANG et al. 2005).
Erstmals wurde 1986 eine CRE-Sequenz im Promoter von Somatostatin entdeckt
(MONTMINY et al. 1986). Das wohl am haufigsten untersuchte Zielgen fiir CREB-abhéngige
Expression ist c-Fos (BERKOWITZ et al. 1989; FISCH et al. 1989). Fiir die vorliegende Arbeit
ist es von besonderem Interesse, dass auch der Promoter von TRH eine CRE-Sequenz besitzt,
da TRH mafigeblich in die Regulation der Schilddriisenhormone und des Energiehaushalts
des Korpers involviert ist (SARKAR et al. 2002; BIANCO UND KiM 2006; COTE-VELEZ et al.
2011). Fir die Regulation der Transkription durch die Bindung an die CRE-Sequenz des
Zielgens ist die Dimerisierung von CREB notwendig (YAMAMOTO et al. 1988). Umgekehrt
ist fiir die Dimerisierung von CREB die Anwesenheit von DNA notwendig (WU et al. 1998).
Die Dimerisierung findet {iber ein Motiv im Bereich des C-Terminus von CREB statt
(SHAYWITZ UND GREENBERG 1999). Aus der Ca’/calmodulin-dependent protein kinase II
(CaMKII)-induzierten Phosphoshorylierung am Serin 142 resultiert eine Dissoziation des
CREB-Dimers und eine Reduktion der CREB-vermittelten Gentranskription (MATTHEWS et
al. 1994; WU UND MCMURRAY 2001). Neben der Dimerisierung ist die Bindung von CREB
an die DNA wichtig. Die Bindestelle befindet sich in der bZIP-Doméne von CREB
(ALTAREJOS UND MONTMINY 2011). Die Stirke der DNA-Bindung von CREB ist davon ab-
hingig, ob das konservierte CRE-Sequenzmotiv symmetrisch (TGACGTCA) oder asymmet-
risch (CGTCA) vorliegt. Beim Vorliegen symmetrischer CRE-Sequenzen ist die Bindung
hoher (YAMAMOTO et al. 1988; NICHOLS et al. 1992). Es wird kontrovers diskutiert, ob die
Phosphorylierung von CREB die Bindung an die DNA verstiarken kann oder ob kein Zu-
sammenhang besteht (SHAYWITZ UND GREENBERG 1999). Fiir die Bindung von CREB an CRE
in vivo scheint die Methylierung eines zentralen CpG-Dinukleotids von CRE einen inhibi-
torischen Effekt zu haben (IGUCHI-ARIGA UND SCHAFENER 1989). Neben der Dimerisierung
und DNA-Bindung ist die Bildung des KID-KIX-Komplexes fiir die Vermittlung der Gen-
expression unbedingt erforderlich (CARDINAUX et al. 2000). Mutationen, die eine Assozia-

tion des Komplexes erhohen, verstarkten die Expression, wohingegen aus einer Storung der
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Komplexbildung eine Abnahme der Genexpression resultierte (CARDINAUX et al. 2000;
SHAYWITZ et al. 2000). Wird die Komplexbildung durch kleine Molekiile inhibiert, so wird

auch die CREB-vermittelte Expression des Zielgens blockiert (BEST et al. 2004).

3.4.3 Phosphorylierung von CREB am Serin 133

Ebenso vielseitig wie die Zielgene sind die Stimulatoren und Kinasen, die eine CREB-
Aktivierung durch Phosphorylierung oder andere posttranslationale Modifikationen wie
Acetylierung oder Glycosylierung beeinflussen (JOHANNESSEN et al. 2004). Die CREB-
Phosphorylierung am Serin 133 stellt die hdufigste Modifikation dar. Es wurden tiber 300
Stimuli identifiziert, die CREB phosphorylieren konnen. Darunter sind Wachstumsfaktoren
wie EGF, IGF und NGF, Peptidhormone wie gonadotropin-releasing hormone (GnRH), In-
sulin, a-MSH, Bradykinin (BK) und auch Zytokine, Phospholipide, Stressfaktoren und
Komponenten intrazelluldrer Ca**-Signalwege zu finden. Abhédngig von der jeweiligen Sig-
nalkaskade gibt es eine grofie Menge an Kinasen, die fiir die CREB-Phosphorylierung zu-
stindig sind. So wurde beispielweise fiir CaMKI und CaMKII, verschiedene Vertreter der
mitogen-activated protein kinases (MAPK) oder MAPKK, PKA, PKB/Akt und Proteinkinase
C (PKC) gezeigt, dass sie zu einer Phosphorylierung von CREB am Serin 133 beitragen
(MAYR UND MONTMINY 2001; JOHANNESSEN et al. 2004). Bei der CREB-induzierten Tran-
skription von Zielgenen muss deutlich zwischen einer Phosphorylierung von CREB und ei-
ner Aktivierung unterschieden werden. So wird diskutiert, ob eine CREB-Phosphorylierung
immer fiir eine Aktivierung ausreichend ist (LONZE UND GINTY 2002; JOHANNESSEN et al.
2004). Bereits 1995 wurde beschrieben, dass eine Phosphorylierung am Serin 133 nicht suf-
fizient ist (BONNI et al. 1995; THOMPSON et al. 1995; BITO et al. 1996; L1U UND GRAYBIEL
1996). Beim Bradykinin-2-Rezeptor (B2R) in Neuroblastomzellen war die Phosphorylierung
von CREB am Serin 133 durch BK nicht ausreichend, um eine CRE-Reporteraktivitit zu
induzieren (ROSETHORNE et al. 2008). Ebenso ist die Phosphorylierung von CREB fiir die
Expression von c-Fos unzureichend (LONZE UND GINTY 2002). In einem Zellmodell fiir die
Analyse von T-Zellen fiihrte die Phosphorylierung von CREB am Serin 133 nach Stimulation

des T-Zell-Rezeptors ebenfalls nicht zu einer Translation des Zielgens (BRINDLE et al. 1995).

19



Einleitung

Als Erkldrung dafiir, dass die Phosphorylierung von CREB alleine nicht fiir die Aktivierung
ausreichend ist, wird angenommen, dass es an der fehlenden Rekrutierung von CBP liegt
(CARDINAUX et al. 2000; MAYR UND MONTMINY 2001; LONZE UND GINTY 2002; JOHANNESSEN
et al. 2004). Der genaue Mechanismus, wie CBP die Genexpression beeinflusst, bleibt aller-
dings unklar (CARDINAUX et al. 2000). Einerseits scheint CBP/p300 durch Interaktion mit
verschiedenen Komponenten den Priinitiationskomplex zu stabilisieren, andererseits soll
CBP tuber die Modifikation von Chromatinkomponenten die Expression beeinflussen
(CARDINAUX et al. 2000). Die Phosphorylierung von CREB ist fiir eine Aktivierung notwen-
dig, da die Mutation von Serin 133 zu Asparagin 133 die Aktivierung von CREB inhibiert
(GONZALEZ UND MONTMINY 1989). Die PKA-abhingige Phosphorylierung von CREB hat
keinen Einfluss auf die Dimerisierung und somit kann CREB nicht aktiviert werden (WU et
al. 1998). Es wird deutlich, dass die CREB-Phosphorylierung nicht als Synonym fiir die
CREB-Aktivierung oder eine CREB-abhingige Transkription verwendet werden kann

(LONZE UND GINTY 2002).

3.4.4 Funktionen von CREB

CREB ist in eine Vielzahl zelluldrer Prozesse involviert, besonders ausgeprégt ist die Rolle
von CREB im Nervensystem. Dazu zihlen u. a. die Entwicklung und das Uberleben von
Neuronen, neuronale Differenzierung, Neuritenwachstum und Lern- und Gedéchtnispro-
zesse (LONZE UND GINTY 2002). Da CREB sowohl durch Wachstumsfaktoren als auch durch
Entziindungsmediatoren moduliert werden kann, ist es auch fiir das Immunsystem von Be-
deutung, beispielsweise bei der Produktion von Zytokinen oder bei der Regulation von T-
Zellen (WEN et al. 2010). Beteiligt ist CREB auch an der Regulation der Energiehomdoostase
und des Appetits. CREB reguliert cAMP-abhiéngig tiber PKA durch direkte Bindung an die
Promotersequenzen der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase und der Glucose-6-Phospha-
tase die Neusynthese von Glucose in der Leber (WYNSHAW-BORIS et al. 1986; QUINN UND

GRANNER 1990; HERZIG et al. 2001). Zusitzlich wird die Gluconeogenese auch durch CRTC2
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moduliert (KOO et al. 2005). Es wurde auf3erdem herausgefunden, dass Insulin die Glucone-
ogenese durch das Unterbrechen der Interaktion zwischen CREB und CBP iiber die Phos-

phorylierung von CBP am Serin 436 inhibieren kann (ZHOU et al. 2004; HE et al. 2009).

3.4.5 Rolle von CREB im Hypothalamus

Eine zentrale Rolle spielt CREB bei der Regulation des Appetits im Hypothalamus. Die Ex-
pression von TRH im Hypothalamus ist ein wesentlicher Bestandteil der Appetitregulation
und der Energiechomdostase (Kapitel 3.2.3). Die TRH-Expression kann von verschiedenen
Transkriptionsfaktoren kontrolliert werden. Der TRH-Promoter beinhaltet Bindestellen fiir
CREB, STAT und specificity protein 1 (Sp-1). Wéhrend Leptin die TRH-Expression durch
Phosphorylierung von STAT-3 reguliert, steuert das anorexigene Peptidhormon a-MSH als
einzig bisher bekannter Stimulus diese wichtige Genexpression iiber den Transkriptionsfak-
tor CREB und CRE im PVN (HARRIS et al. 2001; SARKAR et al. 2002; SARKAR UND LECHAN

2003; PERELLO et al. 2006).

3.5 a-Melanozyten-stimulierendes Hormon und der MC4R

Aus dem Vorlduferpeptid POMC werden durch unterschiedliche Prozesse folgende Spalt-
produkte generiert: die drei Melanocortine a-, B- und y-MSH, das adrenocorticotropic hor-
mone (ACTH) und B-Endorphin. Durch Melanocortine und ACTH kénnen die fiinf MCR
(MCR1-MCR5) mit differenzierter Affinitat aktiviert werden (YANG 2011). MCR sind in
viele zelluldre Prozesse involviert. Dazu gehdrt neben der Pigmentierung und Reproduktion

auch die Regulation der Energiehomdostase (TSATMALI et al. 2002; SCHIOTH et al. 2003).

Im Zentrum der Appetitregulation stehen allerdings der MC4R und sein endogener Agonist
a-MSH, aber auch der einzige endogene Antagonist AgRP (HASKELL-LUEVANO et al. 1999;
YEO UND HEISLER 2012). Die Bedeutung von POMC und MCA4R fiir die Appetitregulation
im Hypothalamus wurde in Kapitel 3.2.2 dargestellt und zeigt sich nochmal durch den Effekt
von Mutationen im POMC oder MC4R bei Maus und Mensch, welche zu Hyperphagie und
Adipositas fithren (HUSZAR et al. 1997; VAISSE et al. 1998; YASWEN et al. 1999; CHALLIS et al.

2004). Eine Haploinsuffizienz im MC4R ist die hdufigste monogene Ursache fiir schwere
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Adipositas und betrifft bis zu 5 % der Félle (CONE 2005). MC4R knock-out Mause weisen
neben einem erhohten Korpergewicht auch Hyperphagie, Hyperinsulindmie und Hypergly-
kdmie auf (HUSZAR et al. 1997). Neben der anorexigenen Funktion ist die a-MSH-vermittelte
Aktivierung des MC4R bei Lern- und Gedéachtnisprozessen, beim Neuritenwachstum und
bei der Neuroprotektion wichtig (ADAN et al. 1996; GIULIANI et al. 2006; GONZALEZ et al.

2009).

Der MCA4R ist ein GPCR, der hauptsdchlich mit G;-Proteinen interagiert, wobei die stimu-
lierende Wirkung fiir die G,-Untereinheit namensgebend ist. Der MC4R kann aber auch
iber Gi/o- und G¢-Proteine Signalkaskaden aktivieren (CHAI et al. 2006; NEWMAN et al. 2006;
BUCH et al. 2009). G,-Proteine zeichnen sich durch die Aktivierung der Adenylylzyklasen
(AC) und einer daraus resultierenden intrazelluliren Produktion des second messengers
cAMP aus (GANTZ ef al. 1993). Uber die MC4R-vermittelte Aktivierung von G,-Proteinen
konnen signalwegabhingig unterschiedliche Kinasen fiir die Signaltransduktion aktiviert
werden (Abbildung 3.4). Uber den MC4R werden sowohl Ionenkanile als auch die Expres-
sion von Genen reguliert (LEE et al. 2001; CARUSO et al. 2004; FU UND VAN DEN POL 2008;
CARUSO et al. 2012; CARNIGLIA et al. 2013; RAMIREZ et al. 2015). So wurde gezeigt, dass tiber
den MC4R die PKA (CARUSO et al. 2012; DAMM et al. 2012; LI et al. 2013; SHEN et al. 2013),
die extracellular signal-regulated kinase-1/2 (ERK-1/2) (VONGS et al. 2004; SUTTON et al.
2005; CHAI et al. 2006; PATTEN et al. 2007; RAMIREZ et al. 2015), die AMP-aktivierte Protein-
kinase (AMPK) (MINOKOSHI et al. 2004; DAMM et al. 2012) sowie die c-jun-Kinase (CHAI et
al. 2009), die Phosphoinositidkinase-3 (PI3K) (VONGS et al. 2004; RAMIREZ et al. 2015) und
die PKC (CHAI et al. 2006) moduliert werden kénnen. Effekte des MC4R auf die Genexpres-
sion wurden in vivo und in vitro der Phosphorylierung von CREB zugeschrieben, allerdings
ohne einen direkten experimentellen Nachweis dafiir zu erbringen (HARRIS et al. 2001;

SARKAR et al. 2002; CYR UND BOUKADOUM 2013; RU et al. 2015).

3.5.1 a-MSH-induzierte Expression von TRH

Aufgrund der a-MSH-induzierten TRH-Reporteraktivitit wurde postuliert, dass a-MSH

tiber CREB/CRE im Hypothalamus die Expression von TRH stimuliert (HARRIS et al. 2001).
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Bislang wurde kein weiteres Hormon beschrieben, dass iiber CREB/CRE die Expression von
TRH im Hypothalamus induziert. Die a-MSH-induzierte Phosphorylierung von CREB in
TRH-Neuronen des PVN war in vivo durch den orexigenen Stimulus NPY blockierbar
(SARKAR UND LECHAN 2003; CYR et al. 2013). Der Signalweg und die Funktion von NPY
werden in Kapitel 3.8 geschildert. Es wird davon ausgegangen, dass die a-MSH-vermittelte
CREB/CRE-Aktivierung iiber den MC4R durch den Anstieg des cAMP-Spiegels iiber die
PKA induziert wird (MOUNTJOY et al. 1999; SARKAR et al. 2002; SARKAR UND LECHAN 2003;
CARUSO et al. 2010; CARUSO et al. 2012; CYR UND BOUKADOUM 2013). Obwohl diese An-
nahme weit verbreitet ist und diese Signalkaskade im PVN entscheidend zur Appetitregula-
tion beitragen soll, gibt es dafiir keine experimentelle Bestitigung. Es wurde demonstriert,
dass die Aktivierung des MC4R zu einer Phosphorylierung von CREB fithrt (HARRIS et al.
2001; SUTTON et al. 2005; CARUSO et al. 2010; CARUSO et al. 2012). Es wurde aber auch be-
schrieben, dass PKA-abhiangige CREB-Phosphorylierung aufgrund der fehlenden Dimeri-
sierung nicht zu einer Aktivierung von CREB fithren konnte (WU et al. 1998). Explizit wurde
sowohl in TRH-Neuronen durch intracerebroventrikuldre Injektion als auch im rekombi-
nanten Zellsystem die a-MSH-vermittelte Phosphorylierung von CREB beschrieben
(HARRIS et al. 2001; SARKAR et al. 2002). Uber den MC4R wurde durch a-MSH die Expres-
sion von TRH in vivo und im rekombinanten Zellsystem induziert (HARRIS et al. 2001; KiM
et al. 2002). In POMC knock-out Médusen war die Konzentration von TRH im Hypothalamus
reduziert (MARTIN et al. 2004). In einigen Publikation wurde postuliert, dass die a-MSH-
vermittelte CREB-Phosphorylierung und CRE-Aktivierung tiber PKA moduliert wird, je-
doch wurde die Vermutung nicht experimentell bestétigt (SARKAR et al. 2002; SARKAR UND
LECHAN 2003; CARUSO et al. 2010; CARUSO et al. 2012; CYR UND BOUKADOUM 2013; RAMIREZ

et al. 2015).

Fiir das Verstindnis der Regulation von TRH ist es notwendig, die Signalkaskade, die tiber

die Stimulierung des MC4R mit a-MSH zur CREB/CRE-vermittelten TRH-Expression
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fithrt, genauer zu analysieren. Besonders fiir eine Pharmakotherapie von Adipositaspatien-
ten konnte die genaue Untersuchung der Signalkaskade auf Ebene des MC4R eine Moglich-

keit zur Intervention bieten (Kapitel 3.1).

a-MSH
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Abbildung 3.6: Bisheriges Modell zur a-MSH-induzierten TRH-Expression im Hypothalamus

a-MSH aktiviert den MC4R, was zu einer intrazelluldren Erh6hung des cAMP-Spiegels fithrt. Bei der CREB-modulierenden
Kinase handelt es sich um die PKA. Uber die Phosphorylierung von CREB wird CRE aktiviert und die Transkription von
TRH initiiert. Komponenten der Signalkaskade, fiir die bislang der experimentelle Nachweis fehlte, wurden mit einem
Muster gekennzeichnet.

3.6 Exchange factor directly activated by cAMP

Lange Zeit wurde nicht nur der a-MSH-vermittelten TRH-Expression iiber den G,-Protein-
gekoppelten MC4R, sondern allen cAMP-abhidngigen, intrazelluldren Prozessen eine Inter-
aktion von cAMP mit der PKA oder mit Ionenkanilen zugeordnet, u. a. weil es keine alter-
nativen Moglichkeiten gab (BOs 2006; SCHMIDT et al. 2013). Jedoch gibt es aufler der PKA

auch noch den exchange factor directly activated by cAMP (EPAC) als Modulator, der als
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Antwort auf die Aktivierung von G.-gekoppelten Rezeptoren, die damit verbundene Akti-
vierung von ACs und die Erh6hung der cAMP-Konzentration in der Zelle stimuliert werden
kann. EPAC selbst wurde erst 1998 im Zuge einer Datenbankrecherche entdeckt, um PKA-
unabhéngige Effekte der GTPase Rap1 zu erklaren. Bei EPAC handelt es sich um einen GEF,
der durch den Austausch von GDP gegen GTP die zwei Mitglieder der Ras-Familie ras-rela-
ted protein 1 und 2 (Rapl und Rap2) aktivieren kann (DE ROOIJ et al. 1998; KAWASAKI et al.
1998). Aufgrund dieser Eigenschaft werden EPAC-Proteine in der Literatur hdufig auch als
cAMP-GEF oder RAPGEF bezeichnet. Es gibt jedoch auch EPAC-abhiéngige Prozesse in Zel-
len, die unabhingig von Rap sind. Dazu gehoren beispielsweise die EPAC-induzierte Akti-
vierung von Mitgliedern der JNK-Familie, die Aktivierung der Phospholipase D und das
Mikrotubuliwachstum (HOCHBAUM et al. 2003; LOPEZ DE JESUS et al. 2006; SEHRAWAT et al.
2008). Auflerdem konnen iiber EPAC, aufler Rapl und Rap2, noch andere Proteine der Ras
Superfamilie aktiviert werden, wie z. B. Rho oder Rac (MAILLET et al. 2003; KRUGMANN et al.
2004). Die EPAC-Proteine lassen sich in zwei Isoformen unterteilen: EPAC1 und EPAC2.
Beide Isoformen bestehen aus mehreren Proteindominen, darunter die autoinhibitorische
N-terminale Domidne mit regulatorischer Funktion und die katalytische C-terminale Do-
méne. EPAC2 hat zusidtzlich noch eine weitere N-terminale Domaéne, an die zyklische Nuk-
leotide binden konnen (Bos 2006; SCHMIDT et al. 2013). Wahrend EPACI1 ubiquitdr expri-
miert wird, kommt EPAC2 hauptséchlich in Gehirn, Leber, Pankreas und Nebenniere vor

(DEROOTJ et al. 1998; KAWASAKI et al. 1998).

EPAC st in unterschiedliche biologische Prozesse involviert und gewinnt durch neue in vitro
und in vivo Studien auch im Bereich der Pathophysiologie an Bedeutung (ALMAHARIQ et al.
2014). Besonders im Gehirn sind die Funktionen von EPAC vielseitig. So wird EPAC teil-
weise eine Beteiligung bei zelluldren Prozessen im Gehirn wie der Regulation des Neuriten-
wachstums, der neuronalen Differenzierung oder der Regeneration von Axonen zugespro-
chen, die zuvor nur der PKA zugeordnet waren (CHRISTENSEN et al. 2003; KIERMAYER et al.
2005; MONAGHAN et al. 2008; CORREDOR et al. 2012). Es besteht die Moglichkeit, dass auch

weitere Signalkaskaden von EPAC abhingig sind, denen bislang eine Beteiligung der PKA
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zugesprochen wurde. Beziiglich der Appetitregulation und der Energiehomdostase kommt
EPAC eine Funktion bei Leptin- und Insulin-induzierten Signalwegen zu, welche aber kont-
rovers diskutiert wird. So wurde gezeigt, dass die Leptin-vermittelte STAT-3-Phosphorylie-
rung durch eine Erhéhung des cAMP-Spiegels inhibiert werden konnte. Dieser inhibitori-
sche Effekt war PKA-unabhingig (FUKUDA et al. 2011). Notwendig war die Phosphorylie-
rung von STAT-3 fiir die Leptin-vermittelte Expression von POMC (BATES et al. 2003). Die
selektive Aktivierung von EPAC hingegen hatte einen abschwiachenden Effekt auf den Lep-
tin-Signalweg, verbesserte die Leptin-induzierte Depolarisation von POMC-Neuronen im
Hypothalamus und inhibierte die anorexigene Wirkung von Leptin in vivo (FUKUDA et al.
2011). Die Erkenntnisse lassen die Vermutung zu, dass eine Aktivierung des Signalwegs von
cAMP tiber EPAC im Hypothalamus zu einer Leptin-Resistenz fithrt (FUKUDA et al. 2011;
ALMAHARIQ et al. 2014). Bei der Leptin-vermittelten Signaltransduktion war Untersuchun-
gen zufolge der EPAC1-Subtyp involviert. Mit Hilfe eines EPAC1 knock-out Mausmodells
wurde gezeigt, dass EPACI-defiziente Mause weniger weifles Fettgewebe und verringerte
Leptin-Konzentrationen im Plasma vorwiesen als Wildtypmause. Im Vergleich dazu zeigten
sie aber eine erhohte Sensitivitat gegeniiber Leptin. EPAC1 knock-out Méuse waren gegen-
tber high-fat diet-induzierter Adipositas resistenter (YAN et al. 2013). Kontrovers dazu
wurde in weiteren in vitro Studien demonstriert, dass die Stimulation von EPAC1 die Ex-
pression von suppressor of cytokine signaling-3 (SOCS-3) erhohte, ein negativer Regulator
von STAT-3 und des Leptin-Signalwegs (BORLAND et al. 2009; WILLIAMS UND PALMER 2012).
Jedoch blieben durch chemische Inhibition und durch genetische Deletion von EPAC1 die
zelluldren Konzentrationen von SOCS-3 unveriandert (YAN et al. 2013). Bekannt ist, dass
EPAC wichtig fiir die Leptin-vermittelte Signalwege ist, die genaue Funktion bleibt jedoch
unklar. Ebenso komplex ist die Rolle von EPAC2 bei der Insulinfreisetzung aus den p-Zellen
des Pankreas. Uber die Bindung von GLP-1 an seinen Rezeptor auf den Zellen wurde cAMP
gebildet und EPAC2 aktiviert. Durch diese Aktivierung wurde die glucosevermittelte Insu-
lin-Sekretion in pankreatischen P-Zellen in bestimmten Phasen des Prozesses verstarkt
(CHEPURNY et al. 2009; KELLEY et al. 2009). Diese Funktion von EPAC2 konnte fiir die frithe
Phase der Insulinfreisetzung auch in knock-out Modellen bestatigt werden. Jedoch wurde
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auch gezeigt, dass die Stimulation mit Glucose, selbst in hohen Konzentrationen, keinen
Einfluss auf die Insulinsekretion in EPAC2 knock-out Mausen hatte (SONG et al. 2013). Ein
mafigeblicher Einfluss von EPAC2 auf die Insulinsekretion ist durch die Regulation der int-
razellularen Ca?'-Level zu erkldren (GLOERICH UND BOS 2010; ALMAHARIQ et al. 2014). Dabei
ist EPAC2 z. B. an der Freisetzung von Ca** aus dem ER beteiligt (KIM et al. 2008; DZHURA
et al. 2010; JARRARD et al. 2013). Es gibt immer noch viele Unklarheiten iiber die genauen
Funktionen von EPAC, jedoch konnten EPAC1 und EPAC2 interessante Zielstrukturen fiir
therapeutische Ansitze bei Adipositas oder Diabetes mellitus Typ 2 sein (ALMAHARIQ ef al.

2014).

Es gibt cAMP-abhiéngige Prozesse, in denen EPAC eigenstidndig agieren kann, aber ebenso
Signalkaskaden, bei denen eine Interaktion mit PKA notwendig ist. Bei der cAMP-induzier-
ten Zelldifferenzierung in der Hypophyse sind beispielsweise sowohl EPAC als auch PKA
notwendig (VITALI et al. 2014). Fiir EPAC wurden Interaktionen mit vielen unterschiedli-
chen Effektoren und Kinasen, wie z. B. ERK-1/2 (Zellproliferation, Genexpression, Lern-
und Gedidchtnisprozesse), PLC (Ca**-Regulation in Kardiomyozyten) und PKB/Akt (Neu-
ronale Signalwege), nachgewiesen (GRANDOCH et al. 2010). Im Jahre 2009 wurde ein weiterer
Zusammenhang zwischen EPAC und der Energiechomoostase herstellt. Es wurde gezeigt,
dass in AtT20-Zellen (aus der Hypophyse einer Maus) der corticotropin releasing factor
(CRF) die ERK-1/2 cAMP-abhingig iiber EPAC2 phosphorylierte. Dabei ist fiir CRF selbst
bekannt, dass es die Expression des ACTH-Vorldufers POMC stimuliert, der an der Regula-
tion der HPA-Achse beteiligt ist (VAN KOLEN et al. 2010). Zwischen Melanocortinen bzw.
MCR und EPAC gibt es wenige Verbindungen. Die a-MSH-vermittelte Aktivierung von Sig-
nalkaskaden der DNA-Reparatur nach UV-Schidden tiber den MCIR ist PKA-unabhingig
und abhéngig von EPAC (DONG et al. 2010). Bislang gibt es keine Verbindung zwischen
MC4R und EPAC, jedoch zeigten EPACI1-defiziente Méuse eine erhohte Nahrungsauf-
nahme, welche zu einem Anstieg des Korpergewichts fithrte und ein metabolisches Syndrom
zur Folge hatten (KAI et al. 2013). MC4R-defiziente Mause zeigten vergleichbare Verande-

rungen (BALTHASAR et al. 2005). Des Weiteren fiihrte die Stimulation von Melanomzellen
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mit a-MSH zu einer Aktivierung von Rap1. Diese Aktivierung von Rap1 kénnte im Zusam-
menhang mit EPAC stehen, wurde experimentell allerdings nicht ndher untersucht
(BALJINNYAM et al. 2010). Zwei weitere Arbeiten zeigten eine Verbindung zwischen EPAC
und CREB. In PC12-Zellen war die Dopamin-induzierte CREB-Phosphorylierung am Serin
133 von EPAC abhiéngig. Die Phosphorylierung wurde iiber ERK-1/2 vermittelt (PARK et al.
2014). Ebenso wurden eine EPAC-abhiéngige Aktivierung von Rap1 und eine Phosphorylie-
rung von CREB durch ein cAMP-Analogon in Hypophysenzellen nachgewiesen (VITALI et

al. 2014).

3.7 Extracellular signal-regulated kinase-1/2

Die anorexigene Wirkung des MC4R-Agonisten MT-II wurde nicht nur mit der Phospho-
rylierung von CREB in Verbindung gebracht, sondern es wurde auch gezeigt, dass der Effekt
abhingig von ERK-1/2 war. Daraufhin wurde ein cAMP/ERK-1/2/CREB-Signalweg fiir die
Regulation der Nahrungsaufnahme tiber den MC4R postuliert (SUTTON et al. 2005). Die
ERK-1/2 gehoren zu den MAPK (Serin/Threonin Kinasen) und sind Bestandteil der MAPK-
Kaskade. Ein charakteristisches Merkmal der MAPK-Kaskaden ist der mehrstufige Aufbau,
in dem mindestens drei Kinasen in Folge geschaltet sind. Der Reihe nach werden eine
MAPKKK, eine MAPKK und eine MAPK durch Phosphorylierung aktiviert. Die MAPK las-
sen sich in drei Familien unterteilen: p38-Kinasen, JNK und ERK. Die Familie der ERK ist
in die Subtypen ERK1-ERKS gegliedert. Da die humanen ERK1 und ERK2 zu 84 % struktu-
rell identisch sind und in einem Grofiteil der Funktionen iibereinstimmen, werden sie als
ERK-1/2 zusammengefasst (ROSKOSKI 2012). Die ERK-1/2 werden ubiquitar exprimiert und
sind Teil der rat sarcoma (Ras)-Raf-MEK-ERK Signalkaskade (WORTZEL UND SEGER 2011).
In vielen humanen Karzinomen sind Mutationen sowohl in den Ras- als auch in den Raf-
Genen, oder auch eine Hochregulation der Signalkaskade zu finden (BOs 1989; DAVIES et al.

2002).

Ras kann sowohl iiber die Stimulation von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) oder GPCR,
durch den Austausch von GDP zu GTP, aktiviert werden (MARGOLIS UND SKOLNIK 1994;

BLAUKAT et al. 2000). Interessanterweise wurde fiir G¢-, Gio- und Gs-gekoppelte Rezeptoren
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gezeigt, dass deren Stimulation zu einer Aktivierung von Ras fithren kann (BELCHEVA et al.
1998; NORUM et al. 2003; WILLIAMS et al. 2007). Uber aktives Ras-GTP konnen Raf Kinasen
aktiviert werden, welche zu einer Phosphorylierung von MEK-1/2 fithren (JELINEK et al.
1996). Das einzige bisher bekannte physiologische Substrat fiir MEK-1/2 sind die ERK-1/2,
welche durch Phosphorylierung aktiviert werden (ROskOsK1 2012). Uber GPCRs kénnen die
ERK-1/2 auch Ras-unabhingig aktiviert werden. Dazu zihlt die G4-Protein-induzierte Akti-
vierung der PKD oder PKC, die iiber c-Raf zu einer Phosphorylierung der ERK-1/2 fiihrt
(VAN BIESEN et al. 1996; GUDERMANN et al. 2000; SINNETT-SMITH et al. 2004). Bei der Stimu-
lation von Gy,-gekoppelten Rezeptoren kann tiber die 3/y-Untereinheit PLC aktiviert wer-
den, welche iiber PKC oder PKD ERK-1/2 phosphorylieren (CAMPS et al. 1992). Durch die
Untereinheit kann aber auch die Ras/c-Raf-Signalkaskade angestof3en werden (CRESPO et al.
1994). Zudem wurde auch eine c-Raf-Aktivierung studiert, die unabhingig von Ras ERK-
1/2 aktivierte (PUMIGLIA et al. 1995). Uber G,-gekoppelte Rezeptoren wurden sowohl Inhi-
bitionen als auch Aktivierungen der ERK-1/2 gezeigt. Die Stimulation von Gs-gekoppelten
Rezeptoren kann tiber die Inhibition von c-Raf oder die PKA-induzierte Inhibition von B-
Raf die Phosphorylierung von ERK-1/2 blockieren (COOK UND MCCORMICK 1993; ERHARDT
et al. 1995). Uber cAMP-vermittelte PKA-Aktivierung konnte aber auch direkt Rap1 akti-
viert werden, was wiederum tiber B-Raf zu einer Phosphorylierung der MEK-1/2 fiihrte

(VOSSLER et al. 1997).

Bisher wurden mehr als 160 Zielstrukturen fiir ERK-1/2 im Cytoplasma und im Nukleus
identifiziert (YOON UND SEGER 2006). Unter den Zielstrukturen ist auch der Transkriptions-
faktor CREB (Kapitel 3.4.4). Zusammenhénge zwischen ERK-1/2 und CREB wurden in di-
versen funktionell unterschiedlichen Prozessen gefunden, dazu gehdren die Entwicklung
von Neuronen oder die Regulation des Uberlebens pankreatischer $-Zellen (OBRIETAN ef al.
2002; SONG et al. 2005; COSTES et al. 2006; HA UND REDMOND 2008). Fiir die ERK-1/2-
vermittelte CREB-Phosphorylierung sind hiufig Kinasen der RSK-Proteinfamilie zusténdig.
RSK1, RSK2 und RSK3 koénnen von MAPK in Antwort auf Wachstumsfaktoren aktiviert

werden und zu einer CREB-Phosphorylierung fithren (XING et al. 1996; DE CESARE et al.
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1998; XING et al. 1998). Ebenso stellen die ERK-1/2 ein wichtiges Element bei der Regulation
des Appetits und der Energiehomdostase dar. Es wurde gezeigt, dass iiber cAMP, ERK-1/2
und CREB der anorexigene Effekt von peripheren CCK oder auch von dem MC4R-
Agonisten MT-II im Nucleus solitarius des Markhirns reguliert wird. Es wird vermutet, dass
die cAMP-ERK-1/2-CREB-Kaskade eine molekulare Schaltstelle zwischen Sittigungssigna-
len der Peripherie und des Gehirns darstellt (SUTTON et al. 2004; SUTTON et al. 2005). 2014
wurde aufgedeckt, dass die TRH-Expression iiber CREB im ZNS von ERK-1/2 abhingig ist
(X1A et al. 2015). Im Hypothalamus der Maus fithrte die Nahrungsaufnahme zur Verringe-
rung des erhohten Phosphorylierungsstatus von ERK-1/2, p38 und CREB des gehungerten
Zustands (UEYAMA et al. 2004). In den murinen hypothalamischen GT1-7-Zellen war die
Inhibition des orexigen wirkenden Energiesensors AMPK {tiber a-MSH von ERK-1/2 und

LKB-1 abhingig (DAMM et al. 2012).

3.8 Neuropeptid Y

Um dem anorexigenen Effekt von a-MSH im Hypothalamus entgegenzuwirken oder ihn zu
regulieren, gibt es neben dem endogenen Antagonisten AgRP des MC4R auch einen funkti-
onellen Gegenspieler (COWLEY et al. 1999). Wie in Kapitel 3.2.2 dargestellt, sind im ARC
neben POMC/CART-Neuronen auch NPY/AgRP-Neuronen vorhanden, die nach ihrer Ak-
tivierung das orexigen wirkende Peptidhormon NPY freisetzen. NPY ist Effektor von YR,
wobei alle fiinf Subtypen der Rezeptorfamilie mit Gyo-Proteinen interagieren (BLOMQVIST
UND HERZOG 1997). Gi,-Proteine wirken inhibitorisch auf die AC und den intrazelluliaren
cAMP-Status, haben den gegenteiligen Effekt von Gs-Proteinen. Charakteristisch ist ihre
Sensitivitat gegeniiber Pertussis-Toxin (WETTSCHURECK UND OFFERMANNS 2005). Fiir die
Appetitregulation sind die Subtypen Y1R und Y5R von Bedeutung. Dem Y1R wird eine re-
gulatorische Rolle zugesprochen, er wird wie der Y5R sowohl im ARC als auch im PVN ex-
primiert und haufig mit dem MC4R coexprimiert (LECKLIN et al. 2003; WOLAK et al. 2003;
KISHI et al. 2005). NPY iibt seinen inhibitorischen, orexigenen Effekt auf a-MSH tiber ver-

schiedene Wege aus. NPY hat einen direkten Effekt auf die a-MSH-induzierte CREB-
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Phosphorylierung und reduziert die Menge an a-MSH im PVN. Beides vermindert die Ex-
pression von TRH. Andererseits soll NPY auch die posttranslationale Prozessierung von
POMC zu a-MSH inhibieren, indem die Menge des Prohormons Convertase-2 vermindert

wird, welches an der Prozessierung beteiligt ist (CYR et al. 2013).

3.9 Bradykinin

Das Peptidhormon BK ist als Teil des Kallikrein-Kinin-Systems zu verstehen, ein physiolo-
gisches Regelsystem zur Freisetzung von Plasmakininen. Die Komponenten des Kallikrein-
Kinin-Systems sind an einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Pro-
zessen beteiligt, darunter Entziindungsreaktionen, Vasodilatation, Zellwachstum/-iiberle-
ben und Expression proinflaimmatorischer Gene (CAMPBELL 2001). Wiahrend der Bradyki-
nin-1-Rezeptor (BIR) des-Arg’-Bradykinin und des-Arg'°-Kallidin binden kann, sind BK
und Kallidin Agonisten fiir den B2R (MARCEAU 1995). Beide Rezeptorsubtypen interagieren
mit G- und Gyo-Proteinen (LEEB-LUNDBERG et al. 2005). Uber Gg-Proteine wird die Phos-
pholipase C (PLC) aktiviert, was zur Entstehung der Signalmolekiile IP; und Diacylglycerin
(DAG) fiihrt. Das Spaltprodukt IP; bewirkt tiber Freisetzung aus intrazelluldren Calcium-
speichern eine Erhéhung der zytosolischen Ca**-Konzentration. Ca’** und DAG agieren als

Aktivatoren der PKC (HUANG 1989)(Abbildung 3.4).

Obwohl der B1R im Gegensatz zum konstitutiv und ubiquitar exprimierten B2R hauptsach-
lich unter Stress oder bei inflammatorischen Prozessen exprimiert wird, gibt es eine Vielzahl
von Untersuchungen, die beide Rezeptorsubtypen in unterschiedlichen Arealen des ZNS
nachgewiesen haben. So wurde im Jahr 1997 die Expression von BI1R im Thalamus, im Rii-
ckenmark und im Hypothalamus gezeigt, die Expression von B2R im Stammbhirn, den Ba-
salganglien, im zerebralen Kortex, im Thalamus und im Hypothalamus (RAIDOO UND
BHOOLA 1997). Wegen der Lokalisation der BR in Neuronen wird ihnen eine wichtige Be-
deutung in neurophysiologischen Prozessen und der Hormonregulation zugesprochen. BK
ist an der Erhohung der vaskuldren Permeabilitit, der Vasodilatation und der Freisetzung

von Entziindungsmediatoren beteiligt. BK bewirkte aber auch die Translokation des Gluco-
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setransporters GLUT4, was die Sensitivitat fiir Insulin verbesserte (HEITSCH 2000). In Lep-
tin-defizienten Mausen, welche eine schwere Adipositas und Hyperphagie ausbilden, wurde
demonstriert, dass die Expression von BR neu reguliert wurde. Dafiir wurde die BIR-mRNA
in der Leber und dem Fundusbereich des Magens iiberexprimiert. Die Expression des B2R
war hingegen sowohl im weifSen Fettgewebe als auch im Hypothalamus reduziert (ABE et al.
2007). B1R knock-out Méuse zeigten nach fettreicher Kost im Gegensatz zu Wildtyp-Méusen
eine verminderte Gewichtszunahme, einen verbesserten Lipidmetabolismus, eine reduzierte
Nahrungsaufnahme und eine erhdhte Sensitivitat gegeniiber Leptin (MORI et al. 2008). Im
Hypothalamus von Ratten mit Diabetes mellitus Typ 1 oder 2 wurde eine erh6hte Expression
von B2R gefunden (QADRI et al. 2004). Mehrere Arbeitsgruppen zeigten, dass es einen phy-
siologischen Zusammenhang zwischen dem Kallikrein-Kinin-System im ZNS und der HPT-
Achse gibt. Durch die BK-vermittelte Induktion des SOCS-3-Gens iiber den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) in einem hypothalamischen Zellsystem wurde eine di-
rekte molekulare Wirkungsweise von BK auf die HPT-Achse demonstriert (BREIT et al.
2015). Auch BK kann die Phosphorylierung von CREB modulieren. Es wurde an Haut-
fibroblasten gezeigt, dass die BK-induzierte CREB-Phosphorylierung durch ERK-1/2 ver-
mittelt wird (ZHAO et al. 2002). In glatten Muskelzellen der Atemwege stimulierte BK die
Bindung von CREB, eine Aktivierung von CRE und eine daraus resultierende Expression
von Cyclooxygenase 2 (NIE et al. 2003). An humanen Neuroblastomzellen wurden mit dem
B2R und dem muskarinischen Acetylcholinrezeptor Ms; (Ms; mACh) zwei Go-gekoppelte Re-
zeptoren untersucht. Wihrend die Stimulation des B2R mit BK zu einer Phosphorylierung
von CREB am Serin 133 fithrte und durch PKC, CaMKII und ERK-1/2 reguliert wurde, war
die Phosphorylierung von CREB iiber den M; mACh von PKC und CaMKII abhingig. Inte-
ressanterweise fithrte nur die CaMKII-vermittelte CREB-Phosphorylierung durch den M;
mACh zu einer Aktivierung einer CRE-abhingigen Genexpression, die mit Hilfe eines Lu-
ziferase-Reporterkonstrukts und dem Nachweis von c-Fos demonstriert wurde
(ROSETHORNE et al. 2008). Es gibt keine Daten, die eine BK-vermittelte CREB-
Phosphorylierung und/oder Aktivierung von CRE oder TRH im Hypothalamus beschrei-

ben.
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3.10 Serotonin

Neben a-MSH und BK ist der Neurotransmitter 5-Hydroxytryptamin (5-HT), auch Seroto-
nin genannt, ein weiterer Ligand, der im ZNS und im enterischen Nervensystem iiber Re-
zeptoren unterschiedliche Funktionen erfiillt. Die mindestens 14 5-HT-Rezeptoren (5-HTR)
sind in sieben Familien unterteilt, wobei es sich bei allen Rezeptoren aufler dem 5-HT;R um
GPCR handelt. Unter den 5-HTR gibt es G,-gekoppelte (5-HT4R, 5-HT¢R und 5-HT-R), Gy/o-
gekoppelte (5-HT\R) und Gg-gekoppelte Rezeptoren (5-HT>R). Die Klasse der 5-HT:R weist
mehrere intrazelluldre Effektoren auf (LAM et al. 2010). 5-HT kann die Blut-Hirn-Schranke
nicht iiberwinden und wird in Sdugern aus der essentiellen Aminosdure Tryptophan in Neu-
ronen selbst synthetisiert (GRAHAME-SMITH 1967; BLUNDELL 1977). Das in den Raphe-Ker-
nen des ZNS synthetisierte 5-HT wird in Vesikel gepackt und iiber den synaptischen Spalt
freigesetzt, wo es tiber die 5-HTR an einer Vielzahl von Regionen des ZNS, wie u. a. im
Kleinhirn, Hippocampus, Hypothalamus und Mandelkernkomplex wirkt. Raphe-Kerne
projizieren in verschiedene Regionen des Hypothalamus, darunter sowohl an Neuronen des

ARC als auch an Neuronen des PVN (LAM et al. 2010).

Die Funktionen von 5-HT im ZNS sind vielseitig. Im Rahmen der Appetitregulation wird 5-
HT eine anorexigene Wirkung zugeordnet. Die Reduktion der Nahrungsaufnahme durch 5-
HT kann durch verschiedene Mechanismen iiber Neuronen des Hypothalamus gesteuert
werden: iiber die 5-HT,cR-vermittelte Anregung der POMC/CART-Neuronen im ARC, die
5-HT:sR-induzierte Inhibition der AGRP/NPY-Neuronen im ARC und die direkte Wirkung
an den 5-HTR der PVN-Neurone (CURRIE et al. 2002; SOHN et al. 2011; DOSLIKOVA et al.
2013; BURKE et al. 2014). Nach chemischer Inhibition der Tryptophanhydroxylase (Tph) o-
der in Tph knock-out Mausmodellen, wodurch die 5-HT-Synthese im Gehirn nicht statt fin-
det, wurden sowohl Hyperphagie und Gewichtszunahme als auch Wachstumsstérungen
und andere physiologische Dysfunktionen festgestellt (BREISCH et al. 1976; SAVELIEVA et al.
2008; ALENINA et al. 2009; YADAV et al. 2009). Diverse Untersuchungen haben gezeigt, dass
der knock-out des 5-HT2cR zu Hyperphagie und Hyperglykdmie, Insulinresistenz und Adi-

positas fithrt (TECOTT et al. 1995; NONOGAKI et al. 1998). Durch eine selektive Reexpression
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des 5-HT,cR in POMC-Neuronen von knock-out Modellen konnte sowohl die Hyperphagie
als auch die Adipositas wieder gebessert werden (XU et al. 2008). In Nagetieren wurde durch
5-HT,cR-Agonisten eine verminderte Nahrungsaufnahme analysiert, wahrend ein gegentei-
liger Effekt durch 5-HT,cR-Antagonisten festgestellt wurde (KENNETT UND CURZON 1988;
KITCHENER UND DOURISH 1994; MARTIN et al. 1998; SCHREIBER UND DE VRY 2002). 5-HTR-
Agonisten wie Lorcaserin, die selektiv den 5-HT,cR stimulieren, werden beim Menschen als
Medikamente zur Behandlung von Adipositas eingesetzt (Kapitel 3.1). Die Rolle des 5-
HT 3R scheint im Gegensatz dazu bisher noch nicht geklart zu sein. Einerseits war in 5-
HTsR knock-out Miusen die basale Nahrungsaufnahme unverandert, der absolute Nah-
rungsverbrauch fiihrte zu einer Erhéhung des Korpergewichts, aber nicht zu Ubergewicht
(Lucas et al. 1998; BOUWKNECHT et al. 2001). 5-HT gehort zu den GPCR-Agonisten, die den
Transkriptionsfaktor CREB phosphorylieren konnen. In induzierten pluripotenten Zellen
von Mdusen wurde gezeigt, dass 5-HT iiber den G;-gekoppelten 5-HT,;R PKA-abhdngig
CREB phosphorylierte (ISHIZUKA et al. 2014). Eine Phosphorylierung von CREB konnte in
Gegenwart des spezifischen 5-HT,R-Agonisten im Hippocampus von Ratten nachgewiesen
werden, wobei die zustindige Kinase nicht bekannt ist (LUCAS et al. 2010). Die CREB-
Phosphorylierung im ventromedialen Hypothalamus von Méusen durch 5-HT ist wichtig
fiir die Regulation der Knochenmasse. Die Modifikation ist von der CaMKK-p und der
CaMKIV abhingig und findet tiber die Aktivierung des 5-HT,cR statt (OURY et al. 2010).
Eine 5-HT-vermittelte CREB-Phosphorylierung oder CREB-abhéngige Genexpression im
PVN wurde bisher nicht gezeigt, obwohl die Stimulation von 5-HTR im PVN mit einer ano-

rexigenen Wirkung einherging (CURRIE et al. 2002).

3.11 Wachstumsfaktoren

Es gibt eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, wobei im Rahmen dieser Arbeit der Fokus auf
dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), den insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF)

und dem Nervenwachstumsfaktor (NGF) liegt.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Aktivierung einer Rezeptortyrosinkinase durch einen Agonisten

Die Signaliibertragung durch Wachstumsfaktoren erfolgt nach Bindung an ihre Rezeptoren,
die auf der Zelloberfldche der Zielzellen zu finden sind. Bei den Transmembranrezeptoren
von EGF, IGF1 und NGF handelt es sich um RTK, die sich durch die Tyrosinkinase als int-
razellulire Domine auszeichnen. Durch die Bindung eines extrazelluliren Agonisten
kommt es zu einer Konformationsidnderung des Rezeptors, die eine Dimerisierung begiins-
tigt. Infolge der Dimerisierung autophosphorylieren sich die intrazelluliren Domianen des
Rezeptors an ihren Tyrosinresten (Abbildung 3.7). An die phosphorylierten Tyrosinreste
konnen nun Proteine mit einer Src-homology 2 (SH2)-Domine binden und die Phosphory-
lierung von Zielproteinen, d. h. die intrazellulire Signaltransduktion, kann erfolgen

(LEMMON UND SCHLESSINGER 2010).

3.11.1 Epidermaler Wachstumsfaktor

Der Wachstumsfaktor EGF wurde bereits 1962 entdeckt und wird u. a. in den Nieren, im
Pankreas, im Diinndarm und im Gehirn synthetisiert und kommt in vielen Korperfliissig-
keiten vor (COHEN 1962; ZENG UND HARRIS 2014). Im ZNS wirkt EGF durch die Bindung an

den EGFR, der auf Neuronen zu finden ist (JORISSEN et al. 2003; WONG UND GUILLAUD 2004;
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ZENG UND HARRIS 2014). EGF ist an der Regulation von vielen metabolischen und physiolo-
gischen Prozessen beteiligt, hauptsichlich bei der Zelldifferenzierung und -proliferation
(YAMADA et al. 1997a). Es wurde vielfach beschrieben, dass EGF sowohl iiber den
Ras/MAPK-, den Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase B (PI3K/Akt)- oder den Janus-
kinase (JAK)/STAT-Signalweg Kaskaden im Zellinneren anstoflen kann, welche zur Phos-
phorylierung von Transkriptionsfaktoren und zur Genexpression fithren (JORISSEN et al.
2003; WONG UND GUILLAUD 2004). Im Hypothalamus wurde gezeigt, dass EGF die Expres-
sion von TRH stimulieren kann (REN et al. 1998). Die EGF-induzierte Expression von TRH
und SOCS-3 waren abhdngig von der Phosphorylierung von STAT-3 (BREIT et al. 2015). Die
intracerebroventrikuldre Injektion von EGF bewirkte einen anorexigenen Effekt (PLATA-
SALAMAN 1988). EGF ist auflerdem an der Regulation von TRHR in der Hypophyse beteiligt.
Die Stimulation von Zellen der Hypophyse mit EGF fiihrte zu einer reversiblen Inhibition
der TRHR-Expression (HINKLE P.M. et al. 1991; MONDEN et al. 1995). Der EGFR ist auch
aus pathologischer Sicht interessant, da er bei einigen Karzinomarten mutiert vorliegt oder
tiberexprimiert wird, was zu einer unkontrollierten Zellteilung der Tumorzellen fiihrt, wie z.
B. in vielen Brust-, nicht-kleinzelligen Bronchial- und Kolonkarzinomen. Fiir die Behand-
lung dieser Karzinome werden u. a. EGFR Inhibitoren eingesetzt (NORMANNO et al. 2006).
Wie viele Wachstumsfaktoren kann auch EGF CREB phosphorylieren. Die Phosphorylie-
rung kann tiber diverse Kinasen ablaufen (JOHANNESSEN et al. 2004). Die EGF-vermittelte
CRE-Aktivierung in neuronalen Stammzellen war PKA-abhéngig (IGUCHI et al. 2011). In
Trophoblasten hingegen war die EGF-vermittelte Expression des humanen Choriongona-
dotropins-a itber CREB PKC-abhingig und PKA- und MAPK1-unabhingig (MATSUMOTO
et al. 1998). Weitere Daten zeigten, dass p38 und ERK-1/2 an der EGF-vermittelten CREB-
Phosphorylierung beteiligt waren (SWARTHOUT et al. 2002). Bisher fehlen Studien zur EGF-

vermittelten Aktivierung des CREB/CRE-Signalwegs im Hypothalamus.

3.11.2 Insulinahnliche Wachstumsfaktoren

Zu den IGF gehéren sowohl IGF1 als auch IGF2, namengebend ist ihre strukturelle Ahn-

lichkeit zu dem humanen Proinsulin. IGF1 wird in allen Zelltypen produziert und ist vor
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allem in der perinatalen Phase in bestimmten Arealen des Gehirns stark exprimiert, darunter
im Neocortex, Hippocampus, Zerebellum und Hypothalamus. IGF2 kommt in hohen Kon-
zentrationen besonders wihrend der Entwicklung, aber auch im adulten Gehirn vor. Der
IGF1 Rezeptor (IGF1R), der mit dem IR interagieren kann, kann hauptséchlich iiber zwei
Signalkaskaden arbeiten, einerseits iiber PI3K/Akt, andererseits iiber Ras/MAPK. Der
IGF2R, der nicht zu den RTK, sondern zu den Glycoproteinen zdhlt, kann von IGF2, aber
auch mit niedriger Affinitdt von IGF1 gebunden werden. Durch die Rekrutierung von G-
Proteinen konnen iiber den Rezeptor PLC/PKC-Signalwege stimuliert werden. Beide IGFR
werden im Gehirn exprimiert, der IGF1R hauptséchlich im Neocortex, Thalamus und Plexus
chorioideus, der IGF2R im Plexus chorioideus, Hippocampus und Neocortex. IGF kénnen
im Gehirn entweder parakrin iiber die lokale Produktion in Zellen des Gehirns oder endo-
krin iiber die Zirkulation durch die Blut-Hirn-Schranke wirken. Sie sind sowohl bei der Ent-
wicklung des ZNS involviert als auch bei der Regulation der Energiehomdostase, bei akuten
Verletzungen und degenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer (RUSSO et al. 2005;
BENARROCH 2012; FERNANDEZ UND TORRES-ALEMAN 2012). In Bezug auf die Energiehomo-
ostase konnte durch die intracerebroventrikulire Gabe von IGF1 die Konzentration von In-
sulin im Serum verringert werden (FOSTER et al. 1991). Eine klinische Studie zeigte, dass
hohere Konzentrationen von IGF1 mit einem verminderten Risiko fiir die Entwicklung von
Glucoseintoleranz und Diabetes mellitus Typ 2 einhergingen (SANDHU et al. 2002). Neben
EGF kann auch IGF CREB phosphorylieren. In PC12 Zellen war die IGF-vermittelte Expres-
sion des Chromogranin A Gens CREB-abhéngig und wurde tiber MAPK, PI3K und p38 re-
guliert (PUGAZHENTHI et al. 1999). In pankreatischen p-Zellen konnte die IGF-vermittelte
CREB-Phosphorylierung durch PKA- und MAPK-Inhibitoren blockiert werden (LIU et al.
2002). Im PVN wurde bislang keine CREB-Phosphorylierung oder CRE-Aktivierung durch

IGF demonstriert, ebenso fehlen Daten zur IGF-vermittelten TRH-Expression.

3.11.3 Nervenwachstumsfaktor

Der Wachstumsfaktor NGF gehort zur Gruppe der Neurotrophine und hat eine starke struk-

turelle Ahnlichkeit zum ,brain-derived neurotrophic factor' (BDNF) (BUTTE et al. 1998). NGF
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fungiert als Agonist sowohl fiir den tropomyosin receptor kinase A-Rezeptor (TrkAR), wobei
es mit niederer Affinitit auch an den p75-Neurotrophinrezeptor (p75NTR) bindet, ein
transmembranires Glycoprotein (BOTHWELL 1995; KAPLAN UND MILLER 1997). Die Anwe-
senheit des p75NTR erhohte die Bindeaffinitit von NGF zu TrKAR (ESPOSITO et al. 2001).
Durch die Bindung von NGF an die RTK TrKAR konnen viele unterschiedliche Signalkaska-
den ausgeldst werden. Dabei sind beispielsweise der Ras/MAPK-, Ras/Rsk-, PI3K/Akt- oder
auch der PLCy/PKC-Signalweg beteiligt (SOFRONIEW et al. 2001). Die Stimulation des
TrkAR fiithrte sowohl zur Genexpression von c-Fos als auch von ,VGF nerve growth factor
inducible (VGF) (HAWLEY et al. 1992; GINTY et al. 1994). Im ZNS wurde NGF hauptsachlich
im Kortex, Hippocampus und der Hypophyse nachgewiesen, ebenso aber in den Basalgang-

lien und dem Thalamus (MCALLISTER 2001).

NGF und NGEFR spielen wahrend der Entwicklung eine wichtige Rolle bei Reifungsprozes-
sen und Uberleben von neuronalen und nicht-neuronalen Zellen, ebenso bei neuronalen
Entwicklungsprozessen in erwachsenen Individuen. Eine entscheidende Bedeutung kommt
dem NGF auflerdem bei der Nozizeption in sensorischen Neuronen, bei Immun- und Ent-
ziindungsreaktionen sowie bei der Neuroprotektion zu. NGF und dessen Rezeptoren werden
nach Verletzungen oder bei degenerativen Krankheiten sowohl im ZNS als auch im periphe-
ren Nervensystem in den betroffenen Zellen (u. a. Astrozyten, Mikroglia, Makrophagen,
Mastzellen und einige Neuronen) hochreguliert (SOFRONIEW et al. 2001). Obwohl es bisher
nur wenige Zusammenhinge zwischen NGF und der Appetitregulation gibt, wurde jedoch
festgestellt, dass in Patienten mit Adipositas die Plasmakonzentrationen von NGF erhoht
waren (BULLO et al. 2007). In Patienten mit metabolischem Syndrom waren die Plasmakon-
zentrationen von NGF und BDNF verringert (CHALDAKOV et al. 2004). Auflerdem wurde
gezeigt, dass NGF in Adipozyten exprimiert wird und eine Sekretion von NGF stattfindet.
Durch die Stimulation mit Insulin wurde die Expression von NGF signifikant inhibiert
(PEERAULLY et al. 2004). NGF hatte iiber die Reduktion der CCK-Konzentration im Hypo-
thalamus einen Effekt auf die Gewichtsabnahme in weiblichen Ratten (LAPCHAK UND

ARAUJO 1994). Durch die Stimulation der VGF-Expression im Hypothalamus (ARC und
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PVN) nahm NGF indirekt Einfluss auf die Appetitregulation (JETHWA UND EBLING 2008).
VGF-defiziente Mduse hatten ein verringertes Korpergewicht aufgrund von 50 % weniger
Korperfett im Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Die Serumglucose- und Insulinkonzentrationen
waren reduziert, ebenso das Glycogen in der Leber (WATSON et al. 2005). Die Expression
von AgRP und NPY war stark erhoht, die POMC-mRNA-Level erniedrigt. Die knock-out
Maiuse nahmen mehr Kalorien pro Gramm Koérpergewicht auf als Wildtyp-Tiere, jedoch
reichte diese Aufnahme nicht aus, um ein normales Korpergewicht zu erreichen (HAHM et
al. 1999; JETHWA UND EBLING 2008). Die NGF-induzierte Expression von VGF wird interes-
santerweise iiber CREB und die CRE-Sequenz im Promoter von VGF reguliert, wobei Mu-
tationen in der CRE-Sequenz zu einer verminderten Induktion fithrten (HAWLEY et al. 1992;
MANDOLESI et al. 2002). CREB spielt auch bei der NGF-vermittelten Expression von weite-
ren Zielgenen eine Rolle. NGF war in PC12-Zellen (Zellmodell fiir neuronale Zellen) in der
Lage, tiber ERK-1/2 und Kinasen der RSK-Familien (ribosomale S6-Kinasen) oder iiber p38
zu einer CREB-Phosphorylierung am Serin 133 zu fithren (XING et al. 1998). Fiir die Genex-
pression von Calcitonin gene-related peptide in neuronalen Zellen war eine p42/p44 MAPK-
vermittelte CREB-Phosphorylierung notwendig (FREELAND et al. 2000). Daten zur Wirkung

von NGF auf CREB/CRE in PVN-Neuronen und TRH-Expression fehlen bislang.
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3.12 Zielsetzung

Der Transkriptionsfaktor CREB ist von zentraler Bedeutung fiir die Regulation unterschied-
licher zelluldrer Prozesse, wie zum Beispiel des Neuritenwachstums, von Lern- und Gedéacht-
nisprozessen oder der Appetitregulation. Die Phosphorylierung von CREB wird haufig di-
rekt mit der Aktivierung von CRE und damit verbundener Modulation der Genexpression
assoziiert. Bisher handelt es sich bei a-MSH um den einzigen Stimulus, von dem bekannt ist,
dass er iiber CREB die Expression von TRH im Hypothalamus reguliert und somit maf3geb-
lichen Anteil an der Appetitregulation hat. Eine detaillierte Analyse der Signalkaskade von
a-MSH fehlt bislang. Obwohl es eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren oder Hormonen gibt,
denen eine orexigene oder anorexigene Wirkung zugesprochen wird und fiir die in anderen
zelluldren Prozessen eine Interaktion mit CREB bekannt ist, wurden bisher keine Zusam-

menhinge im Hypothalamus beschrieben.

Diese Arbeit sollte Aufschluss tiber die Korrelation zwischen CREB-Phosphorylierung und
CRE-Aktivierung bringen. Dabei sollte die Rolle der a-MSH-induzierten Signalkaskade bei
der Appetitregulation im Hypothalamus und die zellulire Modulation von CREB und CRE

durch ausgewidhlte Wachstumsfaktoren und GPCR-Liganden untersucht werden.

Um den Zusammenhang zwischen CREB und CRE im Hypothalamus auf molekularer
Ebene analysieren zu kénnen, musste eine geeignete Zelllinie hergestellt werden. Hierfiir
sollten die hypothalamischen mHypoA-2/10-Zellen mit einem CREB-regulierten CRE-

Reportergenkonstrukt transfiziert und charakterisiert werden.

Mit Hilfe der mHypoA-2/10-CRE-Zellen sollte untersucht werden, welche Korrelation es
zwischen der a-MSH-induzierten CREB-Phosphorylierung und CRE-Aktivierung gibt. Aus-
gewihlte Hormone, die CREB modulieren konnen, sollten zur Erweiterung der Analyse her-

angezogen werden. Die Wahl fiel auf Bradykinin, Serotonin und die drei Wachstumsfakto-

ren EGF, IGF und NGF.
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Schliefilich sollte die bislang fehlende, detaillierte Analyse der a-MSH-vermittelten Signal-
kaskade der Appetitregulation im Hypothalamus erfolgen. Dabei sollte studiert werden, wel-
che Kinase an der Phosphorylierung von CREB durch die ausgewihlten Liganden beteiligt
ist. Aulerdem sollte anhand der Proteine TRH und c-Fos, welche eine CRE-Sequenz in ih-
rem endogenen Promoter enthalten, die Bedeutung der a-MSH-induzierten CREB- und

CRE-Aktivierung eingeordnet werden.
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Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerate
Bakterieninkubator Heraeus, Hanau
Bakterienschiittler MaxQ 6000 Thermo, Dreieich
ChemiSmart 5000 Peqlab, Erlangen

Feinwaage HR-202

Bachofer, Reutlingen

Fluoreszenzmikroskop IX-71

Olympus, Hamburg

Kiihlzentrifuge Fresco 21

Thermo, Dreieich

Lichtmikroskop CKX31 Olympus, Hamburg
Magnetriithrer MR 3000 Heidolph, Schwabach
Mikroliterpipetten Peqlab, Erlangen

Monochromator Polychrom 5000

Till Photonics, Grafelfing

Neon’-Elektroporationssystem

Invitrogen, Darmstadt

Neubauer-Zihlkammer

Brand, Wertheim

Novex® Semi-Dry Blotter

Invitrogen, Darmstadt

pH-Meter Orion Star A111

Thermo, Dreieich

Photometer BioPhotometer Plus

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt

Plate Reader FluoStar Omega

BMG Labtech, Offenburg

Polyacrylamidgelelektrophorese- Apparatur

Bio-Rad, Miinchen

Spannungsquelle EV 231

Peqlab, Erlangen

Sterilbank HER Asafe KS18

Thermo, Dreieich

Szintillationszahler WS1414

PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim

Taumelschiittler Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

Thermoschittler TS-100

Peqlab, Erlangen

Ultraschallstab Werkstatt Walther-Straub-Institut, Miinchen
UV-Transilluminator Peqlab, Erlangen

Vortexer MS3 basic Ika, Staufen

Waage EG-N Kern, Balingen

Wasserbad HI 1210

Memmert, Schwabach

Zellkulturinkubator HeraCell 240

Thermo, Dreieich

Zentrifuge Labofuge 400

Thermo, Dreieich

Zentrifuge Pico 17

Thermo, Dreieich

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Filterpapier 2,45 mm

Bio-Rad, Miinchen

Mikroschraubrohre

Sarstedt, Niirnbrecht

Nitrozellulosemembran 0,45 um

Whatman GmbH, Dassel

Pasteurpipetten

VWR, Darmstadt

Petrischalen, 100 mm

Sarstedt, Niirnbrecht

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niirnbrecht
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qPCR 96-well Mikrotiterplatten Roche, Mannheim

Reagenz- und Zentrifugenréhren Sarstedt, Niirnbrecht
Szintillationsgefafie, 20 ml PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim
Serologische Pipetten Sarstedt, Niirnbrecht
Zellkulturflaschen, 175cm? Sarstedt, Nirnbrecht

Zellkultur 6-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht

Zellkultur 12-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht

Zellkultur 24-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht

Zellkultur 96-well Mikrotiterplatten PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim

4.1.3 Reagenzien

Aprotinin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fura-2-AM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Leupeptin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Luziferase-Substrat Promega, Mannheim

PMSF Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sybr Green I Mastermix Roche, Mannheim

TRI Reagent® Sigma-Aldrich, Deisenhofen
TurboFect® Thermo, Dreieich

Wasser (nukleasefrei) Thermo, Dreieich

Zeocin Invitrogen, Darmstadt
[*H]-Adenin PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim

Alle anderen Chemikalien wurden von Carl-Roth, Karlsruhe, oder Sigma-Aldrich, Deisenh-

ofen, bezogen.

4.1.4 Zielstrukturen und Konzentrationen der eingesetzten Agonisten

Agonist Zielstruktur Eingesetzte Konzentration Hersteller

BP554 5-HT1AR 100 nM Tocris, Bristol, UK
Bradykinin B2R 1 uM Biotrend, Koln

CP94253 5-HT ;3R 100 nM Tocris, Bristol, UK

EGF EGFR 10 ng/ml PeproTech GmbH, Hamburg
Forskolin AC Aktivator 10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
IGF IGFR 10 ng/ml Sigma-Aldrich, Deisenhofen
NGF NGFR 10 ng/ml Sigma- Aldrich, Deisenhofen
NPY YR 100 nM Tocris, Bristol, UK
Serotonin 5-HTR 1 uM Tocris, Bristol, UK
WAY161503 5-HT,cR 100 nM Tocris, Bristol, UK

a-MSH MC3R, MC4R 1uM Tocris, Bristol, UK

y-MSH MC3R > MC4R 1 pM-10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Die chemischen Strukturformeln einiger Agonisten sind in Kapitel 8 zu finden.
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4.1.5 Zielstrukturen und Konzentrationen der chemischen Inhibitoren und Anta-

gonisten
Inhibitor Zielstruktur  Finale Konzentration Losungsmittel =~ Hersteller
A812511 PKA 10 uM H,O Abcam, Cambridge, UK
BIM-X PKC 5uM DMSO Enzo, Lérrach
ESI-05 EPAC2 50 uM DMSO Biolog, Bremen
ESI-09 EPAC 20 uM DMSO Biolog, Bremen
GGTI-298 RaplA 50 uM DMSO Tocris, Bristol, UK
HJC0197 EPAC 25uM DMSO Biolog, Bremen
HS024 MCR 1uM H,O Tocris, Bristol, UK
KN-93 CaMKII 5uM H,O Enzo, Lorrach
KT5720 PKA 5uM DMSO Abcam, Cambridge, UK
PD184352 MEK-1/2 10 uM DMSO Tocris, Bristol, UK
Rp-Br-cAMPs ~ PKA 50 uM H,O Sigma-Aldrich, Deisen-

hofen

SB242084 5-HT>cR 100 nM H.O Tocris, Bristol, UK

Die chemischen Strukturformeln der Inhibitoren und Antagonisten sind in Kapitel 8 zu fin-

den.

4.1.6 Antikorper

4.1.6.1 Primarantikorper (nicht konjugiert)

Antigen Donorspezies Verdiinnung Hersteller

Histon H3 Kaninchen 1:10000 Abcam, Cambridge, UK
PCREB (Ser133) Kaninchen 1:2500 Cell Signaling, Danvers
pERK-1/2 Maus 1:2000 Santa Cruz, Heidelberg
RaplA Kaninchen 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg
Tubulin Maus 1:4000 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

4.1.6.2 Sekundarantikorper (Meerrettich-Peroxidase-konjugiert)

Antikorper

Verdiinnung

Hersteller

Anti-Kaninchen-IgG

1:5000-10000

Bio-Rad, Miinchen

Anti-Maus-IgG

1:5000

Bio-Rad, Minchen

4.1.7 siRNA
Zielgen Sequenz Katalognummer
RAPIA 5“GCAAGUCGAGGUAGAUUGCt-3° AM16708
3*-ggCGUUCAGCUCCAUCUAACG-5°
(-) Negativkontrolle AM4611

Alle siRNAs sind Silencer® Select Pre-designed siRNAs von Invitrogen, Darmstadt.
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4.1.8 Molekularbiologie

Reagenz Hersteller

Erststrang cDNA-Synthesekit Thermo, Dreieich
Grof8enstandard: BLUEplus-wide prestained Protein Ladder Biomol, Hamburg
NuPAGE® Transfer Buffer Invitrogen, Darmstadt
PKA Aktivierungskit Abcam, Cambridge, UK
Plasmidaufreinigungskit Machery-Nagel, Diiren
Primer fiir qPCR Metabion, Planegg
Roti’-GelStain Carl Roth, Karlsruhe

4.1.9 Zelllinien und Nahrmedien

Bei den verwendeten mHypoA-2/10-Zellen handelt es sich um eine murine, hypothalami-
sche Zelllinie, welche 2009 von Belsham et al. generiert wurde (BELSHAM et al. 2009). Hierfiir
wurden zunéchst hypothalamische Neuronen von zwei Monate alten, mannlichen C57BL/6-
Mausen isoliert. Diese Primarkulturen wurden fiir fiinf bis sieben Tage mit dem rekombi-
nanten Neuroprotektor CNTF (zilidrer neurotropher Faktor) der Ratte behandelt, um ein
Absterben der Neurone zu verhindern und die Neurogenese der isolierten Zellen auszulésen.
Schliefllich wurden die Zellen durch den retroviralen Transfer des SV40-T-Antigens (Simian
Vacuolating Virus 40 Tag) immortalisiert und mit dem Antibiotikum G418 (Geneticin) se-

lektioniert.

Die verwendeten GT1-7-Zellen sind ebenfalls eine hypothalamische Zelllinie der Maus. Ge-
nauer handelt es sich hierbei um GnRH-Neuronen, welche 1990 von Mellon et al. isoliert
und mittels gezielter Tumorgenese in transgenen Mausen immortalisiert wurden (MELLON
et al. 1990). Die GT1-7-Zellen wurden von Dr. Hubertus Jarry, Georg-August-Universitit

Gottingen, zur Verfiigung gestellt.

Neben den beiden hypothalamischen Zelllinien der Maus wurden auch HEK-293-MC4R-
Zellen verwendet. Hierbei handelt es sich um eine embryonale Nierenzelllinie, welche stabil
den humanen MC4R exprimiert und fiir diese Arbeit freundlicherweise von Dr. Andreas
Breit (Walther-Straub-Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit Miin-

chen) zur Verfiigung gestellt wurde (BREIT et al. 2006).
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Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit einem Gehalt von 25 mM Glucose, 4 mM L-Glutamin und 1 mM Pyruvat kul-
tiviert. Das Medium wurde mit 10 % fetal calf serum (FCS) sowie Penicillin (5000 U/ml) und
Streptomycin (5000 pg/ml) versetzt. Fiir den Serumentzug von Zellen wurde DMEM-

Medium ohne FCS und ohne Antibiotika verwendet.

4.1.10 Bakterien
Es wurden die in der Molekularbiologie etablierten Escherichia coli (E. coli) Bakterien des

Stammes DH5a verwendet.

4.1.11 Reportergenkonstrukt

Das verwendete 6xCRE-Luc-Reportergenkonstrukt wurde von Himmler et al. generiert
(HIMMLER et al. 1993) und fiir diese Arbeit freundlicherweise von Dr. Andreas Breit (Walt-
her-Straub-Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitdt Miinchen) zur Ver-
figung gestellt. Eine schematische Abbildung des Plasmids ist in Abbildung 4.1 zu sehen.
Die CRE-Sequenzen sind kurze Nukleotidsequenzen, die durch die Bindung des Transkrip-
tionsfaktors CREB zur Aktivierung von CRE fiihren. Die sechs CRE-Sequenzmotive beste-
hen aus drei CRE-Sequenzen des Somatostatins und drei CRE-Sequenzen des bovinen Leu-
kdmie-Virus (BLV). Die sechs CRE-Motive beinhalten jeweils die konservierte, symmetri-

sche Sequenz (TGACGTCA) (HIMMLER et al. 1993).

RSy

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung des verwendeten 6xCRE-Luc-Reportergenkonstrukts (HIMMLER ef al. 1993)
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4.2 Methoden
4.2.1 Zellkultur
4.2.1.1 Kultivierung von Zellen

Die immortalisierten, murinen Hypothalamuszelllinien mHypoA-2/10 und GT1-7, sowie
die HEK293-MC4R-Zellen zeichnen sich durch ihre nahezu unbegrenzte Teilungsfahigkeit
aus. Alle hier verwendeten Zelllinien wurden in 175 cm?-Zellkulturflaschen als adhdrente
Monolayer in feuchter Atmosphére mit 5 % CO; bei 37 °C kultiviert, bis sie eine Konfluenz
von etwa 80 bis 90 % erreicht hatten. Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen nach visueller
Kontrolle gesplittet, um eine Kontaktinhibition und die damit verbundene Verminderung
der Proliferation zu verhindern. Fiir das Splitten der Zellen wurde das DMEM-Zellkultur-
medium von den Zellen abgesaugt und die Zellen mit 5 ml Ca**- und Mg**-freiem phosphate-
buffered saline (PBS) gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS erfolgte das Ablosen der Zel-
len vom Flaschenboden durch die Verwendung von 5 ml Trypsin/EDTA fiir etwa 3 min bei
37 °C. Um die proteolytische Aktivitdt des Trypsins zu beenden, wurden die abgelosten Zel-
len in 5 ml frischem Kulturmedium resuspendiert. Ein geeigneter Teil der Zellsuspension
wurde in eine neue Zellkulturflasche zur weiteren Kultivierung iiberfiihrt, die restlichen Zel-
len konnten fiir die jeweiligen Versuche in der optimalen Zellzahl auf Mikrotiterplatten oder
in Petrischalen ausgesit werden und standen nach 24 h Inkubation im Brutschrank zur Ver-

fiigung.

4.2.1.2 Kryokonservierung in flissigem Stickstoff

Fir die dauerhafte Konservierung eukaryotischer Zellen ist eine anhaltende Lagerung in
flissigem Stickstoff notwendig. Dafiir wurden die Zellen nach dem Ablosen vom Flaschen-
boden mit Trypsin/EDTA (Kapitel 4.2.1.1) in 10 ml frischem Kulturmedium aufgenommen
und in ein Zentrifugationsrohrchen tberfiihrt. Die Sedimentierung der Zellen erfolgte fiir 5
min bei 800 x g. Nachdem der Uberstand abgesaugt wurde, wurden die Zellen in eiskaltem
Serum mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in 1 ml Aliquots in Kryordhr-
chen verteilt. Die Kryorohrchen wurden anschlieflend fiir 24 h bei -20 °C gelagert, weitere

24 h bei -80 °C und letztendlich in fliissigen Stickstoff zur Dauerlagerung tiberfiihrt.
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4.2.1.3 Auftauen kryokonservierter Zellen

Um kryokonservierte Zellen aufzutauen, wurde ein Kryorohrchen der gewiinschten Zelllinie
aus dem Stickstofftank entnommen und durch kurze Inkubation bei 37 °C angetaut. Die
Zellen wurden zunéchst in 25 ml Kulturmedium tiberfithrt und nachfolgend in eine Zellkul-
turflasche ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte ein Austausch des Mediums, um das DMSO

des Finfriermediums zu entfernen.

4.2.1.4 Transfektion

Die Transfektion von Zellen, also das Einbringen von fremder DNA in eine Zelle, kann
durch unterschiedliche Methoden erfolgen. Neben der Verwendung von speziellen Trans-

fektionsreagenzien konnen Zellen auch mittels Elektroporation transfiziert werden.

4.2.1.4.1 Transfektion mit TurboFect®

Die Zellen wurden mit TurboFect® nach Herstellerprotokoll transfiziert. Das Transfektions-
reagenz ist eine Losung kationischer Polymere, welche mit der Plasmid-DNA stabile, positiv
geladene Komplexe bilden. Der Komplex wird iiber Endozytose in die Zelle aufgenommen
und in die Endosomen transportiert. Da das TurboFect® im endosomalen Kompartiment
Protonen bindet, wird die spontane Hydrolyse der Plasmid-DNA verhindert und zusétzlich
die Nuklease-vermittelte DNA-Hydrolyse aufgrund des zu hohen pH-Wertes unterdriickt.
Durch die verdnderte Protonenkonzentration kommt es zu einer Erh6hung des osmotischen
Drucks, welcher in einem Rupturieren der Endosomen resultiert, was wiederum zu einer
Freisetzung der Plasmid-DNA ins Cytoplasma fiihrt. Der Mechanismus des Transports der
DNA in den Nukleus ist bisher noch ungeklart. Im Nukleus wird die eingebrachte Plasmid-
DNA fiir zwei bis drei Tage transkribiert und die resultierende mRNA translatiert. Alle Ver-

suche dieser Arbeit wurden 24 bis 72 h nach der Transfektion durchgefiihrt.

Fiir die Transfektion von Zellen mittels TurboFect” wurden am Vortag 2 bis 4 x 10* Zellen
in 24-well Mikrotiterplatten ausgesit. Am ndchsten Tag wurden pro Ansatz 250 ng Plasmid-
DNA mit doppelter Menge TurboFect® (in pl) in 100 ul serumfreiem DMEM angesetzt und
zur Komplexbildung fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Losung wurde anschlief}end auf die

Zellen getropft. Vor dem Serumentzug wurden die Zellen fiir mindestens 24 h inkubiert.
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4.2.1.4.2 Transfektion von small interfering RNA mittels Elektroporation

Small interfering RNAs (siRNA) werden verwendet, um ein bestimmtes Gen in Zellen abzu-
schalten. Durch das Prinzip der RNA-Interferenz kann die Translation von bestimmten
Zielgenen unterdriickt werden. Die RNA-Interferenz ist ein natiirlich vorkommender Me-
chanismus in eukaryotischen Zellen, der sowohl beim Abbau von fremder DNA, wie z. B.
bei Virusinfektionen oder auch bei der Regulation der Genexpression zum Einsatz kommt
(FIRE et al. 1998). siRNA bezeichnet ein doppelstringiges RNA-Segment mit einer Linge von
20 bis 23 Basenpaaren mit jeweils zwei ungepaarten Basenpaaren am 3°-Ende. Nach der
Transfektion der Zellen mit siRNA bindet diese im Cytoplasma an den RNA induced silen-
cing complex (RISC) durch Interaktion mit Argonautenproteinen. Die siRNA wird in zwei
Einzelstringe gespalten, wovon einer als Komplementirstrang fiir die mRNA des Zielgens
dient. Durch die Bindung des siRNA-Einzelstrangs an die mRNA iiber Basenpaarung wird
die Ribonuklease-Aktivitdt von RISC induziert. Durch das Zerschneiden der mRNA kann
das Zielgen nicht mehr translatiert werden und die Expression wird inhibiert (MEISTER UND
TuUscHL 2004). Als Negativkontrolle wird eine siRNA verwendet, deren Sequenz nicht im
Genom vorkommt und daher keine Effekte auf die mRNA der Zelle hat. Sie ist notwendig,
um mogliche unspezifische Effekte der Transfektion zu erkennen. Der knock-down des Ziel-
proteins und somit die Wirksamkeit der siRNA ist von der Transfektionseffizienz abhéngig.
Deswegen ist es unabdingbar zu testen, mit welcher Transfektionsmethode die hochste Effi-
zienz erreicht wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Transfektion der mHypoA-2/10-
CRE-Zellen mit siRNA die Methode der Elektroporation verwendet. Durch ein elektrisches
Feld und kurze elektrische Impulse mit hoher Feldstirke entstehen bei der Elektroporation
von Zellen kurzzeitig kleine Poren, durch welche die siRNA direkt in das Cytoplasma der
Zelle gelangen kann (NEUMANN et al. 1982). Der darauffolgende Transport der Nukleotidse-
quenz in den Nukleus ist bisher noch nicht bekannt. Mittels Elektroporation kénnen hohe
Transfektionseftizienzen erreicht werden, wenn die Bedingungen wie Stromstéirke sowie

Dauer und Anzahl der Pulse an die jeweilige Zelllinie ideal angepasst sind.

Die Elektroporation der Zellen mit dem Neon®-Elektroporationsgerit erfolgte nach Herstel-

lerprotokoll der Firma Invitrogen. Bei der Optimierung der Elektroporationsbedingungen
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tir die mHypoA-2/10-CRE-Zellen war die Datenbank der Firma Invitrogen hilfreich, in der
man Arbeitsbedingungen fiir verschiedene Zelltypen, die zugehorige Transfektionseffizienz

und Angaben zur Zellvitalitét findet.

Fir die Elektroporation wurden die Zellen aus der Zellkulturflasche abgelost und die ge-
wiinschte Zellmenge durch Zentrifugation bei 800 x g fiir 5 min sedimentiert. Der Uberstand
wurde verworfen und pro Elektroporationsschritt wurden 5 x 10° Zellen in 100 pul Resuspen-
sionspuffer R (Invitrogen) aufgenommen. Es erfolgte die Zugabe von 50 nM der siRNA, wel-
che zuvor in R-Puffer verdiinnt wurde. Die Zellen wurden mit einer Stromstarke von 1450
V fiir 30 ms mit einem Puls elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen in
Kulturmedium ohne Antibiotika tiberfithrt und in Mikrotiterplatten (1x10° Zellen/well einer
6-well Mikrotiterplatte, 1,5x10° Zellen/well einer 96-well Mikrotiterplatte) tiberfiithrt. Die
Zellen wurden nach 24 h Inkubation fiir 16-20 h auf Serumentzug gesetzt. Anschlieffend
wurden die mit siRNA transfizierten Zellen fiir den Western Blot (Kapitel 4.2.3.1.1) vorbe-

reitet oder fiir Messungen der Reportergenaktivitat verwendet (Kapitel 4.2.3.4).

4.2.1.5 Herstellung stabil-exprimierender mHypoA-2/10-CRE-Luc Zellen

Zellen, die ein Reportergenkonstrukt stabil in ihr Genom integriert haben, konnen zu einer
Vereinfachung der Versuche und letztendlich auch zu einer Zeitersparnis fithren. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden mHypoA-2/10-Zellen stabil mit dem 6xCRE-Luc-Reportergen-
konstrukt transfiziert (Kapitel 4.1.11). Dafiir wurden zundchst mHypoA-2/10-Zellen auf
eine 6-well Mikrotiterplatte ausgesiat und mit dem 6xCRE-Luc-Reportergenkonstrukt und
einem leeren pcDNA4-Vektor cotransfiziert. Fiir die Transfektion wurden pcDNA4 und Re-
portergenkonstrukt in einem DNA-Mengenverhiltnis von 1:10 eingesetzt. Die Transfektion
erfolgte mittels TurboFect® in dem vom Hersteller empfohlenen DNA-TurboFect®-Verhilt-
nis von 1:2. Der leere pcDNA4-Vektor enthielt neben dem origin of replication (ORI) ein
Resistenzgen gegen das Antibiotikum Zeocin, um nach der Transfektion die Zellen mit Ze-
ocin zu selektionieren. Bei Zeocin handelt es sich um ein Glykopeptid- Antibiotikum, haupt-
sdchlich Phleomycin D1, das durch Induktion von DNA-Strangbriichen den Zelltod hervor-

ruft (CHEN UND STUBBE 2005). Nach der Transfektion wurden die Zellen mit 400-600 pug/ml
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Zeocin fiir etwa 4 Wochen selektiert. Positiv getestete Klone, sprich Klone, die das 6xCRE-
Reportergenkonstrukt und den pcDNA4-Vektor in ihr Genom integriert hatten, wurden an-

schlieflend kultiviert und fiir weitere Versuche verwendet (BREIT et al. 2015).

4.2.2 Molekularbiologische Methoden
4.2.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Bakterien sind unter natiirlichen Bedingungen in der Lage im umgebenden Medium vor-
handene DNA aufzunehmen, jedoch mit einer geringen Effizienz. Um die Permeabilitét der
Bakterien und somit die Effizienz der DNA-Aufnahme zu erh6hen, werden chemisch kom-
petente Bakterien nach einer Methode von Hanahan hergestellt (HANAHAN 1983). Hierfiir

wurden in dieser Arbeit E. coli-Bakterien des DH5a-Stammes verwendet.

Fiir die Herstellung kompetenter Bakterien wurden zundchst Bakterien iiber Nacht in 1 ml
LB-Medium angeimpft. Nachdem am nichsten Tag 10 pl der Bakteriensuspension in 100 ml
LB/K-Medium verdiinnt worden waren, wurde dieser Ansatz bis zu einer ODgo von 0,4 bis
0,5 bei 37 °C und 255 Umdrehungen pro Minute (rounds per minute, rpm) in einem Bakte-
rienschiittler MaxQ 6000 inkubiert. Durch eine anschliefSende Zentrifugation fiir 10 min bei
4 °C mit 200 x g wurden die Bakterien sedimentiert, in 20 ml eisgekiihltem FSP-Puffer re-
suspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
fiir 10 min bei 200 x g und 4 °C wurden die Bakterien in 4 ml FSP-Puffer, dem 150 ul DMSO
zugesetzt wurden, resuspendiert und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nachdem erneut 150 pl
DMSO hinzugegeben und die Bakterien fiir weitere 10 min auf Eis inkubierten, wurden die
Bakterien aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwen-

dung wurden die chemisch kompetenten Bakterien bei —80 °C gelagert.

LB-Medium LB/K-Medium FSP-Puffer (pH 6.4)
85,5 mM NaCl LB-Medium 10 mM KAcetat
0,5 mM NaOH 110 mM Glucose 45 mM MnCl,
1 % Trypton/Pepton (w/v) 20 mM MgSO, 10 mM CaCl,
0,5 % Hefeextrakt (w/v) 100 mM KCl
10 % Glycerin (v/v)
3 mM Co(NH;)sCl;
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4.2.2.2 Transformation kompetenter Bakterien durch Hitzeschock

Das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente Bakterienzellen bezeichnet man als
Transformation (OISHI UND COSLOY 1972). Um die gewiinschte Plasmid-DNA zu amplifi-
zieren wurden kompetente E. coli-Bakterien (Kapitel 4.2.2.1) mittels Hitzeschock transfor-
miert. Durch den kurzzeitigen Hitzeschock wurde die Membran der Zellen durchldssig und
die Plasmid-DNA konnte aufgenommen werden (INOUE et al. 1990). Durch das in der Plas-
mid-DNA vorhandene Resistenzgen fiir ein Antibiotikum konnten die Bakterien nach dem
Ausstreichen auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikazusatz selektioniert werden.
Bakterien, welche die zu amplifizierende Plasmid-DNA aufgenommen haben, konnten an-

schlieffend im Bakterieninkubator vermehrt werden.

Fir die Transformation wurden das gewiinschte Plasmid und die kompetenten Bakterien
aus dem tiefgefrorenen Zustand auf Eis aufgetaut. 100 pl der kompetenten Bakterien wurden
mit ca. 2,5 ng Plasmid-DNA versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Bakterien fiir 90 s bei 42 °C (oder fiir 5 min bei 37 °C) und nachfolgend fiir
weitere 2 min auf Eis inkubiert. Nach dem Ausplattieren der Bakteriensuspension auf Agar-
platten mit dem Selektionsantibiotikum Ampicillin (50 pug/ml) erfolgte eine Inkubation im
Bakterienbrutschrank bei 37 °C {iber Nacht. Eine sogenannte Vorkultur wurde angesetzt,
indem ein Bakterienklon am nichsten Tag isoliert, in 2 ml LB-Medium mit Antibiotikum-
zusatz tiberfithrt und tiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm im Bakterienschiittler inkubiert
wurde. Aus dieser Vorkultur wurde am nichsten Tag die sogenannte Hauptkultur angesetzt,
indem 200 ul Vorkultur in 200 ml LB-Medium mit Ampicillin iiberfithrt wurden. Die Haupt-

kultur wurde tiber Nacht bei 37 °C und 250 rpm im Bakterienschiittler inkubiert.

Agarplatten
LB-Medium

1,5% Agar-Agar (w/v)

4.2.2.3 Quantitative Plasmidisolation

Die quantitative Plasmidisolation wurde mit Hilfe des ,Plasmid DNA purification Nucleo-

Bond Xtra Midi/Maxi‘-Kits der Firma Macherey-Nagel nach Herstellerangaben und mit den
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mitgelieferten Puffern durchgefiihrt. Hierfiir wurde die hergestellte Hauptkultur, wie in Ka-
pitel 4.2.2.2 beschrieben, zunéchst bei 6000 x g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Zellpel-
let wurde in 8 ml Resuspensionspuffer aufgenommen. Die Zelllyse erfolgte durch die Zugabe
von 8 ml Lysispuffer und mehrmaligen Invertieren des Reaktionsgefafies. Nach 5 min Inku-
bation bei RT wurde die Bakteriensuspension mit 8 ml Neutralisationspuffer neutralisiert.
Um das Lysat aufzureinigen, wurde es auf die NucleoBond® Xtra Saule geladen, welche zuvor
mit 12 ml Aquilibrierungspuffer benetzt wurde. Nachdem die Siule mit 5 ml Aquilibrie-
rungspuffer gewaschen wurde, wurde die Siule entfernt und der Filter mit 8 ml des Wasch-
puffers gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 5 ml Elutionspuffer eluiert.
Die Konzentrierung und Entsalzung der Plasmid-DNA erfolgte durch den NucleoBond® Fi-
nalizer. Nach dem Prézipitieren der DNA mit 3,5 ml Isopropanol und 2 min Inkubation bei
RT wurde das Prazipitat mit Hilfe des NucleoBond® Finalizers gewaschen und durch die Zu-
gabe von 2 ml 70%igem Ethanol getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde mit einem Volumen
von 400 pl Reinstwasser eluiert. Der DNA-Gehalt und die Reinheit des Eluats wurden mit
Hilfe einer photometrischen Messung bestimmt (Kapitel 4.2.2.4). Die kurzfristige Lagerung

der DNA erfolgte bei 4 °C, die langerfristige Lagerung bei —20 °C.

4.2.2.4 DNA-und RNA-Konzentrationsbestimmungen

Die photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration resultiert aus der Messung der
Absorption bei 260 nm und Berechnung mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes. Im Rah-
men dieser Arbeit wurden DNA- und RNA-Konzentrationen mit Hilfe der Tray Cell-Erwei-
terung des ,BioPhotometer plus® der Firma Eppendorf bestimmt. Der Vorteil dieser Erwei-
terung gegeniiber herkommlichen Photometern liegt in der Verwendung der unverdiinnten
Probe mit einem geringen Probenvolumen. Neben der Messung der DNA-Konzentration
bei ODag gibt die Messung durch die Angabe der ODaso Aufschluss tiber die Reinheit der
Probe bzw. Verunreinigungen durch RNA. Die Formel fiir die Berechnung der DNA-

Konzentration lautet:

50 x ODseo x Verdiinnungsfaktor = ug DNA/ml
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Ein Verhaltnis der optischen Dichten bei 260 und 280 nm von 1,8 steht fiir eine hohe Rein-
heit der DNA. Fiir die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde ebenfalls die Absorption
bei 260 nm gemessen. Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgt anhand folgender

Formel:
40 x ODg x Verdiinnungsfaktor = ug RNA/ml

Die Reinheit der gemessenen RNA ldsst sich anhand des Quotienten der beiden optischen
Dichten bei 260 und 280 nm ermitteln, welcher bei hoher Reinheit der RNA bei etwa 2 liegen

sollte.

4.2.3 Zellbiologische Methoden
4.2.3.1 Messung der Phosphorylierung von Proteinen

Fiir die Aktivitdt von Proteinen ist deren Phosphorylierungsstatus oftmals von grofler Be-
deutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Phosphorylierung von ERK-1/2 und CREB

mittels hochspezifischer Antikorper (Kapitel 4.1.6) im Western Blot untersucht.

4.2.3.1.1 Herstellung von Proteinlysaten

Um Proteine mittels Western Blot nachweisen zu konnen, mussten die Proteine zundchst
aus der Zelle isoliert und denaturiert werden. Dies geschah durch die Verwendung von La-
emmli-Puffer (LAEMMLI 1970). Das darin enthaltene Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl
sulfate, SDS), welches nichtkovalente Bindungen der Proteine aufbricht, sowie das ebenfalls
im Puffer enthaltene B-Mercaptoethanol, welches vorhandene Disulfidbriicken reduziert,

fithren zu einer Auflosung der Proteinstruktur.

Fiir die Herstellung von Proteinlysat wurden zwei Tage zuvor Zellen auf 6-well Mikrotiter-
platten ausgesét (1 x 10° Zellen/well) und am nachfolgenden Tag fiir 16-20 h in Serum-
freiem Medium inkubiert. Je nach Versuch wurden die Zellen fiir unterschiedliche Zeiten
stimuliert. Bei der Verwendung von Inhibitoren wurden Zellen fiir 30 min mit 900 ul des
Inhibitors vorinkubiert und anschlieflend mit 100 ul einer 10-fach-konzentrierten Liganden-
16sung stimuliert. Nach der Stimulationszeit wurden die Zellen auf Eis gestellt, das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 150-200 pl 1-fach-konzentrierten Laemmli-Puffer lysiert. Nach

der Uberfiihrung des Lysats in ein 1,5 ml Reaktionsgefi®3, wurde durch eine Behandlung mit
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Ultraschall fiir ca. 10 s die genomische DNA zerstort. AnschliefSend erfolgte die Inkubation

des Lysats fiir 5 min bei 65 °C und die Lagerung bei -20 °C.

Laemmli-Puffer (pH 6,8):
0,025 % Bromphenolblau (w/v) 15 mM Tris/HCI

5 % Glycerin (v/v) 1,25 % B-Mercaptoethanol (w/v)
1 % SDS (w/v)

4.2.3.1.2 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auftrennung der mit SDS denaturierten Proteine nach
ihrer Grofie mit Hilfe eines diskontinuierlichen Polyacrylamidgels. Das diskontinuierliche
Gel besteht aus einem oberen Sammelgel, in welchem das gesamte aufgetragene Protein kon-
zentriert wird, und einem unteren Trenngel, in dem die eigentliche Auftrennung nach Mo-
lekulargewicht erfolgt. Dabei laufen kleine Proteine schneller durch das Gel als Proteine mit
héherem Molekulargewicht. Das Sammelgel und das Trenngel unterscheiden sich in jhrem
pH-Wert und der Porengrofle, was wiederum zu schirferen Banden fithrt und den Einsatz
kleinerer Probenvolumina erlaubt als ohne Sammelgel. Fiir die in dieser Arbeit nachzuwei-
senden Proteine wurde Trenngel mit 10 % Acrylamid-Anteil verwendet. Je hoher die Kon-
zentration des Acrylamids, desto kleiner sind die Poren und umso langsamer laufen die Pro-

teine durch das Gel.

Bevor das Proteinlysat auf das Polyacrylamidgel aufgetragen wurde, wurde es fiir 5 min bei
17000 x g zentrifugiert, um unlésliche Bestandteile (mdgliche Reste genomischer DNA) zu
sedimentieren. Aus dem Uberstand wurden 25 pl auf ein Gel aufgetragen. Zunichst wurde
eine Spannung von 80 V an das Gel angelegt. Nachdem die Proben das Trenngel erreicht
hatten, wurde die Spannung auf 120 V erhoht. Die Auftrennung der Proteine war umso kla-
rer, je linger das Gel lief. Als Orientierung fiir die Molekiilmasse der Proteine diente der

mitgefithrte Grolenstandard BLUEplus-wide prestained Protein Ladder von Biomol.

Trenngell6sung (pH 8.8) Sammelgell6sung (pH 6,8 SDS-Laufpuffer
375 mM Tris/HCl 125 mM Tris/HCl 2,5 mM Tris/HCl
0,1 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v) 0,01 % SDS

10 % Rotiphorese Gel 30 4 % Rotiphorese Gel 30 19 mM Glycin
100 ul APS (10 %) 100 ul APS (10 %)

20 ul TEMED 20 ul TEMED
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4.2.3.1.3 Western Blot

Im Anschluss an die Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte die Ubertragung der aufge-
trennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran. In dieser Arbeit wurde dafiir das sog.
halbtrockene Verfahren (semi-dry) von Towbin angewendet (TOWBIN et al. 1979). Nach dem
Blotten der Proteine auf die Membran wurden die Proteine durch eine unspezifische und
reversible Anfarbung durch Ponceau S sichtbar gemacht und somit der Transfer tiberpriift.
Nach dem Blockieren unspezifischer Bindestellen durch z. B. Milchpulver oder bovines Se-
rumalbumin (BSA) wurde die Expression oder der Phosphorylierungsstatus von Proteinen
auf der Membran mittels hoch-spezifischer Antikorper (Kapitel 4.1.6) untersucht. Dabei
band der Primérantikorper an das gewiinschte Epitop, welcher anschlieflend wiederum von
einem Meerrettich-Peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundirantikdrper erkannt wurde.
Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde die Chemilumineszenz des durch HRP
katalysierten Umsatzes von Luminol unter Verbrauch von H,O, mit einer sensitiven Kamera
gemessen (ChemiSmart 5000, Peglab). Mit Hilfe des Programms Image]J (National Institutes
of Health, Bethesda, USA) erfolgte durch eine densitometrische Analyse eine Semi-Quanti-
fizierung der Proteinbanden und der Proteinphosphorylierung. Um Western Blots auswer-
ten zu konnen, war eine sog. Ladekontrolle unerldsslich. Als Ladekontrolle diente ein Pro-
tein, bei dem man davon ausgeht, dass es in allen Zellen unabhéngig von der Stimulation in
gleicher Menge vorhanden ist. Um mdglichst die gleichen Proteinmengen der Lysate auf ein
Gel aufzutragen, wurden nur Proteinlysate verwendet, welche zusammen auf einer 6-well
Mikrotiterplatte ausgesit und lysiert wurden. Fiir die Ladekontrolle wurde die Membran
nach dem Proteintransfer horizontal geschnitten, wobei dann eines der beiden Membran-
stiicke dem Nachweis des gewiinschten Proteins diente, wahrend der andere Abschnitt fiir
den Nachweis der Ladekontrolle verwendet wurde. Im Rahmen dieser Arbeit dienten Tubu-
lin und Histon H3 als Ladekontrolle. Fiir beide Proteine war zuvor getestet worden, dass die
Stimulation der Zellen keinen Einfluss auf die Proteinexpression nahm und somit beide Pro-
teine als Ladekontrolle geeignet waren. Bei der Auswertung wurde jede Proteinbande auf

ihre zugehorige Ladekontrolle normiert.
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Als Transferkammer wurde der Novex® Semi-Dry Blotter (Invitrogen, Darmstadt) verwendet
und es wurde nach Herstellerangaben gearbeitet. Hierbei handelt es sich um ein Transfer-
system, bei dem die Anode nach unten orientiert ist. Der Aufbau eines Western Blots ist in
Abbildung 4.2 schematisch dargestellt. Auf die Anode wurden zunéchst 2 Filterpapiere ge-
legt, welche in 2x NuPAGE® Transfer Buffer getrankt wurden. Danach folgte die Nitrozellu-
losemembran, ebenfalls in Transferpuffer getrankt. Auf die Nitrozellulosemembran wurde
das Polyacrylamidgel gelegt, bevor zwei weitere, in Puffer getrinkte Filterpapiere auf dem
Stapel positioniert wurden. Nach jeder Komponente wurden Luftblasen vorsichtig entfernt,

welche einen gleichméfligen Proteintransfer negativ beeinflussen kénnen.

Kathode (-)

2 Filterpapiere

Polyacrylamidgel
Nitrozellulosemembran

Transfer

2 Filterpapiere

Anode (+)

Abbildung 4.2: Schematischer Aufbau eines Western Blots

Es wurde eine konstante Stromstérke von 20 mA angelegt und fiir 2 h transferiert. Zur Uber-
priifung des Proteintransfers wurde die Membran fiir 2 bis 3 min in Ponceau S-Lésung in-
kubiert und anschlieflend in ddH,O gewaschen. Nach diesem Waschschritt wurde die
Membran horizontal auf gewiinschter Hohe geschnitten, um die Membran fiir das ge-
wiinschte Protein und die Ladekontrolle zu unterteilen. Nachdem die Membranen dreimal
fiir 10 min mit Tris-buffered saline Tween (TBST) gewaschen worden waren, wurden unspe-
zifische Bindungsstellen durch Inkubation mit der jeweiligen Blockierlosung fiir 30 min blo-
ckiert. Es folgte die Inkubation der Membranen mit dem priméren Antikorper iber Nacht
bei 4 °C (Kapitel 4.1.6.1). Am nichsten Tag wurden die Membranen fiir 3 x 10 min mit TBST
gewaschen, um ungebundenen Antikorper zu entfernen, bevor sie fiir 1 h bei Raumtempe-
ratur mit dem Sekundérantikorper inkubiert wurden. Anschliefiend folgten erneut 3 Wasch-
schritte fiir jeweils 10 min mit TBST. Fiir die Entwicklung am ChemiSmart 5000 wurden
Substratlgsung 1 (S1) und Substratlosung 2 (S2) in Verhaltnis 1:1 gemischt und fiir etwa 1

min mit der Membran inkubiert. Nachdem die Membran zwischen zwei Folien positioniert
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worden ist, um eine Austrocknung zu verhindern, wurde im ChemiSmart 5000, je nach vor-
liegender Signalstirke, fiir 5 bis 15 min belichtet. Dabei wurde die Funktion der Auto-Be-
lichtung des Gerits verwendet, um die Belichtungszeit der Signalstirke anzupassen. Die
Quantifizierung und Analyse der Signale erfolgte mit Hilfe von Image]. In Abbildung 4.3 ist
sowohl die densitometrische Analyse mittels Image] als auch die zugehorige Auswertung

eines Western Blots exemplarisch dargestellt.

A
e G . PCREB .
— e | DATE-1 | - —— — | Tubulin

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
B
Proteinbande  Fldche Fliche pCREB/ Phosphorylierung Phosphorylierung
PCREB Tubulin Tubulin zu basal [%] iiber basal [%]

1 3977 19162 0,21 100 0

2 14159 22358 0,63 300 200

3 23226 19929 1,17 557 457

4 11711 20263 0,58 276 176

5 14497 17445 0,83 395 295

6 16732 19710 0,85 405 305

Abbildung 4.3: Exemplarische Darstellung der densitometrischen Quantifizierung eines Western Blots

Bei der densitometrischen Auswertung wurden sowohl bei der Verwendung des Antikorpers
gegen pERK-1/2 und pCREB beide Proteinbanden beriicksichtigt. Bei den Doppelbanden
handelt es sich um die Proteinbanden von phosphoryliertem ERK-1 und ERK-2 bzw. um die
Proteinbanden von phosphoryliertem CREB und ATF-1, einem weiteren Mitglied der
cAMP-responsive activators. Der Phosphorylierungsstatus von pCREB bzw. pERK-1/2

wurde als Quotient des Signals von pCREB bzw. pERK-1/2 und der jeweiligen Ladekontrolle
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dargestellt (pCreb/Ladekontrolle oder pERK-1/2/Ladekontrolle). Fiir die weitere Auswer-
tung wurde das Signal der nicht stimulierten Zellen bzw. der Zellen, die nur mit dem Vehikel
oder dem Inhibitor behandelt worden waren, als 100 % Phosphorylierung definiert und die
stimulierten Zellen dazu ins Verhéltnis gesetzt. So wurde jedes stimulusinduzierte Signal auf
den jeweiligen Basalwert (evtl. mit Losungsmittel) normiert, wiahrend jedes stimulusindu-

zierte Signal in Anwesenheit des Inhibitors auf den Basalwert des Inhibitors normiert wurde.

2x NuPAGE?’ Transfer Buffer TBST (pH 7.4) Ponceau-S-Lésung (pH 10,4)
50 ml Transfer Buffer (20x) 10 mM Tris/HCI 0,1 % Ponceau S

50 ml Methanol 150 mM NacCl 5 % Essigsaure (v/v)

500 pl NuPAGE® Antioxidant 0,05 % Tween (v/v)

400 ml H,O

S1-Losung (pH 8,5 S2-Losung (pH 8,5

0,1 M Tris/HCl 0,1 M Tris/HCI

0,02 % H,O, 250 uM Luminol

400 uM 4-Hydroxyzimtsiure

4.2.3.2 Nachweis der PKA-Aktivitat

Um die a-MSH-vermittelte Aktivierung der PKA zu analysieren, wurde das PKA kinase ac-
tivity kit der Firma Abcam verwendet. Dieser Aktivitatsnachweis beruht auf einem enzyme-
linked immuno-absorbent Assay (ELISA) unter Verwendung eines spezifischen Substrats fiir
die PKA und einem polyklonalen Antikorper, der die phosphorylierte Form des Substrats

erkennt. Der ELISA wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Fiir die Herstellung der Zelllysate wurden 1 x 10° Zellen/well einer 6-well Mikrotiterplatte
ausgesit und am darauffolgenden Tag fiir 16-20 h unter Serumentzug inkubiert. Anschlie-
end wurden die Zellen fiir 2,5 min mit DMEM ohne Serum bzw. 1 pM a-MSH stimuliert.
Nach der Stimulation wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem PBS gewa-
schen, bevor 1 ml Lysispuffer auf die Zellen pipettiert wurde. Dem Lysispuffer wurden kurz
vor der Verwendung noch die Proteaseinhibitoren Phenylmethansulfonylfluorid (PMSEF),
Leupeptin und Aprotinin hinzugefiigt. Nach 10 min Inkubationszeit auf Eis wurden die Zel-
len von der Zellkulturplatte abgeschabt und in ein vorgekiihltes Reaktionsgefaf iiberfithrt
und fiir 3 x 20 s auf Eis sonifiziert. Die Lysate wurden anschlieflend fiir 15 min bei 16.000 x
g zentrifugiert. Die zytosolische Fraktion im Uberstand wurde in ein neues Gefaf8 iiberfiihrt

und bei -80 °C gelagert.
59



Material und Methoden

Fiir die Durchfithrung des ELISAs wurde jede zu verwendende Vertiefung der im Kit ent-
haltenen PKA substrate microtiter Platte mit 50 ul kinase assay dilution buffer fiir 10 min bei
RT inkubiert; danach wurde der Puffer abgesaugt. Es wurden jeweils 30 pl der verdiinnten
Lysate (1 pl Lysate in 29 pl kinase assay dilution buffer) in die Platte pipettiert. Die Versuche
wurden in Triplikaten durchgefiihrt, als Blindwert diente der kinase assay dilution buffer. Zu
jeder Probe wurden nun 10 pl ATP pipettiert. Die Platte wurde fiir 90 min bei 30 °C auf
einem Taumelschiittler inkubiert. Nach dem Absaugen der Reaktionsfliissigkeiten wurden
40 ul phosphospecific substrate antibody in jede Vertiefung pipettiert und die Platte fiir 60
min bei RT inkubiert. Nach der Entfernung des Antikdrpers wurde jeder Ansatz der Reakti-
onsplatte 4 Mal fiir 1 bis 2 min mit 100 pl wash buffer gewaschen. In Folge des letzten Wasch-
schritts wurde die Fliissigkeit von den Proben entfernt und durch 40 pl des 1:1000 verdiinn-
ten anti-rabbit IgG: HRP conjugate ersetzt. Es folgte ein weiterer Inkubationsschritt fiir 30
min bei RT, bevor die 4 Waschschritte mit wash buffer wiederholt wurden. Der Waschpuffer
wurde abgesaugt und 60 pl Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat zu jedem Ansatz gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 60 min bei RT wurde die Reaktion durch die Zugabe
von jeweils 20 pl stop solution 2 gestoppt, als ein gut sichtbarer Farbumschlag von farblos zu
blau erreicht war, jedoch bevor sich eine Farbsattigung einstellt hatte. Es wurde die Absorp-
tion bei 450 nm am Plate Reader FLUOstar Omega gemessen. Fiir die Auswertung wurde

die Absorption des Blindwerts von allen Proben abgezogen.

Lysispuffer

20 mM MOPS 5mM EGTA/2 mM EDTA
50 mM beta-Glycerolphosphat 1 % NP40

50 mM Sodiumfluorid 1 mM Dithiothreitol (DTT)
1 mM Sodiumvanadat 1 mM Benzamidin

4.2.3.3 Bestimmung der zellularen cAMP-Akkumulation

Der sekundére Botenstoff cAMP stellt ein wichtiges Molekiil bei der Signaltransduktion von
Gs- und Gyo-gekoppelten Rezeptoren dar. Er wird intrazellular durch die membranstdndige
AC aus ATP gebildet und fiihrt z. B. zu einer Aktivierung von PKA und EPAC. Durch ein

Protokoll von Salomon (SALOMON et al. 1974) und eine Modifikation desselben durch Du-

60



Material und Methoden

muis (DUMUIS et al. 1988) ist es moglich, die cAAMP-Akkumulation nach metabolischer Mar-
kierung der Zellen mit [’H]-Adenin iiber eine sequentielle Sdulenchromatographie und

Szintillationsmessung zu bestimmen.

Fiir die Bestimmung der cAMP-Akkumulation wurden zwei Tage vor der eigentlichen Mes-
sung 6 x 10* Zellen auf eine 12-well Mikrotiterplatte ausgesit. Am darauffolgenden Tag wur-
den die Zellen mit 2 puCi/ml [*’H]-Adenin (27,2 Ci/mmol) in serumfreiem Medium {iber
Nacht markiert. Nach etwa 16 h Inkubationszeit wurde die Markierungslosung von den Zel-
len abgesaugt und 450 pl serumfreies Medium mit 1 mM 1-Isobutyl-1-methylxanthin
(IBMX) gegebenenfalls mit Inhibitor, auf die Zellen pipettiert. Die im Medium enthaltene
heterozyklische Verbindung IBMX blockiert hierbei den cAMP-Abbau durch Phosphodies-
terasen. Anschlieflend erfolgte die Stimulation der Zellen durch die Zugabe von 50 ul einer
10-fach-konzentrierten Ligandenlésung. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C
wurde der Uberstand entfernt und 1 ml eiskalte, 5%ige Trichloressigsiure auf die Zellen ge-
geben. Dies fithrte zur Extraktion des Cytoplasmas. Vor Beginn der eigentlichen Saulenchro-
matographie wurden die Dowex-Resin-AG50-W-Sdulen (8 % Quervernetzung) mit 10 ml
HCI (1 M) und 10 ml H,O gewaschen. Der Uberstand der Zellen wurde komplett auf die
Dowex-Resin-Sdulen iibertragen, wo mittels einer Ionenaustauschchromatographie eine
Trennung von cAMP und ATP erfolgte. Die Siulen wurden mit 4 ml H,O gewaschen. Das
in diesen beiden Schritten im Eluat enthaltene ATP wurde optional in Szintillationsrohrchen
aufgefangen. Der Inhalt der Dowex-Resin-Sdulen wurde durch die Zugabe von 10 ml H,O
direkt auf die Aluminiumoxidsdulen (ALO:;) eluiert. Die weitere Aufreinigung der Uber-
stinde durch die Aluminiumoxidsdulen diente der Abtrennung unerwiinschter Nebenpro-
dukte. Nachdem die Aluminiumoxidsdulen mit 1 ml Imidazol (0,1 M) gewaschen worden
waren, wurde mit 5 ml der gleichen Losung eluiert. Das Eluat wurde in Szintillationsgefafien
aufgefangen. In diese R6hrchen wurden 12 ml Szintillationsfliissigkeit gegeben. Mit Hilfe des
Szintillationsmessgerits (WS1414, Perkin Elmer) wurde fiir jeweils 3 min die Tritium-ab-
héngige Betastrahlung gemessen und als Zerfille pro Minute (DPM) angegeben. Falls ATP
und cAMP gemessenen wurde, wurde die cAMP-Akkumulation als Quotient angegeben,

welche folgendermaflen berechnet wurde:
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cAMP-Akkumulation= cAMP / (cAMP + ATP) * 1000

Um die Liganden-vermittelte Inhibition der cAMP-Akkumulation tiber Gi.-gekoppelte Re-
zeptoren bestimmen zu konnen, wurde der direkte AC-Aktivator Forskolin (FSK) verwen-
det, wodurch die Umwandlung von ATP zu cAMP katalysiert und das System sensitiver
wurde. Dafiir wurden die Zellen nach der Markierung mit 10 pM FSK stimuliert oder mit
dem Liganden in Anwesenheit von 10 uM FSK fiir 30 min stimuliert. Mit Hilfe des berech-
neten Quotienten wurde bestimmt, um wieviel Prozent der Ligand die FSK-induzierte
cAMP-Akkumulation inhibiert hatte. Die Bestimmung der cAMP-Akkumulation erfolgte in

Form von Quadruplikaten.

4.2.3.4 Messung der CRE-Reporteraktivitat

Reportergenkonstrukte dienen dem Nachweis eines spezifischen Signalwegs, der die Trans-
kription von Zielgenen reguliert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem 6xCRE-Luc-Re-
portergenkonstrukt gearbeitet (Kapitel 4.1.11). Wenn durch Stimulation von Zellen mit ei-
nem Liganden der Transkriptionsfaktor CREB aktiviert wird, dann kann er an die CRE-
Reportergensequenz binden. Die CRE-Sequenzen des Konstrukts sind zusammen mit dem
Reportergen Luziferase unter Kontrolle eines basalen Promoters geschalten. Durch die Ak-
tivierung von CRE iiber die Bindung des Transkriptionsfaktors verdndert sich die Expres-
sion des Reportergenprodukts. Das Reportergen Luziferase aus dem Photinus pyralis ist ein
Enzym, welches unter Verbrauch von ATP die Oxidation von Luziferin zu Oxyluziferin ka-
talysiert. Die dabei frei werdenden Photonen kénnen mit Hilfe eines Luminometers detek-
tiert werden. Die Lichtmenge ist dabei linear abhdngig von der Luziferasemenge und somit
auch von der Reportergenaktivitdt. Alle Reportermessungen wurden in Form von Quadrup-

likaten durchgefiihrt.

4.2.3.4.1 Stabile Expression des CRE-Reportergenkonstrukts

Fiir die Messung der transkriptionellen Regulation mit Reportergenkonstrukten wurden die
mHypoA-2/10-CRE-Luc-Zellen zwei Tage zuvor ausgesit (1,5 x 10* Zellen/well einer 96-well
Mikrotiterplatte, 6 x 10* Zellen/well einer 24-well Mikrotiterplatte). Vor der Stimulation der

Zellen wurden diese fiir 16 bis 20 h in serumfreiem Medium inkubiert. Fir die Stimulation
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selbst wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und 90 pl (96-well Mikrotiterplatte) bzw.
450 pl (24-well Mikrotiterplatte) frisches serumfreies Medium auf die Zellen gegeben. Bei
der Verwendung von Inhibitoren wurde der Inhibitor im eben genannten frischen Medium
verdiinnt. Die Inkubationszeit fiir Inhibitoren betrug, falls nicht anders angegeben, 30 min.
Anschlieffend wurden die Zellen mit 10 pl bzw. 50 pl einer 10-fach konzentrierten Ligan-
denlosung stimuliert. Falls nicht anders angegeben, wurden die Zellen fiir 4 h mit dem je-
weiligen Liganden inkubiert, ausschlieflich der 30 min Vorinkubation mit Inhibitor. Bei der
Stimulation der Zellen wurde darauf geachtet, dass fiir jeden Inhibitor die passende Losungs-
mittelkontrolle durchgefiihrt wurde. Alle Messungen wurden in Form von Quadruplikaten
durchgefiithrt. Im Anschluss an die Stimulation wurde das Medium abgesaugt und 50 ul (96-
well Mikrotiterplatte) bzw. 200 pl (24-well Mikrotiterplatte) Lysispuffer auf die Zellen gege-
ben. Im Fall der 24-well Mikrotiterplatten wurden 180 pl des Lysats auf eine 96-well Mikro-
titerplatte tiberfithrt, da mit Hilfe des Plate Readers FLUOstar Omega (BMG Labtech, Or-
tenberg) nur im 96-well-Format gemessen werden kann. Die Messung der Lumineszenz er-
folgte tiber einen Zeitraum von 10 s, wobei nach 2 s automatisch 20 ul des Firefly-Luzifera-
sesubstrats injiziert wurden. Fiir die Auswertung der Experimente wurde der Mittelwert der
Lumineszenz von 3 bis 10 s der gesamten Messzeit verwendet, also ab dem Zeitpunkt der
Injektion des Substrats. Die Daten jeder Messung wurden vor der Normierung mit Hilfe
geeigneter statistischer Tests auf ihre Signifikanz gepriift (Kapitel 4.2.4). Da aber verschie-
dene Faktoren wie Zellzahl, Qualitat des Substrats oder Qualitit der Hormone Einfluss auf
die Messgrofle nehmen konnen, wurden die Daten normiert. Fiir die Berechnung der pro-
zentualen Inhibition eines Ligandensignals durch einen Inhibitor wurde zunéchst die jewei-
lige basale Aktivitit von der ligandeninduzierten Reporteraktivitit abgezogen. Im Anschluss
wurde die Differenz ohne Inhibitor als 100 % definiert und die inhibitorinduzierte Differenz
auf diesen Wert normiert. Die berechnete Inhibition der stimulusinduzierten Reporterakti-
vitdt wurde anschlieflend von 100 % subtrahiert und als Inhibition in % angegeben. Dabei
bedeuten 0 %, dass der Inhibitor keinen Effekt auf die Reporteraktivitit des Stimulus hatte,

wohingegen 100 % eine vollstdndige Inhibition des Signals bedeuten (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4 Auswertung der Verringerung der stimulusinduzierten Reporteraktivitit durch einen Inhibitor

(A) Fiir jeden Versuch wurden die Mittelwerte der Quadruplikate der einzelnen Bedingungen gebildet. Anschlieflend
wurde der jeweilige Basalwert ohne Stimulus von der stimulusinduzierten Reporteraktivitit (ohne oder mit Inhibitor) ab-
gezogen. Die Differenz der Aktivitit ohne Inhibitor wurde als 100 % definiert.

(B) Fiir die Darstellung der Inhibition der stimulusinduzierten Reporteraktivitit wurde die berechnete Inhibition von 100
9% subtrahiert und die Differenz als positive Prozentzahl dargestellt. Dabei entsprechen 100 % einer vollstindigen Inhibition
der Reporteraktivitit durch den Inhibitor, wihrend 0 % bedeuten, dass der Inhibitor keinen Effekt auf das Signal hatte.

Lysispuffer
25 mM Tris/HCl (pH 7,4)

4 mM EGTA

8 mM MgCl,

1 mM DTT

1% Triton X-100

4.2.3.4.2 Transiente Expression des CRE-Reportergenkonstrukts
Fiir die Transfektion der HEK-MC4R- oder GT1-7-Zellen mit einem Reportergenkonstrukt

wurden drei Tage vor der Messung 3-5 x 10* Zellen/well auf eine 24-well Mikrotiterplatte
ausgesit. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 250 bis 500 ng der entsprechenden
Plasmid-DNA/well mittels TurboFect® (Kapitel 4.2.1.4.1) transfiziert. Einen Tag spater wur-
den die Zellen iiber Nacht in serumfreiem Medium inkubiert. Die nachfolgenden Schritte
sowie die Auswertung sind identisch zum Protokoll derjenigen Zellen, die das Reportergen-

konstrukt stabil exprimieren (Kapitel 4.2.3.4.1).

4.2.3.5 Messung intrazelluldarer Ca*?*-Konzentrationen mittels Fura-2-AM

Um intrazellulire Ca**-Konzentrationen von Zellen zu bestimmen, wurde der Fluoreszenz-
farbstoff Fura-2-AM eingesetzt. Die Molekiile des Farbstoffs bilden selektiv einen Chelat-

komplex mit freien Ca**-Ionen. Bei einer Erhohung der Calciumkonzentration reagiert
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Fura-2 mit einer hoheren Fluoreszenzintensitit, sowie mit einer Verschiebung des Intensi-
taitmaximums der Fluoreszenz. Das Emissionmaximum von Fura-2 in Ca?*-freier Losung
liegt bei 510 nm nach einer Anregung mit 380 nm, wahrend sich das Emissionsmaximum
bei vollstandiger Sattigung durch Ca**-Ionen zu einer Anregungswellenlinge von 340 nm
verschiebt. Durch eine alternierende Anregung der Zellen mit 340 bzw. 380 nm kann eine
Anderung des Ca?*-Spiegels im Cytoplasma gemessen werden. Eine Erhéhung der intrazel-
luliren Ca*-Konzentration ist an einer erhohten Fluoreszenz nach Anregung mit 340 nm
und einer verminderten Fluoreszenz nach Anregung mit 380 nm erkennbar. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde Fura-2-AM verwendet, ein membrangéngiges Derivat von Fura-2. Da-
bei liegt Fura-2 als Acetoxymethylester (AM) vor, welcher in der Zelle durch Esterasen ge-
spalten wird. Die Messung der Ca**-Konzentration erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit
Hilfe zweier unterschiedlicher Methoden. Zum einen wurden Ca*-Messungen mit dem
Plate Reader FLUOstar Omega durchgefiihrt, diese Messmethode ist besonders geeignet um
die Ca**-Freisetzung einer Vielzahl von Zellen zu bestimmen. Zum anderen wurden Zellen

im Ca?*-Imaging untersucht, eine sensitive Methode zur Einzelzellmessung.

4.2.3.5.1 Bestimmung intrazelluldrer Ca’*-Konzentrationen (Plate Reader)

Fiir die Bestimmung der intrazelluliren Ca**-Konzentration wurden zwei Tage vor der Mes-
sung 1-3 x 10° Zellen auf eine 100 mm-Petrischale ausgesit. Einen Tag spater wurden die
Zellen in serumfreiem Medium fiir 16 bis 20 h inkubiert. Am Messtag wurden dem HEPES-
buffered saline (HBS)-Puffer Glucose und CaCl, zugesetzt (Losung 1) und anschlieflend
wurde besagter Puffer mit Fura-2-AM und Pluronic versetzt (Losung 2). Das zur Fura-2-
AM-Loésung zugesetzte Poloxamer Pluronic verbessert die Aufnahme des Fura-2-AM-
Molekiils. Das Medium wurde abgesaugt und 3 ml der Fura-2-AM-Losung mit dem Inhi-
bitor bzw. einer Losungsmittelkontrolle auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min bei 37 °C (und lichtgeschiitzt) wurde der Uberstand abgesaugt und 2 ml einer
vorgewarmten PBS/EDTA Losung (2 mM EDTA) auf die Zellen gegeben, um diese vom
Plattenboden abzuldsen. Die abgelosten Zellen wurden mit 10 ml der Losung 1 in ein 15 ml-

Zentrifugationsrohrchen tiberfithrt und fiir 5 min bei 800 x g und RT zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in einer geeigneten Menge der Losung 1 re-
suspendiert, damit je 80 ul der Zellsuspension in eine Vertiefung einer schwarzen 96-well
Mikrotiterplatte mit durchsichtigem Boden tiberfiihrt werden konnten. Die Zellen einer 100
mm-Petrischale wurden auf 8-12 Vertiefungen einer 96-well Mikrotiterplatte aufgeteilt.
Nach der Vorbereitung erfolgte die Messung mit Hilfe des Plate Readers FLUOstar Omega.
Es wurde die Fluoreszenz nach alternierender Anregung mit 340 nm und 380 nm {iiber die
Zeit mit einer Frequenz von 0,86 Hz gemessen. 5 s nach Messbeginn wurden 20 pl einer 5-
fach konzentrierten Ligandenldsung automatisch injiziert. Die Messungen erfolgten in Form
von Quadruplikaten. Zur Auswertung wurde die Fura-2-Ratio ermittelt, indem der Quotient
der Fluoreszenzintensitdt nach Anregung mit 340 nm/380 nm gebildet wurde. Die daraus
resultierenden Quotienten wurden auf den ersten Messwert, der als 100 % definiert wurde,

normiert und gegen die Zeit in s dargestellt (Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Exemplarische Darstellung von Fura-2-AM-Fluoreszenzmessungen

Die linke Abbildung zeigt die gemessene Fura-2-Fluoreszenz bei 340 nm (griine Kurve) und bei 380 nm (rote Kurve) in
Abhingigkeit von der Zeit. Nach 5 s wurde der Ligand injiziert. In der rechten Abbildung ist die Kurve des Quotienten 340
nm/380 nm der Daten der linken Abbildung gegen die Zeit dargestellt, wobei der Startpunkt der Messung als 100 % defi-
niert wurde.

HBS-Puffer (pH 7.4) Losung 1 Losung 2

10 mM HEPES HBS-Puffer Losung 1

5 mM KCl 2 mM CaCl 5 uM Fura-2-AM

140 nM NaCl 5,5 mM Glucose 0,02 % Pluronic F-127 (w/v)
1 mM MgCl,

4.2.3.5.2 Bestimmung intrazelluldrer Ca’*-Konzentrationen (Calcium-Imaging)

Zwei Tage vor dem Ca?*-Imaging wurden 6 x 10* Zellen auf Poly-L-Lysin beschichteten

Deckgldschen in 6-well Mikrotiterplatten ausgesdt. Vor dem Experiment wurden die Zellen
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fir 16-20 h in serumfreiem Medium inkubiert. Fiir die Bestimmung der Ca’*-Konzentrati-
onen mittels Calcium-Imaging wurden ebenfalls der HBS-Puffer, sowie Losung 1 und 2 her-
gestellt (Kapitel 4.2.3.5.1). Direkt vor Versuchsbeginn wurde das Medium abgesaugt und die
Zellen wurden mit 1 ml Lésung 2 beschichtet und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach dem
Absaugen der Fura-2-AM-Losung wurden die Zellen zweimal mit 2 ml HBS-Puffer gewa-
schen, um Uberstinde der Losung 2 komplett zu entfernen, da diese die spitere Messung
negativ beeinflussen. Bis zur Messung wurden die mit Fura-2-AM-markierten Zellen in
HBS-Puffer bei RT lichtgeschiitzt aufbewahrt. Fiir die Messung selbst wurde jeweils ein
Deckglaschen entnommen und in die Messkammer eingespannt, mit 200 yl HBS-Puffer
tiberschichtet und auf einem IX-71 (Olympus) invertierten Fluoreszenzmikroskop positio-
niert. Es wurde ein 40-fach vergréflerndes Olimmersionsobjektiv und die Software Vision
5.0 (Till Photonics, Grafelfing) verwendet. Durch einen Monochromator wurden die Zellen
alternierend mit 340 nm und 380 nm mit einer Frequenz von 2 Hz angeregt. Durch eine
iXON-Digitalkamera (Andor, Belfast, Nord-Irland) erfolgte die Aufzeichnung und Darstel-
lung der Fura-2-Emission. Nach 50 s wurden 200 pl einer 2-fach konzentrierten Liganden-
16sung (verdiinnt in HBS-Puffer) manuell zu den Zellen pipettiert. Beim Pipettieren der Lig-
andenlosung wurde darauf geachtet, dass der Vorgang gleichméf3ig und méglichst am Rand
der Messkammer erfolgte. Durch zu kriftiges Pipettieren direkt auf die Zellen ist es moglich,
diese vom Deckglaschen abzul6sen, zusdtzlich entsteht ein Injektionsartefakt. Nach der Mes-
sung wurde mit Hilfe der Software der Messhintergrund in beiden Fluoreszenzkanilen sub-
trahiert. Zur Auswertung wurde der Quotient der Fluoreszenzintensitdt nach Anregung mit
340 nm zu 380 nm gebildet und der erste Messwert einer Zelle als 100 % definiert. Die be-
rechneten Werte wurden gegen die Zeit dargestellt. In der Abbildungsbeschriftung ist die
Gesamtzahl gemessener Zellen fiir jede Bedingung angegeben, welche sich aus mindestens

drei unabhingigen Wiederholungen des Experiments zusammensetzte.

4.2.3.6 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Bei der RT-PCR handelt es sich um eine modifizierte Methode der PCR. Sie stellt eine in der
Molekularbiologie weit verbreitete Methode fiir den Nachweis von Genexpression dar. Hier-

fiir musste zunachst mRNA aus Zellen isoliert werden, was im Rahmen dieser Arbeit mittels
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der sogenannten single-step-Methode erfolgte. Anschlieflend wurde die isolierte RNA durch
das Enzym Reverse Transkriptase in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Die
cDNA unterscheidet sich von genomischer DNA durch das Fehlen nicht-kodierender Int-
ron-Sequenzen. Die Amplifizierung und Quantifizierung des DNA-Produkts erfolgte mittels

quantitativer Echtzeit-PCR (qPCR).

4.2.3.6.1 RNA-Isolation aus Zellen

Zunichst wurden zwei Tage vor der RNA-Isolation 1 x 10° Zellen auf eine 100 mm-Pet-
rischale ausgesat. Fiir 16 bis 20 h vor der Isolation wurden die Zellen mit Kulturmedium
ohne Serum inkubiert. Die Stimulation der Zellen erfolgte abhiangig vom jeweiligen Ver-
suchsansatz, indem 2,7 ml DMEM ohne Serum (mit Inhibitor oder Losungsmittelkontrolle)
fiir 30 min auf die Zellen gegeben wurden und anschlief}end die Zellen mit 300 ul einer 10-
fach konzentrierten a-MSH-Ligandenlésung fiir 20 min stimuliert wurden. Die eigentliche
RNA-Isolation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll der single-step-Methode, welche
bereits 1984 beschrieben wurde (CHOMCZYNSKI UND SACCHI 1987). Dafiir wurde das Me-
dium abgesaugt, 1 ml TRI-Reagenz auf die Zellen gegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert.
Das TRI-Reagenz enthdlt Guanidiniumthiocyanat, welches neben der Lyse der Zellen auch
zu einer Inaktivierung von RNasen und weiteren Enzymen fithrt. Das ebenfalls im TRI-
Reagenz enthaltene Phenol 16st die RNA aus den Zellen. Nach der Inkubation wurde das
Lysat in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf3 iberfiihrt und bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung
gelagert. Die Phasentrennung und die damit verbundene Trennung der RNA von den rest-
lichen Zellbestandteilen erfolgte durch die Zugabe von 200 pl Chloroform und anschlief3en-
dem Vortexten fiir etwa 15 s. Nach 3 min Inkubationszeit bei RT wurde das Lysat fiir 15 min
bei 18.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die obere, wéssrige Phase enthielt die RNA und wurde
in ein neues Reaktionsgefaf3 iiberfithrt. Die Interphase mit der DNA sowie die untere Phase,
welche die Proteine enthielt, wurden verworfen. Um die RNA zu prazipitieren, wurden zu
den 600 pl der oberen Phase 800 ul Isopropanol pipettiert, gemischt und fiir 10 min bei RT
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt fiir 10 min bei 21400 x g und 4 °C
wurde der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 ml eiskaltem 70 % Ethanol (in nuklea-

sefreiem Wasser) resuspendiert und durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach einer
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Zentrifugation fiir 5 min bei 21400 x g bei 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das
Pellet fiir 5 bis 10 min luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 20 ul DEPC-H,O resuspendiert.
Durch eine Inkubation des Reaktionsgemisches fiir 10 min bei 60 °C wurde die RNA voll-
standig gelost und die Konzentration konnte bestimmt werden (Kapitel 4.2.2.4). Die isolierte

RNA wurde bei -80 °C gelagert.

4.2.3.6.2 Reverse Transkription

Das Umschreiben der RNA in cDNA wird als reverse Transkription bezeichnet. Hierfiir ist
die RNA-abhingige DNA-Polymerase Reverse Transkriptase notwendig. Fiir die reverse
Transkription im Rahmen dieser Arbeit wurde das RevertAid H Minus First Strand cDNA-
Synthesekit der Firma Thermo Scientific™ (Dreieich) eingesetzt und nach folgendem Pipet-

tierschema durchgefiihrt:

2 pug RNA-Template (RNA-Isolation aus Zellen)

1 ul Oligo (dT),s Primer

ad 12 pl ddH,O -> Inkubation fiir 5 min bei 65 °C
4 pl 5x Reaktionspuffer

1 pl RNase Inhibitor (20 U/ul)

2 ul 10 mM dNTP-Mix

1 pl H- Reverse Transkriptase (200 U/pl)

Das Pipettieren der Ansitze erfolgte auf Eis. Anschlieflend wurden die Reaktionsansitze fiir

1 h bei 42 °C und fiir weitere 10 min bei 70 °C im Thermocycler inkubiert.

Die entstandene cDNA wurde fiir die nachfolgende qPCR 1:1000 mit ddH,O verdiinnt und

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.2.3.6.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Im Vergleich zur qualitativen PCR, bei der das PCR-Produkt durch Gréflenauftrennung auf
einem Agarosegel analysiert werden kann, so kann mit Hilfe der qPCR nicht nur untersucht
werden, ob eine bestimmte mRNA in den Zellen vorhanden ist, sondern es kann eine Quan-
tifizierung der Genexpression erfolgen. Die Quantifizierung der gewonnenen DNA-Pro-
dukte erfolgte durch den Einsatz des DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes SYBR

Green [, welcher erst nach Bindung an einen DNA-Doppelstrang ein Fluoreszenzsignal ab-
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gibt. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte nach jedem Elongationszyklus. Die qPCR-Mes-
sungen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit dem 96-well Mikrotiterplatten-basierenden
LightCycler® 480 der Firma Roche (Mannheim) durchgefiihrt, welcher ein Thermocycler
und ein Fluorimeter in einem Gerit ist. Dadurch war in der exponentiellen Phase der Reak-
tion in Echtzeit die Menge an PCR-Produkten mittels Fluoreszenz bestimmbar. Die Zu-
nahme des Fluoreszenzsignals war proportional zur Menge des entstehenden PCR-Pro-
dukts. Fiir die Auswertung der Daten wurde die sogenannte relative Quantifizierung ange-
wandt, bei der die Mengen zweier Target-Sequenzen in einer einzigen Probe miteinander
verglichen werden. TRH und c-Fos waren im Rahmen dieser Arbeit die sog. Zielgene, als
Referenzgen (Housekeeping-Gen) wurde - Aktin verwendet. Bei 3- Aktin handelt es sich um
ein konstitutiv exprimiertes Protein, welches nicht durch Stimulation der Zellen mit Ligan-
den reguliert wird. Zur Berechnung der Genexpression des Zielgens auf mRNA-Ebene
wurde die AACp-Methode angewandt. Dabei wurde vom Cp-Wert des Zielgens der Cp-
Wert des zugehorigen - Aktins abgezogen. Im Anschluss wurde dieser ACp-Wert von nicht
stimulierten Zellen (entspricht der basalen Expression des Zielgens) vom ACp-Wert der sti-
mulierten Zellen subtrahiert. Der AACp-Wert wurde als Exponent von 0,5 eingesetzt. Das
Ergebnis stellte die Genexpression auf mRNA-Ebene im relativen Vergleich zur basalen Ge-

nexpression dar, ein Ergebnis von 1 bedeutete eine unverdnderte Genexpression.
mRNA-EXpreSSion — 0’5 (CpZielgen - Cp[_’)—Aktin)Stimuliert - (CpZielgen - Cp[_’)—Aktin)basa1

Geeignete Primer fiir die QPCR wurden mit Hilfe des ,Universal Probe Library Assay Design
Centers’ der Firma Roche konstruiert. Mit Hilfe dieser Internetanwendung wurden Intron-
umfassende (intron spanning) Primer generiert, wodurch verhindert wurde, dass durch eine
mogliche Kontamination der Probe mit genomischer DNA diese und nicht die revers
transkribierte cDNA amplifiziert wurde. Die Synthese eines Amplifikats mit einem komplet-
ten Intron ist aufgrund der sehr kurzen Elongationszeit nicht moglich. Die verwendeten Pri-
mer sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden fiir die
Analyse muriner cDNA entworfen. Als Negativkontrolle wurde fiir jeden Primer in jedem

Experiment eine HO-Kontrolle mitgefiihrt.

70



Material und Methoden

Tabelle 4.1: Ubersicht der verwendeten Primerpaare fiir die quantitative Echtzeit-PCR

Zielgen Accession-Nummer Vorwirtsprimer (F) Riickwirtsprimer (R)
B-Aktin NM_007393.5 ggctcctagcaccatgaaga atctgctggaaggtggacag
c-Fos NM_010234.2 gggacagcctttcctactacc gatctgcgcaaaagtcctgt
TRH NM_009426.3 tgcagagtctccaccttge ggggataccagttagcacga

Ein Nachteil bei der Verwendung von SYBR Green I ist die geringe Spezifitat des Farbstoffes.
Der Farbstoff interkaliert neben der doppelstrangigen DNA auch mit unspezifischen PCR-
Produkten oder Primerdimeren. Deshalb wurde im Anschluss an die qPCR eine Schmelz-
kurvenanalyse durchgefiihrt, wodurch die Spezifitit der Amplifikate bestimmt werden kann.
Bei der Erstellung der Schmelzkurve wird bei kontinuierlicher Fluoreszenzmessung die
Temperatur der Proben langsam von 60 °C auf 95 °C erhoht, bis bei der Schmelztemperatur
das doppelstrangige PCR-Produkt wieder in zwei DNA-Einzelstrange aufgetrennt wird. Die
Schmelztemperatur ist fiir jedes Amplifikat spezifisch und charakteristisch. Durch die Auf-
trennung des DNA-Doppelstrangs wird der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Fluo-
reszenzanderung detektiert. Die Schmelztemperatur spezifischer PCR-Produkte liegt deut-
lich oberhalb der Schmelztemperatur unspezifischer Nebenprodukte, wie z. B. kurzer Pri-
merdimere und kann dadurch unterschieden werden. Vor der Auswertung der Cp-Werte

wurde in dieser Arbeit nach jeder qPCR eine Analyse der Schmelzkurven durchgefiihrt.

Die nach der reversen Transkription entstandenen cDNA-Losungen wurden fiir die gPCR
1:1000 in ddH,O verdiinnt (Kapitel 4.2.3.6.2). Pro qPCR-Ansatz wurden 8 ul der verdiinnten
cDNA, 10 pl 2-fach konzentrierter SYBR Green I-Mastermix und 2 pl einer 10 uM Losung
beider Primer auf Eis in spezielle qPCR-96-well Mikrotiterplatten pipettiert. Der SYBR
Green I-Mastermix enthilt neben SYBR Green I auch die DNA-Polymerase, Nukleotide und

einen geeigneten Puffer. Das verwendete Thermocycler-Protokoll setzte sich wie folgt zu-

sammen:
95°C 15 Minuten
95°C 10 Sekunden
55°C 10 Sekunden X55
72 °C 10 Sekunden
60-95 °C kontinuierlich
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Fiir die Auswertung der qPCR-Daten nach der bereits beschriebenen AACp-Methode wur-
den die a-MSH-induzierten Effekte in Relation zum korrespondierenden Basalwert gesetzt,
wobei der Basalwert als 1 definiert wurde. Der korrespondierende Basalwert war entweder
die Losungsmittelkontrolle (0,1 % oder 0,2 % DMSO) oder der verwendete Inhibitor alleine

(KT5720 oder ESI-09).

4.2.4 Statistische Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle Experimente mindestens dreimal unab-
hingig voneinander durchgefiihrt. Die genaue Anzahl unabhéingiger Versuche ist der jewei-
ligen Abbildungsbeschriftung zu entnehmen. Wenn innerhalb eines Versuches Mehrfach-
bestimmungen durchgefithrt wurden, so wurde der Mittelwert verwendet. Zusatzlich zum
Mittelwert der Mehrfachbestimmung wurde auch der Standardfehler des Mittelwerts
(S.E.M.) als Streuungsmaf angegeben und in geeigneter Weise dargestellt. Je nach Experi-
mentaufbau und Fokus wurden verschiedene statistische Hypothesentests mit Hilfe des Pro-
gramms GraphPad Prism 6.0 durchgefiihrt. Fiir die Interpretation wurden drei Signifikanz-
niveaus verwendet und in geeigneter Weise dargestellt, wie z. B.: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p

<0,001.

Zur Feststellung signifikanter Unterschiede zwischen den Mittelwerten zweier Versuchs-
gruppen bzw. Bedingungen, wurde ein ungepaarter, zweiseitiger Student’s t-test durchge-
fihrt. Fir den Vergleich mehrerer Bedingungen gegen eine Kontrollgruppe wurde zuerst
eine einfaktorielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) durchgefiihrt, anschlie-
Bend ein Post-hoc-Test nach Dunnett. Zur Uberpriifung, ob sich die prozentuale Inhibition
oder Phosphorylierung von einem bestimmten Wert unterschied (z. B. von 0, 1 oder 100),
wurde der Einstichproben-t-Test angewandt. Die Nullhypothese des Einstichproben-t-Tests
besagt, dass es zwischen der zu testenden Gruppe und dem festgelegten, hypothethischen
Wert keinen Unterschied gibt. Dieser statistische Test ist sinnvoll, wenn die basale Bedin-
gung eines Versuchs z. B. auf 100 % normiert wird und stimulierte Bedingungen damit ver-
glichen werden sollen. Die Daten der CRE-Reportermessungen (Kapitel 4.2.3.4) wurden vor

ihrer Normierung auf Signifikanz gepriift.

72



Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Charakterisierung einer hypothalamischen Zelllinie

Ein geeignetes Zellmodell bietet die Moglichkeit zu untersuchen, welche Hormone im PVN
des Hypothalamus den Transkriptionsfaktor CREB phosphorylieren und CRE aktivieren
konnen. Somit kann sowohl die Korrelation zwischen der CREB-Phosphorylierung und
CRE-Aktivierung unterschiedlicher Hormone untersucht werden als auch eine detaillierte
Analyse der a-MSH-induzierten Signalkaskade erfolgen. Deshalb wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zundchst die hypothalamischen mHypoA-2/10-Zellen stabil mit einem
6xCRE-Luc-Reportergenkonstrukt transfiziert und selektioniert. Das Konstrukt wurde dau-
erhaft in das Genom der Zellen integriert. Anschlief}end wurde anhand charakteristischer
Eigenschaften von PVN-Neuronen iiberpriift, ob es sich bei den mHypoA-2/10-CRE-Zellen

um ein addquates Zellsystem handelt.

5.1.1 Funktioneller Nachweis des MCR und des YR

PVN-Neuronen zeichnen sich durch den Besitz von MCR sowie YR aus, womit sie Signale
der POMC/CART- und NPY/AgRP-Neuronen des ARC verarbeiten kénnen (GERALD et al.
1996; KM et al. 2000; SHUKLA et al. 2012). Zunichst stellte sich die Frage, ob diese Rezepto-
ren in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen endogen exprimiert werden. Hierfiir wurde die
cAMP-Akkumulation nach Stimulation der Zellen mit a-MSH oder NPY analysiert. Beim
Vorhandensein von Gs-gekoppelten MCR wiirde man eine Zunahme der cAMP-Akkumu-
lation nach Stimulation der Zellen mit a-MSH erwarten. Durch die Stimulation Gy,-gekop-
pelter YR mit NPY wiirde man eine Abnahme der cAMP-Akkumulation feststellen. Die Zel-
len wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen a-MSH (von 1 pM bis 10 pM) stimuliert;
anschliefSend wurde die cAMP-Akkumulation bestimmt. In Abbildung 5.1 ist die a-MSH-
induzierte cAMP-Akkumulation als Quotient (cAMP/(cAMP+ATP)) in Abhdngigkeit von
der Konzentration dargestellt. Die cAMP-Akkumulation der mit 1 oder 10 pM a-MSH sti-
mulierten Zellen unterschied sich signifikant von der cAMP-Akkumulation, welche von 1
pM a-MSH induziert wurde. Der berechnete ECso Wert, d. h. die Konzentration von a-MSH

mit halbmaximaler cAMP-Akkumulation, lag in mHypoA-2/10-CRE-Zellen bei 77,9 + 31,7
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nM. Der ECs, fiir a-MSH auf cAMP-Ebene lag bei einer héheren Konzentration als in ver-

gleichbaren Zellsystemen (DAMM et al. 2012).
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Abbildung 5.1: a-MSH-induzierte cAMP-Akkumulation in mHypoA-2/10-CRE-Zellen

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen a-MSH (1 pM bis 10 uM) stimuliert. Der ECso
Wert fiir a-MSH auf cAMP-Ebene lag bei 77,9 + 31,7 nM. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. von vier unabhangigen
Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschliefendem Post-hoc-Test nach Dunnett er-
mittelt.

Im Gegensatz zu den G,-gekoppelten Rezeptoren wird durch die Stimulation Gy,-gekoppel-
ter Rezeptoren, wie die YR, die Stimulation der AC und in Folge dessen auch die cAMP-
Akkumulation inhibiert (WETTSCHURECK UND OFFERMANNS 2005). Neben der Untersu-
chung, ob NPY die FSK-vermittelte cAMP-Akkumulation inhibiert, stellte sich auch die
Frage, ob NPY als funktioneller Gegenspieler zu a-MSH im PVN einen direkten Effekt auf
die a-MSH-vermittelte cAMP-Akkumulation hat (COWLEY et al. 1999). Abbildung 5.2A
zeigt ein Beispiel eines Experiments, wobei die basale sowie die Liganden-induzierte cAMP-
Akkumulation durch a-MSH, a-MSH und NPY, FSK oder FSK und NPY bestimmt wurde.
Der AC-Aktivator FSK diente dabei als Positivkontrolle. Die FSK-induzierte cAMP-Akku-
mulation lief8 sich signifikant durch die Anwesenheit von NPY inhibieren. Wie auch schon
in Abbildung 5.1 dargestellt, fithrte die Stimulation von mHypoA-2/10-CRE-Zellen mit a-
MSH zu einem signifikanten Anstieg der cAMP-Akkumulation. Durch die Stimulation in
Gegenwart von NPY konnte das Signal signifikant unterdriickt werden. Die durch a-MSH
gebildete cAMP-Menge war im Vergleich zur FSK-induzierten cAMP-Akkumulation deut-
lich geringer, was im Falle eines endogen exprimierten Rezeptors auch so zu erwarten war.

In Abbildung 5.2B ist dargestellt, um wie viel Prozent das a-MSH- oder FSK-vermittelte
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cAMP-Signal durch NPY inhibiert wurde. NPY inhibierte die a- MSH-induzierte cAMP-Ak-
kumulation signifikant um 29 + 6 % und die FSK-vermittelte cAMP-Akkumulation um 31
+ 10 %. Die endogene Expression von MCR und YR in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
(Abbildung 5.1 und Abbildung 5.2) schuf gute Voraussetzungen, um diese Zelllinie als Zell-

modell fiir PVN-Neurone nutzen zu konnen.

>
w

*

15000+

H#H#H
12500 s
. 10000+
2 7500 X
5000
2500+ #Hoy
04 -—— D =

P S G
& ¥ \>~§2 @ %\lﬁ
Q% <

o
1

-104
-204

-30
Y -

-504

Liganden-induzierte
cAMP-Akkumulation
[DP
Liganden-induzierten
cAMP-Akkumulation [%]

NPY-induzierte Inhibition der

MSH FSK

Abbildung 5.2: Inhibitorischer Effekt von NPY auf die a-MSH- und FSK-vermittelte cAMP-Akkumulation

(A) Reprisentatives Beispiel fiir den Effekt von 100 nM NPY auf die durch 1 uM a-MSH- und 10 uM FSK-induzierte cAMP-
Akkumulation. Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschlieflendem Post-hoc-Test nach Dunnett (#)
ermittelt, beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

(B) Prozentuale Inhibition der a-MSH- und FSK-vermittelten cAMP-Akkumulation in Anwesenheit von NPY. Das durch
a-MSH- oder FSK-induzierte cAMP-Signal wurde als 100 % definiert. Das Signal in Anwesenheit von NPY wurde dazu ins
prozentuale Verhiltnis gesetzt und von 100 subtrahiert. Es wurde die Inhibition der Liganden-induzierten cAMP-Akku-
mulation durch NPY aus acht (a-MSH) und vier (FSK) unabhingigen Versuchen in % dargestellt. Die Priifung der Werte
auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

Zur Untersuchung, ob in mHypoA-2/10-CRE-Zellen eine CRE-Reporteraktivitit durch a-
MSH induziert werden kann und wie lange die Zellen dafiir stimuliert werden miissen,
wurde eine Kinetik erstellt. Hierfiir wurden die Zellen fiir 30 min, 1 h, 4 h und 6 h mit a-
MSH stimuliert (Abbildung 5.3). Die a-MSH-induzierte CRE-Reporteraktivitit unterschied
sich nach 1 h, 4 h und 6 h signifikant von der basalen CRE-Aktivitit der mHypoA-2/10-
CRE-Zellen. Eine Stimulationszeit von 30 min war nicht ausreichend, um eine CRE-
Reporteraktivierung zu bewirken. Fiir alle weiteren Versuche wurde eine Stimulationszeit

von 4 h gewihlt, da eine lingere Stimulation nicht zu einer Erhéhung des Signals fiihrte.
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Abbildung 5.3: Kinetik der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 30°, 1 h, 4 h und 6 h mit 1 pM a-MSH stimuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte +
S.EMM. der CRE-Reporteraktivitit aus drei unabhéngigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mittels
ANOVA und anschlielendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

Fiir die weitere Charakterisierung der mHypoA-2/10-CRE-Zellen war es von Interesse zu
analysieren, ob das Signal MCR-spezifisch ist und welcher MCR-Subtyp endogen exprimiert

wird.

Durch die Verwendung von HS024 konnte der Nachweis erfolgen, dass es sich bei dem ge-
messenen CRE-Reportersignal aus Abbildung 5.3 um ein MCR-vermitteltes Signal handelt.
Bei HS024 handelt es sich um einen MC4R-Antagonisten. Durch die Verwendung von 1 uM
HS024 war zu erwarten, dass alle MC1R, MC3R, MC4R und MC5R blockiert wurden, da der
K; fir HS024 fiir diese Subtypen im Bereich zwischen 0,29 nM (MC4R) bis 18,6 nM (MCI1R)
liegt (KASK et al. 1998). Im PVN wurden jedoch nur MC3R und MCA4R erwartet (KIM et al.
2000; WISSE UND SCHWARTZ 2001; SHUKLA et al. 2012). Fiir den Nachweis von MCR wurden
mHypoA-2/10-CRE-Zellen mit 100 nM a-MSH oder 100 nM a-MSH in Gegenwart von 1
M HS024 stimuliert (Abbildung 5.4). In stimulierten Zellen war die CRE-Reporteraktivie-
rung gegeniiber der Ausgangssituation signifikant erhoht. In Anwesenheit von HS024 war
die a-MSH-vermittelte CRE-Aktivitdt weniger stark erh6ht und konnte als Bestdtigung fiir

das Vorhandensein von MCR angesehen werden.
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Abbildung 5.4: a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivitit in Abhéngigkeit des MC4R-Antagonisten HS024
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 4 h mit 100 nM a-MSH oder 100 nM a-MSH und 1 uM HS024 stimuliert. Es sind
die Mittelwerte + S.E.M aus drei unabhingigen Experimenten dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mittels
ANOVA und anschlieffendem Post-hoc-Test nach Dunnett (#) ermittelt, beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein
ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

Da sowohl der MC3R als auch der MC4R im Hypothalamus exprimiert werden, wobei dem
MCA4R bei der Appetitregulation eine zentrale Bedeutung zugesprochen wird, bestand Inte-
resse daran, den MCR-Subtyp zu bestimmen (KM et al. 2000; WISSE UND SCHWARTZ 2001;
SHUKLA et al. 2012). Diese Unterscheidung ist durch a-MSH nicht méglich, da es sich um
einen Agonisten fiir den MC3R und den MC4R handelt. Um zwischen dem MC3R und dem
MCA4R differenzieren zu konnen, bot sich die Stimulation der Zellen mit y-MSH an. y-MSH
ist ein selektiver MC3R-Agonist, dessen ECs, Wert fiir den MC4R 50-fach hoher ist als fiir
den MC3R (MACNEIL et al. 2002). Daher wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven
(KWK) fiir a-MSH und y-MSH erstellt (Abbildung 5.5). Fiir a-MSH sah man einen deutli-
chen konzentrationsabhéngigen Anstieg der CRE-Reporteraktivitit, wobei der ermittelte
ECso Wert von 5,6 + 1,4 nM mit den in der Literatur beschriebenen Werten iibereinstimmte
(OOSTEROM et al. 1999; DAMM et al. 2012). Der ECs, Wert von y-MSH lag fiir die CRE-
Reporteraktivitit bei 10,5 + 8,8 uM. Da der ECsy Wert von y-MSH fiir den MC3R laut Lite-
ratur bei etwa 6 nM liegt und fiir die mHypoA-2/10-CRE-Zellen deutlich hoher war, konnte
man davon ausgehen, dass das in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen gemessene CRE-Signal
durch den MC4R vermittelt wurde (MACNEIL et al. 2002). Ab einer Konzentration von 100
nM a-MSH und hoher war eine signifikante Zunahme gegeniiber der basalen CRE-Aktivitét

festzustellen.
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Abbildung 5.5: KWK der CRE-Reporteraktivitit von a-MSH und y-MSH in mHypoA-2/10-CRE-Zellen

Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen (1 pM bis 10 uM) a-MSH oder y-MSH stimuliert. Die CRE-
Reporteraktivitiat wurde in Abhédngigkeit der Melanocortinkonzentration als Logarithmus aufgetragen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + S.E.M. aus elf (a-MSH) und drei (y-MSH) unabhingigen Experimenten. Fiir a-MSH wurde ein ECsp Wert
von 5,6 nM * 1,4 ermittelt, fiir y-MSH von 10,5 uM = 8,8. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur niedrigsten Kon-
zentration wurden mittels ANOVA und anschlieflendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

Die Inhibition der a-MSH-vermittelten cAMP-Akkumulation durch NPY wurde bereits in
Abbildung 5.2 gezeigt. Um zu tiberpriifen, ob sich dieser antagonistische Effekt von NPY auf
a-MSH auch auf die Ebene der CRE-Reporteraktivierung iibertragen ldsst, wurden mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen mit NPY vorinkubiert und anschlieflend mit a-MSH in Gegenwart
von NPY stimuliert (Abbildung 5.6). Die a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivitit wurde

durch NPY signifikant inhibiert.
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Abbildung 5.6: Inhibition der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivitit durch NPY

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 10 min mit 100 nM NPY vorinkubiert und anschliefend fiir 4 h mit 1 pM a-MSH
in Gegenwart von NPY stimuliert. Es wurden die Mittelwerte aus drei unabhingigen Experimenten normiert und darge-
stellt als x-fach + S.E.M {iber der basalen Aktivitdt. Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch
einen ungepaarten Student’s t-test.

5.1.2 Funktioneller Nachweis des BR
Zur Untersuchung der Korrelation zwischen der CREB-Phosphorylierung und der CRE-Re-
porteraktivierung im Rahmen dieser Arbeit wurden neben a-MSH auch weitere potentielle
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Hormone und Neurotransmitter in Betracht gezogen. Ausgewéhlt wurden die GPCR-Ligan-
den BK und 5-HT, da ihnen neben der méglichen Modulation von CREB auch Rollen bei
der Appetitregulation zugewiesen wurden (JOHANNESSEN et al. 2004; QADRI et al. 2004;

YADAV et al. 2009).

Fiir den Expressionsnachweis des B2R in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurde der fiir BK
charakteristische Gq-gekoppelte Signalweg, durch die Messung von Ca*-Konzentrationen
genauer untersucht (LEEB-LUNDBERG et al. 2005). Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff Fura-2-AM markiert, der als Ca**-Sensor fungiert. Abbildung 5.7 zeigt die BK-
vermittelte Erhohung des Ca?*-Signals im Vergleich zur Pufferkontrolle HBS in Abhdngig-
keit zur Messzeit. Die Injektion der Ligandenlosung bzw. des HBS-Pulffers erfolgte nach 5 s
automatisch. Die Injektion des HBS-Puffers hatte keinen Effekt auf das Ca**-Signal in den
mHypoA-2/10-CRE-Zellen, im Vergleich dazu war nach der Injektion von BK eine deutliche
Erhohung des Ca**-Signals zu sehen. Dies lag in seinem Maximum etwa 20 % oberhalb der

Pufferkontrolle und fiel im Laufe der Messung wieder langsam ab.

130~

T 5 120-

> &

n <2 1104 BK

& R

S 2 100] s ¢~ HBS
90-

0 10 20 30 40 50
Zeit [s]

Abbildung 5.7: BK-vermittelter Anstieg der zytosolischen Ca®>*-Konzentration in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit HBS-Puffer oder 1 uM BK stimuliert. Dargestellt ist das Ca**-Signal + S.E.M. in
Prozent zu basal von vier unabhéngigen Experimenten. Der Startpunkt der Messung wurde als 100 % definiert.

5.1.3 Funktioneller Nachweis des 5-HTR

Schon lange ist ein Augenmerk auf 5-HTR und die damit verbundenen Signalwege zur Ent-
wicklung von Medikamenten gegen Adipositas gerichtet worden. Da bereits bekannt war,
dass 5-HT tber verschiedene 5-HTR CREB modulieren kann, wurde analysiert, ob 5-HT
einen Einfluss auf CREB-abhingige Signalwege im PVN hat und wie diese gegebenenfalls
reguliert werden (LUCAS et al. 2010; OURY et al. 2010; ISHIZUKA et al. 2014). Zunichst wurde
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untersucht, ob 5-HTR in mHypoA-2/10-CRE-Zellen endogen exprimiert werden. Besonders
5-HT,cR wiirden im PVN erwartet werden, da 5-HT-produzierende Neurone der Raphe-
Kerne in verschiedene Regionen des Hypothalamus projizieren, darunter auch in den ARC
und PVN (CURRIE et al. 2002; SOHN et al. 2011; DOSLIKOVA et al. 2013). Bislang war aber
noch kein PVN-Neuronen-ahnliches Zellsystem mit endogener Expression von 5-HT>cR be-

schrieben.

Unter der 5-HTR-Familie gibt es sowohl Rezeptoren, die an Gs-, Gio- als auch Gg-Proteine
binden (LAM et al. 2010). Da der anorexigene Effekt von 5-HT, der verfiigbaren Literatur
zufolge, hauptsdchlich dem 5-HTsR, der zu den Gyo-gekoppelten Rezeptoren gehort, und
dem 5-HT,cR, der Gg-Protein-gekoppelt ist, zuzuordnen ist, standen diese beiden Signal-
wege im Fokus (CURRIE ef al. 2002; SOHN et al. 2011; DOSLIKOVA et al. 2013; BURKE et al.
2014). Durch die Bestimmung der 5-HT-vermittelten cAMP-Akkumulation wurde unter-
sucht, ob 5-HT\R in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen exprimiert wurden. In Abbildung 5.8A
ist ein exemplarisches Experiment dargestellt. Mit FSK-stimulierte Zellen und Zellen, die mit
5-HT in Gegenwart von FSK stimuliert wurden, zeigten eine signifikant erhchte cAMP-Ak-
kumulation im Vergleich zur basalen cAMP-Akkumulation. Durch die Stimulation mit 5-
HT wurde die FSK-induzierte cAMP-Akkumulation signifikant inhibiert. In weiteren Expe-
rimenten wurden die Zellen tiber Nacht mit dem Gi.,-Protein-Inhibitor Pertussis-Toxin
(Ptx) inkubiert und anschliefend, wie zuvor mit FSK oder mit 5-HT, in Gegenwart von FSK
stimuliert. In Abbildung 5.8B ist die 5-HT-vermittelte Inhibition der FSK-induzierten
cAMP-Akkumulation in % dargestellt. In Zellen, welche nicht mit Ptx behandelt wurden,
fithrte die Stimulation mit 5-HT in Gegenwart von FSK zu einer Abnahme der FSK-
induzierten cAMP-Akkumulation von durchschnittlich 15 + 3 %, wihrend in mit Ptx be-
handelten Zellen das FSK-vermittelte cAMP-Signal nicht inhibiert wurde. Die Daten, der in
Abbildung 5.8 dargestellten Experimente, sprachen dafiir, dass in den mHypoA-2/10-CRE-
Zellen Gy,-gekoppelte 5-HTR exprimiert werden, wobei es sich um Subtypen der Klasse 5-

HTR handeln konnte (LAM et al. 2010).
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Abbildung 5.8: Nachweis Gi,-gekoppelter 5-HTR

(A) mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 uM FSK oder 10 uM FSK und 1 uM 5-HT inkubiert. Die Abbildung zeigt
die Mittelwerte + S.E.M. eines représentativen Beispiels eines Experiments.

(B) mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden gleichzeitig mit der radioaktiven Markierung mit 1 pug/ml Pertussis-Toxin (Ptx)
tiber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden anschlieffend mit 1 uM 5-HT stimuliert. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition
+ S.E.M. der FSK-vermittelten cAMP-Akkumulation durch 5-HT aus drei unabhingigen Experimenten.

Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschliefSlendem Post-hoc-Test nach Dunnett (#) ermittelt, beim
Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

Fir den Expressionsnachweis von Gg- und Gyo-gekoppelten 5-HTR wurde die 5-HT-
vermittelte Ca’*-Freisetzung der Zellen mittels Fura-2-AM bestimmt (Abbildung 5.9). Die
Stimulation der Zellen mit 5-HT fiithrte zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzent-

ration von etwa 10 % im Vergleich zu der HBS-Kontrolle.
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Abbildung 5.9: 5-HT-vermittelter Anstieg der zytosolischen Ca**-Konzentration in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit HBS-Puffer oder 1 uM 5-HT stimuliert. Dargestellt ist das Ca®*-Signal + S.E.M. in
Prozent von basal aus sieben unabhéngigen Experimenten. Der Startpunkt der Messung wurde als 100 % definiert.

Fiir weitere Untersuchungen wurde die Methode ,Ca**-Imaging® herangezogen. Diese Me-
thode ist sensitiver und eignet sich besser fiir geringere Signalstarken. Mit Hilfe der Einzel-

zellmessung im Ca**-Imaging wurde studiert, ob man die Signalintensitat erhohen kann und
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durch die Verwendung von selektiven 5-HTR-Agonisten den Rezeptorsubtyp charakterisie-
ren kann. Der Fokus lag dabei auf dem 5-HT,cR, dem eine Rolle bei der Energiehomdostase
und der Appetitregulation zugesprochen wurde (KITCHENER UND DOURISH 1994; TECOTT et
al. 1995; KENNETT et al. 1997; NONOGAKI et al. 1998). Deswegen wurden Zellen neben 5-HT
auch mit WAY161503 (5-HT.cR-Agonist), CP94253 (5-HTzR-Agonist) und BP554 (5-
HTaR-Agonist) stimuliert (Abbildung 5.10). Durch die Stimulation der Zellen mit 5-HT
wurde das Ca?**-Signal um bis zu 30 % gegeniiber der HBS-Kontrolle erhoht. Diese Ergeb-
nisse bestdtigten, dass mHypoA-2/10-CRE-Zellen endogen 5-HTR exprimieren (Abbildung
5.9). Neben 5-HT fiihrte auch die Stimulation der Zellen mit WAY 161503 zu einer Erho-
hung der intrazelluldren Ca**-Konzentration. Im Vergleich zur 5-HT-vermittelten Ca**-Mo-
bilisation wurde durch WAY161503 eine Erhohung des Signals um bis zu 10 % gegeniiber
der Kontrolle erreicht. Die Stimulationen der Zellen mit den beiden selektiven Agonisten
des 5-HT1sR (CP94253) und des 5-HT1aR (BP554) trugen nicht zu einer Erhéhung der Ca?*-

Konzentration bei.
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Abbildung 5.10: Anstieg der zytosolischen Ca’>*-Konzentration durch 5-HT und weitere selektive 5-HTR-Agonisten
Es wurden HBS-Puffer, 1 uM 5-HT, 100 nM WAY161503, 100 nM CP94253 oder 100 nM BP554 injiziert. Der Startpunkt
jeder Messung wurde als 100 % definiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. aller gemessener Zellen (HBS: 128, 5-
HT: 177, WAY161503: 126, CP94253: 42, BP554: 119).

Die Daten der Kurven aus Abbildung 5.10 wurden durch die Berechnung der area under the
curve (AUC) fiir jede gemessene Zelle analysiert und in Abbildung 5.11 dargestellt. Die be-
rechneten AUCs des 5-HT- sowie des WAY161503-vermittelten Ca**-Signals unterschieden
sich signifikant von der AUC der HBS-Kontrolle, wihrend die AUCs von BP554 sowie

CP94253 keine Erhohung aufwiesen.
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Abbildung 5.11: Quantifizierung der Liganden-vermittelten Ca®*-Signale von 5-HT und selektiven 5-HTR-Agonisten
Es wurden die AUCs + S.E.M. der Einzelzellmessungen, welche als Mittelwerte + S.E.M. in Abbildung 5.10 gezeigt sind,
berechnet und als Balkendiagramm dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschlieSendem
Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

Um die Spezifitit der WAY161503-vermittelten Ca?*-Mobilisation nachzuweisen, wurde der
5-HT,cR-Antagonist SB242084 verwendet (Abbildung 5.12). Dieser Antagonist ist spezifisch
fir den 5-HT»cR und weist eine 100- bzw. 158-fach schwichere Affinitét fiir den 5-HT2sR
bzw. den 5-HT24R auf (KENNETT ef al. 1997). mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir diese
Experimente mit SB242084 vorinkubiert, bevor WAY161503 injiziert wurde. Die Erhohung
des WAY161503-vermittelten Ca**-Signals lief3 sich durch die Vorinkubation der Zellen mit

SB242084 deutlich inhibieren.
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Abbildung 5.12: Inhibition des WAY161503-vermittelten Ca**-Signals durch den 5-HT2cR-Antagonisten SB242084
Zellen wurden mit 100 nM SB242084 fiir 5 min vorinkubiert, bevor 100 nM WAY161503 injiziert wurde. Aulerdem wur-
den Zellen mit HBS oder WAY161503 ohne Vorstimulation stimuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Einzelzellmes-
sungen * S.E.M., normiert auf 100 % (HBS: 128, WAY161503: 126, SB242084+WAY161503: 48).

In Tabelle 5.1 sind die Anzahl gemessener Zellen pro Agonist, die berechnete AUC + S.E.M.

und die auf die HBS-Kontrolle normierten AUC in % zusammengefasst. Die Zahlen ver-
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deutlichen, dass sowohl 5-HT als auch WAY161503 die Ca**-Freisetzung in den Zellen er-
hohten, wihrend CP94253 und BP554 keinen Effekt hatten. Die Vorinkubation der Zellen
mit SB242084 resultierte in einer Inhibition des WAY161503-induzierten Ca**-Signals von
ungefahr 73 %. Aufgrund dieser Daten konnte man davon ausgehen, dass die mHypoA-
2/10-CRE-Zellen G¢-gekoppelte 5-HTR exprimierten, wobei es sich aller Wahrscheinlichkeit
nach um den 5-HT,cR handelte. Damit sind die mHypoA-2/10-CRE-Zellen die erste be-

schriebene neuronale Zelllinie, die endogen den 5-HT,cR exprimiert (LAUFFER et al. 2016).

Tabelle 5.1: Liganden-induzierte Erh6hung der intrazelluliren Ca**-Konzentration

Dargestellt sind die Anzahl gemessener Zellen pro Versuchsbedingung, die berechneten AUC (fiir jede Einzelzellmessung)
+ S.E.M. der Abbildung 5.10 bis Abbildung 5.12 und die Normierung der AUC auf die HBS-Kontrolle. Signifikante Unter-
schiede wurden mittels ANOVA und anschliefendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

Stimulus Zellen (Anzahl) AUC (+ S.E.M.) AUC (% zu HBS)
HBS 128 28904 £ 112 100

Sero 177 34992 + 376 121

WAY161503 126 31656 + 261" 110

BP554 119 28261 + 142 98

CP94253 42 28774 £ 132 100
SB242084+WAY161503 48 29649 + 157 103

5.2 Liganden-induzierte CREB-Phosphorylierung

Ein Ziel dieser Arbeit, neben der Charakterisierung der mHypoA-2/10-CRE-Zellen als ge-
eignetes Modell fiir die Untersuchung von Signalkaskaden im PVN, bestand darin, die Kor-
relation zwischen der CREB-Phosphorylierung und CRE-Reporteraktivierung anhand un-
terschiedlicher Hormone zu analysieren. Mittels eines phospho-spezifischen Antikorpers
gegen pCREB*"'% wurde die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB am Serin
133 untersucht, wobei es sich um die bekannteste Modifikation von CREB handelt und diese
fiir eine Aktivierung von CREB verantwortlich gemacht wurde (JOHANNESSEN et al. 2004).
Die Erstellung einer Kinetik fiir unterschiedliche Liganden in den mHypoA-2/10-CRE-
Zellen sollte Aufschluss dariiber geben, ob die Liganden in PVN-Neuronen-dhnlichen Zellen

eine CREB-Phosphorylierung induzieren.

Fiir die Untersuchung der Kinetik wurden die Zellen fiir 0, 2,5, 5, 10, 20 und 30 min mit
einem der folgenden Liganden stimuliert: a-MSH, BK, 5-HT, EGF, IGF oder NGF
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(Abbildung 5.13A-F). Es ist fiir jeden Liganden ein Beispiel eines Western Blots mit Lade-
kontrolle gezeigt, unterhalb davon ist die Quantifizierung aller Western Blots mit diesem
Liganden zu sehen. Der Phosphorylierungsstatus ist als Quotient des Immunoblotsignals
von pCREB und dem Signal der jeweiligen Ladekontrolle dargestellt. Die a-MSH-induzierte
CREB-Phosphorylierung erfolgte ab einer Stimulationszeit von 2,5 min und nahm nach 20
min Stimulationszeit langsam ab (Abbildung 5.13A). Die maximale Phosphorylierung ge-
geniiber nativen Zellen (Quotient pCREB/Tubulin von 0,8 + 0,1) war nach einer Stimulati-
onszeit von 10 min (Quotient pCREB/Tubulin von 1,3 + 0,1) erreicht. Die Stimulation der
Zellen mit BK zeigte eine dhnliche Kinetik (Abbildung 5.13B). Die CREB-Phosphorylierung
erfolgte bereits nach 2,5 min und wurde nach 20 min Stimulationszeit schwécher. Der Phos-
phorylierungsstatus war nach 10 min Stimulationszeit (1,1 + 0,1) gegeniiber dem Basalwert
(0,3 + 0,1) maximal erhoht. Neben a-MSH und BK wurde auch eine signifikante CREB-
Phosphorylierung gezeigt, welche durch 5-HT induziert wurde (Abbildung 5.13C). Die
Phosphorylierung erfolgte schneller und nahm bereits nach 10 min Stimulationszeit deutlich
ab. Nach 5 min Stimulation (1,6 + 0,4) mit 5-HT war die CREB-Phosphorylierung im Ver-
gleich zu nativen Bedingungen (0,4 + 0,1) signifikant erhoht. Auch die drei verwendeten
Wachstumsfaktoren EGF, IGF und NGF induzierten eine Phosphorylierung von CREB am
Serin 133 in mHypoA-2/10-CRE-Zellen (Abbildung 5.13D-F). Die Stimulation der Zellen
mit EGF fiihrte zu einer maximalen Phosphorylierung von CREB nach 5 min (von 0,3 £ 0,1
auf 1,4 £ 0,3), welche bei ldngerer Stimulation langsam abfiel (Abbildung 5.13D). Mit IGF
stimulierte Zellen erreichten nach 10 min Stimulation (1,3 + 0,1) die maximale CREB-Phos-
phorylierung, verglichen mit unbehandelten Zellen (0,4 + 0,1) (Abbildung 5.13E). Durch die
Stimulation mit NGF war der native Phosphorylierungsstatus von CREB (0,4 + 0,1) nach 5

min maximal erhéht (1,3 + 0,1) (Abbildung 5.13F).
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Abbildung 5.13: Quantifizierung der Liganden-induzierten CREB-Phosphorylierung mit reprisentativen Western

Blot
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mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 0, 2,5, 5, 10, 20 und 30 min mit (A) 1 pM a-MSH, (B) 1 uM BK, (C) 1 uM 5-HT,
(D) 10 ng/ml EGF, (E)10 ng/ml IGF oder (F) 10 ng/ml NGF stimuliert. Fiir jeden Liganden ist ein reprasentativer Western
Blot mit der zugehorigen Quantifizierung des Phosphorylierungsstatus (Quotient pCREB/Ladekontrolle + S.E.M.) aus
zwolf (a-MSH), vier (BK), sieben (5-HT), fiinf (EGF), vier (IGF) und fiinf (NGF) unabhingigen Experimenten dargestellt.
Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschlieflendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

Alle Liganden fiihrten in mHypoA-2/10-CRE-Zellen zu einer CREB-Phosphorylierung am
Serin 133, wobei das Maximum jeweils zwischen 5 und 10 min Stimulationszeit lag. Die Er-
gebnisse zeigen erstmals eine CREB-Phosphorylierung durch BK, 5-HT, EGF, IGF und NGF
im PVN-Neuronen-dhnlichen Zellmodell, das die Rezeptoren fiir die genannten Liganden
endogen exprimiert (Abbildung 5.13). Die a-MSH-induzierte Modulation von CREB im Hy-

pothalamus konnte hierdurch bestétigt werden (HARRIS et al. 2001; SARKAR et al. 2002).

5.3 Liganden-induzierte CRE-Reporteraktivierung
Da die CREB-Phosphorylierung durch a-MSH, BK, 5-HT, IGF, EGF und NGF CREB am

Serin 133 in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen (Kapitel 5.2) gezeigt werden konnte, stellte sich
die Frage, ob diese Modifikation in direkter Korrelation mit der CREB-abhéngigen CRE-
Reporteraktivierung steht. Um die Korrelation zwischen der CREB-Phosphorylierung und
der CRE-Reporteraktivierung zu untersuchen, wurden die mHypoA-2/10-CRE-Zellen mit
den Liganden stimuliert und es wurde die Reporteraktivitat bestimmt. In Abbildung 5.14 ist
die Liganden-vermittelte CRE-Reporteraktivitdt als x-faches zur basalen Aktivitdt darge-
stellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass nur a-MSH und BK zu einer signifikanten Aktivie-
rung des CRE-Reporters in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen fiihrten. Beide Liganden erhoh-
ten die CRE-Reporteraktivitdt um etwa ein 10-faches zur basalen Aktivitit. Die Stimulation
mit 5-HT und den drei verwendeten Wachstumsfaktoren EGF, IGF und NGF fiihrte nicht
zu einer Erhohung der Reporteraktivitat, obwohl alle vier Liganden eine CREB-Phosphory-

lierung am Serin 133 induzierten.
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Abbildung 5.14: Liganden-induzierte CRE-Reporteraktivierung

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 4 h mit 1 uM a-MSH, 1 uM BK, 1 uM 5-HT, 10 ng/ml EGF, 10 ng/ml IGF oder 10
ng/ml NGF stimuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. als x-faches zur basalen CRE-Reporteraktivitit aus drei
unabhingigen Experimenten. Die gestrichelte Linie symbolisiert die Hohe des Basalwerts von 1. Die Priifung der Werte auf
signifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

5.4 Korrelation zwischen CREB-Phosphorylierung und CRE-Reporteraktivi-
tat

In Abbildung 5.15 ist zusammenfassend dargestellt, wie die Phosphorylierung von CREB am
Serin 133 mit der CRE-Reporteraktivitit durch die Stimulation der mHypoA-2/10-CRE-
Zellen mit a-MSH, BK, 5-HT, IGF, EGF und NGF korrelierte. Fiir diese Abbildung wurde
die maximale CREB-Phosphorylierung der Liganden aus Abbildung 5.13 als prozentuale
Phosphorylierung iiber dem jeweiligen Basalwert berechnet und in Abhéngigkeit der CRE-
Reporteraktivierung aus Abbildung 5.14 dargestellt. a-MSH wies die schwéchste CREB-
Phosphorylierung unter den Liganden auf, bewirkte jedoch vergleichbar mit BK die Aktivie-
rung von CRE. Obwohl 5-HT, EGF, IGF und NGF zu einer CREB-Phosphorylierung fiihr-

ten, hatten sie keinen Einfluss auf die Aktivierung von CRE.
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Abbildung 5.15: Liganden-induzierte CREB-Phosphorylierung in Abhingigkeit der CRE-Reporteraktivitit
Dargestellt ist die Liganden-vermittelte CRE-Reporteraktivierung + S.E.M. aus Abbildung 5.14 in Abhangigkeit der maxi-
malen Liganden-vermittelten CREB-Phosphorylierung, dargestellt als % tiber der basalen Phosphorylierung aus Abbildung
5.13.
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5.5 Abhangigkeit der BK-induzierten CREB/CRE-Aktivierung von PKC
Um die BK-vermittelten Signalkaskaden in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen weiter zu analy-

sieren, die bislang im Hypothalamus v6llig unbekannt waren, stand die Frage im Fokus, {iber
welche Kinase die BK-vermittelte CREB-Phosphorylierung und CRE-Reporteraktivierung
katalysiert wird. Aufgrund der verfiigbaren Literatur war zu vermuten, dass es sich bei der
Ca’*-abhiangigen CREB-modulierenden Kinase um die CaMKII oder die PKC handeln
konnte (FLEMING et al. 2001; GRECO et al. 2004; CAl et al. 2008). Da Rosethorne et al. zeigten,
dass nur die CaMKII-abhingige CREB-Phosphorylierung des Gq-gekoppelten M; mACh-
Rezeptors zu einer CRE-Reporteraktivitit fithrte, wurde zunachst KN-93 als chemischer
CaMKII-Inhibitor eingesetzt (ROSETHORNE et al. 2008). Unabhéngig von der Vorinkubation
mit KN-93 resultierte die Stimulation der Zellen mit BK in einer signifikanten Erhéhung der
basalen CRE-Reporteraktivitit (Abbildung 5.16). Die Vorinkubation mit KN-93 hatte kei-
nen Einfluss auf die BK-vermittelte Signalstirke. Auch der Inhibitor alleine hatte keinen Ef-

fekt auf den Basalwert.
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Abbildung 5.16: Effekt des CaMKII Inhibitors KN-93 auf die BK-vermittelte CRE-Reporteraktivierung
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit DMEM-Medium oder 5 uM KN-93 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM BK
stimuliert. Es sind die Daten aus drei unabhéngigen Experimenten dargestellt als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der
Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Wenn man allerdings die Zellen mit dem PKC-Inhibitor BIM-X vorinkubierte, wurde das
BK-induzierte CRE-Signal nahezu vollstindig inhibiert (Abbildung 5.17A). Die in Abbil-
dung 5.17B dargestellte Inhibitor-induzierte Verringerung der BK-vermittelten CRE-Repor-
teraktivierung wurde wie in Kapitel 4.2.3.4.1 beschrieben berechnet. In Gegenwart von KN-

93 wurde das BK-induzierte CRE-Signal nicht verringert, wiahrend die Vorinkubation mit
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BIM-X zu einer Inhibition von 92 * 3 % fiihrte. Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass die
PKC und nicht die CaMKII fiir die BK-induzierte CRE-Reporteraktivierung in den mHy-

poA-2/10-CRE-Zellen verantwortlich war.
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Abbildung 5.17: Effekt des PKC- und CaMKII-Inhibitors auf die BK-vermittelte CRE-Reporteraktivierung

(A) mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 0,5 % DMSO oder 5 uM BIM-X vorinkubiert und anschliefend mit 1 uM BK
stimuliert. Es sind die Daten aus vier unabhéngigen Experimenten dargestellt als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der
Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

(B) Es ist der Mittelwert + S.E.M. der prozentualen Inhibition der BK-vermittelten CRE-Reporteraktivierung durch KN-93
oder BIM-X aus drei (KN-93) und vier (BIM-X) unabhingigen Experimenten dargestellt. Die Priifung der Werte auf sig-
nifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

Ob die PKC auch fiir die BK-vermittelte CREB-Phosphorylierung verantwortlich war, wurde
mittels Western Blot untersucht. Hierfiir wurden mHypoA-2/10-CRE-Zellen fiir 5 oder 10
min mit BK stimuliert, nachdem sie fiir 30 min mit DMEM (basal), KN-93 oder BIM-X vo-
rinkubiert wurden. 5 und 10 min Stimulationszeit mit BK wurden aufgrund der Ergebnisse
in Abbildung 5.13B gewihlt, da zu diesen Zeitpunkten die maximale BK-vermittelte Phos-
phorylierung vorlag. Die BK-induzierte CREB-Phosphorylierung war im Vergleich zum ba-
salen Phosphorylierungsstatus der Zellen nach 5 und 10 min erhéht (Abbildung 5.18A). Der
CaMKII-Inhibitor KN-93 hatte keinen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von CREB.
Im Vergleich dazu war durch BIM-X die BK-vermittelte CREB-Phosphorylierung zu beiden
Stimulationszeitpunkten schwicher (Abbildung 5.18B). Die Quantifizierung der Western
Blots (Abbildung 5.18C) ergab, dass BIM-X die CREB-Phosphorylierung durch BK nach 5
min und 10 min signifikant inhibierte, KN-93 hatte keinen signifikanten, inhibitorischen
Effekt. Neben der BK-induzierten CRE-Reporteraktivierung war auch die BK-vermittelte

CREB-Phosphorylierung PKC-abhingig und CaMKII-unabhdngig.
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Abbildung 5.18: BK-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist PKC-abhingig und CaMKII-unabhingig
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 5 uM KN-93 (A) oder 5 uM BIM-X (B) bzw. der zugehorigen Losungsmittelkon-
trolle vorinkubiert und anschliefflend mit 1 uM BK stimuliert.

(A) und (B) Es ist ein reprasentativer Western Blot mit der Proteinbande von pCREB bei 42 kDa (oben) und Tubulin bei
55 kDa als Ladekontrolle (unten) gezeigt.

(C) Quantifizierung von drei unabhingigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in Prozent iiber der
basalen Phosphorylierung (beide Losungsmittelskontrollen zusammengefasst). Signifikante Unterschiede wurden mittels
Einstichproben-t-Test (#) ermittelt, beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) ange-

wandt.

5.6 a-MSH-induzierte CREB/CRE-Aktivierung

Zentraler Bestandteil dieser Arbeit war die Analyse der a-MSH-vermittelten CREB-Phos-
phorylierung und CRE-Reporteraktivierung, fiir die bislang aber der experimentelle Nach-
weis fehlte. Es wurde angenommen, dass die a-MSH-induzierte Modifikation von CREB und
die CRE-abhingige Genexpression im Hypothalamus tiber den MC4R durch PKA als zent-
rale Kinase stimuliert werden (SARKAR et al. 2002; SARKAR UND LECHAN 2003; CARUSO et al.

2010; CARUSO et al. 2012; CYR UND BOUKADOUM 2013; RAMIREZ et al. 2015).
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5.6.1 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung von PKA
Zur Uberpriifung der Hypothese, ob die PKA fiir die a-MSH-vermittelte CRE-induzierte

Genexpression verantwortlich ist, wurden Zellen mit dem PKA-Inhibitor KT5720 vorinku-
biert und anschliefSend in Gegenwart des Inhibitors mit a-MSH stimuliert. In Abbildung
5.19 sind die Daten aller Einzelversuche ohne Normierung zusammengefasst. Uberraschen-
derweise fiihrte die Vorinkubation der Zellen mit KT5720 nicht zu einer Inhibition des a-
MSH-vermittelten CRE-Reportersignals. Das durch a-MSH-induzierte Signal war im Ver-
gleich zum zugehorigen Basalwert (0,1 % DMSO oder KT5720) signifikant erhéht, beide a-
MSH-Signale unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
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Abbildung 5.19: Effekt des PKA-Inhibitors KT5720 auf die a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 0,1 % DMSO oder 5 uM KT5720 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH
stimuliert. Es sind die Daten aus sechs unabhéngigen Experimenten dargestellt als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der
Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Aufgrund einiger Publikationen, in denen mit vergleichbaren Bedingungen des Inhibitors
gearbeitet wurde, konnte man davon ausgehen, dass KT5720 in der eingesetzten Konzentra-
tion von 5 uM und mit einer Vorinkubation von 30 min die PKA inhibierte und es sich nicht
um ein Artefakt aufgrund inkorrekter Verwendung des Inhibitors handelte (GALLO et al.
2002; LIN et al. 2003; SUN et al. 2014). Da diese Ergebnisse unerwartet waren, wurden die
gleichen Versuche mit den zwei weiteren PKA-Inhibitoren A812511 und rp-Br-cAMPs wie-
derholt. Abbildung 5.20 zeigt, dass wie auch KT5720, weder A812511 noch rp-Br-cAMPs
einen inhibitorischen Effekt auf die a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung in mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen hatten. Das durch a-MSH aktivierte CRE-Signal unterschied sich un-

abhingig vom Inhibitor signifikant von der jeweiligen basalen Reporteraktivitit.
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Abbildung 5.20: Effekt der PKA-Inhibitoren A812511 oder rp-Br-cAMPs auf die a-MSH-vermittelte CRE-Reporterak-
tivierung

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit DMEM-Medium allein oder mit 10 uM A812511 oder 50 uM rp-Br-cAMPs vorin-
kubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH stimuliert. Es sind die Daten aus elf (A812511) und fiinf (rp-Br-cAMPs) unab-
héngigen Experimenten dargestellt als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der Mittelwerte auf signifikante Unterschiede er-
folgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Um die Messschwankungen zwischen den einzelnen Versuchstagen zu eliminieren, aber
auch um den Effekt der Inhibitoren auf den Basalwert in die Auswertung einzuschliefien,
wurden die Daten fiir jeden einzelnen Versuchstag normalisiert und zusammengefasst. Die
Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivitit durch die PKA-Inhibitoren
KT5720, A812511 und rp-Br-cAMPs ist in Abbildung 5.21 dargestellt. KT5720 inhibierte die
a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung um 23 + 5 %, A812511 um 13 + 3 % und rp-
Br-cAMPs um 21 * 4 %. Die berechnete Inhibition durch die drei PKA-Inhibitoren war

deutlich schwicher als erwartet, jedoch in allen drei Féllen signifikant.
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Abbildung 5.21: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch PKA-Inhibitoren
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 5 uM KT5720, 10 uM A812511 oder 50 uM rp-Br-cAMPs vorinkubiert und an-
schlieflend mit 1 uM a-MSH stimuliert. Es ist der Mittelwert + S.E.M. der prozentualen Inhibition durch den jeweiligen
PKA-Inhibitor aus sechs (KT5720), elf (A812511) und fiinf (rp-Br-cAMPs) unabhingigen Experimenten dargestellt. Die
Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.
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5.6.2 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung von EPAC

Da die PKA-Inhibitoren nur zu einer Inhibition von maximal 23 + 5 % (KT5720) fiithrten
(Abbildung 5.21), wurde nachfolgend untersucht, welcher Faktor bei der CRE-abhingigen
Genexpression iiber den MC4R die entscheidende Rolle spielte. Neben der PKA ist EPAC
als intrazellularer cAMP-Sensor bekannt, wurde bisher aber nicht in direkte Verbindung mit
MC4R-induzierten Signalwegen gebracht. Erstmals wurde 2013 der EPAC-Antagonist ESI-
09 publiziert, der ein nicht-selektiver Inhibitor von EPAC1 und EPAC2 ist (ALMAHARIQ et
al. 2013), womit sich nun die Beteiligung von EPAC in Signalkaskaden besser untersuchen
liel. mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit ESI-09 oder 0,2 % DMSO als Losungsmittel-
kontrolle vorinkubiert und mit a-MSH stimuliert. Die Inhibition von EPAC durch ESI-09
fithrte zu einer signifikanten Inhibition des a-MSH-vermittelten CRE-Signals (Abbildung
5.22A). Das a-MSH-Signal unterschied sich signifikant von der Losungsmittelkontrolle, aber
auch das a-MSH-Signal in Gegenwart des Inhibitors war im Vergleich zur Inhibitor-Kon-
trolle signifikant erhoht. Der EPAC-Antagonist selbst hatte keinen Effekt auf die basale CRE-
Reporteraktivierung (Abbildung 5.22A). Wird nun die Inhibition der a-MSH-induzierten
CRE-Reporteraktivierung durch Analyse der Einzelexperimente auswertet, so stellt man fest,

dass durch ESI-09 das Signal um 82 + 4 % inhibiert wurde (Abbildung 5.22B).
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Abbildung 5.22: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den EPAC-Inhibitor ESI-09
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 20 uM ESI-09 vorinkubiert und anschliefend mit 1 uM a-MSH stimuliert.

(A) Es ist die Summe der Daten aus 14 unabhingigen Experimenten als Mittelwert + S.E.M. dargestellt. Die Priifung der
Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

(B) Prozentuale Inhibition der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung durch ESI-09 als Mittelwert + S.E.M aus 14
unabhingigen Experimenten. Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.
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Um diese Effekte des EPAC-Inhibitors auf die a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung
abzusichern, wurde ein weiterer selektiver EPAC1- und EPAC2-Inhibitor (HJC0197) ver-
wendet, der 2012 synthetisiert wurde (CHEN et al. 2012). Auflerdem stand auch noch der
EPAC2-selektive Inhibitor ESI-05 zur Verfiigung, der im gleichen Jahr entwickelt wurde
(TSALKOVA et al. 2012), um eine Auskunft iiber den EPAC-Subtyp zu treffen, der an diesem
Signalweg in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen beteiligt war. Die Inhibition von EPAC durch
den nicht selektiven Inhibitor HJC0197 fiihrte zu einer hochsignifikanten Inhibition von 90
+ 6 % und bestarkte die Effekte von ESI-09 (Abbildung 5.23). Als Kontrast hierzu inhibierte
der EPAC2-Inhibitor ESI-05 das a-MSH-vermittelte CRE-Signal nicht. Aufgrund dieser Er-
gebnisse (Abbildung 5.22 und Abbildung 5.23) konnte man davon ausgehen, dass EPAC und
speziell der EPAC1-Subtyp eine zentrale und entscheidende Funktion bei der a-MSH-
vermittelten CRE-Reporteraktivierung iiber den MC4R hatte, wohingegen PKA eine ver-

gleichsweise untergeordnete Rolle zu spielen schien (Abbildung 5.21).
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Abbildung 5.23: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den nicht-selektiven
EPAC-Inhibitor HJC0197 und den EPAC2-selektiven Inhibitor ESI-05

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 25 uM HJC0197 oder 20 uM ESI-05 vorinkubiert und mit 1 pM a-MSH stimuliert.
Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung + S.E.M. aus fiinf (HJC0197)
und zehn (ESI-05) unabhéngigen Experimenten. Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Ein-
stichproben-t-Test.

5.7 Nachweis der a-MSH-vermittelten PKA-Aktivierung
Da die Beteiligung der PKA an der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung sehr ge-

ring war, folgte die Uberpriifung, ob a-MSH in mHypoA-2/10-CRE-Zellen die PKA akti-
vierte. Zur Ermittlung der PKA-Aktivitat wurde ein spezifischer ELISA angewandt, wobei
ein spezifisches PKA-Substrat und ein polyklonaler Antikorper, der die phosphorylierte

Form des Substrats erkennt, eingesetzt wurden. Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen
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zeigten, dass a-MSH nach 2,5 min Stimulationszeit zu einer signifikanten Aktivierung der

PKA fiihrte (Abbildung 5.24).
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Abbildung 5.24: a-MSH-induzierte PKA-Aktivierung in mHypoA-2/10-CRE-Zellen

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 2,5 min mit 1 pM a-MSH stimuliert und anschliefend wurde mittels eines ELISA
die a-MSH-induzierte PKA-Aktivierung gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert der Absorption bei 450 nm + S.E.M. aus
vier unabhangigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt, beim Ver-
gleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

5.8 Funktioneller Nachweis des MC4R in GT1-7 und HEK-293-Zellen

Mit Hilfe von zwei weiteren Zelllinien wurde tiberpriift, ob es sich um einen zelltypspezifi-
schen Effekt der mHypoA-2/10-CRE-Zellen handelte, dass die a-MSH-induzierte CRE-Re-
porteraktivierung EPAC-abhéngig war und PKA nur einen geringen Einfluss hatte. Dafiir
wurden GT1-7-Zellen verwendet, wie auch die mHypoA-2/10-CRE-Zellen eine hypothala-
mische Zelllinie der Maus (MELLON et al. 1990). Zusitzlich wurden noch HEK-293-Zellen
verwendet, die den humanen MC4R stabil exprimieren (BREIT et al. 2006). Es wurde mittels
der Messung der cAMP-Akkumulation untersucht, ob beide Zellsysteme auf die Stimulation
mit a-MSH reagieren. Die a-MSH-induzierte cAMP-Akkumulation in HEK-293-MC4R-
Zellen war hochsignifikant von der basalen Akkumulation verschieden (Abbildung 5.25A).
Auch in GT1-7-Zellen war durch die Stimulation mit a-MSH die cAMP-Akkumulation ge-
geniiber dem Basalwert signifikant erhoht (Abbildung 5.25B). Deutlich zu sehen war, dass
die HEK-293-MC4R-Zellen, welche ein Uberexpressionssystem fiir den MC4R darstellten,
eine deutlich erh6hte cAMP-Akkumulation gegeniiber den GT1-7-Zellen aufwiesen, welche

den Rezeptor endogen in geringerer Menge exprimieren.
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Abbildung 5.25: a-MSH-induzierte cAMP-Akkumulation in HEK-293-MC4R und GT1-7-Zellen

(A) HEK-293-MC4R-Zellen und (B) GT1-7-Zellen wurden mit 1 uM a-MSH stimuliert. Dargestellt sind die Ergebnisse als
Mittelwert + S.E.M. aus (A) finf und (B) drei (GT1-7) unabhéngigen Experimenten. Die Priifung der Mittelwerte auf sig-
nifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Neben der Erh6hung der cAMP-Akkumulation fithrte die Stimulation der HEK-293-MC4R-
(Abbildung 5.26A) und der GT1-7-Zellen (Abbildung 5.26B) mit a-MSH zu einer signifi-

kanten Phosphorylierung von CREB am Serin 133.
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Abbildung 5.26: a-MSH-induzierte CREB-Phosphorylierung in HEK-293-MC4R- und GT1-7-Zellen

(A) HEK-293-MC4R- und (B) GT1-7-Zellen wurden fiir verschiedene Zeitintervalle mit 1 pM a-MSH stimuliert. Abgebil-
det ist jeweils ein représentativer Western Blot mit der zugehorigen Quantifizierung des Phosphorylierungsstatus von (A)
vier und (B) neun unabhéngigen Experimenten, dargestellt als Quotient pPCREB/Ladekontrolle + S.E.M. Signifikante Un-
terschiede wurden mittels ANOVA und anschlieflendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.
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In beiden Zellsystemen konnte man bereits nach einer kurzen Stimulationszeit von 2,5 min
eine signifikante CREB-Phosphorylierung detektieren. In den HEK-293-MC4R-Zellen war
die CREB-Phosphorylierung lang anhaltend und erreichte bei 10 min (1,0 £ 0,2) ihr Maxi-
mum gegeniiber der nativen Bedingung (0,3 + 0,1). Die Phosphorylierung von CREB blieb
bis zu einer Stimulationszeit von 30 min eher konstant (Abbildung 5.26A). In GT1-7-Zellen
hatte der Phosphorylierungsstatus nach 10 min (1,6 + 0,2) im Vergleich zur basalen Phos-
phorylierung (0,6 + 0,1) seinen Maximalwert erreicht und fiel bei langerer Stimulationszeit

deutlich ab (Abbildung 5.26B).

Abbildung 5.25 und Abbildung 5.26 zeigen, dass beide Zelllinien prinzipiell dafiir geeignet
waren, Signalwege von a-MSH zu analysieren, wobei die GT1-7-Zellen einem physiologisch
relevanten System ndher kamen, da es sich um hypothalamische Zellen handelt, welche den

zu untersuchenden MC4R endogen exprimiert.

5.9 Abhangigkeit der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung von PKA
und EPAC in GT1-7 und HEK-293-Zellen

5.9.1 HEK-293-MC4R-Zellen
In HEK-293-MC4R-Zellen wurde zunichst der Einfluss der PKA-Inhibitoren KT5720,

A812511 und rp-Br-cAMPs auf die a-MSH-induzierte CRE-Reporteraktivitit untersucht.
Abbildung 5.27A zeigt ein Beispiel einer CRE-Reportermessung und verdeutlicht, dass auch
in den HEK-293-MC4R-Zellen alle drei PKA-Inhibitoren die a-MSH-induzierte CRE-
Reporteraktivierung nicht oder nur sehr geringfiigig inhibierten. Durch die Quantifizierung
aller durchgefiithrten Reportermessungen liefd sich diese Aussage bestirken (Abbildung
5.27B). Weder KT5720 noch A812511 oder rp-Br-cAMPs fithrten zu einer signifikanten In-
hibition des Signals von a-MSH. KT5720 modifizierte das CRE-Signal um 5 + 13 %, A812511

um -8 + 8 % und rp-Br-cAMPs um 2 + 8 %.
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Abbildung 5.27: Effekte der PKA-Inhibitoren auf die a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung in HEK-293-
MC4R-Zellen

HEK-293-MC4R-Zellen wurden mit 5 uM KT5720, 10 pM A812511 oder 50 uM rp-Br-cAMPs vorinkubiert und anschlie-
Bend mit 1 uM a-MSH stimuliert.

(A) Es ist ein représentatives Beispiel eines Versuchstages als Mittelwert + S.E.M. dargestellt.

(B) Dargestellt ist die prozentuale Inhibition + S.E.M. der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung aus sieben
(KT5720), neun (A812511) und sechs (rp-Br-cAMPs) unabhingigen Experimenten. Die Priifung der Werte auf signifikante
Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

Nachdem die Beteiligung von PKA an der CRE-Reporteraktivierung in HEK-293-MC4R-
Zellen nicht signifikant war, wurden in weiteren Versuchen die EPAC-Inhibitoren ESI-09
und HJC0197, aber auch der EPAC2-selektive Inhibitor ESI-05 verwendet. In Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der mHypoA-2/10-CRE-Zellen inhibierten auch in den HEK-
293-MC4R-Zellen ESI-09 und HJC0197 die a-MSH-induzierte CRE-Reporteraktivierung
signifikant (Abbildung 5.28). ESI-09 verminderte das Signal um 88 + 3 % und HJC0197 um
99 £ 2 %. Durch den EPAC2-Inhibitor ESI-05 wurde die CRE-Reporteraktivitit nur um 13
+ 8 % inhibiert. Offenbar hatte der Subtyp EPAC2 in dieser Zelllinie nur eine geringe Funk-

tion bei der CRE-Reporteraktivierung.
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Abbildung 5.28: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch die EPAC-Inhibitoren ESI-09
und HJC0197 und den EPAC2-selektiven Inhibitor ESI-05

HEK-293-MC4R-Zellen wurden mit 20 uM ESI-09, 25 uM HJC0197 oder 20 uM ESI-05 vorinkubiert und mit 1 pM a-MSH
stimuliert. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung + S.E.M. aus 14
(ESI-09), drei (HJC0197) und vier (ESI-05) unabhingigen Experimenten. Die Priifung der Werte auf signifikante Unter-
schiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

Fiir HEK-293-MC4R-Zellen ldsst sich zusammenfassen, dass die a-MSH-vermittelte CRE-
Reporteraktivierung nicht PKA-abhiéngig ist. Dies wurde durch drei unterschiedliche PKA-
Inhibitoren gezeigt. Wie auch in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen war die Aktivierung von
CRE-abhingiger Genexpression durch a-MSH abhdngig von der EPAC-Aktivitat, wobei
man davon ausgehen konnte, dass EPACI relevanter als EPAC2 ist, da der EPAC2-Inhibitor
das Signal nur um ca. 13 % inhibierte. Die Ergebnisse bestarkten die Annahme, dass die Not-
wendigkeit und Funktion von EPAC fiir die MC4R-vermittelte CRE-abhédngige Genexpres-
sion kein zelltypspezifischer Einzelfall in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen ist, sondern auch

auf andere Zellsysteme {ibertragbar ist.

5.9.2 GT1-7-Zellen
Als dritte Zelllinie wurde in GT1-7-Zellen die Abhingigkeit der CRE-Reporteraktivitit, in-

duziert durch a-MSH, genauer untersucht. Ubereinstimmend mit den Daten der mHypoA-
2/10-CRE- und der HEK-293-MC4R-Zellen fiihrte keiner der drei PKA-Inhibitoren zu einer
Verminderung des a-MSH-induzierten CRE-Signals (Abbildung 5.29). Der Quantifizierung
zufolge sah es sogar danach aus, als resultierte eine Inhibition von PKA in einer leichten
Erhohung des CRE-Signals. Ebenfalls vergleichbar mit den beiden anderen Zellsystemen
wurde durch die EPAC-Inhibitoren ESI-09 und HJC0197 das a-MSH-induzierte CRE-Signal

fast vollstindig inhibiert. ESI-09 reduzierte die CRE-Reporteraktivierung um 104 + 6 % und
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HJC0197 um 100 = 1 %. In den GT1-7-Zellen wies der EPAC2-Inhibitor ESI-05 eine Inhibi-
tion von 88 + 11 % auf, was fiir eine entscheidende Funktion von EPAC2 in den GT1-7-
Zellen sprach. Diese Ergebnisse deuteten auf einen Unterschied in der Beteiligung der beiden
EPAC-Subtypen in verschiedenen Zelllinien hin, da ESI-05 in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
und in HEK-293-MC4R-Zellen keinen signifikanten Effekt auf die CRE-Reporteraktivie-

rung hatte.
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Abbildung 5.29: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch PKA- und EPAC-Inhibitoren in
GT1-7-Zellen

GT1-7-Zellen wurden mit 5 uM KT5720, 10 uM A812511, 50 uM rp-Br-cAMPs, 20 uM ESI-09, 25 uM HJC0197 oder 20
uM ESI-05 vorinkubiert und mit 1 uM a-MSH stimuliert. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der a-MSH-vermittelten
CRE-Reporteraktivierung + S.E.M. aus fiinf (KT5720, rp-Br-cAMPs, ESI-09, ESI-05), vier (A812511) und drei (HJC0197)
unabhingigen Experimenten. Die Priffung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

5.10 Analyse der EPAC-Inhibitoren ESI-09 und HJC0197

Die in Kapitel 5.6 und 5.9 erhobenen Daten wiesen deutlich auf eine essentielle Beteiligung
von EPAC bei der MC4R-vermittelten CRE-Reporteraktivierung hin. Diese Rolle von EPAC
war nicht zelltypspezifisch und schien vom murinen MC4R der mHypoA-2/10-CRE und

GT1-7-Zellen auf den humanen Rezeptor in den HEK-MC4R-Zellen tibertragbar zu sein.

2013 wurde von Rehmann publiziert, dass es sich bei den beiden EPAC-Inhibitoren ESI-09
und HJC0197 um chemische Inhibitoren mit proteindenaturierenden Eigenschaften han-
deln wiirde, welche nicht nur spezifisch EPAC inhibieren (REHMANN 2013). In einer nach-
folgenden Publikation wurde diesen unspezifischen Effekten, beim Einsatz der EPAC-Inhi-
bitoren in den hier eingesetzten Konzentrationen von 20 uM fiir ESI-09 und 25 pM fiir

HJC0197, bereits widersprochen (ZHU et al. 2015). Da die Rolle von EPAC entscheidend fiir
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den untersuchten Signalweg war und die verwendeten EPAC-Inhibitoren von zentraler Be-
deutung fiir viele Experimente dieser Arbeit waren, wurde trotz der kontrastierenden Pub-
likation der Frage nachgegangen, ob die Effekte beider Inhibitoren mit einer unspezifischen
Proteindenaturierung einhergingen.

5.10.1 Abhangigkeit der Serum-vermittelten CRE-Reporteraktivierung von ESI-09
und HJC0197

Falls die beschriebenen denaturierenden Effekte auf die Inhibitoren zutréfen, wére zu erwar-
ten, dass die induzierte CRE-Reporteraktivitdt unabhiangig vom Liganden vollstandig inhi-
biert wird. Da Serum (FCS) in mHypoA-2/10-CRE-Zellen eine CRE-Reporteraktivitit indu-
zierte, wurde die Hypothese damit iiberpriift. Die Serum-induzierte CRE-Reporteraktivitat
unterschied sich signifikant von der basalen Bedingung und wurde weder in Gegenwart von

ESI-09 (Abbildung 5.30A) noch von HJC0197 (Abbildung 5.30B) inhibiert.
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Abbildung 5.30: Reprisentative Beispiele fiir die Effekte von ESI-09 oder HJC0197 auf die Serum-vermittelte CRE-
Reporteraktivitit

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit (A) 20 uM ESI-09 oder (B) 25 uM HJC0197 vorinkubiert und anschlieend mit 20
% FCS stimuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.E.M. der Daten eines représentativen Experiments. Die Priifung der
Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.
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5.10.2 Effekte von ESI-09 und HJC0197 auf die BK-induzierte Ca®*-Freisetzung

Um die Befunde zu bestérken, dass die EPAC-Inhibitoren in den eingesetzten Konzentrati-
onen von 20 uM (ESI-09) und 25 uM (HJC0197) keinen denaturierenden Effekt auf Proteine
hatten, wurde getestet, ob ein EPAC-unabhiéngiger Signalweg ebenfalls unverandert bleibt,
wenn die Zellen zuvor mit den Inhibitoren inkubiert wurden. Dafiir wurde die BK-
vermittelte Ca**-Freisetzung gemessen, nachdem die Zellen zeitgleich zur Beladung mit
Fura-2-AM mit dem jeweiligen Inhibitor inkubiert wurden. Die Vorinkubation der mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen mit 0,2 % DMSO als Losungsmittelkontrolle oder ESI-09 hatte keinen
signifikanten Effekt auf das HBS- und BK-induzierte Ca?*-Signal (Abbildung 5.31A). Gleiche
Versuche wurden auch mit HJC0197 durchgefiihrt (Abbildung 5.31B). Das BK-vermittelte
Ca**-Signal wurde durch die Inkubation der Zellen mit HJC0197 verringert, unterschied sich

jedoch nicht signifikant von der Losungsmittelkontrolle.
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Abbildung 5.31 Effekte der EPAC-Inhibitoren ESI-09 und HJC0197 auf die BK-vermittelte Ca®*-Freisetzung
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit (A) 20 uM ESI-09 oder (B) 25 uM HJCO0197 inkubiert. Anschlieflend wurde die

BK-vermittelte Ca**-Freisetzung gemessen.
(A) Es sind die Mittelwerte = S.E.M. aus vier und (B) drei unabhéngigen Experimenten dargestellt, wobei der Startwert zum

Zeitpunkt 0 als 100 % definiert wurde.
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Die Ergebnisse der Fura-2-AM-Messungen mit beiden Inhibitoren sprachen ebenfalls dafiir,
dass ESI-09 und HJCO0197 keinen denaturierenden Effekt auf Proteine aufwiesen, da sonst
eine Inhibition des BK-vermittelten Ca**-Signals in den Zellen zu erwarten gewesen wire.
Ausgewertet wurden die dargestellten Kurven der Ca?*-Messungen aus Abbildung 5.31A
und B durch die Berechnung der AUCs und anschlieflfende Normierung auf die jeweilige
Losungsmittelkontrolle. Weder die BK-vermittelte Ca**-Freisetzung nach Vorinkubation
mit ESI-09 noch die mit HJC0197 unterschied sich signifikant von der Ca?*-Freisetzung der

Kontrolle (Abbildung 5.32).
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Abbildung 5.32: Quantifizierung der Effekte der EPAC-Inhibitoren ESI-09 und HJC0197 auf die BK-vermittelte Ca**-
Freisetzung

Dargestellt ist die Auswertung der AUCs pro Versuchstag aus Abbildung 5.31, normiert auf die zugehorige Losungsmittel-
kontrolle und dargestellt als Mittelwert + S.E.M. Der Einstichproben-t-Test zeigte keine Signifikanz.

5.10.3 Effekte von ESI-09 auf die a-MSH- und FSK-vermittelte cAMP-Akkumulation
Eine unspezifische Denaturierung von Proteinen durch ESI-09 hitte auch das Liganden-in-
duzierte cAMP-Signal in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen betreffen miissen. Daher wurde in
weiteren Experimenten zum Ausschluss unspezifischer Effekte von ESI-09 die a-MSH- und
FSK-vermittelte cAMP-Akkumulation gemessen, nachdem die Zellen mit ESI-09 vorinku-
biert wurden. Die durch a-MSH-induzierte cAMP-Akkumulation unterschied sich signifi-
kant von der basalen Kontrolle (Losungsmittelkontrolle oder ESI-09), unabhingig von der
Vorinkubation mit ESI-09 (Abbildung 5.33A). Auch das FSK-vermittelte Signal wurde
durch die Anwesenheit des Inhibitors nicht blockiert. Das Resultat des gezeigten Einzelex-
periments spiegelte sich in der Zusammenfassung der Daten alle Experimente wider
(Abbildung 5.33B). Die Vorinkubation der mHypoA-2/10-CRE-Zellen mit ESI-09 hatte kei-

nen Einfluss auf die a-MSH- und FSK-vermittelte cAMP-Akkumulation. Die a-MSH-
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vermittelte cAMP-Akkumulation war ohne ESI-09 7 + 1-fach gegeniiber der basalen cAMP-
Akkumulation erh6ht, nach der Vorinkubation mit ESI-09 6 + 1-fach. Nach der Stimulation
der Zellen mit FSK war die cAMP-Akkumulation 22 + 4-fach erhoht, nach der Behandlung

mit dem EPAC-Inhibitor 19 + 1-fach.
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Abbildung 5.33: a-MSH- und FSK-induzierte cAMP-Akkumulation ist ESI-09 unabhingig
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 20 uM ESI-09 vorinkubiert und anschliefSend mit 1 M a-MSH oder 10 uM FSK
stimuliert.

(A) Es ist ein reprisentatives Beispiel eines Experiments als Mittelwert + S.E.M. der gemessenen cAMP-Akkumulation
(cAMP/(cAMP+ATP)) dargestellt. Die Priifung der Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen unge-
paarten Student’s t-test.

(B) Dargestellt ist die cAMP-Akkumulation (cAMP/(cAMP+ATP)) + S.E.M. als x-faches zur basalen Akkumulation aus
drei unabhéngigen Experimenten. Die Priifung der Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen unge-
paarten Student’s t-test.

Weder ESI-09 noch HJC0197 hatten einen Effekt auf die Serum-vermittelte Aktivierung des
CRE-Reporters und beide Inhibitoren beeinflussten die BK-vermittelte Ca?*-Freisetzung
nicht signifikant. Die a-MSH- und die FSK-induzierte Akkumulation von cAMP in mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen wurde in Gegenwart von ESI-09 nicht signifikant inhibiert. Die Be-
funde sprachen dafiir, dass beide Inhibitoren in den eingesetzten Konzentrationen keinen

denaturierenden Effekt auf Proteine hatten, da sonst gezeigte Signalwege hitten beeinflusst
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werden miissen. EPAC-Inhibitoren wurden seit ihrer Entwicklung immer héufiger zur Un-
tersuchung intrazelluldrer Signalkaskaden eingesetzt (ALMAHARIQ et al. 2013; MEDIERO et

al. 2014; PRATT et al. 2016; SINGHMAR et al. 2016).

5.11 a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung
5.11.1 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CREB-Phosphorylierung von PKA
Die Ergebnisse, dargestellt in Abbildung 5.21, machten deutlich, dass der Einfluss der PKA-

Inhibitoren KT5720, A812511 und rp-Br-cAMPs auf die a-MSH-vermittelte CRE-Reporter-
aktivierung in mHypoA-2/10-CRE-Zellen deutlich geringer ausfiel als zu erwarten war. Da-
her war es von grofiem Interesse zu untersuchen, welche Rolle die PKA bei der a-MSH-
vermittelten CREB-Phosphorylierung spielte. Hierfiir wurden mHypoA-2/10-CRE-Zellen
mit KT5720 vorinkubiert und anschliefend fiir 5 oder 10 min in Gegenwart des Inhibitors
mit a-MSH stimuliert. Der repriasentative Western Blot zeigt, dass die CREB-Phosphorylie-
rung durch a-MSH unabhingig von KT5720 bzw. der PKA war (Abbildung 5.34A). Wie
auch bei den nur mit der Losungsmittelkontrolle (0,1 % DMSO) vorinkubierten Zellen sah
man im Vergleich zum Basalwert eine deutliche Verstirkung der Proteinbande bei 5 und 10
min. Die Quantifizierung aller durchgefiihrten Western Blots unter der Verwendung von
KT5720 machte deutlich, dass sich die CREB-Phosphorylierung durch a-MSH in Gegenwart
von KT5720 nicht signifikant von der Phosphorylierung unbehandelter Zellen unterschied
(Abbildung 5.34B). Die a-MSH-induzierte CREB-Phosphorylierung lag nach 5 min 41 £ 7
% und nach 10 min 34 + 8 % iiber der basalen Phosphorylierung. Im Vergleich dazu erreichte
der Phosphorylierungsstatus durch a-MSH in Anwesenheit des Inhibitors 46 + 11 % nach 5
min und 58 + 5 % nach 10 min tiber der KT5720-induzierten CREB-Phosphorylierung. Die
CREB-Phosphorylierung aller Bedingungen war gegeniiber den jeweiligen Basalwerten (0,1

% DMSO oder KT5720) signifikant erhoht.
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Abbildung 5.34: a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist von PKA unabhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 5 uM KT5720 vorinkubiert und anschlieffend mit 1 uM a-MSH stimuliert.

(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus vier unabhingigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test angewandt (n.s.).

5.11.2 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CREB-Phosphorylierung von EPAC

Da die a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung unabhiangig von PKA war, wurde an-
schlieflend untersucht, ob die Phosphorylierung EPAC-vermittelt war. Dafiir wurden Zellen
mit ESI-09 vorinkubiert und mit a-MSH stimuliert. Ein repréasentativ dargestellter Western
Blot zeigt eine zeitabhdngige CREB-Phosphorylierung am Serin 133 nach der Stimulation
der Zellen mit a-MSH, im Vergleich dazu wiesen mit ESI-09 behandelte Zellen eine deutlich
schwichere Phosphorylierung auf (Abbildung 5.35A). Die Proteinbanden nach 5 und 10
min Stimulationszeit mit a-MSH in Gegenwart von ESI-09 unterschieden sich nur gering-
fiigig in ihrer Stérke, verglichen mit dem Basalwert der Zellen. Nach 5 min Stimulation mit
a-MSH lag die CREB-Phosphorylierung der Zellen bei 62 + 16 %, durch ESI-09 wurde diese
Phosphorylierung auf 34 + 15 % inhibiert (Abbildung 5.35B). Deutlich starker war der Effekt
nach 10 min Stimulationszeit mit a-MSH, da durch die Inhibition von EPAC der Phospho-
rylierungsstatus von 126 + 23 % signifikant auf 4 + 14 % inhibiert wurde und somit fast zu
einer vollstaindigen Reduktion des Signals fithrte. Die Ergebnisse aus Abbildung 5.34 und
Abbildung 5.35 zeigen zusammenfassend, dass die a-MSH-induzierte CREB-Phosphorylie-

rung PKA-unabhingig, aber EPAC-abhéngig war.
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Abbildung 5.35: a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist von EPAC abhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 20 uM ESI-09 vorinkubiert und anschliefend mit 1 uM a-MSH stimuliert.

(A) Représentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus acht unabhéngigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

5.12 Rolle der ERK-1/2 bei der a-MSH-vermittelten CREB/CRE-Aktivierung

Da die Rolle der PKA bei der CREB-Phosphorylierung und CRE-Reporteraktivierung tiber
den MC4R in mHypoA-2/10-CRE-Zellen entgegen bisheriger Annahmen eher gering aus-
tiel, wurde mittels weiterer Versuche geklart, welche Kinase die molekulare Verbindung zwi-
schen EPAC und CREB darstellen konnte. Fiir diese Funktion wurden die Kinasen ERK-1/2
in Betracht gezogen. Fiir ERK-1/2 wurde in diversen zelluldren Prozessen eine Verbindung
mit CREB beschrieben (OBRIETAN et al. 2002; SONG et al. 2005; HA UND REDMOND 2008).
Zusitzlich gab es beschriebene Zusammenhinge zwischen ERK-1/2 und MC4R-vermittelten

Signalwegen und/oder a-MSH (SUTTON et al. 2005; DAMM et al. 2012).

5.12.1 a-MSH-vermittelten ERK-1/2-Phosphorylierung
Zur Untersuchung der potentiellen Funktion von ERK-1/2 in der MC4R/EPAC/CREB-Si-

gnalkaskade wurde gepriift, ob a-MSH in mHypoA-2/10-CRE-Zellen eine Phosphorylie-
rung von ERK-1/2 am Tyrosin 204 induziert, welche mit einer Aktivierung der MEK-1/2
einhergeht (ROSKOSKI 2012). Hierfiir wurde eine Kinetik erstellt und mittels Western Blot
analysiert. Abbildung 5.36A zeigt einen reprasentativen Western Blot mit den Proteinban-
den von pERK-1/2 (oben) und Tubulin als Ladekontrolle (unten). Nach nur 2,5 min Stimu-

lationszeit unterschied sich die Proteinbande von pERK-1/2 in ihrer Starke deutlich von der
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Bande zum Zeitpunkt 0. a-MSH fiihrte zu einer ERK-1/2-Phosphorylierung im Intervall von
2,5 bis 20 min Stimulationszeit. Die Quantifizierung der Western Blots zeigt, dass der Phos-
phorylierungsstatus von ERK-1/2 nach 2,5 min (1,2 + 0,2) und nach 5 min (1,2 + 0,1) gegen-

tiber der Phosphorylierung unter nativen Bedingungen (0,7 + 0,1) signifikant erhoht war

(Abbildung 5.36B).
A B
2
ERK-1/2 — — —— — S
P 28T ] o
o 23
Tubulin — — — — — — NE235 1.0
S ak
£8d
G-MSH 0 2.5 5 10 20 30 (—T—) D-CI_ « 0.54
[min] SQx
T
v < 0.0
o
L T T T T T

T
0 25 5 10 20 3
Stimulationszeit [min]

Abbildung 5.36: a-MSH-vermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 1 uM a-MSH fiir 0, 2,5, 5, 10, 20 und 30 min stimuliert.
(A) Repriasentativer Western Blot fiir phosphorylierte ERK-1/2 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle Tubulin (un-

tere Proteinbande).
(B) Quantifizierung der Western Blots aus 13 unabhingigen Experimenten, dargestellt als Quotient pERK-1/2/Tubulin +
S.E.M. Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschlieflendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

5.12.2 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten ERK-1/2-Phosphorylierung von EPAC
Zur Analyse, ob die ERK-1/2 in der Signalkaskade zwischen EPAC und CREB involviert
sind, wurden Zellen in Gegenwart von ESI-09 beziiglich ihrer ERK-1/2-Phosphorylierung
untersucht. Der reprisentativ abgebildete Western Blot zeigt, dass durch ESI-09 die a-MSH-
induzierte Phosphorylierung der ERK-1/2 nach 2,5 und 5 min Stimulationszeit schwécher
war als ohne die Vorinkubation mit dem Inhibitor (Abbildung 5.37A). Die ERK-1/2-Phos-
phorylierung wurde nach 2,5 min von 107 + 41 % auf 2 + 10 % signifikant inhibiert, ebenso
nach 5 min Stimulationszeit von 67 + 8 % auf 9 + 9 % iiber der basalen Phosphorylierung
der Zellen (Abbildung 5.37B). Die a-MSH-vermittelte Phosphorylierung der Kinasen ERK-

1/2 in mHypoA-2/10-CRE-Zellen war vollstindig von EPAC abhingig.
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Abbildung 5.37: a-MSH-vermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung ist EPAC-abhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 20 uM ESI-09 vorinkubiert und anschliefend mit 1 uM a-MSH stimuliert.

(A) Repriasentativer Western Blot fiir phosphorylierte ERK-1/2 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle Tubulin (un-
tere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus sieben unabhingigen Experimenten, dargestellt als ERK-1/2-Phosphorylierung
in Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermit-
telt, beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

5.12.3 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CREB-Phosphorylierung von ERK-1/2
Da die a-MSH-vermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung EPAC-abhéngig war, wurde der
Frage nachgegangen, ob die ERK-1/2 die CREB-modulierende Kinase war und theoretisch
als Verbindung zwischen EPAC und CREB fungieren konnte. Um dies zu untersuchen,
wurde der MEK-1/2-Inhibitor PD184352 verwendet, der indirekt als ERK-1/2-Inhibitor
dient, da die ERK-1/2 das einzige bekannte physiologische Substrat fiir die MEK-1/2 darstellt
(ROSKOSKI 2012). Im Anschluss wurde der Effekt von PD184352 auf die a-MSH-induzierte
CREB-Phosphorylierung untersucht. Die Inhibition der MEK-1/2 durch PD184352 fiihrte
dazu, dass die a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung nach 5 und 10 min schwiacher
war im Vergleich zur induzierten CREB-Phosphorylierung ohne Inhibitor (Abbildung
5.38A). Die Quantifizierung der Western Blots bestitigt diese Aussage (Abbildung 5.38B).
Zellen, die nur mit der Losungsmittelkontrolle behandelt wurden, zeigten nach 5 min Sti-
mulation eine Phosphorylierung von CREB von 78 + 9 %. Diese Phosphorylierung wurde
durch PD184352 auf 22 + 10 % signifikant inhibiert. Nach 10 min Stimulation fiel der Phos-
phorylierungsstatus durch die Inhibition von ERK-1/2 von 128 + 15 % auf 38 + 11 % tber

dem Basalwert ab. Somit war die a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung ERK-1/2-
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abhingig und es bestand die Vermutung, dass die ERK-1/2 die verbindenden Kinasen zwi-

schen EPAC und CREB darstellen konnten.
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Abbildung 5.38: a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist ERK-1/2-abhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH stimuliert.
(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus sechs unabhéngigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

5.12.4 Abhangigkeit der EGF-, IGF- und NGF-vermittelten CREB-Phosphorylierung
von ERK-1/2

Sowohl EGF als auch IGF und NGF konnten in mHypoA-2/10-CRE-Zellen eine Phospho-
rylierung von CREB induzieren (Abbildung 5.13D-F). Da es keine Befunde iiber eine CREB-
Phosphorylierung durch Wachstumsfaktoren im PVN-Neuronen-dhnlichen Zellmodell
gab, war es ein Ziel dieser Arbeit die zustdndige Kinase zu identifizieren. In anderen unter-
suchten Systemen waren unterschiedliche Kinasen fiir die Phosphorylierung von CREB
durch Wachstumsfaktoren verantwortlich, darunter auch die ERK-1/2 (XING et al. 1998;
PUGAZHENTHI et al. 1999; SWARTHOUT et al. 2002; JOHANNESSEN et al. 2004). In Abbildung
5.39A ist zu sehen, dass die EGF-vermittelte CREB-Phosphorylierung nach 5 und nach 10
min gegeniiber der basalen Phosphorylierung deutlich verstarkt war und dass diese Phos-
phorylierung in Anwesenheit von PD184352 unterdriickt wurde. Die EGF-induzierte Phos-
phorylierung wurde nach 5 min von 515 + 194 % durch PD184352 auf 20 + 20 % signifikant
inhibiert (Abbildung 5.39B). Nach 10 min Stimulation erfolgte eine signifikante Reduktion

von 467 + 158 % auf 69 + 38 %.
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Abbildung 5.39: EGF-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist ERK-1/2-abhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und anschlieflend mit 10 ng/ml EGF stimuliert.
(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus sieben unabhangigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

In weiteren Experimenten stellte sich heraus, dass die ERK-1/2 auch fiir IGF und NGF die
CREB-modulierenden Kinasen in mHypoA-2/10-CRE-Zellen waren. Die Phosphorylierung
von CREB nach 5 und 10 min Stimulation mit IGF konnte durch PD184352 sichtbar abge-
schwicht werden (Abbildung 5.40A). Die Phosphorylierung nach 5 min Stimulation mit IGF
wurde durch PD184352 signifikant von 147 + 45 % auf -7 + 5 % inhibiert und nach 10 min

erfolgte eine signifikante Reduktion von 297 + 88 % auf -19 + 8 % (Abbildung 5.40B).
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Abbildung 5.40: IGF-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist ERK-1/2-abhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 pM PD184352 vorinkubiert und anschlieflend mit 10 ng/ml IGF stimuliert.
(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus vier unabhiangigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.
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Auch fiir den Wachstumsfaktor NGF ist ein reprasentativ ausgewéhlter Western Blot und
die Quantifizierung der gesamten Western Blots aufgefiihrt (Abbildung 5.41). Die Protein-
banden von CREB waren nach der Vorinkubation mit PD184352 und der Stimulation mit
NGF schwicher, wenn man diese mit den Proteinbanden der mit DMSO vorinkubierten
Zellen vergleicht (Abbildung 5.41A). Die Phosphorylierung von CREB durch NGF nach 10

min Stimulation wurde durch PD184352 signifikant von 145 + 48 % auf -15 + 6 % vermin-

dert (Abbildung 5.41B).
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Abbildung 5.41: NGF-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist ERK-1/2-abhingig.

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und anschliefSend mit 10 ng/ml NGF stimuliert.
(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus sieben unabhangigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

Mit Hilfe von Abbildung 5.39, Abbildung 5.40 und Abbildung 5.41 konnte gezeigt werden,
dass ERK-1/2 fiir die EGF-, die IGF- und die NGF- ebenso wie fiir die a-MSH-vermittelte
CREB-Phosphorylierung die regulierenden Kinasen darstellten. Obwohl die Phosphorylie-
rung von CREB durch alle vier Liganden iiber ERK-1/2 moduliert wurde, wurde jedoch nur

durch a-MSH die CRE-Reporteraktivitit erhoht (Abbildung 5.14).

5.12.5 Abhangigkeit der 5-HT-vermittelten CREB-Phosphorylierung von ERK-1/2
Auch durch den Neurotransmitter 5-HT wurde CREB in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen

phosphoryliert, wobei aber keine CRE-Reporteraktivierung induziert wurde (Abbildung
5.13C und Abbildung 5.14). Als CREB-modulierte Kinasen der 5-HT Signalkaskade in mHy-

poA-2/10-CRE-Zellen wurde ebenfalls ERK-1/2 in Betracht bezogen, da der ERK-1/2 bereits
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bei der a-MSH-, EGF-, IGF- und NGF-vermittelte CREB-Phosphorylierung in diesem Zell-
system eine zentrale Bedeutung zukam und durch 5-HT die ERK-1/2 phosphoryliert wurde.
Im dargestellten Western Blot waren nach 2,5 und 5 min Stimulationszeit die Proteinbanden
von pERK-1/2 deutlich stirker, verglichen mit den Banden der anderen Zeitpunkte
(Abbildung 5.42A). Die Quantifizierung bestitigte die signifikante Erthohung der ERK-1/2-
Phosphorylierung durch die Stimulation der Zellen mit 5-HT von 0,8 + 0,1 nach 2,5 min auf

1,7 £ 0,3 und nach 5 min auf 1,3 + 0,1 (Abbildung 5.42B).
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Abbildung 5.42: 5-HT-vermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 1 uM 5-HT fiir verschiedene Zeiten stimuliert.

(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphorylierte ERK-1/2 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle Histon (un-
tere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus fiinf unabhiangigen Experimenten, dargestellt als Quotient pERK-1/2/Histon +
S.E.M. Signifikante Unterschiede wurden mittels ANOVA und anschliefendem Post-hoc-Test nach Dunnett ermittelt.

Wurde nun ERK-1/2 indirekt mittels PD184352 inhibiert, so war die 5-HT-induzierte Phos-
phory-lierung von CREB im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle vermindert (Abbildung
5.43A). Durch die densitometrische Auswertung der Western Blots wurde bestatigt, dass die
Erhohung des Phosphorylierungsstatus von CREB durch 5-HT nach der Inhibition der
ERK-1/2 signifikant reduziert war (Abbildung 5.43B). ERK-1/2 war demzufolge auch fiir die
5-HT-induzierte CREB-Phosphorylierung verantwortlich, was jedoch nicht in Korrelation

mit einer Aktivierung von CRE-abhidngiger Genexpression stand (Abbildung 5.15).
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Abbildung 5.43: 5-HT-vermittelte CREB-Phosphorylierung ist ERK-1/2-abhingig

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 pM 5-HT stimuliert.

(A) Reprisentativer Western Blot fiir phosphoryliertes CREB am Serin 133 (obere Proteinbanden) mit der Ladekontrolle
Tubulin (untere Proteinbande).

(B) Quantifizierung der Western Blots aus fiinf unabhéngigen Experimenten, dargestellt als CREB-Phosphorylierung in
Prozent iiber der basalen Phosphorylierung. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt,
beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

5.12.6 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung von ERK-
1/2

Aufgrund der zentralen Funktion von ERK-1/2 als regulierende Kinasen der CREB-Phos-
phorylierung von a-MSH, 5-HT und den Wachstumsfaktoren, wurde analysiert, ob sich
diese Rolle von ERK-1/2 bei der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung widergespie-
gelt. Dafiir wurde die CRE-Reporteraktivitit in mHypoA-2/10-CRE-Zellen nach Vorinku-
bation mit PD184352 und anschliefender Stimulation mit a-MSH gemessen (Abbildung
5.44). Die CRE-Reportermessungen zeigten zundchst, dass sich die Reporteraktivitit der sti-
mulierten Zellen signifikant von der Losungsmittel- bzw. Inhibitorkontrolle unterschieden.
In Gegenwart der Losungsmittelkontrolle erhohte sich die a-MSH-vermittelte CRE-
Reporteraktivitit vom Wert 1455 + 77 auf 16374 + 1151, in Anwesenheit von PD184352 stieg
die Reporteraktivitat nach Stimulation mit a-MSH von 1166 + 158 auf 5948 + 675 an. Das
a-MSH-induzierte CRE-Signal wurde durch den MEK-Inhibitor von 16374 + 1151 auf 5948

+ 675 hochsignifikant inhibiert.
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Abbildung 5.44: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den ERK-1/2-Inhibitor
PD184352

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH stimuliert.
Dargestellt ist die Summe der Daten aus zehn unabhédngigen Experimenten als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der Mit-
telwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Zur Feststellung, ob es sich um einen zelltypspezifischen Effekt handelte, dass die a-MSH-
vermittelte CRE-Reporteraktivierung ERK-1/2-abhdngig war, wurde der gleiche Versuchs-
ansatz mit HEK-293-MC4R-Zellen durchgefithrt. Vergleichbar mit den mHypoA-2/10-
CRE-Zellen war auch in den HEK-293-MC4R-Zellen die durch den Liganden a-MSH-indu-
zierte CRE-Reporteraktivitit gegentiber der jeweiligen basalen Bedingung signifikant erhoht
(Abbildung 5.45). Durch die Inhibition der ERK-1/2 durch PD184352 wurde das a-MSH-

induzierte Signal signifikant von 33617 + 2596 auf 14631 + 2029 reduziert.
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Abbildung 5.45: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den ERK-1/2-Inhibitor
PD184352 in HEK-293-MC4R-Zellen

HEK-293-MC4R-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH stimuliert. Darge-
stellt ist die Summe der Daten aus fiinf unabhiangigen Experimenten als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der Mittelwerte
auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Die Quantifizierung der erhobenen Daten aus beiden Zelllinien (Abbildung 5.44 und Abbil-
dung 5.45) ergab eine signifikante Inhibition des a-MSH-induzierten CRE-Signals durch

PD184352 von 50 + 8 % in mHypoA-2/10-CRE-Zellen und von 68 + 5 % in HEK-293-
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MC4R-Zellen (Abbildung 5.46). In beiden Zelllinien war die MC4R-vermittelte CRE-

Reporteraktivierung von den Kinasen ERK-1/2 abhdngig.
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Abbildung 5.46: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den ERK-1/2-Inhibitor
PD184352 in mHypoA-2/10-CRE und HEK-293-MC4R-Zellen

mHypoA-2/10-CRE- und HEK-293-MC4R-Zellen wurden mit 10 uM PD184352 vorinkubiert und mit 1 pM a-MSH sti-
muliert. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung + S.E.M. aus zehn
(mHypoA-2/10-CRE) und fiinf (HEK-293-MC4R) unabhéngigen Experimenten. Die Priifung der Werte auf signifikante
Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die ERK-1/2 als diejenigen Kinasen identifi-
ziert werden, die als Verbindung zwischen EPAC und CREB sowie zwischen EPAC und CRE

in der a-MSH-induzierten Signalkaskade fungierten.

5.13 Abhangigkeit der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung von
Rap1A

Die GTPase Rapl gilt als Substrat von EPAC und wird durch den Austausch von GDP gegen
GTP aktiviert (DE ROOIJ et al. 1998; KAWASAKI et al. 1998). Durch die Verwendung des
RaplA-Inhibitors GGTI-298 (MCGUIRE et al. 1996) wurde analysiert, ob RaplA in mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen durch a-MSH aktiviert werden konnte und in diese Signalkaskade in-
volviert war. Das a-MSH-induzierte CRE-Signal war gegeniiber der jeweiligen basalen Re-
porteraktivitdt (Losungsmittelkontrolle oder GGTI-298) signifikant erhoht. Die Inhibition
von RaplA durch GGTI-298 fiihrte zu einer signifikant verminderten Signalstarke von a-
MSH in mHypoA-2/10-CRE-Zellen. Das Signal wurde von 15066 + 2592 auf 6269 + 833

vermindert.
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Abbildung 5.47: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den Rap1A-Inhibitor GGTI-298
in mHypoA-2/10-CRE-Zellen

mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden fiir 48 h mit 10 uM GGTI-298 vorinkubiert und anschliefflend mit 1 uM a-MSH stimu-
liert. Dargestellt ist die Summe der Daten aus sechs unabhiangigen Experimenten als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der
Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Die Inhibition von Rap1A resultierte auch in HEK-293-MC4R-Zellen in vergleichbaren Er-
gebnissen. Die a-MSH-induzierte Reporteraktivitit war in den HEK-293-MC4R-Zellen un-
abhdngig von der jeweiligen Vorinkubation mit DMSO oder GGTI-298 gegeniiber der ba-
salen Kontrolle signifikant erhoht (Abbildung 5.48). Das a-MSH-vermittelte Signal wurde

durch GGTI-298 von 17823 + 1761 auf 8394 + 1385 signifikant inhibiert.
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Abbildung 5.48: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den RaplA-Inhibitor GGTI-298
in HEK-293-MC4R-Zellen

HEK-293-MC4R-Zellen wurden fiir 48 h mit 10 uM GGTI-298 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH stimuliert.
Dargestellt ist die Summe der Daten aus drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + S.E.M. Die Priifung der Mittel-
werte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

In beiden Zelllinien resultierte die Inhibition von RaplA durch GGTI-298 in einer signifi-
kanten Inhibition des a-MSH-vermittelten CRE-Signals. Die Quantifizierung der Reporter-
messungen zeigt, dass das Signal durch GGTI-298 in mHypoA-2/10-CRE-Zellen um 74 + 10

% und in HEK-MC4R-Zellen um 61 + 10 % reduziert wurde (Abbildung 5.49). Aus diesen
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Ergebnissen hdtte man darauf schlieflen konnen, dass in beiden untersuchten Zelllinien die

a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung Rapl A-abhéngig war.
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Abbildung 5.49: Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivierung durch den Rap1A Inhibitor GGTI-298
in mHypoA-2/10-CRE- und HEK-293-MC4R-Zellen

mHypoA-2/10-CRE- und HEK-293-MC4R-Zellen wurden mit 10 uM GGTI-298 vorinkubiert und mit 1 M a-MSH sti-
muliert. Dargestellt ist die prozentuale Inhibition der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivierung + S.E.M. aus mindes-
tens sechs (mHypoA-2/10-CRE) und drei (HEK-293-MC4R) unabhingigen Experimenten. Die Priifung der Werte auf sig-
nifikante Unterschiede erfolgte mittels Einstichproben-t-Test.

Die erhobenen Daten mit dem RaplA-Inhibitor sind jedoch mit Vorsicht zu betrachten
(Abbildung 5.47 bis Abbildung 5.49). Anhand eines Beispiels wird deutlich, dass GGTI-298
nicht nur die a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung inhibierte, sondern auch das
Signal, welches durch Serum induziert wurde (Abbildung 5.50). Da die Serum-induzierte
CRE-Reporteraktivierung zum Nachweis der spezifischen Wirkung von ESI-09 und
HJC0197 (Abbildung 5.30) verwendet wurde und beide EPAC-Inhibitoren keinen Einfluss
auf das Signal hatten, lief3 sich fiir GGTI-298 nicht ausschlief3en, dass die Inhibition der

CRE-Reporteraktivitit auf unspezifischen Effekten beruhte.
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Abbildung 5.50: Reprisentatives Beispiel fiir die GGTI-298 vermittelte Inhibition der a-MSH- und Serum-induzierten
CRE-Reporteraktivitit in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
Zellen wurden mit 10 uM GGTI-298 vorinkubiert und anschlieflend mit 1 uM a-MSH oder 20 % Serum stimuliert.
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Neben der Verwendung chemischer Inhibitoren konnen Zielstrukturen durch die Transfek-
tion von Zellen mit spezifischen siRNAs inhibiert werden (MEISTER UND TUSCHL 2004). Da-
her wurden mHypoA-2/10-CRE-Zellen mittels Elektroporation mit Rap1A- bzw. Kontroll-
siRNA (Ctrl) transfiziert, um Effekte von RaplA auf die a-MSH- und Serum-vermittelte
CRE-Reporteraktivitit zu untersuchen. In einem reprasentativ abgebildeten Western Blot ist
der Einfluss der siRNA auf die Proteinexpression von RaplA sichtbar (Abbildung 5.51A).
Die optische und densitometrische Auswertung zeigten eine Abnahme der Rap1A-Protein-
expression um etwa 20 % nach der Transfektion mit Rap1A-siRNA im Vergleich zur Kon-
troll-siRNA. Trotz Variation der Transfektionsmethode durch Veranderung der transfizier-
ten siRNA-Menge, Zellzahl, Anzahl der Pulse und Pulsstiarke konnte die Knock-Down-Effi-
zienz nicht erhoht werden. Mit Rapl1A- bzw. Kontroll-siRNA transfizierte Zellen wurden
mit a-MSH oder Serum stimuliert und die CRE-Reporteraktivitit wurde gemessen. Es wurde
die prozentuale Inhibition der CRE-Reporteraktivitit der mit Rapl1A-siRNA transfizierten
Zellen im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen berechnet (Abbildung
5.51B). Die a-MSH-induzierte Reporteraktivitdt wurde signifikant um 25 + 6 % reduziert,
das Serum-vermittelte Signal um 8 + 6 %. Die prozentualen Inhibitionen von a-MSH und

Serum unterschieden sich signifikant voneinander.
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Abbildung 5.51: Effekte von siRNA gegen RaplA auf die a-MSH- und Serum-induzierte CRE-Reporteraktivitit in
mHypoA-2/10-CRE-Zellen

Zellen wurden mit 50 nM siRNA gegen RaplA- oder mit Kontroll-siRNA (Ctrl) elektroporiert.

(A) Repriasentativer Rapl A-Proteinnachweis mittels Western Blot mit der Proteinbande von RaplA (oben) und der Lade-
kontrolle Tubulin (unten).

(B) Durch Rap1A-siRNA-induzierte Inhibition der a-MSH- und Serum-vermittelten CRE-Reporteraktivitit, dargestellt als
Mittelwert + S.E.M. aus vier unabhéngigen Experimenten. Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test
(#) ermittelt, beim Vergleich zweier Bedingungen wurde ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.
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Die Reduktion der Rapl1 A-Proteinexpression durch siRNA um etwa 20 % (Abbildung 5.51A)
spiegelte sich in einer Abnahme der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivitit von etwa 25
% wider (Abbildung 5.51B). Die Daten in Abbildung 5.51 sprachen dafiir, dass Rap1A in die
a-MSH-vermittelte CRE-Reporteraktivierung involviert war, wiahrend die Serum-vermit-

telte CRE-Reporteraktivierung Rap1A-unabhingig war.

5.14 Bedeutung von PKA und EPAC fir die a-MSH-induzierte Genexpression
in mHypoA-2/10-CRE-Zellen

Zur Einschdtzung der physiologischen Relevanz der neu entschliisselten MC4R-vermittelten
CREB/CRE-Signalkaskade war ein weiterer Aspekt dieser Arbeit die Rolle von PKA und
EPAC bei der Genexpression in hypothalamischen Zellen zu klaren. Zur Untersuchung wur-
den zwei CREB-abhingige Gene ausgewahlt, welche eine CRE-Sequenz in ihrem Promoter
besitzen und fiir die bereits gezeigt wurde, dass ihre Expression durch MC4R induziert wird.
Einerseits wurde der Fokus auf das Protoonkogen c-Fos gerichtet, andererseits auf das phy-
siologisch relevantere TRH (BERKOWITZ et al. 1989; FISCH et al. 1989; HARRIS et al. 2001;
SARKAR et al. 2002; RAMIREZ et al. 2015). Mittels spezifischer Primer fiir c-Fos, TRH und das
Haushaltsgen Aktin wurde via QPCR die a-MSH-induzierte Genexpression in mHypoA-

2/10-CRE-Zellen analysiert.

5.14.1 c-Fos-mRNA-Expression

Es ist die c-Fos-mRNA-Expression nach 20 min Stimulation mit a-MSH als x-faches zur
basalen Expression mit Losungsmittelkontrolle dargestellt (Abbildung 5.52). Die a-MSH-
vermittelte c-Fos-Induktion lag fiir 0,1 % DMSO bei 2,3 £ 0,3 und fiir 0,2 % DMSO bei 3,1
+ 0,8 im Vergleich zur basalen c-Fos-Expression, welche als 1 definiert wurde. Die a-MSH-
vermittelte Genexpression war im Gegensatz zur basalen Expression signifikant erhoht. Ab-
bildung 5.52 zeigt zusitzlich, welche Effekte die Inhibition der PKA durch KT5720 und die
Inhibition von EPAC durch ESI-09 auf die c-Fos-mRNA-Expression hatten. Durch KT5720
wurde die a-MSH induzierte c-Fos-Expression nicht signifikant inhibiert und erreichte ei-
nen Wert von 1,8 + 0,3. ESI-09 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des Signals auf 1,1 +

0,1, welches sich nicht mehr signifikant von der basalen Expression unterschied. Die a-

121



Ergebnisse

MSH-induzierte Genexpression von c-Fos in mHypoA-2/10-CRE-Zellen war PKA-unab-
hingig und EPAC-abhingig.
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Abbildung 5.52: a-MSH-induzierte mRNA-Expression von c-Fos ist PKA-unabhingig und EPAC-abhingig
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 5 pM KT5720 oder 20 uM ESI-09 vorinkubiert und anschliefSend mit a-MSH sti-
muliert. Dargestellt ist die a-MSH-induzierte c-Fos-mRNA-Expression als x-faches zur basalen Genexpression, die dem
Wert 1 entspricht. Es wurden 5 unabhéingige cDNAs (fiir jede Bedingung) zweimal in Form von Triplikaten analysiert.
Signifikante Unterschiede wurden mittels Einstichproben-t-Test (#) ermittelt, beim Vergleich zweier Bedingungen wurde
ein ungepaarter Student’s t-test (*) angewandt.

5.14.2 TRH-mRNA-Expression

Neben der c-Fos-mRNA-Expression wurde auch die Genexpression von TRH analysiert. Im
Gegensatz zur c-Fos Induktion wurde die a-MSH-induzierte TRH-mRNA-Expression so-
wohl durch KT5720 von 2,4 + 0,7 auf 0,8 £ 0,1 als auch durch ESI-09 von 2,9 £ 0,7 auf 0,8 +
0,2 signifikant vermindert (Abbildung 5.53). Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die a-

MSH-vermittelte Expression von TRH sowohl von PKA als auch von EPAC abhéngig war.
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Abbildung 5.53: a-MSH-induzierte mRNA-Expression von TRH ist PKA-abhingig und EPAC-abhingig
mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurden mit 5 pM KT5720 oder 20 uM ESI-09 vorinkubiert und anschliefSend mit a-MSH sti-
muliert. Dargestellt ist die a-MSH-induzierte TRH-mRNA-Expression als x-faches zur basalen Genexpression, die dem
Wert 1 entspricht. Es wurden 5 unabhéingige cDNAs (fiir jede Bedingung) zweimal in Form von Triplikaten analysiert. Die
Priifung der Mittelwerte auf signifikante Unterschiede erfolgte durch einen ungepaarten Student’s t-test.

Da die CRE-Reporteraktivierung iiber den MC4R von PKA unabhingig war, konnte man

daraus schlieflen, dass bei der TRH-Expression auch CREB/CRE-unabhingige Signalwege
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eine Rolle gespielt haben konnten. Da der TRH Promoter neben der CRE-Sequenzen auch
Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren STAT-3 und SP-1 enthilt, konnten diese mog-

licherweise tiber PKA aktiviert werden (HARRIS et al. 2001; DIAZ-GALLARDO et al. 2010).
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6 Diskussion

6.1 a-MSH-vermittelte CREB/CRE-Aktivierung im Hypothalamus

Dem Peptidhormon a-MSH wird bei der Regulation des Appetits und der Aufrechterhal-
tung der Energiehomoostase im Hypothalamus eine wichtige Rolle zugeordnet. Dabei steht
die CREB-abhingige Genexpression im Fokus (FEKETE et al. 2000a; HARRIS et al. 2001). Fiir
die a-MSH-vermittelte CREB-abhéngige Genexpression wurde bislang folgende Signalkas-
kade suggeriert (Abbildung 3.6): a-MSH aktiviert den MC4R und es kommt zu einer cAMP-
abhingigen Aktivierung der PKA. Uber die PKA wird CREB am Serin 133 phosphoryliert
und die Expression CREB-abhéngiger Gene wie TRH induziert (LECHAN UND FEKETE 2006).
Obwohl dieser Signalkaskade eine wichtige physiologische Bedeutung bei der Appetitregu-
lation zugeordnet wurde, fiel bei genauerer Analyse auf, dass nur bestimmte Abschnitte und
Zusammenhénge des Signalwegs experimentell gezeigt wurden und fiir viele Annahmen jeg-
liche experimentelle Bestatigung fehlte. Es wurde fiir den Hypothalamus in TRH-Neuronen
und im rekombinanten Zellmodell gezeigt, dass a-MSH eine CREB-Phosphorylierung indu-
zierte (HARRIS et al. 2001; SARKAR et al. 2002; SARKAR UND LECHAN 2003). Es fiel auf, dass
zwischen der Phosphorylierung von CREB und einer Aktivierung von CREB und CRE oft-
mals nicht differenziert wurde, obwohl vielseitig diskutiert worden ist, ob eine CREB-Phos-
phorylierung fiir eine Aktivierung ausreichend ist (LONZE UND GINTY 2002; JOHANNESSEN et
al. 2004; CARUSO et al. 2010). Uberraschenderweise fehlen bislang jegliche Daten, die eine a-
MSH-induzierte CRE-Aktivierung im PVN zeigen. Eine a-MSH-vermittelte CRE-Reporter-
aktivierung tiber den MC4R wurde innerhalb der Arbeitsgruppe nur im Uberexpressions-
system mit HEK-293-Zellen und in GT1-7-Zellen gezeigt (BREIT et al. 2006; DAMM et al.
2012). Es wurde jedoch postuliert, dass eine Phosphorylierung von CREB durch a-MSH mit
einer Expression von Genen, welche eine CRE-Sequenz in ihrem Promoter besitzen, einher-
geht (LECHAN UND FEKETE 2006; CYR et al. 2013). Sehr hdufig angenommen, aber durch kei-
nerlei experimentellen Nachweis unterstiitzt wurde die Hypothese, dass die PKA fiir die a-
MSH-induzierte CREB/CRE-Aktivierung im Hypothalamus verantwortlich ist (SARKAR et

al. 2002; SARKAR UND LECHAN 2003; LECHAN UND FEKETE 2006; CARUSO et al. 2010; CARUSO
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et al. 2012; CYR et al. 2013; RAMIREZ et al. 2015). Die Untersuchung der CREB/CRE-AKkti-
vierung im Hypothalamus gestaltete sich bislang als schwierig, da kein geeignetes Zellmodell

zur Verfligung stand und die Analyse von CRE in vivo nur bedingt moglich war.

6.2 mHypoA-2/10-CRE-Zellen als geeignetes Zellsystem

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der CREB-Phosphorylierung und der
CRE-Aktivierung im Hypothalamus sollte im Rahmen dieser Arbeit ein geeignetes zelluldres
Modellsystem charakterisiert werden. Bei den verwendeten mHypoA-2/10-Zellen handelt es
sich um eine hypothalamische Zelllinie der Maus, welche von Belsham et al. generiert wurde
(BELSHAM et al. 2009). Dabei ist es erstmals gelungen, Neuronen adulter Méduse zu immor-
talisieren. Bis dahin war das nur bei embryonalen Mausen moglich gewesen. Der Grund da-
fiir ist, dass adulte Neuronen im Gegensatz zu den Neuronen in der Entwicklung nicht mehr
proliferieren, was aber fiir die Immortalisierung mit Hilfe des SV40-T-Antigens notwendig
ist. Durch den Einsatz von CNTF wurde der adulten Maus die Neurogenese der primaren
Neuronen des Hypothalamus induziert, woraufhin die Zellen immortalisiert und kultiviert
werden konnten. Die entstandenen Klone wurden auf charakteristische Marker des Hypo-
thalamus, wie Neuropeptide und Rezeptoren, untersucht (BELSHAM et al. 2009). Die Klone
der mHypoA-Zellen ermdéglichten erstmals die Untersuchung von Signalkaskaden in adul-
ten Neuronen des Hypothalamus durch die Verwendung einer von Neuronen abstammen-
den Zelllinie. Bislang sind Experimente dieser Art nur in eingeschrankter Form in vivo, ex

vivo oder in situ moglich gewesen (BELSHAM et al. 2004; BELSHAM et al. 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mHypoA-2/10-Zellen mit einem 6xCRE-Luc-Reporter-
konstrukt transfiziert und selektioniert, um die Aktivierung und Rolle von CRE anhand ei-
nes Zellsystems untersuchen zu kénnen. Erstmals publiziert wurde die daraus resultierende
mHypoA-2/10-CRE-Zelllinie im Rahmen der Untersuchung der EGF-vermittelten Genex-
pression von SOCS-3 und TRH (BREIT et al. 2015). PVN-Neurone des Hypothalamus zeich-
nen sich durch den Besitz von MC3R, MC4R und YR aus (GERALD et al. 1996; KIM et al.
2000; SHUKLA et al. 2012). mHypoA-2/10-CRE-Zellen reagierten mit einer erhhten cAMP-

Akkumulation und einem Anstieg der CRE-Reporteraktivitit auf die Stimulation mit a-
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MSH. Die Erhéhung der CRE-Reporteraktivitit lief sich durch den Einsatz von HS024 ver-
mindern. In der eingesetzten Konzentration von 1 pM sprach die Inhibition durch HS024
tir ein Vorhandensein von MCR in mHypoA-2/10-CRE-Zellen. Da die CRE-Aktivierung
durch y-MSH erst ab einer Konzentration von 10 uM signifikant war, lief3en die Ergebnisse
die Annahme zu, dass mHypoA-2/10-CRE-Zellen MC4R exprimieren. Die Stimulation der
Zellen mit NPY fiihrte zu einer Abnahme der FSK-vermittelten cAMP-Akkumulation, sowie
zu einer Inhibition der a-MSH-vermittelten cAMP-Akkumulation und CRE-Reporterakti-
vitit. Die Resultate sprechen fiir eine Expression von YR. Die untersuchte Inhibition der a-
MSH-induzierten cAMP-Akkumulation und CRE-Reporteraktivierung durch NPY trug
dazu bei, weitere Mechanismen neben der NPY-induzierten Inhibition der a-MSH-
vermittelten CREB-Phosphorylierung aufzudecken, durch welche NPY den anorexigenen
Stimulus a-MSH im PVN regulieren kann (SARKAR UND LECHAN 2003). Durch die endogene
Expression von MC4R und YR konnten die mHypoA-2/10-CRE-Zellen als PVN-Neuronen-
ahnlich bezeichnet werden (GERALD et al. 1996; KIM et al. 2000; SHUKLA et al. 2012). Unter-
stiitzt wurde diese Annahme durch die gezeigte a-MSH-induzierte Erhohung der TRH-
mRNA-Expression und durch die bereits publizierte Aktivierung eines TRH-Reportergen-
konstrukts (BREIT et al. 2015). Dass mHypoA-2/10-CRE-Zellen eine gute Méglichkeit zur
Untersuchung CREB/CRE-abhingiger Signalkaskaden im Hypothalamus darstellen, zeigte
die Ubereinstimmung mit Daten aus in vivo Studien. Die Stimulation der Zellen mit Glucose
fihrte zu einer Erhéhung der CRE-Reporteraktivitit, was mit einer Inhibition der Nah-
rungsaufnahme in Verbindung steht, dazu passend fiihrte die intracerebroventrikuldre Gabe
von Glucose zu einer verminderten Nahrungsaufnahme bei Mausen (BADY et al. 2006; BREIT

et al. 2016).

Neben der nachgewiesenen Expression von YR und MC4R in mHypoA-2/10-CRE-Zellen,
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass ebenfalls G4-gekoppelte B2R exprimiert werden.
Der Nachweis erfolgte durch die Messung des Anstiegs der intrazellularen Ca?*-Konzentra-
tion nach Stimulation mit BK. Ebenso werden Gi.,-gekoppelte und Gq-gekoppelte 5-HTR

endogen exprimiert. Mit Hilfe der mHypoA-2/10-CRE-Zellen konnten erstmals G-, Gijo-
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und Gg-gekoppelte Rezeptoren im endogenen PVN-Neuronen-dhnlichen Zellmodell unter-
sucht werden. Durch die Expression von zwei verschiedenen Gq-gekoppelten Rezeptoren
(B2R und 5-HT:cR) bot sich sogar die Mdglichkeit, Signalkaskaden von unterschiedlichen
Gq-gekoppelten Rezeptoren miteinander zu vergleichen. Da mHypoA-2/10-CRE-Zellen so-
wohl Gy,- als auch Gg-gekoppelte 5-HTR exprimieren, ergibt sich fiir weitere Experimente
die Moglichkeit, die Interaktion und mogliche gegenseitige Regulation beider Rezeptorsub-

typen im endogenen Zellsystem genauer zu analysieren.

Im Gegensatz zu BK stand 5-HT, und dabei besonders der 5-HT,cR, schon lange im Fokus
der Appetitregulation (KENNETT UND CURZON 1988; KITCHENER UND DOURISH 1994;
MARTIN et al. 1998; SCHREIBER UND DE VRY 2002; XU et al. 2008). Befunde, die zeigten, dass
5-HT,cR knock-out Méause an Hyperphagie, Hyperglykamie, Insulinresistenz und Adipositas
erkrankten, verdeutlichen, welche Rolle der 5-HT,cR bei der Regulation des Appetits ein-
nimmt (TECOTT et al. 1995; NONOGAKI et al. 1998). Der 5-HT,cR dient als Zielstruktur fiir
den Wirkstoff Lorcaserin, der zur Behandlung von Adipositas eingesetzt wird (SMITH et al.
2009). Aus den Ergebnissen dieser Arbeit resultierte unter anderem eine Publikation, worin
mHypoA-2/10-CRE-Zellen als erste Zelllinie beschrieben wurde, die den 5-HT,cR endogen
exprimiert (LAUFFER et al. 2016). Durch die endogene Expression des 5-HT»cR in mHypoA-
2/10-CRE-Zellen ist die Untersuchung der direkten Wirkung von Lorcaserin auf appetitre-
gulierende Signalkaskaden im Zellsystem méglich und kann mafigeblich zum Verstindnis
der intrazellulairen Wirkmechanismen beitragen. Auf physiologischer Ebene wurde gezeigt,
dass eine einjdhrige Behandlung mit Lorcaserin zu einer Gewichtsreduktion von 5,8 %
fithrte, wihrend die Probanden mit einer Placebobehandlung 2,5 % Gewicht verloren
(ARONNE et al. 2014). Im Zeitraum dieser Arbeit war der Wirkstoff Lorcaserin leider nicht
kommerziell erhiltlich. Seitdem Lorcaserin aber fiir Experimente zur Verfiigung steht, wur-
den innerhalb der Arbeitsgruppe erste Daten erhoben, die zeigten, dass Lorcaserin in mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen CREB-Phosphorylierung induziert. Durch die Verfiigbarkeit von

Lorcaserin besteht die Méglichkeit, durch die Untersuchung intrazellularer Signalkaskaden
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die anorexigene Wirkung besser zu verstehen. In der Vergangenheit gestaltete sich die Un-
tersuchung von 5-HT,cR-abhédngigen Signalwegen im ZNS, aufgrund des technischen Prob-
lems, primédre Zellen aus dem ZNS von Miusen in grofle Mengen zu isolieren, als schwierig.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, dass mHypoA-2/10-CRE-Zellen nicht nur den
Gq-Protein-gekoppelten 5-HT,cR endogen exprimieren, sondern auch einen Gi-gekoppel-
ten 5-HTR. Dies wurde durch die Inhibition der FSK-vermittelten cAMP-Akkumulation

durch 5-HT gezeigt.

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass neben a-MSH auch BK in mHypoA-2/10-CRE-
Zellen den Transkriptionsfaktor CREB phosphoryliert und CRE-Reporteraktivitat stimu-
liert. Bislang beschrédnkte sich die Untersuchung der Liganden-vermittelten CREB-Phos-
phorylierung im Hypothalamus auf a-MSH und den MC4R (SARKAR et al. 2002; SARKAR
UND LECHAN 2003; CYR et al. 2013). Die Erkenntnis, dass es neben a-MSH mit BK noch ein
weiteres Hormon gibt, das im PVN zur Aktivierung von CREB/CRE fiithren kénnte, konnte
dazu beitragen die Komplexitit der Appetitregulation im Hypothalamus besser zu verstehen.
Fir die Analyse der Relevanz der neu entschliisselten BK-vermittelten Signalkaskade im
PVN wire es interessant, CREB-abhingige Gene zu untersuchen. Ein besonderer Fokus
sollte hierbei auf der moglichen BK-vermittelten Aktivierung von TRH liegen. So wiirde sich
eventuell neben a-MSH ein weiteres Hormon finden, das die TRH-Expression im Hypotha-
lamus iiber CREB/CRE aktiviert. Die Analyse der Signalkaskade konnte auflerdem neue
Moglichkeiten fiir die medikamentose Behandlung von Adipositas hervorbringen, da bis-
lang weder BK und noch der B2R Zielstrukturen von Therapieansitzen bei Fettleibigkeit
waren. B2R-Antagonisten finden hingegen Anwendung bei der Behandlung von hereditédren

Angioddemen (COLE UND LUNDQUIST 2013).

6.3 Korrelation zwischen der CREB-Phosphorylierung und der CRE-
Reporteraktivierung

mHypoA-2/10-CRE-Zellen ermdglichen die Untersuchung der Korrelation zwischen CREB

und CRE im von PVN-Neuronen abstammenden Zellsystem anhand endogen exprimierter
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Rezeptoren. Dies kommt einem physiologisch relevanten System néher als die Untersu-
chung von Uberexpressionssystemen. Der Transkriptionsfaktor CREB ist maf3geblich an ei-
ner Vielzahl zellularer Signalkaskaden beteiligt. Es sind tiber 300 Stimuli bekannt, die CREB
phosphorylieren kénnen, und tiber 4000 Gene besitzen CRE-Sequenzen in ihren Promoto-
ren (JOHANNESSEN et al. 2004; ZHANG et al. 2005). Besagte Gene sind in ihrer Funktion fiir
diverse biologische Funktionen, wie dem Metabolismus, der Transkription, der DNA-Repa-
ratur, aber auch bei der Regulation des Immunsystems oder der intrazelluldren Signalwei-
terleitung von Bedeutung (MAYR UND MONTMINY 2001). Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurde untersucht, ob es neben a-MSH noch weitere Hormone gibt, die in mHypoA-
2/10-CRE-Zellen CREB phosphorylieren kénnen. Dafiir wurden Hormone und Wachs-
tumsfaktoren ausgewdhlt, fiir die in anderen Zellsystemen oder im Zuge anderer Korper-
funktionen neben der Appetitregulation schon demonstriert wurde, dass sie CREB phospho-
rylieren konnen (XING et al. 1998; L1U et al. 2002; SWARTHOUT et al. 2002; ZHAO et al. 2002;
OURY et al. 2010; ISHIZUKA et al. 2014). Es wurde gezeigt, dass in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
sowohl a-MSH als auch BK, 5-HT und die drei Wachstumsfaktoren EGF, IGF und NGF
CREB phosphorylierten. Wenn man die Aktivierung des CREB-abhdngigen CRE-Reporters
betrachtet, so wiirde man erwarten, dass alle Liganden eine Reporteraktivitat induzieren,
weil z. B. fiir a-MSH postuliert wurde, dass die Phosphorylierung von CREB am Serin 133
mit einer CREB-abhingigen Genexpression einhergeht (LECHAN UND FEKETE 2006). Uber-
raschenderweise zeigte sich, dass nur a-MSH und BK CRE-Reporteraktivitit in mHypoA-
2/10-CRE-Zellen stimulieren konnten, wihrend 5-HT, EGF, IGF und NGF keinen Effekt
ausiibten. Die Phosphorylierung von CREB am Serin 133 korreliert nicht immer mit der
Aktivierung von CRE und ist somit nicht ausreichend, um eine CREB-abhéngige Genex-
pression zu induzieren (BONNI et al. 1995; THOMPSON et al. 1995; MAYR et al. 2001;
ROSETHORNE et al. 2008). Dass es bei der Liganden-vermittelten CREB/CRE-Aktivierung
auch zelluldre Unterschiede geben kann, zeigten die Ergebnisse, dass BK in SH-SY5Y-Zellen
iiber den B2R nur CREB phosphorylierte, jedoch nicht CRE aktivierte (ROSETHORNE et al.

2008). Im Gegensatz dazu fithrte BK in mHypoA-2/10-CRE-Zellen zu einer CREB-Phos-
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phorylierung und einer CRE-Aktivierung. Bei der SH-SY5Y-Zelllinie handelt es sich um hu-
mane Neuroblastomzellen aus dem Knochenmark, welche urspriinglich 1973 generiert wur-
den und seither als in vitro Modell zur Untersuchung neuronaler Funktionen und der Dif-

ferenzierung verwendet werden (BIEDLER ef al. 1973).

Im Vergleich zu den publizierten Daten von Lauffer et al. war in den Experimenten dieser
Arbeit keine 5-HT-vermittelte CRE-Reporteraktivierung festzustellen. Die, in der Publika-
tion beschriebene 5-HT-induzierte CRE-Reporteraktivitat, entsprach nur etwa der 1,2-fa-
chen basalen Reporteraktivitit. Im Vergleich dazu war die a-MSH- und BK-vermittelte Ak-
tivitdt des Reporters in dieser Arbeit etwa 10-fach erh6ht. Es lag moglicherweise an der Sen-
sitivitdt des Messsystems, weshalb im Rahmen dieser Arbeit keine 5-HT-vermittelte Repor-
teraktivitat ermittelt werden konnte. In der Publikation wurde fiir die Reportermessungen
eine hohere Zellzahl verwendet und mehr Luziferase-Substrat injiziert (LAUFFER et al. 2016).
Interessant wire zu untersuchen, ob die geringe Aktivierung von CRE ausreichend ist, um
die Expression von CREB-abhingigen Genen zu induzieren und ob 5-HT in mHypoA-2/10-
Zellen grundsitzlich zur Induktion besagter Gene fithrt. Dabei wire zum Beispiel die Ana-
lyse der CRH-Expression interessant, da bereits eine Erthohung der CRH-Freisetzung tiber
den 5-HT,cR im PVN demonstriert werden konnte und der CRH-Promoter eine Bindestelle
fur CREB enthalt (LEGRADI et al. 1997b; HEISLER et al. 2007). Die 5-HT-vermittelte Inhibi-
tion der FSK-induzierten cAMP-Akkumulation von 15 % + 3 sowie die Erthéhung der CREB-
Phosphorylierung nach 5 min um 280 % + 77 stimmten hingegen mit den publizierten Daten
tiberein (LAUFFER et al. 2016). Wurden zur Interpretation die Daten dieser Arbeit und der
Publikation zusammengefasst, so blieb die Korrelation zwischen der CREB-Phosphorylie-
rung und der CRE-Aktivierung fiir 5-HT unverhéltnisméafig. Wahrend 5-HT zu einer
CREB-Phosphorylierung von 280 % + 77 iiber dem basalen Phosphorylierungsstatus fiihrte,
so war die Reporteraktivitdt nur um etwa 20 % erhoht (LAUFFER et al. 2016). Im Vergleich
hierzu lag die CREB-Phosphorylierung durch a-MSH 119 % =+ 38 {iber dem Basalwert und
die Reporteraktivitit war um etwa 900 % erhoht. Fiir BK ergab sich neben der vergleichbaren

Starke der Reporteraktivierung sogar eine Phosphorylierung von 342 % + 124 iiber dem
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Phosphorylierungsstatus nativer Zellen. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte erwartet wer-
den, dass die 5-HT-vermittelte CRE-Reporteraktivierung dhnlich stark ist. In Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wurde in einem Uberexpressionssystem
tiber die Aktivierung von Gq-Proteinen durch das gastrin releasing peptide gezeigt, dass die
CREB-Phosphorylierung iiber ERK-1/2 nicht in einer Aktivierung von CRE resultierte

(FITZGERALD et al. 1999).

Der Vergleich der CREB-Phosphorylierung und der CRE-Reporteraktivierung durch ver-
schiedene Hormone zeigte, dass eine CREB-Phosphorylierung keinesfalls immer mit einer
CRE-Reporteraktivierung einhergeht, sondern dass zwischen beiden Ereignissen differen-

ziert werden und jedes Hormon gesondert betrachtet werden muss.

Im Folgenden werden mogliche Erklarungen erlautert, weshalb diese differenzierte Betrach-
tung der CREB-Phosphorylierung und der CRE-Aktivierung notwendig ist und wie unter-
sucht werden konnte, welches Ereignis zwischen einer CREB-Phosphorylierung und einer
CRE-Aktivierung unterscheiden kann. Mit Hilfe einer dominant-negativen CREB-Mutante
mit einer Punktmutation am Serin 133, die noch eine Dimerisierung von CREB und das
Binden an die DNA-Sequenz ermdglicht, kdnnte in weiteren Experimenten untersucht wer-
den, ob die Phosphorylierung tiberhaupt fiir die Erth6hung der CRE-Reporteraktivitat not-
wendig ist oder ob a-MSH und BK auch unabhéngig von dieser Modifikation agieren kon-
nen (GONZALEZ UND MONTMINY 1989; KWOK et al. 1994). Es ist ein bereits bekanntes Pha-
nomen, dass die Phosphorylierung von CREB nicht immer ausreichend ist, um eine CRE-
Reporteraktivitit oder Transkription eines CREB-abhingigen Zielgens zu induzieren

(BONNI et al. 1995; THOMPSON et al. 1995; MAYR et al. 2001; ROSETHORNE et al. 2008).

Es wird vielseitig diskutiert, was fiir eine Aktivierung von CREB/CRE notwendig ist. Ein da-
fir notwendiges zelluldres ,Event’ stellt die Dimerisierung von CREB dar, sonst kann die
Transkription des Zielgens nicht induziert werden (YAMAMOTO et al. 1988). Es wird sogar
angenommen, dass die Bildung eines Homodimers nicht ausreichend ist, sondern ein Hete-
rodimer tiber die bZIP-Region eines weiteren Proteins wie ATF-1 oder CREM geformt wer-

den muss. Bisher gibt es fiir diese Liganden-induzierte Heterodimerisierung jedoch keinen
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Nachweis (SHAYWITZ UND GREENBERG 1999). Weiterhin wird postuliert, dass die Bildung des
KID-KIX-Komplexes notwendig ist, damit die Transkription des Zielgens erfolgen kann.
Damit gemeint ist die Interaktion von CREB mit seinem Cofaktor CBP/p300. Viele Publika-
tionen zeigten, dass eine Stérung der Komplexbildung mit einer Inhibition der Genexpres-
sion verbunden ist (CARDINAUX et al. 2000; SHAYWITZ et al. 2000; BEST et al. 2004). Durch
die Verwendung eines publizierten Antiserums gegen den CREB-CBP-Komplex kénnte er-
mittelt werden, ob moglicherweise nur a-MSH und BK und nicht 5-HT, EGF, IGF und NGF
die Komplexbildung induzieren kdnnen (WAGNER et al. 2000). Die Annahme, dass moglich-
erweise die Starke der Phosphorylierung von CREB durch die Liganden fiir die Komplexbil-
dung mafigeblich ist, wurde durch die erhobenen Ergebnisse dieser Arbeit ausgeschlossen.
Sonst wire einerseits die a-MSH-induzierte CRE-Reporteraktivitit deutlich schwiacher ge-
wesen als die BK-induzierte Reporteraktivitdt, andererseits wére die durch 5-HT und die
Wachstumsfaktoren stimulierte Phosphorylierung deutlich schwécher ausgefallen, so dass
es fiir die CRE-Aktivierung nicht ausgereicht hitte. Weitere Experimente sprechen aber da-

tiir, dass der Phosphorylierungsstatus nicht entscheidend ist (MAYR UND MONTMINY 2001).

Neben der Dimerisierung und der Komplexbildung ist die DNA-Bindung von CREB mog-
licherweise der Grund, warum nicht alle Liganden, die CREB phosphorylieren kénnen, auch
CRE aktivieren konnen. Dass die Regulation von CREB komplex ist, zeigte sich auch an der
DNA-Bindung selbst. Wahrend die Phosphorylierung von CREB am Serin 133 die Affinitat
tir CREB an die CRE-Sequenz des Promoters von Somatostatin zu binden nicht verstérkte,
tithrte die Modulation von CREB aber zu einer erhohten Affinitét, an die CRE-Sequenz der
Tyrosinaminotransferase zu binden (WEIH et al. 1990). Die DNA-Bindung scheint also gen-
spezifisch reguliert zu werden. Andere Studien vermuten, dass die CREB-Phosphorylierung
sich auf die Bindung von CREB sowohl an symmetrische als auch an asymmetrische CRE-
Sequenzen verstarkend auswirkt (BULLOCK UND HABENER 1998). Ob die in dieser Arbeit un-
tersuchten Liganden einen Effekt auf die DNA-Bindung von CREB hatten, wurde nicht ana-
lysiert. Da man davon ausgeht, dass die DNA-Bindung von CREB fiir die Transkription des

Zielgens essentiell ist, wire es moglich, dass a-MSH und BK zu einer Bindung fiihren, weil
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beide Liganden CRE-Reporteraktivitit induzieren konnten und a-MSH sowohl die Expres-
sion von TRH als auch von c-Fos induzieren konnte. Ob durch 5-HT und die drei Wachs-
tumsfaktoren CREB an die DNA gebunden hat, wurde nicht untersucht, konnte aber eine
weitere Erklarung dafiir sein, warum diese vier Liganden eine sehr schwache oder keine

CRE-Reporteraktivitat induzieren konnten.

Neben der Interaktion mit CBP/p300 spielen auch die CRTC-Proteine, welche als Cofakto-
ren von CREB agieren, eine wichtige Rolle. CRTCs werden durch Dephosphorylierung ak-
tiviert und konnen an die bZIP Domine des CREB-Proteins binden, wodurch die Transkrip-
tion des Zielgens aktiviert wird (ALTAREJOS UND MONTMINY 2011; LUO et al. 2012). Es wird
angenommen, dass bei der Transkription einiger Zielgene die Bindung von CRTC2 ein De-
tizit von CBP/p300 kompensieren kann. Dieser kompensatorische Effekt von CRTC2 ist al-
lerdings nicht auf alle CREB-abhédngigen Gene iibertragbar (KASPER et al. 2010). Die Dele-
tion von CBP und p300 fiihrte teilweise aber auch zu einer Inhibition der Genexpression. Ob
die Transkription des Zielgens durch CRTCs unabhingig von CBP/p300 induziert werden
kann, hdngt von der Menge gebundenen CREB, der endogenen Menge CRTC2 und der An-
zahl an CRE-Sequenzen im Promoter des Gens ab (KASPER et al. 2010). Wie stark der Effekt
von CRTC auf die CREB-vermittelte Genexpression ist, wird kontrovers diskutiert
(SHAYWITZ UND GREENBERG 1999; MAYR UND MONTMINY 2001; ALTAREJOS UND MONTMINY
2011). Es steht jedoch fest, dass der knock-out von CRTC2 die Bindung von CREB an die
Promotersequenz vermindert und dass dieser Effekt reversibel ist, wenn CRTC2 wieder ex-
primiert wird (WANG et al. 2010). Unklar ist, wie die Interaktion von CRTC an CREB die
DNA-Bindung stirken kann. Es wird vermutet, dass entweder die Stabilisierung der bZIP-
Struktur der Grund ist oder durch weitere Kontakte zur DNA die Bindung verstarkt wird
(ALTAREJOS UND MONTMINY 2011). Versuchsergebnisse aus Uberexpressionsmodellen sug-
gerieren, dass CRTC keinen Einfluss auf die DNA-Bindung hat, sondern die Interaktion von

CREB mit TAFu130, einer Komponente von TFIID, erhéht wird (CONKRIGHT et al. 2003).

Dass CRTCs fiir die Regulation des Appetits und des Energiehaushalts von funktioneller Be-

deutung sind, ist bereits etabliert. CRTC1 knock-out Miuse zeigten eine Resistenz gegeniiber
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Leptin, sind hyperphagisch und iibergewichtig. Interessanterweise resultierte die Stimula-
tion von Zellen des ARC mit Leptin in einer Dephosphorylierung von CRTC1 und einer
Translokation in den Nukleus. Infolgedessen wurde die CREB-abhéngige Expression des an-
orexigenen Peptids CART induziert (ALTAREJOS et al. 2008). Infolge des Anstiegs der Blut-
glucose nach Nahrungsaufnahme wurde CRTC2 in hypothalamischen Zellen iiber die
AMPK dephosphoryliert und stellte einen essentiellen Bestandteil fiir die Antwort auf Glu-

cose im Hypothalamus dar (LERNER et al. 2009).

Es wire notwendig, in weiteren Experimenten zu untersuchen, ob nur a-MSH und BK und
nicht 5-HT, EGF, IGF und NGF die Dephosphorylierung der CRTC-Proteine stimulieren
konnen und ob dies der Grund fiir die Effekte auf die CRE-Reporteraktivitdt ist. CRTCs
konnten auch in einem CREB-Phosphorylierung-unabhédngigen Mechanismus die Aktivitat
erhohen (CONKRIGHT et al. 2003). Deshalb wire es denkbar, dass 5-HT und die drei Wachs-
tumsfaktoren trotz der starken Erhéhung des Phosphorylierungsstatus keinen dephospho-
rylierenden Effekt auf CRTC hatten und CRTC nicht an CREB binden konnte. Die Dephos-
phorylierung von CRTC nach Stimulation der Zellen konnte mit Hilfe eines phosphospezi-
fischen Antikorpers gegen CRTC im Immunoblot analysiert werden. Da sowohl iiber cAMP
als auch iiber Ca**-abhingiges Calcineurin die Translokation von CRTC in den Kern erfol-
gen kann, haben a-MSH und BK das Potential dafiir (SCREATON et al. 2004; WANG et al.
2010). Nur fiir a-MSH wurde bislang in GT1-7-Zellen gezeigt, dass tiber ERK-1/2 die als
Energiesensor dienende AMPK inhibiert wurde (DAMM et al. 2012). Uber die AMPK kén-
nen CRTC-Proteine moduliert werden, welche als Cofaktoren von CREB agieren kénnen
(Koo et al. 2005). In mHypoA-2/10-Zellen konnte mittels spezifischer siRNA gegen CRTC2
bereits gezeigt werden, dass sowohl fiir die Glucose- als auch fiir die a-MSH-induzierte CRE-
Reporteraktivitdit CRTC2 notwendig war, jedoch in einem individuellen Ausmaf} (BREIT et
al. 2016). In Neuronen des Hippocampus zeigte der knock-down von CRTCI mittels spezi-
fischer siRNA, dass CRTCI1 fiir die Regulation einer Vielzahl CREB-abhéngiger Gene not-
wendig ist (CH'NG et al. 2012). Bislang sind keine Verbindungen zwischen BK und CRTC

bekannt. Mittels CRTC-spezifischer Antikorper sollte in der Immunfluoreszenz visualisiert
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werden, welche Hormone die Translokation von CRTC in den Nukleus begiinstigen - ein

notwendiges Ereignis fiir die CREB-Aktivierung (BITTINGER et al. 2004).

Erstmals wurden auch CREB-defiziente PVN-Neurone in Mdusen in vivo untersucht
(CHIAPPINI et al. 2011). Aufgrund der aktuellen Befunde aus der Literatur wiirde man erwar-
ten, dass die Tiere adipds und hyperphagisch waren, vergleichbar mit MC4R-defizienten
Maiusen, da die Vermittlung des anorexigenen Stimulus iiber den MC4R und CREB nicht
mehr existierte (HUSZAR et al. 1997; VAISSE et al. 1998; YASWEN et al. 1999; CHALLIS et al.
2004). Interessanterweise waren CREB knock-out Mause zwar adipds, jedoch resultierte die-
ser Phanotyp nicht aus Hyperphagie, sondern aus einer Verminderung des Energiever-
brauchs und einer Einschrinkung beim Aufrechterhalten der Kdrpertemperatur (CHIAPPINI
et al. 2011). Wahrend gezeigt wurde, dass a-MSH keinen Einfluss auf die gesunde Korper-
temperatur von Ratten hatte, so hatte es aber einen antipyretischen Effekt und somit wiede-
rum einen Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Kérpertemperatur (VILLAR ef al. 1991).
Die MC4R-vermittelten Signalwege im PVN blieben von dem CREB knock-out unbeein-
flusst. Nach der Injektion eines MC4R-Agonisten nahm die Nahrungsaufnahme in knock-
out Mausen und Wildtyp-Mausen ab. Auflerdem blieb die HPT-Achse vom CREB-Defizit
unbeeinflusst, die TRH-, T3- und T4-Level waren vergleichbar mit den Ergebnissen der
Wildtyp-Tiere (CHIAPPINI ef al. 2011). Die Erkenntnisse aus dieser Publikation suggerieren,
dass die a-MSH-vermittelte Signalkaskade in PVN-Neuronen iiber den MC4R unabhingig
von CREB sein konnte. Mit Hilfe einer dominant-negativen CREB-Mutante sollte in weite-
ren Experimenten untersucht werden, ob in mHypoA-2/10-CRE-Zellen die a-MSH-indu-

zierte TRH- und c-Fos-Expression durch den knock-down von CREB inhibiert werden kann.

6.4 CREB- und CRE-regulierende Kinasen im PVN

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der detaillierten Untersuchung der a-MSH-induzierten
CREB/CRE-Aktivierung im Hypothalamus, die zu einer CREB-abhidngigen Genexpression
fithren sollte. Unterstiitzend konnte fiir bereits bekannte Daten bestdtigt werden, dass a-
MSH im Hypothalamus CREB phosphoryliert (HARRIS et al. 2001; SARKAR et al. 2002). Au-

flerdem konnte gezeigt werden, dass durch a-MSH CRE-Reporteraktivitit induziert wird,
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dies war bislang nur im rekombinanten Zellsystem und in GT1-7-Zellen gezeigt worden
(BREIT et al. 2006; DAMM et al. 2012). Dabei waren die Daten der GT1-7-Zellen mittels tran-
sienter Reportermessungen erhoben worden und die Signalstirke war eher gering ausgefal-
len (DAMM et al. 2012). Ohne experimentelle Bestitigung wurde bislang davon ausgegangen,
dass a-MSH tiber den G,-gekoppelten MC4R im PVN durch die cAMP-abhéngige Aktivie-
rung der PKA CREB phosphoryliert (SARKAR et al. 2002; SARKAR UND LECHAN 2003; LECHAN
UND FEKETE 2006; CARUSO et al. 2010; CARUSO et al. 2012; CYR UND BOUKADOUM 2013;
RAMIREZ et al. 2015). Die vorliegende Arbeit erbrachte mit Hilfe chemischer Inhibitoren
erstmals den experimentellen Nachweis, ob PKA in die a-MSH-vermittelte CREB/CRE-Ak-
tivierung involviert ist. Uberraschenderweise war die Rolle der PKA dabei deutlich geringer
als bisher angenommen. Mit Hilfe der drei strukturell unterschiedlichen PKA-Inhibitoren
KT5720, A812511 und rp-Br-cAMPs konnte in mHypoA-2/10-CRE-Zellen nur eine Inhibi-
tion von durchschnittlich 20 % der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivitat festgestellt
werden. Zusitzlich konnte in hypothalamischen GT1-7- und in HEK-293-MC4R-Zellen
durch die drei PKA-Inhibitoren gezeigt werden, dass die PKA bei der a-MSH-vermittelten
CRE-Reporteraktivierung keine Rolle spielt. Durch den Einsatz von drei PKA-Inhibitoren
und drei Zelllinien, wovon zwei endogen den murinen MC4R exprimieren und eine Zelllinie
den humanen MC4R stabil exprimiert, lassen sich inhibitorspezifische und zelltypspezifische
Effekte nahezu vollstandig ausschlieflen. In mHypoA-2/10-CRE-Zellen wurde auflerdem ge-
zeigt, dass die a-MSH-vermittelte CREB-Phosphorylierung nicht von KT5720 blockiert
wurde. Die Ergebnisse erlauben die Aussage, dass die Rolle von PKA bei der MC4R-vermit-
telten CREB/CRE-Aktivierung gering ist und die PKA nicht die entscheidende Kinase dieser

Signalkaskade sein kann.

Als mogliche Kinasen, die anstelle der PKA iiber a-MSH die Phosphorylierung von CREB
modulieren konnten, riickten ERK-1/2 in den Fokus, da bereits bekannt war, dass die Kina-
sen ERK-1/2 iiber den MC4R moduliert werden konnen (SUTTON et al. 2005; DAMM et al.
2012; RAMIREZ et al. 2015). Auflerdem gehoren ERK-1/2 zu den Kinasen, die auch den Tran-

skriptionsfaktor CREB phosphorylieren konnen (SUTTON et al. 2004; SUTTON et al. 2005).
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Hier konnte gezeigt werden, dass in mHypoA-2/10-CRE-Zellen die a-MSH-induzierte
Phosphorylierung von CREB durch den Einsatz des Inhibitors PD184352 blockierbar war
und KT5720 keinen signifikanten Effekt hatte. Im Zuge dieser Arbeit hat sich herausgestellt,
dass ERK-1/2 nicht nur in Bezug auf das Hormon a-MSH eine zentrale Rolle bei der CREB-
Phosphorylierung im PVN einnehmen, sondern es konnte auch gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung durch 5-HT, EGF, IGF und NGF in mHypoA-2/10-CRE-Zellen durch
den Einsatz des MEK-1/2-Inhibitors PD184352 blockierbar war. Wenn man davon ausgeht,
dass ERK-1/2 die einzigen bekannten physiologischen Substrate der MEK-1/2 sind, dann
lassen die Ergebnisse auf eine ERK-1/2-Abhdngigkeit der CREB-Phosphorylierung durch
genannte Liganden schlieflen (ROSKOSKI 2012). Fiir a-MSH konnte im Zuge dieser Arbeit
tir mHypoA-2/10-CRE- und fiir HEK-293-MC4R-Zellen demonstriert werden, dass auch
die CRE-Reporteraktivitdt iiber die ERK-1/2 moduliert wurde. Besonders hervorzuheben ist
dabei, dass nur die a-MSH-induzierte ERK-1/2-Phosphorylierung neben der Modulation
von CREB in einer Erh6hung der CRE-Reporteraktivitit resultierte. ERK-1/2 kénnen also
in hypothalamischen Zellen iiber G,-gekoppelte Rezeptoren, in diesem Fall MC4R, tiber 5-
HTR (Gio und/oder Gy) und tiber RTK aktiviert werden und CREB phosphorylieren. Die
daraus hervorgehende Phosphorylierung von CREB fiihrt aber nur im Fall von a-MSH zu

einer Aktivierung CRE-abhingiger Genexpression.

Um diese Diskrepanz zu klaren, muss postuliert werden, dass ERK-1/2 zwischen den Hor-
monen unterscheiden konnen, die zu ihrer Aktivierung fithren. Es besteht die Moglichkeit,
dass die Starke der ERK-1/2-Phosphorylierung iiber den Effekt entscheidet. Da die 5-HT-
vermittelte ERK-1/2-Phosphorylierung (Abbildung 5.42) im Vergleich zur Phosphorylie-
rung durch a-MSH (Abbildung 5.36) nach 2,5 min Stimulationszeit in mHypoA-2/10-CRE-
Zellen starker war, ldsst sich die Starke der Phosphorylierung wohl als Grund dafiir aus-
schlieflen, dass nur die a-MSH-induzierte CREB-Phosphorylierung in einer Aktivierung von

CRE resultiert.
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Interessanter ist jedoch der Vergleich der Linge der ERK-1/2-Phosphorylierung durch a-
MSH und 5-HT. Es féllt auf, dass die Phosphorylierung von ERK-1/2 durch a-MSH im Zeit-
raum der 30 min Stimulationszeit langsam abfiel, wihrend die Phosphorylierung durch 5-
HT transient und bereits nach 10 min Stimulation nicht mehr detektierbar war. Bei der
CREB-Phosphorylierung war der Unterschied geringer, jedoch fillt auch hier auf, dass die
5-HT-vermittelte CREB-Phosphorylierung von 10 zu 20 min Stimulationszeit stark ab-
schwicht wurde, wihrend dieser Abfall bei a-MSH sanfter war. Die unterschiedliche Kine-
tik, besonders bei der ERK-1/2-Phosphorylierung, konnte fiir eine Beteiligung von 3-Arres-
tinen sprechen (REITER UND LEFKOWITZ 2006). Neben den G-Proteinen stellen B-Arrestine
und G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) bedeutende Proteinfamilien dar, die mit
der aktiven Form von GPCRs interagieren (LEFKOWITZ UND SHENOY 2005). Wahrend {3-Ar-
restinen und GRKSs zunéchst nur eine Beteiligung bei der Desensitisierung, Degradation und
Internalisierung von GPCRs zugeordnet wurde, so wurden immer mehr Signalkaskaden ent-
deckt, in denen B-Arrestine und GRKs funktionell beteiligt sind (REITER UND LEFKOWITZ
2006). Sie fungieren dabei als scaffold-Proteine (Geriistproteine) im Cytoplasma der Zelle
und sorgen fiir die Vermittlung von Proteinkomplexen. Neben der Rekrutierung von Prote-
inen konnten scaffold-Proteine dazu beitragen, Proteinkomplexe zu stabilisieren und vor
Phosphatasen zu schiitzen und sie bestimmen die Translokation von Komponenten der Sig-
nalkaskade (SHAUL UND SEGER 2007). Eine Vielzahl von Interaktionen zwischen {3-Arrestin
und ERK-1/2 und anderen Mitgliedern der MAPK ist bekannt (MORRISON UND DAVIS 2003;
SHAUL UND SEGER 2007). Die Interaktion von ERK-1/2 mit scaffold-Proteinen wie 3- Arrestin
kann dazu beitragen eine Signalspezifitat in Abhdngigkeit des GPCR-Agonisten zu vermit-
teln (SHAUL UND SEGER 2007). Fiir die Stimulation des Angiotensin AT1a-Rezeptors wurde
gezeigt, dass die Interaktion von B-Arrestin mit ERK-1/2 dazu fiihrt, dass phosphorylierte
ERK-1/2 weniger in den Kern translokalisieren und eher im Cytoplasma der Zelle verbleiben
(TOHGO et al. 2002). Fiir den B2-Adrenorezeptor ist im Gegensatz dazu bekannt, dass die
Interaktion von -Arrestin mit der fy-Untereinheit des Rezeptors zu einer erhohten Trans-
lokalisation von ERK-1/2 in den Nukleus beitridgt (KOBAYASHI et al. 2005). Da CREB vor-

wiegend im Nukleus lokalisiert ist (CARLEZON et al. 2005), wire fiir die MC4R-vermittelte
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CREB-Phosphorylierung und CRE-Aktivierung die verstirkte Translokation von ERK-1/2
mittels B-Arrestin denkbar. Charakteristisch fiir eine B-Arrestin-vermittelte ERK-1/2-Phos-
phorylierung ist, dass sie im Vergleich zur G-Protein-vermittelten Phosphorylierung lang-
samer und langanhaltender ist (REITER UND LEFKOWITZ 2006). Dieses typische Merkmal
konnte fiir die a-MSH-vermittelte Phosphorylierung von ERK-1/2 Riickschliisse auf eine
Beteiligung von P-Arrestinen zulassen, da diese Phosphorylierung im Vergleich zur tran-
sienten Phosphorylierung durch 5-HT langanhaltend ist. Wenn B-Arrestin an der a-MSH-
vermittelten ERK-1/2-Phosphorylierung iiber EPAC beteiligt ist, dann konnte dies der
Grund sein, warum trotz einer ERK-1/2- und CREB-Phosphorylierung nur a-MSH und
nicht 5-HT zu einer CRE-Aktivierung fiihrten bzw. die CRE-Aktivierung durch 5-HT nur
sehr schwach war. B-Arrestin wurde bei der Stimulation des $1-Adrenorezeptors bereits als
scaffold-Protein fiir EPAC identifiziert (MANGMOOL et al. 2010). Es wurde auflerdem gezeigt,
dass B-Arrestin an der Komplexbildung von p300 an CREB am Promoter der Gene c-Fos
und p27 nach Stimulation des §-Opiodrezeptors beteiligt war. Zusétzlich trug es zu einer
Verstirkung der Acetylierung von Histon H4 bei und das resultierte in einer Erh6hung der
Genexpression (KANG et al. 2005). In Kapitel 6.3 wurde bereits diskutiert, dass die Komplex-
bildung zwischen CREB und CBP/p300 fiir die Transkription des Zielgens notwendig ist
(CARDINAUKX et al. 2000; SHAYWITZ et al. 2000; BEST et al. 2004). In weiteren Experimenten
konnte durch den Einsatz von siRNAs gegen [3-Arrestin untersucht werden, ob das scaffold-
Protein fiir die a-MSH-vermittelte CRE-Aktivierung notwendig ist. Eine Verbindung zwi-
schen dem MC4R und Arrestin im Hypothalamus ist bei der AgRP- und a-MSH-induzierten
Endozytose des Rezeptors bereits bekannt (BREIT et al. 2006). Zusitzlich wire es interessant
die Kinetik der ERK-1/2-Phosphorylierung von EGF, IGF und NGF zu analysieren, da diese
Wachstumsfaktoren vergleichbar zu 5-HT zu einer starken CREB-Phosphorylierung fiihr-

ten, jedoch nicht zu CRE-Aktivierung.

Unter Beachtung der verschiedenen Ereignisse, die neben der Phosphorylierung von CREB
tiir die Aktivierung des Transkriptionsfaktors notwendig sind, wie die Dimerisierung, DNA-

Bindung und Bindung von Cofaktoren wie CBP/p300 und CRTC, so muss durch die ERK-
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1/2 bestimmt werden konnen, welches Ereignis eintritt. Um signalspezifisch auf die GPCR-
Aktivierung antworten zu konnen, kénnen auch cross-talks mit anderen Signalkaskaden die
Ursache sein, weshalb nur die a-MSH-induzierte ERK-1/2-Phosphorylierung zu einer Akti-
vierung von CRE fiihrte. So konnte z. B. die a-MSH-vermittelte Dephosphorylierung der
AMPK und eine moglicherweise daraus resultierende Dephosphorylierung von CRTC eine
Rolle spielen, zumal der knock-down von CRTC2 durch siRNA zu einer Inhibition der a-
MSH-induzierten CRE-Reporteraktivitit in mHypoA-2/10-CRE-Zellen fiithrte (KOO et al.
2005; DAMM et al. 2012; BREIT et al. 2016). Wie vielseitig die ERK-1/2-vermittelte Regulation
von CREB sein kann, zeigt die Tatsache, dass iiber ERK-1/2 CREB sowohl positiv als auch
negativ stimuliert werden kann (WANG et al. 2003; XIA et al. 2015). Im Falle der Inhibition
der CREB-Phosphorylierung handelt es sich um eine Folge langanhaltender ERK-1/2-Phos-
phorylierung in humanen Leberkarzinomzellen nach Stimulation mit einem Cdc25A-Phos-

phatase-Inhibitor (WANG et al. 2003).

Fiir das Hormon BK konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nur eine CREB-Phosphory-
lierung und CRE-Aktivierung im hypothalamischen Zellsystem gezeigt werden, durch die
Verwendung des chemischen Inhibitors BIM-X konnte die PKC als CREB-modulierende
Kinase analysiert werden. Im Lungenperfusionsmodell, in Neuronen des Grofshirns, in Neu-
roblastomzellen und Adipozyten wurde die PKC bereits als CREB-modulierende Kinase stu-
diert (THONBERG et al. 2002; LI et al. 2006; MAO et al. 2007; ROSETHORNE et al. 2008). In
Neuroblastomzellen resultierte die PKC-abhédngige CREB-Phosphorylierung durch BK je-
doch nicht in einer Induktion der CRE-Reporteraktivitdt (ROSETHORNE et al. 2008). Um die
BK-vermittelte Signalkaskade zu vervollstindigen, wére es sinnvoll zu tiberpriifen, welche
Rolle PLCP bei der CREB/CRE-Aktivierung spielt. Dafiir konnte der chemische PLCB-Inhi-
bitor U73122 eingesetzt werden. Ein Zusammenhang zwischen PLCP und dem B2R wurde
bereits in HeLa-Zellen beschrieben (CHOI et al. 2010). Fiir den Fall, dass die PLCP und Ca?*
als second messenger an der BK-vermittelten CREB/CRE-Aktivierung iiber PKC beteiligt

sind, ergibt sich das in Abbildung 6.1 dargestellte Modell. In dieser Arbeit wurde bereits un-
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tersucht, dass die BK-vermittelte CREB-Phosphorylierung nicht durch den ERK-1/2-Inhi-
bitor blockierbar war und somit im Fall von BK ERK-1/2 nicht als verbindende Kinase zwi-

schen PKC und CREB fungierte.

5-HT BK

5-HT,cR ” H ﬂ B2R ” | ”
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Abbildung 6.1: Modell der CRE-abhingigen Genexpression iiber den 5-HT2CR und B2R in mHypoA-2/10-CRE-Zellen

</

Passend dazu wurde zur Erweiterung der 5-HT-vermittelten Signalkaskade publiziert, dass
in den mHypoA-2/10-CRE-Zellen iiber den 5-HT,cR durch die PKC die Phosphorylierung
von ERK-1/2 vermittelt wurde, was wiederum zur Phosphorylierung von CREB fiihrte
(LAUFEER et al. 2016). Auflerdem wurde gezeigt, dass die 5-HT-vermittelte CRE-Reporter-
aktivierung tiber den 5-HT,cR PLCpB-abhédngig war (LAUFFER et al. 2016). Diese Abhéngig-
keit sollte in weiteren Experimenten fiir die CREB-Phosphorylierung tiberpriift werden. Das
Modell der 5-HT-vermittelten CRE-Aktivierung wird ebenfalls in Abbildung 6.1 ersichtlich.
Es bleibt jedoch zu erwéhnen, dass die 5-HT-vermittelte CRE-Reporteraktivierung (LAUFFER
et al. 2016) deutlich schwicher war, als die durch BK-induzierte Aktivierung. Bei der 5-HT-
vermittelten Signalkaskade stand der 5-HT,cR im Fokus, obwohl auch der 5-HT1sR in den

mHypoA-2/10-CRE-Zellen endogen exprimiert wird. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
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nur der 5-HT,cR-Agonist WAY161503 und nicht der 5-HTzR-Agonist CP94253 CRE-Re-

porteraktivitdt induzierte (LAUFFER et al. 2016).

6.5 EPACals neues,Target’des MC4R

Erst 1998 wurde mit den EPAC-Proteinen eine neue Zielstruktur identifiziert, womit cAMP-
abhingige und PKA-unabhingige Signalkaskaden erkldrt werden konnten (DE ROOIJ et al.
1998; KAWASAKI et al. 1998). Da fiir die a-MSH-vermittelte CREB/CRE-Aktivierung im Hy-
pothalamus bislang angenommen wurde, dass der cAMP-abhéngige Signalweg tiber PKA
reguliert wird, war es iiberraschend, dass die PKA-Inhibitoren keinen Einfluss auf die CREB-
Phosphorylierung und CRE-Aktivierung hatten und sich die ERK-1/2 als zentrale Kinasen
tir die CREB-Phosphorylierung in mHypoA-2/10-CRE-Zellen herausstellten. Durch die
Verwendung der EPAC-Inhibitoren ESI-09 und HJC0197 konnte in den drei Zelllinien
mHypoA-2/10-CRE, GT1-7 und HEK-293-MC4R iibereinstimmend gezeigt werden, dass
die a-MSH-induzierte CRE-Reporteraktivitdt vollstaindig von EPAC abhéngig war. In mHy-
poA-2/10-CRE-Zellen konnte durch ESI-09 auflerdem die CREB- und die ERK-1/2-Phos-
phorylierung durch a-MSH signifikant reduziert werden. Das lasst die Vermutung zu, dass
es sich bei ERK-1/2 um die CREB-modulierende Kinase handelt, die iber EPAC aktiviert
wird. Diese Verbindung konnte bislang nur in nicht-hypothalamischen Zellsystemen gezeigt
werden und hatte keinen Bezug zu a-MSH (PARK et al. 2014; VITALI et al. 2014). Dass auch
die a-MSH-induzierte CRE-Reporteraktivitdt in mHypoA-2/10-CRE-Zellen durch EPAC-
und ERK-1/2-Inhibitoren blockierbar war, ist ein unterstiitzender Befund fiir diese These,
dass ERK-1/2 die Kinasen in der Signalkaskade downstream von EPAC und upstream von
CREB darstellen konnten. Dabei handelt es sich um die erstmalige Verbindung von

EPAC/ERK-1/2/CREB im Hypothalamus.

Kritisch einzuschitzen waren bei der Verwendung der EPAC-Inhibitoren die beschriebenen
unspezifischen und denaturierenden Eigenschaften (REHMANN 2013). Um unspezifische Ef-
fekte der beiden EPAC-Inhibitoren auszuschlieflen wurde gezeigt, dass beide Inhibitoren

weder die Serum-vermittelte CRE-Reporteraktivierung, noch die BK-vermittelte Ca**-Frei-
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setzung signifikant modulierten. Auflerdem wurde durch ESI-09 die a-MSH- und FSK-in-
duzierte cAMP-Akkumulation nicht beeintrachtigt. In einer weiteren Publikation wurde
ebenfalls den unspezifischen Eigenschaften der Inhibitoren widersprochen, beim Einsatz
von denen in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von ESI-09 und HJC0197-struk-
turverwandter Inhibitoren (ZHU et al. 2015). Besonders ESI-09 wird zunehmend haufiger
zur Untersuchung der biologischen Rolle von EPAC eingesetzt (ALMAHARIQ et al. 2013;
MEDIERO et al. 2014; PRATT et al. 2016; SINGHMAR et al. 2016). In den GT1-7-Zellen sprach
die Inhibition der a-MSH-induzierten CRE-Reporteraktivitit durch ESI-05 dafiir, dass der
EPAC2-Subtyp am Signalweg beteiligt war, wiahrend das Signal in den mHypoA-2/10-CRE-
und den HEK-293-MC4R-Zellen nicht signifikant beeinflusst wurde. Die Spezifitit von ESI-
05 fiir den EPAC2-Subtyp wurde untersucht (TSALKOVA et al. 2012). Die Erkenntnisse lassen
die Vermutung zu, dass zwar die MC4R-vermittelte CRE-Aktivierung von EPAC abhingig
ist, es jedoch zelltyp-spezifische Unterschiede des beteiligten EPAC-Subtyps gibt. Um das
neu entwickelte Modell der a-MSH-vermittelten CREB/CRE-Aktivierung iiber den MC4R
zu bestétigen, wire die Verwendung von siRNAs gegen die EPAC-Subtypen eine Option fiir
weitere Experimente und wurden bereits im Laufe dieser Arbeit getestet. Dafiir wurden die
gleichen Elektroporationsbedingungen gewéhlt, wie auch bei der Transfektion der siRNA
gegen RaplA, jedoch hatte die siRNA keinen Effekt auf die a-MSH-vermittelte CRE-Repor-
teraktivitdt. Die Ursache dafiir konnte die geringe Transfektionseffizienz gewesen sein, da
auch bei der Transfektion mit der Rapl1 A-siRNA nur eine schwache Inhibition der Protein-
expression erreicht wurde und diese moglicherweise im Fall von EPAC nicht fiir einen Effekt
auf Ebene der CRE-Reporteraktivierung ausreichend war. Es sollte neben der Optimierung
der siRNA-Transfektion mit Hilfe geeigneter Primer und qPCR untersucht werden, welcher
EPAC-Subtyp vorkommt oder ob EPACI und EPAC2 in den jeweiligen Zellen exprimiert
werden. Besonders fiir die mHypoA-2/10-CRE- und HEK-293-MC4R-Zellen wire es inte-
ressant zu analysieren, ob der fehlende Effekt von ESI-05 darauf beruht, dass EPAC2 nicht

exprimiert wird oder trotz Prasenz nicht beteiligt ist.

Die Funktionen von EPAC sind sehr vielseitig. Es gibt diverse Verbindungen zwischen

EPAC und der Appetitregulation/Energiechomdostase, ein besonderer Fokus liegt dabei auf
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der Regulation des Leptin- und Insulinhaushalts (CHEPURNY et al. 2009; KELLEY et al. 2009;
YAN et al. 2013; ALMAHARIQ et al. 2014). EPAC1 knock-out Tiere zeigten ein vergleichbar
mit MC4R knock-out Mausen erhohtes Korpergewicht aufgrund von vermehrter Nahrungs-
aufnahme und des metabolischen Syndroms (BALTHASAR et al. 2005; KAI et al. 2013). Inte-
ressanterweise wurde im Gegensatz dazu beschrieben, dass EPAC1-defiziente Méuse gegen-
tiber Adipositas aufgrund fettreicher Nahrung resistenter waren, ebenso gegeniiber Hyper-
leptindmie und Glucoseintoleranz (YAN et al. 2013). Bislang wurde jedoch keinerlei Verbin-
dung zwischen dem MC4R und EPAC gezeigt. Nimmt man an, dass die a-MSH-vermittelte
CREB-Phosphorylierung und CRE-Aktivierung iiber den MC4R im PVN wie gezeigt EPAC-
abhéngig ist, so wiirde man erwarten, dass EPAC knock-out Tiere mehr Nahrung zu sich
nehmen, da ihnen eine anorexigene Signalkaskade fehlt und sie deshalb iibergewichtig bzw.
adip0s sind. Bei knock-out Modellen eines EPAC-Subtyps wire es denkbar, dass der knock-
out moglicherweise durch den anderen, noch intakten Subtyp, funktionell kompensiert wird.
Die unterschiedlichen in vivo Phidnotypen von EPAC1 knock-out Médusen von Kai et al. und
Yan et al. konnten durch die zelltypspezifischen Funktionen von EPAC erklart werden. Im
ARC resultiert aus der cAMP/EPAC-vermittelten Inhibition von Leptin eine orexigene Wir-
kung, wahrend tiber den MC4R in Neuronen des PVN ein anorexigener Effekt vermittelt

wird (KAl et al. 2013; YAN et al. 2013).

Diejenigen Signalkaskaden, in die EPAC involviert ist, konnen nicht nur zelltypspezifisch
sein, sondern die Rolle der Subtypen kann sich unterscheiden, wie es beispielsweise bei der
Insulinsekretion in pankreatischen -Zellen ist. Inkretine wie GLP-1 initiieren iiber die PLCe
und EPAC2 die Freisetzung von Ca** aus intrazellularen Calciumspeichern, was zu einer
Ca*-induzierten Calciumfreisetzung fithrt (CICR) (KANG et al. 2003; HoLz 2004;
HATAKEYAMA et al. 2007). Durch die EPAC2-vermittelte Freisetzung von Ca** werden mi-
tochondriale Dehydrogenasen aktiviert, welche die ATP-Konzentration im Cytoplasma er-
hohen. Darauthin werden ATP-sensitive K*-Kanile geschlossen, die Zellmembran depolari-
siert und extrazelluldres Ca** gelangt in die Zelle. Dieser Einstrom triggert die Fusion von

insulinhaltigen Vesikeln mit der Zellmembran und die Exozytose des Hormons (HOLZ 2004;
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PARNELL et al. 2015). Im Gegensatz dazu ist EPACI nicht fiir die Inkretin-vermittelte Insu-
linsekretion notwendig, sondern fiir die Glucose-induzierte Insulinfreisetzung (KAI et al.

2013; PARNELL et al. 2015).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit bieten die Moglichkeit, EPAC als Zielstruktur fiir eine neue,
medikamentdse Behandlung von Adipositas in Betracht zu ziehen, wenn sich die Rolle von
EPAC im Zellsystem auf in vivo Experimente tibertragen ldsst. So konnte beispielsweise die
spezifische Aktivierung von EPAC im Hypothalamus anorexigene Effekte zur Folge haben.
EPAC im PVN konnte als direkte Zielstruktur dienen. Bislang wurden Therapien nur auf
Ebene des MC4R getestet (FANI ef al. 2014). Aufgrund unspezifischer Bindungen an weitere
MCR und schwerer Nebenwirkungen waren die MC4R-Agonisten fiir den Einsatz als Medi-
kament nicht erfolgreich (WESSELLS et al. 2000; HANSEN et al. 2005; KIEVIT et al. 2013; FANI
et al. 2014). Es sollte bedacht werden, welcher EPAC-Subtyp als Zielstruktur relevant ist.
Dies wird deutlich, wenn man beachtet, dass beim Einsatz von GLP-1-Analoga zur Behand-
lung von Diabetes mellitus Typ 2 potentielle Nebenwirkungen und Folgeerkrankungen wie
Pankreatitis oder Pankreaskarzinome auf der unspezifischen Aktivierung von EPAC1 und
EPAC2 beruhen. Da gezeigt wurde, dass der EPAC2-selektive Inhibitor die Insulinfreiset-
zung in pankreatischen Zellen inhibieren kann, wire es eventuell ausreichend, nur EPAC2
bei der medikamentdsen Behandlung zu aktivieren, da die gleichzeitige Aktivierung von
EPAC1 mit der Ausbildung pankreatischer Erkrankungen in Verbindung stehen konnte

(LORENZ et al. 2008; HENQUIN UND NENQUIN 2014; PARNELL et al. 2015).

Die maf3gebliche Rolle von EPAC scheint sich nicht nur auf den MC4R-Subtyp zu beschran-
ken. Der MCIR ist sowohl bei der Pigmentierung der Haut als auch bei der Antwort von
Melanozyten auf UV-Strahlung und bei der Entstehung von Melanomen beteiligt (IM et al.
1998; STURM 2002; GOLDSTEIN et al. 2005). In der, aus dieser Arbeit resultierenden Publika-
tion, wurde untersucht, dass a-MSH in B16F10-Zellen, wobei es sich um murine Melanom-
zellen mit endogenen MCIR handelt, EPAC-abhdngig und PKA-unabhingig die CRE-Re-

porteraktivitdt erhohte (GLAS et al. 2016).
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Als wichtigstes Element zwischen EPAC und ERK-1/2 kénnte Rap1A agieren. Fiir die Ver-
bindung EPAC/Rapl1A/ERK-1/2 spricht, dass es sich bei Rapl A um ein Substrat von EPAC
handelt (MAILLET et al. 2003) und die chemische Inhibition sowie der knock-down von
RaplA mittels siRNA zu einer Abnahme der a-MSH-vermittelten CRE-Reporteraktivitit in
mHypoA-2/10-CRE-Zellen fiihrten. Es sollte untersucht werden, ob neben der CRE-AKkti-
vierung durch a-MSH auch die ERK-1/2- und CREB-Phosphorylierung von Rap1A abhin-
gig sind. Eine Abhingigkeit von Rap und ERK-1/2 konnte bereits in einigen Zellsystemen
gezeigt werden, ein Zusammenhang mit EPAC oder im Hypothalamus wurde bislang aber
nicht analysiert (VOSSLER et al. 1997; YORK et al. 1998; BOUSCHET et al. 2003; TRUMPER et al.

2005; WANG et al. 2006).

6.6 Rolle von EPAC bei der a-MSH-induzierten Genexpression

Um die physiologische Relevanz bei der Appetitregulation und Aufrechterhaltung der Ener-
giechomoostase fiir die neu entschliisselte Signalkaskade von a-MSH im PVN einschétzen
und bewerten zu konnen, wurde mittels QPCR der Effekt von a-MSH auf die CREB-abhin-
gigen Gene TRH und c-Fos in mHypoA-2/10-CRE-Zellen untersucht. Die a-MSH-vermit-
telte TRH-Expression wurde bislang nur im rekombinanten Zellsystem und in vivo beschrie-
ben (HARRIS et al. 2001; KiM et al. 2002). Die Erh6hung der TRH-Reporteraktivitit durch a-
MSH mittels des endogen exprimierten MC4R in mHypoA-2/10-Zellen wurde bereits 2015
publiziert, die Untersuchung auf Ebene der Genexpression ist unbeschrieben (BREIT et al.
2015). Der Anstieg der TRH-mRNA-Expression durch a-MSH in den mHypoA-2/10-CRE-
Zellen korrelierte mit den Befunden, dass die Konzentration von TRH im Hypothalamus
von POMC knock-out Méusen reduziert war und somit deutlich wird, dass POMC und das
daraus prozessierte a-MSH fiir die TRH-Expression essentiell sind (MARTIN et al. 2004). Die
Erhohung der mRNA-Expression von c-Fos durch NDP-MSH wurde in Astrozyten gezeigt
(RAMIREZ et al. 2015), c-Fos-Expression oder c-Fos-dhnliche Immunreaktivitit nach intra-
cerebroventrikuldrer Injektion von a-MSH wurden im PVN festgestellt (MCMINN et al.
2000; LADYMAN et al. 2016). Diese Arbeit zeigt erstmals die a-MSH-induzierte Erh6hung der

c-Fos-mRNA-Expression im endogenen, hypothalamischen Zellsystem.
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Bei der Analyse der a-MSH-induzierten TRH-Expression in mHypoA-2/10-CRE-Zellen
hatte ESI-09 einen inhibitorischen Effekt. Die Inhibition spricht dafiir, dass EPAC nicht nur
bei der a-MSH-vermittelten CREB-Phosphorylierung und CRE-Reporteraktivierung eine
entscheidende Rolle spielt, sondern auch bei der Expression von TRH und somit direkt am
thyreotropen Regelkreis beteiligt ist, der die Ausschiittung der Schilddriisenhormone T3
und T4 reguliert. Neben ESI-09 hatte aber auch KT5720 einen inhibitorischen Effekt auf die
Expression von TRH durch a-MSH. Der Promoter von TRH beinhaltet nicht nur Bindestel-
len fiir CREB, sondern auch fiir STAT-3 und Sp-1, wodurch die Genexpression nicht auf
einen Transkriptionsfaktor beschrankt ist (REN et al. 1998; HARRIS et al. 2001; DiAz-
GALLARDO et al. 2010). Fir die Leptin- und EGF-induzierte Expression von TRH wird
STAT-3 verantwortlich gemacht (HARRIS et al. 2001; GUO et al. 2004; BREIT et al. 2015). Fiir
die Transkription von TRH infolge einer Stimulation mit a-MSH wurde bislang immer die
CREB-Bindestelle in Betracht gezogen (HARRIS ef al. 2001; SARKAR UND LECHAN 2003; CYR
et al. 2013). Fir die a-MSH-induzierte Erh6hung der TRH-mRNA-Expression liefert diese

Arbeit ein neues Modell, welches in Abbildung 6.2 schematisch dargestellt ist.

Es scheint zwei voneinander unabhingige Signalkaskaden zu geben, die zur TRH-Expression
durch a-MSH beitragen. a-MSH konnte einerseits iiber cAMP nach der Aktivierung des
MC4R EPAC und RaplA aktivieren, woraufhin iber ERK-1/2 CREB phosphoryliert wird.
Durch die Bindung von phosphorylierten CREB an die CRE-Sequenz des TRH-Promoters
konnte CRE aktiviert und die Transkription von TRH konnte initiiert werden. Da aber die
TRH-mRNA-Expression in mHypoA-2/10-CRE-Zellen auch durch die Verwendung des
PKA-Inhibitors signifikant reduziert wurde, ist auch ein CREB/CRE-unabhiangiger Signal-
weg liber PKA denkbar. Aus innerhalb der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Experimenten in
mHypoA-2/10-Zellen geht hervor, dass a-MSH iiber den MC4R keine STAT-3-abhingige
Reporteraktivitdt induzieren kann (BREIT et al. 2015). Daher besteht die Moglichkeit, dass
Sp-1 die regulatorische Einheit der PKA-abhdngigen TRH-Expression darstellen kénnte. Sp-
1 ist bereits als Substrat fiir PKA bei der transkriptionellen Regulation beschrieben (ROHLFF

et al. 1997; AHLGREN et al. 1999). Speziell bei der MC4R-vermittelten Regulation von BDNF
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in Astrozyten wurde gezeigt, dass es sich um einen PKA-abhéngigen Signalweg handelt, der
jedoch CREB- und CRE- unabhiéngig ist. Interessanterweise enthalt der Promoter von BDNF
ebenfalls eine Bindestelle fiir Sp-1 und konnte iiber diese reguliert werden (TAKEUCHI et al.
2002). Bei der Leptin-vermittelten TRH-Expression wird davon ausgegangen, dass STAT-3
tir die Expression von TRH grundlegend ist, jedoch trotzdem etwa 20 % tiber Sp-1 vermittelt
werden (HARRIS et al. 2001). Um die Stellung von Sp-1 bei der MC4R-induzierten TRH-
Expression tiber die PKA im Hypothalamus zuordnen zu kénnen, sollte nachfolgend analy-
siert werden, ob a-MSH Sp-1-abhingige Reporteraktivitit stimulieren kann oder ein Pro-

teinnachweis mittels phosphospezifischer Anitkérper im Immunoblot erfolgen.

MC4R

Cytoplasma

Abbildung 6.2: Modell der a-MSH-vermittelten Genexpression von c-Fos und TRH iiber CREB/CRE in mHypoA-2/10-
CRE-Zellen
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Bei der EPAC-abhingigen transkriptionellen Regulation von TRH iiber den MC4R im Hy-
pothalamus sprechen die Ergebnisse dafiir, dass die Modulation von CREB und CRE daran
maf3geblich beteiligt ist. Es wurde jedoch nicht explizit gezeigt, dass die Bindung von phos-
phorylierten CREB an den Promoter von TRH fiir die Erh6hung der mRNA-Expression not-
wendig ist. Der Nachweis hierfiir konnte durch die Deletion der CRE-Sequenz aus dem Pro-
moter mit anschlieflendem Expressionsnachweis mittels qPCR erfolgen. Die PKA-abhingi-

ge Signalkaskade konnte dabei durch einen Inhibitor blockiert werden.

6.7 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte neben a-MSH ein weiteres Hormon entdeckt werden, wel-
ches in hypothalamischen mHypoA-2/10-CRE-Zellen CREB phosphorylieren und CRE ak-
tivieren kann. Es wire interessant, Zielgene von BK im PVN zu identifizieren, welche in die
Appetitregulation und Steuerung der Energiehomdostase involviert sind und zugehérige Si-
gnalkaskaden zu analysieren. Dies konnte dazu beitragen, B2R als neue Zielstruktur fiir die

Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung von Adipositas zu priifen.

Die genaue Untersuchung der a-MSH-induzierten TRH-Expression in PVN-Neuronen-
ahnlichen Zellen ergab, dass PKA zwar eine wichtige Rolle bei der Genexpression von TRH
spielt, diese Funktion jedoch nur zu geringen Anteilen iiber CREB und CRE generiert wer-
den kann. Im Gegensatz dazu hatte die Erhohung der cAMP-Konzentration iiber den G-
gekoppelten MC4R nicht nur einen Effekt auf PKA, sondern resultierte auch in einer Akti-
vierung von EPAC. Die Erkenntnis, dass die Aktivierung des MC4R {iber EPAC/RaplA und
ERK-1/2 zu einer CREB-Phosphorylierung, CRE-Aktivierung und der Expression von TRH
im Zellsystem fiihrte, ist fiir das Verstandnis der Appetitregulation durch a-MSH im PVN
wichtig. Obwohl die Rolle von EPAC und ERK-1/2 bei der MC4R-induzierten CREB/CRE-
Aktivierung vom murinen auch auf den humanen Rezeptor im Zellsystem tibertragbar war,
wadre es ein ndchster notwendiger Schritt, die Signalkaskade in vivo im Mausmodell und/oder
in situ erneut zu charakterisieren. Es sollte untersucht werden, wie sich eine gezielte Aktivie-

rung von EPAC oder ERK-1/2 im PVN auf die Nahrungsaufnahme und den Energiever-
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brauch auswirkt und welche unerwiinschten Wirkungen die Stimulation zur Folge hat. Soll-
ten sich die hier vorgestellten Ergebnisse in vivo bestitigen, so konnten EPAC und die ERK-

1/2 als Zielstrukturen fiir eine medikamentose Adipositastherapie zum Einsatz kommen.

Zur weiteren Aufklirung der Korrelation zwischen der CREB-Phosphorylierung und der
CRE-Aktivierung sollte untersucht werden, welches der Ereignisse, die fiir die Liganden-in-
duzierte CREB-Aktivierung notwendig sind, durch 5-HT, EGF, IGF und NGF nicht stimu-
liert wird, jedoch durch a-MSH und BK. Zur Aufklirung der Komplexitit der CREB-Regu-
lierung wire es interessant zu wissen, ob der limitierende Faktor die Dimerisierung, die
DNA-Bindung oder die Aktivierung von Cofaktoren wie CBP/p300 oder CRTC ist, weshalb
die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors nicht fiir die CRE-Aktivierung ausreichend
ist. Neben Cofaktoren von CREB selbst sollte auch die Interaktion von ERK-1/2 mit scaffold-
Proteinen wie B-Arrestin in Betracht gezogen werden, die Signalspezifitat vermitteln kon-
nen. Die Aktivierung und Regulation von CREB ist nicht nur hinsichtlich der Appetitregu-
lation im Hypothalamus interessant, sondern auch fiir eine Vielzahl weiterer zelluldrer

Funktionen, in denen CREB maf3geblich beteiligt ist.
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qPCR quantitative Echtzeit-PCR
Rap ras-related protein

Ras rat sarcoma

Rho ras homologue

RISC RNA induced silencing complex
RNA Ribonukleinsiure

rpm rounds per minute

RSK ribosomale S6 Kinase

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptor-Tyrosinkinase
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
s Sekunde

S.EM. Standardfehler des Mittelwerts
SDS sodium dodecyl sulfate

SH2 src-homology 2

siRNA small interfering RNA
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SOCS-3 suppressor of cytokine signaling 3

Sp-1 specificity protein 1

STAT-3 signal transducer and activator of transcription 3
SV40 Simian Vacuolating Virus 40 Tag

T3 Triiodthyronin

T4 Thyroxin

TAD amino-terminal transactivation domain
TAF4 TBP-associated factor 4

TBST Tris-buffered saline Tween

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
TFIID Transkriptionsfaktor IID

Tph Tryptophanhydroxylase

TRH Thyreotropin-releasing Hormon
TRHR TRH-Rezeptor

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
TrKAR tropomyosin receptor kinase A Rezeptor
TSH Thyreoidea-stimulierendes Hormon
u.a. unter anderem

Vv Volt

VGF VGF nerve growth factor inducible

w. E. Willkiirliche Einheit

WHO Weltgesundheitsorganisation

YR NPY-Rezeptor

z. B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem

Vil



Anhang

Strukturformeln der chemischen Inhibitoren, Agonisten und Antagonisten
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Die Strukturformeln wurden von verschiedenen Herstellerseiten (Abcam, Cambridge, UK;
Tocris, Bristol, UK; Biolog, Bremen; Sigma-Aldrich, Deisenhofen; Enzo, Lorrach) entnom-

men.
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