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Zusammenfassung

In homoiothermen Lebewesen haben sich Mechanismen dahingehend entwickelt, dass
die Korpertemperatur in einem circadianen Rhythmus oszilliert: In Ruhephasen ist die
Temperatur verringert, wéhrend sie in Phasen gesteigerter Aktivitit erhoht ist. Somit sind
alle Korperzellen im Tagesverlauf kleinen Temperaturschwankungen ausgesetzt. Obwohl
diese physiologischen Korpertemperaturdnderungen ausgiebig untersucht wurden, liegen
aktuell wenige Erkenntnisse zu moglichen Auswirkungen auf zelluldre Vorginge, wie

Rezeptoraktivierung oder Genexpression, vor.

In der vorliegenden Arbeit wurden eine murine hypothalamische Zelllinie, die
Thyreoliberin [engl. thyrotropin-releasing-hormone (TRH)]-positiven Zellen des
Nucleus paraventricularis dhnelt, sowie Prizisionsthermoinkubatoren verwendet, um die
Effekte von Temperaturdnderungen von + 1 °C auf die basale Promotoraktivitit des brain
and muscle ARNT-like 1 (BMAL1)-, cAMP-response element binding protein (CREB)-,
signal transducers and activators of transcription (STAT)- und forkhead box protein O
(FOXO)-abhdngigen Reporters zu untersuchen. Die Aktivitit der Promotoren war von
direkten Temperaturdnderungen im physiologischen Bereich (35,5 — 38,5 °C) abhéngig.
Eine Ausnahme stellte der FOXO-abhéngige Promotor dar, welcher erst nach Simulation
circadianer = Temperaturwechsel —moduliert wurde. Des Weiteren konnten
temperatursensitive Proteine mit Signalwirkung identifiziert werden, die als
Temperatursensoren agieren und zelluldre Ereignisse auslosen konnen. Es konnte gezeigt
werden, dass transient receptor potential channel melastatin-related (TRPM)-Inhibitoren

den temperaturbedingten Unterschied in der CREB-Aktivierung signifikant reduzieren.

AuBlerdem konnte nachgewiesen werden, dass temperaturabhdngig eine erhohte
Noradrenalin-, Salmeterol- und Forskolin-induzierte cAMP-Akkumulation mit einem
erhohten Maximaleffekt bei 36 gegeniiber 38 °C eintrat. Die Aktivierung G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren (GPCR), wie dem B2-Adrenozeptor, mit einer einhergehenden
Erh6éhung des intrazelluliren cAMP-Spiegels, ist fiir eine Vielzahl physiologischer
Vorginge essenziell. Zelluldre Prozesse, die zu einer cAMP-Akkumulation fiihren, wie
die Bindung an Rezeptoren mit nachfolgender G-Proteinaktivierung, sowie
Mechanismen, die zu einer Beendigung der Signalkaskade fiihren, wie cAMP-Efflux und
Phosphodiesteraseaktivitit, wurden eingehend beziiglich der Auswirkung von

Temperaturdnderungen untersucht. In der vorliegenden Arbeit wird ein Mechanismus der
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Feinabstimmung des intrazelluliren cAMP-Spiegels nach Stimulierung mit Noradrenalin
unter Beteiligung von temperaturabhingigem Efflux und Phosphodiesteraseaktivitét
vorgeschlagen. Damit kann ein bislang unterschitzter Zusammenhang zwischen der
Korpertemperatur und der Aktivierung von Klasse A GPCRs hergestellt und beschrieben

werden.

Auf diesen Befunden basierend wurde die Aktivitit des prepro-TRH-Promotors nach
Temperaturdnderungen untersucht. In mHypoA-2/10-Zellen war sowohl die basale
Aktivitdt des Promotors als auch die Noradrenalin-induzierte Promotoraktivierung von
physiologischen Temperaturdnderungen abhingig. SchlieBlich konnten diese Befunde

teilweise noch auf weitere Zellsysteme und primére Zelllinien iibertragen werden.
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Abstract

In the process of evolution mechanisms developed in homeothermic animals where core
body temperature fluctuates in a circadian manner with lowest temperatures when the
organism is resting and highest temperatures in its active phases. Consequently, all cells
in the body are subject to subtle temperature changes in a 24-h rhythm. Even though these
physiological body temperature changes are very well established, little is known so far

whether and how they act on cellular events like receptor activation or gene expression.

In this work a murine hypothalamic cell line resembling thyrotropin-releasing hormone
(TRH) positive neurons of the Nucleus paraventricularis and high-precision temperature
incubators were employed to investigate the effects of temperature changes of + 1 °C on
basal transcription activity of a brain and muscle ARNT-like 1 (BMAL1)-, cAMP-
responsive element binding protein (CREB)-, signal transducers and activators of
transcription (STAT)- and forkhead box protein O (FOXO)-dependent reporter. It was
found that all promoters were sensitive to temperature changes within the physiological
range (35,5 — 38,5 °C) except for the FOXO-dependent promoter, where it was necessary
to simulate circadian-like temperature fluctuations to induce temperature sensitivity.
Moreover, we aimed to identify temperature sensitive proteins, like trancient receptor
potential (TRP) channels and cold-inducible proteins, which could act as temperature
sensors and translate said temperature changes into cellular events. Inhibitors of the
melastatin-related TRP subfamily were able to significantly reduce temperature-

promoted differences in CREB-promoter activity.

Also, temperature-sensitive cAMP-formation in response to norepinephrine, salmeterol
or forskolin was shown, with higher efficacy at 36 compared to 38 °C. Increasing
cytosolic cAMP levels by activation of G protein-coupled receptors (GPCRs) such as the
B2-adrenergic receptor (P2-AR) is essential for a plethora of physiological processes.
Herein, first data linking physiologically relevant temperature fluctuations to B>-AR-
induced cAMP signaling are provided by dissecting cellular events leading to cAMP-
formation and the termination of the signaling cascade. In this work a model for the fine-
tuning of the B2-AR-induced intracellular cAMP-level with participation of temperature
dependent cAMP-efflux and phosphodiesterase activity is suggested. Hence, a so far

unappreciated role for body temperature as a modulator of a class A GPCR is presented.
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Based on these results, the activation of the prepro-TRH promoter in response to
temperature changes was investigated. In mHypoA-2/10 cells the promoter activity was
highly dependent on simulated body temperature changes on a basal level as well as after
stimulation with norepinephrine. Finally, the aforementioned findings could be

transferred in part to different cell lines and primary cells.
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1. Einleitung

1.1 Korpertemperatur

1.1.1 Physiologische Korpertemperatur

Die durchschnittliche Korpertemperatur eines gesunden Erwachsenen betrdgt 37,0 °C.
Dieser Wert wurde erstmals in der Forschungsarbeit von Carl Reinhold August
Wunderlich ,,Das Verhalten der Eigenwédrme in Krankheiten (Wunderlich 1871)
systematisch bestimmt. Wunderlich untersuchte die Korpertemperatur an einem
Kollektiv von etwa 20 000 Patienten. Zu seinen Beobachtungen zihlte einerseits der
Einfluss von Alter, Geschlecht und Gesundheitszustand auf die Korpertemperatur und
andererseits deren Oszillation in einem 24-h Rhythmus. Der Unterschied zwischen
minimaler und maximaler Temperatur innerhalb eines Tages betrug etwa 0,5 — 1,0 °C.
Die niedrigste Temperatur wurde in den frithen Morgenstunden, die hochste Temperatur

in den frithen Abendstunden gemessen (Wunderlich 1871).

Neuere Studien zeigten eine durchschnittliche Koérpertemperatur zwischen 35,5 °C und
37,0 °C (Sund-Levander, Forsberg et al. 2002, Lim, Byrne et al. 2008, White, Bosio et al.
2011, Dakappa and Mahabala 2015, Obermeyer, Samra et al. 2017, Reitman 2018, Chen
2019). Auch in diesen Studien konnten rhythmische Korpertemperaturanderungen im
Tagesverlauf beobachtet werden: Die Kdorpertemperatur ist zwischen 03:00 Uhr und
06:00 Uhr am niedrigsten und zwischen 16:00 Uhr und 21:00 Uhr am hochsten (Gleeson
1998). Der Unterschied zwischen den Temperaturextrema betrdgt etwa 1 °C, wobei
abhingig vom untersuchten Individuum deutliche Abweichungen registriert werden

konnen (Vansomeren 2000).

Diese Temperaturoszillationen, die circadian (lateinisch circa ,,ungefdhr, etwa®; dies
,»lag") auftreten, das heift etwa in einem 24-h-Rhythmus, sind fiir alle homoiothermen
Lebewesen bekannt und kénnen je nach Spezies variieren (Honma and Hiroshige 1978,
Melanie, Kittrell et al. 1988, Prinzinger, PreBmar et al. 1991, Refinetti and Menaker 1992,
Lee, Iida et al. 2005, Smith, Barnes et al. 2006, Liu, Li et al. 2007, Piccione, Fazio et al.
2009, Basso, Del Bello et al. 2016). Fiir Mause (Mus musculus) beispielsweise, konnte
eine durchschnittliche Korpertemperatur von 37 °C mit einem tageszeitabhingigen

Minimum von etwa 35,5 °C und Maximum von etwa 38,5 °C gezeigt werden (Kluger,
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Conn et al. 1990, Conn, Franklin et al. 1991). Die téglichen Temperaturoszillationen

betragen hier also bis zu 3 °C.

1.1.2 Pathophysiologische Korpertemperatur

Findet eine gezielte Erhohung der Korpertemperatur iiber den physiologischen Bereich
hinaus statt (> 37,9 °C), so spricht man von Fieber (Bartfai and Conti 2010). Wenngleich
gezeigt wurde, dass durch die Erhohung der Korpertemperatur in febrilere Bereiche die
Symptomatik und Uberlebensrate des Individuums signifikant verbessert wird, sind die
exakten Griinde hierfiir bislang nicht vollstindig geklédrt (Ogoina 2011). Eine Erh6hung
der Temperatur fiihrt moglicherweise direkt zu einer Schadigung des Krankheitserregers
(Long, Bliss et al. 1933, Kuhn 1949, Hasday and Singh 2000). So kénnen erhdhte
Konzentrationen an Hitzeschockproteinen (HSP) einerseits protektive Antworten in
Wirtszellen, wie beispielsweise vermehrte Aktivitdt von Himooxygenase-1 und Cu/Zn-
Superoxiddismutase auslosen, oder anderseits indirekt cytotoxische Effekte auf die
Erregerzelle durch Rekrutierung des Immunsystems bewirken (Ewing and Maines 1991,
Jiang, Detolla et al. 1999). Es konnte ferner gezeigt werden, dass die Effektivitdt des
Immunsystems direkt beeinflusst wird (Evans, Repasky et al. 2015, Shepard, Bharwani
et al. 2016, Hampton 2019): Eine Vielzahl physiologischer Prozesse des Immunsystems,
wie beispielsweise die Expression des Fc-Rezeptors, Pinozytose und Phagozytose in
murinen Makrophagen oder die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies zur
Eliminierung intrazelluldrer Bakterien, zeigte bei simulierter febrilerer Temperatur in
vitro eine erhohte Aktivitdt (Yoshioka, Koga et al. 1990, van Bruggen, Robertson et al.
1991). Wihrend Fieber also eine Reaktion des Korpers auf pathologische Ereignisse, wie
z. B. Erregerkontakt, darstellt, tritt die zuvor beschriebene Fluktuation der
Korpertemperatur im Tagesverlauf physiologisch auf (Kiyatkin 2007, Hetem, Mitchell et
al. 2019).

1.1.3 Die Regulation der Korpertemperatur

Sdugetiere gehoren zu den homoiothermen Lebewesen, da sie weitestgehend unabhingig
von der Umgebungstemperatur in der Lage sind, ihre Korpertemperatur in einem
schmalen physiologischen Bereich konstant zu halten (Romanovsky 2018). Die hohe
Korpertemperatur ist auf den etwa 15 bis 50-fach gesteigerten Metabolismus, im

Vergleich zu wechselwarmen Lebensformen, zuriickzufiihren (Edelman 1976, Hammond
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and Diamond 1997). Es herrscht Heterogenitét beziiglich der warmeproduzierenden und
-abfiihrenden Gewebe, weshalb zwischen der Korpertemperatur im Kern und der
Temperatur im  peripheren  Gewebe unterschieden wird. Thorax- und
Abdominaleingeweide, Gehirn sowie zentralvendses und kardiales Blut zeichnen sich
durch weitgehende Temperaturstabilitdit aus und werden daher dem Korperkern
zugerechnet (Aschoff and Wever 1958, Lim, Byrne et al. 2008, Vinkers, Penning et al.
2013, Madden and Morrison 2019). Das periphere Gewebe hingegen unterliegt hdufig
Temperaturschwankungen iiber einen weiten Bereich. Die Temperatur in den
Extremititen beispielsweise unterscheidet sich auch unter physiologischen Bedingungen

deutlich von der Temperatur des Korperkerns (Romanovsky 2014).

Die Haut bedeckt die Korperoberfliche und ist daher ideal geeignet, die
Umgebungstemperatur mit zahlreichen ,Thermosensoren® zu erfassen. Verdnderungen in
der Umgebungstemperatur werden zunédchst durch Wérme- und Kilterezeptoren der Haut
erfasst und iiber afferente Nervenbahnen an Spinalganglien projiziert (Nakamura 2011).
Diese Signale werden iiber weitere Umschaltungen zu dem thermoregulatorischen
Zentrum, der Area praeoptica (POA), weitergeleitet (Hammel 1968, Yadav, Jaryal et al.
2017, Boyles 2019, Schlader and Vargas 2019). Die POA ist eine Hirnregion des
Hypothalamus, die aus verschiedenen Kerngebieten, den Nuclei preoptici, besteht. Dort
findet eine Sollwertabgleichung mit dem Ist-Zustand der Korpertemperatur und
nachfolgend gegebenenfalls eine Anpassung der Ausgangssignale statt (Liedtke 2017).
Efferenzen projizieren zu den Effektororganen wie Haut, Muskel und braunem
Fettgewebe und fordern bei Kélte Thermogenese und bei Wiarme die vermehrte
Wiérmeabgabe (Morrison 2016). Die Haut ist in der Lage, groe Wéarmemengen tiber
passive Strahlung und Verdunstungskélte abzufiihren und damit die K&rpertemperatur zu
regulieren (Romanovsky 2018). Eine gesteigerte Durchblutung der peripheren
KapillargefaBBe fiihrt zu einer Verschiebung des Korperkerns weiter in die Peripherie.
Eine erhohte Aktivitit der Schweilldriisen resultiert in einer gesteigerten
Verdunstungskalte an der Hautoberflache. Beides bewirkt letztendlich eine Absenkung
der Korpertemperatur bis der Sollwert erreicht ist (Aschoff and Wever 1958). In kiihler
Umgebung hingegen wird durch wéarmeproduzierende Mallnahmen wie Zittern,
zitterfreie Wérmebildung durch Lipolyse oder wérmesparenden MafBnahmen die
Korperkerntemperatur angehoben (Castellani and Young 2016). Die Regulation der

Thermogenese auf einen Kaltestimulus hin wird in Kapitel 1.3.3 ausfiihrlich beschrieben.



17

1.1.4 Der Nucleus suprachiasmaticus und der circadiane Rhythmus

Der circadiane Rhythmus stellt die evolutionsbedingte biologische Antwort auf sich im
Tagesrhythmus verdndernde Umweltbedingungen dar und bezeichnet zunichst alle
Vorginge in einem Organismus, die eine Periodenlinge von etwa 24 h haben
(Roenneberg, Kuehnle et al. 2007, Firsov and Bonny 2018, Rijo-Ferreira and Takahashi
2019). Bedingt durch die Rotation der Erde um die eigene Achse und daraus
resultierender Tag- und Nachtperioden kommt es zu einschneidenden Veridnderungen fiir
alle  Organismen.  Der  Tag-/Nachtrhythmus  bedingt eine  verdnderte
Umgebungstemperatur, Lichtverhiltnisse und Verfiigbarkeit von Nahrungsquellen. Die
Ausbildung einer ,inneren Uhr‘, die in Lebewesen aller Taxa zu finden ist, erlaubte eine
Anpassung physiologischer Prozesse an diese verdnderten Umweltbedingungen, was
schlieBlich in einer gesteigerten Uberlebensrate des Individuums resultierte (Ouyang,
Andersson et al. 1998, Tauber and Kyriacou 2005, Foulkes, Whitmore et al. 2016,
Bhadra, Thakkar et al. 2017).

Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) ist im ventralen Hypothalamus lokalisiert und
agiert als zentraler Schrittmacher der circadianen Rhythmik in Sdugetieren (Stephan and
Zucker 1972, Welsh, Takahashi et al. 2010, Mohawk, Green et al. 2012). Er wird direkt
iiber den retinohypothalamischen Trakt innerviert und erhélt dariiber Informationen iiber
vorliegende Lichtverhdltnisse (Herzog, Hermanstyne et al. 2017). Die Hell- bzw.
Dunkelrhythmen der Tag- und Nachtperioden fithren zur Synchronisation von
Clockgenen (DNA-Abschnitte, die fiir die Komponenten der inneren Uhr kodieren) des
SCN (Nelson und Zucker 1981). Doch nicht nur die verdnderten Lichtverhéltnisse fiihren
zu einer Beeinflussung dieser inneren Uhr, sondern auch weitere Faktoren, wie der
Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme oder zeitzoneniibergreifende Reisen (Oosterman,
Kalsbeek et al. 2015, Musiek and Holtzman 2016, Manoogian and Panda 2017, Sulli,
Manoogian et al. 2018, Paoli, Tinsley et al. 2019).

Die Synchronisation des SCN findet auf molekularer Ebene durch Transkription und
Translation von einem Netzwerk an Genen in einem 24-h-Rhythmus mit negativer
Riickkopplung statt. Die Aktivatoren circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK)
und brain and muscle ARNT-Like 1 (BMAL1) steuern iiber die Bindung an enhancer-
Boxen in der Promotorregion die Expression von period I (PER1), period 2 (PER2),
Cryptochrom 1 (CRY1) und Cryptochrom 2 (CRY2) (Dunlap 1999). PER und CRY
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dimerisieren und konnen schlieBlich iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus
die BMAL1- und CLOCK-abhéngige Transkription unterdriicken (Partch, Green et al.
2014, Cox and Takahashi 2019, Patke, Young et al. 2020). Dariiber hinaus existiert eine
weitere Riickkopplungsschleife mit Beteiligung von REV-ERBs und retinoic acid
receptor-related orphan receptors (RORs), die ebenso BMALI/CLOCK abhingig
gebildet werden und ihrerseits die BMAL1-Expression regulieren konnen (Jin, Shearman

et al. 1999, Lowrey and Takahashi 2004).

Alle Korperzellen exprimieren Komponenten der circadianen Rhythmik (Yagita,
Tamanini et al. 2001). Da die meisten Zellen allerdings nicht in direktem Kontakt mit
dem Sehnerv stehen, kdnnen sie auch nicht durch Lichtimpulse synchronisiert werden
(Stetson and Watson-Whitmyre 1976). Der SCN als zentraler Schrittmacher bzw. hochste
hierarchische Struktur der inneren Uhr, synchronisiert periphere Korperzellen daher an
den zentralen Tag- bzw. Nachtrhythmus und agiert somit als Zeitgeber (Bruce 1960,
Golombek and Rosenstein 2010, Schibler, Gotic et al. 2015, Heyde and Oster 2019,
Begemann, Neumann et al. 2020). Das geschieht zum einen iiber die Aktivierung
sympathischer und parasympathischer Signalwege (Kalsbeek, Bruinstroop et al. 2010).
Es kommt hierbei vermittelt {iber das autonome Nervensystem zur Weiterleitung von
photooptischen Signalen an periphere Oszillatoren, wie der Nebenniere (Buijs, Wortel et
al. 1999, Buijs, van Eden et al. 2003, Thosar, Butler et al. 2018). Dort fiihrt die
Ausschiittung von corticotropin-releasing hormone (CRH) zu einer circadianen
Expression von Glukokortikoidhormonen, wie beispielsweise Kortisol (Kaneko,
Hiroshige et al. 1980). Uber glucocorticoide-response elements (GRE) in der
Promotorregion von Clockgenen peripherer Korperzellen konnen Glukokortikoide somit

deren Expression modulieren (So, Bernal et al. 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit ist von besonderem Interesse, dass auch durch rhythmische
Korpertemperaturdnderungen eine Synchronisierung von peripheren Korperzellen an den
zentralen Rhythmus erreicht wird (Jin, Shearman et al. 1999, Krauchi 2002). Zwei
wesentliche Prinzipien sind Voraussetzung fiir diesen Mechanismus. Zum einen miissen
periphere Korperzellen sensitiv  beziiglich kleiner, physiologisch auftretender
Temperaturdnderungen sein. Zahlreiche Publikationen konnten den Zusammenhang
zwischen simulierten Korpertemperaturzyklen und der Synchronisation peripherer Uhren

zeigen (Tsuchiya, Akashi et al. 2003, Refinetti 2010, Morf and Schibler 2013, Refinetti
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2015, Abraham, Schlichting et al. 2018). So konnte beispielsweise in vitro an
Fibroblasten der Ratte demonstriert werden, dass Temperaturfluktuationen zwischen 4
und 10 °C ausreichend sind, um eine rhythmische Genexpression von Clockgenen zu
induzieren. (Brown, Zumbrunn et al. 2002). Neuere Studien zeigen, dass bereits
Temperaturoszillationen von 1 °C ausreichend sind, um synchronisierte Zellen im Takt
zu halten und dariiber hinaus einen Phasenwechsel zu initiieren (Saini, Morf et al. 2012).
Die Autoren konnten damit zeigen, dass simulierte Korpertemperaturrhythmen als
Zeitgeber fir periphere circadiane Oszillatoren dienen. Diese Befunde verdeutlichen,
dass periphere Korperzellen feine Temperaturunterschiede wahrnehmen kénnen. Die
zweite Voraussetzung fiir die Synchronisation dieser Zellen durch Temperaturrhythmen,
ist die Temperaturkompensation des SCN, also die eigene Unempfindlichkeit gegeniiber
Temperaturschwankungen. Wiare der SCN selbst temperatursensibel, kdme es zu
Riickkopplungseffekten, welche die zentrale Synchronisation stéren wiirden. Auch dies
wurde bereits in einigen Publikationen gezeigt (Burgoon and Boulant 1998, Ruby, Burns
et al. 1999, Burgoon and Boulant 2001, Brown, Zumbrunn et al. 2002, Shinohara,
Koyama et al. 2017). Somit kann der zentrale circadiane Rhythmus durch feine

Temperaturdnderungen an periphere Korperzellen {ibermittelt werden.

In zahlreichen Arbeiten wurde der Zusammenhang zwischen einer verdnderten
circadianen Rhythmik und pathologischen Prozessen thematisiert (Drake 2010, Wulff,
Gatti et al. 2010, Zee, Attarian et al. 2013, Breen, Vuono et al. 2014, McAlpine and
Swirski 2016, Jagannath, Taylor et al. 2017, Firsov and Bonny 2018, Rijo-Ferreira and
Takahashi 2019, Zimmet, Alberti et al. 2019). In einigen Studien wurde beispielsweise
der Einfluss von Schichtarbeit im Vergleich zu klassischen Arbeitszeiten untersucht. Es
konnte eine erhohte Priavalenz fiir metabolische Erkrankungen wie Typ II Diabetes (Qian
and Scheer 2016), neurologische Erkrankungen wie Parkinson (Lauretti, D1 Meco et al.
2017) oder Alzheimer Erkrankung (Wu, Dunnett et al. 2019) sowie kardiovaskulédre
Ereignisse wie Myokardinfarkt, Apoplex oder ventrikuldre Arrhythmien (Scheer, Hilton
et al. 2009, Morris, Purvis et al. 2016), nachgewiesen werden. In den letzten Jahrzehnten
konnte eine deutliche Zunahme von nichtorganischen Storungen des Schlaf-Wach-
Rhythmus verzeichnet werden, was vermutlich ein Resultat aus verdnderten
Anforderungen an das Individuum und damit einhergehenden Verhaltensdnderungen ist
(Kecklund and Axelsson 2016). So sind 15 bis 20 % der arbeitenden Weltbevolkerung,

zumindest zeitweise, in Schichtarbeit oder zeitzoneniibergreifend beschiftigt. Etwa 80 %
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der Amerikaner sind nachts kiinstlichem Licht ausgesetzt, und die Nahrungsaufnahme
findet haufig unregelméfig oder nichtlich statt (Haus and Smolensky 2006, Navara and
Nelson 2007, Mattson, Allison et al. 2014). Durch diese extrinsischen und intrinsischen
Storungen des zentralen circadianen Rhythmus kommt es folglich auch zu einer
verdnderten Korpertemperatur im Tagesverlauf, wodurch sich, wie zuvor beschrieben,
Auswirkungen auf die zelluldren Uhren von peripheren Korperzellen ergeben konnen

(Colquhoun and Edwards 1970, Knauth, Emde et al. 1981, Jang, Kim et al. 2017).

1.2 Temperatursensitive Proteine mit Signalwirkung

Betrachtet man verschiedene Mdglichkeiten, durch die Anderungen der
Korpertemperatur einen Einfluss auf Signalweiterleitung und Genexpression nehmen
konnen, gilt es zwei grundlegende Mechanismen zu unterscheiden. Ein
Temperaturimpuls kann einerseits eine Sofortwirkung haben und beispielsweise direkt
thermodynamische = Prozesse  beeinflussen oder zu  einer  verdnderten
Offenwahrscheinlichkeit von thermosensitiven lonenkanilen fiihren und dadurch Ca**-
abhingige Prozesse beeinflussen (Clapham 2003). Andererseits kann der gleiche
Temperaturstimulus auch zu einer verdnderten Genexpression fiihren, die ihre Wirkung
erst Stunden spéter zeigt: Wenn es beispielsweise, vermittelt durch lonenkanile, zu einer
Ca’*-abhingigen Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren kommt, und somit
zeitversetzt eine temperaturabhingige Genexpression initiiert wird. Die circadiane
Temperaturrhythmik kénnte zudem auch noch ein komplexes Wechselspiel bewirken:
Die Temperaturdnderungen im Ruhezustand konnten, aufgrund von einer verzdgerten
Proteinexpression, erst im aktiven Zustand (und umgekehrt) zu einer zelluldren Wirkung
fiihren. Im Folgenden wird genauer auf temperatursensitive Proteine und Mdoglichkeiten

der Beeinflussung physiologischer Prozesse durch Temperaturdnderungen eingegangen.

1.2.1 Hitzeschockproteine

Bei Proteinen besteht ein fragiles Gleichgewicht zwischen Stabilitdt und Reaktivitit,
weshalb sie unter anderem anfillig fiir Temperaturanderungen sind (Somero 1995).
Weicht die Temperatur bereits in geringem Mal} von der optimalen Temperatur ab, kann
dies zu Protein- und Zellschddigungen fiihren (Perozzo, Folkers et al. 2004, Bischof and
He 2005, Meersman, Smeller et al. 2006, Pucci, Dhanani et al. 2014, Sajib, Albers et al.
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2020). So kann es zu Proteinfehlfaltungen, Ansammlung von Proteinaggregaten bis hin
zu Fehlbildungen des Zytoskeletts und Zellzyklusarrest kommen, wenn nicht rasch und

effektiv auf den schéddlichen Hitzestimulus reagiert wird (Pincus 2020).

Alle Lebewesen haben daher einen Schutzmechanismus entwickelt, der die Zellen vor
unphysiologischen Temperaturen schiitzt (Jacob, Hirt et al. 2017). Die
Hitzeschockantwort ist ein schnell initiiertes Programm, das die transiente Genexpression
steuern und effektive Gegenmallnahmen einleiten kann (Richter, Haslbeck et al. 2010).
Sie besteht aus einer Vielzahl von Komponenten, wobei die Hitzeschockproteine (HSP)

die wichtigste regulatorische Einheit darstellen.

HSPs bestehen aus fiinf Familien: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 und sHSP (Ellis, van
der Vies et al. 1989, Jakob, Muse et al. 1999). Diese werden nicht nur auf einen
Hitzeschock hin synthetisiert, sondern erfiillen auch bei physiologischen Temperaturen
wichtige Aufgaben bei der de-novo-Proteinsynthese (Ellis, van der Vies et al. 1989).
Naszierende Proteine werden durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert, wodurch
Fehlfaltungen verhindert werden (Gragerov, Martin et al. 1991). HSPs liegen innerhalb
der Zelle in groBer Zahl vor, da sie stochiometrisch mit Proteinen interagieren miissen,
um diese zu stabilisieren (Kiethaber, Rudolph et al. 1991). Die Regulation der HSP-
Synthese wird durch heat shock factor 1 (hsfl) gesteuert.

Hsfl ist ein Transkriptionsfaktor, der zytosolisch inaktiv als Monomer im Komplex mit
HSPs wie Hsp90 vorliegt (Mahat, Salamanca et al. 2016, Garbuz 2017, Gomez-Pastor,
Burchfiel et al. 2018, Masser, Ciccarelli et al. 2020). Werden HSPs bei einem
Hitzeschock rekrutiert, wird hsfl aus dem Komplex freigesetzt und kann durch
Homotrimerisierung aktiviert werden, was zu einer Translokation in den Zellkern fiihrt.
Dort wird hsfl hyperphosphoryliert, kann an DNA-Abschnitte mit Hitzeschockelementen
(HSE) binden und somit temperaturabhingig die Transkription von HSPs initiieren
(Iijima-Ando, Wu et al. 2005, Kwon, Kim et al. 2019). Wenn diese dann im Zytosol
wieder in ausreichender Zahl vorliegen, wird hsfl als Monomer zuriick in den inaktiven

Komplex mit Hsp90 gebracht (Gomez-Pastor, Burchfiel et al. 2018).

Doch nicht nur HSP-Gene enthalten Bindestellen fiir hsf1. Auch z. B. der PER2-Promotor
weist HSEs auf. Es wird vermutet, dass Temperaturzyklen durch die hsfl-abhédngige
Aktivierung von PER2 zu einer Synchronisierung peripherer Uhren beitragen (Brown,

Zumbrunn et al. 2002). Die Expression einiger HSPs oszilliert in einem &hnlichen
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Rhythmus wie PER2 (Brown, Zumbrunn et al. 2002, Kornmann, Schaad et al. 2007).
AuBlerdem konnte durch die Inhibition der hsfl-Transkription mit KNK437, der
Phasenwechsel eines Kiltepulses nachgeahmt und der Phasenwechsel nach einem
Wirmepuls inhibiert werden (Buhr, Yoo et al. 2010). Zusétzlich fiihrt die kurzzeitige
Inkubation der Zellen bei wiarmeren Temperaturen zu einer Verringerung der PER2-

Expression, die bei einer Verringerung der Temperatur wieder erh6ht wurde (Kornmann,

Schaad et al. 2007).

Es wird auch ein kinetisches Modell fiir die hsf1-Aktivierung diskutiert: hsfl agiert hier
als Thermosensor, der abhéngig von der Umgebungstemperatur trimerisieren und damit
direkt temperaturabhingig aktiviert werden kann (Hentze, Le Breton et al. 2016). Bereits
kleine Abweichungen von der physiologischen Koérpertemperatur sind ausreichend, um
die hsfl-Aktivitdt durch Trimerisierung zu modulieren. Eine weitere Forschergruppe
konnte zeigen, dass Temperaturfluktuationen zwischen 35 und 39 °C ausreichend sind,
um rhythmische hsfl-abhdngige Genexpression im Zellsystem zu provozieren (Reinke,
Saini et al. 2008). HSPs konnen mit B-Adrenozeptor (AR)-abhingigen Signalwegen
(sieche Kapitel 1.4.2) interagieren: HSP27 fithrt im Komplex mit B-Arrestin zu einer
verminderten Apoptoserate (Rojanathammanee, Harmon et al. 2009). Diese Befunde
zeigen einerseits, dass Temperaturdnderungen eine Aktivierung von hsfl bedingen, was
als Transkriptionsfaktor somit temperaturabhingig die Expression von Zielgenen iiber
Bindung an HSEs moduliert. Andererseits fiihrt hsfl auch zu einer temperaturabhéngigen
Induktion von HSPs, was aufgrund deren Eigenschaft als Chaperone, in einer erh6hten
Stabilisierung von Proteinen, wie Transkriptionsfaktoren oder Kinasen, resultiert und

daher intrazelluldre Signalwege beeinflussen kann.

1.2.2 Kailteschockproteine

Sinkt die Korpertemperatur abrupt ab, wird in Pro- und FEukaryoten eine
Kiélteschockantwort induziert. Dies wurde zundchst bei Escherichia coli (E. coli)-
Bakterien festgestellt. Bei absinkender Umgebungstemperatur wird die Komposition der
Zellmembran angepasst: Durch eine erhdhte Synthese von ungesittigten Fettsduren wird
die Fluiditit der Zellmembran erhdht, was eine gleichbleibende Funktionalitidt des
Organismus, trotz einer verringerten Temperatur, bewirkt (Sakamoto and Bryant 1997,
Thieringer, Jones et al. 1998). Dariiber hinaus induzieren diese Bakterien die Synthese

von Proteinen, sogenannten Kélteschockproteinen (KSP), die die bei Kilte reduzierte
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Transkription, Translation und Replikation iiberwinden kdnnen, was letztlich zu einer
gesteigerten Uberlebensrate fiihrt (Graumann and Marahiel 1998, Sommerville 1999,
Yamanaka 1999, Liao, Tong et al. 2017). In jlingerer Zeit wurde zunehmend bekannt,
dass KSPs auch an vielfdltigen weiteren physiologischen Aufgaben mitwirken, wie
beispielsweise Rekrutierung des Inmunsystems, Beteiligung an der Entziindungsreaktion
oder Eingriff in den Zellzyklus (Qiang, Yang et al. 2013, Lujan, Ochoa et al. 2018, Roilo,
Kullmann et al. 2018, Jin, Aziz et al. 2019, Sun, Bergemeier et al. 2020).

Eines der bekanntesten KSPs ist cold inducible RNA-binding protein (CIRP). CIRP wird
vermehrt bei moderater Kélte, oxidativem Stress, Hypoxie oder Entziindungsreaktionen
gebildet (Zhu, Biihrer et al. 2016). CIRP enthélt ein RNA-Erkennungsmotiv und kann
dariiber direkt an RNA binden und diese posttranskriptionell modulieren. Dies erfordert
meist die Bindung innerhalb der 3 “-untranslated region zwischen Stopkodon und Poly-
A-Schwanz (Nishiyama, Itoh et al. 1997). Durch Bindung der Ziel-RNA wird diese
stabilisiert und der Abbau verlangsamt, was zu einer erhohten Expression der Zielproteine
fithrt. So bewirkt beispielsweise UV-Strahlung die CIRP-abhingige Stabilisierung von
Thioredoxin-mRNA, was als Radikalfanger die schddliche UV-Wirkung abmindern kann
(Yang and Carrier 2001).

Schon eine milde Verringerung der Korpertemperatur fiihrt zu einer gesteigerten CIRP-
Expression in BALB/3T3-Mausfibroblasten (Nishiyama, Itoh et al. 1997). Dort fiihrte die
Verringerung der Inkubationstemperatur von 37 auf 32 °C zu einer signifikanten
Induktion von CIRP. Aullerdem konnte demonstriert werden, dass CIRP in einem 24-h-
Rhythmus oszilliert. Die hochste Expression ist bei der niedrigsten Korpertemperatur
nachgewiesen worden (Nishiyama, Xue et al. 1998, Gotic, Omidi et al. 2016). Diese
Oszillation von CIRP erho6ht auch die circadiane Expression von Transkriptionsfaktoren
der inneren Uhr, wie beispielsweise CLOCK, was in einem robusteren circadianen
Rhythmus resultiert (Morf, Rey et al. 2012). Die direkte Interaktion zwischen CIRP und
CLOCK-mRNA konnte zwar bereits nachgewiesen werden (Morf and Schibler 2013),
dennoch ist noch nicht abschlieBend geklart, ob diese Interaktion direkt zu einer erhhten
Proteinexpression von CLOCK fiihrt (Schibler, Gotic et al. 2015). Ferner konnte bereits
gezeigt werden, dass CIRP-mRNA direkt durch Temperaturdnderungen, unabhéngig von
Komponenten des circadianen Rhythmus, reguliert wird (Kornmann, Schaad et al. 2007).

Die temperaturabhingigen CIRP-mRNA-Spiegel sind auf posttranskriptionelle
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Mechanismen zuriickzufithren (Shiina and Shimizu 2020, Xie, Geng et al. 2020). So
kommt es aufgrund eines Splicing-abhéngigen regulativen Elements im Intron 1 der
CIRP-DNA zu einer durch Temperatur verdnderten CIRP-mRNA-Expression. In diesem
Zusammenhang konnten PreuBner und Kollegen Clk1/4-kinase und Proteinphosphatase
1 identifizieren, die temperaturabhingig die Phosphorylierung von SR-Proteinen
modulieren (Preussner and Heyd 2018). Bei SR-Proteinen handelt es sich um RNA-
bindende Proteine mit einem Serin/Arginin-reichen C-Terminus (Lin and Fu 2007, Fu
and Ares 2014, Jeong 2017). Der Phorsphorylierungsstatus der SR-Proteine fiihrt zu
alternativem  Splicing von beispielsweise CIRP mit daraus resultierender
temperaturabhiangiger Expression (PreuBiner, Goldammer et al. 2017). Die Arbeitsgruppe
um PreuBner konnte hier zeigen, dass diese temperaturabhingige Phosphorylierung
ausschlieBlich auf Temperaturdnderungen zuriickzufiihren war. Die Oszillation von CIRP
war demnach keine Konsequenz der circadianen Clockgen-Expression, sondern vielmehr
direkt abhéngig von kleinen Temperaturdnderungen im Tagesverlauf. Mit CIRP ist somit
ein Protein beschrieben, dass bei physiologischen Anderungen der Korpertemperatur
reguliert wird und iiber Stabilisierung von mRNA-Transkripten die Proteinbiosynthese

beeinflussen kann.

1.2.3  Transient receptor potential-Kanile

Transient receptor potential channel (TRP-Kanile) sind Kanalproteine, die aus sechs
Transmembrandoménen aufgebaut und unselektiv fiir Kationen permeabel sind
(Harteneck 2005). Sie werden aufgrund von Sequenzhomologien in Sdugetieren in sechs
Unterfamilien eingeteilt (TRPC, TRPA, TRPV, TRPM, TRPP und TRPML) und bilden
insgesamt 27 Mitglieder (Voets, Janssens et al. 2004, Ramsey, Delling et al. 2006). Sie
vermitteln den Einstrom von Kationen wie Ca?*, Mg?", Zn?" oder Na* und kénnen daher
den intrazelluldren Spiegel dieser Ionen beeinflussen (Saito and Tominaga 2015). TRP-
Kanile werden ubiquitér exprimiert und sind an einer Vielzahl von physiologischen und
pathologischen Prozessen beteiligt. So sind sie maB3igeblich an der Wahrnehmung von
Schmerz, Temperatur und Druck beteiligt (Julius 2013, Tomilin, Mamenko et al. 2016,
Yang, Feng et al. 2017, Dong and Dong 2018, Samanta, Hughes et al. 2018, Falcon,
Galeano-Otero et al. 2019). Im Rahmen dieser Arbeit ist allerdings die Expression und
Temperaturwahrnehmung der TRP-Kandle im zentralen Nervensystem von besonderem

Interesse.
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Auf der Suche nach einem Capsaicin-sensitiven Rezeptor wurde die Vanilloid-Rezeptor-
1-cDNA aus sensorischen Neuronen isoliert (Caterina, Schumacher et al. 1997). Die
Sequenzhomologie zu dem TRP-Kanal in Drosophila melanogaster fiihrte zu der
Entdeckung des ersten humanen TRP-Kanals. TRPV1 wird nicht nur durch das Vanilloid
Capsaicin, sondern auch durch schidliche Hitze tiber 43 °C aktiviert (Caterina,
Schumacher et al. 1997). Wenngleich hiufig von einer ,Temperaturschwelle‘ gesprochen
wird, ab der die jeweiligen Kanile aktiviert werden konnen, handelt es sich vielmehr um
eine mehr oder weniger stark ausgepriagte Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit, denn
auch bei Temperaturen unterhalb dieser ,Schwelle‘ kann eine Aktivitit des Kanals
nachgewiesen werden (Giiler, Lee et al. 2002, Castillo, Diaz-Franulic et al. 2018, Vriens
and Voets 2018). Es wurden noch einige weitere TRP-Kanéle entdeckt, die durch Hitze
oder Kilte aktivierbar sind. Diese werden seitdem als ,Thermo-TRPs‘ bezeichnet
(Patapoutian, Peier et al. 2003). Dazu gehdren neben TRPV1 auch TRPV2 (> 52 °C),
TRPV3 (31 -39 °C) und TRPV4 (25 — 34 °C), die durch Hitze aktiviert werden. TRPAI,
TRPCS5 und TRPMS (< 25 °C) hingegen sind durch Kilte aktivierbar (Caterina, Rosen et
al. 1999, Giiler, Lee et al. 2002, Mckemy, Neuhausser et al. 2002, Peier 2002, Xu, Ramsey
et al. 2002). Dartiber hinaus sind in weiteren Studien auch TRPM2 (33 — 47 °C) (Kashio
and Tominaga 2017), TRPM3 (<40 °C) (Held, Voets et al. 2015, Vriens and Voets 2018),
TRPM4 und TRPMS (je 15 — 35 °C) (Saito and Tominaga 2015) als temperatursensitive
TRP-Kanéle identifiziert worden.

Eine Aktivierung von TRP-Kanélen kann eine Vielzahl zelluldrer Prozesse auslosen. So
kann der TRP-vermittelte Anstieg der intrazelluliren Ca**-Konzentration zu einer
Aktivierung von Ca?‘-abhingigen Enzymen, wie beispielsweise der Phosphatase
Calcineurin, fithren, worauthin die nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-abhédngige
Genexpression gesteigert wird (Kuwahara, Wang et al. 2006, Soni and Adebiyi 2016).
Die Aktivierung von Ca**-abhingigen Kinasen, wie Ca®'/Calmodulin-abhiingige Kinase
(CaMK) II, kann zu einer Ca®*-abhiingigen Phosphorylierung von Zielproteinen fiihren
(Hu, Zhao et al. 2019). TRPM6 und 7 konnen aufgrund ihrer intrazelluldren
Kinasedoméne direkt durch Phosphorylierung die Aktivitit von Proteinen, wie
beispielsweise elongation factor 2 kinase, phospholipase Cy2 oder Annexin Al
beeinflussen (Dorovkov and Ryazanov 2004, Deason-Towne, Perraud et al. 2012). Diese
Kanile kénnen durch ihre stark ausgeprigte Mg?*-Leitfihigkeit auch die Aktivitit Mg?'-

sensitiver intrazelluldrer Kinasen modifizieren (Zou, Rios et al. 2019). Die Aktivierung
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von TRPC-Kanilen kann zu einer Phosphorylierung von cAMP response element-binding
protein (CREB) fiihren und damit die CRE (cAMP response element)-abhiangige
Genexpression von Zielgenen, wie c-fos, beeinflussen (Jia, Zhou et al. 2007). Auch
konnen TRP-Kanidle die Phosphorylierung von extracellular regulated kinase 1/2
(ERK1/2) vermitteln (Lesch, Rossler et al. 2017), was nachfolgend ebenso zu einer
verdnderten CREB-abhidngigen Genexpression (siehe Kapitel 1.3.2.2) fiihren konnte.

Aufgrund ihrer ubiquitdren Expression und Beeinflussung des intrazelluliren Milieus
sind TRP-Kanile an zahlreichen pathologischen Prozessen, wie chronischen Schmerzen
und Entziindungsreaktionen, FErkrankungen des Gastrointestinaltrakts (GIT),
Tumorerkrankungen, Fehlregulationen des Immunsystems sowie Lungen- und
Herzerkrankungen (Nilius, Voets et al. 2005, Kanewska, Ito et al. 2020) beteiligt. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass TRP-Kanile die Wahrnehmung von noxischen
Hitzestimuli bewirken (Clapham 2003, Fealey 2013, Watanabe, Piché et al. 2015). Ein
TRP-Kanal-Trio, bestehend aus TRPM3, TRPV1 und TRPAI1, vermittelt die Reaktion
von Maiusen auf akute Hitzestimuli (Vandewauw, De Clercq et al. 2018). In einer
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die TRP-Kanédle TRPV3 und TRPMS8 zur
Induktion von CIRP in priméiren murinen Lungenzellen notwendig sind (Fujita, Liu et al.
2018): Die Induktion von CIRP nach einem Temperaturwechsel von 37 auf 32 °C bleibt
in dem TRP-Knockout aus. Eine weitere Gruppe konnte zeigen, dass die Simulierung von
Fieber (hier: 42 °C) in Myoblasten TRPV1-vermittelt zu einer Aktivierung von
Proteinkinase C (PKC) mit nachfolgender Phosphorylierung von CREB fiihrt, was in

einer erhohten Expression von Interleukin 6 resultiert (Obi, Nakajima et al. 2017).

Der TRPM2-Kanal wird benétigt, um nicht-noxische Warme wahrzunehmen (Tan and
McNaughton 2016). Das Verhalten von Miausen beziiglich Warme (23 °C — 38 °C) ist
abhédngig von der Expression von TRPM2: TRPM2-defiziente Méuse suchen signifikant
seltener als die Kontrollgruppe kiihle Orte auf. Dariiber hinaus wurde der Kanal bereits
als thermosensitiver metabolischer Sensor beschrieben, der bei Korpertemperatur an einer
Vielzahl physiologischer Prozesse involviert ist (Kashio and Tominaga 2017). Die
Beteiligung an der Insulinfreisetzung beispielsweise, erfolgt wahrscheinlich {iber
TRPM2-abhingige glucagon-like peptide 1 (GLP-1) Stimulierung (Uchida, Dezaki et al.
2011). Diese Freisetzung von Insulin aus [p-Zellen des Pankreas erfolgt

temperaturabhéngig, was vermutlich direkt mit der TRPM2-Kanalaktivitit
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zusammenhdngt (Kashio and Tominaga 2015). Bereits eine leichte Erhohung der
Temperatur fiihrte an der POA des Hypothalamus zu einer verstdarkten Aktivierung von
TRPM2, weshalb der Kanal auch als hypothalamischer Hitzesensor beschrieben worden
ist (Song, Wang et al. 2016). Die Gruppe konnte zeigen, dass die Aktivitdt des Kanals bei
38 °C (im Vergleich zu 34 °C) in kultivierten POA-Neuronen der Maus erhoht ist und
dass die TRPM2-induzierte Erhohung des intrazelluliren Ca®"-Spiegels durch 2-
Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), einem nicht selektiven TRP-Kanalmodulator,
blockiert wurde. Funktionelle wird TRPM2 auch in Neuronen des MNucleus
paraventricularis (PVN) exprimiert (Zhong, Amina et al. 2016). In Summe zeigen diese
Befunde, dass TRP-Kanile durch ihre ubiquitdre Expression und die Beeinflussung der
intrazelluldren Ionenkonzentration an vielféltigen physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt sind. TRP-Kanile, die bei physiologischen Temperaturen aktiviert
werden, konnten mdoglicherweise an der Ubersetzung von physiologischen

Temperaturdnderungen in zelluldre Ereignisse beteiligt sein.

1.2.4 Thermodynamische Prozesse

Neben spezifischen temperatursensitiven Proteinen, wie CIRP oder TRP-Kanilen,
konnen auch direkt thermodynamische Prozesse an der Vermittlung von

Temperaturdnderungen involviert sein.

Obwohl in Proteinen teils hunderte nicht-kovalente Bindungen auftreten, liegt die
gesamte freie Energie des Systems meistens in der GréBenordnung von etwa 5 - 20
kcal/mol, was in etwa der Energie einiger, weniger nicht-kovalenter Bindungen entspricht
(Dill 1990). Daraus ergibt sich ein lockeres Gleichgewicht zwischen Stabilitdt und
Reaktionsbereitschaft, was in Proteinen aller Taxa zu finden ist (Alexandrov 1969).
Proteine miissen einerseits eine ausreichende Stabilitdt bei physiologischen
Temperaturen haben, um bestimmte dreidimensionale Konformationen einnehmen zu
konnen, damit Liganden gebunden werden konnen. Andererseits darf diese Stabilitét
nicht zu ausgeprdgt sein, damit rasche und prdzise Struktur- und
Konformationsédnderungen, die wéihrend der Bindung, katalytischen Reaktion,
metabolischen Regulation oder Kontrolle der Genexpression auftreten, moglich bleiben

(Somero 1995).
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Interaktionen zwischen Proteinen oder Liganden und Proteinen sind abhingig von der
freien Energie des Systems. Die freie Energie der Bindung ist die bedeutsamste
thermodynamische Beschreibung der Bindung, da aus ihr die Stabilitdt eines jeden
biologischen Komplexes hervorgeht (Raha and Merz 2005, Zeitlinger, Derendorf et al.
2011). Die freie Energie eines Systems (AGo) ergibt sich aus der Bindungsenthalpie
(AHo), der Entropie (ASo) und der Temperatur (T).

AGy = AH, — TAS, (1)

Aus der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (1) wird deutlich, dass die freie Energie der
Bindung eines Systems temperaturabhingig ist. Daraus ergibt sich, dass die
Wechselwirkungen zwischen Proteinen oder kleinen Molekiilen abhdngig von der
Temperatur sind. Dies ist darin begriindet, dass einerseits die Wahrscheinlichkeit der
Interaktion mit einer Erh6hung der Temperatur steigt und andererseits die Proteinfaltung,
und somit die biologische Aktivitt, abhingig von der Temperatur sind (Woldeyes, Qi et
al. 2020). In einem physiologischen Kontext zeigt sich die Auswirkung dieser
Temperaturabhingigkeit in einer gesteigerten Reaktionsrate enzymatischer Reaktionen
bei erhohter Temperatur. Diese GesetzmaBigkeit ist auch als Reaktionsgeschwindigkeit-
Temperatur-Regel bekannt und ist eine Anwendung der van ’t-Hoff’schen Gleichung (2),
die sich teilweise aus der Gibbs-Helmholtz-Gleichung ableitet. Bei einer Erhohung der
Temperatur kommt es zu einer Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit, bis diese
aufgrund von Stérungen in der Proteinstruktur wieder abnimmt (Arcus, Prentice et al.
2016, Du, Zhang et al. 2018, Arcus and Mulholland 2020). Um die
Temperaturabhéngigkeit eines Systems zu beschreiben, hat es sich bewéhrt, den 10 K-

Temperaturkoeffizient (Q1o-Wert) anzugeben.

10 K

Quo = (';—i)ﬁ )

Dieser ist als der Faktor definiert, um den die Reaktionsgeschwindigkeit bei einer
Erhohung der Temperatur von 10 K ansteigt. k1 und k2 bezeichnen die jeweiligen
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten bei der Temperatur T1 bzw. T2. Verdoppelt sich
beispielsweise die Reaktionsgeschwindigkeit bei einem Temperaturanstieg von 20 °C auf
30 °C, so betrigt der Qio-Wert 2. Somit erscheint es konsequent, dass im Tagesverlauf
physiologisch auftretende Temperaturdnderungen die freie Energie der Bindung des

betrachteten Systems beeinflussen, und dariiber, zumindest theoretisch, die Aktivitit von
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Proteinen, Enzymen und die Wechselwirkung dieser, beeinflussen konnen. Im Rahmen
dieser Arbeit werden wissenschaftliche Erkenntnisse zu einem direkten Einfluss der

Temperatur an der jeweiligen Stelle ndher beschrieben.

1.3 Aufbau und Funktion des Nucleus paraventricularis

1.3.1 Allgemeines

Der Hypothalamus ist ein Teil des Zwischenhirns und dient als oberstes
Regulationszentrum fiir endokrine und vegetative Vorginge (Clarke 2015). Dem
Hypothalamus obliegen lebenswichtige vegetative Aufgaben, wie die Thermoregulation
(siche Kapitel 1.1.2 und 1.3.3), die Fliissigkeitshomoostase, das Sexualverhalten, sowie
die Regulation von Nahrungsaufnahme durch Vermittlung von Hunger und Séttigung
(Keller-Wood 2015, Zimmerman, Leib et al. 2017, Qin, Li et al. 2018, Rosin and
Kurrasch 2019). Des Weiteren ist er zentral an der inneren Zeitorganisation mit Schlaf-
Wachverhalten und zirkadianer Rhythmik beteiligt (Dunlap 1999, Kalsbeek, Bruinstroop
et al. 2010).

Der Hypothalamus ist aus mehreren Kerngebieten, wie dem PVN, SCN und der POA
aufgebaut. Er integriert somatische, endokrine sowie vegetative Funktionen und
sekretiert, als Hauptbestandteil eines feinmaschigen Riickkopplungsnetzwerks, die
Freisetzungshormone (Liberine) und Freisetzungsinhibitionshormone (Statine) (Flament-
Durand 1980). Ebenso werden die Effektorhormone Vasopressin und Oxytozin
produziert und im Hypophysenhinterlappen bis zu einem adédquaten Stimulus zur
Sekretion gespeichert (Clarke 2015). Somit ist der Hypothalamus umfassend an
physiologischen Prozessen beteiligt und unerldsslich zur Aufrechterhaltung vitaler

Funktionen.

1.3.2 Die Appetitregulation

Die Energiechomoostase, also die Aufrechterhaltung der Energiezufuhr und des
Energieverbrauchs, ist ein wichtiger Prozess, der Entgleisungen des Korpergewichts
verhindern soll (Krashes, Lowell et al. 2016, Triantafyllou, Paschou et al. 2016). Der
Hypothalamus verarbeitet Informationen peripherer Organe und Gewebe, wie des GIT,

der Adipozyten und des Pankreas, integriert diese und gibt iiber Stimulierung der
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Hypophyse hormonelle Signale an Zielorgane aus, die Nahrungsaufnahme und
Energieverbrauch modulieren konnen. Damit stellt der Hypothalamus auch das Zentrum
der Appetitregulation dar (Chaudhri, Small et al. 2006, Suzuki, Simpson et al. 2010, Yeo
and Heisler 2012, Timofeeva, Caron et al. 2017)

Daran sind entscheidend Neurone des Nucleus arcuatus (ARC), des PVN und des
lateralen Hypothalamus beteiligt (Langhans 2002, Sohn 2015). Der PVN besteht unter
anderem aus parvozelluldren Neuronen, die zur medianen Eminenz projizieren und dort
TRH und corticotropin-releasing hormone (CRH) an die Hypothalamus-Hypophyse-
Schilddriise [engl. hypothalamic pituitary thyroid (HPT)]-Achse freisetzen (Silverman,
Hoffman et al. 1981, Dorton 2000, Jiang, Rajamanickam et al. 2018). Diese Sekretion
wird durch eine enge Abstimmung und Innervierung des ARC reguliert. Im ARC sind
hauptséchlich zwei verschiedene Neurone anzufinden. Zum einen gibt es Neuropeptid Y
(NPY)/agouti-related protein (AgRP)-positive Neurone, die die orexigen-wirkenden
Hormone NPY und AgRP bilden kénnen (Mullur, Liu et al. 2014). Diese Hormone
werden abhédngig von dem Energiestatus freigesetzt: Bei geringer Nahrungsaufnahme
kommt es zu einer erhohten Freisetzung und umgekehrt. Zum anderen gibt es Pro-
Opiomelanocortin (POMC)/cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART)-
positive Neurone, die POMC und CART freisetzen (Secher, Jelsing et al. 2014). Beide
Hormone fiihren zu einer starken Inhibition des Hungergefiihls und wirken daher

anorexigen (Cowley, Smart et al. 2001, Sohn 2015). Eine erhohte Konzentration von
POMC und dem daraus prozessierten a-Melanozyten-stimulierendem Hormon (a-MSH)

fiihrt zu einem Sittigungsgefiihl (Cyr, Toorie et al. 2013, Baldini and Phelan 2019,
Alvarez-Salas, Gama et al. 2020).

Die Freisetzung von Hormonen aus der Peripherie, wie Ghrelin (Magen), Leptin
(Fettgewebe), PYY3.36 (Kolon, Ileum) oder Insulin (Pankreas), fithrt an Neuronen des
ARC zu einer Interaktion mit NPY/AgRP- und POMC/CART-Neuronen. Die Freisetzung
von Leptin nach der Nahrungsaufnahme bedingt beispielsweise einerseits die Aktivierung
von POMC/CART-Neuronen und anderseits die Inhibition von NPY/AgRP-Neuronen.
Dadurch werden im PVN Thyreoliberin-positive Neurone aktiviert, was zu einer
gesteigerten TRH-Expression und daraus resultierend zu einem erhohten
Sattigungsgefiihl mit verringerter Nahrungsaufnahme fiihrt. Ghrelin hingegen wird von
den Belegzellen im Epithel des Magenfundus zur Einleitung eines Hungergefiihls
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ausgeschiittet (Qin, Li et al. 2018). Ghrelin bindet an Ghrelinrezeptoren auf NPY/AgRP-
Neuronen des ARC und bedingt damit einerseits direkt, und andererseits iiber die NPY -
vermittelte Inhibition von POMC/CART-Neuronen indirekt, eine Inhibition von PVN-
Neuronen. Dies resultiert in einer reduzierten TRH-Freisetzung (Lechan and Fekete 2006,
Valassi, Scacchi et al. 2008). Folglich wird der Energieverbrauch verringert und ein

Hungergefiihl stimuliert (Dos-Santos, Reis et al. 2019).

1.3.2.1 Thyreotroper Regelkreis

Die Stimulation Thyreoliberin-positiver Neurone im PVN durch die beschriebenen
Mechanismen fiihrt zu einer Freisetzung von TRH aus hormonproduzierende Zellen,
welche das Peptid an gefensterte Blutgefile abgeben (Reichlin 1967). In diesem
Neurohdmalorgan, der medialen Eminenz, ist die Blut-Hirnschranke nicht vollstindig
ausgebildet, weshalb der direkte Ubergang von Hormonen in BlutgefiBe und von dort
weiter liber das hypothalamo-hypophyséire Pfortadersystem bis zur Adenohypophyse,
mdglich ist (Worthington 1955, Hodges 1984, Yin and Gore 2010, Keller-Wood 2015).

Die Struktur von TRH wurde als erstes hypothalamisches Neuropeptid 1969 aufgeklirt
(Boler et al. 1969). Prepro-TRH besteht aus sechs Kopien des TRH-Vorldufers, welcher
durch die Prohormon-Konvertase 1 (PC1) freigesetzt wird. Im Vergleich zu anderen
Peptidhormonen ist die Struktur von TRH besonders, da es lediglich aus 3 Aminoséuren,
Glutamin, Histidin und Prolin, aufgebaut ist (Ikegami, Liao et al. 2014).
Posttranslationale Modifikationen fithren zu dem aktiven Tripeptid: Am C-Terminus
kommt es zu einer Amidierung des Prolins und am N-Terminus zu einem Ringschluss,

wodurch das Peptid vor dem Abbau durch Peptidasen geschiitzt wird (Bauer 1988).

TRH kann nun einerseits direkt als Neurotransmitter Effekte ausiiben, wie beispielsweise
auf die POA und dort die Korpertemperatur beeinflussen, oder aber indirekt durch
Stimulation von TRH-Rezeptor-1 (TRHR1) die Bildung und Sekretion des Thyroidea-
stimulierenden Hormons (TSH) in thyrotrophen Zellen der Neurohypophyse anregen
(Chiamolera and Wondisford 2009, Mullur, Liu et al. 2014). Die Sekretion von TSH fiihrt
an der Schilddriise zu einer Freisetzung von Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4),
welche in den Follikeln gebildet wurden. Uber negative Riickkopplungsmechanismen
finden Feinabstimmungen statt, die zu den gewiinschten Plasmakonzentrationen der
Schilddriisenhormone fithren. So wird die Bildung von TRH im Hypothalamus und die
Bildung von TSH in der Hypophyse durch hohe T4-Plasmaspiegeln inhibiert und eine
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iiberschieBende Bildung von T3 und T4 verhindert (Mullur, Liu et al. 2014, Ortiga-
Carvalho, Chiamolera et al. 2016, Hoermann, Midgley et al. 2018). Bei einer
Fehlregulation der HPT-Achse kann es zu einer Schilddriiseniiber- oder unterfunktion mit

vielfaltigen Auswirkungen auf den Organismus kommen (Kravets 2016).

Die Schilddriisenhormone haben Einfluss auf eine Vielzahl physiologischer Prozesse. Sie
wirken iiberwiegend dadurch, dass sie den Energieverbrauch steigern und katabole
Prozesse fordern (Kouidhi and Clerget-Froidevaux 2018) . Es kommt zu einer vermehrten
Glukoseresorbtion und Glukoneogenese (Fukuchi, Shimabukuro et al. 2002). Aullerdem
werden Glykolyse und Lipolyse gesteigert (Chidakel, Mentuccia et al. 2005). Uber eine
Induktion der Expression von B-AR fiihren sie indirekt zu gesteigerter Chrono- und
Inotropie am Herzen (Yavuz, Salgado Nunez Del Prado et al. 2019). Folglich steigt der
systolische Blutdruck, wohingegen der diastolische abnimmt. AuBBerdem kann, vermittelt
iiber Schilddriisenhormonrezeptoren an Adipozyten, die zitterfreie Thermogenese

gesteigert werden, die ndher in Kapitel 1.3.3 erldutert wird.

Auf zelluldrer Ebene sind zahlreiche Prozesse beteiligt, die zu einer Beeinflussung der
Plasma-TRH-Spiegel fiihren. Der prepro-TRH-Promotor wird nach Bindung von
unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren aktiviert, was schlieBlich in einer erhéhten
TRH-Expression resultiert. Der Promotor enthdlt beispielsweise eine Bindestelle fiir
Glukokortikoide. Die circadiane Expression der Glukokortikoide (siehe Kapitel 1.1.4)
trdgt daher zu den circadianen Schilddriisenhormonspiegeln bei (Lee, Yang et al. 1996,
Cote-Vélez, Pérez-Martinez et al. 2005, Russell, Harrison et al. 2008). Der prepro-TRH-
Promotor enthilt dariiber hinaus weitere Bindestellen fiir CREB und signal transducers
and activators of transcription (STAT) (Lee, Stewart et al. 1988, Balkan, Tavianini et al.
1998), weshalb die Bindung dieser Transkriptionsfaktoren die prepro-TRH-
Promotoraktivitit hiufig steigert (Cyr, Toorie et al. 2013, Xia, Zhang et al. 2015, Sotelo-
Rivera, Cote-Vélez et al. 2017).

1.3.2.2 Transkriptionsfaktor cAMP response element-binding protein

Die Bindung von Hormonen an Gs-gekoppelte Rezeptoren (siehe Kapitel 1.4) fiihrt zu
einer Erh6hung der intrazelluliren cAMP-Konzentration (Tamotsu, Schomerus et al.
1995, Lefkowitz 2000). Diese lokal auftretende cAMP-Erhohung fiihrt zur Aktivierung
einer intrazelluldren Signalkaskade, an deren Ende unter anderem die Initiierung der

CREB-abhingigen Genexpression steht (Montminy, Gonzalez et al. 1990, Lee 1991,
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Bonni, Ginty et al. 1995, Sassone-Corsi 2012). Bei CREB handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor, der zu der Leucin-Zipper-Proteinfamilie gehort. Dieser wird mit
dem cAMP response element modulatory protein (CREM) und dem activating
transcription factor 1 (ATF1) zur CREB/ATF-Unterfamilie zusammengefasst (Lonze
and Ginty 2002). Die drei Proteine konnen als Homo- oder Heterodimere an die
spezifische DNA-Erkennungssequenz CRE binden und die Genexpression nachfolgender
Gene regulieren (Swope, Mueller et al. 1996). CRE besteht aus der palindromischen
Sequenz TGACGTCA oder einem Teil davon (TGACG bzw. CGTCA) und befindet sich

meist in der Promotorregion einer Vielzahl von Genen (Galliot, Welschof et al. 1995).

Es sind zahlreiche weitere Stimuli bekannt, die zu einer Phosphorylierung von CREB
fiihren: Wachstumsfaktoren (Gampe, Brill et al. 2011, Zhang, Yang et al. 2019), Insulin
(Koo, Flechner et al. 2005, Ravnskjaer, Madiraju et al. 2016), Zytokine (Wen, Sakamoto
et al. 2010), Peptidhormone (Zhang, Chery et al. 2020) oder adrenerge Hormone wie
Noradrenalin (NA) (Peinado and Myers 1987, Fiizesi, Wittmann et al. 2009). Die
Phosphorylierung von CREB erfolgt an Ser133 in der Kinase-induzierbaren Doméne
(KID) (Bonni, Ginty et al. 1995, Cardinaux, Notis et al. 2000). In Abhdngigkeit des
jeweiligen Stimulus gibt es eine Vielzahl intrazelluldrer Kinasen, die zu einer CREB-
Phosphorylierung fithren. Bislang konnte dies beispielsweise fiir Proteinkinase B (PKB),
PKC, CaMK I und II, Proteinkinase G und Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)
gezeigt werden (Gonzalez and Montminy 1989, Sun and Maurer 1995, Shaywitz and
Greenberg 1999). Die wohl bekannteste CREB-phosphorylierende Kinase stellt
Proteinkinase A (PKA) dar. Eine cAMP-Akkumulation im Zytoplasma fiihrt zu einer
Aktivierung dieser Serin/Threonin-Kinase (Corbin and Krebs 1969). Unter basalen
Bedingungen liegt PKA im Zytoplasma als Heterotetramer, bestehend aus zwei
regulativen und zwei katalytischen Untereinheiten, vor (Lonze and Ginty 2002). Die
Bindung von cAMP fiihrt zu einer Freisetzung der katalytischen Untereinheiten, welche
darauthin in den Zellkern transportiert werden konnen (Yang 2018). Dort kann PKA
schlieBlich CREB an Ser133 phosphorylieren. Diese Phosphorylierung ist Voraussetzung
fiir die Aktivierung des Transkriptionsfaktors, allerdings nicht immer ausreichend, um
CREB-bindendes Protein (CBP) und p300, beides Co-aktivierende Proteine, zu
rekrutieren und die Expression von Zielgenen zu initiieren: Es konnte gezeigt werden,
dass es hdufig der Zusammenarbeit weiterer Cofaktoren, wie CREB-regulated

transcription coactivators (CRTC), bedarf (Lerner, Depatie et al. 2009). Die
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Phosphorylierung von CREB an Ser133 kann schlielich zu einer Interaktion mit der
KID-interacting-Domane von CBP/p300 fiihren, was durch eine Rekrutierung des RNA-
Polymerase-II-Komplexes in einer erhdhten Transkription der Zielgene endet (Shaywitz,

Dove et al. 2000).

Die Aktivierung von CREB-abhingiger Genexpression ist an vielfdltigen Prozessen
beteiligt. In der Leber wird, vermittelt durch Glukagon, die hepatische Glukoneogenese
durch eine Aktivierung von CREB-abhdngigen Genen wie Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase und Glukose-6-phosphatase gesteigert (Herzig, Long et al. 2001). CREB
ist auch an der Wahrnehmung des zelluldren Energiestatus beteiligt: Sinkt der zelluldre
ATP-Spiegel, wird die AMP-abhingige Kinase (AMPK) aktiviert, die zum Teil durch
Phosphorylierung und damit Inaktivierung von CRTC2 zu einer Inhibition der
hepatischen Glukoneogenese und zu einer erhohten B-Oxidation und Ketogenese fiihrt
(Koo, Flechner et al. 2005). Auch auf B-Zellen des Pankreas {ibt CREB einen grof3en
Einfluss aus: CREB und CRTC2 vermitteln die Effekte von Glukose und
Inkretinhormonen wie GLP1 auf transkriptioneller Ebene (Screaton, Conkright et al.
2004). Sie fiihren zu einer erhohten Expression von insulin receptor substrate 2, was eine
Schliisselrolle im Insulin-abhingigen Signalweg einnimmt und zu einer erhohten
Uberlebensrate der B-Zellen fiihrt (Jhala, Canettieri et al. 2003, Inada, Hamamoto et al.
2004).

Auch auf den Lipidstoffwechsel nimmt CREB modulierend Einfluss: Bei erh6hter Zufuhr
von Triglyceriden kommt es zu einer erhohten Phosphorylierung von CREB in
Adipozyten, was zu einer erhohten Insulinresistenz im gesamten Korper fiihrt (Q1, Saberi
et al. 2009). CREB-vermittelt kommt es hier zu einer ATF3-Erhdhung, was zu einer
verringerten Expression des Insulin-sensitiven Glukosetransporter-4 fiihrt (Qi, Saberi et
al. 2009). Am Skelettmuskel bedingt die Expression einer dominant-negativen CREB-
Variante einen dystrophischen Phédnotyp mit ausgeprigtem progressivem
Muskelschwund, chronischer Entziindung des Skelettmuskels und Myonekrose
(Berdeaux, Goebel et al. 2007). CREB ist an der neuronalen Plastizitit und
Differenzierung beteiligt, was fiir die normale Entwicklung notwendig ist (Sakamoto,
Karelina et al. 2011). Auch an hypothalamischen Neuronen ist der Einfluss von CREB
bereits vielfach gezeigt worden. Leptin-vermittelt kommt es zu einer Induktion von

CRTC1 und einer CREB-abhingigen Expression des anorexigenen Hormons CART
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(Xing, Ginty et al. 1996). AuBBerdem konnen gesteigerte Glukosespiegel zu einer erhohten
Aktivitit von CRTCI1 und damit der CREB-abhédngigen Genexpression fithren (Lerner,
Depatie et al. 2009). Dariiber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass CREB an der
Synchronisierung des circadianen Rhythmus an Neuronen des SCN malgeblich beteiligt

ist (Reppert and Weaver 2001).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist von besonderem Interesse, dass auch der prepro-
TRH-Promotor CREB-bindende Elemente aufweist (Jung, Yang et al. 1994). Es konnte
hierzu bereits gezeigt werden, dass der prepro-TRH-Promotor durch CREB aktiviert wird
(Xia, Zhang et al. 2015). Somit kann es nach Stimulierung von Gs-gekoppelten
Rezeptoren durch eine erhohte CREB-Aktivierung zu einer gesteigerten TRH-Expression
kommen. CREB ist somit ein Transkriptionsfaktor, der entscheidend an der Weiterleitung

adrenerger Signale beteiligt ist und vielféltige zelluldre Prozesse reguliert.

1.3.2.3 Transkriptionsfaktoren signal transducers and activators of transcription

Weitere wichtige Transkriptionsfaktoren im PVN stellen STAT1-5 Proteine dar (Roy,
Benomar et al. 2007, Hong, Song et al. 2009). Zusammen mit Januskinasen (JAK) sind
sie ein effizientes und hochreguliertes System zur Modulation der Genexpression, wobei
der Signalweg als JAK-STAT-Signalweg bezeichnet wird (Rawlings, Rosler et al. 2004).
STAT-abhédngige  Genexpression wird vermehrt nach  Aktivierung  von
Rezeptortyrosinkinasen initiiert (Morris, Kershaw et al. 2018). Nach Ligandenbindung,
beispielsweise Zytokinen wie Interleukin 6, kommt es zu einer Konformationsdnderung,
die eine Aktivierung der assoziierten JAK bedingen. Es kommt zu einer
Autophosphorylierung von JAK und nachfolgender Phosphorylierung des Rezeptors.
Diese fungiert als Rekrutierungsstelle fiir STAT-Transkriptionsfaktoren aufgrund der src
homology 2-Domine (Rawlings, Rosler et al. 2004). So assoziieren STAT1 und STAT3
an die Rezeptoruntereinheit, werden von JAK phosphoryliert und dissoziieren als Homo-
bzw. Heterodimer von dem Rezeptor. Vor der Translokation in den Zellkern werden sie
noch an Serinresten phosphoryliert und koénnen anschlieBend an STAT-
Promotorregionen auf Genabschnitten binden, wo sie die Transkription verschiedener

Zielgene beeinflussen (Wittes and Schiipbach 2019).

Im zentralen Nervensystem wird die Aktivierung von STAT-abhingiger Genexpression
hauptsdchlich mit der embryonalen Entwicklung, Freisetzung von Hormonen,

Entziindungsreaktion und Entstehung von Tumoren assoziiert (Banerjee, Biehl et al.
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2017, Villarino, Kanno et al. 2017, Trivedi and Starz-Gaiano 2018, Yeung, Aziz et al.
2018, Xin, Xu et al. 2020). Eine Fehlregulation des JAK-STAT-Signalwegs wurde
ebenso mit der Entstehung von Epilepsie und Alzheimer in Verbindung gebracht (Henrik
Heiland, Ravi et al. 2019, Nevado-Holgado, Ribe et al. 2019, Singh, Singh et al. 2020).
Der Signalweg ist maf3geblich an der Regulation der Energichomdoostase beteiligt. Méuse
mit einer gestorten STAT3- oder STATS-Expression zeigen neuroendokrine Defekte, die
zu Fettleibigkeit, Unfruchtbarkeit und Diabetes fiihren (Gao, Wolfgang et al. 2004, Lee,
Muenzberg et al. 2008). Bindet Leptin an den Leptinrezeptor, fiihrt das an Neuronen des
ARC zu einer gesteigerten Synthese von anorexigenen Peptiden, wie a-MSH und einer
verringerten Produktion von orexigenen Peptiden, wie NPY (Schwartz, Woods et al.
2000). Zusammenfassend lésst sich daran erkennen, dass STAT-Transkriptionsfaktoren

im Hypothalamus {iberaus wichtige Funktionen erfiillen.

1.3.2.4 Transkriptionsfaktoren forkhead-box-Protein O

Forkhead-Box (FOX)-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation von
zahlreichen Prozessen beteiligt sind. Sie nehmen Einfluss auf Proliferation, embryonale
Entwicklung und Differenzierung (Lam, Brosens et al. 2013). Sie werden aufgrund
genetischer Unterschiede in Gruppen von A bis R eingeteilt (Katoh and Katoh 2004).
Ihnen gemeinsam ist die konservierte DNA-Bindedomine, die aus etwa 100
Aminoséduren besteht. Durch Bindung von Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren an die
a-Untereinheit seines Rezeptors kommt es zu einer Konformationsédnderung, welche zu
einer Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasedomine fiihrt, die im Folgenden kurz
erldutert wird (Farhan, Wang et al. 2017, Manning and Toker 2017, Zhang and Zhang
2019): ATP-abhingig kommt es zu einer Autophosphorylierung an mehreren
Tyrosinresten des Rezeptors, und es entsteht eine Bindungsstelle fiir das
Insulinrezeptorsubstrat-1  (IRS-1), welches anschlieBend phosphoryliert wird.
Nachfolgend konnen Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und growth factor receptor-
bound protein 2 daran binden. PI3K kann entweder direkt {iber die p85-Untereinheit an
die SH2-Doménen oder indirekt {iber Adapterproteine binden. PI3K phosphoryliert im
Anschluss Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3), was zur Rekrutierung von PKB fiihrt. Durch aktivierende
Phosphorylierung ist PKB im Nachgang dazu fdhig, FOXO zu phosphorylieren, was zu
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einer Translokation vom Zellkern in das Zytoplasma fiihrt. Folglich kénnen FOXO-

Zielgene nicht mehr transkribiert werden.

FOXO1 spielt als Regulator der Nahrungsaufnahme und Energichomdostase eine
wichtige Rolle im Hypothalamus. FOXO-Bindestellen werden in der Promotorregion von
NPY exprimiert. Durch Bindung von FOXO kann daher die Expression kontrolliert
werden (Gross, Wan et al. 2009). AuBlerdem fiihrte eine Aktivierung von Neuronen des
ARC zu einer gesteigerten Nahrungsaufnahme und verringertem Energieverbrauch (Kim,
Pak et al. 2006). Somit erfiillt auch FOXO im Hypothalamus wichtige Aufgaben, die
jedoch noch nicht vollstindig geklart sind.

Bislang wurde die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Hypothalamus, wie CREB,
STAT und FOXO, noch nicht in Abhédngigkeit von physiologischen

Kérpertemperaturdnderungen untersucht.

1.3.3 Die Thermogenese

Neben der Regulation der Energiehomdostase kann eine Aktivierung der HPT-Achse, mit
einer erhohten Konzentration der Schilddriisenhormone im Plasma, auch zu einer gezielt
gesteigerten Wiarmebildung fithren, um das Absinken der Korpertemperatur zu
verhindern (Zhang, Boelen et al. 2018, Yau and Yen 2020). Dieser Prozess wird als
Thermogenese bezeichnet. Man unterscheidet obligatorische und fakultative
Thermogenese (Chouchani, Kazak et al. 2019). Wihrend die obligatorische
Thermogenese die Warmeproduktion beschreibt, die aufgrund physiologischer Prozesse
unabdingbar entsteht, ist die fakultative (auch adaptive) Thermogenese eine Anpassung

auf eine fallende Korpertemperatur (Silva 1995).

Sinkt die Umgebungstemperatur, wird es durch physiologische Gegenmafinahmen
erforderlich, eine zu starke Verringerung der Kdrperkerntemperatur zu verhindern (Wu,
Cohen et al. 2013). Zum einen wird durch einen erhéhten Muskeltonus das Zittern
gefordert, was den geringen Wirkungsgrad der Skelettmuskulatur ausnutzt, um die dabei
anfallende Wérme zu nutzen (Blondin and Haman 2018). Zum anderen gibt es den
Mechanismus der zitterfreien Thermogenese, der hauptsidchlich im Fettgewebe und
besonders im braunen Fettgewebe stattfindet (Cannon and Nedergaard 2010, Fenzl and
Kiefer 2014, Montanari, Pos¢i¢ et al. 2017, Nedergaard and Cannon 2018). Die

Aktivierung der HPT-Achse aufgrund eines Kiltestimulus wird groBtenteils durch
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katecholaminergen Einfluss aus dem Hirnstamm verursacht (Annunziato, Renzo et al.
1977). Hypophysiotrope Neurone im PVN sind stark durch katecholaminerge Neurone
innerviert (Fiizesi, Wittmann et al. 2009). Diese Neurone sind dadurch gekennzeichnet,
dass sie Adrenalin und NA synthetisieren und freisetzen konnen. Hierfiir exprimieren sie
die Enzyme Dopamin-fB-Hydroxylase (DBH, Synthese von NA und Adrenalin) und
Phenylethanolamin-N-Methyl-Transferase (PNMT, Synthese von Adrenalin) (Liposits,
Paull et al. 1987). Sowohl DBH als auch PNMT-positive Neurone werden in der
medialen, parvozelluliren Subdivision des PVN exprimiert, wo auch Thyreoliberin-
positive Neurone lokalisiert sind (Fiizesi, Wittmann et al. 2009). Noradrenerge Neurone
des Hirnstamms werden in 6 Zellgruppen organisiert, wovon lediglich 3 (A1, A2, A6)
zum PVN projizieren (Sawchenko, Swanson et al. 1985). Die bislang einzige bekannte
physiologische Bedingung, unter der NA zu einer Regulation der TRH-Sekretion fiihrt,
ist nach einem Kaltestimulus (Uribe, Redondo et al. 1993).

In Abb. 1 ist die kidlteinduzierte TRH-Freisetzung mit nachfolgender Aktivierung der
zitterfreien Thermogenese dargestellt. Thyreoliberin-positive Neurone des PVN
exprimieren AR und werden durch freigesetztes NA oder Adrenalin vorgeschalteter
katecholaminerger Neurone aktiviert, was schlielich zu einer gesteigerten TRH-
Sekretion fiihrt (Zhang, Boelen et al. 2018). Hierbei kommt es zunichst zur Aktivierung
B-adrenerger Rezeptoren, die liber eine AC-vermittelte cAMP-Produktion eine PKA-
Aktivierung mit nachfolgender CREB-Phosphorylierung bewirken. Da der prepro-TRH-
Promotor eine CREB-Bindestelle (siehe Kapitel 1.3.2.2) hat, wird durch eine erhohte
CREB-Phosphorylierung nach einer kélteinduzierten Aktivierung von AR thyreotroper
Neurone die prepro-TRH-Promotoraktivitit gesteigert, was zu einer erhohten TRH-
Expression und -Freisetzung an Neurone der medianen Eminenz fiihrt (Cabral, Valdivia
et al. 2012). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine zentrale Blockade von AR zu
einer Verringerung der CREB-Phosphorylierung und TRH-Expression nach einem
Kaltestimulus fiihrt (Perello, Stuart et al. 2007). Die Freisetzung von TRH bewirkt eine
verstdrkte Ausschiittung von TSH aus der Hypophyse, was wiederum in erhohten T3/T4-
Plasmaspiegeln durch Stimulierung der Schilddriise resultiert (Rage, Lazaro et al. 1994)
(sieche Kapitel 1.3.2.1). Die erhohten T3- und T4-Plasmaspiegel fiithren zu einer
Aktivierung von Schilddriisenrezeptoren (TR), hauptsidchlich TRa, an weilem und
braunem Fettgewebe, was mafigeblich zu der Induktion von B-AR und uncoupling protein

I (UCPI1, Thermogenin) fiihrt. UCP1 ist ein Transmembranprotein, das in der
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Mitochondrienmembran von braunem Fettgewebe in hoher Konzentration exprimiert
wird und bei der B-Oxidation von Fettsduren durch Entkopplung des mitochondrialen
Protonengradienten von der Atmungskette zu zitterfreier Thermogenese fiihrt (Ikeda and

Yamada 2020).

Gleichzeitig kann freigesetztes NA direkt an B-AR von Adipozyten binden und durch
Erhohung der cAMP-Konzentration eine Aktivierung der PKA bewirken. PKA kann nun
die Typ-2-Deiodinase (DIO2) aktivieren, die zu einer vermehrten Konversion des
weniger aktiven T4 zu T3 fiihrt, was den oben beschriebenen Mechanismus synergistisch
fordert (Solmonson and Mills 2016). Es konnte gezeigt werden, dass Miuse, die DIO2-
defizient sind, eine verringerte Thermogenese und eine verringerte Korpertemperatur auf
einen Kaltestimulus hin zeigen (Christoffolete, Linardi et al. 2004). AuBBerdem fiihrt die
Behandlung mit NA nicht zu einer gesteigerten Thermogenese an hypothyreotischen
Mausen, die allerdings durch eine chronische Gabe von T3 oder T4 initiiert werden kann

(Silva 2001, Silva 2003).

Diese experimentellen Befunde zeigen, dass eine enge Zusammenarbeit zwischen
zentraler NA-induzierter TRH-Aktivierung und direkten Effekten von NA an $-AR von
weillen und braunen Fettgewebe notwendig sind, um eine addquate Thermogenese nach
einem Kailtestimulus zu induzieren (Zhang, Boelen et al. 2018). Ob es auch bei einem
physiologischen Absinken der Korpertemperatur im Tagesverlauf zu einer B-AR
vermittelten CREB- und prepro-TRH-Aktivierung an PVN-Neuronen des Hypothalamus

kommt, ist bislang noch nicht untersucht worden.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der kilteinduzierten Thermogenese

Bei einem Kaltestimulus kommt es zu einer Freisetzung von NA aus Neuronen des Hirnstamms.
NA bindet nachfolgend an B-AR Thyreoliberin-positiver Neurone des PVN, was zu einer cAMP-
Akkumulation mit Aktivierung von PKA fiihrt. Die PKA-induzierte Phosphorylierung von CREB
fiihrt zu einer erhohten Expression von TRH, was anschlieend die Freisetzung von TSH aus dem
Hypophysenvorderlappen bewirkt. An der Schilddriise bewirkt TSH nun eine verstéirkte
Freisetzung von T3 und T4, was liber TR an groBtenteils braunem Fettgewebe in einer erhohten
Expression von UCP1 resultiert. UCP1 fiihrt schlieBlich zu einer Entkopplung der
mitochondrialen Atmungskette, was eine gesteigerte Thermogenese bedingt und somit ein

Absinken der Korperkerntemperatur verhindert.

1.3.4 Verwendetes Zellsystem mHypoA-2/10

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Zelllinie mHypoA-2/10 ist eine murine
hypothalamische Zelllinie, die von Belsham und Kollegen etabliert wurde (Belsham, Fick
et al. 2009). Die Arbeitsgruppe konnte durch retroviralen simian vacuolating virus 40 tag
(SV40-T)-Antigentransfer, hypothalamische Neurone von zwei Monate alten,
ménnlichen C57BL/6-Méusen immortalisieren. Diese Kulturen wurden anschlieend
klonal selektioniert. Das untersuchte Zellsystem weist einige typische Charakteristika
Thyreoliberin-positiver Neurone des PVN auf (Dhillon and Belsham 2011, Dhillon,
McFadden et al. 2011, Dalvi and Belsham 2012, Dalvi, Erbiceanu et al. 2012, Dhillon,
Gingerich et al. 2012): Die Zellen sind durch a-MSH stimulierbar und durch NPY
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inhibierbar, was auf der Expression von Melanocortin-4- und NPY-Rezeptoren beruht
(Nillni 2007, Breit, Besik et al. 2015). Ferner konnte gezeigt werden, dass sie TRH
produzieren und sezernieren konnen (Sarkar, Légradi et al. 2002, Breit, Besik et al. 2015,
Glas, Miickter et al. 2016). Des Weiteren wird die TRH-Produktion negativ durch das
Schilddriisenhormon T3 reguliert, was im Einklang mit dem Mechanismus der negativen
Riickkopplung steht (siehe Kapitel 1.3.2.1) (Guissouma, Ghorbel et al. 1998, Guissouma,
Ghaddab-Zroud et al. 2014, Breit, Besik et al. 2015). Basierend auf diesen Befunden
wurde das Zellsystem im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur Studie der

Temperaturabhéngigkeit von Thyreoliberin-positiven Neuronen des PVN verwendet.

1.4 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren [engl. G protein-coupled receptors (GPCR)] sind die
am héufigsten an der Zelloberfliche vorkommenden Rezeptoren: Etwa 800 der 21000
Gene des Menschen kodieren fiir GPCRs (Rosenbaum, Rasmussen et al. 2009). Sie sind
daher fiir eine Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse essentiell
(Lefkowitz 2000). Sie sind an der hormonellen Kontrolle von nahezu allen
physiologischen Vorgingen beteiligt und vermitteln beispielsweise die Wahrnehmung
von Schmerz (Ehrlich, Kieffer et al. 2019, Gottesman-Katz, Latorre et al. 2021), Licht
(Ridge and Palczewski 2007), Geschmack (Tole, Behrens et al. 2019, Ahmad and Dalziel
2020) und Geruch (Buck and Axel 1991, Antunes and Simoes de Souza 2016, Dalesio,
Barreto Ortiz et al. 2018). Es ist daher wenig {iberraschend, dass der Grofteil der im
Markt befindlichen Pharmaka GPCRs als Zielstruktur haben (Saikia, Bordoloi et al.
2019): Pharmaka gegen Bluthochdruck (Nguyen, Dominguez et al. 2010), Schmerz
(Narouze, Benzon et al. 2015), Depression (Komatsu 2015), Asthma (Deshpande and
Penn 2006), Ubelkeit (Belkacemi and Darmani 2020) und auch einige
Krebserkrankungen (Hauser, Chavali et al. 2018, Wang, Gareri et al. 2018) iiben ihre
therapeutische Wirkung iiber Aktivierung oder Inhibition von GPCRs aus.

Diese bestehen typischerweise aus sieben Transmembrandoménen, weshalb sie haufig
auch als heptahelikale Rezeptoren bezeichnet werden (Kilpatrick, Dautzenberg et al.
1999). Sie werden basierend auf Ahnlichkeiten der Gene in vier Familien eingeteilt:
Rhodopsin- (Familie A), Sekretin- (Familie B), Glutamat- (Familie C) und die

frizzled/smoothened-Familie (Fredriksson, Lagerstrom et al. 2003). Familie A, mit
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Abstand die grofite, enthélt eine Vielzahl an Rezeptoren, wovon ein Grofteil fiir
olfaktorische Rezeptoren kodieren (Lefkowitz 2000). Familie B besteht lediglich aus
etwa 25 Rezeptoren, wovon einige dullerst wichtige Funktionen im GIT erfiillen (Hilger,
Kumar et al. 2020). Die Familie C zeichnet sich durch besonders grofle extrazelluldre
Dominen aus und kodiert beispielsweise fiir metabotrope Glutamatrezeptoren. Die
frizzled/smoothened-Familie sind von Bedeutung in Drosophila melanogaster; es sind

allerdings auch Orthologe in Menschen bekannt (Graul and Sadée 2001).

Experimente an Rezeptorchiméren brachten Erkenntnisse iiber die Beteiligung von G-
Proteinen an der Signalkaskade (Rosenbaum, Rasmussen et al. 2009). Es wurde klar, dass
eine funktionelle Signaleinheit aus einem Liganden, welcher extrazellulir an den
Rezeptor bindet, dem intrazelluldr assoziierten G-Protein und einem Effektor besteht
(Kobilka, Kobilka et al. 1988, Wong, Parker et al. 1990). Die extrazellulire Bindung von
Liganden an den Rezeptor fiihrt zu einer intrazelluldren G-Proteinaktivierung und
Akkumulation eines sekundiren Botenstoffs, wie beispielsweise cAMP oder Ca?*, die
weitere Effektormolekiile, wie Kinasen oder Transkriptionsfaktoren, aktivieren konnen.
GPCRs konnen allerdings auch G-Protein-unabhéngig, beispielsweise p-Arrestin-

vermittelt, die intrazelluldre Signalweiterleitung beeinflussen (DeWire, Kim et al. 2008).

1.4.1 Bradykininrezeptoren

Bradykininrezeptoren existieren in zwei Subtypen: B1- und B2-Bradykininrezeptoren
(BIR bzw. B2R). Wihrend der B2R konstitutiv in nahezu allen Zellen exprimiert wird,
ist der BIR ein prototypisches Beispiel fiir eine induzierbare Expression: Unter
physiologischen Bedingungen ist der BI1R nur sehr schwach exprimiert und wird erst bei

Entziindungsreaktionen drastisch hochreguliert (Leeb-Lundberg, Marceau et al. 2005).

Das Kallikrein-Kinin-System ist ein Regelsystem, das wichtige Aufgaben bei der
Steuerung des  Blutdrucks sowie der  Blutgerinnung  iibernimmt  und
Entziindungsreaktionen sowie Schmerz vermittelt (Hillmeister and Persson 2012). Die
Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems fiihrt zu einer endogenen Signalkaskade, an
deren Ende die Freisetzung vasoaktiver Kinine steht (Scicli and Carretero 1986). Plasma-
oder Gewebskininogene werden durch die entsprechenden Kallikreine gespalten und
Kinine wie Bradykinin (BK) oder Kallidin freigesetzt. Die Wirkung der Kinine wird

groftenteils tiber Aktivierung von BIR und B2R vermittelt. Beide Rezeptoren gehoren
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zu den GPCR und interagieren mit Gq/11 und Gi-Proteinen (siehe Kapitel 1.4.2.1) (Wilk-
Blaszczak, Gutowski et al. 1994). Wihrend fiir den BIR des-Arg’-Bradykinin und des-
Arg'%-Kallidin als endogene Liganden bekannt sind, wird der B2R durch BK und Kallidin
aktiviert. In Mausen ist BK vermutlich der einzige endogene Ligand am B2R (Zubakova,

Gille et al. 2008).

Die Kopplung an Ggii1-Proteine nach Aktivierung der Rezeptoren fiihrt zu einer
Stimulierung der B-Isoform der Phospholipase C (PLCp), welche daraufhin die Hydrolyse
von PIP» katalysiert, was in der Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglyzerol (DAG) resultiert. Diese beiden sekunddren Botenstoffe konnen weitere
Effektoren aktivieren. So fiihrt IP3 zu einer Erhdhung des intrazelluliren Ca®*-Spiegels
durch Entleerung zelluldrer Ca®*-Speicher, wihrend DAG die PKC aktivieren kann
(Harden, Waldo et al. 2011, Putney and Tomita 2012). Eine Erhéhung des Ca**-Spiegels
kann auch zu einer Aktivierung der CaMK mit einer Phosphorylierung und Aktivierung
von CREB fiihren (Sheng, Thompson et al. 1991). In dem untersuchten Zellsystem
mHypoA-2/10 konnte gezeigt werden, dass die BK-induzierte CREB-Phosphorylierung
durch PKC vermittelt wurde (Breit et al., nicht publiziert). Ferner konnte nachgewiesen
werden, dass die BK-induzierte ERK-Phosphorylierung mit nachfolgender STAT-
Aktivierung durch eine epidermal growth factor receptor- (EGFR) Transaktivierung
erfolgte (Breit, Besik et al. 2015). Aktivierung des B2R kann auch zu einer Kopplung mit
Gi-Proteinen fiithren, was eine Aktivierung von ERK1/2 bedingen kann (Pruitt and Der
2001).

Die Expression des B2R konnte fiir unterschiedlichste Gehirnareale, wie beispielsweise
im Riickenmark, im Hypothalamus und im Stammhirn gezeigt werden (Raidoo and
Bhoola 1997). Auch Neurone des PVN exprimieren den B2R (Qadri, Rimmele et al.
2016). Eine Beteiligung von BK-Rezeptoren an der Appetitregulation im Hypothalamus
wird vermutet (Mori, Aragjo et al. 2008, Qadri, Rimmele et al. 2016). Interessanterweise
wird der B1R temperaturabhéngig aktiviert: Stimulierung des B1R mit seinem endogenen
Liganden bei 37 oder 41 °C fiihrt zu einer temperaturabhdngigen Aktivitdit PLCP-
vermittelter Signalwege (Leschner, Ring et al. 2011). Die Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass die Erhohung der Temperatur um 4 °C zu einer signifikant erhdhten
Inositolphosphat-Akkumulation und NFAT-Reporteraktivierung fiihrt. Dies konnte nach

Aktivierung des B2R nicht nachgewiesen werden.
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Ob auch bei physiologischen Temperaturdnderungen (35,5 — 38,5 °C) eine Modulation

der BK-Rezeptoraktivitit erfolgt, wurde bislang noch nicht untersucht.

1.4.2 Die B2-Adrenozeptor-vermittelte cAMP-Produktion

Aufgrund ihrer pharmakologischen und molekularbiologischen Eigenschaften werden
AR in drei Familien unterteilt: ai-, a2- und B-AR (Docherty 2010). Wéhrend a;-AR {iiber
Ggi11-Proteine den intrazelluldren Ca®'-Spiegel beeinflussen kénnen und oz-AR Gi-
vermittelt zu einer reduzierten Adenylatzyklase [engl. adenylate cyclase (AC)]-Aktivitit
fiihren, sind B-AR an Gs-Proteine gekoppelt und erhohen AC-vermittelt den
intrazellulairen cAMP-Spiegel (Hein 2004). B-AR werden in drei wesentliche Gruppen
eingeteilt: Bi-, P2- und B3-AR. Diese wurden zuerst in Herz, Lunge bzw. in Fettzellen
identifiziert (Frielle, Daniel et al. 1988, Lefkowitz 2000). Tatsdchlich werden die
Rezeptorsubtypen in fast allen Geweben exprimiert und sind an vielféltigen

physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt (Wallukat 2002).

Der B2-AR ist in der grofiten Zahl in glatten Muskelzellen der Lunge exprimiert und fiihrt
dort nach Stimulation zu einer Relaxation der Bronchien. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass 2-AR-Agonisten zur Therapie des Asthma bronchiale, bei chronisch
obstruktiven Lungenerkrankungen [engl. chronic obstructive pulmonary disease

(COPD)] sowie zur Notfalltherapie bei allergischen Reaktionen eingesetzt werden.

B2-AR werden auch im zentralen Nervensystem, u.a. auch im Hypothalamus, exprimiert
(Rainbow, Parsons et al. 1984, Little, Duncan et al. 1992, Hertz, Lovatt et al. 2010,
Oshima, Onimaru et al. 2014, Gao, Suzuki et al. 2016). Sie sind dort an der
Appetitregulation sowie an der Regulation der Korpertemperatur durch Thermogenese
beteiligt (Chi and Lin 1983, Boundy and Cincotta 2000). Dort kommt es wie bereits in
Kapitel 1.3.3 beschrieben, durch Freisetzung von NA an Neurone des PVN, zur
Aktivierung von 2-AR Thyreoliberin-positiver Neurone. Dies flihrt zu einer verstarkten
AC-Aktivitdt mit einer Erhohung des intrazelluliren cAMP-Spiegels. Durch PKA-
vermittelte Phosphorylierung des CREB-Transkriptionsfaktors, kann die prepro-TRH-
Promotoraktivitdt gesteigert und schlieSlich erhdhte TRH-Spiegel bewirkt werden. Die
erhohte TRH-Konzentration kann nachfolgend tiber Aktivierung der HPT-Achse zu einer

verstarkten Thermogenese fiihren (siehe S. 40 Abb. 1).



45

In den nachfolgenden Kapiteln wird die P2-AR-vermittelte Aktivierung des cAMP-
abhéngigen Signalwegs, mit besonderem Fokus auf den Einfluss physiologischer

Korpertemperaturdnderungen auf diese Aktivierung, néher beschrieben.

1.4.2.1 Ligandenbindung und G-Proteinaktivierung

Die Signalkaskade wird initiiert durch die Bindung von NA oder Adrenalin an seinen

Rezeptor, was nachfolgend fiir den B2-AR néher erldutert wird.

Fiir eine Rezeptoraktivierung ist die Wechselwirkung der Liganden mit einigen
Rezeptorregionen essenziell: Die phenolische Hydroxygruppe der Katecholamine
interagiert mit Serin-Resten der fiinften Transmembrandoméne, wihrend die aliphatische
mit Asparagin-Resten der sechsten Transmembrandoméne Wechselwirkungen eingeht
(Strader, Candelore et al. 1989, Wieland, Zuurmond et al. 1996). Die Amin- und
Carboxygruppe von Liganden steht mit Aspl13 iiber ionische Wechselwirkungen in
Kontakt (Strader, Sigal et al. 1988). Dariiber hinaus sind eine Vielzahl weiterer, teils

lockerer Wechselwirkungen, beschrieben worden (Isogaya, Sugimoto et al. 1999).

Die Ligandenbindung ist typischerweise stark temperaturabhéngig, da zumindest drei
Vorginge durch sie beeinflussbar sind: 1. die Prasentation und Aufrechterhaltung einer
aktiven Bindestelle fiir den Liganden, 2. die Ausbildung nicht-kovalenter Bindungen
zwischen Ligand und Bindestelle, und 3. die Konformationsdnderungen wihrend der

Bindung und Aktivierung des Rezeptors (Somero 1995).

Der B2-AR wechselt spontan zwischen zwei Konformationen. Die hochaffine [R*] und
die niederaffine [R] Konformation werden auch ohne Agonisten im basalen Zustand
eingenommen und stehen in einem Gleichgewicht zueinander (De Lean, Stadel et al.
1980). Das Gleichgewicht liegt im unbesetzten Zustand des Rezeptors deutlich auf der
Seite der niederaffinen Konformation, da hier die freie Energie des Systems am
geringsten ist (siche Kapitel 1.2.4). Aufgrund einer spontanen Rezeptor-Isomerisierung
von [R] nach [R*] ergibt sich eine basale Rezeptoraktivitit (Johnson 2006). Agonisten
binden bevorzugt an [R*] und stabilisieren diese Konformation, wodurch sich das

Gleichgewicht in Richtung [R*] verschiebt.

Die Bindung eines Agonisten allein reicht jedoch nicht aus, um die niederaffine
Konformation in die hochaffine zu iiberfiihren. Um die Energiebarriere vollstindig zu

liberwinden, ist die intrazelluldre Bindung von einem G-Protein notwendig (Rasmussen,
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Choietal. 2011, Warne, Edwards et al. 2019). G-Proteine sind Guaninnukleotid-bindende
Proteine, welche eine Art molekularen Schalter in der Signaltransduktion darstellen
(Oldham and Hamm 2008). Sie bestehen aus a-, B- und y-Untereinheiten. Insgesamt sind
bisher 16 a-, 5 B- und 12 y-Untereinheiten sequenziert worden (Milligan and Kostenis
2006, Smrcka and Fisher 2019). Die a-Untereinheit entscheidet typischerweise iiber die
Bezeichnung des G-Proteins. So besteht der heterotrimere Gs-Komplex aus einer os
Untereinheit, der G; Komplex aus einer o;-Untereinheit und der G¢/11-Komplex aus einer
ag/11-Untereinheit (Oldham and Hamm 2008). Die /y-Untereinheiten sind fest assoziiert
und konnen als Dimer, genauso wie die aktivierte a-Untereinheit, weitere Signalwege
aktivieren oder inhibieren (Gierschik and Camps 1994, Smrcka 2008). Im GDP-
gebundenen Zustand ist die a-Untereinheit des G-Proteins inaktiv. Uber GTP-
Austauschfaktoren [engl. guanine nucleotide exchange factors (GEF)] kann GDP durch
GTP ausgetauscht und die a-Untereinheit des G-Proteins aktiviert werden (Johnston and
Siderovski 2007). So fiihrt die Bindung eines addquaten Liganden, wie beschrieben, zu
einer Konformationsidnderung des Rezeptors, wodurch dieser als GEF fungieren kann und
die Dissoziation von GDP und Bindung von GTP ermdglicht (Oldham and Hamm 2008).
Durch die Bindung von GTP wird die a-Untereinheit aktiviert und die B/y-Untereinheit
freigesetzt. Diese Untereinheiten konnen dann an verschiedene Effektormolekiile binden

und aktivieren (Smrcka and Fisher 2019).

Der Wechsel von [R] nach [R*] bedarf einer Aktivierungsenergie (Jang, Adams et al.
2020). Es ist daher naheliegend, dass die Temperatur einen Einfluss auf das
Gleichgewicht der Rezeptoraktivierung nehmen kann, da die Bindungsenthalpie einer
Rezeptor-Ligand-Interaktion temperaturabhingig ist (siche Kapitel 1.2.4). So koénnte eine
erhohte Temperatur die Aktivierungsenergie fiir den Wechsel von [R] nach [R*]
herabsetzen und somit eine erleichterte Bindung mit nachfolgender G-Proteinaktivierung
des Liganden ermoglichen, was schlieflich zu einer erhohten CREB-Aktivierung fithren

konnte.

Auch die Interaktion zwischen Rezeptor und dem G-Protein, bzw. zwischen G-Protein
und dem Effektorprotein, sind als Proteininteraktionen grundsétzlich abhiangig von der
Umgebungstemperatur (Zhang, Zhou et al. 2015) (siehe Kapitel 1.2.4). Die Bindung von
Carbamylcholin an den Muskarinrezeptor ist bei 30 °C verglichen mit 37 °C signifikant

erhoht (Aronstam and Narayanan 1988). Ebenso ist die Bindung von dem
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Benzophenonligand '>’I-[Sar!,Bpa®]Angll an den humanen Angiotensin-II-Typ-1-
Rezeptor abhédngig von der Temperatur (Arsenault, Renaud et al. 2007). In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass die Temperatur einen starken Einfluss auf die Ausbildung
von Kontaktpunkten zwischen Rezeptor und Ligand nimmt und dass deren Bindung bei
37 °C é&uBerst dynamisch erfolgt. Bereits geringe Temperaturdnderungen konnte die
Ausbildung dieser Kontaktpunkte beeinflussen. Auch die G-Proteinaktivierung ist
abhéngig von der Temperatur. An Membranpriparationen wurde die
temperaturabhéngige G-Proteinaktivierung an Rhodopsinrezeptoren studiert (Kohl and
Hofmann 1987). Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Aktivierung, wurde als
der Austausch von GDP gegen GTP identifiziert, der zusétzlich noch abhdngig von
Temperaturdnderungen war. Dieser Austausch konnte auch bei physiologischen
Temperaturen geschwindigkeitsbestimmend sein und damit eine temperaturabhéngige G-
Proteinaktivierung im Tagesverlauf bewirken. Brodde und Kollegen konnten
nachweisen, dass die Affinitdt von B-AR-Agonisten an Membranpriparationen der
Kaninchenlunge abhédngig von der Temperatur ist (Brodde, Kuhlhoff et al. 1983). Sie
zeigten, dass die Affinitit von Agonisten an den B1- und B2-AR bei 18 °C verglichen mit
einer 37 °C-Kontrollinkubation um den Faktor 4 bis 10 erhoht ist. Interessanterweise
wurde dies nur fiir die Bindung von Agonisten, wie NA oder Isoproterenol, nicht aber fiir
Antagonisten wie Propranolol festgestellt. Gleichzeitig konnte die Gruppe durch
Inkubation mit hohen GTP-Konzentrationen nachweisen, dass die Bildung von [R*] bei
18 °C signifikant reduziert ist, was eine verringerte AC-Aktivitdt bewirken wiirde.
Wieland und Kollegen konnten zeigen, dass die Bindung von Adrenalin an B-AR
isolierter Truthahnerythrozyten bei 1 °C gegeniiber 37 °C signifikant erhoht war. Dies
wurde fiir Propranolol nicht beobachtet (Weiland, Minneman et al. 1979). Auch wenn
der, in der Arbeit verwendete Temperaturunterschied deutlich von physiologischen
Temperaturdnderungen abwich, konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Liganden
grundsitzlich temperaturabhéngig erfolgt. Eine darauf aufbauende Studie der gleichen
Arbeitsgruppe konnte diesen Befund an Prdparationen von Lungenmembranen aus der
Ratte bestdtigen (Weiland, Minneman et al. 1980). Hier war die Bindung von
Isoproterenol an B-AR bei 25 °C groBer als bei 37 oder 50 °C. Auch hier wurde dies nur
fiir die Bindung von Agonisten beobachtet, wihrend die Bindung von Propranolol nicht
abhédngig von der Temperatur war. Die Gruppe konnte zeigen, dass die Bindung von

Antagonisten zu einer Steigerung der Entropie, wihrend die Bindung von Agonisten zu
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einer Verringerung der Bindungsenthalpie fiihrt. Dies wurde mit einer Agonisten-
induzierten Konformationsdnderung von B-AR in Verbindung gebracht, die bei

verschiedenen Temperaturen unterschiedlich stabilisiert wird.

Wenngleich die oben aufgefiihrten Studien keine funktionelle Analyse an ganzen Zellen
beinhalten, konnen sie demonstrieren, dass die Inkubationstemperatur eine wichtige
KenngroBBe bei der Ligandenbindung und G-Proteinaktivierung darstellt. AuBerdem
konnte in den Arbeiten gezeigt werden, dass die Bindung bei einer Verringerung der

Temperatur erhoht wurde.

1.4.2.2 Adenylatzyklaseaktivitét

Die Interaktion von Liganden mit seinem Rezeptor fithrt wie oben beschrieben zur
Aktivierung des gekoppelten G-Proteins. Die aktivierte a-Untereinheit des Gs-Proteins ist

nun in der Lage, an ACs zu binden und diese zu aktivieren.

ACs sind, abgesehen von der 16slichen AC, die eine wichtige Rolle in der Spermatogenese
spielt, membranstindige Enzyme, die die Umwandlung von ATP zu cAMP katalysieren
(Tang and Gilman 1991). Es sind bislang neun membranstindige AC-Subtypen
identifiziert worden, die sich auflerhalb der konservierten Doménen stark unterscheiden
(Cooper 2003). Sie werden aufgrund ihrer Regulation in vier verschiedene Gruppen
eingeteilt (Sadana and Dessauer 2009): Die Gruppe I besteht aus den Ca?"-abhingigen
AC-Subtypen ACI1, 3 und 8. Ca*"-gebundenes Calmodulin ist in dieser Gruppe ein
duBerst wichtiger Regulator (Choi, Xia et al. 1992): CaMK II beispielsweise inhibiert die
AC3 direkt durch Phosphorylierung an Ser1076 (Wayman, Impey et al. 1995, Wei,
Wayman et al. 1996). Die Gruppe II beinhaltet die durch Gg, stimulierbare Subtypen
AC2, 4 und 7 (Tang and Gilman 1991, Diel, Klass et al. 2006, Steiner, Saya et al. 2006).
Gruppe III besteht aus die durch G und Ca?" inhibierbaren Subtypen AC5 und 6, was
moglicherweise zu oszillierenden Ca**-abhiingigen cAMP-Spiegeln beitriigt (Guillou,
Nakata et al. 1999), wihrend die Gruppe IV aus der Forskolin (FSK)-insensitiven AC9
besteht (Seamon and Daly 1986, Sutkowski, Tang et al. 1994, Sadana and Dessauer
2009). Bei FSK handelt es sich um ein Diterpen aus der Wurzel von Plectranthus
barbatus (Harfenstrauch). Allen AC-Subtypen gemeinsam ist hingegen, dass sie durch
GTP-gebundenes Ggs stimuliert werden (Yang, Lee et al. 1997). Einige AC-Isoformen

werden durch die o;-Untereinheit von G-Proteinen inhibiert (Taussig, Tang et al. 1994,
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Chen-Goodspeed, Lukan et al. 2005). Die meisten AC-Subtypen werden entweder durch
PKA oder PKC reguliert (Jacobowitz and Iyengar 1994, Iwami, Kawabe et al. 1995,
Haslauer, Baltensperger et al. 1998). Die Bindestelle fiir Gos unterscheidet sich zur
Bindestelle von Gy und FSK (Tesmer, Sunahara et al. 1997, Dessauer, Tesmer et al. 1998,
Dessauer, Chen-Goodspeed et al. 2002).

Bei einer G-Proteinaktivierung kommt es nachfolgend zur Bindung von Ggs an die
katalytische Doméne der AC, was zu Konformationsdnderungen an der
Substratbindestelle fiihrt. ATP, das Substrat, wird daraufhin fest umschlossen und kann
zu cAMP umgesetzt werden (Tesmer 1999). Hierbei wird durch Angriff der
Ribosylhydroxygruppe in Position 3° an das Phosphat eine intramolekulare 3°-5°-
Esterbindung gekniipft (siche Abb. 2). Das gebildete cAMP kann nun, neben der bereits
beschriebenen Aktivierung von PKA, auch weitere Effektormolekiile, wie die
hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels exchange proteins directly

activated by cAMP (Epac), aktivieren (Gloerich and Bos 2010, Larsson 2010).
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Abb. 2: Darstellung der AC-vermittelten Umwandlung von ATP in cAMP unter Abspaltung
von Pyrophosphat

Die enzymatische Umwandlung von ATP zu cAMP kann konform der Gibbs-Helmholtz-
Gleichung (siehe Kapitel 1.2.4) abhingig von der Temperatur sein. An
Membranpriparationen der Rattenleber konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivitét
der AC abhéngig von der Inkubationstemperatur ist (Kreiner, Keirns et al. 1973). Sowohl
unter basalen Bedingungen als auch nach Stimulation mit Adrenalin, nimmt bei erhohter
Temperatur die Aktivitit der AC zu. Die Autoren konnten zeigen, dass die Stimulation
zu einer noch verstarkten Temperaturabhédngigkeit der AC-Aktivitdt (> 32 °C) fiihrte, was
sie auf eine Anderung der thermodynamischen Eigenschaften der enzymatischen
Reaktion zuriickfiihrten. Diese wurde moglicherweise durch temperaturabhingige

Konformationsédnderungen oder Proteininteraktionen verursacht. Diese Daten wurden



50

jedoch nicht an ganzen Zellen erhoben, sondern an isolierten Membranen durchgefiihrt.
In einer weiteren Studie wurde die AC-Aktivitit in weilem Fettgewebe untersucht
(Counis and Jutisz 1977). Wihrend die basale AC-Aktivitit dort nur moderat durch
Temperaturdnderungen beeinflusst wurde, konnte die Gruppe nachweisen, dass es NA-
abhéngig zu einer verstirkten temperaturabhéngigen Aktivierung kam, die knapp unter
40 °C ihr Maximum erreichte. Die Gruppe vermutete die Existenz mehrerer
thermodynamischer Zustinde des Enzyms, worin sie die Ursache fiir die Diskrepanz
zwischen basaler und Hormon-induzierter Temperaturabhéngigkeit sehen. Eine neuere
Studie bezeichnete die Guanylatzyklase [engl. guanylate cyclase (GC)]-G als
Thermosensor, der temperaturabhingig den sekundéren Botenstoff cGMP produziert
(Chao, Chen et al. 2015, Chao, Fleischer et al. 2018). Die Arbeitsgruppe untersuchte die
Auswirkungen von verringerter Temperatur auf die GC-G-abhidngige cGMP-Bildung an
murinen Grunebergganglien. Es wurde vermutet, dass diese Neuronen an der
Wahrnehmung von Kilte beteiligt sind, da der TRPMS8-Kanal, der zuvor damit in
Verbindung gebracht wurde, nicht exprimiert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass die
GC-G-induzierte ¢cGMP-Produktion bei 15, 20 und 30 °C im Vergleich zu 37 °C
signifikant erhdht war, was sie mit einer erhohten Dimerisierungsrate des Enzyms in
Verbindung brachten. Dieser beschriebene Mechanismus wére fiir die Produktion von
cAMP, aufgrund der groBen strukturellen Ahnlichkeit zwischen GC und AC, auch
denkbar (Winger, Derbyshire et al. 2008). Bislang sind keine Studien bekannt, die die
AC-Aktivitdit in Abhédngigkeit von geringen Temperaturdnderungen, die der

physiologischen Korpertemperatur im Tagesverlauf entsprechen, untersuchten.

1.4.2.3 Rezeptordesensitisierung

Bei dauerhafter Stimulierung von GPCRs kommt es zu einem mehrstufigen
Riickkopplungsprozess, der als Liganden-induzierte Rezeptordesensitisierung bezeichnet
wird (Ferguson 2001). Dieser soll gewéhrleisten, dass tiberschieBende Signale rechtzeitig
abgeschaltet werden und eine gleichbleibende Ansprechbarkeit des Rezeptors moglich
bleibt. Innerhalb weniger Minuten nach Beginn der Stimulierung des Rezeptors kommt
es durch Kinasen wie PKA, PKC und g protein receptor kinases (GRKs) zu einer
Rezeptorphosphorylierung, was einerseits die Bindung des G-Proteins verhindert und
andererseits zur Rekrutierung von p-Arrestinen fiihrt (Ferguson, Downey et al. 1996). -

Arrestine induzieren schlieBlich die Endozytose des Rezeptors. Es existieren mehrere
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Moglichkeiten der Rezeptorendozytose, wobei die Arrestin-abhingige Endozytose durch
Ausbildung von mit Clathrin ausgekleideten Stachelsaumgriibchen (engl. clathrin-coated
pits) die wahrscheinlich bedeutendste darstellt (Goodman, Krupnick et al. 1996, Moo,
van Senten et al. 2021). Hierbei kommt es zundchst B-Arrestin-vermittelt durch die
strukturelle Verbindung mit Stachelsaumgriibchen zu einer Immobilisierung des
Rezeptors in der Zellmembran. Der abzuschniirende Bereich der Membran wird
schlielich durch Dynamin in Vesikel abgeteilt (Pierce and Letkowitz 2001). Das weitere
Schicksal des Rezeptors kann in Resensitisierung und Degradation unterteilt werden.
Prinzipiell ist hierbei die Kombination aus dem Rezeptor und dem [-Arrestin-Typ
entscheidend (Oakley, Laporte et al. 2000). Durch Transport des endozytierten Rezeptors

zurlick an die Zellmembran, kann der Signalweg wieder aktiviert werden.

Anhaltende Stimulation fiihrt allerdings hdufig zum Abbau des Rezeptors im lysosomalen
Kompartiment der Zelle (Xiao and Shenoy 2011). Es existieren auch einige Rezeptoren,
die kaum oder gar nicht endozytiert werden, wie beispielsweise der B3-AR, der k-
Opioidrezeptor oder der Prostaglandin-E2-Rezeptor (Nantel, Bonin et al. 1993, Chu,
Murray et al. 1997). Die Stimulierung des B2-AR fiithrt zu einem Gleichgewicht aus
Rezeptorendozytose und Rezeptorresensitisierung an die Zellmembran (Morrison, Moore
et al. 1996): In der Anwesenheit von Isoproterenol kommt es innerhalb von
durchschnittlich 3,9 min zur Endozytose und nach 11,2 min zur re-Expression des
Rezeptors an der Zellmembran. Dieser dynamische Gleichgewichtszustand ist abhéngig

von der intrinsischen Aktivitdt des Agonisten.

In der vorliegenden Arbeit sind die Liganden-vermittelte Rezeptorendozytose und -
degradation von Interesse, da sie liber die Aktivierbarkeit des Signalwegs entscheiden
und damit mafigeblich an der Signaltransduktion beteiligt sind. Eine temperaturabhingige
Interaktion zwischen Proteinen, die zu einer Rezeptorendozytose fiihren, oder eine
temperaturabhéngige Expression dieser Proteine konnte in einer verdnderten

Aktivierbarkeit des f2-AR induzierten Signalwegs resultieren.

1.4.2.4 Phosphodiesterase-Aktivitit

Intrazellulares cAMP oder cGMP dient als Substrat fiir Phosphodiesterasen (PDE), die
den sekundidren Botenstoff in 5‘-AMP bzw. 5°-GMP umwandeln und damit die
Konzentration der Nukleotide verringern (Beavo and Brunton 2002). Die PDE-

Superfamilie besteht aus 11 Familien mit insgesamt 21 codierende PDE-Genen, die in
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Summe etwa 100 Isoformen bilden (Bender and Beavo 2006). Von den 11 Familien
hydrolysieren PDE4, 7 und 8 spezifisch cAMP, widhrend PDES, 6 und 9 vorwiegend
cGMP abbauen. PDE1-3, 10 und 11 zeigen keine Prédferenz und hydrolysieren beide
Nukleotide gleichermallen (Blair and Baillie 2019). Die Isoformen zeigen teils deutliche
Unterschiede in Lokalisierung, Regulierung und enzymatischer Aktivitit, was zu einem

fiir jede Zelle einzigartigen cAMP-Abbau fiihrt (Conti, Mika et al. 2014).

Wurde lange davon ausgegangen, dass cAMP innerhalb der Zelle frei diffundiert, ist
heute bekannt, dass cAMP in Mikro- und Nanodoménen in der Ndhe des Syntheseorts
verbleibt (Willoughby 2012, Agarwal, Yang et al. 2014, Calebiro and Maiellaro 2014,
Bhogal, Hasan et al. 2018, Ghigo and Mika 2019). PDEs unterstiitzen die Entstehung
solcher Kompartimente, indem sie eine Diffussionsbarriere darstellen. Dies fiihrt zu
rdumlich und zeitlich begrenzten Unterschieden in der cAMP-Konzentration, mit hohen
cAMP-Spiegeln am Produktionsort und niedrigen mit zunehmender Entfernung
(Oliveira, Terrin et al. 2010, Bhogal, Hasan et al. 2018, Schmidt, Cattani-Cavalieri et al.
2020). Diese Kompartimentalisierung ist mitentscheidend fiir die physiologische
Funktion und ermoglicht eine prizise Steuerung der cAMP-Dynamik mit spezifischer
Effektoraktivierung (Baillie 2009). PDEs und cAMP-Eftfektorproteine bilden durch
Wechselwirkungen mit Gerlistproteinen, wie Arrestinen und a-kinase-anchoring protein
(AKAP) oder membrangebundenen Proteinen, wie beispielsweise ARs oder ACs,
Komplexe, sogenannte Signalosome und stellen dadurch eine Signaleinheit dar (Houslay,
Baillie et al. 2007, Ahmad, Degerman et al. 2012, Keravis and Lugnier 2012, Havekes,
Park et al. 2016, Tulsian, Ghode et al. 2020).

Die Expression einzelner PDE-Subtypen unterscheidet sich je nach Gewebe und Spezies
teils sehr deutlich. Im Hypothalamus werden tiberwiegend PDE3B, 4B und 4D exprimiert
(Sahu 2011, Tibbo and Baillie 2020). Die Expressionsstirke allein erlaubt allerdings
keine verldssliche Korrelation zur physiologischen Bedeutung, da letztendlich die
enzymatische Aktivitit ausschlaggebend ist und auch bei niedriger Expression eine hohe
cAMP-Umsetzung moglich ist (Neves-Zaph 2017). Die Aktivitit der PDE ist auch
abhingig von der Substratkonzentration, was zu einer konzentrationsabhingigen

Aktivitdt der Subtypen fiihrt (Song, Massenburg et al. 2013).

Nachdem die intrazelluldren cAMP-Spiegel auch durch den PDE-induzierten Abbau

reguliert werden, wiirde eine temperaturabhingige PDE-Aktivitit mafigeblich zu einer
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veranderten cAMP-Konzentration beitragen. Frithe Studien, die die funktionellen
Eigenschaften von PDEs an Préparationen des Gehirns der Ratte untersuchten, konnten
belegen, dass die Aktivitit temperaturabhiangig ist (Cheung 1967). Die Autoren stellten
fest, dass die Aktivierungsenergie bei steigender Temperatur reduziert wird, was sie mit
einer erhohten zelluldren Aktivitédt in Verbindung brachten. Sie konnten auch zeigen, dass
das Enzym stark von der vorliegenden Mg?*-Konzentration abhingig ist, was eine
mogliche Verbindung zu thermosensitiven, Mg>*-leitenden TRP-Kanilen, wie TRPM6
oder 7, darstellen konnte. In einer weiteren Studie konnte ein Zusammenhang zwischen
PDE4 und HSP20 hergestellt werden (Sin, Edwards et al. 2011). Es konnte dort gezeigt
werden, dass die beiden Proteine bei ldnger andauernder PB-adrenerger Stimulation
miteinander in Wechselwirkung treten. Es war bereits bekannt, dass unphosphoryliertes
HSP20 kardioprotektiv wirkt, aber der Mechanismus war nicht vollstdndig verstanden.
Die Gruppe konnte nachweisen, dass HSP20 und PDE unter basalen Bedingungen in
einem lockeren Komplex vorliegen. Bei Stimulierung kommt es zu einer verstirkten
PKA-Aktivierung mit einhergehender Phosphorylierung von HSP20. Dies fiihrt zu einer
ausgepragten Interaktion zwischen PDE4 und HSP20, sowie zu einem erhohten Abbau
von cAMP im Sinne eines Riickkopplungsmechanismus, und begiinstigt damit die
Dephosphorylierung von HSP20 durch Phosphatasen. Dieser Befund ist insofern
interessant, da die Bildung von HSP abhéngig von der Temperatur ist (siche Kapitel
1.2.1). Die von der Gruppe getitigten Beobachtungen konnten somit einen
Zusammenhang zwischen PDE-Aktivitdt und Korpertemperatur darstellen. Eine andere
Forschergruppe konnte zeigen, dass basale cAMP-Spiegel in murinen SCN-
Priparationen circadian oszillieren, mit erhhter cAMP-Konzentration am Ende der
Ruhephase (bei verringerter Korpertemperatur). Die PDE-Aktivitdt ist am hochsten in der
aktiven Phase (erhohte Korpertemperatur) und zeigt die niedrigste Aktivitdt am Ende der
Ruhephase (Prosser and Gillette 1991). AuBBerhalb des SCN konnte die Arbeitsgruppe
wegen Sensitivitdtsproblemen allerdings keine dhnliche Korrelation nachweisen. Die
Interaktion zwischen PDE und seinem Substrat, cAMP, ist thermodynamisch betrachtet
abhingig von der Temperatur, bei der die Reaktion stattfindet (siehe Kapitel 1.2.4). Die
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen nehmen mit steigender Temperatur zu. Auch
die Aktivitdtsrate des Enzyms steigt mit erh6hter Temperatur. Dies konnte somit zu einem

gesteigerten cAMP-Abbau bei einer erhohten Temperatur fithren. Bislang sind allerdings
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keine wissenschaftlichen Publikationen verfligbar, die den Einfluss physiologischer

Temperaturdnderungen auf die PDE-Aktivitit untersucht haben.

1.4.2.5 Transport von cAMP in den Extrazellularraum

Neben dem Abbau durch PDEs wird die intrazellulire cAMP-Konzentration auch durch
den Transport in den Extrazellularraum (EZR) mittels eines spezifischen
Transportsystems, multidrug resistance protein (MRP), reguliert (Cheepala, Hulot et al.
2013). Dieses gehort zu der Unterfamilie C der A TP-binding-cassette (ABC)-Transporter.
ABCC4, 5 und 8 konnen cAMP und ¢cGMP unter Energieverbrauch gegen das
Konzentrationsgefille aus der Zelle transportieren (Jedlitschky, Burchell et al. 2000,
Chen, Lee et al. 2001, Wielinga, Van Der Heijden et al. 2003, Sassi, Abi-Gerges et al.
2012). Der ABCC-induzierte cAMP-Efflux wurde bereits in Skelettmuskelzellen,
Pulmonalarterien, Herzmuskelzellen, Thrombozyten und weiteren Zelltypen

nachgewiesen (Sassi, Lipskaia et al. 2008, Hara, Sassi et al. 2011).

Zunichst wurde angenommen, dass ABCCs in Abstimmung mit PDEs lediglich den
intrazelluldiren cAMP-Spiegel modulieren. Es verblieb allerdings die Frage, warum
cAMP unter betrachtlichem Energieaufwand aus der Zelle transportiert wird. SchlieBlich
konnte gezeigt werden, dass auch extrazellulires cAMP eine physiologische Bedeutung
erfiillt (Jackson and Raghvendra 2004). Extrazelluldres cAMP wird durch Ekto-PDEs in
5“AMP und durch membranstindige Ekto-5‘-Nukleotidasen weiter in Adenosin
abgebaut (Woo and Manery 1973). Extrazelluldres Adenosin kann nun an
Adenosinrezeptoren (AdR) binden und diese aktivieren. AdR werden in verschiedensten
Geweben exprimiert, so auch im PVN des Hypothalamus (Li, Chen et al. 2010). Abhéngig
von dem AdR-Subtyp kommt es Adenosin-vermittelt liber Gs-gekoppelte Rezeptoren zu
einer erhohten, bzw. liber Gi-gekoppelte Rezeptoren zu einer verminderten cAMP-
Produktion. Dariiber hinaus konnen auch noch weitere Signalwege durch AdR initiiert

werden (Schulte and Fredholm 2003).

Auch nach Aktivierung des B2-AR ist ein cAMP-Efflux in vitro bereits beschrieben
worden. Es konnte in kultivierten Gliomzellen der Ratte gezeigt werden, dass die
Stimulierung mit Isoproterenol zu einem schnellen Anstieg von extrazellulirem cAMP
fiihrt (Doore, Bashor et al. 1975). Dies konnte ebenso an Truthahn-Erythrozyten
nachgewiesen werden (Rindler, Bashor et al. 1978). In einer Mauszelllinie konnte durch

die Stimulierung mit adrenal corticotropin releasing hormone (ACTH) cAMP innerhalb
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von Minuten im EZR gefunden werden (Schimmer and Zimmerman 1976). Auch viele
weitere Agonisten von Gs-gekoppelten Rezeptoren fithren zu einer Erhohung des
extrazelluliren cAMPs (de Koning, Jenks et al. 1992, Tyagi, Handa et al. 1998, Cui, Lee
et al. 2000). Im Gegensatz dazu konnte durch die Aktivierung von Gi-gekoppelten
Rezeptoren eine Verringerung des cAMP-Effluxes beobachtet werden: D2-
Rezeptoragonisten verringern den D1-Dopaminrezeptor-induzierten cAMP-Efflux (Stoof
and Kebabian 1981). Eine physiologische Beteiligung des cAMP-Efflux konnte in vivo
nach Stimulierung des B2-AR demonstriert werden. Bei langer andauernder Stimulierung
mit Fenoterol kommt es zu einer Aktivierung des extrazelluliren cAMP-Adenosin-
Signalwegs (Duarte, Menezes-Rodrigues et al. 2012). Hier konnte das Zusammenspiel
aus Fenoterol-aktivierten Gs-gekoppelten (B2-AR) und Adenosin-aktivierten Gi-
gekoppelten (AdR 1) Rezeptor gezeigt werden, wobei diese zusammen den

intrazelluliren cAMP-Spiegel regulieren.

Eine direkte thermodynamische Aktivierung der Transporter wiirde zu einem gesteigerten
Efflux bei erh6hten Temperaturen fiihren und durch eine Verringerung des intrazelluléren
cAMP-Spiegels somit letztlich zu einer reduzierten CREB-abhingigen Genexpression
fiihren. Bislang konnte allerdings keine temperaturabhingige Aktivierung von ABCC-
Transportern gezeigt werden. Lediglich eine Arbeitsgruppe stellte fest, dass die Aktivitét
von ABCC bei 4 °C signifikant verringert gegeniiber der bei 37 °C war (Porro, Haber et
al. 2010).

1.5 Zielsetzung

Die Korpertemperatur ist eine wichtige physiologische Grofle und entscheidet tiber das
Wohlergehen eines Individuums (Gomez 2014). Unter physiologischen Bedingungen
kommt es zu einer Verdnderung der Korpertemperatur in einem 24-h-Rhythmus. Der
SCN im ventralen Hypothalamus wurde als verantwortliche Struktur fiir diese Oszillation
im Tagesverlauf, bei Maiausen zwischen 35,5 und 38,5 °C, identifiziert. Diese
Temperaturdnderungen haben sich im Laufe der Evolution entwickelt und stellen eine

Anpassung des Organismus auf periodisch wiederkehrende Ereignisse dar.

Bislang ist weitestgehend unbekannt, ob und wie diese physiologischen

Temperaturdnderungen von Korperzellen wahrgenommen und in zelluldre Prozesse
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iibersetzt werden. In der vorliegenden Arbeit standen daher folgende Zielsetzungen im

Vordergrund:

1. Initial sollte die angefertigte Arbeit die Methoden etablieren, um den Einfluss von
physiologisch relevanten Temperaturdnderungen auf die Aktivierung zelluldrer
Signalwege mit einer hohen Genauigkeit messen zu konnen. Hierfiir wurden zwei
Prézisions-Temperaturinkubatoren und die murine hypothalamische Zelllinie mHypoA.-

2/10 verwendet.

2. Nach erfolgreicher Etablierung sollte anschlieBend der Einfluss von simulierten
physiologischen Korpertemperaturdnderungen auf die Aktivitdit von wichtigen
Transkriptionsfaktoren im Hypothalamus untersucht werden. Hierfiir wurde in mHypoA-
2/10-Zellen die Aktivitit des CREB-, STAT- und FOXO-abhédngigen Promotors in
Abhéngigkeit von Temperaturdnderungen untersucht. Als Positivkontrolle diente der
BMALI-Promotor, dessen temperaturabhingige Aktivierung in der verwendeten
hypothalamischen Zelllinie bereits publizierte wurde (Breit, Miek et al. 2018). Fiir diese
Arbeit sollte auch eine stabile Zelllinie etabliert werden, die eine Messung der prepro-
TRH-Aktivitdt in Abhéngigkeit von Temperaturdnderungen erlaubt (mHypoA-2/10-
TRH).

3. Die Wahrnehmung von Temperaturdnderungen kann iiber eine Vielzahl zelluldrer
Komponenten erfolgen. So konnen wiarmesensitive Proteine, wie HSPs, oder
kiltesensitive Proteine, wie CIRP, induziert werden; alternativ konnen auch
Transmembranproteine, wie TRP-Kanédle, durch Temperaturinderungen aktiviert
werden. Durch deren intrazelluldre Signalwirkung koénnen die Temperaturdnderungen
dann in zelluldre Prozesse tibersetzen werden. Daher sollte weiter untersucht werden, ob
die oben genannten thermosensitiven Proteine in mHypoA-2/10 Zellen bereits durch

leichte Temperaturdnderungen in ihrer Aktivitidt moduliert werden.

4. Des Weiteren sollte der Einfluss von Temperaturdnderungen auf die Rezeptor-
vermittelte Aktivierung intrazelluldrer Signalwege untersucht werden. cAMP ist ein
prototypischer sekundédrer Botenstoff, der in einer Vielzahl physiologischer und
pathologischer Prozesse involviert ist. Die Aktivierung adrenerger Rezeptoren stellt einen
starken Stimulus zur cAMP-Synthese und CREB-Aktivierung im Hypothalamus dar.
Daher stellte sich die Frage, ob die Temperaturinderungen eine Modulation der

Rezeptoraktivitit bewirken. Um dies zu beantworten, wurden die Prozesse, die zu einer
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AR-vermittelten cAMP-Produktion fiihren, eingehend in Abhéngigkeit von simulierten
Korpertemperaturdnderungen untersucht. Hier sollte die klassische
Rezeptorpharmakologie um den Aspekt der physiologischen Korpertemperatur erweitert

werden.

5. Parallel sollte geklart werden, ob die Simulation circadianer Temperaturdnderungen,
also die Imitation des Temperaturverlaufs in einem 24-h-Rhythmus, notwendig ist, um
entsprechende Zellaktivititsdnderungen nachweisen zu konnen, oder ob hierfiir einmalige
Temperaturdnderungen  bereits  ausreichend  sind.  Daher  wurden  zwei
Temperaturprogramme etabliert, die in der vorliegenden Arbeit miteinander verglichen

werden sollten.



2. Material

2.1 Gerite

Geriit
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Hersteller

Blot-Apparatur Trans-Blot SD

BioRad, Hercules

Blot-Entwickler ChemiSmart 5000

Peqlab, Erlangen

Chronometer

Junghans, Schramberg

Feinwaage HR-202

Bachofer, Reutlingen

Gelelektrophorese Mini Trans-Blot® Cell

BioRad, Hercules

Inkubationsschiittler MaxQ 6000

ThermoFisher, Dreieich

Lichtmikroskop CKX31

Olympus, Hamburg

Magnetrithrer MR 3000

Heidolph, Schwabach

Neon®-Elektroporationssystem

Invitrogen, Darmstadt

Neubauer-Zihlkammer

Brand, Wertheim

pH-Meter FiveEasy

Mettler Toledo, Columbus

Photometer BioPhotometer Plus

Eppendorf, Hamburg

Plate Reader FluoStar Omega

BMG Labtech, Offenburg

Sterilbank HER Asafe KS18

ThermoFisher, Dreieich

Szintillationszéhler WinSpectral 1414

PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim

Taumelschiittler Polymax 1040

Heidolph, Schwabach

Temperaturinkubatoren FrioCell FC22

MMM Group, Planegg

Thermoschiittler TS-100

Peqlab, Erlangen

Ultra Turrax T18 basic

Ika, Staufen

Ultraschallgerit Sonoplus mini20

Bandelin, Berlin

Ultrazentrifuge Sorvall

ThermoFisher, Dreieich

Vortexer REAX1DR

Heidolph, Schwabach

Wasserbad HI 1210

Memmert, Schwabach

Zellkulturinkubator HeraCell 240

ThermoFisher, Dreieich

Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos

ThermoFisher, Dreieich

Zentrifuge Labofuge 400

ThermoFisher, Dreieich

Zentrifuge Pico 17

ThermoFisher, Dreieich



2.2  Verbrauchsmaterialien

2.2.1 Zellkultur

Material

59

Hersteller

Filtermatten Whatman GF/B fired

Brandel, Gaithersburg

Neon™ Transfection System 100 pL Kit

ThermoFisher, Waltham

Pasteurpipetten

VWR, Darmstadt

Petrischalen, 100 mm

Sarstedt, Niirnbrecht

Pipettenspitzen Sarstedt, Niirnbrecht
Serologische Pipetten Sarstedt, Niirnbrecht
Sterilfilter Filtropur BT50 0.2 Sarstedt, Niirnbrecht
Szintillationsflaschchen, 20 ml Roth, Karlsruhe
Zellkultur 12-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht
Zellkultur 24-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht
Zellkultur 6-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht
Zellkultur 96-well Mikrotiterplatten Sarstedt, Niirnbrecht
Zellkulturflaschen, 175 cm? Sarstedt, Niirnbrecht
2.2.2 Nihrmedien
Medium Hersteller

HBSMC-Medium

Promega, Fitchburg

RPMI 1640

Gibco, Waltham

Serumfreies Medium DMEM (P04-03596)

PAN-Biotech, Aidenbach

Spezialmedium (SM) DMEM D5030 mod.

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Wachstumsmedium DMEM (P04-03596) mod.

PAN-Biotech, Aidenbach

Das Wachstumsmedium wurde mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % fetal bovine
serum (FBS) ergénzt. Fiir das SM wurde das DMEM D5030 Medium mit 25 mM HEPES,
25 mM Glukose, 4 mM Glutamin, 1 % Penicillin/Streptomycin, 15 mg/l Phenolrot und 1

mM Natriumpyruvat unter aseptischen Bedingungen ergéinzt.

2.2.3 Reagenzien

Substanz

Hersteller

['251]-CYP (spezifische Aktivitit: 2175 Ci/mmol)

PerkinElmer, Waltham

[33S]-GTPy (spezifische Aktivitit: 1250 Ci/mmol) PerkinElmer, Waltham



[*H]-Adenin (spezifische Aktivitit: 42 Ci/mmol
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PerkinElmer, Waltham

[*H]-cAMP (spezifische Aktivitit: 4,1 Ci/mmol)

Hartmann Analytic, Braunschweig

Coelenterazin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Dithiothreitol

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

FBS, fetal bovine serum (P30-1302)

PAN-Biotech, Aidenbach

Glukose-Losung 45 %

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Glutamin 200 mM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Gpp(NH)p Sigma-Aldrich, Deisenhofen
HEPES 1 M Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Imidazol p.a.

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Luciferasesubstrat (E4550)

Promega, Fitchburg

Natriumpyruvat 1 M

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Penicillin Streptomycin (15070-063)

Gibco, Waltham

Proteaseinhibitoren cOmplete mini EDTA-free

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Proteinleiter BLUEplus prestained (10-180 kDa)

Biomol, Hamburg

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis

ThermoFisher, Waltham

RNA-later™-Stabilisationslosung

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

SYBR™ green Kappa Fast start gPCR Mastermix

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Szintillatorcocktail Rotiszint®eco plus

Roth, Karlsruhe

TE-Puffer IDTE

Integrated DNA Technologies, Coralville

Trizol-Reagenz

ThermoFisher, Waltham

Trypsin EDTA Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Ultrapure H,O Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Zeozin ThermoFisher, Waltham

2.2.4 Agonisten und Antagonisten

Agonist Zielstruktur Konzentration = Hersteller

BK B2R 1 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
FSK AC 10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
NA AR 10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sal AR 100 nM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Antagonist Zielstruktur Konzentration  Hersteller

2-APB TRP-Kanile 100 pM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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BAPTA-AM Chelator 10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
BCTC TRPMS 5 uM Tocris Bioscience, Bristol
CGP-12177 B-AR 100 nM Tocris, Bristol
FluAc TRPM-Kanéle 100 pM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
IBMX PDE I mM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Indomethacin ABCC 100 pM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
KNK437 hsfl 100 pM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
MefAc TRPM-Kanéle 25 -100 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Propranolol AR 100 pM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
RuR TRP-Kanile 10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
SKF96365 STIM 10 uM Sigma-Aldrich, Deisenhofen
2.2.5 Antikorper
Primérantikorper Donorspezies Hersteller Verdiinnung
CIRP (10209-2-AP) Kaninchen Proteintech, Stuttgart 1:1000
ERK-1 (sc-154) Kaninchen Santa Cruz, Dallas 1:1000
HA-Antikorper (sc-7392) Maus Santa Cruz, Dallas 1:1000
Sekundirantikorper (HRP) Hersteller Verdiinnung
Anti-Kaninchen-IgG (#1706515) BioRad, Miinchen 1:5000
Anti-Maus-I1gG (#1706516) BioRad, Miinchen 1:10000
2.2.6 siRNA
siRNA Hersteller Katalognummer
CIRP Santa Cruz, Dallas sc-142348
control-siRNA Santa Cruz, Dallas sc-37007

2.3 Molekularbiologie

2.3.1 Bakterien
In dieser Arbeit wurde der, in der Molekularbiologie etablierte, E. coli-Bakterienstamm

DHS5a verwendet.



2.3.2 Plasmide
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Plasmid Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Originalpublikation

B>-AR PD Dr. Ursula Storch, LMU Nicht publiziert

Aequorin  Dr. Andreas Breit, LMU (Baubet, Le Mouellic et al. 2000)
BMALI1 Addgene Plasmid #46824 (Brown, Fleury-Olela et al. 2005)
CIRP Addgene Plasmid #11607 Nicht publiziert

CRE Dr. Andreas Breit, LMU (Himmler, Stratowa et al. 1993)
FOXO Dr. Andreas Breit, LMU Nicht publiziert

STAT Dr. Andreas Breit, LMU Nicht publiziert

TRH Prof. Clerget-Froidevaux, Paris (Balkan, Tavianini et al. 1998)

2.3.3 Reportergenkonstrukte

Reporterzelllinie Originalpublikation
HEK-293-CREB Nicht publiziert
mHypoA-2/10-BMALL1 (Breit, Miek et al. 2018)

mHypoA-2/10-CREB

(Lauffer, Glas et al. 2016)

mHypoA-2/10-FOXO

Nicht publiziert

mHypoA-2/10-STAT

Nicht publiziert

mHypoA-2/10-TRH

(Faro, Boekhoff et al. 2021)

Die Reporterzelllinien mHypoA-2/10-TRH und HEK-293-CREB wurden im Rahmen

dieser Arbeit etabliert. Alle weiteren genannten wurden freundlicherweise von Dr.

Andreas Breit (LMU) zur Verfligung gestellt.

2.4 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Bezug

H1299 Comprehensive Pneumology Center (CPC) des Helmholtz Zentrums, Miinchen
HaCaT Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Bundeswehr, Miinchen
HBSMC Promega, Fitchburg

HEK-293 American Type Culture Collection

mHypoA-2/10

Cederlane, Burlington

mHypoA-2/12

Cederlane, Burlington
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3. Methoden

3.1 Methoden der Zellkultur

3.1.1 Kaultivierung von Zellen

mHypoA-2/10-Zellen wurden auf T175 Flaschen (Fliche 175 cm?) in feuchter CO»-
Atmosphire (5 %) bei 37 °C kultiviert. Sie wuchsen adhirent, bis sie zu 80 bis 90 %
konfluent waren. AnschlieBend wurden die Zellen vereinzelt, um ein Uberwachsen zu
verhindern. Hierfiir wurde in keimfreier Umgebung das Zellmedium abgesaugt und die
adhérenten Zellen mit 5 ml Ca**- und Mg*'-freier phosphatgepufferter Salzlosung
(phospho-buffered saline, PBS) gewaschen. Nach dem erneuten Absaugen wurde die
Flasche unter Zugabe von 4 ml 0,05 % einer EDTA-haltigen Trypsin-Losung fiir 5 min
bei 37 °C inkubiert, um die Zellverbindungen zur Plastikoberfliche zu losen. Nach
optischer Kontrolle der vollstindigen Authebung der Adhidrenz wurden 6 ml des mit fetal
bovine serum (FBS) ergénzten Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) zu der
Zellsuspension gegeben, um die Proteolysereaktion zu stoppen. Durch Auf- und
Abpipettieren wurde eine Vereinzelung der Zellen erreicht und die gesamte Suspension
(10 ml) in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Ein geeigneter Teil der Suspension
wurde in eine neue, mit 25 ml Kulturmedium vorgefiillten T175 Flasche, tiberfiihrt. Bei
einer urspriinglichen Konfluenz von etwa 90 % wurden iiblicherweise 1 bis 1,5 ml
iiberfiihrt, um nach einer Wachstumsphase von 2 Tagen erneut eine Konfluenz von 80 bis
90 % zu erreichen. Die restlichen Zellen konnten fiir Experimente verwendet werden. Die
priméren, humanen Zellen der glatten Bronchialmuskulatur [engl. human bronchial
smooth muscle cells (HBSMC)] wurden in dem vom Hersteller empfohlenen Medium
(HBSMC Wachstumsmedium) kultiviert. Die Zellen wurden bei 80 bis 90-prozentiger
Konfluenz mit 5 ml der vom Hersteller empfohlenen HEPES-buffered balanced salt
solution gewaschen (HEPES BSS). AnschlieBend wurden 5 ml einer Losung aus 0,04 %
Trypsin und 0,03 % EDTA in HEPES BSS hinzugefiigt und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem unter dem Lichtmikroskop die vollstindige
Ablosung der Zellen kontrolliert worden ist, wurde die Proteolysereaktion mit gleichem
Volumen HBSMC Wachstumsmedium gestoppt und die Zellen durch Auf- und

Abpipettieren vereinzelt. 10 % der erhaltenen Zellsuspension wurden in eine mit
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Wachstumsmedium vorgefiillte T175-Zellkulturflasche iiberfiihrt und bei 37 °C
inkubiert. Nach etwa 3 bis 4 Tagen erreichten diese Zellen erneut Konfluenz. Die
restlichen Zellen konnten fiir Experimente auf geeigneten Well-Mikrotiterplatten
ausgesit werden und standen 16 — 24 h nach dem Ausséen zur Verfiigung. Alle sonstigen
im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden entsprechend der mHypoA-
2/10-Zellen behandelt, mit der Ausnahme, dass H1299, Huh-7 und HepG2-Zellen
zunéchst in serumhaltigen RPMI kultiviert und erst 16 — 24 h vor den Experimenten ein

Mediumwechsel auf DMEM durchgefiihrt wurde.

3.1.2  Kryokonservierung

Um Zellen dauerhaft konservieren zu konnen, ist eine Lagerung in fliissigem Stickstoff
notwendig. Hierflir wurden adhéirente Zellen abgeldst (siehe Kapitel 3.1.1) und bei 500 x
g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig unter der Sterilbank abgesaugt
und das Pellet mit 10 ml einer eiskalten Losung aus DMSO in Serum (10 % v/v)
resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurde anschlieend in Kryordhrchen gegeben,
welche steril verschlossen und in einer Styroporbox bei - 80 °C fiir 24 h eingefroren
wurden. Nach 24 h wurden sie in die fliissige Phase des Stickstofftanks zur dauerhaften
Autbewahrung gebracht. Durch die Verwendung der Styroporbox lieB8 sich die ideale
Einfrierrate von etwa - 1 K pro Minute erreichen. Alle oben genannten Schritte wurden,

wenn moglich, auf Eis durchgefiihrt.

3.1.3 Auftauen kryokonservierter Zellen

Im Gegensatz zu der Kryokonservierung sollte das Auftauen konservierter Zellen
moglichst rasch erfolgen (Yokoyama, Thompson et al. 2012). Daher wurden die
Kryor6hrchen sofort nach der Entnahme aus dem Stickstofftank im Wasserbad bei 37 °C
erwdrmt und in eine mit Kulturmedium vorbereitete T175 Flasche tiberfiihrt. Nach 24 h
erfolgte ein Mediumwechsel mit frischem Kulturmedium, um das Frostschutzmittel zu
verdiinnen. Frisch aufgetaute Zellen wurden mindestens zweimal passagiert, bevor sie flir

Experimente ausgesit wurden, um eine ausreichend lange Aquilibrierung sicherzustellen.
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3.1.4 Beschichtung von Mikrotiterplatten zur Forderung der Adhéirenz

Die Anheftung der HEK-293-Zellen an die Plastikoberflache war nicht ausgeprégt genug,
weshalb die negativ geladene Oberflache mit 0,1-prozentiger Poly-L-Lysinlésung (1,5 x
10° - 3 x 10° Da) vorbehandelt wurde. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Uberstand abgenommen und die Losung bei 37 °C getrocknet. Hierbei bildete sich
ein positiv geladener Polymerfilm aus, der das Anheften von HEK-293-Zellen deutlich

verbesserte.

3.1.5 Priparation von Zellmembranen

Fiir einige Experimente war es erforderlich, Membranen zu préiparieren. Hierflir wurden
Zellen auf 150 cm?-Zellkulturschalen ausgesdt. Nach 16 — 24 h wurde ein
Mediumwechsel auf serumfreies Medium durchgefiihrt. Am néchsten Tag wurde bei etwa
80 bis 90-prozentiger Konfluenz der Uberstand abgesaugt und die Zellen auf Eis, mit 5
ml PBS, gewaschen. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Oberfliche der
Zellkulturschale geldst und in 2 ml eiskalten Membranpuffer resuspendiert. Mittels eines
Dispergiergerits (Stufe 4, 3 x 10 s) wurde durch Schlag und Prall die Zelle aufgeschlossen
und die Zellkerne freigesetzt. Durch miBlige Zentrifugation mit 500 x g fiir 5 min bei 4
°C wurden diese im Anschluss abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand wurde bei
40000 x g fiir 20 min bei 4 °C abzentrifugiert. Der resultierende Niederschlag wurde in
Membranpuffer resuspendiert und die Proteinkonzentration mittels der Methode nach
Bradford bestimmt. Diese beruht darauf, dass sich das Absorptionsmaximum des
Farbstoffs Coomassie Brillantblau in saurer Losung nach Bindung von Proteinen
verschiebt. Hierfiir wurden in einer 2 ml Kiivette 1,5 ml Bradford-Reagenz und 10 pl der
zu untersuchenden Proteinldosung vermischt. Nach 10 min wurde die optische Dichte
(OD) bei 595 nm gemessen. Mit Hilfe einer zuvor erstellten Eichgerade konnte hiermit
die Proteinkonzentration der Probe bestimmt werden. Die Suspension wurde mit
Membranpuffer auf die Konzentration 1 mg/ml eingestellt. Die so erhaltenen Membranen
enthielten sdmtliche Membranfraktionen der Zelle und wurden bis zur weiteren

Verwendung bei - 80 °C eingefroren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch totale Membranfraktionen von mHypoA-2/10-
Zellen prapariert, die zuvor im circadianen Programm (CP) (siehe Kapitel 4.1.2) inkubiert

worden waren. In diesem Fall wurden die Zellen, wie in Abb. 3 dargestellt, in den



66

Temperaturschrinken inkubiert und 8 h nach dem zweiten Temperaturwechsel
entnommen. Die Zellen wurden ziigig auf Eis gebracht und dann, wie oben beschrieben,

die totale Membranfraktionen prépariert.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des CPs mit dem Zeitpunkt der Membranpriparation
mHypoA-2/10-Zellen wurden ausgesidt und 16 — 24 h spiter ein Mediumwechsel auf SM
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 37 °C in den Temperaturschranken inkubiert
(schwarze Linie). Nach 2 h wurde die Temperatur auf 36 oder 38 °C geédndert (blaue, bzw. rote
gestrichelte Linie). Nach 11 h wurde ein erneuter Temperaturwechsel durchgefiihrt: Innerhalb
einer Stunde wechselte der Inkubator von 36 auf 38 °C (rote durchgezogene Linie) oder von 38
°C auf 36 °C (blaue durchgezogene Linie). 8 h nach dem zweiten Temperaturwechsel wurden die
Zellen aus dem Inkubator entnommen und nach oben beschriebener Methode die totale
Membranfraktion isoliert.

Membranpuffer Bradford-Reagenz Bradford-Stammldsung
5 mM Tris 5 % Bradford Stammlésung 0,1 % Coomassie-

2 mM EDTA 8,5 % Phosphorsdure (v/v)  Brillant Blau G250 (w/v)
HClq.s.pH 7,2 in Ethanol

3.2 Funktionelle Analysen

3.2.1 Bestimmung der Luciferaseaktivitiit

Mit Hilfe von Reportergenkonstrukten kann die Aktivitdt von Signalwegen gemessen
werden. Hierfiir wurde das Luciferasegen in DNA-Abschnitte eingefiihrt, welche bei
Aktivierung des jeweiligen Signalwegs vermehrt transkribiert werden. Durch Bindung

von Transkriptionsfaktoren und Cofaktoren an dieses Element wird folglich Luciferase
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gebildet, welche anschlieBend das angebotene Substrat Luciferin umsetzen kann. Das
urspriinglich aus Photynus pyralis (Leuchtkéfer) stammende Enzym ist durch seine
katalytische Aktivitdit in der Lage, Luciferin sauerstoff- und ATP-abhédngig zu
angeregtem Oxyluciferin zu decarboxylieren, welches unter Abgabe von Lichtquanten in
seine Grundform zuriickkehrt. Das emittierte Licht wird von einem Luminometer
(FluoStar Omega) gemessen und die Intensitdt in Form von willkiirlichen Lichteinheiten
(w. E.) ausgegeben. Diese Lichtintensitit korreliert mit der Promotoraktivitit und gibt
daher Aufschluss liber das Ausmal} der Aktivierung. Simtliche Messungen wurden nach
oben beschriebener Methode in Form von Triplikaten oder Quadruplikaten durchgefiihrt.

Je nach experimentellem Aufbau, wurde mit den Zellen unterschiedlich verfahren.

- e
\/ Oxyluciferin) + %
hv

Abb. 4: Schematische Darstellung der enzymatischen Luciferinumsetzung

Bei Aktivierung des Promotors, unter dessen Kontrolle das Luciferasegen steht (hier CREB-
abhingiger Promotor), kommt es zu einer vermehrten Expression von Luciferase. Nach
Freisetzung der akkumulierten Luciferase durch Zellaufschluss (Lysispuffer), wird durch
automatische Injektion des Substrats (enthélt u. a. Luciferin, Mg** und ATP) die enzymatische
Reaktion gestartet und es kommt zur Freisetzung von Lichtquanten (hv), welche mit Hilfe des

Plattenlesegerits bestimmt werden konnten.

3.2.1.1 Messung der Luciferaseaktivitit bei 37 °C

Zwei Tage vor dem Experiment wurden 1 x 10° Zellen je Well einer 12-Well
Mikrotiterplatte ausgesdt und 12 — 16 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde ein
Mediumwechsel auf serumfreies DMEM durchgefiihrt und die Zellen weitere 12 — 16 h
in der CO2-Atmosphére inkubiert. Wurde ein Inhibitor verwendet, so wurde 30 min vor
der Stimulation ein Mediumwechsel auf den in serumfreien DMEM geldsten Inhibitor
(900 pl) in der Zielkonzentration durchgefiihrt. Danach wurde mit einer 10-fach

konzentrierten Losung der Liganden (100 pl) fiir die gewiinschte Zeit stimuliert.
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3.2.1.2 Messung der Luciferaseaktivitit in Abhéngigkeit von der Temperatur

Fiir Experimente, die bei anderen Temperaturen als 37 °C durchgefiihrt wurden und
deshalb nicht in einem tblichen Zellkulturinkubator gemacht werden konnten, wurden
die Zellen zunichst auch auf 12-Well Mikrotiterplatten ausgesit (1 x 10° Zellen). Danach
wurden die Zellen fiir 16 — 24 h wieder in den CO»-Inkubator gegeben. Im Anschluss
wurde ein Mediumwechsel auf SM durchgefiihrt und die Zellen in den

Temperaturschrianken inkubiert.

Wihrend des akuten Programms (AP) verblieben die Zellen fiir 14 h bei 37 °C. Wurde
ein Inhibitor verwendet, wurde 30 min vor dem Temperaturwechsel ein erneuter
Mediumwechsel auf SM mit dem in der Zielkonzentration geldsten Inhibitor
durchgefiihrt. Danach wurde die Temperatur auf 35,5 oder 38,5 °C bzw. 36 oder 38 °C
angepasst. Bei dieser Temperatur verblieben die Zellen nun fiir bis zu 12 h. Fand eine
Stimulation der Zellen statt, wurden sie nach 4 — 7 h bei der jeweiligen Temperatur mit

einer 10-fach konzentrierten Losung der Liganden 1 — 4 h inkubiert.

Im Falle des circadianen Programms (CP) wurden die Zellen nur 2 h bei 37 °C inkubiert,
bevor die Temperatur innerhalb einer halben Stunde auf 36 °C reduziert, bzw. auf 38 °C
erhoht wurde. Diese Temperatur wurde 11 h beibehalten, bevor die Inkubatoren auf die
jeweils andere Temperatur innerhalb einer Stunde wechselten. War die Endtemperatur
von 38 bzw. 36 °C erreicht, verblieben die Zellen dort fiir bis zu 12 h. Wurden die Zellen
stimuliert, wurden sie 4 - 7 h nach dem zweiten Temperaturwechsel mit einer 10-fach
konzentrierten Losung der Liganden 1 — 4 h inkubiert (schematische Darstellung siehe

Abb. 31A).

Fir die Temperatur-Wirkungs-Kurve wurden Zellen wie oben beschrieben ausgesit.
AnschlieBend wurden sie nach dem Mediumwechsel auf SM 18 h bei 37 °C in den
Temperaturschranken inkubiert. Ein erneuter Mediumwechsel auf SM mit und ohne
Inhibitor (2-APB) in der Zielkonzentration wurde durchgefiihrt. Nach 30 min wurde die
Temperatur innerhalb einer halben Stunde auf 36 °C reduziert, bzw. auf 38 °C erhoht.
Die Zellen verblieben 4 h bei dieser Temperatur (schematische Darstellung siehe Abb.

19A).

Nach der Inkubation wurde mit den Zellen wieder gleich verfahren. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen mit 150 pl Lysispuffer etwa 10 min bei Raumtemperatur

inkubiert. AnschlieBend wurden hiervon 135 pl auf eine 96-well Mikrotiterplatte
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iiberfiihrt, da die Messung im FluoStar auf solch einer Platte erfolgen musste. In Abb. 5
ist die Luciferasemessung im FluoStar schematisch dargestellt. Nach Injektion von 20 —
50 ul Substratlosung zum Zeitpunkt t = 1 s startete die enzymatische Umwandlung des
Substrats und die resultierende Lichtemission wurde sekiindlich gemessen. Die
Lichtintensitdt wurde in willkiirlichen Lichteinheiten (w. E.) gemessen. Nach 2 s war die
maximale Lichtintensitét erreicht, die durch Zugabe von 20 pl einer 1 M HCI-Losung aus
der zweiten Pumpe nach 10 s geldscht wurde, um eine Abstrahlung des Signals in das
benachbarte Well zu verhindern. Danach erfolgte die Substratinjektion in das néchste
Well der Mikrotiterplatte. Die Ausgabe der Messwerte erfolgte in einer Microsoft Excel®
Tabelle. Zur Berechnung des Signals wurde der Durchschnitt der Lichtintensitdten
zwischen 2 s und 9 s berechnet, von welchem die gemessene Lichtintensitit des
Hintergrunds (Zeitpunkt vor der Injektion, t =0 s) abgezogen wurde. Die somit erhaltenen
Werte stellen die Rohwerte der Messung dar. Jede Messung erfolgte stets mindestens als
Triplikat, meist jedoch als Quadruplikat. AuBerdem wurde jedes Experiment mindestens

dreimal wiederholt.

15001 ) )
o anfluten - : 16schen
= N .
2
2 'LT_-1| 10004
S Messpunkte
2z
o 2
a 500+
)
[ : :

O N ATTEEY. SRR R R R R R R RN Hintergrund

Abb. 5: Schematische Darstellung der Luciferasemessung im FluoStar

Die gemessene Lichtintensitiat ist in Abhédngigkeit von der Messdauer dargestellt. Die
Lichtintensitit wurde in willkiirlicher Einheit angegeben (w. E.). Nach Injektion des Substrats
kam es zu einer maximalen Lichtintensitdt nach 2 s, welche bis zur Injektion von 0,1 M HCI
(Zielkonzentration) konstant blieb. Es wurde der Durchschnitt der Messpunkte zwischen 2 und 9
s gebildet. Nach Abzug der Hintergrundstrahlung erhielt man somit die korrigierten Messwerte.

Die Normierung der Messwerte war ein hilfreiches Mittel, um experimentell bedingte und

nicht vermeidbare Unterschiede in den einzelnen Versuchsansidtzen miteinander
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vergleichbar zu machen. So wurde bei Stimulierung zunichst das x-fache des Basalwertes
gebildet, um die Liganden-induzierte Antwort auszudriicken. Sollte der Liganden-
induzierte Temperatureffekt dargestellt werden, wurde das x-fache des Basalwertes bei
36 °C in das Verhiltnis zu dem bei 38 °C gesetzt und in Prozent ausgedriickt (siche

Kapitel 3.6).

Lysispuffer:
25 mM Tris

2 mM 1,2-diaminocyclohexan-N,N,N,N-tetraessigsduremonohydrat
10 % Glycerin

1 % Triton X

H3PO4 q.s. pH 7,8

Zu dieser Losung wurde direkt vor Gebrauch noch Dithiothreitol fiir eine finale

Konzentration von 2 mM hinzugegeben.

3.2.2 Quantitative Echtzeit reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Echtzeit reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)
ist eine hédufig angewandte Methode der Genexpressionsanalyse, welche eine
Abwandlung der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion [engl. polymerase chain
reaction (PCR)] ist. Neben der Vervielfdltigung von DNA-Abschnitten ist es hier
zusdtzlich moglich, diese zu quantifizieren und somit Riickschliisse auf die
Expressionsrate der zu Grunde liegenden RNA zu ziehen. Die Quantifizierung erfolgt
durch Messung der Fluoreszenz, die in Echtzeit erfasst wird und direkt proportional zur
vorliegenden Menge der PCR-Produkte ist. Um das Expressionsmuster der Zelllinie zu
identifizieren, muss zunédchst die RNA aus den Zellen extrahiert und aufgereinigt werden.
Im Anschluss wird diese mittels reverser Transkription in komplementdre DNA [engl.
complementary DNA (cDNA)] umgeschrieben, bevor im letzten Schritt bestimmte DNA-

Abschnitte gezielt durch geeignete Primer vervielféltigt und quantifiziert werden konnen.

3.2.2.1 RNA-Isolierung

Zur RNA Extraktion wurde eine modifizierte Methode nach Chomczynski und Sacchi
verwendet (Chomczynski and Sacchi 1987). Hierfiir wurden die Zellen direkt auf der 6-



71

Well Mikrotiterplatte mit 1 ml einer Mischung aus Phenol und Guanidinthiocyanat
(Trizol® Reagenz) unter Auf- und Abpipettieren 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
und in 2 ml Eppendorf-Geféal3e iiberfiihrt. Guanidinthiocyanat ist ein dulerst effektives
Agens zur Proteindenaturierung und Enzyminaktivierung. AuBlerdem fiihrt es zur Lyse
der Zellen. Phenol hingegen wird als Losungsmittel fiir RNA verwendet. Zu diesem
Zeitpunkt war es moglich, die Proben bis zur weiteren Verwendung bei - 80 °C zu lagern.
Nach Zugabe von 200 ul Chloroform und 2-miniitiger Inkubation wurden die Proben mit
12 000 x g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Gemisch trennte sich hierbei in
verschiedene Phasen auf: Die farblose, wéssrige Phase enthielt die RNA und wurde zur
weiteren Verarbeitung in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die untere, organische
Phase und die Interphase, welche die DNA enthielt, wurden verworfen. Zur Prazipitation
der gelosten RNA, wurden 500 pl 100 % Isopropanol hinzugegeben und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde bei 4 °C mit 21 400 x g fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag mit 1 ml 70 %
RNAse-freiem Ethanol griindlich vermischt und anschlieend fiir 5 min mit 21 400 x g
bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Pellet
sorgfaltig an der Luft getrocknet. Zur Resolubilisierung wurden 20 pl RNAse freies
Wasser hinzugegeben und etwa 10 min auf 55 — 60 °C erhitzt.

3.2.2.2 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung der RNA-Losung wurde 1 pl der Losung direkt am
UV/VIS-Spektrometers vermessen. Die photometrische Bestimmung der RNA-
Konzentration beruht auf der Absorption bei 260 nm. Zur direkten Vermessung wurde
die ,Tray Cell ~Erweiterung an einem BioPhotometer® plus verwendet. Die OD bei 280
nm gibt dariiber hinaus noch Aufschluss iiber die Reinheit der untersuchten RNA-Probe.
Der Quotient aus der Absorption bei 260 und 280 nm sollte groBer als 1,8 sein, damit die
RNA-Reinheit ausreichend ist. Die isolierte RNA konnte bis zur weiteren Verwendung
bei - 80 °C gelagert werden. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration von Plasmiden

wurde ebenso verfahren.

3.2.2.3 Reverse Transkription

Da die bei der PCR verwendeten Polymerasen RNA nicht vervielfdltigen konnen, ist es

notwendig diese zunédchst in cDNA umzuschreiben. Diese Reaktion wird von einem
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speziellen Enzym, der reversen Transkriptase, katalysiert. Fiir die vorliegende Arbeit
wurde das ,RevertAid H Minus First Strand cDNA-Synthesekit®° verwendet. Alle
Arbeiten wurden auf Eis durchgefiihrt. Es wurde nach folgendem Pipettierschema

gearbeitet:

Losung 1
1 pg RNA (RNA-Isolat)

1 ul random hexamer primer (100 uM)
ad 12 pl Wasser (RNAse-frei)
Griindlich mischen und fiir 5 min bei 65 °C inkubieren

Auf Eis stellen

Losung 2

4 ul 5x Reaktionspuffer

1 ul RNase Inhibitor (20 U/ul)

2 wl 10 mM dNTP-Mix

1 ul RevertAid RT (reverse Transkriptase, 200 U/ul)

Griindlich mischen und zu Losung 1 pipettieren.

Die so erhaltene Losung (20 pl je Probe) wurde vorsichtig gemischt, kurz abzentrifugiert
und zunéchst 5 min bei 25 °C inkubiert, bevor die Temperatur im Thermozykler auf 42

°C erhoht wurde und weitere 60 min inkubiert wurde.

Die Proben (cDNA-Ldsung) wurden, wenn sie innerhalb einer Stunde verwendet wurden,

auf Eis und ansonsten bei - 80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.2.4 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Die Messung erfolgt unter Verwendung eines geeigneten qPCR-Thermozyklers. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein LightCycler® 480 II (Roche, Mannheim) verwendet,
welcher Thermozykler und Fluorimeter in einem Gerdt vereint. Nach jedem
Elongationszyklus erfolgt eine Fluoreszenzmessung. Der verwendete Farbstoff, SYBR™
green I, interkaliert in DNA-Molekiille, und der daraus resultierende DNA-

Fluoreszenzfarbstoffkomplex wird bei einer Wellenldnge von 494 nm angeregt. Das
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emittierte Licht kann dann detektiert werden und korreliert in der exponentiellen Phase
direkt mit der vorliegenden DNA-Menge. Der cycle threshold (C)-Wert beschreibt den
Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz
angestiegen ist. Die eigentliche Quantifizierung wird nach der vergleichenden Ci-
Methode berechnet (ACy). Hierbei wird die Expression des Zielgens in Relation zu einem
Haushaltsgen ausgedriickt, welches unter den untersuchten Bedingungen in seiner
Expression konstant bleibt. So wurde im Rahmen dieser Arbeit vorab getestet, welches
Gen sich dafiir eignet. Verwendet wurden schlieBlich Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Somit wurde die DNA-Menge des Zielgens als x-faches des
Haushaltsgens ausgedriickt (siche Kapitel 3.6)

Die Konstruktion geeigneter Primer erfolgte mit dem Programm ,Universal Probe
Library Assay Design Center® (Roche, Mannheim). Damit war es mdoglich, Intron-
iiberspannende Primer zu generieren, wodurch die Amplifikation genomischer DNA
verhindert wurde. Die erstellten Primer wurden auf Grundlage muriner Gensequenzen

erstellt (siche Tabelle 1).

Ein Nachteil des verwendeten Farbstoffs SYBR™ Green I ist die unspezifische Bindung
an  Primerdimere und PCR-Produkte. Daher war es notwendig, eine
Schmelzkurvenanalyse durchzufiihren, bei der ersichtlich wird, ob ein spezifisches PCR-
Produkt entstanden ist. Durch kontinuierliche Temperaturerh6hung der Proben auf 95 °C
und paralleler Fluoreszenzmessung werden alle Doppelstrange wieder gelost und der
Farbstoff frei, was zu einer Fluoreszenzinderung fiihrt. Der Farbstoff wird aus
unspezifischen Bindungen bei deutlich niedrigeren Temperaturen freigesetzt. So ist fiir
jede Probe erkennbar, ob das gebildete PCR-Produkt frei von Nebenprodukten ist,
weshalb die  Schmelzkurvenanalyse standardmiBig  durchgefiihrt und als

Qualitdtskriterium verwendet wurde.

Die aus der cDNA-Synthese erhaltenen Proben wurden geeignet verdiinnt. Hier bewihrte
es sich, in einem ersten Schritt eine Verdiinnungskurve anzufertigen, um in etwa im
Bereich von 15 — 25 Zyklen zur signifikanten Fluoreszenzerhohung zu sein (15 < C¢ <
25). Meist wurden die Proben 1:100 in nukleasefreiem Wasser verdiinnt. Fiir die Reaktion

im LightCycler® wurde folgendes Pipettierschema befolgt.

Pipettierschema
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8 pl verdiinnte cDNA-L6sung

10 pl 2-fach konzentrierter SYBR™ Green I Mastermix (SYBR™ Green, DNA-Polymerase,
Nukleotide, Puffer)

2 ul 10uM Primer

Alle Proben wurden auf eine weille 96-Well qPCR-Mikrotiterplatte pipettiert und sofort
mit Adhésivfolie versiegelt, um eine Kontamination mit Fremd-DNA zu vermeiden. Um
eine Kontamination der verwendeten Reagenzien zu iiberpriifen, wurde eine
Wasserkontrolle pipettiert, bei der alle Reagenzien, abgesehen von der cDNA, pipettiert
wurden. Ohne cDNA konnte keine Replikation erfolgen, wenn die Reagenzien nicht
kontaminiert waren. Durch Zentrifugation mit 200 x g fiir 2 min wurde der gesamte
Reaktionsansatz in die Vertiefung des Wells zentrifugiert. Danach wurde das folgende

Thermozykler-Protokoll gestartet:

Thermozykler-Protokoll

95 °C 3 min

95°C10s

55°C10s 40 Zyklen

72°C10s

60 bis 95 °C kontinuierlich steigend (Schmelzkurvenanalyse)

Aus den erhaltenen Messwerten wurden die ACi-Werte errechnet und anschlieflend

graphisch dargestellt.

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer

Zielgen RefSeq Vorwirtsprimer Riickwértsprimer
Cirp NM 007705 gttggtetcgaagetgagt ttaggaagcttgggtgtgte
Hsfl NM 008296 agaagctcctgaatgtccag gaagtgcctcagegtage

Gapdh NM_ 008084 gtggagtcatactggaacatgtag aatggtgaaggtcggtgtg
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3.2.3 Totale RNA-Sequenzierung

Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine vollstindige Analyse des Genoms (RNAseq) der
mHypoA-2/10-Zellen in Auftrag gegeben (IMGM Laboratories, Martinsried). Hierdurch
sollte ein Uberblick iiber die in dem untersuchten Zellmodell vorliegende mRNA
geschaffen werden, um einen Anhaltspunkt iiber mogliche exprimierte Proteine zu
erhalten. Hierfiir wurden 1 x 10 mHypoA-2/10 Zellen auf einer 100 cm? Zellkulturschale
in Wachstumsmedium ausgesdt und nach 16 h ein Mediumwechsel auf serumfreies
Medium durchgefiihrt. Nach weiteren 16 h wurde der Uberstand abgenommen und die
Zellen mit 5 ml eiskaltem PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen abgeschabt
und in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nach Zugabe von eiskalten PBS auf ein
Endvolumen von 10 ml wurde die Zellsuspension mit 500 x g fiir 5 min bei 4 °C
abzentrifugiert. Die Zellen wurden anschliefend in 200 pl PBS aufgenommen und mit
RNAlater® (eiskalt) auf ein Endvolumen von 1 ml aufgefiillt. Die so gewonnen Proben
wurden bei - 80 °C eingefroren, auf Trockeneis gelagert der Firma iibergeben und dort
verarbeitet und analysiert. Die totale RNA der Zellen wurde mittels dem ,RNeasy Mini
Kit* (Qiagen, Diisseldorf) extrahiert. AuBerdem wurde die Reinheit der isolierten RNA
bestimmt. Das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm zu der bei 280 nm (A260/A280) war
bei allen eingesendeten Proben > 1,9, was gegen die Anwesenheit von kontaminierenden
Proteinen sprach. Das Verhéltnis der Absorption bei 260 nm zu der bei 230 nm (A260/A230)
war > 2,0, was gegen eine Kontaminierung mit anderen organischen Verbindungen, wie
Guanidiniumisothiocyanat, Alkohol oder Phenol, sowie zelluliren Bestandteilen, wie
Kohlenhydraten, sprach. Die Integritit der Proben wurde anschlieBend im ,2700
Bioanalyzer* (Agilent Technologies, Santa Clara) mittels ,RNA 6000 Nano LabChip Kits*
(Agilent Technologies, Santa Clara) untersucht. Hierbei wurde die isolierte RNA durch
Kapillarelektrophorese analysiert. Die Integritit der eingesendeten Proben entsprach den
Anforderungen der Firma und wurde daher als intakt bezeichnet. Daraufhin wurde mittels
,TruSeq® Stranded mRNA HT technology® die RNA zunichst fragmentiert und
anschlieBend in einer PCR-Reaktion vervielfiltigt. Nach einer weiteren
Qualititskontrolle wurde die cDNA mittels reversibler Festphasenimmobilisierung
aufgereinigt und anschlieBend durch die Verwendung von ,Qubit® ds DNA HS Assay
Kit* (Invitrogen, Carlsbad) quantifiziert. Die Sequenzierung erfolgte schlieBlich mit dem
,NextSeq® 500° Sequenziersystem (Illumina, San Diego). Die daraus gewonnenen Daten

wurden durch IMGM® Laboratories analysiert und zusammen mit den Rohdaten an uns
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ausgehindigt. Die erhaltenen Rohdaten wurden direkt nach GraphPad Prism 9.1

iibertragen und dort ausgewertet.

3.2.4 Bestimmung der intrazelluldren Ca**-Konzentration

Intrazellulires Ca®" ist ein wichtiger sekundirer Botenstoff, der an einer Vielzahl
physiologischer und pathologischer Prozesse beteiligt ist. Steigende Ca’"-Spiegel
innerhalb der Zelle konnen beispielsweise Enzyme aktivieren, die ihrerseits dann Einfluss
auf die Transkriptionsaktivitdt nehmen konnen (Lesch, Rossler et al. 2017). Eine haufig
verwendete Methode, um den intrazelluliren Ca®"-Spiegel zu messen, ist die Verwendung
von Aequorin. Bei Aequorin handelt es sich um ein Photoprotein aus biolumineszenten
Quallen der Gattung Aequorea. In Aequorin liegt Coelenterazin als prosthetische Gruppe
gebunden vor. An das Apoprotein kénnen drei Ca®"-Ionen binden, woraufhin sich die
Konformation des Proteins dndert. Damit wird eine intramolekulare Reaktion des
Coelenterazins ausgelost und dasselbige zu einem instabilen Dioxetan umgesetzt. Durch
Decarboxylierung und Relaxation in den Grundzustand wird ein Lichtquant freigesetzt
(Shimomura, Johnson et al. 1974, Baubet, Le Mouellic et al. 2000). Durch molekularen
Sauerstoff kann das Coelenterazin letztendlich regeneriert werden und die Reaktion

erneut ablaufen.

Zunichst wurden mHypoA-2/10-Zellen mit der cDNA fiir Aequorin transfiziert (siche
Kapitel 3.5.1.1). Am néchsten Tag wurde dann die Coelenterazinldsung vorbereitet:
Hierfiir wurden 2,5 ml einer 0,5-prozentigen Losung in phenolrotfreien SM angesetzt und
30 min mit den Zellen bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen in 1 ml SM (ohne Phenolrot) resuspendiert. Die Messung
der intrazelluliren Ca?*-Konzentration wurde in 96-Well Mikrotiterplatten mit weilem
Boden durchgefiihrt. Je Well wurden 80 ul der Zellsuspension gegeben und mit 20 ul
einer 5-fach konzentrierten BK-Losung inkubiert. Hierfir wurde eine Pumpe des
Luminometers mit der Losung befiillt und entliiftet. Durch automatische Injektion von 20
ul je Well konnte der BK-induzierte Ca**-Anstieg im Vergleich zu der basalen Ca**-
Konzentration bestimmt werden. Es wurde sekiindlich die totale Lumineszenz fiir die
Dauer von 2 s vor und 8 s nach der Injektion bestimmt. Die gemessene Lumineszenz

wurde in w. E. ausgegeben und gemil Kapitel 3.6 normiert.
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3.3 Radiobiochemische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Ligandenbindung

Die Studie der Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor z&hlt zu einer der ersten in vitro
Methoden um die Funktion eines Rezeptor zu untersuchen (Kenakin and Kenakin 1993).
Sie ermoglicht eine direkte Messung der Interaktion zwischen GPCR-Proteinen und
Liganden, wie Hormonen oder pharmazeutischen Verbindungen und liefert somit
wichtige Informationen iiber Rezeptorexpression und Affinitdt des Liganden zum
Rezeptor. Man unterscheidet drei verschiedene Arten der Bindungsmessung:
Sattigungsbindung, kompetitive Bindung und kinetische Bindungsstudien. Fiir die
Messung der Bindung von Liganden an den Rezeptor wurde ['%°I]-(+)-Cyanopindolol
('*I-CYP) verwendet. Aufgrund der Halbwertszeit des Radionuklids von 59,4 Tagen
wurde jeweils am Tag der Verwendung der Verbindung die aktuelle Konzentration
berechnet. Hierfiir wurde der ,radioactive decay calculator‘ (PerkinElmer, Waltham)

verwendet.

3.3.1.1 Sattigungsbindung

Bei der Sattigungsbindung wird eine festgelegte Menge der priparierten Membranen mit
unterschiedlichen Konzentrationen des radioaktiv markierten Ligands inkubiert, um
Interaktion des Liganden mit dem Rezeptor zu ermdglichen. Fiir jede eingesetzte
Konzentration wird nach einer bestimmten Zeit ein Gleichgewicht aus Assoziation (Kon)
an und Dissoziation (Kofr) von dem Rezeptor erreicht (Maguire, Kuc et al. 2012). Die
Menge gebundenen Ligands steigt mit der eingesetzten Konzentration, bis quantitative
Bindung stattfindet und alle Rezeptoren den radioaktiven Liganden gebunden haben.
AnschlieBend wird der ungebundene Ligand mittels Filtration separiert und die
gebundene Radioaktivitit bestimmt. Durch die eingesetzte Proteinmenge 1dsst sich dann
die absolute Expression des Rezeptors bestimmen. Es ist allerdings notig, spezifische von
nicht-spezifischer Bindung zu unterscheiden, da der eingesetzte Ligand nicht nur den
Rezeptor, sondern auch Zellmembranen mit einer bestimmten Affinitdt bindet. Es gilt
diese gemessene gesamte Bindung um den Betrag der nichtspezifischen zu korrigieren,
um damit die spezifische Bindung an den Rezeptor zu erhalten. Die nichtspezifische
Bindung wird bestimmt, indem ein groBer Uberschuss, iiblicherweise das 100-fache der

Dissoziationskonstante (Kg), eines nicht radioaktiv markierten Ligands eingesetzt wird,
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der den radioaktiven quantitativ vom Rezeptor verdrdngt. Fiir die, im Rahmen dieser
Arbeit, durchgefiihrten Versuche wurde Propranolol, ein nicht selektiver B-AR-
Antagonist, in einer finalen Konzentration von 10 uM verwendet. Trdgt man die
spezifische Bindung gegen die Konzentration des eingesetzten radioaktiven Liganden
auf, erhdlt man eine Hyperbel mit asymptotischer Annéherung an die maximale Bindung
(Bmax). Aus dieser Kurve ldsst sich dann der Kq der Bindung von '*I-CYP an den
Rezeptor berechnen. Ublicherweise verwendet man eine Konzentration des radioaktiven

Liganden im Bereich des Kg fiir kompetitive Bindungsexperimente.

Um die Séttigungskurve zu bestimmen, wurden zundchst Membranen pripariert (siche
Kapitel 3.1.5) und in SM in einer Konzentration von 10 pg pro Ansatz resuspendiert. Die
Messung der Sittigungsbindung wurde in tiefen 96-Well Mikrotiterplatten durchgefiihrt.
Das Reaktionsvolumen betrug 500 pl. Zunichst wurden 50 pl des radioaktiv markierten
Ligands '*I-CYP (Endkonzentration 3,125 — 400 pM) in SM vorgelegt. AnschlieBend
wurden entweder 50 ul SM (totale Bindung) oder 50 pl Propranolol (Zielkonzentration
10 uM) in SM (unspezifische Bindung) hinzugegeben. Die Platten wurden bei der
jeweiligen Temperatur, vor Verdunstung geschiitzt mindestens 1 h in den
Temperaturschrinken inkubiert, die zuvor mindestens 2 h auf die entsprechende
Temperatur vorgeheizt worden waren. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 400 pl
der auf 37 °C erwidrmten Membransuspension gestartet. Die Endkonzentration betrug
demnach 10 pg je Well der Mikrotiterplatte. Nach einstiindiger Inkubationszeit wurde die

Reaktion durch Ernten der Membranen beendet (siche Beendigung der Reaktion).

3.3.1.2 Kompetitive Bindungsexperimente

Fir kompetitive Bindungsexperimente wird eine definierte Menge der
Membranpriparation mit einer Konzentration '>’I-CYP, die in etwa dem Kq (siehe Kapitel
3.3.1.1) entspricht, eingesetzt und mit verschiedenen Konzentrationen eines nicht
radioaktiven Liganden von dem Rezeptor verdringt. Die Affinitdt des Liganden zum
Rezeptor bestimmt die Menge an verdringtem !’I-CYP bei einer gegebenen
Konzentration. Die Bindung des radioaktiv markierten Liganden an den Rezeptor, in der
Abwesenheit von nicht-markierten Liganden, ergibt hier die maximale Bindung (Bmax).
Wird die Konzentration des nicht-markierten Liganden erhoht, wird der gebundene
radioaktive Ligand sukzessive vom Rezeptor verdriangt. Wenn die spezifische Bindung

gegen die logarithmische Konzentration des eingesetzten radioaktiven Ligands
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aufgetragen wird, erhélt man hiufig eine umgekehrte Sigmoidkurve mit asymptotischer
Annidherung an die X-Achse. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICso) gibt die
Konzentration des Liganden an, bei der die Hélfte aller Rezeptoren besetzt sind. Mit Hilfe
der Cheng-Prusoff-Gleichung (3) kann die Inhibitionskonstante (K;) berechnet werden. S
bezeichnet die '2°I-CYP-Konzentration.

ICsg 3)

Ki=
S
1+K_d

Fiir die Bestimmung der kompetitiven Verdringung von '2I-CYP, durch beispielsweise
NA oder Sal, wurden zunéchst Membranen von mHypoA-2/10-Zellen prépariert (siche
Kapitel 3.1.5). AnschlieBend wurden je 50 ul '*I-CYP (75 pM) und unterschiedliche
Konzentrationen des Liganden, gelost in Membranpuffer, in tiefe 96-Well
Mikrotiterplatten pipettiert und bei 36 bzw. 38 °C 1 h vorinkubiert. Die préparierten
Membranen wurden in Membranpuffer resuspendiert und auf eine Konzentration von 50
pg/ml eingestellt. Sollte durch die Verwendung von Gpp(NH)p eine Entkopplung des
Rezeptors von seinem G-Protein erreicht werden, wurde die Membransuspension fiir 20
min mit 100 pM Gpp(NH)p vorinkubiert. Die Membransuspension wurde schnell auf 37
°C erwéarmt und 400 ul davon zu den Mikrotiterplatten gegeben, um die Reaktion zu
starten. Die Membranmenge betrug je Well somit 20 pg bei einem gesamten
Reaktionsvolumen von 500 pl. Die Platten wurden 1 h bei 36 bzw. 38 °C inkubiert.

Danach wurden die Zellen am Zellernter geerntet (siche Beendigung der Reaktion).

3.3.1.3 Bestimmung der Ligandenbindung an ganzen Zellen.

Die Bindung von Sal an AR wurde nicht nur an Membranpraparationen, sondern auch an
ganzen Zellen durchgefiihrt. Durch die Verwendung intakter Zellen ergibt sich der Vorteil
der dynamischen Interaktion zwischen dem Rezeptor und intrazelluliren Komponenten,

wie G-Proteinen oder Enzymen, die diese modulieren konnen.

Fiir die Messung der Bindung von Sal an mHypoA-2/10-Zellen wurden 1 x 10° Zellen
auf 150 cm?-Zellkulturschalen ausgesdt und nach 24 h das Serum mittels
Mediumwechsels entzogen. Nach weiteren 16 — 24 h wurden die Zellen vorsichtig auf
Eis abgeschabt und in vorgewarmten SM (37 °C) resuspendiert. 400 ul der Suspension
wurden zu den vorbereiteten tiefen 96-Well Mikrotiterplatten (siehe oben) gegeben und

die Reaktion damit gestartet. Die Platten wurden anschlieend bei 36 oder 38 °C in den
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Temperaturschrianken inkubiert. Nach 1 h wurde die Reaktion durch Filtration am

Zellernter gestoppt (siche Beendigung der Reaktion).

3.3.1.4 Messung der Endozytoserate

Nach Stimulation durch einen Agonisten kommt es zu einer Konformationsédnderung des
Rezeptors mit Aktivierung des G-Proteins. Danach wird der Rezeptor durch GRKSs
phosphoryliert (Pitcher, Freedman et al. 1998), was die Bindung von B-Arrestinen
ermdglicht. B-Arrestine sind verkniipft mit Adapterproteinen wie Clathrin (Zhang, Barak
et al. 1997) und kénnen zu einer Internalisierung des Rezeptors durch Ausbildung von

Clathrin-beschichteten Stachelsaumgriibchen fiihren (siehe Kapitel 1.4.2.3).

Die Messung der Endozytoserate erfolgte bei 36 und bei 38 °C. Hierfiir wurden je 1 x 10°
mHypoA-2/10-Zellen auf vier 100 cm?-Zellkulturschalen ausgesdt. Am néichsten Tag
wurde durch einen Mediumwechsel auf SM das Serum entzogen und die Zellen bei 37 °C
im Temperaturschrank inkubiert. Nach 16 — 24 h wurden zwei der Zellkulturschalen fiir
1 h mit NA (10 uM) bei 36 oder 38 °C stimuliert. Die beiden anderen Zellkulturschalen
wurden bei der jeweiligen Temperatur ohne NA inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde
eine 96-Well Mikrotiterplatte vorbereitet. In diese wurden entweder 50 pl CGP12177 in
SM (Zielkonzentration 100 nM), 50 ul Propranolol in SM (Zielkonzentration 100 uM)
oder 50 pl SM pipettiert. Zusitzlich wurden 50 pl '>’I-CYP in SM (Zielkonzentration 25
pM) hinzugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde anschlieBend bei 4 °C vorinkubiert. Nach
der einstiindigen NA-Stimulation wurden die Zellen auf Eis zweimal mit 5 ml eiskalten
PBS gewaschen, abgeschabt und anschlielend in eiskaltem SM resuspendiert. Danach
wurden 400 pl dieser Zellsuspension zu den bereits vorbereiteten 96-Well
Mikrotiterplatten pipettiert und 5 h bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion

durch Filtration am Zellernter beendet (siche Beendigung der Reaktion).

In Abb. 6 ist das Prinzip der Bestimmung der Endozytoserate schematisch dargestellt.
Die Verwendung des hydrophilen Liganden CGP-12177 fiihrt dazu, dass '*’I-CYP nur
von Rezeptoren an der Oberfliche verdringt wird. Somit wird hierbei lediglich die
Portion der Rezeptoren bestimmt, die an der Oberfliche exprimiert werden. Propranolol
hingegen kann die Zellmembran uneingeschriankt passieren und daher auch an
intrazellulire (endozytierte) Rezeptoren binden und '*I-CYP dort verdringen.
Propranolol vermag somit '’I-CYP vollstindig von den Rezeptoren zu verdriingen,

woraus sich somit die gesamte Rezeptorexpression, unabhéngig von der Lokalisierung,
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ergibt. Die totale Bindung wird durch die Bindung von 'I-CYP bestimmt. Die
Berechnung der Endozytoserate und der Herunterregulierung des Rezeptors, die auf dem

gleichen experimentellen Aufbau basiert, sind in Kapitel 3.6 erldutert.

Propranolol CGP-12177

extrazellula

2B D I
b € @A

intrazellular

-~ Endosom 4+ Endosom = -~ Endosom :

Abb. 6: Schematische Darstellung der Bestimmung der Endozytoserate

Die Inkubation intakter Zellen mit '*’I-CYP fiihrt zu einer Bindung an B-AR an der Zellmembran
und an intrazellulire Rezeptoren. Mit Propranolol kann '>I-CYP von diesen Bindestellen
verdringt werden. CGP12177 hingegen ist kaum zellmembrangingig, weshalb es '*I-CYP
lediglich von Rezeptoren, die an der Zellmembran exprimiert sind, verdrangen kann. Somit kann

die Menge des intrazellulidren Rezeptors berechnet werden (siehe Kapitel 3.6).

3.3.1.5 Beendigung der Reaktion

Unabhéngig von der Vorbehandlung wurde die Reaktion auf die gleiche Art und Weise
beendet. Hierfiir wurde die Suspension in den Mikrotiterplatten schnell mit einem
Zellernter auf Filtermatten abgesaugt und diese 3-mal mit eiskalten PBS (1 ml)
gewaschen. Die Filtermatten wurden zuvor fiir 1 h bei 4 °C mit 0,5-prozentiger
Polyethylenimin-Losung inkubiert, um negative Ladungen auf der Filtermatte
abzuschwichen. Auf den Filterplédttchen blieben somit die Membranen, bzw. Zellen

zuriick. Das daran gebundene '’I-CYP konnte durch Fliissigszintillationsmessung
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bestimmt werden. Das Filterpldttchen wurde dafiir in ein Szintillationsréhrchen tiberfiihrt
und mit 5 ml Szintillationscocktail vermischt. Nach 24 h wurde die Aktivitit bestimmt

(siehe Kapitel 3.3.5).

3.3.2 Bestimmung der cAMP-Konzentration

Die intrazellulire = cAMP-Konzentration reguliert {iber  Aktivierung von
Effektorproteinen, wie PKA und Epac, eine Vielzahl zelluldrer Prozesse. Stimulierung
der ACs durch Aktivierung von Gs-gekoppelten Rezeptoren oder direkt durch FSK fiihrt
zur Umwandlung von ATP in cAMP (siehe Kapitel 1.4.2). Die Vorinkubation von Zellen
fiir mindestens 6 h mit *H-Adenin, fithrt zur Inkorporation und Verstoffwechselung zu
H-ATP. Daraus wird bei AC-Aktivitit *H-cAMP gebildet. Die stark ausgeprigte
Aktivitit von endogen exprimierten PDEs macht es erforderlich 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX), einen nicht-selektiven PDE-Inhibitor, einzusetzen. Der Abbau
von gebildetem *H-cAMP wird somit verhindert, weshalb die *H-cAMP-Akkumulation
bestimmt werden kann (Salomon, Londos et al. 1974). Hierfiir wird *H-cAMP durch
sequenzielle Chromatographie von weiteren radioaktiven Stoffwechselprodukten

separiert und kann schlieBlich durch Fliissigszintillationsmessung nachgewiesen werden.

mHypoA-2/10-Zellen wurden dafiir auf 12-Well Mikrotiterplatten zu je 1 x 10° Zellen
ausgesit. Am nichsten Tag wurde ein Mediumwechsel auf 1 pCi/ml *H-Adenin in SM
durchgefiihrt. Dadurch wurde einerseits das Serum entzogen und andererseits die
Inkorporation von *H-Adenin initiiert. Danach wurde mit den Zellen je nach

Temperaturprogramm (siehe Kapitel 4.1) unterschiedlich verfahren:

3.3.2.1 Bestimmung nach Inkubation im akuten Programm

Die Zellen wurden 21 h bei 37 °C in den Temperaturschrinken inkubiert (siche Abb.
11A). AnschlieBend wurden die Zellen mit einer 10-fach konzentrierten Losung der
Liganden in der Anwesenheit von IBMX (1 mM) stimuliert. Hierfiir wurden die Zellen
aus den Inkubatoren entnommen und die auf 37 °C vortemperierte Losung auf die Zellen
gegeben. Wihrenddessen wurde die Temperatur in den Inkubatoren automatisch auf
entweder 36 °C verringert oder auf 38 °C erhoht. Diese Endtemperatur wurde erreicht,
wihrend die Losung pipettiert wurde. Die Zellen wurden anschlieend bis zu 1 h bei der
jeweiligen Temperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion gestoppt (siehe

Kapitel 3.3.2.3).
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Zur Bestimmung des extrazelluliren cAMP musste vor der Stimulation ein
Mediumwechsel durchgefiihrt werden, um die *H-Adeninlosung abzunehmen. Die hohe
Aktivitit im Uberstand hitte andernfalls die Messung gestort. Hierfiir wurde 30 min vor
der Stimulation der Uberstand abgesaugt und 450 ul SM (37 °C) auf die Zellen gegeben.
Wurde Indomethacin verwendet, um den Efflux zu inhibieren, wurde dieser Losung
Indomethacin in der gewiinschten Konzentration zugesetzt. Im Anschluss wurde wieder
mit einer 10-fach konzentrierten Losung stimuliert (siche oben). Danach wurde der

Uberstand abgenommen und die Reaktion beendet (siehe Kapitel 3.3.2.3).

3.3.2.2 Bestimmung nach Inkubation im circadianen Programm

Die Zellen wurden hierfiir im circadianen Programm (CP) inkubiert (siche Abb. 11B). 1
h vor dem Ende des Programms wurden die Zellen aus den Inkubatoren entnommen und
ziigig mit einer 10-fach konzentrierten Losung des jeweiligen Liganden in der
Anwesenheit von IBMX (1 mM) stimuliert. Diese Stimulationslésung wurde zuvor auf
37 °C vortemperiert. Die Zellen wurden anschlieBend 1 h in dem jeweiligen Inkubator

bei 36 oder 38 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion gestoppt:

3.3.2.3 Beendigung der Reaktion

Nach Abnahme oder Absaugen des Uberstandes wurde 1 ml eiskalte 5 %
Trichloressigsdure (TCA) auf die Zellen gegeben und 15 min bei 4 °C inkubiert. Der
Uberstand wurde mit 1 ml 10 % TCA behandelt und ebenso 15 min bei 4 °C inkubiert.

3.3.2.4 Sequenzielle Sdulenchromatographie

Etwa 2 h vor dem Experiment wurden die fiir die Chromatographie benotigten Sdulen
(Dowex®-Resin und Aluminiumoxid) vorbereitet. Hierfiir wurden die Dowex®-Sdulen
mit 10 ml HCI (1 M) und anschlieBend mit 10 ml vollentsalztem (VE)-Wasser gewaschen.
Die Aluminiumoxidsdulen wurden mit 10 ml Imidazollésung (0,1 M) gewaschen, welche
zuvor mit HCI auf einen pH von 7,4 eingestellt worden war. Anschlieend wurden die
Dowex®-Séulen auf Szintillationsréhrchen (20 ml) gestellt. Die TCA-Extrakte (1 ml)
wurden direkt auf die Dowex®-Siulen gegeben. Wenn die Proben vollstindig eluiert
waren, wurden die Sédulen mit 4 ml VE-Wasser gewaschen und ebenso in die
Szintillationsréhrchen eluiert. In dieser Fraktion befanden sich nun radioaktiv markierte

Nukleotide wie ATP. Um das gebundene cAMP zu eluieren wurden die Dowex®-Saulen
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auf die Aluminiumoxidsdulen gestellt und mit 10 ml Wasser befiillt. War auch dieses
vollstindig  durchgelaufen, wurden die Dowex®-Siulen entfernt und die
Aluminiumoxidsdulen mit 1 ml der Imidazollosung gewaschen. Danach wurden diese auf
neue Szintillationsrohrchen gestellt und mit weiteren 5 ml der gleichen Losung eluiert. In

dem Eluat war nun das intrazelluldre cAMP zu finden.

Zur Messung des cAMP-Efflux wurde die Mischung aus TCA und dem Zelliiberstand
direkt auf die Dowex®-Sdulen gegeben und analog verfahren. Die Szintillationsmessung
erfolgte nach der Zugabe von 12 ml Szintillationscocktail und griindlicher Vermischung
der Losungen (siche Kapitel 3.3.5). Die Proben wurden je fir 5 min im
Szintillationszéhler vermessen. Die gemessene cAMP-Aktivitit in decay per minute
(DPM) wurde in das Verhiéltnis zu der gesamten Adenin-Inkorporation in DPM gesetzt.
Nach der Formel

AMP-ratio = DPM (cAMP) 1000
CAMETTatO = B pM (cAMP) + DPM (ATP) ~

ergab sich hiermit die intra- bzw. extrazellulire cAMP-Konzentration im Verhéltnis zur
gesamten Adenin-Inkorporation, welche mit der eingesetzten Zellzahl korreliert
(Tolkovsky and Suidan 1987). Die gemessene cAMP-Konzentration wurde daher immer

als cAMP-ratio ausgedriickt.

3.3.3 Messung der G-Proteinaktivierung

Durch Stimulierung eines Rezeptors mit einem Agonisten agiert der Rezeptor als GEF
und katalysiert den Austausch von GDP durch GTP am gebundenen G-Protein, welches
damit aktiviert wird. Dies fiihrt zur Dissoziation vom Rezeptor mit nachfolgender
Aktivierung von beispielsweise ACs. Die Messung der G-Proteinaktivierung korreliert
daher direkt mit der Rezeptoraktivierung durch einen Agonisten (Oldham and Hamm

2008).

Zunéchst wurden Membranen von mHypoA-2/10-Zellen prapariert (siche Kapitel 3.1.5).
Fir die Bestimmung der basalen G-Proteinaktivierung wurden tiefe Well-
Mikrotiterplatten mit 50 pl [*>S]-GTPyS (Zielkonzentration 0,1 nM) und 50 ul Gpp(NH)p
(Zielkonzentration 100 pM) oder 50 pl Pufferlosung vorbereitet und mindestens 30 min
bei 30 °C vorinkubiert. Wihrenddessen wurden 5 bis 20 pg der Membranpriparation in

400 pl Pufferlosung resuspendiert, auf 30 °C temperiert und zu den vorbereiteten
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Mikrotiterplatten pipettiert. Die Zellen wurden schlieBlich 30 min bei 30 °C inkubiert,
bevor durch Ernten der Zellen und anschlieBender Filtration am Zellernter (siche Kapitel
3.3.1.5) gebundenes von nicht-gebundenem [*°S]-GTPyS getrennt wurde. Die
Filterplattchen wurden mit 5 ml Szintillationscocktail versehen und mindestens 24 h

inkubiert, bevor die Fliissigszintillationsmessung erfolgte (siche Kapitel 3.3.5).

Pufferlosung

100 mM NacCl 1 mM EDTA

5 mM MgCl, 5 uM GDP

20 mM HEPES Proteaseinhibitoren

Die G-Proteinaktivierung ist stark von den verwendeten Pufferzusidtzen abhingig
(Bidlack and Parkhill 2004). Um die idealen Bedingungen fiir die NA-induzierte G-
Proteinaktivitit zu finden, wurden die Pufferzusitze daher variiert. In Tabelle 2 sind die
getesteten Puffersysteme und deren Zusammensetzung dargestellt. Mit den dort
aufgefiihrten Puffern wurde die NA-induzierte G-Proteinaktivierung bestimmt. Hierfiir
wurde wie zuvor beschrieben verfahren. Statt Gpp(NH)p wurde allerdings 50 pl einer
NA-Losung in der Zielkonzentration von 10 uM zu dem Ansatz gegeben. Nach der
Aquilibrierung bei 30 °C erfolgte erneut die Zugabe der Zellmembransuspension in dem
jeweiligen Puffersystem. Nach 30 min bei 30 °C wurde die Aktivitit mittels

Fliissigszintillation gemessen (siehe Kapitel 3.3.5).

Tabelle 2: Zusammensetzung der Pufferlosungen fiir die Bestimmung der G-
Proteinaktivierung
Die Bezeichnung des Puffers ist in der ersten Spalte angegeben.

NaCl MgCl, GDP
1A 100 mM 5mM 1 uM
1B 100 mM 5 mM 5 uM
1C 100 mM 5 mM 10 uM
2A 10 mM 5 mM 1 uM
2B 10 mM 5mM 5 uM
2C 10 mM 5 mM 10 uM
3A 10 mM 50 mM 5 uM

3B 10 mM 50 mM 10 uM
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4A 100 mM 10 mM 1 uM
4B 100 mM 10 mM 5 uM
4C 100 mM 10 mM 10 uM
5A 10 mM 10 mM 1 uM
5B 10 mM 10 mM 5 uM
5C 10 mM 10 mM 10 uM
6A 100 mM 100 mM 5 uM
6B 100 mM 100 mM 10 uM

Die oben aufgefiihrten Puffer enthielten zusétzlich noch BSA (0,5 %), Saponin (20 pg/ml)
und HEPES (20 mM).

3.3.4 Messung der Phosphodiesteraseaktivitiit

Intrazelluldr erhohte cAMP-Spiegel werden schnell von endogen exprimierten PDEs
durch Abbau zu 5°-AMP beseitigt (siche Kapitel 1.4.2.4). Die Messung der PDE-
Aktivitit wird nachfolgend beschrieben.

3.3.4.1 Biosynthese von *H-cAMP durch mHypoA-2/10-Zellen

2 x 105 mHypoA-2/10 Zellen wurden auf je vier 150 cm? Zellkulturschalen ausgesit. Am
nédchsten Tag wurde ein Mediumwechsel auf serumfreies Medium durchgefiihrt. Zwei der
Zellkulturschalen dienten zur Generation von 3H-cAMP, woflir dem serumfreien Medium
1 pCi/ml *H-Adenin zugesetzt wurde. Nach 16 — 24 h wurden diese Zellen mit FSK (100
uM) fiir 10 min stimuliert, um eine maximale cAMP-Produktion zu bewirken. Um das
intrazellulire *H-cAMP zu gewinnen und aufzureinigen, wurde eine sequenzielle
Sdulenchromatographie vorgenommen (siche Kapitel 3.3.2.4). Die Chromatographie
wurde wie zuvor beschrieben durchgefiihrt, lediglich die Elution mit 0,1 M Imidazol (pH
7,4) erfolgte in Schritten zu je 1 ml. Die somit erhaltenen Fraktionen wurden jeweils
durch Fliissigszintillationsmessung vermessen und nur diejenigen vereinigt, die
signifikante Mengen *H-cAMP enthielten. Die vereinigte *H-cAMP-Losung wurde mit
der Pufferlésung auf 1 x 10° DPM/ml eingestellt. Die zwei iibrigen Zellkulturschalen
wurden je mit 1 ml Triton® X (1 %) versetzt, was zur Lyse der Zellmembran fiihrte. Die
Zellfragmente wurden in 2 ml eiskalte Pufferlosung aufgenommen und bei 4 °C mit 3000
x g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die freigesetzten PDEs (PDE-
Losung). Die Messung der PDE-Aktivitdt wurde in 2 ml Eppendorfgefdflen realisiert.
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Hierfiir wurde 900 pl des *H-cAMP-haltigen Puffers vorgelegt. Um den PDE-induzierten
SH-cAMP-Abbau bestimmen zu konnen, wurde zu einem Teil der Proben auch IBMX
(Zielkonzentration 1 mM) hinzugefiigt. Die so vorbereiteten Proben wurden mindestens
1 h bei 37 °C vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl der PDE-
Losung und Inkubation bei der jeweiligen Temperatur gestartet. Je Probe wurden somit
etwa 1 x 10° DPM eingesetzt. Nach 30 min wurde die Reaktion durch Erhitzen der Proben
auf 100 °C fiir 2 min in einem Temperaturschiittler beendet. Nach dem Abkiihlen wurden
die Proben mit dem gleichen Volumen 10 % TCA versetzt und direkt auf die Dowex®-
Sdule gegeben. Diese wurden anschlieBend mit 4 ml VE-Wasser gewaschen. Im
Anschluss wurden die Siulen auf die Aluminiumoxidsdulen gestellt und erneut mit
insgesamt 20 ml VE-Wasser gewaschen. Dadurch wurde das *H-cAMP quantitativ auf
die Aluminiumoxidsédulen eluiert. Danach wurde mit 20 ml 0,1 M Imidazollésung (pH
7,4) direkt in die Szintillationsrohrchen eluiert, was zur quantitativen Elution von *H-
cAMP fiihrte. Je 1 ml des Eluats wurde mit 10 ml Szintillationsfliissigkeit griindlich
vermischt und mindestens 24 h inkubiert. Die Aktivitdt wurde schlieBlich durch
Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Der Vergleich der Aktivitit zwischen Proben, die

mit bzw. ohne IBMX inkubiert wurden, ergab den PDE-induzierten *H-cAMP-Abbau.

Pufferldsung

1 mM EDTA 50 mM HEPES

0,1 mM EGTA HClq.s.pH 7,4

10 mM MgCl, Proteaseinhibitoren

3.3.4.2 Verwendung von kommerziell erworbenen *H-cAMP

Das durch die mHypoA-2/10-Zellen produzierte *H-cAMP hatte gegeniiber dem
kommerziell erworbenen Reagenz drei entscheidende Nachteile: (1) war die Reinheit des
generierten *H-cAMPs durch die Trennung von den radioaktiven Metaboliten deutlich
geringer. (2) musste *H-cAMP mit Imidazol eluiert werden, weshalb dieses auch im
Reaktionsansatz zu finden war und moglicherweise die Enzymaktivitit beeinflusste. (3)
war die *H-cAMP-Konzentration im Eluat dulerst gering. Aus diesen Griinden wurde fiir
weitere Messungen der PDE-Aktivitit *H-cAMP von Hartmann-Analytics verwendet.
AuBlerdem wurde zum Aufschluss der Zellen nicht mehr Triton® X verwendet, sondern
die PDEs durch mechanische Disruption mit einem Dispergierer freigesetzt, um die

endogene Aktivitdt der zelluliren Enzyme mdoglichst wenig zu beeinflussen.
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Hierfiir wurden je 1 x 10° mHypoA-2/10-Zellen auf zwei 150 cm? Zellkulturschalen
ausgesit und am néchsten Tag ein Mediumwechsel auf serumfreies Medium
durchgefiihrt. Nach 16 — 24 h wurden die Zellen auf Eis zweimal mit je 5 ml PBS
gewaschen, anschlieBend abgeschabt und in 2 ml Puffer resuspendiert. Die mechanische
Disruption erfolgte mit einem Ultra Turrax durch 3 Pulse zu je 10 s mit Stufe 4. Zwischen
den Pulsen wurde die Suspension 30 s auf Eis gekiihlt, um eine Erwdrmung der Proben
zu verhindern. Im Anschluss wurde der Proteaseinhibitor nach den Angaben des
Herstellers hinzugefiigt. Zuvor wurden 2 ml Eppendorfgefdle vorbereitet. Hierfiir
wurden 900 pl Puffer mit je 1 x 10> DPM *H-cAMP versetzt und zu einem Teil davon
IBMX (Zielkonzentration 1 mM) gegeben. Um Effekte zu beriicksichtigen, die
unabhéngig von Zelllysaten auftreten konnen, wurde zu einem Teil der Proben nur *H-
cAMP-haltiger Puffer ohne Zellsuspension gegeben. Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C,
oder wenn der temperaturabhingige *H-cAMP-Abbau bestimmt werden sollte, bei 36
oder 38 °C inkubiert, um das Gefa3 und die Losung vorzuwarmen. Die Zellsuspension
wurde anschlieBend rasch auf 37 °C erwarmt und 100 pl davon zu dem Ansatz pipettiert,
wodurch die Reaktion gestartet wurde. Es wurde schlieflich bei der jeweiligen
Temperatur bis zu 1 h inkubiert. Danach wurde die Reaktion, wie zuvor beschrieben,
gestoppt (siche Kapitel 3.3.2.3), das verbliebene *H-cAMP durch Saulenchromatographie
aufgereinigt (siehe Kapitel 3.3.2.4) und mittels Fliissigszintillationsmessung bestimmt.
Der Vergleich zwischen dem *H-cAMP-Gehalt mit und ohne PDE-Losung ergab den
PDE-induzierten *H-cAMP-Abbau.

3.3.5 Fliissigszintillationsmessung

Die mit dem Szintillationscocktail versetzten Proben wurden nach einer geeigneten
Inkubationszeit in dem Fliissigszintillationszdhler ,WinSpectral 1414° (Perkin Elmer,
Waltham) vermessen. Durch die B-Strahlung der mit Tritium markierten Verbindungen
wurde der primére Szintillator Isopropylnaphthalin angeregt. Bei Relaxation erfolgte die
Emission eines Lichtquants, der vermessen wurde. Da Tritium ein schwacher -Strahler
ist, betrug die Quantenausbeute nur etwa 30 % (Horrocks 1976). Die gemessene
Lichtemission, counts per minute (CPM), wurde daher automatisch durch Verwendung
eines internen Standards korrigiert und in den Zerfall je Minute [engl. decay per minute
(DPM)] ausgegeben. Je Probe wurde 5 min gemessen, damit der DPM mit hoher

Genauigkeit berechnet werden konnte.
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3.4 Proteinnachweis

Um die Proteinexpression durch den Western Blot zu bestimmen, wurden die Proteine
zundchst aus der Zelle freigesetzt und denaturiert. Hierfiir wurde Laemmli-Puffer
verwendet (Laemmli 1970), der unter anderem Natriumdodecylsulfat [engl. sodium
dodecyl sulfate (SDS)] und B-Mercaptoethanol enthdlt. SDS bewirkt als anionisches
Tensid eine Ladungsiiberdeckung der Proteine, was zu einer Denaturierung und
Linearisierung der Proteine fiihrt. Die resultierende negative Ladung der Proteine ist
somit nur noch abhingig von der Kettenldnge, welche proportional zur Molekiilmasse ist
(Smith 1984). Der Zusatz von [-Mercaptoethanol bewirkt eine Spaltung von

Disulfidbriicken und Denaturierung von Tertidr- und Quartérstrukturen.

3.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Es wurden Zellen auf 6-Well Mikrotiterplatten ausgesit und am nichsten Tag
weiterbehandelt, so beispielsweise mit CIRP-cDNA transfiziert (siehe Kapitel 3.5.1.1).
Nach weiteren 16 — 24 h wurden die Proben auf Eis gebracht, der Uberstand abgesaugt
und die Zellen durch die Zugabe von 200 pl Laemmli-Puffer lysiert. Das Lysat wurde in
1,5 ml Eppendorfgefdfe tiberfiihrt und 10 s mit Ultraschall (Intensitdt 45 %) behandelt,
um die genomische DNA zu zerstdren. Effektive Proteindenaturierung wurde durch
Erhitzen der Proben auf 90 °C fiir 3 min erreicht. Anschlielend wurden die Proben bis

zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert.

Laemmli-Puffer:
0,025 % Bromphenolblau 15 mM Tris/HCI pH 6,8 1 % SDS (w/v)
5 % Glycerin (v/v) 1,25 % B-Mercaptoethanol

3.4.2 Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung des denaturierten Proteingemisches erfolgte an einem
diskontinuierlichen Polyacrylamidgel. Dieses besteht aus zwei Teilen: Zum einen aus
dem Sammelgel, auf welches das Proteinlysat aufgetragen wird und zum anderen aus dem
Trenngel, in welchem die eigentliche Auftrennung nach dem Molekulargewicht erfolgt.
Das Sammelgel fiihrt zu einem ,stacking*-Effekt. Die Proteine bilden hierbei einen Stapel

in der Reihenfolge ihrer Mobilititen: Die Proteine mit der geringsten Mobilitidt werden
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vor den Folge-lonen hergeschoben, was zu einer Vortrennung und Aufkonzentrierung der
einzelnen Proteine fiihrt (Brunelle and Green 2014). In dem Trenngel laufen kleinere
Proteine schneller, wihrend Proteine mit einem hoéheren Molekulargewicht ldanger

benotigen. In dieser Arbeit wurde 10-prozentiges Polyacrylamid-Trenngel verwendet.

Das Proteinlysat wurde zu je 20 pl in die Taschen des Gels pipettiert. Um den Verlauf
der Auftrennung visuell verfolgen zu konnen, wurde ein GroBenstandard mitgefiihrt
(BLUEplus prestained protein ladder). Fiir die Gelelektrophorese wurde vorerst eine
Spannung von 80 V angelegt, welche im Anschluss, sobald das Trenngel erreicht worden

ist, auf 120 V erhoht wurde.

Trenngellosung (pH 8.8) Sammelgelldsung (pH 6.8)
375 mM Tris/HCI 125 mM Tris/HCI
0,1 % SDS (w/v) 0,1 % SDS (w/v)
10 % Rotiphorese Gel 30 4 % Rotiphorese Gel 30
100 ul APS (10 %) 100 ul APS (10 %)
20 ul TEMED 20 ul TEMED
Ponceau S-Losung SDS-Laufpuffer
0,1 % Ponceau S (v/v) 2,5 mM Tris/HCI
5 % Essigsédure (v/v) 0,01 % SDS
19 mM Glycin

3.4.3 Western Blot

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroBe erfolgte die Ubertragung
auf eine Nitrozellulosemembran. Fiir den Transfer wurde das semi-dry Verfahren
angewendet (Towbin, Staehelin et al. 1979). Hierfiir wurde das Polyacrylamidgel auf die
Nitrozellulosemembran gelegt und etwaige Luftblasen behutsam entfernt. Beides wurde
auf ein mit Blotpuffer vorgetrdanktes Filterpapier gelegt und von einem weiteren
getrinkten Filterpapier abgedeckt. Fiir den Elektrotransfer wurde eine Stromstirke von
75 mA je Gel fiir etwa 2,5 h angelegt. Um den erfolgreichen Transfer der Proteine auf die
Nitrozellulosemembran zu tliberpriifen, wurden die Proteine im Anschluss mit Ponceau
S-Losung reversibel angefdrbt. Nach dem Entfarben mit tris-buffered saline with tween
(TBST)-Losung wurde die Membran in zwei Teile geschnitten, um diese spiter mit zwei

verschiedenen Antikdrpern (Zielprotein und Ladekontrolle) inkubieren zu konnen.
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AnschlieBend wurde durch die Inkubation der Membranen in 5 % bovinem
Serumalbumin (BSA) unspezifische Bindungsstellen blockiert. Die Verwendung
spezifischer Antikorper fiir CIRP (Zielprotein) und ERK-1 (Ladekontrolle) fiihrte zu
einer Bindung der Antikdrper an das jeweilige Epitop. Dieser Primérantikorper wurde
nachfolgend durch mit Meerrettichperoxidase [engl. horseradish peroxidase (HRP)]-
konjugierten Sekundérantikorper erkannt. Die Sichtbarmachung der Proteinbanden
erfolgte durch Inkubation mit Luminol (S2-Losung), was katalytisch durch die HRP unter
Verbrauch von H»O; (S1-Lésung) zu einer Chemolumineszenz fiihrte, die mit einer
hochsensitiven Kamera (ChemiSmart 5000) gemessen werden konnte. Um die
Expression von CIRP beurteilen zu konnen, war die Verwendung einer Ladekontrolle
unerldsslich. Hiermit konnte visuell iiberpriift werden, ob die gleiche Menge des
Proteinlysats auf das Gel aufgebracht wurde. Als Ladekontrolle wurde ERK-1 verwendet,
was unter den getesteten Bedingungen durch die Uberexpression von CIRP in seiner

Expression nicht verdndert wurde.

Blot-Puffer TBST-Losung (pH 7.4) S1-Losung (pH 8.5)
1,2 mM Tris 10 mM Tris/HC1 0,1 M Tris/HC1

9,6 mM Glycin 150 mM NaCl 0,02 % H,0»

1,7 mM SDS 0,05 % Tween (v/v)

1 % Methanol

S2-Losung (pH 8.5)
0,1 M Tris/HCl

1 % Luminol

400 uM 4-Hydroxyzimtséure

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Transfektion

Um Fremd-DNA oder -RNA in eine Zelle einzubringen, gibt es verschiedene Methoden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Uberexpression von CIRP oder Aequorin die
cDNA mit TurboFect™ transfiziert. Um das endogen exprimierte CIRP abzuschalten,
wurde small interfering RNA (siRNA) verwendet, die mittels Elektroporation in die Zelle

gebracht wurde.
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3.5.1.1 Transfektion mit TurboFect™

Bei TurboFect™ handelt es sich um eine Losung kationischer Polymere, welche mit der
negativ geladenen ¢cDNA Komplexe bilden und iiber Endozytose in die Zelle
aufgenommen werden. Die cDNA wird aus den Endosomen in das Zytoplasma
freigesetzt. Nach Transport des cDNA-Stiicks in den Zellkern, findet dort Transkription
und nach dem Export zuriick in das Zytoplasma Translation der Fremd-DNA statt.

Hierfiir wurden 1 x 10° mHypoA-2/10- oder 2 x 10° HEK-293-Zellen auf 6-Well
Mikrotiterplatten ausgesit und am néichsten Tag mit 1 — 4 ug CIRP-cDNA oder 4 ug
pcDNA4-cDNA zur Kontrolle transfiziert. Dafiir wurde die bendtigte Menge in 100 pl
serumfreien DMEM geldst, mit der doppelten Menge TurboFect™ (in pl, also 2 pl bei 1
pg cDNA) versetzt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde diese
Losung vorsichtig tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Nach 16 — 24 h wurde ein

Mediumwechsel auf serumfreies Medium durchgefiihrt.

Fiir die Transfektion von Aequorin wurde eine Zellkulturschale (100 ¢m?) mit 1 x 10°
Zellen ausgesdt. Am darauffolgenden Tag wurde eine Losung aus 10 pg Aequorinplasmid
und 20 pl TurboFect in 400 pl serumfreien DMEM 30 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Nach 16 — 24 h wurde den

Zellen das Serum durch einen Mediumwechsel entzogen.

3.5.1.2 Transfektion von siRNA mittels Elektroporation

Das Einbringen von siRNA in die Zelle ermdglicht es, durch RNA-Interferenz die
Translation des Zielgens zu unterdriicken. Durch den Verlust des Proteins kann dessen
Funktion und Einfluss in der Zelle untersucht werden. Intrazelluldre siRNA fiihrt zu einer
Interaktion mit RNA-induced silencing complex (RISC). Die siRNA wird dabei in die
Einzelstringe getrennt und der codogene Strang bindet fest an RISC, wihrend der andere
degradiert wird. Die Bindung der siRNA an komplementire Sequenzen auf der Ziel-
mRNA aktiviert die enzymatische Aktivitdt von RISC und fiihrt zu einem Zerschneiden
des Transkripts (Meister, Landthaler et al. 2004). Als Kontrolle kommt eine zufillig
generierte sSiRNA zum Einsatz, die keine im Genom vorhandene mRNA zum Ziel hat,
sondern zur Studie unspezifischer Effekte der Transfektion verwendet wird. Die siRNA
wird mittels eines kurzen elektrischen Impulses mit hoher Feldstirke in die Zelle

gebracht. Dieser Impuls fiihrt zu einer kurzzeitigen Storung der Membranintegritét,
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wodurch die siRNA in das Zytoplasma gelangt (Tsong 1991). Die Elektroporation mit
dem Neon™ Elektroporationsgerét erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers. Die
Elektroporationsbedingungen fiir eine effiziente Transfektion von mHypoA-2/10-Zellen

sind zuvor bereits optimiert worden (Glas, Miickter et al. 2016).

Fiir die Elektroporation von CIRP-siRNA wurde zunichst die gewlinschte Menge
mHypoA-2/10-CREB-Zellen mit 500 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 100 pl Resuspensionspuffer R (ThermoFisher, Waltham) je
5 x 10° Zellen resuspendiert. 50 nM in Puffer verdiinnte CIRP-siRNA wurde
hinzugegeben und mit einer Spannung von 1450 V fiir 30 ms in einem Puls elektroporiert.
Im Anschluss wurden die Zellen in antibiotikafreiem Wachstumsmedium resuspendiert
und 2 x 10° oder 1 x 10° Zellen auf 6-Well bzw. 12-Well Mikrotiterplatten ausgesit. Nach
16 — 24 h erfolgte ein Mediumwechsel auf serumfreies Medium. Anschliefend wurden
die Zellen verwendet, um Proteinlysate zu gewinnen (6-Well) oder um die CREB-

abhéngige Reporteraktivitit zu bestimmen (12-Well).

3.5.1.3 Herstellung stabil exprimierender Zellen

Die stabile Integration eines Reportergenkonstrukts in die gewiinschte Zelle fiihrt
einerseits zu einer Vereinfachung der Experimente und andererseits zu einer deutlichen
Zeitersparnis. Fiir diese Arbeit wurden mHypoA-2/10-Zellen mit dem TRH-
Reportergenkonstrukt transfiziert (siche Kapitel 2.3.2). Hierfiir wurden 2,5 x 10° Zellen
auf eine 100 cm?-Zellkulturschale ausgesdt und mit dem prepro-TRH-Luc-
Reportergenkonstrukt und einem leeren pcDNA4-Vektor im Verhiltnis 2 zu 1 co-
transfiziert. Der pcDNA4-Vektor enthélt das Resistenzgen gegen das Antibiotikum
Zeocin und zusétzlich noch den Replikationsursprung (engl. origin of replication). Die
Transfektion erfolgte gemalB der vorherigen Beschreibung mittels TurboFect™. Nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 600 pg/ml Zeocin fiir 3 Wochen und fiir 2 weitere
Wochen mit 200 pg/ml Zeocin selektioniert. Die Zellen, die die Zeocinbehandlung
iiberlebten, wurden weiter kultiviert und fiir die Versuche verwendet. Aulerdem wurden
im Rahmen dieser Arbeit HEK-293-Zellen mit dem 6xCRE-Luc-Reportergenkonstrukt
transfiziert. Hierfiir wurde eine 100 cm?2-Zellkulturschale mit 5 x 10° Zellen ausgesit und
am nichsten Tag mit dem 6xCRE-Plasmid (3 pug) sowie einem leeren pcDNA4-Vektor

(1 pg) co-transfiziert. Die Selektion erfolgte wie oben beschrieben.
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3.5.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Nur wenige Bakterien sind von Natur aus in der Lage, frei vorhandene DNA
aufzunehmen. Dies wird als natiirliche Kompetenz bezeichnet. So zeigt beispielsweise
Streptococcus pneumoniae natiirliche Kompetenz (Griffith 1928). Andere Bakterien, wie
der hier verwendete E. coli-Bakterienstamm DHS5a, konnen der Methode nach Hanahan
folgend, kompetent gemacht werden (Hanahan 1983). Hierbei wird die Permeabilitdt der
Bakterien fiir Fremd-DNA erhoht.

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden E. coli-Bakterien in 1 ml
Néahrmedium [engl. lysogenic browth (LB)]-Medium gegeben. Am darauffolgenden Tag
wurden 10 pl der Bakteriensuspension in 100 ml LB-Medium verdiinnt und im
Inkubationsschiittler bei 37 °C iiber Nacht inkubiert, bis die OD bei 600 nm etwa 0,5 —
0,7 betrug. Durch die sich anschlieende Zentrifugation bei 4 °C mit 200 x g fiir 10 min
wurden die Bakterien sedimentiert und konnten in 20 ml eiskalten transformation buffer
for frozen storage of competent cells (FSP) aufgenommen und resuspendiert werden.
Nach erneuter Zentrifugation (siche oben) wurden die Zellen in 4 ml FSP mit 150 pl
DMSO resuspendiert. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurden erneut 150 pl
DMSO zugesetzt. Bevor die kompetenten Bakterien aliquotiert und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren wurden, wurden sie noch 10 min auf Eis gekiihlt. Die Bakterien

wurden bis zu ihrer Verwendung bei - 80 °C aufbewahrt.

LB-Medium LB/GM-Medium FSP (pH 6.4)
85,5 mM NaCl LB-Medium 10 mM Kaliumacetat
0,5 mM NaOH 110 mM Glukose 45 mM MnCl,
1 % Trypton/Pepton 20 mM MgSOq4 10 mM CaCl,
0,5 % Hefeextrakt (w/v) 100 mM KCl
10 % Glycerin (v/v)

3 mM Co(NHj3)6Cl;

3.5.3 Transformation kompetenter Bakterien durch Hitzeschock

Durch Transformation wird Plasmid-DNA in die zuvor kompetent gemachten
Bakterienzellen eingebracht. Der kurzzeitige Hitzeschock fiihrt zur Stérung der

Zellmembran-Integritét, sodass die Plasmid-DNA die Barriere iiberwinden und in die
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Zelle diffundieren kann (Hanahan 1983). Auf DNA-Abschnitten in der Plasmid-DNA ist

ein Resistenzgen fiir Ampicillin enthalten, weshalb damit selektioniert werden kann.

100 pl der kompetenten Bakterien wurden hierfiir auf Eis langsam aufgetaut, mit etwa
2,5 ng der Plasmid-DNA versetzt und fiir weitere 30 min inkubiert. Im Anschluss wurde
der Hitzeschock durch Erwirmen auf 42 °C fiir 90 s realisiert und danach wieder fiir 5
min auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde auf Agarplatten, welche mit 50
pg/ml Ampicillin hergestellt worden sind, ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Fiir die Vorkultur wurde am néchsten Tag ein Bakterienklon
isoliert und zu 2 ml LB-Medium mit Zusatz des Antibiotikums gegeben und erneut tiber
Nacht bei 37 °C, unter Schiitteln, inkubiert. Durch Uberfiihren von 200 pl der Suspension
zu 200 ml antibiotikahaltigen LB-Medium, wurde die Hauptkultur angesetzt. Auch diese
wurde iiber Nacht bei 37 °C im Bakterienschiittler inkubiert.

3.5.4 Plasmidisolation

Zur Isolation des im Bakterium vermehrten Plasmids wurde das ,NucleoBond Xtra Midi
kit for transfection-grade plasmid DNA‘ (Macherey-Nagel) verwendet. Die Extraktion
und Aufreinigung des Plasmids wurde nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierfiir
wurden 200 ml der Bakteriensuspension mit einer OD bei 600 nm von etwa 2 zunéchst
mit 5000 x g 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen
wurden erst in 8 ml Resuspensionspuffer aufgenommen und anschlieBend mit dem
gleichen Volumen Lysispuffer versetzt. Die Zelllyse wurde durch mehrmaliges
Invertieren des Gefdlles beschleunigt. Nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur
wurde durch Zugabe gleichen Volumens Neutralisationspuffer die Bakteriensuspension
neutralisiert. Die ,NucleoBond Xtra‘-Siule wurde mit 12 ml Aquilibrierungspuffer
gewaschen und anschliefend das Bakteriumlysat auf den Filter gegeben. Der Filter wurde
mit 5 ml Aquilibrierungspuffer gewaschen, entfernt und die Siule mit 8 ml Waschpuffer
gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde im Anschluss mit 5 ml Elutionspuffer eluiert, sowie
mittels des ,NucleoBond Finalizers ‘ aufkonzentriert und gereinigt. Hierfiir wurde die
DNA mit 3,5 ml 100-prozentigen Isopropanol prézipitiert. Nach 2 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurde der ,NucleoBond Finalizer‘ damit beladen, mit 2 ml 70-
prozentigen Ethanol gewaschen und anschlieend an der Luft getrocknet. Die Elution

erfolgte mit 600 pl Tris/EDTA-Puffer (IDTE, Coralville). Die Konzentration und
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Reinheit der isolierten Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt (siche Kapitel
3.2.2.2). Bis zur Verwendung wurde die Plasmid-DNA bei - 20 °C eingefroren.

3.6 Graphische Auswertung der Messergebnisse

Dieser Abschnitt soll dazu dienen, die in der vorliegenden Arbeit notwendigen Schritte,
von der Ausgabe der unverarbeiteten Messwerte bis hin zur graphischen Préasentation der

teilweise normierten Ergebnisse, eindeutig nachvollziehen zu kénnen.

3.6.1 Allgemeines

Im Rahmen der Arbeit wurde folgendes Farbschema in den Abbildungen angewendet:
Rot fiir Temperaturen von 38 °C oder 38,5 °C; Blau fiir 36 °C oder 35,5 °C; Schwarz fiir
37 °C.

Die erhaltenen Messwerte wurden direkt in GraphPad Prism® 9.1 graphisch ausgewertet
und statistisch analysiert. Hierfiir wurden zunéchst die Rohwerte der Einzelmessung
dargestellt und geeignete statistische Tests angewendet, um zu iiberpriifen, ob
signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Bedingungen vorlagen. War dies
fiir die Einzelexperimente der Fall, wurden alle Rohwerte der Einzelexperimente in einer
Abbildung dargestellt und erneut geeigneten statistischen Tests unterzogen. Haufig
konnte durch Normierung der Einzelexperimente eine exaktere Darstellung der
Ergebnisse erreicht werden. Die Normierung erlaubte beispielsweise Experimente, die an
verschiedenen Tagen durchgefiihrt wurden, miteinander vergleichbar zu machen. So
konnten experimentell bedingte und nicht vermeidbare Unterschiede an den einzelnen

Versuchstagen korrigiert werden.

3.6.2 Normierung auf 37 °C

Luciferaseaktivitit

Wurde die Luciferaseaktivitét {iber einen bestimmten Zeitraum gemessen, lieBen sich die
Rohdaten wie in Abb. 7A gezeigt, darstellen. Hierfiir wurden die im jeweiligen
Einzelexperiment erhaltenen Messwerte bei 36, 37 und 38 °C als Summe in einer
Abbildung dargestellt. Da immer ein Inkubator bei 37 °C im Verlauf des Experiments

verblieb, konnten experimentell bedingte und nicht vermeidbare Unterschiede in den
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einzelnen Versuchsansitzen durch die Normierung der Messwerte der 36 °C- oder der 38

°C-Inkubation auf die 37 °C-Kontrollinkubation korrigiert werden.

” 37 o¢ = Rohdaten 36 oder 38 °C 100 %
ovon B Mittelwert 37 °C x 0

Hierfiir wurden die im Einzelexperiment erhaltenen Messwerte nach 2, 4 oder 8 h bei 37
°C zu 100 % gesetzt. Die dazu korrespondierenden bei 36 oder 38 °C erhaltenen
Messwerte wurden dazu in das Verhéltnis gesetzt und als Prozent ausgedriickt (Abb. 7B).
Alle in den Einzelexperimenten normierten Daten wurden schlieSlich wieder in einer
Abbildung dargestellt und zeigen somit Daten aus mindestens drei voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten mit mindestens Triplikaten der jeweiligen

Einzelexperimente. (siche Abb. 7B).

Es wurde analog verfahren, wenn die Luciferaseaktivitit nach 4 h Inkubation bei
Temperaturen zwischen 35,5 und 38,5 °C im Vergleich zu einer 37 °C-

Kontrollinkubation bewertet wurde (siche Abb. 19).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Datenverarbeitung nach einer Luciferasemessung
nach 2, 4 und 8 h bei 36, 37 und 38 °C

(A) Es ist die Summe der Rohdaten aus den Einzelexperimente dargestellt. (B) Es ist die
Normierung der Messwerte auf die jeweiligen 37 °C-Messwerte gezeigt. Hierflir wurden die bei
37 °C erhaltenen Messwerte zu 100 % gesetzt (siche FlieBtext). Zur besseren Ubersichtlichkeit

wird auf die Kennzeichnung der Signifikanzniveaus bei den Rohdaten verzichtet.
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cAMP-Akkumulation:

Auch bei der Bestimmung des zelluliren cAMP-Spiegels kam die oben erlduterte
Normierung auf 37 °C zum Tragen. Hier wurden die Messwerte des Einzelexperiments
bei 37 °C ebenso zu 100 % gesetzt und die bei 36 oder 38 °C erhaltenen Werte

entsprechend normiert.

3.6.3 Berechnung der induzierten Aktivitit und der Normierung auf 38 °C

Luciferaseaktivitét:

Sollte nach einer Stimulierung der Zellen mit beispielsweise NA die induzierte
Reporteraktivitit bestimmt werden, wurden die Rohwerte der Einzelmessung auf den
Basalwert normiert. Hierflir wurde die x-fache Reporteraktivierung iiber den Basalwert

errechnet, was der induzierten Aktivitit entspricht (Von Abb. 8 A nach Abb. 8B).

Rohwerte Stimulierung

Induzierte Aktivitat = _
Mittelwert der Rohwerte des Basalwerts

Die bei 36 oder 38 °C erhaltenen Messwerte nach Stimulierung mit NA wurden dividiert
durch den Mittelwert der Basalwerte (ohne NA). Davon wurde schlieBlich 1 abgezogen.
Anhand dieser Normierung wurden Temperatureffekte, die sich auf den Basalwert
auswirken, beriicksichtigt, so dass die durch NA vermittelten Effekte dargestellt konnten

werden.

Sollte der Liganden-induzierte Temperatureffekt dargestellt werden, wurde ausgehend
von der x-fachen Reporteraktivitit tiber dem Basalwert auf 38 °C normiert (Von Abb. 8B
nach Abb. 8D).

" 38°C (induziert) Induzierte Akt. bei 36 °C 100 %
von induziert) = X
0 Mittelwert der induzierten Akt. bei 38 °C 0

Hierfiir wurde die induzierte Reporteraktivitit (Akt.) bei 36 °C durch den Durchschnitt
der x-fachen Reporteraktivierung bei 38 °C dividiert, mit 100 multipliziert und somit als
Prozentwert ausgedriickt. Anhand dieser Normierung konnte somit der Temperatureffekt
des Liganden, unabhingig von mdglichen Temperatureffekten auf den Basalwert,

dargestellt werden.
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Wenn allerdings der Einfluss der Temperatur auf die basale Reporteraktivitdt dargestellt
werden sollte, wurden die Rohwerte der Einzelmessung auf 38 °C normiert (Von Abb.

8A nach Abb. 8C).

Rohwerte 36 °C

0 38°C = 100 9
% von Mittelwert 38 °C © 100 %

Hierfiir wurden die erhaltenen Rohwerte bei 36 °C jeweils durch den Mittelwert der

Rohdaten bei 38 °C dividiert, mit 100 multipliziert und als Prozent ausgedriickt.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Datenverarbeitung nach einer Luciferasemessung bei
36 und 38 °C

Hierfiir wurden Zellen bei 36 und 38 °C mit NA stimuliert und die basale und NA-induzierte
Reporteraktivitdt bestimmt. (A) Die gemessenen Rohdaten sind in w. E. dargestellt. (B)
Darstellung der x-fachen Reporteraktivitdt iiber dem Basalwert. (C) Darstellung der auf 38 °C
normierten Messwerte. In D ist die x-fache Reporteraktivitdt normiert auf 38 °C abgebildet.

Erléuterungen siehe FlieBtext.
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cAMP-Akkumulation:

Diese Normierungen wurden ebenso bei der Bestimmung der Liganden-induzierten

cAMP-Akkumulation durchgefiihrt.

Ca?"-Konzentration:

Bei der Bestimmung der intrazelluliren Ca**-Konzentration mittels Aequorin, wurde die
Lumineszenz vor der Injektion des Substrats als Basalwert definiert und die danach
erhaltenen Messwerte dazu in das Verhiltnis gesetzt. Die induzierte Ca?*-Konzentration

wurde somit als x-faches {iber dem Basalwert angegeben.

Alle in den Einzelexperimenten normierten Daten wurden schlieflich wieder in einer
Abbildung dargestellt und zeigen somit Daten aus mindestens drei voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten mit mindestens Triplikaten.

3.6.4 Verwendung von Inhibitoren

Sollte die Wirkung von Inhibitoren auf die temperaturabhingige Reporteraktivitit gezeigt
werden, wurde durch die Normierung der bei 38,5 °C erhaltenen Messwerte (Abb. 9A)
auf 100 % zundchst der Temperatureffekt der Kontrolle und der Inkubation mit dem

verwendeten Inhibitor dargestellt.

" 385 °C = Rohdaten 35,5 °C 100 %
0 VoM 38,9 L = Yittelwert 38,5 °C 0

Hierfiir wurden die im Einzelexperiment erhaltenen Messwerte der Inkubation bei 35,5
°C durch den Mittelwert der bei 38,5 °C erhaltenen Messwerte dividiert und in Prozent
ausgedriickt. In Abb. 9B lidsst sich erkennen, dass der Temperatureffekt knapp 300 %
betrdgt, wohingegen der FEinsatz des Inhibitors zu einem stark reduzierten
Temperatureffekt auf etwas iiber 100 % fiihrte. Die so normierten Daten der
Einzelexperimente wurden schlieBlich in einer Abbildung dargestellt. Die Inhibition des
Temperatureffekts driickt damit aus, dass der Einsatz des Inhibitors zu einer Reduktion
des temperaturbedingten Unterschieds in der Reporteraktivitdt zwischen 36 und 38 °C
fithrt (vgl. Abb. 9A Inhibitor).

Um die Verringerung des Temperatureffekts durch den verwendeten Inhibitor

auszudriicken, wurde ausgehend von den Rohwerten der Einzelexperimente zunéchst die
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Differenz der Reporteraktivitdt bei 35,5 und 38,5 °C mit und ohne Inhibitor bestimmt.
AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil, um den der Unterschied zwischen den

Temperaturen durch die Verwendung des Inhibitors verringert wurde, berechnet.

Inhibition [%] = |1 — oo = 385 °C Unhibitor) | ) o,
nhibition |%| = 35,5 °C — 38,5 °C (Kontrolle) X ’

Alle in den Einzelexperimenten normierten Daten wurden schlielich wieder in einer
Abbildung dargestellt und zeigen somit Daten aus mindestens drei voneinander

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten mit jeweils mindestens Triplikaten.
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Datenverarbeitung nach einer Luciferasemessung bei
35,5 und 38,5 °C mit der Verwendung eines Inhibitors

Hierfir wurden Zellen mit und ohne Inhibitor vorbehandelt und anschlieBend die
temperaturabhéingige Reporteraktivitét bestimmt. (A) Hier ist die Summe der Rohdaten der
Einzelexperimente dargestellt. (B) Die Normierung der Messwerte auf 38,5 °C ist dargestellt. (C)
Die prozentuale Verringerung des Temperatureffekts auf die Reporteraktivitit ist priasentiert. Eine
genaue Herleitung der Normierungen findet sich im FlieBtext.
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3.6.5 Normierung der Daten aus der Dosis-Wirkungs-Kurve

In Abb. 10 ist die induzierte cAMP-Akkumulation in Abhdngigkeit von der Agonisten-
Konzentration bei 36 und 38 °C beispielhaft dargestellt. Die Normierung der Rohdaten
aus Abb. 10A erfolgte, um den Temperatureffekt in Prozent darstellen zu konnen. Hierfiir
wurden die in dem Einzelexperiment erhaltenen Messwerte, die der maximalen
Aktivierung bei 38 °C entsprachen, zu 100 % gesetzt. Alle anderen Messwerte wurden in

das Verhéltnis dazu gesetzt und in Prozent ausgedriickt.

26 top — Rohdaten 100 %
von °P = Mittelwert Rohdaten (38°C top) ¥ i

Alle in den Einzelexperimenten normierten Daten wurden erneut in einer Abbildung
dargestellt und zeigen Daten aus mindestens drei voneinander unabhingig

durchgefiihrten Experimenten, mit jeweils mindestens Triplikaten.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Datenverarbeitung nach Bestimmung der
Agonisten-induzierten cAMP-Akkumulation bei 36 °C und 38 °C

Zellen wurden hierfiir 1 h mit einer Losung des Agonisten in der angegeben Konzentration
inkubiert und die cAMP-Akkumulation bestimmt. (A) Es sind die gemessenen Rohdaten als ratio
prasentiert (siche Kapitel 3.3.2). (B) Normierung der Messwerte auf den bei 38 °C gemessenen

Maximalwert (top) in Prozent. Die Erklarungen hierzu sind im FlieBtext zu finden.

3.6.6 mRNA-Expression mittels qRT-PCR

Die durch den LightCycler® berechneten Ci-Werte des Zielgens wurden auf das

Haushaltsgen normiert. Hierfiir wurde die Differenz aus den gemessenen C-Werten des



103

Zielgens und des Mittelwerts des Referenzgens (gapdh) gebildet. Das Ergebnis wurde als

Exponent zur Basis 0,5 gesetzt.

Zielgen (normiert) =0 5Ct(Zielgen)—Ct (Mittelwert des Referenzgens)
)

Diese Normierung erlaubte mogliche Variationen in der cDNA-Menge zu

beriicksichtigen.

3.6.7 Berechnung der Ligandenbindung

Die durch Fliissigszintillation erhaltenen Messwerte wurden zunichst direkt in DPM
ausgegeben. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu bereits veroffentlichten Daten zu
erreichen, wurden die gemessenen DPM mittels nachfolgender Formel in die Stoffmenge

gebundenen '’I-CYPs je mg Protein der Membranpriparation umgerechnet (fmol/mg).

Ci
moln [DPM] x 4,15x10~ 3 [mas]
! ] = = DPM_ \ 1912, Membranmenge [mg]
mg 2175 ——
mmol

Zunichst wurde die gemessene Aktivitit (DPM) in Ci umgewandelt, woflir mit
4,15 x 10°'* multipliziert wurde. AnschlieBend wurde die Stoffmenge bestimmt, indem
durch die spezifische Aktivitit des Radionuklids (*I) dividiert wurde. SchlieBlich wurde
die erhaltene Stoffmenge in mmol mit 1 x 10'? multipliziert (um in fmol umzurechnen)

und der Term durch die eingesetzte Membranmenge in mg dividiert.
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3.6.8 Berechnung der hochaffinen Bindestelle

Zur Berechnung der Gpp(NH)p-induzierten Reduktion der hochaffinen Bindestelle
wurden in GraphPad 9.1 eine nicht-lineare Regression mit den Parametern binding -
competetive, two-sites - fit loglCsyg durchgefiihrt. Der Anteil der hochaffinen Bindestelle
(fraction high) mit Gpp(NH)p wurde von der ohne Gpp(NH)p abgezogen und in das
Verhiltnis zu der ohne Gpp(NH)p gesetzt. AnschlieBend wurde dies mit 100 multipliziert

und als Prozent ausgedriickt.

] ohne Gpp(NH)p — mit Gpp(NH)p .
Reduktion = ohne Gpp(NH)p x 100 %

3.6.9 Endozytoserate

Nach dem Stoppen der Reaktion und dem Auftrennen gebundener und freier Aktivitét,

konnte nach folgender Formel die Rezeptorendozytose berechnet werden:

1251.CcYP — CGP1277 1251 cYP — CGP1277
basal VE — stim. 55 x 100 %
[-CYP — Propranolol [-CYP — Propranolol

Die Differenz aus der totalen Bindung (*’I-CYP) und der Bindung von CGP1277 an die
Membranen ergab die Rezeptormenge, die an der Oberfliche exprimiert wurde. Die
Differenz aus '>’I-CYP und Propranolol entsprach der gesamten Rezeptorexpression,
unabhéngig von der Lokalisierung (spezifische Bindung). Der Quotient daraus ergab den
Anteil der Oberflichenexpression an der gesamten Rezeptorexpression fiir den basalen
(basal) und mit NA-vorinkubierten (stim.) Zustand. Die Differenz in Prozent ergab somit
die Endozytoserate. Der Vergleich zwischen Zellen, die bei 36 und 38 °C stimuliert
worden sind, ermdglichte es, den Einfluss der Temperatur auf die Endozytoserate zu

bewerten.
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Die Herunterregulierung des Rezeptors konnte hiermit ebenso berechnet werden. Hierfiir
wurde die Verringerung der spezifischen Bindung berechnet. Dies wurde fiir Zellen
durchgefiihrt, die mit NA vorstimuliert wurden, und fiir Zellen, die parallel unter basalen

Bedingungen inkubiert worden waren.

NA (1251-CYP - Propranolol)
basal (***I-CYP — Propranolol)

x 100 %

Die spezifische Bindung der NA-vorstimulierten Fraktion wurde durch die spezifische
Bindung der basalen Bedingung dividiert. Dies wurde von 1 abgezogen und in Prozent

ausgedriickt. Hieraus ergab sich dann schlieBlich der NA-induzierte Rezeptorabbau.

3.6.10 Phosphodiesteraseaktivitiit

Die Messung der Phosphodiesteraseaktivitét erfolgte durch die Bestimmung des nicht-
abgebauten *H-cAMP. Die so erhaltenen Rohwerte konnten auf das nach der
Saulenchromatographie wiedergefundene *H-cAMP, welches ohne Zellsuspension
inkubiert wurde, normiert werden. Hierflir wurde dieser Anteil zu 100 % gesetzt und die

mit Zellsuspension inkubierten Proben dazu in das Verhéltnis gesetzt.

3H-cAMP (mit Zellsuspension)

x 100 %
3H-cAMP (ohne Zellsuspension) °

% von gesamt =

Der prozentuale Abbau konnte schlielich durch die Bildung der Differenz aus 100 %

und ,,% von gesamt* berechnet werden.
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3.7 Statistische Methoden

In dieser Arbeit wurden die Experimente stets mindestens dreimal unabhingig
voneinander durchgefiihrt. Die jeweilige Anzahl kann der Abbildungsbeschriftung
entnommen werden. In den Einzelexperimenten wurden je Versuchsbedingung
mindestens drei Werte gemessen, aus denen der Mittelwert und dessen Standardfehler

[engl. standard error of the mean (SEM)] berechnet wurde.

Es wurden unterschiedliche geeignete statistische Hypothesentests verwendet, die durch
das Programm GraphPad Prism 9.1 kalkuliert wurden. Zur Validierung statistischer
Zusammenhidnge wurden vier Signifikanzniveaus verwendet und folgendermafllen
dargestellt: * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 und **** p <0,0001. Um signifikante
Unterschiede zwischen zwei Bedingungen oder Versuchsgruppen festzustellen, wurde
zunidchst mit geeigneten Tests, die in GraphPad Prism 9.1 durchgefiihrt wurden,
iiberpriift, ob die Ergebnisse normalverteilt waren. Dann wurde ein ungepaarter
Zweistichproben-t-Test durchgefiihrt. Um Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen
zu testen, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse [engl. one-way analysis of variance
(ANOVA)] mit anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey durchgefiihrt. Dies wurde
auch gemacht, wenn mehrere Bedingungen gegen eine Kontrollbedingung verglichen
wurden. Wurden mehr als zwei Gruppen, die durch eine Bedingung (beispielsweise
Temperatur) miteinander verbunden waren, getestet, wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (two-way ANOVA), ebenso mit anschlieBendem post-hoc Test nach
Tukey, durchgefiihrt. Sollte getestet werden, ob sich eine Stichprobe signifikant von
einem hypothetischen Wert, beispielsweise 0 oder 100, unterschied, wurde ein
Einstichproben-t-Test angewendet. Statistische Tests auf normierte Messergebnisse

wurden nur nach Priifung der Rohwerte auf statistische Signifikanz durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde das murine hypothalamische Zellmodell mHypoA-2/10
verwendet, um Effekte von geringen Temperaturdnderungen auf Signalweiterleitung und
Genexpression zu untersuchen. Die physiologische Korpertemperatur in Méusen kann im
Tagesverlauf etwa zwischen 35,5 und 38,5 °C oszillieren (Refinetti 2010). Innerhalb
dieser Grenzen wurden die Zellen Temperaturdnderungen ausgesetzt und die daraus

resultierenden zelluldren Veranderungen untersucht.

4.1 [Etablierung der Temperaturinkubatoren und -programme

Die verwendeten Temperaturinkubatoren (Friocell FC 22) konnten aufgrund des Peltier-
Elements mit einer Genauigkeit von + 0,1 °C sowohl aktiv heizen als auch kiihlen. Wegen
des kleinen Inkubationsvolumens (22 1) wurde schnell eine homogene
Temperaturverteilung erreicht. Die iiblich verwendeten Zellkulturmedien enthalten
zwischen 1,5 und 3,7 g/l Natriumbikarbonat (NaHCOs3), welches mit der CO»-
Atmosphére eines Inkubators im Gleichgewicht steht und das Puffersystem des Mediums
ausbildet (Arora 2013). In die verwendeten Inkubatoren konnte aus technischen Griinden
kein COz eingespeist werden, weshalb sie unter normaler Atmosphire betrieben wurden.
In dieser Raumluft betrigt die CO2-Konzentration nur etwa 0,04 % (Hunter 2007). Die
Verwendung des {iblichen Zellkulturmediums unterhalb der empfohlenen CO»-
Konzentration von 5 — 10 %, fiihrt nach kiirzester Zeit zu einer starken Alkalisierung des
Zellkulturmediums durch Entweichen des geldsten CO;. Schon eine dreistiindige
Inkubation fiihrte zu einem Anstieg des pH-Werts im Medium von 7,2 auf etwa 8,5
(Daten nicht gezeigt), was im Vergleich zu dem empfohlenen pH-Wert von 7,4 deutlich
zu hoch war (Michl, Park et al. 2019). Die zusitzliche Supplementierung von 25 mM
HEPES konnte eine Verschiebung des pH-Werts in den alkalischen Bereich nicht
verhindern, weshalb NaHCOs-freies Medium verwendet wurde. Nun war der Zusatz von
25 mM HEPES ausreichend, um iiber eine Inkubationsdauer von bis zu 24 h den pH-Wert
im Bereich zwischen 7,2 und 7,6 stabil zu halten (Daten nicht gezeigt). Abgesehen von
diesen Modifikationen entsprach das verwendete Medium der Formulierung von
Dulbeccos Modified Eagles Medium (DMEM) und wird in dieser Arbeit als
,Spezialmedium* (SM) bezeichnet.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte gekléart werden, ob Temperaturdnderungen zwischen 35,5
und 38,5 °C einen Einfluss auf zelluldre Prozesse nehmen koénnen. Aullerdem sollte
erldutert werden, ob es sich um direkt temperaturabhéngige Prozesse handelt, oder ob
circadiane Effekte eine Rolle spielen. Dafiir wurden zwei verschiedene

Temperaturprogramme entwickelt.

4.1.1 Akutes Programm (AP)

Im akuten Programm (AP) lassen sich direkte Einfliisse der Temperatur studieren. In Abb.
11A ist das verwendete Inkubations-Temperaturprogramm schematisch dargestellt. Die
Zellen wurden hier 16 — 24 h nach dem Aussden und einem Mediumwechsel auf
serumfreies SM in den Temperaturschrinken inkubiert. Nach 14 h bei 37 °C reduzierte
ein Inkubator innerhalb von 30 min die Temperatur automatisch auf 36 °C, wihrend der
andere Inkubator die Temperatur zeitgleich auf 38 °C erhohte. War die jeweilige
Temperatur erreicht, verblieben die Zellen dort fiir bis zu 8 h. Im AP fand somit lediglich

eine einzige Temperaturdnderung statt.

4.1.2 Circadianes Programm (CP)

Im circadianen Programm (CP) lassen sich neben direkten Einfliissen der Temperatur,
wie sie ebenso im AP beobachtet werden konnen, auch FEinfliisse vorangegangener

Temperaturdnderungen im Tagesverlauf studieren.

In Abb. 11B ist das CP schematisch dargestellt. Die Zellen wurden hierfiir ebenso 16 —
24 h nach dem Aussden nach einem Mediumwechsel auf serumfreies SM in den
Temperaturschranken inkubiert. Im CP wurde bereits nach 2 h die Temperatur innerhalb
von 30 min auf entweder 36 °C reduziert oder auf 38 °C angehoben. Nach 11 h bei der
jeweiligen Temperatur erfuhren die Zellen erneut eine Temperaturdnderung. Die
Temperatur der Inkubatoren wurde auf die jeweils andere Temperatur eingestellt. Betrug
die Temperatur zuvor 36 °C wurde sie auf 38 °C erhoht und umgekehrt. Die Zellen
verblieben auch hier anschlieBend fiir bis zu 8 h. Im CP fanden somit insgesamt zwei

Temperaturdnderungen statt, damit simuliert das CP die physiologische, circadiane

Korpertemperaturdnderung.

Der Vergleich beider Programme sollte es ermodglichen, eine Aussage zu treffen, ob eine

direkte Anderung der Temperatur oder die circadiane, periodische Oszillation einen
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Einfluss auf die Zellantwort nimmt. Abgesehen von der ,Temperaturvorgeschichte®,
wurden alle Variablen zwischen den Programmen konstant gehalten. Bestand also ein
Unterschied zwischen dem AP und dem CP hinsichtlich der untersuchten Messgrof3e, so
lieB sich dieser auf den ersten Temperaturstimulus zurlickfiilhren. Damit konnte
festgestellt werden, ob die erste Temperaturdnderung Prozesse anstoft, die zeitversetzt

Auswirkungen auf zelluldre Ereignisse hat.
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Abb. 11: Schematische Darstellung der verwendeten Temperaturprogramme

16 — 24 h nach dem Aussden der Zellen wurde ein Mediumwechsel auf serumfreies SM
durchgefiihrt und die Zellen zunéchst bei 37 °C inkubiert. (A) Akutes Programm (AP). Nach 14
h bei 37 °C wechselte die Temperatur anschlieBend innerhalb von 30 min automatisch auf 36
(blaue Linie) oder 38 °C (rote Linie). Die weitere Inkubation erfolgte fiir bis zu 8 h.

(B) Circadianes Programm (CP). Nach 2 h bei 37 °C wurde die Temperatur auf 36 (blaue
gestrichelte Linie) oder 38 °C (rote gestrichelte Linie) innerhalb einer halben Stunde geéndert.
Nach 11 h erfolgte ein erneuter Temperaturwechsel innerhalb einer Stunde auf die jeweilig andere
Temperatur (von 36 auf 38 °C und umgekehrt). Danach folgte eine weitere Inkubation fiir bis zu

8 h bei dieser Temperatur (durchgezogene Linie).

4.1.3 37 °C-Kontrollinkubation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei identische Thermoinkubatoren verwendet. Um die
erhobenen Daten mit der sonst in der Zellkultur iiblichen Temperatur von 37 °C
vergleichen zu konnen, wurde in einigen Versuchen ein Inkubator {iber die gesamte Dauer
bei 37 °C belassen. Somit konnte der zweite Inkubator nur noch fiir eine
Temperaturdnderung verwendet werden, weshalb das Experiment daher in zwei

Teilschritten durchgefiihrt werden musste. In einem ersten Durchgang wurde die
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Messreihe bei 36 und 37 °C erhoben, in einem zweiten Durchgang die bei 37 und 38 °C.
AnschlieBend wurden die bei 36 oder 38 °C erhaltenen Messwerte zu den jeweiligen bei
37 °C erhaltenen Messwerten skaliert und die Messdaten in Prozent ausgedriickt (siche

Kapitel 3.6).

Durch diese Normierung lieen sich die bei 36 und 38 °C erhaltenen Messdaten in einer
Abbildung graphisch darstellen. AuBlerdem konnten damit experimentell bedingte und
nicht vermeidbare Unterschiede, wie die Zellpassage, in den einzelnen Versuchsansétzen

korrigiert werden, um eine bessere Vergleichbarkeit der Daten zu erreichen.

In Abb. 12 ist die 37 °C-Kontrollinkubation schematisch am Beispiel des CP dargestellt.
In A ist der erste Teil des Experiments zu sehen. Hier wurden die Messreihen fiir 36 und
37 °C nach bis zu 8 h Inkubation erhoben. In B ist dann der zweite Teil des Experiments
zu sehen. Hier wurden schlielich die Messreihen bei 37 und 38 °C erhoben. Wurden die
Zellen im AP mit einer 37 °C inkubiert, so musste das Experiment auf die gleiche Weise
in zwei Teile geteilt werden: Zundchst wurden die Messreihen nach bis zu 8 h Inkubation
bei 36 und 37 °C erhoben. Im zweiten Teilexperiment wurden die Messdaten bei 37 und

38 °C erhoben.
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Abb. 12: Schematische Darstellung des CP mit einer 37 °C-Kontrollinkubation

(A) Es wurden zunichst Zellen 2 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wechselte die Temperatur
in einem Schrank auf 38 °C (rote gestrichelte Linie), wéihrend sie im anderen Schrank wahrend
des gesamten Experiments bei 37 °C verblieb (schwarze Linie). Nach weiteren 11 h wechselte
der Inkubator auf 36 °C und behielt die Temperatur fiir bis zu 8 h (blaue durchgezogenen Linie).
In diesem Experiment wurden also die Messwerte bei 36 °C erhoben. In B dargestellt ist der

zweite Teil des Experiments. Auch hier wurden die Zellen zunédchst 2 h bei 37 °C inkubiert, bevor
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die Temperatur auf 36 °C wechselte (blaue gestrichelte Linie), wihrend der andere Inkubator
wihrend des gesamten Experimentes bei 37 °C verblieb (schwarze Linie). Nach 11 h wurde die
Inkubatortemperatur von 36 °C fiir bis zu 8 h auf 38 °C angehoben (rote durchgezogene Linie).
Hier erhielt man also die Messwerte bei 38 °C. Die im jeweiligen Einzelexperiment erhaltenen
Temperaturdaten von 36 °C (A) oder 38 °C (B) wurden auf die jeweiligen 37 °C-Werte skaliert
und anschlieBend in Prozent der 37 °C-Kontrolle ausgedriickt (siche Kapitel 3.6).

4.1.4 Kontrolle der Inkubatoren

Unabhéngig von dem verwendeten Temperaturprogramm wurden die Schrinke vor dem
Versuch mindestens 2 h auf 37 °C vorgeheizt, um das Material vorzuwarmen und eine
homogene Temperaturverteilung innerhalb der Inkubatoren zu gewéhrleisten. Die
Inkubatoren bendtigten etwa 20 min, um von Raumtemperatur (21 + 1 °C) auf die
Zieltemperatur von 37 °C aufzuheizen. Abb. 13 kann entnommen werden, dass die

Aufheizperioden beider Inkubatoren anndhernd identisch waren.
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Abb. 13: Aufheizperiode der Temperaturinkubatoren auf 37 °C

Darstellung des Temperaturverlaufs in den Inkubatoren in Abhéngigkeit von der Zeit. Gezeigt
sind Messwerte aus jeweils drei voneinander unabhingigen Aufheizperioden als Mittelwert +
SEM. Hierfiir wurden beide Inkubatoren jeweils dreimal von der Raumtemperatur (ca. 21 °C) auf
37 °C aufgeheizt. Miniitlich wurde die aktuelle Temperatur der Inkubatoren notiert. In Griin
dargestellt sind die Messwerte flir Schrank 1, in Gelb die Messwerte fiir Schrank 2.

Waren die Inkubatoren auf 37 °C aufgeheizt, fiihrte eine 5-sekiindige Offnung der
Inkubatortiir zu einem Temperaturabfall auf 36,5 + 0,1 °C. Nach 82 + 10 s wurde die

Ausgangstemperatur von 37 °C wieder erreicht.
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In Tabelle 3 ist die Zeit dargestellt, die notwendig war, um die Zieltemperatur ausgehend
von der Ausgangstemperatur einzustellen. Anhand dieser Daten ldsst sich erkennen, dass

die Temperaturanpassung in den Inkubatoren schnell erfolgte.

Tabelle 3: Benotigte Zeit fiir die Temperaturwechsel der Inkubatoren

Darstellung der benétigten Zeit in Sekunden fiir den Wechsel der Ausgangstemperatur zu der
Zieltemperatur. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM aus je drei Testldufen beider Inkubatoren.

Zieltemperatur
Ausgangstemperatur 36 °C 37°C 38 °C
36 °C - 115+£5 190 +9
37°C 110+ 6 - 75+6
38°C 140 £7 804 -

4.2 Einfluss der Temperatur auf die basale Promotoraktivitat

verschiedener Transkriptionsfaktoren

Studien, die an murinen Fibroblasten durchgefiihrt wurden, haben gezeigt, dass die
Simulation physiologischer Temperaturzyklen einen Einfluss auf die durch den
Transkriptionsfaktor BMAL1 vermittelte Promotoraktivitit hatte (Saini, Morf et al.
2012). Auch in mHypoA-2/10-Zellen, die den BMALI-Promotor stabil exprimierten
(mHypoA-2/10-BMALL), konnte eine temperaturabhédngige Aktivierung des Promotors
gezeigt werden (Breit, Miek et al. 2018). Erwdrmung auf 38,5 °C fiihrte hier zu einer
Verringerung der Promotoraktivitdt, wohingegen die Abkiihlung auf 36,0 °C zu einer

Aktivierung, verglichen mit 37 °C, fiihrte.

4.2.1 Einfluss von Temperaturinderungen auf die basale BMALI1-

Promotoraktivitit

Um diesen Befund mit dem hier verwendeten experimentellen Aufbau zu bestétigen,

wurden mHypoA-2/10-BMALI1-Zellen im AP bzw. CP untersucht. Fiir die Bewertung
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des Unterschieds der transkriptionellen Aktivitit zu 37 °C wurde der zweite Inkubator bei
37 °C belassen (vgl. Kapitel 4.1.3). Die Bestimmung der Luciferaseaktivitét als Mal fiir
die Aktivierung des BMAL1-Promotors erfolgte 2, 4, und 8 h nach dem Erreichen der

angegebenen Temperatur.

Die Luciferaseaktivitdit war in beiden Programmen signifikant von der Temperatur
abhéngig (Abb. 14E und F). Im CP bestand zwischen 36 und 38 °Cnach2 h,4hund 8 h
ein signifikanter Unterschied in der BMALI1-Promotoraktivitit. In Abb. 14E kann man
erkennen, dass bei 36 °C eine erhohte Aktivitdt im Vergleich zu der bei 38 °C gemessen

werden konnte. Der BMALI1-Reporter wurde also durch Kilte induziert.

Im AP hingegen konnte nur 4 h nach Erreichen der angegeben Temperatur ein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (Abb. 14F). Im direkten Vergleich der
beiden Temperaturprogramme war auffallig, dass der nach 4 h gemessene Unterschied in
der Reporteraktivitdt nur im CP auch nach 8 h noch zu messen war. Im AP allerdings war

nach 8 h kein signifikanter Unterschied mehr nachzuweisen.

Uber HSE in der PER2-Promotorregion kann es zu einer temperaturabhiingigen PER2-
Expression kommen, die letztlich zu einer verringerten BMAL1-Promotoraktivitét bei 38
°C fiihrt (siche Kapitel 1.1.4). Der BMAL1-Promotor wurde also abhdngig von der akuten
Temperatur reguliert und zeigte darliber hinaus eine stirkere temperaturabhéngige
Regulierung im CP, was fiir eine zusitzliche circadiane Regulierung des BMALI1-
Promotors spricht. Dies konnte damit zusammenhéngen, dass der BMAL1-Promotor ein

Bestandteil des molekularen Riickkopplungsnetzwerks der Clockgene ist (Dunlap 1999).



114

CP AP
A B
38,57 38.51 2h 4h 8h
038,01 0 38,01
s s,
37,59 = 37,51
3 3
S 37,0 £ 37,01
2 2
g 36,51 g 36,51
(0] [}
& 36,0 = 36,01
35,5 Do : 35,5 L
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22
Zeit [h] Zeit [h]
Rohdaten
C D
60001 6000-

— 40001 — 4000- P S
- T~—~—— . =

BMAL1-Aktivitat
w.
BMALI1-Aktivitét
A%

20001 20001
0- 0-
o 2 4 6 8 o 2 4 6 8
Zeit [h] . Zeit [h]
Normierung
auf 37 °C
E F
1501 1501

kokskok

[% von 37 °C]
2

BMALI1-Aktivitat
[% von 37 °C]
S
BMALI-Aktivitit

50~ 50

Abb. 14: BMAL1-Promotoraktivitit in mHypoA-2/10-Zellen (AP und CP)

Abbildungen A und B zeigen jeweils die Temperaturprofile {iber die Zeit, die fiir die Inkubation
der mHypoA-2/10-BMALI1-Zellen verwendet wurden. A zeigt schematisch das CP, B das AP.
Als MaBeinheit fir die BMALI-Aktivitit wurde die Luciferaseaktivitit, dargestellt in
willkiirlichen Lichteinheiten (w. E.), zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt (2, 4 und 8 h).
Die Messwerte, die nach der Inkubation im CP bzw. AP erhalten wurden, sind in C bzw. in D
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dargestellt. E und F zeigen die Normierung der Ergebnisse aus C bzw. D auf 37 °C. Hierfiir
wurden die bei 36 und 38 °C erhaltenen Messwerte auf die bei 37 °C erhaltenen Messwerte
skaliert (siehe Kapitel 3.6). Die gestrichelte Linie zeigt zur besseren Erkennbarkeit den 100 %-
Wert an. Die Daten sind als Mittelwerte £ SEM von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten dargestellt. Mit Sternchen wurden signifikante Unterschiede zwischen 36 und 38
°C gekennzeichnet (D, F). Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde auf die Kennzeichnung der
Signifikanzniveaus bei den Rohdaten verzichtet. Die Priifung auf signifikante Unterscheide

erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieendem post-hoc Test nach Tukey.

4.2.2 Einfluss von Temperaturinderungen auf die basale CREB-, STAT- und
FOXO-Promotoraktivitat im CP

Im Folgenden wurden nun weitere mHypoA-2/10-Reporterzelllinien hinsichtlich ihrer
temperaturabhéngigen Promotoraktivitdt untersucht. Hierfiir wurden mHypo-A-2/10-
Zellen mit stabil exprimierenden CREB-, STAT-, und FOXO-abhingigen Reportergenen
(siehe Kapitel 1.3.2.2 - 1.3.2.4) im CP untersucht (vgl. Abb. 14A).

In Abb. 15 ist erkennbar, dass alle drei Reporterzelllinien auf die vorgenommenen
Temperaturdnderungen mit einer angepassten Aktivitit reagierten. Daran ldsst sich
erkennen, dass minimale Anderungen der Temperatur von lediglich 2 °C die Aktivitit
von drei im Hypothalamus wichtigen Transkriptionsfaktoren beeinflussten. Die CREB-
abhingige Reporteraktivitit wurde durch eine Verringerung der Inkubationstemperatur
auf 36 °C nach 8 h um bis zu 35 £ 1 % gegeniiber der 37 °C-Kontrollinkubation erhoht.
Umgekehrt wurde die Aktivitit durch eine Erhohung der Temperatur auf 38 °C um 21 +
2 % verringert (Abb. 15B). Auffallend ist, dass 2 h nach dem zweiten Temperaturstimulus
die CREB-Reporteraktivitit bei 38 °C gegeniiber der bei 36 °C erhoht war.

Die STAT-abhéngige Reporteraktivitit wurde auch deutlich durch eine Verdnderung der
Temperatur beeinflusst. Die Aktivitét stieg um 25 + 5 % bei 36 °C und fiel um 18 +4 %
bei 38 °C nach 8 h (Abb. 15D). Die FOXO-abhidngige Aktivierung des
Luciferasereporters hingegen war nach 8 h deutlich weniger von der
Inkubationstemperatur abhidngig. Hier unterschied sich die FOXO-Aktivitit bei 36 °C
nicht signifikant von der bei 37 °C. Eine achtstiindige Inkubation bei 38 °C fiihrte
lediglich zu einer um 16 + 1 % verringerten Aktivierung, verglichen mit der 37 °C-
Kontrollinkubation. Interessanterweise war nach 2 h, geringer ausgeprégt auch nach 4 h,
die Reporteraktivitit bei 38 °C gegeniiber der bei 36 °C erhoht. Erst nach etwa 6 h wurde

eine hohere Reporteraktivitit bei 36 °C gemessen. An den oben aufgefiihrten Befunden
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lasst sich erkennen, dass die durchgefiihrten Temperaturdnderungen einen Einfluss auf

die Aktivitdt des CREB-, STAT- und weniger, des FOXO-abhiangigen Reporters nahmen.
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Abb. 15: mHypoA-2/10-CREB-, STAT- und FOXO-abhiingige Reporteraktivitit (CP)
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mHypoA-2/10-CREB-, STAT- oder FOXO-Zellen wurden im CP inkubiert (siche Abb. 14A).
Zunichst wurden die Zellen 11 h bei 36 oder 38 °C und anschlieBend bis zu 8 h bei der jeweils
anderen Temperatur inkubiert. Danach wurde die Luciferaseaktivitit bestimmt. Als Mafleinheit
fiir die Reporteraktivitit wurde jeweils die Luciferaseaktivitit (dargestellt in w. E.) zu den
angegebenen Zeitpunkten bestimmt (2, 4 und 8 h). In A, C und E sind die Messwerte der CREB-
, STAT bzw. FOXO-abhingigen Reporteraktivierung bei 36, 37 und 38 °C dargestellt.

(B, D, F) Normierung der Messwerte aus A, C bzw. E auf die jeweiligen bei 37 °C erhaltenen
Datenreihen (siche Kapitel 3.6). Es sind Daten aus jeweils vier unabhidngigen Experimenten als
Mittelwert + SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen der Reporteraktivitit bei 36
und 38 °C wurden mit Sternchen markiert (B, D, F). Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde auf
die Kennzeichnung der Signifikanzniveaus bei den Rohdaten verzichtet. Die Priifung auf
signifikante Unterscheide erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test
nach Tukey.

4.2.3 Einfluss von Temperaturinderungen auf die basale CREB-, STAT- und
FOXO-Promotoraktivitiat im AP

Um herauszufinden, ob eine akute Anderung der Temperatur ausreichend ist, um die im
CP beobachteten Effekte auf die Promotoraktivitdt zu messen, wurden mHypoA-2/10-
CREB-, STAT- und FOXO-Ze¢llen im AP untersucht. Hierfiir wurden die Zellen wieder
bis zu 8 h bei 36 oder 38 °C inkubiert und anschlieBend die Luciferaseaktivit bestimmt.

In Abb. 16 ist die Aktivitit der Transkriptionsfaktoren CREB, STAT und FOXO in
Abhingigkeit von der Inkubationstemperatur dargestellt. Im Falle des CREB-abhédngigen
Reporters war bereits nach 4 h Temperaturstimulus ein signifikanter Unterschied
zwischen 36 und 38 °C zu erkennen, der nach weiteren 4 h kaum groBer wurde (Abb.
16B). Die maximale kélteinduzierte Aktivierung der Reporteraktivitit war nach 8-
stlindiger Inkubation erreicht. Im Vergleich zu den bei 37 °C erhaltenen Messwerten
waren diese um 27 + 3 %, erhoht. Die wirmeinduzierte Reporteraktivitit wurde
verglichen mit der 37 °C-Kontrollinkubation um 31 + 2 % reduziert. Der Vergleich zu 38
°C als MalB der Temperaturabhingigkeit ergab fiir die CREB-abhingige
Reporteraktivtitit bei 36 °C das 1,8 £ 0,2-fache, welche damit vergleichbar mit der des
CPs (1,7 £ 0,1-fach) war. Ein dhnliches Bild zeigte sich im Falle des STAT-abhingigen
Reporters: Hier war die temperaturabhéngige Aktivitdtsinderung zwischen 36 und 38 °C
(1,5 £ 0,3-fach) sogar identisch mit der des CP (vgl. Abb. 15D und Abb. 16D). Die
Aktivitit des FOXO-abhdngigen Reporters im AP hingegen zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen 36 und 38 °C (Abb. 16F). Somit fiihrte eine Anderung der
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Inkubationstemperatur nicht zu einer verdnderten FOXO-abhéngigen Genexpression.
Nur im CP konnte eine Temperaturabhéngigkeit der FOXO-Reporteraktivitit gemessen
werden, was moglicherweise eine Konsequenz von circadianen Prozessen sein konnte.
Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dass akute Anderungen der Temperatur
ausreichend sind, um die CREB- bzw. STAT-, nicht aber die FOXO-abhidngige

Genexpression, zu modulieren.
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Abb. 16: CREB-, STAT- und FOXO-abhiingige Reporteraktivitit (AP)

mHypoA-2/10-CREB-, STAT- oder FOXO-Zellen wurden im AP bis zu 8 h bei der angegebenen
Temperatur inkubiert und anschlieBend die Luciferaseaktivitidt bestimmt. Darstellung der
Luciferaseaktivitit in Abhdngigkeit von der Temperatur des CREB-abhingigen Reporters (A)
STAT-abhingigen Reporters (B) und FOXO-abhédngigen Reporters (C). (D, E, F) Normierung
der Messwerte aus A, B und C auf die jeweiligen bei 37 °C erhaltenen Datenreihen. Die
abgebildeten 37 °C-Werte stellen das arithmetische Mittel beider Teilexperimente dar (sieche
Kapitel 3.6). Es sind Daten aus jeweils vier unabhidngig voneinander durchgefiihrten
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Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen 36 und 38
°C wurden mit Sternchen gekennzeichnet (B, D, F). Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde auf
die Kennzeichnung der Signifikanzniveaus bei den Rohdaten verzichtet. Die Priifung auf
signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test
nach Tukey.

4.2.4 Einfluss von Temperaturinderungen auf die basale prepro-TRH-

Promotoraktivitét

mHypoA-2/10-Zellen sind dhnlich zu Thyreoliberin-positiven Neuronen des PVN und
daher in der Lage, TRH zu synthetisieren (siche Kapitel 1.3.4). Der prepro-TRH-
Promotor hat Bindestellen fir CREB und STAT, weshalb eine erhohte CREB- bzw.
STAT-Aktivitit moglicherweise zu einer verdnderten prepro-TRH-Promotoraktivitét
fihrt. Daher wurde die temperaturabhingige prepro-TRH-Promotoraktivitit an
mHypoA-2/10-TRH-Zellen (siehe Kapitel 2.3.3) bestimmt. In Abb. 17 ist diese, in
Abhéngigkeit von der Inkubationstemperatur, im Zeitverlauf dargestellt. Bereits 2 h nach
dem Temperaturwechsel von 37 °C auf entweder 36 oder 38 °C konnte ein signifikanter
Unterschied in der Luciferaseaktivitét, die eine verdnderte prepro-TRH-Promotoraktivitét
anzeigt, gemessen werden. Nach 4-stlindiger Inkubation war der temperaturbedingte
Unterschied in der Reporteraktivierung noch ausgeprégter (36 °C: 748 + 35 w. E.; 38 °C:
409 £+ 10 w. E.). Eine Abkiihlung auf 36 °C, ausgehend von 37 °C, fiihrte somit zu einer
Aktivierung des Reporters, wihrend eine Erwdrmung auf 38 °C zu einer Verringerung
der Reporteraktivitit fithrte. Durch Verdnderungen der Temperatur konnte also die
prepro-TRH-Promotoraktivitit signifikant beeinflusst werden, was moglicherweise durch

eine erhohte CREB- oder STAT-Aktivitédt bedingt wurde.
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Abb. 17: prepro-TRH-Promotoraktivitit in mHypoA-2/10-TRH-Zellen (AP)

mHypoA-2/10-TRH-Zellen wurden bis zu 4 h bei der angegebenen Temperatur inkubiert und
anschlieBend die Luciferaseaktivitit bestimmt (sieche Kapitel 3.2.1). Es sind Daten aus jeweils
drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert £ SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede
zwischen 36 und 38 °C wurden mit Sternchen markiert. Die Priifung der Werte auf signifikante

Unterschiede erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test.

4.2.5 Weitere Charakterisierung des cAMP-abhingigen Signalwegs

4.2.5.1 Erweiterung der untersuchten Kinetik

Bisher konnte gezeigt werden, dass geringe Temperaturinderungen, im Vergleich zu
einer 37 °C-Kontrollinkubation, ausreichend waren, um eine signifikante
Aktivititsanderung des CREB-abhéngigen Reporters nachzuweisen (siche Abb. 16B). Da
in diesem Experiment nicht erkennbar war, ob eine 8-stiindige Inkubation bei 36 oder 38
°C bereits zu einer maximalen temperaturabhingigen Reporteraktivitét fithrte, wurden
mHypoA-2/10-CREB-Zellen insgesamt 12 h im CP inkubiert. Abb. 18B ist zu
entnehmen, dass nach 8-stiindiger Inkubation bereits der maximale Temperatureffekt

erreicht war.

Diese Darstellung wird der dynamischen Regulierung der CREB-Aktivitat allerdings
nicht gerecht. In Abb. 18C ist daher eine erweiterte Darstellung der Ergebnisse
prasentiert. Hierfiir wurde die X-Achse als die vergangene Zeit seit dem
Temperaturwechsel auf 36 °C definiert. Die Zellen, die zuletzt bei 36 °C inkubiert waren
(Abb. 18B, blaue Linie), erfuhren 2, 4, 8 bzw. 12 h vor der Messung den
Temperaturwechsel auf 36 °C. Die Messwerte konnen daher in Abb. 18C
dementsprechend eingetragen werden. Die Zellen, die zuletzt bei 38 °C inkubiert waren
(Abb. 18B, rote Linie), hatten bereits zuvor die Temperaturdnderung auf 36 °C erfahren,

weshalb der erste Temperaturwechsel auf 36 °C bereits 14, 16, 20 bzw. 24 h zuriicklag.
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Die Messwerte konnten daher in Abb. 18C entsprechend eingesetzt werden. Somit konnte
in einer Abbildung der Effekt der Erwdrmung auf die CRE-Aktivitdt nach vorheriger
Abkiihlung dargestellt werden. Um diese circadiane CREB-abhédngige Reporteraktivitit
besser erkennen zu konnen, wurden die Messwerte kopiert und zweimal hintereinander
eingefiigt (,Simulation®). Damit konnte durch Anderungen der Temperatur eine

oszillierende CREB-Aktivierung mit einer Amplitude von 44,1 £ 1,2 % berechnet

werden.
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Abb. 18: CREB-abhiingige Reporteraktivierung in mHypoA-2/10-CREB-Zellen nach bis zu
12-stiindiger Inkubation im CP

In A ist schematisch das CP mit bis zu 12-stlindiger Inkubation bei 36, 37 oder 38 °C dargestellt.
Die Zellen wurden im CP inkubiert, die Luciferaseaktivitit nach 2, 4, 8 und 12 h bestimmt und
mit der von Zellen verglichen, die dauerhaft bei 37 °C (schwarze Linie) inkubiert waren. (B)
Darstellung der Luciferaseaktivitit bei 36 und 38 °C skaliert auf die bei 37 °C erhaltenen
Messwerte (siche Kapitel 3.6). (C) Alternative Darstellung der in B dargestellten Messreihen. Die
X-Achse zeigt die Zeit in Stunden seit dem Temperaturwechsel auf 36 °C an. Die in B blau
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dargestellte Kurve zeigt die Promotoraktivitit von Zellen an, deren Temperaturwechsel auf 36 °C
vor 2, 4, 8 bzw. 12 h erfolgte, weshalb sie in C demzufolge abgebildet wurden (blau hinterlegte
Flache). Die rot dargestellten Punkte in B zeigen die Luciferaseaktivitdt von Zellen, deren
Temperaturwechsel auf 36 °C bereits 14, 16, 20 und 24 h zuriicklag, weshalb sie in C
dementsprechend eingetragen wurden (rot hinterlegte Flache).

Zur besseren Darstellung der circadianen CREB-Rhythmik wurden die gemessenen Werte (2 —
24 h) extrapoliert (26 — 72 h). Damit ist in Abb. 18C die Luciferaseaktivitit zwischen 2 und 72 h
nach dem ersten Temperaturwechsel auf 36 °C dargestellt. Es wurde eine nicht-lineare Regression
in Form einer Sinuswelle mit einer Wellenlinge von 24 h durchgefiihrt (R?=0,85). Es sind Daten
aus jeweils fiinf voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert + SEM
dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den Messwerten bei 36 und 38 °C wurden mit
Sternchen markiert (B).

4.2.5.2 Erweiterung der untersuchten Inkubationstemperatur

Um den Einfluss der Temperatur auf die CREB-Aktivierung noch genauer zu
untersuchen, wurde iiber den gesamten physiologischen Bereich der Kdrpertemperatur
bei Miusen, 35,5 — 38,5 °C (Brown, Zumbrunn et al. 2002, Kornmann, Schaad et al. 2007,
Saini, Morf et al. 2012), die CREB-abhingige Reporteraktivierung im Vergleich zu einer
37 °C-Kontrollinkubation bestimmt. Hierfiir wurden mHypoA-2/10-Zellen im AP
inkubiert und 4 h nach dem Temperaturwechsel die Luciferaseaktivitit im Vergleich zu

einer 37 °C-Kontrollinkubation bewertet.

In Abb. 19 ist zu erkennen, dass die temperaturabhingige CREB-Aktivierung iiber den
physiologischen Bereich anndhernd linear abfiel. Leichte Unterschiede erkennt man erst
bei hoheren Temperaturen. Dort flacht die Reduktion der CREB-Aktivitédt ab. Abb. 19D
zeigt zusitzlich noch die FOXO-abhédngige Reporteraktivierung, um die
Temperaturabhédngigkeit des CREB-Reporters besser bewerten zu konnen. Die FOXO-
Aktivitidt war unter diesen Bedingungen deutlich weniger temperaturabhingig, da sich
die FOXO-abhdngige Reporteraktivierung ohne erkennbare Tendenz durchwegs um den
100 %-Wert der 37 °C Kontrolle konzentriert (Abb. 19D). In dieser Darstellung ist die
Temperaturabhédngigkeit der Reporteraktivierung durch die Steigung zwischen zwei
Temperaturen gegeben. Je hoher der Betrag der Steigung ist, desto empfindlicher
reagierte der jeweilige Reporter auf Temperaturdnderungen im Vergleich zu der 37 °C-
Kontrollinkubation. Es zeigte sich hier, dass Anderungen der Temperatur einen starken
Einfluss auf die Aktivierung des CREB-abhédngigen Reporters hatten. AuBlerdem l&sst

sich feststellen, dass es sich nicht um einen allgemeingiiltigen Effekt auf die
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Transkriptions- oder Translationsaktivitit handelt, sondern bestimmte Signalwege

spezifisch beeinflusst wurden.
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Abb. 19: Reporteraktivitit in mHypoA-2/10-Zellen in Abhéingigkeit von der Temperatur
nach 4 h (AP)

(A) Schematische Darstellung der Versuchsdurchfithrung. Nach 18 h bei 37 °C wurde die
Temperatur eines Inkubators fiir 4 h zwischen 35,5 und 38,5 °C eingestellt, wahrend der zweite
Inkubator zur Kontrolle bei 37 °C verblieb. Im Anschluss wurde die Luciferaseaktivitit bestimmt
(gestrichelte Linie). (B) Die gemessene Luciferaseaktivitit ist als Mall der CRE-Reporteraktivitét
in Abhéngigkeit von der Inkubationstemperatur dargestellt. In C ist die CRE-Reporteraktivitit im
Vergleich zu einer 37 °C-Kontrollinkubation (100 %) gezeigt. Hierfir wurden die bei der
jeweiligen Temperatur erhaltenen Messwerte auf 37 °C normiert (siche Kapitel 3.6). In D ist die
Luciferaseaktivitit im Vergleich zur 37 °C-Kontrollinkubation abgebildet. Die schwarze Linie
zeigt die bereits in Panel C dokumentierte CRE-Aktivitdt in Abhdngigkeit von der Temperatur;
in Griin ist die FOXO-Reporteraktivitat zum Vergleich abgebildet. Je Temperatur sind Daten aus
mindestens 3 unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. In C wurden
signifikante Unterschiede zu der 37 °C-Kontrollinkubation mit Rauten markiert. In D ist der
signifikante Unterschied zwischen FOXO- und CRE-Aktivitdt mit Sternchen markiert. Die
Prifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-way ANOVA und

anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey.
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4.2.6 Temperatursensitive Proteine mit Signalwirkung im Hypothalamus

Im Rahmen der Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass bereits geringfiigige
Abweichungen von 37 °C deutliche Auswirkungen auf die Aktivitit bestimmter
Transkriptionsfaktoren haben. Im Folgenden sollten nun mdgliche Temperatursensoren,

welche die temperatursensitive Reporteraktivitdt vermitteln konnten, identifiziert werden.

4.2.6.1 Hitzeschockproteine

Eine Erh6hung der Temperatur kann zu einer gesteigerten hsf1-Aktivitit fithren, was die
Synthese von HSPs induziert (Hentze, Le Breton et al. 2016). HSPs konnen dann als
Chaperone mit anderen Proteinen, wie Kinasen und Transkriptionsfaktoren, interagieren.
AuBerdem kann hsfl an HSEs weiterer Zielgene binden und direkt die Genexpression

modulieren (siche Kapitel 1.2.1).

In Abb. 20 sind RNAseq-Daten dargestellt, die einen Uberblick iiber die Expression von
HSPs und hsfl in dem Zellsystem bieten. Der Vergleich der reads per kilobase per million
mapped reads (RPKM)-Werte als MaB fiir die Expression eines bestimmten Gens zeigt,
dass HSPs in mHypoA-2/10-Zellen deutlich exprimiert werden. Aufgrund der groBen
Anzahl exprimierter Subtypen und der zentralen Rolle von hsfl an der Hitzeschock-
Antwort (Pincus 2020), wurde im Rahmen dieser Arbeit nur der Einfluss von hsfl auf die

CREB-abhingige Genexpression weiter untersucht.
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Abb. 20: Expression von hsfl und HSPs in mHypoA-2/10-Zellen
Darstellung der in mHypoA-2/10-Zellen exprimierten HSPs und hsfl in reads per kilo base per
million mapped reads (RPKM). Diese Daten wurden durch totale RNA-Sequenzierung erhalten
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(siehe Kapitel 3.2.3). Es sind Daten aus sechs voneinander unabhédngigen Zellpools als Mittelwert
+ SEM dargestellt. Die Priifung auf signifikante Expression erfolgte mittels Einstichproben-t-
Test. Nur bei signifikantem Unterschied zu dem hypothetischen Wert 0 wurden die Daten
abgebildet.

Es wurde zunichst untersucht, ob die Expression von hsfl durch Inkubation der Zellen
im CP moduliert wurde. Dafiir wurde mittels qRT-PCR die mRNA-Expression von hsfl
nach 8 h bei 36 und 38 °C bestimmt (Abb. 21). Im Verhiltnis zu der gapdh-Expression,
als Haushaltsgen, konnte zwischen der Inkubation bei 36 und der bei 38 °C kein
signifikanter Unterschied in der quantitativen hsfl-Expression festgestellt werden (Abb.

21A+B).

Da auch ohne verdnderte hsfl-mRNA-Spiegel eine verdnderte Hitzeschock-Antwort
moglich sein konnte (Ellis, van der Vies et al. 1989), wurde die Synthese von hsfl, durch
Verwendung des synthetischen Benzylidenlactams KNK437, inhibiert. KNK437
verhindert die Aktivierung von hsfl und somit die Interaktion von hsfl mit HSEs.

Dadurch wird auch die Synthese einiger HSPs blockiert (Sharma and Seo 2018).

Dazu wurden mHypoA-2/10-CREB-Zellen 24 h vor dem Temperaturstimulus mit
KNK437 behandelt, um die Neusynthese von hsfl zu inhibieren. Nach Inkubation der
Zellen im CP wurde die CRE-Reporteraktivitit bestimmt. Unter den beschriebenen
Bedingungen fithrte KNK437 nicht zu einer verdnderten temperaturabhingigen CREB-
Aktivitit (Abb. 21C). Da die Inhibition der hsfl-Aktivierung und HSP-Synthese keinen
Einfluss auf die CRE-Reporteraktivitit hatte, wurde im Rahmen der Arbeit davon
ausgegangen, dass die temperaturabhingige CREB-Aktivierung nicht durch hsfl oder

HSPs vermittelt wird.
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Abb. 21: Expression von hsfl in mHypoA-2/10-CREB-Zellen und der Einfluss von KNK437
auf die CREB-abhingige Genexpression (CP)

mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden im CP inkubiert und nach 8 h bei 36 oder 38 °C mittels
gqRT-PCR die hsfl-Expression bestimmt (siche Kapitel 3.2.2). (A) Darstellung der hsf1-mRNA-
Expression im Verhéltnis zu der von gapdh in Abhingigkeit von der Temperatur (siche Kapitel
3.6). (B) Die bei 38 °C erhaltenen Messwerte wurden zu 100 % gesetzt und die Messwerte bei 36
°C entsprechend skaliert. (C) FEinfluss des hsfl-Inhibitors KNK437 (100 pM) auf die
temperaturabhéngige CRE-Aktivitit im Vergleich zu der Losemittelkontrolle (0,1 % DMSO).
Hierfiir wurden mHypoA-2/10-Zellen 16 h vor dem Temperaturwechsel mit KNK437 oder
DMSO inkubiert. Nach der Inkubation im CP wurde die Luciferaseaktivitit bestimmt. Die
Rohdaten wurden auf die bei 38 °C erhaltenen Messwerte normiert (100 %) (siehe Kapitel 3.6).
Es sind Daten aus drei voneinander unabhingigen Experimenten als Mittelwert £ SEM gezeigt.
Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test.

4.2.6.2 Kalteinduzierte Proteine

In diesem Zusammenhang soll noch auf eine weitere Gruppe potenzieller Regulator-
Proteine eingegangen werden. Kilteinduzierte Proteine, wie cold inducible RNA-binding
protein (CIRBP/CIRP) und putative RNA-binding protein 3 (RBM3), werden bei milder
Hypothermie vermehrt exprimiert und sind dann in der Lage RNA zu stabilisieren und
diese damit vor dem Abbau zu schiitzen (sieche Kapitel 1.2.2). Interessant ist allerdings,
dass die gesteigerte Expression von CIRP auch bei geringen Abweichungen von 37 °C
demonstriert werden konnte (Gotic, Omidi et al. 2016). Daher sollte liberpriift werden,

ob CIRP in mHypoA-2/10-Zellen temperaturabhéngig exprimiert wird.

Hierfiir wurde mittels qRT-PCR die mRNA-Expression von CIRP im Verhéltnis zu der
von gapdh untersucht. In Abb. 22A ist zu erkennen, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen der Inkubation bei 36 und der bei 38 °C besteht. In Abb. 22B wird ersichtlich,
dass die CIRP-Expression nach Inkubation im CP bei 36 °C mehr als verdoppelt (213 +
19 %) war.
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Als néchstes sollte tiberpriift werden, ob eine einmalige Temperaturinderung ausreichend
ist, um die Expression zu modulieren. Dafiir wurden mHypoA-2/10-Zellen im AP
inkubiert und die CIRP-Expression nach 30, 60, 90 und 120 min bestimmt (Abb. 22C).
Diese wurde bereits nach 60 min im AP temperaturabhéngig moduliert. Nach 120 min
bei 36 °C konnte bereits das 1,6 + 0,2-fache der CIRP-mRNA, im Vergleich zu 38 °C,
nachgewiesen werden. Damit konnte gezeigt werden, dass CIRP direkt durch eine
Anderung der Inkubationstemperatur moduliert wird: Bei einer Verringerung der
Temperatur kommt es zu einer signifikanten Induktion, wihrend die Erhohung der
Temperatur auf 38 °C zu einer Verringerung der mRNA-Expression fiihrte. Somit wurde
mit CIRP ein Protein mit Signalwirkung (Stabilisierung von mRNA-Transkripten) in
mHypoA-2/10-Zellen identifiziert, dessen Transkription bei physiologischen
Temperaturdnderungen moduliert wird. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob CIRP

zu einer Aktivierung des CRE-Reporters fiihrt.

A B
0,061 s 3007 .
5 g
.5 E .5 %)
8§ 78 0,043 8 oo 2001
Q< Q. N
by & g
1 o 1 >
> 0,024 1001
2 2 2
O @)
0,00 0
C
0,08 sk
o sk ek
2 =007
%3
[}
= 540,06
Lﬁ an
T 0,05
=
5 0,041
0,03-
30 60 90 120
Zeit [min]

Abb. 22: mRNA-Expression von CIRP (CP und AP)

mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden entweder im CP (A, B) oder im AP (C) inkubiert und die
CIRP-Expression mittels qRT-PCR bei 36 oder 38 °C bestimmt. (A) Dargestellt ist die CIRP-
Expression 8 h nach dem Temperaturwechsel im Verhéltnis zum Haushaltsgen gapdh. (B)
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Normierung der in A erhaltenen Messwerte. Die bei 38 °C erhaltenen Messwerte sind hierfiir zu
100 % gesetzt worden (siche Kapitel 3.6). (C) mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden im AP
inkubiert und im Abstand von 30 min die CIRP-Expression im Verhéltnis zu der von gapdh bei
36 oder 38 °C bestimmt. Es sind Daten aus drei voneinander unabhéngigen Experimenten als
Mittelwert + SEM dargestellt. Priifung auf signifikante Unterschiede erfolge mittels
Zweistichproben-t-Test. Signifikante Unterschiede zwischen 36 und 38 °C wurden mit Sternchen
markiert.

Um den Einfluss von CIRP auf die CREB-abhingige Reporteraktivitit zu untersuchen,
wurde im Folgenden CIRP in mHypoA-2/10-CREB-Zellen {iiberexprimiert. Hierfiir
wurden mHypoA-2/10-CREB-Zellen mit einem HA-Epitop-markierten CIRP-Plasmid
transfiziert und anschlieend die CREB-abhingige Reporteraktivitét bei 37 °C bestimmt.

In Abb. 23A erkennt man, dass die Uberexpression von CIRP keinen signifikanten
Einfluss auf die CRE-Reporteraktivitit in mHypoA-2/10-Zellen hatte. Um zu iiberpriifen,
ob die Transfektion erfolgreich war, wurde die CIRP-Proteinmenge mittels Western Blot
bestimmt. In Abb. 23B ist der Proteinnachweis der Uberexpression in mHypoA-2/10-
CREB-Zellen beispielhaft dargestellt. Mit steigender Plasmidmenge wurde eine erhdhte
Expression des HA-Epitops nachgewiesen, weshalb davon ausgegangen wurde, dass die
Uberexpression erfolgreich war. Der verwendete Antikdrper war gegen das HA-Epitop
gerichtet, weshalb der Nachweis endogen exprimierten CIRPs mit diesem Antikdrper

nicht moglich war.

Die Uberexpression von humanen CIRP in murinen Zellen fiihrte mdglicherweise zu
einer abweichenden Funktionalitdt des Proteins, obwohl die Sequenzhomologie der
humanen und der murinen CIRP-Variante etwa 95 % betrigt (Nishiyama, Higashitsuji et
al. 1997). Um dies zu iiberpriifen, wurde das gleiche Plasmid fiir die Uberexpression in
HEK-293-CREB-Zellen (Zelllinie humanen Ursprungs, siehe Kapitel 2.3.3) verwendet.
Der Erfolg der Transfektion wurde erneut mittels Western Blot tiberpriift. In HEK-293-
CREB-Zellen wurde mit steigender Plasmidmenge eine erhohte Expression des HA-
Epitops nachgewiesen (Abb. 23D). Die Luciferasemessung ergab eine deutliche Tendenz
der CIRP-induzierten CRE-Reporteraktivierung (Abb. 23C). Allerdings zeigten die
Daten der Einzelmessungen keine signifikante CIRP-abhéngige Aktivierung des CRE-

Reporters, weshalb auf eine Normierung der Daten verzichtet wurde.
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Abb. 23: Uberexpression von CIRP in mHypoA-2/10-CREB- und HEK-293-CREB-Zellen
bei 37 °C und Kontrolle der Uberexpression mittels Western Blot

Hierfiir wurden mHypoA-2/10-CREB- oder HEK-293-CREB-Zellen mit HA-markierter CIRP-
cDNA (1, 2, 3 oder 4 ug) oder 4 ug pcDNA4-Vektor (Kontrolle) transfiziert (siche Kapitel
3.5.1.1). Nach 16 h wurde die Luciferaseaktivitdt bestimmt. Dargestellt ist die CRE-Aktivitét in
Abhingigkeit von der verwendeten Menge CIRP-HA-Plasmid in pg in mHypoA-2/10-CREB-
(A) und HEK-293-CREB-Zellen (C). Es sind Daten aus 3 voneinander unabhingigen
Experimenten als Mittelwert £ SEM dargestellt. Die Priifung der Werte auf signifikante
Unterschiede erfolgte mittels one-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey.
Die erfolgreiche Uberexpression von CIRP-HA wurde mittels Western Blot kontrolliert (siehe
Kapitel 3.4.3). Es ist je ein exemplarischer Blot fiir die Uberexpression in mHypoA-2/10-CREB-
Zellen (B) und HEK-293-CREB-Zellen (D) dargestellt. Als Ladekontrolle wurde ERK-1

verwendet.

Um herauszufinden, ob CIRP einen Anteil an der Temperaturabhingigkeit der CREB-
abhingigen Reporteraktivierung hat, wurde im Folgenden die endogene Expression von
CIRP in mHypoA-2/10-CREB-Zellen durch RNA-Interferenz (sieche Kapitel 3.5.1.2)
verringert. AnschlieBend wurde im AP oder CP der Einfluss der verminderten Expression

von CIRP auf die temperaturabhingige CREB-Aktivitit iiberpriift.
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Die in Abb. 24 dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass die CREB-abhéngige
Reporteraktivitit im AP bzw. CP durch eine verringerte CIRP-Expression nicht
signifikant verédndert wurde. Um sicherzustellen, dass die Menge an CIRP-Protein durch
die Elektroporation der CIRP-siRNA tatséchlich relevant verringert wurde, wurde die
CIRP-Expression mittels Western Blot tiberpriift (Abb. 24E). Wéhrend die Expression
von ERK-1 als Ladekontrolle unverdndert blieb, wurde die CIRP-Expression durch die
Verwendung von 50 nM CIRP-siRNA deutlich reduziert. Daraus ldsst sich schlieen,
dass der knock-down von CIRP die CREB-abhédngige Reporteraktivierung nicht
beeinflusste. Daher war CIRP unter den gewihlten Bedingungen wahrscheinlich nicht an

der temperaturvermittelten CRE-Aktivitdt beteiligt.
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Abb. 24: Verringerung der CIRP-Expression in mHypoA-2/10-CREB-Zellen mittels RNA-
Interferenz

mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden entweder mit 50 nM CIRP-siRNA oder 50 nM Zufalls-
siRNA elektroporiert. Nach 16 — 24 h wurde das Serum durch einen Mediumwechsel entzogen
und die Zellen im AP (A, C) oder im CP (B, D) inkubiert. Unabhéngig vom verwendeten
Programm wurden die Zellen nach 8 h bei 36 oder 38 °C aus den Inkubatoren entnommen und
die Luciferaseaktivitit bestimmt. (A) Die CRE-Aktivitét ist bei 36 oder 38 °C in Abhéngigkeit
von der verwendeten siRNA im AP dargestellt. Blaue Séulen geben die Daten fiir die Inkubation
bei 36 °C wieder; rote Sidulen die Messdaten fiir die Inkubation bei 38 °C. (B) Die CRE-Aktivitit
ist in Abhéngigkeit von der Temperatur und der verwendeten siRNA im CP dargestellt. (C, D)
Normierung der in A und B erhaltenen Messwerte. Hierfiir wurden die bei 38 °C erhaltenen Werte
zu 100 % gesetzt (siche Kapitel 3.6). (E) Exemplarischer Western Blot der siRNA-vermittelten
Verringerung der CIRP-Expression. Als Ladekontrolle wurde ERK-1 verwendet. Es sind Daten
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aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert =+ SEM présentiert (A-D). Die
Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-way ANOVA (A, B) und
anschlieendem post-hoc Test nach Tukey oder Zweistichproben-t-Test (C, D).

Insgesamt konnte bislang also gezeigt werden, dass die basale CRE-Aktivitdt abhingig
von der Temperatur war. Eine Erhohung der Temperatur fiihrte zu einer verminderten
Aktivitdt, wohingegen die Verringerung der Temperatur das Gegenteilige bewirkte. Es
konnte ferner nachgewiesen werden, dass die mRNA-Expression von CIRP im Bereich
der physiologischen Korpertemperatur reguliert wurde. Die untersuchten wérme- und
kélteinduzierten Proteine iibten unter den gewihlten Bedingungen allerdings keinen

Einfluss auf die CRE-Aktivitit in mHypoA-2/10-Zellen aus.

4.2.6.3 TRP-Kanile

Eine weitere Gruppe temperatursensitiver Proteine stellen transient receptor potential
(TRP)-Kanile dar. Sie sind eine groBe Familie von lonenkanilen, die aus sechs
Transmembrandominen aufgebaut sind (siche Kapitel 1.2.3). Sie besitzen
unterschiedliche Leitfihigkeiten fiir Ionen, wie beispielsweise Ca**, Na*, Mg?" und Zn?*
(Ramsey, Delling et al. 2006). Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein Teil der TRP-
Kanile, sogenannte Thermo-TRPs, temperaturabhéngig reguliert werden (Patapoutian,
Peier et al. 2003). So ist es denkbar, dass TRP-Kanile durch Anderung des intrazelluliren
Ca’*-Spiegels beispielsweise die Aktivitit von Enzymen oder Transkriptionsfaktoren

beeinflussen konnten.

Als erstes wurde daher in mHypoA-2/10-Zellen die Expression von TRP-Kanilen mittels
RNAseq (siehe Kapitel 3.2.3) untersucht. In Abb. 25A sind die in mHypoA-2/10-Zellen
exprimierten TRP-Kanéle dargestellt. TRP-Kanéle, die in der Literatur als Thermo-TRPs
beschrieben wurden, sind gesondert in Abb. 25B dargestellt. Es ist erkennbar, dass in dem
untersuchten Zellmodell hauptsdchlich TRPM4 und TRPV4 als mdgliche
Thermosensoren exprimiert werden, in geringerem Umfang auch TRPV1-3, TRPVG6,

TRPM2 und TRPM3.
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Abb. 25: mRNA-Expression von TRP-Kaniilen in mHypoA-2/10-Zellen

Es ist die mRNA-Expression von TRP-Kanélen dargestellt. Die Daten wurden durch totale RNA-
Sequenzierung von mHypoA-2/10-Zellen erhalten (siche Kapitel 3.2.3). (A) Alle statistisch
signifikant exprimierten TRP-Kanéle sind dargestellt. (B) Darstellung der als temperatursensitiv
publizierten TRP-Kanile aus A. Es sind Daten aus sechs unabhingigen Zellpopulationen als
Mittelwert £+ SEM dargestellt. Die Priifung auf signifikante Expression erfolgte mittels
Einstichproben-t-Test. Nur bei einem signifikanten Unterschied zu dem hypothetischen Wert von
0 wurden die Daten abgebildet.

Um den funktionellen Beitrag von TRP-Kanélen an der temperaturabhingigen CRE-
Aktivitdt abschédtzen zu konnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Rutheniumrot (RuR)
und 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) verwendet, welche die Leitfdhigkeit vieler
TRP-Kanéle modulieren kdnnen (Holzer and Izzo 2014). Falls ein oder mehrere Thermo-
TRPs zur temperaturabhingigen CREB-Aktivitéit beitragen, sollten diese durch eine
Inhibition des oder der jeweiligen TRP-Kanidle beeinflussbar sein. Dazu wurden
mHypoA-2/10-CREB-Zellen im AP mit 2-APB oder RuR inkubiert und nach 4 h die

Luciferaseaktivitat bestimmt.

In Abb. 26 ist der Einfluss der verwendeten Inhibitoren auf die CRE-Aktivitét dargestellt.
Es ldsst sich erkennen, dass die Inkubation der Zellen mit RuR zu keiner signifikanten
Anderung der durch die Temperaturinderungen induzierten CREB-abhiingigen
Genexpression fiihrte. Die Inkubation mit 2-APB hingegen konnte den
temperaturbedingten Unterschied der CREB-Aktivitit zwischen 36 und 38 °C anndhernd
vollstdndig autheben (Abb. 26B). Hierbei wurde die durch eine Erhohung der Temperatur
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verursachte Verringerung der CREB-Aktivitdt anndhernd vollstidndig ausgeglichen. Der
temperaturbedingte Unterschied wurde auf 120 + 4 % reduziert, was einer 88,6 + 3,5-

prozentigen Inhibition entspricht.
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Abb. 26: Einfluss der Ionenkanalmodulatoren RuR und 2-APB auf die CREB-abhingige
Reporteraktivitit nach Inkubation von mHypoA-2/10-CREB-Zellen (AP)
mHypoA-2/10-Zellen wurden im AP 4 h entweder bei 35,5 °C oder 38,5 °C inkubiert. 30 min
zuvor wurde entweder RuR (10 puM) oder 2-APB (100 pM) hinzugegeben. Als
Losemittelkontrolle fiir 2-APB diente 0,1 % DMSO. RuR lag in SM geldst vor, weshalb keine
Losemittelkontrolle erforderlich war. (A) Die Luciferaseaktivitit wurde bestimmt und die
gemessenen Rohdaten der CREB-abhingigen Reporteraktivitit dargestellt. (B) Die bei 38,5 °C
erhaltenen Messwerte wurden zu 100 % gesetzt und die 35,5 °C dementsprechend normiert (siche
Kapitel 3.6). Es sind Daten aus jeweils 11 unabhéngigen Experimenten als Mittelwert £ SEM
dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen markiert. Die Priifung der Werte auf
signifikante Unterschiede zwischen der CRE-Aktivitit bei 35,5 und 38,5 °C (A) bzw. der CRE-
Aktivitit zwischen DMSO und 2-APB (B) erfolgte mittels two-way ANOVA (A) bzw. one-way
ANOVA (B) und anschlieendem post-hoc Test nach Tukey.

Nachdem die Inkubation mit 2-APB einen starken Effekt auf die temperaturabhéngige
CREB-Aktivierung hatte, wurde der Einfluss von 2-APB auf die CRE-Aktivitét in der
Temperatur-Wirkungs-Kurve (siehe Abb. 19) genauer charakterisiert. Hierflir wurde 30
min vor dem Temperaturwechsel 2-APB zugesetzt, um die TRP-Aktivitdt zu modulieren.
In Abb. 27A ist der 2-APB-induzierte Effekt auf die CRE-Aktivitdt bei Temperaturen
zwischen 35,5 und 38,5 °C im Vergleich zu der 37 °C-Kontrollinkubation dargestellt. Es
lasst sich erkennen, dass der durch verringerte Temperaturen (< 37,0 °C) bedingte

Unterschied zur Kontrollinkubation bei 37 °C durch 2-APB aufgehoben wurde. Zuvor
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wurde nachgewiesen, dass die Inkubation der Zellen mit 0,1 % DMSO keinen Einfluss

auf die temperaturabhdngige CRE-Aktivitdt nahm (Daten nicht gezeigt).

In Abb. 27B ist dargestellt, dass 2-APB den CRE-Reporter bei erhohter Temperatur im
Vergleich zu der Losemittelkontrolle stirker aktivierte. Daher fiihrte eine Inkubation mit
2-APB zu dem in Abb. 26 beobachteten verringerten Temperatureffekt. Die FOXO-
abhédngige Reporteraktivitdit wurde durch die Inkubation mit 2-APB nicht relevant
beeinflusst, da sich die 2-APB induzierte Reporteraktivitit kaum von der

Losemittelkontrolle (100 %) unterschied.
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Abb. 27: Einfluss von 2-APB auf die temperaturabhingige CRE-Aktivitit (AP)
mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden im AP bei 37 °C inkubiert. Nach 18 h wurde 2-APB (100
uM) oder DMSO (0,1%) zugegeben. 30 min danach wechselte der Inkubator fiir einen Zeitraum
von 4 h auf die auf der X-Achse angezeigte Temperatur. AnschlieBend wurde die
Luciferaseaktivitdt bestimmt. (A) Vergleich der CRE-Aktivitdt zwischen der Inkubation mit 2-
APB und DMSO. Die Luciferaseaktivitét der 37 °C-Kontrollinkubation wurde zu 100 % gesetzt
und die bei den anderen Temperaturen erhaltenen Werte entsprechend normiert (siche Kapitel
3.6) (B) Es ist der Einfluss von 2-APB auf die CRE- und FOXO-Aktivitidt im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle dargestellt. Hierfiir wurden die bei der jeweiligen Temperatur erhaltenen
Messwerte der DMSO-Inkubation zu 100 % gesetzt und die Messwerte der mit 2-APB
behandelten Proben entsprechend skaliert. Es sind Daten aus jeweils drei unabhéngigen
Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen
Losemittelkontrolle und 100 uM 2-APB (A) bzw. der CRE- und FOXO-Aktivitét (B) werden mit
Sternchen angezeigt. Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-
way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey.

Das pharmakologische Profil der Thermo-TRP-Kanile hinsichtlich der RuR- und 2-APB-

Sensitivitdt ist in Tabelle 4 zusammengefasst. Falls in wissenschaftlichen Publikationen
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(Colton and Zhu , Zholos 2010, Chen, Zeng et al. 2012, Holzer and 1zzo 2014, Moran
2018, O'Malley, Seibt et al. 2020) ein Einfluss von RuR oder 2-APB auf den jeweiligen
TRP-Kanal gezeigt werden konnte, wurde dies in der Tabelle mit einem Haken
dargestellt. Falls gezeigt werden konnte, dass der Kanal nicht sensitiv fiir den jeweiligen
Modulator ist, wurde dies mit einem Kreuz markiert, und falls keine Daten zu der
Interaktion zwischen 2-APB oder RuR und dem TRP-Kanal publiziert worden sind,
wurde dies mit N/V (nicht verfiigbar) markiert.

Tabelle 4: Pharmakologisches Profil der TRP-Kaniile

In der ersten Reihe sind die verschiedenen TRP-Kanile dargestellt. Gibt es verlédssliche Daten,
die eine Sensitivitdt des TRP-Kanalmodulators in Spalte 1 belegen, ist dies mit einem Haken
dargestellt. Gibt es hingegen verléssliche Daten, die zeigen konnten, dass der Modulator keinen
Einfluss auf den jeweiligen TRP-Kanal hat, wurde dies mit einem Kreuz markiert. Sind keine

Daten verfligbar wurde dies mit N/V markiert.

M1 M2 M3 M4 M5 M8 Vi1 V2 \K V4

RuR X v v NV NNV Y X X X X
2-APB X v v X X v X v v X

Vergleicht man das in Tabelle 4 dargestellte pharmakologische Profil der exprimierten
TRP-Kanéle mit dem in Abb. 26 gezeigten Effekt von 2-APB bzw. RuR auf die CRE-
Aktivitdt, wird ersichtlich, dass TRPM2, TRPM3 oder TRPMS8 moglicherweise die

temperaturabhidngige CRE-Reporteraktivierung vermitteln.

TRPM2 wurde als hypothalamischer Hitzesensor beschrieben und wird bei
physiologischen Temperaturen aktiviert (Song, Wang et al. 2016). Auch TRPM3 kann
bei physiologischen Temperaturen aktiviert werden (Vriens and Voets 2018). Daher
wurden im Folgenden Mefenaminséure (MefAc), ein TRPM-Kanalinhibitor mit erh6hter
Spezifizitit fiir TRPM3, und Flufenaminsdure (FluAc), ein nicht-selektiver TRPM-
Kanalinhibitor (Chen, Zeng et al. 2012), eingesetzt, um den moglichen Einfluss auf die
temperaturabhéngige CRE-Aktivitit zu priifen. Um eine mogliche Beteiligung des
kilteinduzierten TRPMS8-Kanals zu untersuchen, wurde der Kanalinhibitor BCTC
verwendet. Zusitzlich wurde SKF96365 als Inhibitor von stromal interaction molecule

(STIM)/Orai  verwendet (Zou, Gao et al. 2011), um eine Beteiligung von
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speichergesteuerten Ca?"-Einstrom (store operated calcium entry, SOCE) am
Temperatureffekt zu priifen. STIM1 wurde kiirzlich als thermosensitives Protein, welches
in Zusammenarbeit mit Orai den intrazelluliren Ca®"-Spiegel beeinflussen kann,
beschrieben (Liu, Wang et al. 2019). Um auflerdem noch die generelle Beteiligung von
Ca?" an der (temperaturabhingigen) CRE-Aktivitit zu untersuchen, wurde 1,2-Bis-(2-
aminophenoxy)-ethan-N,N,N’,N'-tetraessigsdure-tetrakis-(acetoxymethyl)-ester
(BAPTA-AM), ein zellmembranpermeabler Ca?"-Chelator, verwendet. In Abb. 28 ist der
Einfluss von 2-APB, RuR, SKF96365, BAPTA-AM, BCTC, MefAc und FluAc auf die
temperaturabhéngige CRE-Aktivitét dargestellt.
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Abb. 28: Einfluss von TRP-Kanalmodulatoren auf die temperaturabhingige CRE-Aktivitit
(AP)

mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden 4 h im AP bei 36 oder 38 °C mit oder ohne 30-miniitiger
Prainkubation des jeweiligen Inhibitors inkubiert und anschlieBend wurde die Luciferaseaktivitit
bestimmt. (A) Einfluss von 100 uM 2-APB, 10 uM RuR, 10 uM SKF96365, 10 uM BAPTA-
AM, 5 uM BCBC, 25 — 100 pM MefAc und 100 uM FluAc auf die temperaturabhéingige CRE-
Aktivierung. Die Berechnungen dazu kdnnen in Kapitel 3.6 nachvollzogen werden. Der Einfluss
von 2-APB wurde bereits in Abb. 26 gezeigt. Zur besseren Vergleichbarkeit werden hier die
Daten erneut prasentiert. Darstellung aus 11 (2-APB, RuR), 3 (SKF96365, BAPTA-AM, BCTC,
FluAc) und 5 (MefAc) voneinander unabhdngigen Experimenten als Mittelwert = SEM.
Signifikante Unterschiede zwischen der Losemittelkontrolle und dem jeweiligen Inhibitor wurden
mit Sternchen markiert. Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels one-
way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. (B) Der Einfluss von BAPTA-AM
auf die CRE-Aktivitit ist im Vergleich zu der Losemittelkontrolle dargestellt. Hierfiir wurde die
CRE-Aktivitdt der Losemittelkontrolle zu 100 % gesetzt und die CRE-Aktivitit der BAPTA-AM-
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Inkubation dazu skaliert. Die Priifung der Werte auf signifikante Unterschiede zwischen 36 und

38 °C erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test.

2-APB inhibierte den Temperatureffekt, wie bereits in Abb. 26B gezeigt, anndhernd
vollstdndig, wihrend RuR, SKF96365, BAPTA-AM und BCTC keinen signifikanten
Effekt auf die temperaturabhingige CRE-Reporteraktivitit hatten. BAPTA-AM
reduzierte die CRE-Aktivitdt unabhingig von der Temperatur im Vergleich zu der
Losemittelkontrolle auf etwa 50 % (siche Abb. 28B). MefAc fiihrte dosisabhéngig zu
einer Verringerung des Temperatureffekts. Auch FluAc konnte die temperaturabhingige

CRE-Aktivierung um 69,5 + 2,5 % hochsignifikant inhibieren.

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass mit 2-APB, MefAc und FluAc die
CREB-abhingige Reporteraktivierung temperaturabhdngig moduliert werden konnte. In
zukiinftigen Experimenten wiére es interessant, den Einfluss von Mitgliedern der TRPM-
Familie auf die CRE-Aktivierung durch gezielte Verringerung der Proteinexpression

mittels RNA-Interferenz genauer zu untersuchen.

4.3 Einfluss der Temperatur auf die Liganden-induzierte

Reporteraktivitit

Bislang wurde der Einfluss der Temperatur auf die basale Zellantwort betrachtet. Im
Folgenden wurde nun das Augenmerk auf temperaturabhéngige Effekte nach Stimulation

mit Liganden und Hormonen gerichtet.

Zunichst wurde die mRNA-Expression von Transmembranrezeptoren in mHypoA-2/10-
Zellen mittels RNAseq (siehe Kapitel 3.2.3) iiberpriift. Abb. 29 ist zu entnehmen, dass
endogen eine Reihe von Rezeptoren exprimiert wird. So konnten beispielsweise
Adrenozeptoren, Purinrezeptoren, wie der Adenosinrezeptor Azg (AdR2g), und der
Bradykininrezeptor B2 (B2R), nachgewiesen werden. Durch die endogene Expression
vieler Rezeptoren waren die verwendeten mHypoA-2/10-Zellen geeignet, um den
Einfluss von Temperaturdnderungen auf Liganden-induzierte Signalweiterleitung zu
studieren. Im Folgenden sollte daher die Aktivierung des CREB-abhingigen Reporters

nach Stimulierung von BK- und AR-Rezeptoren untersucht werden.
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Abb. 29: Expression ausgewiihlter Rezeptoren in mHypoA-2/10-Zellen

Die Expression ausgewihlter Transmembranrezeptoren ist in reads per kilo base per million
mapped reads (RPKM) gezeigt. Die priasentierten Daten wurden durch totale RNAseq erhalten
(siche Kapitel 3.2.3). Es sind Daten aus sechs voneinander unabhéingigen Zellpopulationen als
Mittelwert + SEM dargestellt.

4.3.1 Einfluss auf die CRE-Reporteraktivitiit

4.3.1.1 Bradykininrezeptoren

Der B2R ist ein Gg11- und Gi-gekoppelter Rezeptor, weshalb die Aktivierung unter
anderem zu einer erhohten zytosolischen Ca**-Konzentration fiihrt. Vorversuche
innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten, dass Stimulation des B2R mit BK in einer PKC-
vermittelten Phosphorylierung von CREB in mHypoA-2/10-Zellen resultiert (sieche
Kapitel 1.4.1).

Zunichst wurden mHypoA-2/10-CREB-Zellen bei 37 °C mit BK stimuliert, um so die
funktionelle Expression des B2Rs zu bestdtigen. AnschlieBend wurde die CREB-
abhingige Luciferaseaktivitit bestimmt (Abb. 30A). Nach 2 h Stimulation war bereits
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eine hochsignifikante BK-induzierte CRE-Aktivitit festzustellen, die nach 4 h auf das
26,9 £ 0,4-fache der basalen Aktivitét gesteigert wurde.

Um auch den Anstieg der intrazelluliren Ca**-Konzentration nach Stimulierung mit BK
in dem verwendeten hypothalamischen Zellsystem zu iiberpriifen, wurde das Ca’*-
sensitive Photoprotein Aequorin verwendet. Die Expression von Aequorin mit
nachfolgender Stimulierung durch BK, fiihrte innerhalb weniger Sekunden zu einem 26,5
+ 5,4-fachen Anstieg der basalen Ca’"-Konzentration (Abb. 30B). Aufbauend auf diesen
Befunden wurde untersucht, ob die Stimulierung des B2R mit seinem endogenen

Liganden BK, zu einer temperaturabhéngigen CRE-Aktivierung fiihrt.
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Abb. 30: Funktioneller Nachweis des B2Rs in mHypoA-2/10-Zellen

(A) mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden mit 1 uM BK fiir 1 — 4 h bei 37 °C stimuliert und die
Luciferaseaktivitit bestimmt. Die BK-induzierte CRE-Aktivitdt ist als x-faches iiber dem
Basalwert dargestellt. (B) In mHypoA-2/10-CREB Zellen wurde die intrazellulire Ca'-
Konzentration als x-faches iiber dem Basalwert bestimmt (siehe Kapitel 3.6). Hierfiir wurden 1 x
10° Zellen mit dem Aequorinplasmid (10 pg) transfiziert und am néchsten Tag mit einer 0,5-
prozentigen Coelenterazinlosung fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde BK
(Zielkonzentration 1 uM) oder Pufferlosung injiziert (siche Kapitel 3.2.4). Der Pfeil in der
Abbildung gibt den Zeitpunkt der Injektion an (t=5 s). Es sind Daten aus 3 voneinander
unabhingigen Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt.

Die Zellen wurden hierfiir im CP inkubiert und nach 4 — 7 h bei 36 oder 38 °C 1 — 4 h mit
BK stimuliert. AnschlieBend wurde die BK-induzierte CREB-Aktivierung mittels

Messung der Luciferaseaktivitéit bestimmt.
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In Abb. 31A ist der Versuchsablauf schematisch dargestellt. Die Stimulierung von
mHypoA-2/10-CREB-Zellen mit BK fiihrte zu einer Aktivierung des CRE-Reporters,
welche allerdings unabhingig von der Inkubationstemperatur war. In Abb. 31B ist
erkennbar, dass sich die x-fache Aktivierung des Reporters iiber den Basalwert bei 36 °C
nicht signifikant von der bei 38 °C unterschied. Somit erfolgt die Aktivierung des B2R

unter den beschriebenen Bedingungen unabhingig von der Inkubationstemperatur.

A B
4h3h2h 1h Lyse =
38,54 Y 28
_ \l/ z=
013801 ommmeoomo-- .‘ 23,
< | kS
5 37,54 ' \ [N
oy ! Y § B
£37,00 — U B4
a \ [ (SR =
& 36,51 \ ' £ 2
] ! .9 424
& 36,04 R e ' SRES
el
35,54 g o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 0 1 2 3 4
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 31: BK-induzierte CRE-Aktivitiit in Abhiingigkeit von der Temperatur (CP)
mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden im CP inkubiert. Nach 4 — 7 h bei 36 oder 38 °C wurde 1
bis 4 h mit 1 uM BK stimuliert. Die Zellen waren somit insgesamt 8 h bei der angegebenen
Temperatur inkubiert. (A) Schematische Darstellung zur Durchfiihrung des Experiments. Die
Pfeile geben den Zeitpunkt an, bei der fiir die angegebene Zeit stimuliert wurde bzw. wann die
Zellen lysiert wurden. (B) Die BK-induzierte CRE-Aktivitit ist als x-faches iiber dem Basalwert,
in Abhéngigkeit von der Stimulationsdauer, bei 36 und 38 °C angegeben. Es sind Daten aus 3
voneinander unabhdngigen Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Priifung auf
signifikante Unterschiede zwischen der BK-induzierten CREB-Aktivitdt bei 36 und 38 °C
erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test.

4.3.1.2 Adrenerge Rezeptoren

Die mRNA-Expression von AR in mHypoA-2/10-Zellen kann Abb. 29 entnommen
werden. Hauptsichlich exprimiert werden B2- und B3-AR, zu einem geringeren Ausmal3
auch ap- und aig-AR. Sie werden physiologisch durch Adrenalin und NA aktiviert und
fiihren iiber Aktivierung von Gs-Proteinen (B2-/B3-AR) zu einer erhohten AC-Aktivitdt
und cAMP-Akkumulation, oder iiber Gg-Proteine (a.1p-/a14-AR) zu einer erhohten PLCP-
Aktivitit mit Erhohung des intrazelluliren Ca**-Spiegels (siehe Kapitel 1.4.2) (Strosberg
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1993). Analog zu den Bradykininrezeptoren sollte zunichst iiberpriift werden, ob die AR
auch funktionell in mHypoA-2/10-Zellen exprimiert werden.

Hierflir wurden die Zellen fiir verschiedene Zeitpunkte mit 10 uM NA stimuliert und die
Luciferaseaktivitit im Anschluss bestimmt. Abb. 32A zeigt, dass bereits nach
einstiindiger NA-Stimulierung eine signifikante Zunahme der CREB-abhidngigen
Reporteraktivitit gemessen wurde, die etwa nach 3 h ihren Hohepunkt erreichte. Die

Signalstdrke war mit dem etwa 80-fachen der basalen CREB-Aktivitét dullerst hoch.

Um die Frage zu beantworten, ob die NA-induzierte CREB-Aktivitdt abhidngig von der
Inkubationstemperatur ist, wurden die Zellen im CP inkubiert und nach 4 — 7 h bei der
angegebenen Temperatur 1 — 4 h mit NA stimuliert (vgl. Abb. 31). Abb. 32B zeigt die
induzierte CRE-Aktivitét in Abhingigkeit von der Temperatur. Stimulation der Zellen fiir
4 h mit NA im CP fiilhrte zu einer iber den Basalwert hinausgehenden
temperaturabhiangigen Aktivierung des CREB-abhéngigen Reporters. Die induzierte
CREB-Aktivitdt war bei 36 °C um 38,5 + 3,9 % hoher als bei 38 °C (Abb. 32C).
Interessanterweise flihrt eine Aktivierung von ARs unter den gewéhlten Bedingungen
also zu einer temperaturabhéngigen CREB-abhingigen Genexpression. In Abb. 32D ist
zusétzlich noch die NA-induzierte CRE-Aktivierung nach Inkubation der Zellen im AP
dargestellt. Damit sollte liberpriift werden, ob die zuvor beschriebenen Effekte direkt
abhingig von der Temperatur waren. Die temperaturabhidngige Aktivierung des CRE-
Reporters im AP war vergleichbar mit der im CP bestimmten. Somit konnte gezeigt
werden, dass eine Anderung der Inkubationstemperatur direkt zu einer signifikanten

Veranderung der NA-induzierten CRE-Aktivitit flihrt.
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Abb. 32: NA-vermittelte CRE-AKktivitit in mHypoA-2/10-Zellen
mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden 1 — 4 h bei 37 °C (A), im CP bei 36 und 38 °C (B, C) oder
im AP bei 36 und 38 °C (D) mit 10 pM NA stimuliert. Im Anschluss wurde die Luciferaseaktivitit
bestimmt. Die NA-induzierte CRE-Aktivierung ist in Abhéngigkeit von der Stimulationszeit bei
37 (A) bzw. 36 oder 38 °C (B) als x-faches iiber dem Basalwert dargestellt (siche Kapitel 3.6). C
zeigt die Normierung der Messwerte auf 38 °C. Hierfiir wurden die bei 38 °C erhaltenen Werte
zu 100 % gesetzt. (D) Zum Vergleich der in C dargestellten temperaturabhiangigen CRE-
Aktivierung im CP, wurde diese auch im AP tiberpriift. Die Messwerte wurden wie in C normiert.
Es sind Daten aus 3 voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert = SEM dargestellt.
Signifikante Unterschiede zwischen der CRE-Aktivitét bei 36 und 38 °C wurden mit Sternchen
markiert. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der NA-induzierten CRE-Aktivitét
bei 36 und 38 °C erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test.

4.3.2 Einfluss auf die prepro-TRH-Promotoraktivitit

Nachdem die CREB-abhingige Reporteraktivierung abhédngig von der Temperatur war,
wurde untersucht, ob die NA-induzierte prepro-TRH-Promotoraktivitit (siche Kapitel
1.3.3) moglicherweise ebenso abhéngig von Temperaturdnderungen war. Hierfiir wurden
mHypoA-2/10-TRH-Zellen untersucht. Diese wurden im AP mit NA inkubiert und die

Luciferaseaktivitit zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt.
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In Abb. 33 ist die NA-induzierte prepro-TRH-Aktivitdt nach 1 — 4 h bei 36 oder 38 °C
dargestellt. Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass die basale Promotoraktivitit
abhéngig von der Temperatur war (siche Abb. 17). Hier ist nun erkennbar, dass auch die
NA-induzierte prepro-TRH-Aktivitdit durch Temperaturdnderungen verdndert war.
Bereits nach 2 h Stimulation konnte ein signifikanter Unterschied in der Reporteraktivitit
festgestellt werden. Nach Beriicksichtigung der basalen Temperaturabhéngigkeit des
Promotors war nach 3 h Stimulation ein signifikanter Unterschied zwischen 36 und 38 °C
zu sehen (Abb. 33B). Die NA-vermittelte Wirkung auf den prepro-TRH-Promotor war
somit abhéngig von der Temperatur und nach 3 h bei 36 °C um 75,1 + 12,3 % erhoht.
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Abb. 33: NA-induzierte TRH-Reporteraktivitiit (AP)

mHypoA-2/10-TRH-Zellen wurden bis zu 4 h mit NA (10 uM) bei 36 oder 38 °C stimuliert.
Anschlieend wurde die Luciferaseaktivitit bestimmt. (A) Die NA-induzierte prepro-TRH-
Aktivitit ist in Abhéngigkeit von der Stimulationszeit dargestellt. (B) Die Normierung der
gemessenen Rohwerte auf das x-fache des Basalwerts ist priasentiert. Es sind Daten aus drei
voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert £ SEM dargestellt. Die
Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen 36 und 38 °C erfolgte mittels Zweistichproben-

t-Test. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen markiert.

4.3.3 Einfluss auf die STAT-Promotoraktivitit

Temperaturdnderungen fiihrten zu einer verdnderten CREB-abhédngigen Genexpression
in mHypoA-2/10-Zellen. Auch der prepro-TRH-Promotor wurde von physiologischen

Temperaturdnderungen reguliert. Der Promotor hat neben einer CREB- auch eine STAT-
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Bindestelle. Die Bindung dieser Transkriptionsfaktoren kann daher zu einer Aktivierung

des prepro-TRH-Promotors fiihren (sieche Kapitel 1.3.2.1).

Um den Beitrag der STAT-Transkriptionsfaktoren an der NA-induzierten prepro-TRH-
Aktivitdit zu untersuchen, wurde untersucht ob mHypoA-2/10-Zellen mit stabil
exprimierenden STAT-abhidngigen Reportergen (mHypoA-2/10-STAT) auf eine NA-
Stimulierung mit einer erhohten STAT-Aktivitét reagieren. Hierfiir wurden die Zellen im
CP stimuliert und mit Zellen, die bei 37 °C stimuliert wurden, verglichen. In Abb. 34 ist
zu erkennen, dass die basale STAT-Aktivitdt durch Stimulation mit NA nicht erhoht
wurde, sondern iiberraschenderweise verringert wurde (36 °C 20,4 £0,2 %, 37 °C 20,3 £+
0,5 %, 38 °C 20,6 £ 0,3 %). Diese Verringerung war allerdings nicht abhiangig von der
Temperatur. Dieser Befund er6ffnet daher die Moglichkeit, dass die temperaturabhingige
Aktivierung des TRH-Promotors moglicherweise auf die temperaturabhingige NA-

induzierte CREB-Aktivitédt (Abb. 32) zurlickzufiihren ist.
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Abb. 34: NA-induzierte STAT-AKktivitit in Abhiingigkeit von der Temperatur (CP)

(A) Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs. mHypoA-2/10-STAT-Zellen wurden
im CP inkubiert und nach 4 h mit NA (10 puM) bei 36 oder 38 °C 4 h stimuliert und mit einer 37
°C-Kontrollinkubation verglichen. AnschlieBend wurde die Luciferaseaktivitit bestimmt. (B)
Darstellung der NA-induzierten STAT-Reporteraktivierung in Abhéngigkeit von der Temperatur.
Es sind Daten aus drei voneinander unabhidngigen Experimenten als Mittelwert £ SEM
dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der STAT-Aktivitit bei der
jeweiligen Temperatur erfolgte mittels one-way ANOVA und post-hoc Test nach Tukey. Die

Priifung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Temperaturen.
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4.4 Untersuchung der B-AR-induzierten cAMP-Produktion

Nachdem in Kapitel 4.3.1.2 gezeigt werden konnte, dass die NA-induzierte CRE-
Aktivierung nach einer Inkubation der Zellen bei 36 °C hoher als bei 38 °C war, sollten
im Folgenden die Mechanismen, die zu einer Aktivierung des CRE-Promotors fiihren,

ndher untersucht werden.

4.4.1 Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor

Die Interaktion von Molekiilen mit Rezeptoren ist abhéngig von der freien Energie des
Systems, welche maBigeblich durch die vorliegende Temperatur bestimmt wird (siche
Kapitel 1.2.4). Bei der Interaktion zwischen NA und seinem Rezeptor findet
bekanntermalen  ein =~ Wechselspiel  aus  Bindung, Dissoziation ~ und
Konformationsanderung statt. Hier sollte daher untersucht werden, ob die Bindung von

NA an AR von der Temperatur abhingig ist.

Zuvor sollte geklart werden, {iber welchen Rezeptorsubtyp oder welche
Rezeptorsubtypen das NA-induzierte CREB-abhéingige Signal vermittelt wurde. In dem
untersuchten Zellsystem werden sowohl a- als auch B-AR exprimiert (vgl. Abb. 29). In
unserer Arbeitsgruppe konnte zuvor bereits gezeigt werden, dass die Inkubation von
mHypoA-2/10-Zellen mit Oxymetazolin, einem Agonisten an ai1-AR, nicht zu einer
Erhohung der CRE-Aktivitdt fiihrte (Breit et al., Daten nicht gezeigt). Auerdem war
bekannt, dass die NA-induzierte Aktivierung des CRE-Reporters nicht durch
Phentolamin, einem Antagonisten an a-AR, blockierbar war (Breit et al., Daten nicht
gezeigt). Daher wurde im Folgenden getestet, welcher B-AR-Subtyp fiir die NA-
vermittelte CRE-Aktivierung verantwortlich war. Hierfiir wurden NA-stimulierte
mHypoA-2/10-CREB-Zellen mit steigender Konzentration von entweder SR 59230A,
einem selektiven B3-AR-Antagonisten, oder ICI 118,551, einem selektiven [»-AR-
Antagonisten, inkubiert und die Luciferaseaktivitit bestimmt (Abb. 35).

Beide Antagonisten konnten die NA-induzierte CRE-Aktivitét verringern, was fiir eine
Beteiligung beider Subtypen spricht. Da die verwendeten Inhibitoren bei hoheren
Konzentrationen NA auch am jeweils anderen Rezeptorsubtyp verdringen konnen (Baker
2005), fiihrte die Inkubation mit den Inhibitoren jeweils zu einer vollstdndigen Inhibition

der NA-induzierten Luciferaseaktivitit. Anhand dieser Daten wurde im Rahmen dieser
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Arbeit davon  ausgegangen, dass die NA-induzierte = CREB-abhingige

Reporteraktivierung durch die Aktivierung von 2- und 3-AR vermittelt wurde.
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Abb. 35: Inhibierung der NA-induzierten CRE-Aktivitit in mHypoA-2/10-CREB-Zellen
durch SR 59230A und ICI 118,551

mHypoA-2/10-CREB-Zellen wurden 30 min vor der Stimulation mit NA (10 pM) mit SR 59230A
oder ICI 118,551 (10 pM — 100 uM) inkubiert. Nach 4 h weiterer Inkubation bei 37 °C wurde die
Luciferaseaktivitit bestimmt. Die Reporteraktivitit wurde auf die NA-induzierte Aktivitdt ohne
Inhibitor normalisiert. Hierfiir wurde die NA-induzierte Reporteraktivitit zu 100 % gesetzt und
die unter Inhibition erhaltenen Messwerte dazu in das Verhéltnis gesetzt. Es sind Daten aus drei
voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten dargestellt. Es wurde eine biphasische
nicht-lineare Regression in GraphPad 9.1 durchgefiihrt.

4.4.1.1 Bestimmung der Sattigungsbindung

Radioaktiv markierte Liganden sind ein hilfreiches Werkzeug, um die Wechselwirkung
zwischen dem Liganden und seinem Rezeptor zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde hierfiir ['%°I]-(x)-Cyanopindolol (!**I-CYP), ein inverser Agonist an B,- und in

geringerem Ausmal auch an 3-AR, verwendet (Baker 2005).

Zunidchst wurde durch Bestimmung der Sittigungsbindung die endogen exprimierte
Rezeptormenge quantifiziert. Hierfiir wurden Membranpriparationen von mHypoA-
2/10-Zellen mit steigenden '’I-CYP-Konzentrationen inkubiert und anschlieBend die
Bindung bestimmt (sieche Kapitel 3.3.1.1). In Abb. 36A ist die gesamte Bindung
(Schwarz) von '2’I-CYP dargestellt, die sich aus der spezifischen Bindung (Rot) an den
B2-AR und der unspezifischen Bindung an Membranen (Schwarz gestrichelt) ergibt. Die
spezifische Bindung von '*’I-CYP in fmol/mg Protein ist in Abb. 36B dargestellt. Daraus
geht hervor, dass die maximale Bindung bei 79,4 + 4,2 fmol/mg erreicht war. Diese

maximale Bindung zeigt die endogen exprimierte 2-AR Menge in mHypoA-2/10-Zellen
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an, deren Auspragung vergleichbar mit anderen endogenen System ist (Hopkinson, Latif
et al. 2000). Da '’I-CYP bei hoheren Konzentrationen auch an den B3-AR bindet, konnte

die tatsdchliche B>-AR-Expression allerdings etwas geringer ausfallen.
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Abb. 36: Bindung von '>I-CYP an Membranpriparationen von mHypoA-2/10-Zellen

10 pg der Zellmembranpriparation (siehe Kapitel 3.1.5) wurden mit 3,125 — 400 pM '*I-CYP 60
min bei 37 °C inkubiert. Um spezifisch gebundenes '*°I-CYP an den B>-AR zu bestimmen, wurden
die Membranen zusitzlich mit 10 uM Propranolol inkubiert. Das gebundene '*I-CYP wurde
durch Filtration getrennt und mittels Fliissigszintillationsmessung bestimmt (siche Kapitel 3.3.5).
(A) Darstellung des gebundenen 'I-CYP in DPM in Abhéngigkeit von der eingesetzten
Konzentration. (B) Die spezifische Bindung von '**I-CYP ist in fmol/mg dargestellt (siche Kapitel
3.6). Es sind Daten aus 3 voneinander unabhingigen Experimenten als Mittelwert + SEM
prasentiert. Die Berechnung der spezifischen Bindung erfolgte mittels GraphPad 9.1 (rnonlinear

regression, saturation binding, one site - total and nonspecific binding).

4.4.1.2 Untersuchung der Affinitét zwischen Liganden und dem B2-AR

In Abb. 32B konnte gezeigt werden, dass die NA-vermittelte CREB-Aktivitit abhéngig
von der Inkubationstemperatur war. Um zu untersuchen, ob die Affinitit von NA an den
B2-AR abhingig von der Temperatur ist (und damit fiir die temperaturabhingige
Aktivierung des  CRE-Reporters  verantwortlich  sein  konnte),  wurden

Zellmembranfraktionen mit 75 pM '>I-CYP und steigenden NA-Konzentrationen bei 36
und 38 °C inkubiert.

Abb. 36B ist zu entnehmen, dass durch Inkubation der Membranen mit 75 pM '*I-CYP

etwa 75 % der [P2-AR belegt waren, was eine sinnvolle Zielgrofe fiir
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Verdriangungsexperimente ist (Hulme and Trevethick 2010). Die Bindung an den 3-AR
sollte bei dieser Konzentration keine wesentliche Rolle spielen (Niclaul3, Michel-Reher
et al. 2006). Es ist zu erkennen, dass sich die Verdringungskurven bei 36 und 38 °C nicht
signifikant voneinander unterschied. Auerdem kann der Abbildung entnommen werden,
dass der Einsatz von 100 uM NA nicht ausreichend war, um eine vollstindige

Verdringung des '*°I-CYP vom B2-AR zu erreichen.
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Abb. 37: Temperaturabhiingige Verdringung von !I-CYP durch NA an
Zellmembranfraktionen von mHypoA-2/10-Zellen (AP)

20 pg Zellmembran wurden mit 75 pM '>I-CYP und der angegebenen NA-Konzentration fiir 60
min bei 36 oder 38 °C inkubiert. AnschlieBend wurde gebundenes '*I-CYP durch Filtration und
Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Gebundenes '*I-CYP ist in fmol/mg Protein angegeben
(siche Kapitel 3.6). Es sind Daten aus drei voneinander unabhingigen Experimenten als
Mittelwert + SEM gezeigt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-way
ANOVA und anschlieendem post-hoc Test nach Tukey. Es wurde eine nichtlineare Regression

in GraphPad 9.1 durchgefiihrt (Binding - competetive, one site - fit LoglCs).

Um mogliche temperaturinduzierte Effekte auf die Bindung an den B2-AR studieren zu
konnen, wurde Salmeterol (Sal), ein selektiver B>-AR-Agonist, verwendet. Sal besitzt
eine deutlich hohere Affinitdt zum B2-AR als NA [Kp (Sal): 0,55 + 0,08 nM; Kp (NA)
3,89 £ 0,67 pM], weshalb eine geringere Konzentration fiir eine vollstindige

Verdringung spezifisch gebundenen '2°I-CYP ausreichen sollte.

In Abb. 38 ist die Verdringung von gebundenem !I-CYP in Abhiingigkeit von der
verwendeten Sal-Konzentration dargestellt. Es ist erkennbar, dass der Einsatz von Sal zu
einer deutlich gesteigerten absoluten Verdringung fiihrte, die allerdings nicht abhingig
von der Temperatur war. Daraus ldsst sich schlieen, dass die Affinitdt von Sal an den f2-

AR nicht abhingig von der Inkubationstemperatur war. AuBerdem konnte ein
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biphasischer Verlauf der Verdrangung mit zwei ICso-Werten beobachtet werden [ICsol =
2,45/2,13 pM (36/38 °C); 1Cs02 = 15,13/17,37 nM (36/38 °C)], worauf in Kiirze ndher
eingegangen wird (siche Kapitel 4.4.1.3).
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Abb. 38: Temperaturabhiingige Verdringung von '*I-CYP durch Sal an
Zellmembranfraktionen von mHypoA-2/10-Zellen (AP)

20 ug Zellmembran wurden mit 75 pM '*I-CYP und 1 pM — 10 uM Sal 60 min bei 36 oder 38
°C inkubiert. Gebundenes '’I-CYP wurde mittels Filtration getrennt und durch
Fliissigszintillationsmessung nachgewiesen. Gebundenes 'I-CYP ist in fmol/mg in
Abhéngigkeit von der verwendeten Sal-Konzentration bei 36 oder 38 °C dargestellt (siche Kapitel
3.6). Es sind Daten aus sechs voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM
gezeigt. Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der Bindung bei 36 und 38 °C erfolgte
mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Es wurde eine
nichtlineare Regression in GraphPad 9.1 durchgefiihrt (Binding - competetive, two sites - fit
LogICs).

Anhand dieser Daten konnte gezeigt werden, dass die Inkubationstemperatur keinen
Einfluss auf die Affinitdt von NA oder Sal zum ,-AR nimmt. Darauf aufbauend war es
von Interesse, ob die vorherige Inkubation der Zellen im CP zu einer

temperaturabhidngigen Affinitdt von NA oder Sal zum B2-AR fiihrt.

Hierfir wurden mHypoA-2/10-Zellen im CP inkubiert. 8 h nach dem zweiten
Temperaturwechsel wurden Membranen préipariert (sieche S. 66, Abb. 3). Im Anschluss
wurde durch Inkubation der Membranpriparationen mit '*’I-CYP und NA-
Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 100 uM die Affinitdt von NA an den Rezeptor bei
36 oder 38 °C bestimmt. In Abb. 39 ldsst sich erkennen, dass der Verlauf der
Verdrangungskurve identisch bei 36 und 38 °C ist. Daher nimmt die Vorinkubation der

Zellen im CP keinen Einfluss auf die Affinitit von NA zum [3>-AR.
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Abb. 39: Temperaturabhingige Verdringung von 'I-CYP durch NA an
Zellmembranfraktionen von mHypoA-2/10-Zellen (CP)

20 ug der Zellmembranfraktion wurden mit 75 pM 'I-CYP und der angegebenen NA-
Konzentration 60 min bei 36 oder 38 °C inkubiert. AnschlieBend wurde gebundenes '*’I-CYP
durch Filtration und Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Gebundenes '*I-CYP ist in fmol/mg
in Abhéngigkeit von der verwendeten NA-Konzentration bei 36 oder 38 °C dargestellt (siche
Kapitel 3.6). Es sind Daten aus drei voneinander unabhingigen Experimenten als Mittelwert =
SEM gezeigt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-way ANOVA und
anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Es wurde eine nichtlineare Regression in GraphPad

9.1 durchgefiihrt (Binding - competetive, one site - fit LoglCs).

Auch im CP war keine vollstindige Verdringung von *’I-CYP durch NA (100 pM)
erzielt worden (vgl. Abb. 37 und Abb. 39). Deshalb wurde im Anschluss wieder die
Verdringung von '2I-CYP durch Sal untersucht.
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Hierfiir wurden die préparierten Membranen nach Inkubation der Zellen im CP bei 36
oder 38 °C 60 min mit 'I-CYP wund Sal inkubiert und mittels
Fliissigszintillationsmessung gebundenes '*’I-CYP bestimmt. Abb. 40 ist zu entnehmen,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen der Verdrangungskurve bei 36 °C und der
bei 38 °C festgestellt werden konnte. Die durchgefiihrten Experimente konnten daher
zeigen, dass die Bindung von [>-AR-Liganden weder abhidngig von akuten (AP) noch

circadianen (CP) Temperaturdnderungen ist.
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Abb. 40: Temperaturabhiingige Verdringung von '*I-CYP durch Sal an
Zellmembranfraktionen von mHypoA-2/10-Zellen (CP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden im CP inkubiert. 8 h nach dem zweiten Temperaturwechsel wurden
Membranen prépariert (siche Abb. 3). 20 pg der Zellmembranfraktion wurden anschlieBend bei
36 oder 38 °C 60 min mit 75 pM '®I-CYP und 1 pM — 10 uM NA inkubiert. Danach wurde
gebundenes 'I-CYP mittels Filtration getrennt und durch Fliissigszintillationsmessung
nachgewiesen. Die erhaltenen Messwerte sind in fmol/mg, in Abhéingigkeit von der Sal-
Konzentration und der Inkubationstemperatur dargestellt (siche Kapitel 3.6). Es sind Daten aus
vier voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM gezeigt. Die Priifung auf
signifikante Unterschiede zwischen der Bindung bei 36 und 38 °C erfolgte mittels two-way
ANOVA und anschlieendem post-hoc Test nach Tukey. Es wurde eine nichtlineare Regression
in GraphPad 9.1 durchgefiihrt (Binding - competetive, two sites - fit LoglCsy).

4.4.1.3 Einfluss der Temperatur auf die Rezeptorkonformation

Zuvor wurde bereits beschrieben, dass die Verdringung von '>’I-CYP durch Sal zu einer
biphasischen Verdringung mit zwei definierten ICso-Werten fiihrte (sieche Abb. 38 und
Abb. 40). Dafiir gibt es mindestens zwei mdgliche Erklirungen: Zum einen konnte '%I-
CYP an beide AR-Subtypen, B>- und B3-AR, binden und von diesen verdringt werden.

Zum anderen konnte Sal an die Konformationen [R] und [R*] des B2-AR binden (siehe
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Kapitel 1.4.2.1). Um zu beantworten, welche Ursache fiir den biphasischen Verlauf der
Sal-Verdringungskurve verantwortlich war, wurde Propranolol als Antagonist an 3-AR
eingesetzt. Propranolol bindet die Konformationen, [R] und [R*], mit gleicher Affinitat
und sollte somit zu einem monophasischen Verlauf fiihren (Baker 2005). Wére auch hier
ein biphasischer Verlauf erkennbar, wiirde dies fiir eine Bindung von '*’I-CYP an beide
Rezeptorsubtypen sprechen, da Propranolol mit mehr als 100-fach erhdhter Affinitdt an
B>- als an B3-AR bindet (Baker 2005).

mHypoA-2/10-Zellen wurden hierfiir im CP inkubiert. AnschlieBend wurden
Zellmembranen pripariert. Diese wurden mit '»I-CYP und steigenden
Propranololkonzentrationen bei 36 bzw. 38 °C inkubiert. In Abb. 41 ist die '*I-CYP-
Bindung in Abhéngigkeit von der verwendeten Propranololkonzentration dargestellt. Es
lisst sich erkennen, dass die Verdringung von '**I-CYP mittels Propranolol zu einem
monophasischen Verlauf der Verdringung fiihrte. Ein biphasischer Verlauf, wie er bei
der Verdrangung durch Sal vorlag, ist nicht mehr erkennbar. Dies spricht dafiir, dass die

Bindung von Sal an [R] und [R*] des B2-AR erfolgte.
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Abb. 41: Verdringung von 'I-CYP durch Propranolol an Zellmembranfraktionen von
mHypoA-2/10-Zellen (CP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden im CP inkubiert. 8 h nach dem zweiten Temperaturwechsel wurden
Membranen prépariert (siche Abb. 3). 20 pg der Zellmembranfraktion wurden anschlieBend bei
36 oder 38 °C 60 min mit 75 pM '®I-CYP und 0,1 nM — 100 uM Propranolol inkubiert.
AnschlieBend wurde gebundenes '*I-CYP mittels Filtration getrennt und durch
Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Die erhaltenen Messwerte sind in fmol/mg in
Abhingigkeit von der Propranololkonzentration und der Inkubationstemperatur dargestellt (siche
Kapitel 3.6). Es sind Daten aus fiinf voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert +
SEM gezeigt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der Bindung bei 36 und 38 °C
erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Es wurde eine
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nichtlineare Regression in GraphPad 9.1 durchgefiihrt (Binding - competetive, one site - fit
LoglCs).

Um diese Hypothese néher zu liberpriifen, wurde Gpp(NH)p, ein nicht hydrolysierbares
GTP-Analogon, eingesetzt (Petrovic, Mcdonald et al. 1983). Die Ausbildung der
hochaffinen Konformation eines GPCRs ist auf die intrazelluliare Bindung des G-Proteins
zuriickzufiihren. Liegt das G-Protein in seiner aktivierbaren Form, GDP-gebunden, vor,
so ist eine hochaffine Bindung des Liganden an die Rezeptorkonformation [R*] moglich
(sieche Kapitel 1.4.2.1). Mittels Gpp(NH)p lédsst sich GDP gezielt vom G-Protein
verdringen und ersetzen. Der Rezeptor wird nun quantitativ in die niederaffine

Konformation iiberfiihrt (Weis and Kobilka 2018).

Um herauszufinden, ob die Bindung von Sal an verschiedene Konformationen des 2-AR
erfolgte, wurden die Zellen im CP inkubiert, Membranen pripariert und anschlieBend die
Zellmembranfraktionen mit Gpp(NH)p versetzt. Danach erfolgte die Verdridngung von
I25[.CYP durch aufsteigende Sal-Konzentrationen bei 36 und 38 °C fiir 60 min.

In Abb. 42 ist der Einfluss von Gpp(NH)p auf die Verdringung von '»I-CYP durch Sal
dargestellt. Abb. 42A zeigt die Verdringung von '»’I-CYP durch Sal ohne und Abb. 42B
mit Vorinkubation der Membranen mit Gpp(NH)p. In Abb. 42C ist schlieBlich die
kombinierte Darstellung prisentiert. Der Abbildung kann entnommen werden, dass die
Vorinkubation der Membranen mit Gpp(NH)p zu einer Verdnderung der
Verdringungskurve fiihrte. Die Verdringung von '*I-CYP mit Sal erfolgte nun erst bei
hoheren Konzentrationen. Die biphasische Verdringung, wie sie ohne Vorinkubation
erkennbar war, wurde deutlich reduziert. Der Kurvenverlauf dhnelte nun mehr einem
monophasischen Verlauf. Daran lasst sich erkennen, dass die hochaffine Bindestelle des
B2-AR durch Gpp(NH)p reduziert wurde. Dies ist graphisch in Abb. 42D dargestellt. Die
Reduktion der hochaffinen Bindestelle erfolgte unabhéngig von der Temperatur und

betrégt fiir 36 und 38 °C jeweils 37 £ 6 %.

Anhand dieser Resultate wurde deutlich, dass der biphasische Verlauf der
Verdringungskurve von '»’I-CYP durch Sal der hoch- und niederaffinen Bindung an den
B>-AR geschuldet war. In Kombination mit den erhaltenen Daten der '*’I-CYP-
Verdringung durch Propranolol konnte hier gezeigt werden, dass der biphasische Verlauf
der Sal-Bindung auf die Rezeptorkonformation und nicht auf den Rezeptorsubtyp

zuriickzufiihren ist. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass das Verhiltnis zwischen
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hochaffiner und niederaffiner Bindung nicht abhingig von Temperaturdnderungen ist,

was theoretisch auch zu einer temperaturabhdngigen CRE-Aktivierung hitte fiihren

konnen.
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Abb. 42: Bindung von 'I-CYP an den B>-AR in Zellmembranfraktionen von mHypoA-
2/10-Zellen in Abhiingigkeit von der Vorinkubation mit Gpp(NH)p (CP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden im CP inkubiert. 8 h nach dem zweiten Temperaturwechsel wurden
Membranen préapariert (siche Abb. 3). 20 pg der Zellmembranfraktion wurden anschlieBend 20
min mit oder ohne Gpp(NH)p (100 uM) bei 4 °C vorinkubiert und anschlieBend bei 36 oder 38
°C 60 min mit 75 pM '*I-CYP und 1 pM — 10 uM Sal inkubiert. AnschlieBend wurde gebundenes
I2[.CYP mittels Filtration getrennt und durch Fliissigszintillationsmessung bestimmt. A-C zeigen
die Verdriangung von 'I-CYP durch Sal in Abhéngigkeit von der Temperatur. A und B zeigen
die Messwerte in fmol/mg mit (B) und ohne (A) Gpp(NH)p. C zeigt die kombinierte Darstellung
aus A und B in fmol/mg. Es sind Daten aus mindestens drei unabhéngigen Experimenten als
Mittelwert £ SEM dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der Bindung
bei 36 und 38 °C erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach
Tukey. Signifikante Unterschiede zwischen Membranen, die mit und ohne Gpp(NH)p
vorbehandelt worden waren, wurden mit Sternchen markiert. Rote Pfeile zeigen den signifikanten
Unterschied bei 38, blaue bei 36 °C (E). In D ist der Anteil der hochaffinen Bindestelle an der



157

gesamten Bindung bei 36 und 38 °C in Prozent dargestellt (Berechnung siehe Kapitel 3.6). Es
wurde eine nichtlineare Regression in GraphPad 9.1 durchgefiihrt [ Binding - competetive, one site
- fit LoglCso (B, C); Binding - competetive, two sites - fit LogICsy (A, C)].

4.4.1.4 Rezeptorendozytose und -abbau.

Neben der Affinitdt von Liganden wie NA oder Sal zum f2-AR, konnten auch
Rezeptordesensitisierung, -endozytose, oder -abbau, fiir die in Abb. 15 und Abb. 16
beobachteten  temperaturabhdngigen  Effekte  auf die = CREB-abhéngige
Reporteraktivierung, verantwortlich sein. Andauernde Stimulierung kann trotz
unverindert vorliegender Konzentration des Liganden zu einer verringerten Zellantwort
fithren (siehe Kapitel 1.4.2.1). Somit konnte eine erhohte Rezeptordensitisierung oder -
endozytose bei einer Inkubation der Zellen bei 38 °C zu einer reduzierten induzierten
Aktivierung des CRE-Reporters fiihren. Im Folgenden sollte daher der Einfluss von der

Temperatur auf Rezeptorendozytose und -abbau untersucht werden.

Hierfiir wurden mHypoA-2/10-Zellen mit NA bei 36 oder 38 °C 1 h stimuliert, um
Endozytose zu induzieren. Die Endozytoserate wurde anschlieBend mit der von naiven
Zellen verglichen. In Abb. 43 ist der Einfluss der Inkubationstemperatur auf die
Endozytoserate unter basalen Bedingungen und nach der Stimulation mit NA dargestellt.
Unter basalen Bedingungen waren tiber 90 % des B2-AR an der Zelloberfliche exprimiert
(Abb. 43A). Nach einstiindiger Stimulation kam es zu einer Verringerung der 2-AR-
Expression an der Zelloberfliche auf etwa 80 % (Abb. 43B). Die Endozytoserate (Abb.
43C) betrug demnach 9,3 + 1,8 % bei 36 °C und 15,3 &+ 3,2 % bei 38 °C. Die Tendenz
erhohter NA-induzierter B2-AR-Endozytose bei 38 °C war erkennbar, allerdings war der
Unterschied statistisch nicht signifikant (p = 0,1159) (Abb. 43C).
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Abb. 43: Bestimmung der NA-vermittelten Rezeptorendozytose von mHypoA-2/10-Zellen

mHypoA-2/10-Zellen wurden entweder 1 h mit NA bei 36 oder 38 °C zur Induktion der
Endozytose stimuliert oder direkt durch Abschaben geerntet und in SM resuspendiert. Zur
Bestimmung der basalen und NA-induzierten Rezeptorexpression auf der Zelloberfliache, wurden
400 ul der Zellsuspension mit 25 pM 'ZI-CYP allein oder zusitzlich mit 100 nM CGP1277 oder
10 uM Propranolol bei 4 °C 16 h inkubiert. AnschlieBend wurde durch Filtration, gebundenes
von nicht-gebundenem '»’I-CYP getrennt und mittels Fliissigszintillationszihlung bestimmt. (A)
Oberfldchenexpression des 2-AR unter basalen Bedingungen bei 36 oder 38 °C normiert auf die
gesamte B>-AR-Expression in Prozent. (B) Anteil der B,-AR-Expression an der Zelloberfldche an
der gesamten ,-AR-Expression in Prozent nach einstiindiger Vorstimulation mit 10 uM NA bei
36 oder 38 °C. (C) Aus A und B errechnete NA-induzierte B,-AR-Endozytose in Abhingigkeit
von der Temperatur in Prozent. Es sind Daten aus drei unabhéngigen Experimenten als Mittelwert
+ SEM dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen 36 und 38 °C erfolgte

mittels Zweistichproben-t-Test. Die Berechnungen konnen in Kapitel 3.6 nachvollzogen werden.

Auf Rezeptorendozytose folgt entweder das Recycling oder der Abbau des Rezeptors
(Zhang, Barak et al. 1997). Der Abbau des Rezeptors kann zu einer verminderten
Stimulierbarkeit fiihren, weshalb iiberpriift wurde, ob die Degradation des Rezeptors

abhéngig von der Temperatur war.
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Fiir die Untersuchung des Rezeptorabbaus wurde die Reduktion der spezifischen Bindung
nach Stimulation der Zellen mit NA untersucht. In Abb. 44A ist diese in Abhédngigkeit
von der Vorstimulation bei 36 oder 38 °C dargestellt. In Abb. 44B ist der daraus
berechnete f2-AR-Abbau gezeigt. Die Vorinkubation von mHypoA-2/10-Zellen mit NA
filhrte zu einer deutlich verringerten spezifischen Bindung, was auf eine verringerte
Anzahl an B>-AR schlieBen lieB3. Der berechnete Rezeptorabbau betrug bei 36 °C 46,3 +
6,0 % und bei 38 °C 35,0 £ 1,3 %. Die Tendenz eines erhohten Abbaus bei 36 °C war
erkennbar (p = 0,0771), jedoch statistisch nicht signifikant. Ein erhohter Rezeptorabbau
bei 36 °C wiirde wahrscheinlich zu einer verringerten Aktivierung der CREB-abhéngigen

Genexpression flihren, was nicht im Einklang mit den in Abb. 16B gezeigten Daten
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Abb. 44: Spezifische Bindung von 'I-CYP an mHypoA-2/10-Zellen und NA-induzierter
Rezeptorabbau

mHypoA-2/10-Zellen wurden entweder 1 h mit NA bei 36 oder 38 °C zur Induktion der
Endozytose und des Abbaus stimuliert oder jeweils direkt durch Abschaben geerntet und in SM
resuspendiert. Zur Bestimmung der basalen und NA-induzierten Rezeptorexpression auf der
Zelloberflache, wurden 400 pl der Zellsuspension mit 25 pM '*I-CYP allein oder zusitzlich mit
100 nM CGP1277 oder 10 uM Propranolol bei 4 °C 16 h inkubiert. AnschlieBend wurde
gebundenes von nicht-gebundenem '*I-CYP durch Filtration getrennt und mittels
Fliissigszintillationszihlung bestimmt. A zeigt die spezifische Bindung von '*I-CYP an den PB»-
AR, in Abhéngigkeit von der Temperatur und der einstiindigen Vorstimulation mit 10 pM NA in
DPM, B den daraus errechneten NA-induzierte Rezeptorabbau in Abhéngigkeit von der
Temperatur in Prozent. Es sind Daten aus drei unabhédngigen Experimenten als Mittelwert + SEM
dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen 36 und 38 °C erfolgte mittels
two-way ANOVA (A) bzw. Zweistichproben-t-Test (B). Die Berechnungen konnen in Kapitel 3.6

nachvollzogen werden.
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Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass weder die Rezeptorendozytose noch
der Rezeptorabbau entscheidend durch Temperaturdnderungen reguliert wird. Ebenso ist
die Bindung von NA und Sal an den B>-AR unter den gewéhlten Bedingungen nicht

abhéngig von den untersuchten Temperaturdnderungen.

4.4.2 Untersuchung der G-Proteinaktivierung

4.4.2.1 Verwendung von [*S]-GTPyS

Zwischen der Bindung von NA oder Sal an den P2-AR und nachfolgender cAMP-
Akkumulation ist noch die Aktivierung des assoziierten G-Proteins erforderlich. Die G-
Proteinaktivitét korreliert mit der Hormon-induzierten Rezeptoraktivitit, weshalb im

Folgenden der Einfluss von Temperatur auf die G-Proteinaktivierung untersucht wurde.

Zunichst wurde die G-Proteinaktivierung, zur Etablierung der Messmethode (Hilf,
Gierschik et al. 1989), unter basalen Bedingungen bei 30 °C bestimmt. Die unspezifische
Bindung wurde tliber den Zusatz von Gpp(NH)p ermittelt (siche Kapitel 3.3.3). In Abb.
45 ist die G-Proteinaktivitit in Abhéngigkeit von der verwendeten Membranmenge in
An- und Abwesenheit von Gpp(NH)p dargestellt. Es l4sst sich erkennen, dass die basale
G-Proteinaktivierung von der verwendeten Membranmenge abhéngig war und durch den
Einsatz von Gpp(NH)p signifikant um bis zu 84,5 + 6,5 % reduziert werden konnte. Unter
den gewihlten Bedingungen konnte durch Stimulierung mit NA iiber die basale Aktivitét
hinaus jedoch keine zusdtzliche G-Proteinaktivierung gemessen werden (Daten nicht
gezeigt). Da der verwendete Puffer einen starken Einfluss auf die G-Proteinaktivierung
nehmen kann (Bidlack and Parkhill 2004), wurden weitere Puffersysteme getestet, um

die Bestimmung einer NA-induzierten G-Proteinaktivierung zu ermoglichen.
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Abb. 45: Basale G-Proteinaktivitit in Zellmembranfraktionen von mHypoA-2/10-Zellen in
Abhingigkeit von Gpp(NH)p und der Membranmenge

Es wurden Membranen von mHypoA-2/10-Zellen bei 37 °C prépariert. 5, 10, oder 20 pug der
Membranfraktion wurden mit 0,1 nM [*S]-GTPyS bei 30 °C mit oder ohne Gpp(NH)p (100 uM)
30 min inkubiert. Nach Filtration wurde gebundenes [*S]-GTPyS  mittels
Fliissigszintillationszahlung bestimmt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels
two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Signifikante Unterschiede

zwischen der Inkubation mit und ohne Gpp(NH)p wurden mit Sternchen markiert.

Hierfiir wurde die G-Proteinaktivierung in dem jeweiligen Puffersystem (siche S. 85,
Tabelle 2) bestimmt. In Abb. 46A ist exemplarisch erkennbar, dass die Wahl des Puffers
einen deutlichen Einfluss auf die G-Proteinaktivierung nahm. Die Stimulation mit NA
sollte zu einer erhohten G-Proteinaktivierung fithren (Oldham and Hamm 2008). Die
Puffersysteme, welche zu einer erhohten NA-induzierten G-Proteinaktivierung fiihrten,
sind zusétzlich exemplarisch in Abb. 46B dargestellt. Abb. 46C zeigt die Summe aus vier
unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Entgegen der Annahme fiihrte
keine der getesteten Bedingungen zu einer signifikant induzierten G-Proteinaktivierung
in mHypoA-2/10-Zellen. Auch die Verwendung von spezifischen Antikérpern zur
Prizipitation des Gs-Proteinsubtyps, um die spezifische Antwort zu erhéhen, lieferte
keine verwertbaren Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Die sparsame und rationelle
Verwendung von radioaktiven Isotopen fiihrte zu einer Einstellung der Versuchsreihe,
weshalb an dieser Stelle keine Aussage zu einer moglichen temperaturabhingigen G-

Proteinaktivierung getroffen werden konnte.



162

A B
6B — é() 50001 N
g ————————— g g 40004
sed = 2z o
= N £ = 30001
B3k —— T < A&
= -5 22000
T O — -
5AA < 2 T
Lo ———— A& 10007
> 4p{ =V—F7x= &) N
I T T r
A 1A A 4B
R3cE - ———t C
—_ Puffer
A ——= 20 2000+
I o 2
2C 5.8 1500
P ———— o5 __
52 =
—> 247 g E & 1000 T
e — <T § —
R —l Z E 500+
LA O basal &
H NA 0-
0 20000 40000 60000 80000 1A 2A 4B
G-Proteinaktivierung [DPM] Puffer

Abb. 46: NA-induzierte G-Proteinaktivierung in Zellmembranfraktionen von mHypoA-
2/10-Zellen in Abhiingigkeit des verwendeten Puffersystems

5 pg Zellmembranfraktionen von mHypoA-2/10-Zellen wurden mit 0,1 nM [*S]-GTPyS im
angegebenen Puffersystem mit oder ohne NA (10 uM) 30 min bei 30 °C inkubiert und, nach
Filtration, gebundenes [*S]-GTPyS mittels Szintillationsmessung bestimmt. (A) Exemplarische
Darstellung der G-Proteinaktivierung in DPM in Abhéngigkeit des verwendeten Puffers unter
basalen oder stimulierten Bedingungen. (B) Induzierte G-Proteinaktivierung in DPM fiir die
Puffer 1A, 2A und 2B, berechnet durch Bildung der Differenz aus NA-induzierter- und basaler
G-Proteinaktivierung aus A. (C) Darstellung der Summe aus 4 unabhédngig voneinander
durchgefiihrten Experimenten. Die Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels
Einstichproben-t-Test (Test auf Unterschied zu hypothetischem Wert 0). Signifikante

Unterschiede wurden mit Sternchen markiert.

4.4.2.2 Bindung von Sal an intakte mHypoA-2/10-Zellen

Um dennoch einen Hinweis auf mogliche temperatursensitive G-Proteinaktivierung zu
erhalten, wurde die Bindung von Sal an ganzen mHypoA-2/10-Zellen bestimmt. Hier
besteht nun die Moglichkeit der dynamischen Interaktion zwischen G-Protein und dem

Rezeptor, welche die Affinitdt von Hormonen beeinflussen kann (Liggett 2002).

Hierfiir wurden mHypoA-2/10-Zellen im CP bei 36 und 38 °C inkubiert. Anschlieend

wurden die Zellen mit '*’I-CYP und steigenden Sal-Konzentrationen 1 h bei 36 bzw. 38
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°C inkubiert. In Abb. 47 ist diese Verdringung von '2I-CYP mit Sal dargestellt. Auch
hier war der, bereits in Abb. 40 beobachtete, biphasische Verlauf erkennbar. Es lie3 sich
allerdings kein signifikanter Unterschied beziiglich der Sal-Affinitdit zum [2-AR

zwischen Zellen, die bei 36 und 38 °C inkubiert worden waren, feststellen.
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Abb. 47: Verdringung von 'I-CYP durch Sal in intakten mHypoA-2/10-Zellen (CP)
mHypoA-2/10-Zellen wurden im CP inkubiert und nach Abschaben bei 4 °C in SM resuspendiert
(siche Abb. 3). AnschlieBend wurden je 1 x 10° Zellen mit '*I-CYP (75 pM) oder '*I-CYP und
Sal (0,1 pM — 10 uM) 1 h bei 36 oder 38 °C inkubiert. Gebundenes '*I-CYP wurde mittels
Filtration und Fliissigszintillation bestimmt. Das gebundene '**I-CYP ohne Sal wurde zu 100 %
gesetzt, die anderen Messwerte dazu in das Verhéltnis gesetzt und in Prozent ausgedriickt. Es sind
Daten aus drei voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten dargestellt. Die Priifung
auf signifikante Unterschiede zwischen der Inkubation bei 36 °C und der bei 38 °C erfolgte mittels
two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Es wurde eine nichtlineare
Regression in GraphPad 9.1 durchgefiihrt (Binding - competetive, two sites - fit LoglCs)

Auch wenn hiermit eine Beteiligung von G-Proteinen an temperatursensitiven Prozessen
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann, wurde dies im Rahmen dieser Arbeit
nicht weiter gepriift. Stattdessen sollte im Folgenden direkt die cAMP-Konzentration in

Abhéngigkeit von Temperaturdnderungen untersucht werden.

4.4.3 Untersuchung der cAMP-Konzentration

4.4.3.1 Untersuchung der basalen cAMP-Akkumulation

Bislang konnte gezeigt werden, dass die Temperatur unter den gewihlten Bedingungen
keinen Einfluss auf die Bindung von NA oder Sal an den >-AR hatte. Da die Bindung
von Hormonen an den Rezeptor zu einer Aktivierung von ACs fiihrt, wurde nachfolgend

untersucht, ob die cAMP-Akkumulation abhingig von der Temperatur ist und damit
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Ursache fiir eine verdnderte CRE-Aktivierung bei 36 und 38 °C sein konnte. Daher wurde
zundchst die basale cAMP-Akkumulation in  Abhidngigkeit von  der
Inkubationstemperatur bestimmt (Abb. 48). Fiir die Bestimmung der cAMP-
Konzentration wurde IBMX in einer finalen Konzentration von 1 mM verwendet (siche

Kapitel 3.3.2), um den cAMP-Abbau durch zelluldre PDEs zu inhibieren.

Hierfiir wurden Zellen mit *H-Adenin im AP oder CP inkubiert und die basale cAMP-
Akkumulation (siehe Kapitel 3.3.2) bestimmt (Abb. 48). In der ersten Zeile der Abbildung
ist das verwendete Temperatur-Programm (CP oder AP) schematisch dargestellt. In der
zweiten Zeile sind die erhaltenen Rohwerte und in der letzten die auf 38 °C normierten
Messwerte dargestellt, um den moglichen Temperatureffekt auf den Basalwert erkennen
zu konnen. Tatsdchlich ldsst sich allerdings in Abb. 48E und F erkennen, dass die basale

cAMP-Akkumulation unabhingig von Temperaturdnderungen war.
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Abb. 48: Basale cAMP-Akkumulation von mHypoA-2/10-Zellen (AP und CP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin in SM im AP oder CP inkubiert. Nach
21,5 h wurde eine 10-fach konzentrierte IBMX-Losung (Zielkonzentration 1 mM) hinzugegeben
und die Zellen eine weitere Stunde bei 36 oder 38 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die cAMP-
Akkumulation bestimmt (siche Kapitel 3.3.2). Schematische Darstellung der Bestimmung der
cAMP-Akkumulation im AP (A) und im CP (B). Die basale cAMP-Akkumulation bei 36 und 38
°C im AP (C) und CP (D) ist dargestellt. (E, F) Normierung der Messwerte von C und D auf 38
°C. Hierfiir wurden die bei 38 °C erhaltenen Werte zu 100 % gesetzt (Siche Kapitel 3.6). Es sind
Daten aus 15 unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Priifung auf
signifikante Unterschiede zwischen der cAMP-Akkumulation bei 36 °C und der bei 38 °C erfolgte

mittels Zweistichproben-t-Test.
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4.4.3.2 Untersuchung der temperaturabhéingigen Liganden-induzierten cAMP-

Akkumulation

Als nichstes sollte getestet werden, ob eine Stimulierung der Zellen mit NA, Sal und FSK

im AP oder CP zu einer temperaturabhéngigen cAMP-Akkumulation fiihrt.

Hierfiir wurden die Zellen mit *H-Adenin inkubiert und am néchsten Tag mit NA, Sal und
FSK 1 h stimuliert. In Abb. 49 ist erkennbar, dass die induzierte cAMP-Akkumulation in
beiden Programmen abhdngig von der Inkubationstemperatur war. Nach der
schematischen Darstellung des Inkubationprogramms in der ersten Zeile sind die
erhaltenen Rohwerte der Messung in Zeile zwei dargestellt. Die Daten wurden, wie in
Kapitel 3.6 beschrieben, normiert. Die Normierungen fiihrten zu den in Zeile drei bis fiinf
dargestellten Abbildungen. In Abb. 491 bzw. J. lédsst sich schlieBlich der Liganden-
induzierte Temperatureffekt erkennen. Dieser Temperatureffekt iiber den Basalwert ist in

Tabelle 5 zusammengefasst dargestellt.

Bei allen getesteten Liganden war eine erhdhte cAMP-Akkumulation bei 36 °C im
Vergleich zu der bei 38 °C feststellbar. NA und Sal fiithrten zu einer vergleichbaren
Erhohung, wohingegen die FSK-induzierte cAMP-Akkumulation bei 36 °C weniger
ausgeprigt war. Der Vergleich zwischen dem AP und dem CP ergab keinen signifikanten
Unterschied in der temperaturabhingigen NA-, Sal- oder FSK-induzierten cAMP-
Akkumulation (siehe Tabelle 5).
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Abb. 49: Induzierte cAMP-Akkumulation in mHypoA-2/10-Zellen (AP und CP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin im AP (C, E, G, I) oder CP (D, F, H, J)
inkubiert (siche Kapitel 3.3.2). Das verwendete Temperaturprogramm (AP) ist in A schematisch
dargestellt, in B das CP. (C, D) Die gemessene cAMP-Akkumulation ist in Abhéngigkeit von der
Temperatur dargestellt E und F zeigen die Normierung der Messreihen auf 38 °C. Hierfiir wurden
die bei 38 °C erhaltenen Werte zu 100 % gesetzt. (G, H) Die Normierung auf das x-fache tiber
dem Basalwert ist gezeigt. In [ und J ist jeweils die Normierung auf 38 °C des x-fachen {iber dem
Basalwert prasentiert (I. J). Die induzierte cAMP-Akkumulation als x-faches {iber den Basalwert
wurde hier auf 38 °C normiert. Es sind Daten aus 5 unabhingig voneinander durchgefiihrten
Experimenten als Mittelwert =+ SEM dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede
erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Signifikante
Unterschiede der NA-, Sal- oder FSK-induzierten cAMP-Akkumulation zwischen 36 und 38 °C

wurden mit Sternchen markiert.

Tabelle 5: Temperatureffekt der induzierten cAMP-Akkumulation (AP und CP)
Es sind die in Abb. 491 und J graphisch dargestellten Ergebnisse zusammengefasst. Es
wurde mit GraphPad Prism 9.1 iiberpriift, ob ein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen dem Temperatureffekt nach Inkubation im CP und AP festzustellen ist.

AP Cp Zweistichproben-t-Test
NA 151,6 £2,5 % 163,3 +3,0 % p=0,2816
Sal 161,9+£4,3 % 169,5+4,2 % p=0,3760
FSK 1232+1,9 % 122,6 £1,5% p=0,7043

4.4.3.3 Vergleich der cAMP-Akkumulation zu einer 37 °C-Kontrollinkubation

Es wurde weiter untersucht, wie sich die induzierte cAMP-Akkumulation bei 36 oder 38
°C, im Vergleich zu einer 37 °C-Kontrollinkubation verhélt. Hierfiir wurden mHypoA-
2/10-Zellen im AP inkubiert und die NA-, Sal- bzw. FSK-induzierte cAMP-
Akkumulation bei 36, 37 und 38 °C bestimmt. Abb. 50A ist zu entnehmen, dass die basale
cAMP-Akkumulation nicht abhéngig von der Inkubationstemperatur war, was flir 36 und
38 °C bereits in Abb. 48F gezeigt wurde. Die Normierung auf 37 °C macht deutlich, wie
sich die Inkubationstemperatur von 36 bzw. 38 °C im Vergleich zu der 37 °C
Kontrollinkubation auswirkt. Es ldsst sich erkennen, dass eine Verringerung der

Temperatur auf 36 °C zu einer relativen Erhohung, wéhrend eine Erhohung der
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Temperatur auf 38 °C zu einer relativen Verringerung der NA-, Sal- und FSK-induzierten
cAMP-Akkumulation fiihrte. Damit kann gezeigt werden, dass Temperaturdnderungen
von 1 °C fiir 1 h ausreichend sind, um signifikante Unterschiede in der induzierten cAMP-
Akkumulation zu messen und dass Erwarmung und Abkiihlung gleichermallen zu der von

der 37 °C-Kontrollinkubation unterschiedlichen cAMP-Akkumulation beitragen.
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Abb. 50: cAMP-Akkumulation in mHypoA-2/10-Zellen bei 36, 37 und 38 °C (AP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin bei 37 °C in den Temperaturschrinken
inkubiert (siche Abb. 49A). Nach 21,5 h wurde mit 10 uM NA, 100 nM Sal oder 10 uM FSK in
der Anwesenheit von IBMX (1 mM) stimuliert und die Zellen 1 h bei 36 und 37 °C, oder 37 und
38 °C inkubiert. (A) Die basale cAMP-Akkumulation wurde auf 37 °C normiert (siehe Kapitel
3.6). (B) Die induzierte cAMP-Akkumulation ist in Abhidngigkeit der verwendeten Liganden bei
36, 37 und 38 °C gezeigt. Diese Messreihen wurden ebenso auf 37 °C normiert. Es sind Daten
aus drei voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. Die Priifung
auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels one-way ANOVA (A) oder two-way ANOVA (B)
mit anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Signifikante Unterschiede zu der 37 °C-

Kontrollinkubation wurden mit Sternchen markiert.

4.4.3.4 Temperaturabhingige Dosis-Wirkungs-Beziehung

Um die temperaturinduzierten Effekte auf die cAMP-Akkumulation ndher zu
charakterisieren, wurden die Dosis-Wirkungs-Beziehung von NA im AP und CP
untersucht. Mit dieser Versuchsreihe sollte herausgefunden werden, ob die mittlere
effektive Konzentration (ECso) oder der maximale Effekt (Emax) durch die Inkubation der
Zellen bei 36 oder 38 °C beeinflusst wird.

Hierfiir wurden die Zellen mit verschiedenen NA-Konzentrationen inkubiert und die

cAMP-Akkumulation nach einer Stunde bestimmt. In Abb. 51 ist die NA-induzierte
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cAMP-Akkumulation in Abhéngigkeit von der eingesetzten Konzentration dargestellt.
AulBlerdem sind die Ergebnisse noch tabellarisch zusammengefasst (Tabelle 6). Es ist
erkennbar, dass die Temperaturdinderungen die NA-induzierte cAMP-Akkumulation
hinsichtlich des Emax beeinflussten. Bei 36 °C betrug dieser 129 + 4 % (AP) bzw. 150 +
4 % (CP) im Vergleich zu 38 °C. Dies konnte bedeuten, dass ein oder mehrere
Teilschritte, die zu einer cAMP-Akkumulation fithren bei einer Inkubation der Zellen bei
36 °C stirker aktiviert werden. Die mittlere effektive Konzentration hingegen war durch
die Temperatur oder das verwendete Programm nicht signifikant beeinflussbar. Der Hill-
Koeffizient der Dosis-Wirkungs-Kurven hingegen unterschied sich, unabhéngig von der
Temperatur, zwischen den verwendeten Programmen signifikant. Im AP betrug dieser 1,1
+ 0,1, wihrend er im CP 1,5 £+ 0,2 betrug. Der Hill-Wert gilt als MaB fiir die Steilheit der
Dosis-Wirkungs-Kurve. Bei einer Kooperativitdt der Bindung unterscheidet er sich von

1 (Hill 1910).
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Abb. 51 Dosis-Wirkungskurven der NA-induzierten cAMP-Akkumulation (AP und CP)

mHypoA-2/10-Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin in den Temperaturschranken inkubiert.
Nach 21,5 h Inkubation im AP oder CP (siche Abb. 49A bzw. B) wurden die Zellen mit einer 10-
fach Losung von IBMX (Zielkonzentration 1 mM) und den angegebenen NA-Konzentrationen 1
h bei 36 oder 38 °C inkubiert. Die gemessenen Rohdaten des AP und CP sind in A bzw. B
dargestellt. In C und D sind die Rohdaten des AP bzw. CP normiert présentiert. Hierfiir wurde
der maximale Wert der jeweiligen 38 °C-Inkubation zu 100 % gesetzt (siche Kapitel 3.6). Es sind
Daten aus vier voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert £ SEM
dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels two-way ANOVA und
anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Signifikante Unterschiede zwischen der cAMP-
Akkumulation bei 36 und 38 °C wurden mit Sternchen markiert. Es wurde eine nichtlineare

Regression in GraphPad 9.1 durchgefiihrt [log(agonist) vs. response - variable slope (four
parameters)].
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Tabelle 6: Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven (AP und CP)

Die beschreibenden Grofen Emax, ECso und der Hill-Koeffizient sind in Abhéngigkeit des
verwendeten Programms und der Inkubationstemperatur dargestellt. Diese Werte entsprechen den
in Abb. 51C und D présentierten. Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der
Inkubation bei 36 °C und der bei 38 °C des jeweiligen Programms, bzw. der Unterschied zwischen
dem AP und dem CP, erfolgte mit einem Zweistichproben-t-Test der in GraphPad 9.1 berechneten
GroBen + SEM. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen, nicht signifikante Unterschiede

mit ns markiert.

AP 36 °C AP 38 °C CP 36 °C CP38°C AP vs CP

E o« 129,3+3,8 % 97,39+2,5% 150,2+ 3,8 % 98,0+2,6% p =0,0024 (**)

p=10,7838 (ns)

p=0,0031 (**)

P <0,0001 (*++%)

EC,, 3,9+0,2 uM 3,5+£0,1 uM 3,7+ 0,4 uM 3,6 £0,3 uM p=0,5789 (ns)
p=10,7963 (ns)

p=0,3310 (ns) p =0,7580 (ns)
Hill- 1,07 +0,12 1,08 +£0,11 1,51+0,16 1,53+ 0,19 p=0,0193 (*)
Koeffizient p =0,0242 (*)

p =0,8901 (ns)

p =0,9225 (ns)

4.4.3.5 Kinetik der NA-induzierten cAMP-Akkumulation

Bislang konnte also gezeigt werden, dass die Temperatur nicht die basale, aber die
induzierte cAMP-Akkumulation beeinflusst. Ferner konnte gekldrt werden, dass bereits
Temperaturdnderungen von 1 °C fiir 1 h ausreichend waren, um signifikante Unterschiede
in der induzierten cAMP-Akkumulation messen zu konnen. Schlielich konnte die Frage
beantwortet werden, ob der Maximaleffekt oder die Wirkstiarke von NA auf die cAMP-
Akkumulation verdandert waren. Um die temperaturabhidngige cAMP-Akkumulation noch
weiter zu charakterisieren, wurden im Folgenden die Stimulations- und Inkubationszeiten
variiert. mHypoA-2/10-Zellen wurden daher 30 oder 60 min mit NA, Sal oder FSK

stimuliert und anschlieBend die induzierte cAMP-Akkumulation bestimmt.

Uberraschenderweise war eine maximale NA- (Abb. 52A) bzw. Sal- (Abb. 52B)
induzierte cAMP-Akkumulation bereits nach 30 min erreicht. Nach insgesamt 60 min
Inkubation war die intrazellulire cAMP-Akkumulation signifikant verringert. Die FSK-
induzierte cAMP-Akkumulation hingegen nahm im weiteren Zeitverlauf nicht ab (Abb.
52C). In Abb. 52D ist die Liganden-induzierte cAMP-Akkumulation nach 60 min im
Verhiltnis zu der nach 30 min Stimulation dargestellt. Wéhrend die FSK-induzierte
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cAMP-Akkumulation zwischen 30 und 60 min anndhernd unverindert blieb (93,6 + 2,3
%), war die NA- und Sal-induzierte cAMP-Antwort bereits wieder stark reduziert. Sie
betrug fiir NA noch 51,4 = 2,0 % und fiir Sal noch 42,1 = 1,9 % des bei 30 min
vorhandenen cAMPs (Abb. 52D). Somit war abhdngig von dem Stimulus ein
signifikanter ,cAMP-Verlust® nach 60 min feststellbar. Dies war unerwartet, da der
verwendete cAMP-Assay, in der Gegenwart von IBMX, als Akkumulationsassay
beschrieben wurde, in dem cAMP nicht durch PDEs abgebaut werden sollte (siche
Kapitel 3.3.2).
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Abb. 52: Induzierte cAMP-Akkumulation nach 30 und 60 min in mHypoA-2/10-Zellen

mHypoA-2/10 Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin bei 37 °C in den Temperaturschrinken
inkubiert. Nach 21,5 h wurden die Zellen 30 oder 60 min mit IBMX (1 mM) oder IBMX und NA
(10 uM), Sal (100 nM) oder FSK (10 uM) stimuliert. Die NA- (A), Sal- (B) oder FSK- (C)
induzierte cAMP-Akkumulation ist in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit dargestellt. (D) Die
cAMP-Akkumulation nach 60 min ist im Verhéltnis zu der nach 30 min prozentual dargestellt.
Hierfiir wurden die nach 30 min erhaltenen Messwerte der jeweiligen cAMP-Akkumulation zu
100 % gesetzt und die nach 60 min gemessenen Werte entsprechend normiert. Es sind Daten aus
vier voneinander unabhingig durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert = SEM dargestellt. Die
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Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test (A-C) oder one-
way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey (D). Signifikante Unterschiede
zwischen der cAMP-Akkumulation nach 30 und 60 min wurden mit Sternchen markiert.

4.4.3.6 Extrazellulare cAMP-Akkumulation bei 37 °C

Um den soeben beschriebenen ,cAMP-Verlust® zu untersuchen, wurde eine genauere
Kinetik der NA-induzierten cAMP-Akkumulation angefertigt. Da der ,cAMP-Verlust*
zwischen 30 und 60 min iiber einen Transport des cAMPs aus der Zelle hinaus erklért
werden konnte, wurde neben dem intrazelluliren cAMP, zusétzlich noch der

Zelliiberstand auf cAMP untersucht.

Hierfiir wurden mHypoA-2/10-Zellen fiir 10 bis 60 min mit NA stimuliert. Die NA-
induzierte intra- und extrazellulire cAMP-Akkumulation in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit ist in Abb. 53 dargestellt. Nach 20 min NA-Stimulation war das
intrazellulire cAMP-Maximum erreicht und nahm im weiteren Stimulationsverlauf auf
weniger als die Hilfte ab (Abb. 53A). Der cAMP-Gehalt im Uberstand stieg in der
gleichen Zeit signifikant an (Abb. 53B). Das totale cAMP ergab sich somit aus der
Summe des intrazelluldiren cAMP-Spiegel (cAMPi) und des Efflux (cAMPe) (Abb. 53C).
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Abb. 53: Kinetik der NA-induzierten intra- und extrazelluliren cAMP-Akkumulation in
mHypoA-2/10-Zellen

mHypoA-2/10-Zellen wurden bei 37 °C mit 1 uCi/ml *H-Adenin 21,5 h inkubiert. Anschlie3end
wurde ein Mediumwechsel auf SM durchgefiihrt. Nach 30 min wurde in der Gegenwart von
IBMX (1 mM) mit oder ohne NA (10 pM) 10 — 60 min stimuliert. Extrazelluldres (Zelliiberstand)
und intrazelluldres cAMP wurde bestimmt (siehe Kapitel 3.3.2). (A) Die intrazellulire cAMP-
Akkumulation ist in Abhéngigkeit von der Zeit dargestellt (cAMP1). (B) Das extrazelluldre cAMP
ist unter basalen und NA-stimulierten Bedingungen gezeigt (cAMPe). (C) Es ist die Summe aus
NA-induzierten intra- und extrazellulirem cAMP dargestellt (cAMPi + cAMPe). Es sind Daten
aus 5 unabhingig voneinander durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert = SEM gezeigt. Mit
Sternchen wurden signifikante Unterschiede zu der cAMP-Akkumulation nach 20 min (A, C)
bzw. zum basalen cAMP-Efflux (B) markiert. Die Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte
mittels two-way ANOVA mit anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey.

Anhand dieser Versuchsreihe wurde deutlich, dass cAMP in Abhingigkeit von der
Stimulationszeit aus der Zelle in das extrazellulire Medium transportiert wurde. ABCC-
Transporter sind in der Lage, cCAMP unter Energieverbrauch aus der Zelle zu pumpen
(siche Kapitel 1.4.2.5). Die RNA-Expression der ABCC-Transportersubtypen in
mHypoA-2/10-Zellen ist in Abb. 54A dargestellt. Hier wird ersichtlich, dass die ABCC-
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Subtypen 1, 4, 5 und 10 exprimiert werden. Um herauszufinden, ob ABCC-Transporter
an dem NA-induzierten cAMP-Efflux beteiligt sind, wurde Indomethacin, ein nicht-

selektiver ABCC-Inhibitor (de Groot, van der Deen et al. 2007), eingesetzt.

Hierfir wurden die mHypoA-2/10-Zellen 30 min vor der NA-Stimulation mit
Indomethacin behandelt. Die Vorinkubation der Zellen mit 100 pM Indomethacin fiihrte
nach 20 min zu einer 61,3 £ 1,4-prozentigen Inhibition und nach 60 min zu einer 67,3 £
1,0-prozentigen Inhibition des induzierten cAMP-Efflux (Abb. 54C). Zwar konnte der
Efflux mit 500 uM Indomethacin noch weiter inhibiert werden (Abb. 54B), jedoch waren
unter dieser Bedingung bereits toxische Effekte der Substanz erkennbar, weshalb fiir

weitere Experimente die geringere Konzentration eingesetzt wurde.
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Abb. 54: Expressionsprofil der ABCC-Transporter und die Indomethacin-vermittelte
Inhibition des NA-induzierten cAMP-Efflux

(A) RNAseq-Daten der ABCC-Expression (siche Kapitel 3.2.3). Es sind Daten aus sechs
unabhingigen Zellpopulationen als Mittelwert + SEM dargestellt. (B) Reprisentative Darstellung
des NA-induzierten cAMP-Efflux in Abhédngigkeit von der verwendeten Indomethacin-
Konzentration. Hierfiir wurden mHypoA-2/10-Zellen mit 1 pCi/ml *H-Adenin bei 37 °C in den
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Temperaturschrinken inkubiert. AnschlieBend wurde ein Mediumwechsel auf SM, dass den
ABCC-Inhibitor in der Zielkonzentration (100 uM oder 500 uM) oder die Lsemittelkontrolle
DMSO (100 uM) enthielt. Die Zellen wurden fiir 30 min inkubiert, bevor mit einer 10-fach
konzentrierten Losung aus NA (Zielkonzentration 10 pM) und IBMX (Zielkonzentration 1 mM)
60 min stimuliert wurde. Anschlieend wurde die cAMP-Konzentration bestimmt (siche Kapitel
3.3.2). (C) Inhibition des induzierten cAMP-Efflux in Prozent in Abhéngigkeit von der
Stimulationsdauer. Hierfiir wurde wie bei (B) verfahren, allerdings lediglich 100 uM
Indomethacin eingesetzt und die Ergebnisse als Prozent Inhibition dargestellt. Darstellung der
Summe aus 11 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert £ SEM (C).
Die Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen der Inkubation mit DMSO und der
jeweiligen Indomethacin-Konzentration erfolgte mittels one-way ANOVA und anschlieBendem

post-hoc Test nach Tukey. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen markiert.

Zuvor konnte bereits die Temperaturabhingigkeit der NA-induzierten intrazelluldren
cAMP-Akkumulation gezeigt werden (siche Abb. 49). ABCC-Transporter, die cAMP
temperaturabhidngig aus der Zelle befordern, konnten den Unterschied in der
intrazelluliren cAMP-Konzentration zwischen 36 und 38 °C erkldren. Um diese
Hypothese zu priifen, wurde der NA-induzierte cAMP-Efflux in Abhéngigkeit von

Temperaturdnderungen untersucht.

4.4.3.7 Extrazellulire cAMP-Akkumulation in Abhédngigkeit von der Temperatur

Hierfiir wurde die intra- und extrazelluldire cAMP-Akkumulation in mHypoA-2/10-
Zellen im AP nach 20 oder 60 min Stimulation bestimmt. Abb. 55A zeigt die NA-
induzierte intrazellulire cAMP-Akkumulation. Der induzierte ,cAMP-Verlust® bei 36
und 38 °C ist in Abb. 55B dargestellt. Dieser betrug nach 60 min fiir 36 °C 38,0 £ 2,1 %
und fiir 38 °C 56,5 + 1,2 % des nach 20 min akkumulierten cAMPs. Abb. 55C zeigt den
NA-induzierten cAMP-Efflux in den Extrazellularraum (EZR).

Dieser war nach 60 min bei 36 °C erhoht, obwohl der ,cAMP-Verlust® bei 38 °C hoher
war. Beriicksichtigt man allerdings das, zu dem jeweiligen Zeitpunkt vorliegende,
intrazellulire cAMP, ergibt sich das Verhiltnis des Efflux zu dem intrazelluldren cAMP
[engl. ratio of efflux over cytosol (rEC)], welches in Abb. 55D dargestellt ist. Nach 60
min wurde also im Verhéltnis zum intrazelluliren cAMP bei 38 °C signifikant mehr in
den EZR befordert. Dieser Effekt wurde durch die Normierung auf 36 °C noch
verdeutlicht (Abb. 55E). Hier ist erkennbar, dass der relative Efflux nach 20 und 60 min
bei 38 °C signifikant erhoht war.
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Stellt man nun die Summe aus intra- und extrazellulirer NA-induzierter cAMP-
Akkumulation dar (Abb. 55F), so lassen sich drei Dinge feststellen: (1) Der zuvor
beobachtete Verlust von intrazellulirem cAMP zwischen 20 und 60 min wurde durch den
cAMP-Efflux bei 36 °C vollstindig ausgeglichen. (2) Im Gegensatz dazu war bei 38 °C
nach 60 min immer noch ein signifikanter ,cAMP-Verlust® zu verzeichnen. (3) Der
Temperatureffekt der  NA-induzierten = cAMP-Akkumulation nahm  unter
Berticksichtigung des extrazelluldren cAMPs signifikant von 167,0 £ 6,1 % auf 1394 +
5,2 % ab, aber war noch vorhanden (Abb. 55G). Die Summe dieser Feststellungen legte
einen weiteren temperaturabhéngigen Mechanismus nahe, der bislang in dieser Arbeit

nicht berticksichtigt wurde.
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Abb. 55: Induzierte intra- und extrazelluliire cAMP-Akkumulation nach 20 und 60 min NA-
Stimulation

mHypoA-2/10-Zellen wurden 21,5 h mit 1 pCi/ml *H-Adenin bei 37 °C inkubiert. 30 min Nach
dem Mediumwechsel auf SM wurde mit einer 10-fach konzentrierten Losung aus NA
(Zielkonzentration 10 uM) in der Anwesenheit von IBMX (Zielkonzentration 1 mM) stimuliert
und die Zellen bei 36 oder 38 °C im AP inkubiert. Nach 20 oder 60 min Stimulation bei der
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jeweiligen Temperatur, wurde die intra- und extrazellulire cAMP-Akkumulation bestimmt (siche
Kapitel 3.3.2). (A) Es ist die intrazelluldre cAMP-Akkumulation nach 20 und 60 min bei 36 und
38 °C dargestellt. (B) Der prozentuale Verlust des intrazelluldren cAMPs zwischen 20 und 60
min bei 36 und 38 °C ist préisentiert. Hierflir wurden die nach 20 min erhaltenen Messwerte zu
100 % gesetzt und die nach 60 min erhaltenen Messreihen entsprechend normiert. (C) Der NA-
induzierte cAMP-Efflux nach 20 und 60 min Stimulation ist in Abhidngigkeit von der Temperatur
dargestellt. (D) Das Verhiltnis von cAMP im Uberstand zu intrazellulirem cAMP (rEC) zu dem
jeweiligen Zeitpunkt bei 36 und 38 °C ist dargestellt. (E) Hier ist die Normierung des rEC auf 36
°C gezeigt. Hierfiir wurden die bei 36 °C erhaltenen Werte des cAMP Efflux nach 20 und 60 min
zu 100 % gesetzt (siche Kapitel 3.6). (F) Darstellung des totalen cAMP, bestehend aus
intrazelluldrer Fraktion und cAMP-Efflux, bei 36 und 38 °C nach 20 und 60 min Stimulation. (G)
Die NA-induzierte cAMP-Akkumulation ist normiert auf 38 °C dargestellt. Hierfiir wurden die
bei 38 °C erhaltenen Messwerte zu 100 % gesetzt. Es sind Daten aus vier voneinander unabhéngig
durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert + SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede
zwischen der cAMP-Akkumulation nach 20 und 60 min (A, F) bzw. der cAMP-Akkumulation
bei 36 und 38 °C (B-E) wurden mit Sternchen markiert. Die Priifung auf signifikante Unterschiede
erfolgte mittels two-way ANOV A und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey (A, C-F), bzw.
Zweistichproben-t-Test (B, G).

Die oben durchgefiihrten Experimente lieBen vermuten, dass der Einsatz von IBMX,
moglicherweise nicht zu einer vollstindigen Inhibition der cAMP-abbauenden PDEs
fiihrte. Somit konnte sich der ,cAMP-Verlust® zwischen 20 und 60 min einerseits aus
einem Transport aus der Zelle hinaus, und andererseits durch einen intrazellularen cAMP-
Abbau durch PDEs, ergeben. Um diese These zu iiberpriifen, wurde im Folgenden der

PDE-vermittelte cAMP-Abbau untersucht.

4.44 Untersuchung der Phosphodiesteraseaktivit:it

4.4.4.1 Etablierung der Messmethode

Um direkt den PDE-abhingigen cAMP-Abbau zu bestimmen, wurden mHypoA-2/10-
Zellen aufgeschlossen und mit *H-cAMP inkubiert. In einem Vorexperiment wurden
mHypoA-2/10-Zellen fiir die Biosynthese von *H-cAMP aus *H-Adenin verwendet.
Hierfiir wurden die Zellen zunédchst mit *H-Adenin inkubiert und anschlieBend mit FSK
stimuliert, um die 3H-cAMP-Produktion aus dem verstoffwechselten 3H-ATP zu
bewirken (sieche Kapitel 3.3.4.1). AnschlieBend wurde das gebildete *H-cAMP iiber
Sdulenchromatographie aufgereinigt (siche Kapitel 3.3.2) Danach wurden mittels Triton

X® aufgeschlossene Zellen mit dem aufgereinigten *H-cAMP 30 min bei 37 °C inkubiert.
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Als Kontrolle des PDE-induzierten cAMP-Abbaus wurde zu einem Teil der Proben
IBMX (1 mM) zugesetzt. Schlielich wurde der PDE-induzierte Abbau von *H-cAMP

durch eine erneute Sdulenchromatographie bestimmt.

In Abb. 56 ist das verbliebene *H-cAMP, in Abhéngigkeit von der Inkubation mit IBMX,
dargestellt. Es ist erkennbar, dass in mHypoA-2/10-Zellen ohne IBMX die *H-cAMP-

Menge signifikant verringert war, was fiir einen Abbau durch PDEs sprach.
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Abb. 56: Messung des PDE-induzierten *H-cAMP in mHypoA-2/10-Zellen in Abhéngigkeit
von der Anwesenheit von IBMX

1) Produktion von *H-cAMP: mHypoA-2/10-Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin 21,5 h
inkubiert. Anschlieend wurde bei 37 °C mit 10 uM FSK, in der Anwesenheit von 1 mM IBMX,
30 min stimuliert und die Zellen schlieBlich mit 5 % TCA extrahiert. Mittels

Sdulenchromatographie wurden die radioaktiven Bestandteile aufgetrennt und das isolierte *H-

cAMP konnte weiterverwendet werden (siche Kapitel 3.3.2).

2) Messung des *H-cAMP-Abbaus: mHypoA-2/10-Zellen wurden durch die Zugabe von 2 %
Triton-X®-Losung lysiert (siche Kapitel 3.3.4). Zusammen mit 4250 + 650 DPM der in 1
erhaltenen *H-cAMP-L6sung ohne und mit IBMX (1 mM), wurde das Lysat 30 min bei 37 °C

inkubiert. AnschlieBend wurde mittels erneuter Sdulenchromatographie das verbliebene 3H-

cAMP aufgetrennt und durch Fliissigszintillationsmessung bestimmt. Nicht-abgebautes *H-
cAMP mit und ohne IBMX ist in DPM dargestellt. Es sind Daten aus sechs voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten als Mittelwert £ SEM présentiert. Die Priifung auf
signifikante Unterschiede zwischen der Inkubation mit 1 mM IBMX und der Kontrolle erfolgte

mittels Zweistichproben-t-Test. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen markiert.

Da die oben entwickelte Methode zur Generation von *H-cAMP Schwichen hatte (siehe
Kapitel 3.3.4.1), wurde fiir alle weiteren Experimente kommerziell erworbenes *H-cAMP
verwendet. Auflerdem wurden die Zellen nun durch mechanische Disruption

aufgeschlossen.
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Um die Kinetik des PDE-induzierten *H-cAMP-Abbaus zu ermitteln, wurde nicht
abgebautes *H-cAMP durch Fliissigszintillation nach 10 — 60 min Inkubation bei 37 °C
bestimmt (Abb. 57). Im Verlauf der Inkubation fand ein IBMX-abhéngiger *H-cAMP-
Abbau statt. Schon nach 20 min unterschied sich die *H-cAMP Menge ohne IBMX
signifikant von der Kontrolle. Nach 60 min wurden noch 57,2 + 2,0 % des eingesetzten
*H-cAMP wiedergefunden (Abb. 57B), bzw. waren 42,8 = 2,0 % des urspriinglich
eingesetzten *H-cAMPs abgebaut (Abb. 57C). Durch die Inkubation mit IBMX war auch
nach 60 min kein signifikanter *H-cAMP-Abbau feststellbar. Da der Zellaufschluss die
Notwendigkeit der Zellmembranpenetration iiberwindet, war unter diesen Bedingungen
die verwendete IBMX-Konzentration moglicherweise ausreichend, um die PDE-

Aktivitét vollstdndig zu inhibieren.
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Abb. 57: *H-cAMP-Abbau in mHypoA-2/10-Zellfragmenten

mHypoA-2/10-Zellen wurden mittels mechanischer Disruption aufgeschlossen (siche Kapitel
3.3.4.2). 100 ul der Zellfragmentsuspension (entspricht etwa 1 x 10° Zellen) wurden mit *H-
cAMP (1 x 10° DPM) 10 bis 60 min bei 37 °C inkubiert. Die *H-cAMP-Aktivitit wurde mittels
Fliissigszintillation nach chromatographischer Auftrennung bestimmt. Zur Kontrolle der PDE-
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Aktivitit wurde zu jedem Zeitpunkt auch IBMX (1 mM) hinzugefiigt. (A) Hier ist die gemessene
*H-cAMP-Menge in DPM in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit dargestellt. (B) Die
Messwerte wurden auf das wiedergefundene *H-cAMP ohne Zugabe der Zellsuspension normiert
(100 %) (siehe Kapitel 3.6). (C) Der *H-cAMP-Abbau ist in Prozent in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit dargestellt. Es sind Daten aus fiinf voneinander unabhéngig durchgefiihrten
Experimenten als Mittelwert + SEM présentiert. Die Priifung auf signifikante Unterschiede
zwischen der Inkubation mit und ohne IBMX erfolgte mittels two-way ANOVA und
anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Signifikante Unterschiede wurden mit Sternchen
markiert.

Zur weiteren Charakterisierung des cAMP-Abbaus wurde die eingesetzte Zellzahl
variiert. Nachdem zuvor bereits gezeigt wurde, dass die Inkubation von IBMX den *H-
cAMP-Abbau vollstindig inhibierte, wurde in weiteren Versuchen auf diese Kontrolle
verzichtet. mHypoA-2/10-Zellen wurden lysiert und die Suspension auf unterschiedliche
Zellzahl-Konzentrationen eingestellt. Diese wurden mit *H-cAMP inkubiert und die
verbliebene *H-cAMP-Aktivitit bestimmt (Abb. 58). Es ist zu erkennen, dass mit der
erhohten Zellzahl eine Zunahme des Abbaus erfolgte, was hochstwahrscheinlich an der

erhohten Gesamtmenge an aktiven PDEs lag (Abb. 58C).
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Abb. 58: *H-cAMP-Abbau in Abhéngigkeit von der eingesetzten Zellzahl
mHypoA-2/10-Zellen wurden durch mechanische Disruption aufgeschlossen und 2 x 10* — 1 x
10° Zellen mit 1 x 10° DPM *H-cAMP 20 min bei 37 °C inkubiert. Die *H-cAMP-Aktivitidt wurde
mittels Fliissigszintillation nach chromatographischer Auftrennung bestimmt. (A) Die *H-cAMP-
Menge ist in DPM in Abhéingigkeit von der eingesetzten Zellzahl dargestellt. (B) Die Messwerte
wurden auf das anfangs eingesetzte *H-cAMP normiert. Dafiir wurde das zugegebene *H-cAMP
zu 100 % gesetzt. (C) Der *H-cAMP-Abbau ist in Prozent in Abhédngigkeit von der eingesetzten
Zellzahl gezeigt. Es sind Daten aus drei voneinander unabhéngig durchgefiihrten Experimenten
als Mittelwert = SEM dargestellt.

4.4.4.2 Temperaturabhéngige Phosphodiesteraseaktivitit

Bislang konnte gezeigt werden, dass die NA-induzierte cAMP-Akkumulation und die
CREB-abhingige Reporteraktivierung bei 36 °C deutlich erhdht, gegeniiber der bei 38
°C, waren. Ferner war der induzierte cAMP-Efflux temperaturabhéngig. Dies konnte
zumindest teilweise die temperaturabhdngige cAMP-Akkumulation erklidren. Es wurde

auch ein PDE-Assay entwickelt, der eine Messung des PDE-induzierten cAMP-Abbaus
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ermOglichte. Damit sollte nun die Frage beantwortet werden, ob der PDE-induzierte

cAMP-Abbau prinzipiell von der Temperatur abhingig ist.

Dafiir wurden mechanisch aufgeschlossene mHypoA-2/10-Zellen 20 min bei 36 oder 38
°C inkubiert und die danach verbleibende *H-cAMP Aktivitdt bestimmt (Abb. 59). Die
eingesetzte Radioaktivitdt (100 %) wurde durch Inkubation mit der mHypoA-2/10-
Zellsuspension bei 36 und 38 °C signifikant verringert. Aullerdem ist zu erkennen, dass
die Inkubation bei 38 °C zu einer signifikant reduzierten *H-cAMP-Menge gegeniiber der
bei 36 °C (Abb. 59A) fiihrte. Der *H-cAMP Abbau betrug bei 36 °C 12,7 + 2,1 % und
21,2 + 1,8 % bei 38 °C (Abb. 59C). Durch Normierung des *H-cAMP-Abbaus auf 36 °C
(siche Kapitel 3.6) wird deutlich, dass die Inkubation der Suspension bei 38 °C zu einem
93,4 + 15,9 % erhohten *H-cAMP-Abbau gegeniiber der 36 °C-Inkubation fiihrte (vgl.
Abb. 59D).
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Abb. 59: *H-cAMP-Abbau in Abhingigkeit von der Inkubationstemperatur

mHypoA-2/10-Zellen wurden durch mechanische Disruption aufgeschlossen und mit 1x10° DPM
*H-cAMP fiir 20 min bei 36 und 38 °C inkubiert. (A) Darstellung der gemessenen *H-Aktivitét in
DPM in Abhingigkeit von der Inkubationstemperatur. Von den 1 x 10° DPM wurden
durchschnittlich 91461 + 3544 DPM nach der Chromatographie wiedergefunden und als

Basalwert (schwarzer Balken) definiert. (B) Darstellung der Messwerte normiert auf den
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Basalwert, welcher zu 100 % gesetzt wurde. (C) Prozentualer *H-cAMP Abbau bei 36 und 38 °C.
Hierfiir wurden die in B erhaltenen Werte von 100 % subtrahiert. (D) Normierung des *H-cAMP-
Abbaus auf 38 °C. Hierflir wurden die bei 38 °C erhaltenen Messwerte zu 100 % gesetzt. Es sind
Daten aus sieben voneinander unabhéngigen Experimenten als Mittelwert £ SEM dargestellt. Die
Priifung auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels one-way ANOVA und anschlieBendem
post-hoc Test nach Tukey (A) bzw. Zweistichproben-t-Test (B-D).

In Zusammenspiel mit dem cAMP-Efflux kommt es hierdurch moglicherweise zu einer
verdnderten temperaturabhéngigen cAMP-Akkumulation in intakten mHypoA-2/10-
Zellen. Die bei 36 °C erhohte und bei 38 °C verringerte NA-induzierte cAMP-
Akkumulation konnte dann schlieflich auch zu der in Abb. 32 gezeigten
temperaturabhangigen CREB-Aktivierung in mHypoA-2/10-Zellen fiithren. Letztlich
konnte dies die in Abb. 33 gezeigte temperaturabhidngige prepro-TRH-Reporteraktivitit
bedingen.

4.5 Ubertragbarkeit der Befunde auf weitere Zellsysteme

Bislang wurden alle Befunde an mHypoA-2/10-Zellen als Zellmodell erhoben. Dieses
erwies sich als ausgezeichnet geeignet, um den Einfluss simulierter Kdrpertemperatur auf
Signalweiterleitung und Genexpression zu untersuchen. Die Vielzahl exprimierter
Rezeptoren (siehe Abb. 29) erlaubte auch die Untersuchung des Liganden-abhingigen

Temperatureffekts.

4.5.1 Uberpriifung der induzierbaren cAMP-Akkumulation bei 37 °C

Um zu tberpriifen, ob die beschriebenen Effekte auf die Liganden-induzierte cAMP-
Akkumulation allgemeine Giiltigkeit haben, wurden weitere Zelllinien, primére Zellen
und Uberexpressionssysteme untersucht. Hierfiir wurde die NA-, Sal- und FSK-

induzierte cAMP Akkumulation bei 37 °C in verschiedenen Zelllinien untersucht.

In Tabelle 7 ist die Sensitivitit dieser Zelllinien auf NA, Sal oder FSK zusammengefasst
dargestellt. Unter den verwendeten Bedingungen erwiesen sich neben den bislang
verwendeten mHypoA-2/10-Zellen auch mHypoA-2/12, H1299, ,primédre humane
bronchiale glatte Muskelzellen® [engl. human bronchial smooth muscle cells (HBSMC)],
HaCaT-Zellen und HEK-293-Zellen mit {iberexprimierten 2-AR (HEK-B2-AR) als durch
NA, Sal und FSK stimulierbar.



187

Tabelle 7: NA-, Sal-, bzw. FSK-induzierte cAMP-Akkumulation in verschiedenen Zelllinien

Haken zeigen eine signifikante cAMP-Akkumulation nach der Stimulierung. Kreuze geben an,
dass keine signifikante cAMP-Antwort durch Inkubation mit den jeweiligen Liganden induziert

werden konnte.

mHypoA-2/10
mHypoA-2/12

GT1-7
L929

NA

Sal

N | S| S | HEK-293-B,-AR

NI XX NG108-15
N | X | X | Huh-7

S |S|S | HI29
N |SN |5 | HBSMC
N |SN|S | HaCaT
X | X | X | HepG2

NI ENIEN
NI ENIEN
<X | X
SIX [ X | As549
SIX [ X | A427
<[ x| %

FSK

In Abb. 60 ist die NA- und FSK-induzierte cAMP-Akkumulation der positiv getesteten
Zelllinien als x-faches iiber der basalen Aktivitdt dargestellt. Die untersuchten Zellen

zeigen deutliche Unterschiede hinsichtlich der Signalstérke.
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Abb. 60: Induzierte cAMP-Akkumulation nach Stimulation mit NA oder FSK in weiteren
Zellsystemen

1 x 10° Zellen des jeweiligen Zellsystems wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin 21,5 h bei 37 °C
inkubiert und anschlieBend mit NA oder FSK (je 10 uM) in der Anwesenheit von IBMX (1 mM)

1 h stimuliert. Die intrazellulire cAMP-Akkumulation wurde bestimmt (siche Kapitel 3.3.2).
Dargestellt ist die NA- (wei}) oder FSK- (schwarz) induzierte cAMP-Akkumulation als x-faches
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iiber dem Basalwert. Es sind Daten aus mindestens drei voneinander unabhidngigen Experimenten
als Mittelwert £ SEM dargestellt.

4.5.2 Untersuchung der temperaturabhingigen induzierten cAMP-

Akkumulation

Als nichstes wurde die induzierte cAMP-Akkumulation der positiv getesteten Zellsystem
im AP untersucht. Hierfiir wurden die Zellen mit NA, Sal oder FSK 1 h bei 36 oder 38
°C stimuliert und anschliefend die cAMP-Akkumulation bestimmt (Abb. 61). Es ldsst
sich erkennen, dass neben den bereits ausfiihrlich beschriebenen mHypoA-2/10-Zellen
auch mHypoA-2/12- und H1299-Zellen eine temperaturabhingige induzierte cAMP-
Akkumulation zeigten. Bei mHypoA-2/12-Zellen handelt es sich um eine den mHypoA-
2/10-Zellen verwandte Zelllinie (Belsham, Fick et al. 2009). Sie zeigten ebenso eine
ausgeprigte Temperaturabhédngigkeit der induzierten cAMP-Akkumulation (A, B). Diese
konnte auch bei H1299-Zellen, einer humanen, nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomzelllinie, gezeigt werden (C, G). Bet HBSMC-Zellen konnte lediglich
eine leicht ausgeprigte Temperatursensitivitit hinsichtlich der cAMP-Akkumulation
nach FSK-Stimulierung festgestellt werden. Bei HEK-293-,-AR-Zellen konnten unter
den getesteten Bedingungen hingegen keine temperaturabhéngigen Unterschiede in der

induzierten cAMP-Akkumulation festgestellt werden.
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Die Zellen wurden mit 1 pCi/ml *H-Adenin 21,5 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde mit
10 uM NA, 100 nM Sal oder 10 uM FSK in der Anwesenheit von IBMX (1 mM) 1 h bei 36 oder
38 °C stimuliert. Danach wurde die cAMP-Akkumulation mittels Sédulenchromatographie und
anschlieBender Fliissigszintillation bestimmt. A, C, E und G zeigen die gemessenen Rohwerte,
B, D, F, und H die Normierung auf 38 °C. Dafiir wurden die bei 38 °C erhaltenen Werte zu 100
% gesetzt (siche Kapitel 3.6). Es sind Daten aus mindestens drei voneinander unabhéngigen
Experimenten als Mittelwert =+ SEM dargestellt. Die Priifung auf signifikante Unterschiede
erfolgte mittels two-way ANOVA und anschlieBendem post-hoc Test nach Tukey. Signifikante
Unterschiede zwischen der induzierten cAMP-Akkumulation bei 36 und 38 °C wurden mit

Sternchen markiert.

Von flinf im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Zellsystemen, konnte bei drei
eine temperaturabhdngige Aktivierung des [P2-AR-abhdngigen Signalwegs nach
Stimulierung mit NA und Sal festgestellt werden. Anhand dieser Ergebnisse lésst sich
erkennen, dass die temperaturabhidngige induzierte cAMP-Akkumulation nicht auf das
hypothalamische Zellsystem mHypoA-2/10 beschrinkt ist, sondern dass die Befunde

auch in weiteren Zellsystemen bestitigt werden konnten.
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5. Diskussion

Die Auswirkungen der Temperatur auf Prozesse des Lebens sind von groB3er Bedeutung,
da Lebewesen sich seit jeher in strikter Abhédngigkeit von der Umgebungstemperatur
befinden. Im Laufe der Evolution haben sich homoiotherme Lebensformen entwickelt,
die ihre eigene Kdrpertemperatur trotz wechselhaften Umgebungstemperaturen autonom
regulieren konnen. Dadurch kann selbst bei deutlichen, umweltbedingten
Temperaturunterschieden eine gleichbleibende Funktionalitit des Organismus
gewihrleistet werden (Tanaka, Yanase et al. 1988). Fiir den Menschen (und auch fiir die

Maus) hat sich so eine Korpertemperatur von etwa 37 °C etabliert.

Temperatursensoren in der Haut ermdglichen, die Umgebungstemperatur laufend
wahrzunehmen und versetzen den Organismus dadurch in die Lage, auf Verinderungen
zu reagieren. Anpassungsmafinahmen des Organismus fithren somit zu einer
gleichbleibenden Korpertemperatur. Seit etwa 150 Jahren ist bekannt, dass die
Korpertemperatur homoiothermer Lebewesen in einem circadianen Rhythmus fluktuiert
(Refinetti 2010). Im menschlichen Organismus steigt die Temperatur in Phasen erhohter
Aktivitit: Die Temperatur steigt, meist tagsiiber bis zu einem Maximum um etwa 17:00
Uhr, und féllt in der inaktiven Phase bis auf ein Minimum um etwa 02:00 Uhr morgens.
Diese circadianen Temperaturdnderungen (ca. zwischen 0,7 und 1,2 °C) haben sich im
Laufe der Evolution entwickelt, damit sich der Korper ideal auf zyklische

Umweltbedingungen vorbereiten und anpassen kann (Refinetti 2010).

Urséchlich fiir die sich anpassende Korpertemperatur ist die rhythmische Expression von
Transkriptionsfaktoren der zentralen inneren Uhr, die sich im SCN des Hypothalamus
befindet und mit dem thermoregulatorischen Zentrum in engem Kontakt steht
(Waterhouse, Drust et al. 2005). Die Temperaturfluktuationen fiihren an allen
Korperzellen auBerhalb des SCN, wie Leber, Niere, Fettgewebe oder weiteren
Gehirnarealen, zu einer Synchronisierung von Transkriptionsfaktoren, die ihrerseits
wichtige physiologische Parameter kontrollieren konnen und so zu einem fiir die
Tageszeit passenden Aktivitdtsmuster des jeweiligen Organs fiihren. Es sind bereits
zahlreiche Studien verdffentlicht, die den Einfluss der circadianen Expression dieser
Clockgene auf vielfdltige physiologische und pathologische Prozesse untersucht haben.
In einer Reihe von Publikationen konnte beispielsweise der Einfluss des circadianen

Rhythmus auf den Energiestoffwechsel (Serin and Acar Tek 2019), Hunger (Wehrens,
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Christou et al. 2017), Sattigung (Oliveira Ldos, da Silva et al. 2011) oder aber auch
Herzaktivitit (Black, D'Souza et al. 2019, Zhang, Chatham et al. 2020),
Lungendurchblutung (Spengler and Shea 2000, Sundar, Yao et al. 2015), Filtrationsrate
der Niere (Koopman, Koomen et al. 1989, Kimura 2008) und beinahe jeden anderen

physiologischen Prozess gezeigt werden.

Ebenso wurde vielfach bereits der generelle Einfluss von Temperatur auf zelluldre
Prozesse diskutiert (Quinn 1988, Somero 1995, Perozzo, Folkers et al. 2004, Bischof
2005, de Mendoza 2014). Die molekularen Werkzeuge des Lebens, Proteine, sind auf
prototypische Weise von der Temperatur der Umgebung abhingig. Proteine sind komplex
aufgebaute Aminosédureketten, die durch intramolekulare Wechselwirkungen relativ
stabile Konformationen, Tertidr- sowie Quartdrstrukturen einnehmen koénnen
(Makhatadze and Privalov 1995). Diese Struktur ist Grundlage fiir ihre physiologische
Aktivitit und kann durch Verdnderung der Temperatur stark beeinflusst werden (Arcus,
Prentice et al. 2016). Bislang gibt es erstaunlich wenige Studien, die den direkten Einfluss

von physiologischen Temperaturdnderungen auf zelluldre Prozesse untersuchten.

Uberraschend ist auch, dass der iiberwiegende Teil der Rezeptorforschung ausschlieBlich
bei 37 °C durchgefiihrt wird, wodurch der Einfluss physiologischer
Korpertemperaturdnderungen auBler Acht gelassen wird. Es wire denkbar, dass die
Anderung der Korpertemperatur direkte Auswirkungen auf die Stabilitit und Aktivitit
von Proteinen und Transkriptionsfaktoren oder auf die Interaktion zwischen
Transmembranrezeptoren und Liganden hat. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher
untersucht werden, inwiefern Anderungen der Temperatur im physiologischen Bereich
zelluldre Prozesse beeinflussen konnen. Um den direkten Einfluss von
Temperaturdnderungen von solchen, die durch Aktivierung circadianer Prozesse zustande
kommen unterscheiden zu konnen, wurden zwei distinkte Temperaturprogramme

entwickelt, die in der vorliegenden Arbeit miteinander verglichen werden sollten.

Es konnte herausgefunden werden, dass die Aktivitit des CRE-Promotors in mHypoA-
2/10-Zellen abhingig von der Inkubationstemperatur reguliert wurde. Bei verringerter
Temperatur wurde die transkriptionelle Aktivitit des Promotors gesteigert und
umgekehrt. Dies wurde auch fiir den BMALI1-, STAT- und den TRH-, aber nicht fiir den
FOXO-abhdngigen Promotor beobachtet. Des Weiteren konnte nach Stimulierung der
Zellen mit NA, Sal oder FSK, aber nicht mit BK, gezeigt werden, dass auch die Liganden-
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induzierte CRE-Aktivierung abhingig von simulierter Kdrpertemperatur war. Ebenso
konnte nachgewiesen werden, dass die NA-induzierte preopro-TRH-Aktivitdt
temperaturabhéngig war, wihrend die NA-induzierte STAT-Reporteraktivitit
unabhéngig von Temperaturdnderungen war. Die Bestimmung der intrazelluliren cAMP-
Konzentration zeigte einen deutlich erhéhten NA- und Sal-induzierten Emax bei 36 °C
gegeniiber dem bei 38 °C, wihrend die FSK-induzierte cAMP Akkumulation in deutlich
geringerem Ausmal} von der Temperatur abhéngig war. Die Analyse des NA-induzierten
cAMP-Efflux offenbarte einen bei 38 °C signifikant erhdhten Transport in den
extrazelluliren Raum, im Verhiltnis zu der intrazelluldr vorliegenden cAMP-
Konzentration. Die Untersuchung des PDE-induzierten cAMP-Abbaus zeigte, dass dieser
ebenso bei 38 °C signifikant gegeniiber dem bei 36 °C erhoht war. Der
temperaturabhédngige Efflux und die bei 38 °C erhohte PDE-Aktivitit fithrten somit zu
einer intrazelluliren cAMP-Akkumulation, die moglicherweise die temperaturabhingige

Aktivitidt des CRE-Reporters bedingte.

5.1 Temperaturabhingigkeit des CRE-Promotors

Die Konsensus-Sequenz des CRE-Promotors findet sich in einer Vielzahl von
Genabschnitten. Unmethylierte CRE-Sequenzen konnen durch CREB gebunden werden
und sind damit aktivierbar. Es sind etwa 4000 dieser Abschnitte bekannt, die sich meist
etwa 250 Basenpaare oberhalb des jeweiligen Gens befinden (Zhang, Odom et al. 2005).
Die Phosphorylierung von CREB an Serl33 ist eine wichtige Grundlage, die zur
Initiierung der Transkription notwendig, aber haufig nicht ausreichend ist. So ist bekannt,
dass die Phosphorylierung von CREB nicht automatisch in einer gesteigerten
Transkriptionsaktivitit resultiert, sondern dass die Rekrutierung und Aktivierung von
Cofaktoren wie CRTC, p300 oder CBP notwendig ist (siche Kapitel 1.3.2.2). Die hohe
Expression von CRE-Sequenzen im humanen und murinen Genom und damit
einhergehender Beteiligung der CREB-abhidngigen Genexpression an vielféltigen
physiologischen Prozessen, legte daher die Untersuchung der CRE-Aktivitdt in
Abhédngigkeit von der Temperatur nahe. Durch Messung der Luciferaseaktivitit konnte
die Aktivitit des CREB-abhédngigen Promotors bestimmt werden. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die Inkubationstemperatur einen starken Einfluss auf die CREB-

abhingige Genexpression nahm: An mHypoA-2/10-Zellen wurde beobachtet, dass eine
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Verringerung der Temperatur von 37 auf 36 °C zu einer Aktivierung fiihrte. Umgekehrt
fiihrte eine Erwdrmung der Zellen zu einer signifikanten Verringerung der CREB-
abhédngigen Reporteraktivitidt. Dies war insofern auf den ersten Blick erstaunlich, da
thermodynamische Uberlegungen eine erhdhte Aktivitit bei erhdhter Temperatur
nahelegten (sieche Kapitel 1.2.4). Feeney und Kollegen weisen in ihrer Publikation auf
eine thermale Instabilitdt der Leuchtkiferluciferase (fLuc) hin (Feeney, Putker et al.
2016). Die Gruppe konnte zeigen, dass die enzymatische Aktivitdt von flLuc in vitro von
der Inkubationstemperatur abhéngig war. Hierfiir testeten sie rekombinant hergestellte
fLuc in gepufferter Losung und konnten bei 37 °C eine erhohte thermische Inaktivierung,
verglichen mit der bei 27 °C, messen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
Temperaturdnderungen zwischen 35,5 und 38,5 °C vorgenommen und die Zellen bis zu
12 h bei diesen Temperaturen inkubiert. Es wire daher theoretisch denkbar, dass der
Temperaturunterschied zu einer geringfiigig verdnderten thermischen Stabilitdt des
Luciferaseenzyms filihrte, was in einer veridnderten enzymatischen Umsetzung des
Substrats mit ebenso verdnderter Lichtintensitit resultieren wiirde. Die Gruppe um
Feeney wies allerdings auch darauf hin, dass diese thermische Instabilitit in der Zelle
nicht, bzw. deutlich geringer, auftritt. Intrazelluldr gebildete Luciferase wird von HSPs
stabilisiert und daher vor thermischem Abbau geschiitzt (Nguyen and Bensaude 1994).
Um dennoch mogliche Effekte der Temperaturdnderungen auf die Luciferasestabilitét
weitestgehend  ausschlieBen zu  konnen, wurden weitere mHypoA-2/10-
Reportergenkonstrukte in beiden Temperaturprogrammen getestet. Sollte die thermische
Instabilitdt die Ursache fiir die temperaturabhéngige CREB-Reporteraktivitit gewesen
sein, hitte dies bei allen getesteten Konstrukten auftreten miissen. Auch nach 8-stiindiger
Anderung der Temperatur auf 36 oder 38 °C konnte kein signifikanter Unterschied in der
FOXO-abhingigen Luciferaseaktivitit bestimmt werden. Durch diesen Befund konnte
gezeigt werden, dass die gebildete fLuc unter den betrachteten Temperaturdanderungen

thermisch stabil war.

Die Aktivierung von CREB kann {iber Bindung an CRE-Elemente des prepro-TRH-
Promotors Thyreoliberin-positiver Neurone des PVN zu einer verstirkten TRH-
Produktion fiihren (Xia, Zhang et al. 2015). Das untersuchte hypothalamische Zellsystem
zeigte einige flir diese Neurone charakteristischen Eigenschaften (siehe Kapitel 1.3.4),
wie beispielsweise die Produktion von TRH (Glas, Miickter et al. 2016). Es wurde eine

Reporterzelllinie generiert, die das Luciferasegen unter der Kontrolle des vollstindigen
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prepro-TRH-Promotors stabil exprimierte (mHypoA-2/10-TRH). Messungen der
Reporteraktivitit zeigten eine temperaturabhédngige, basale Regulierung des prepro-TRH-
Promotors. Bei 36 °C fand im Vergleich zu 38 °C eine signifikant hohere
Luciferaseexpression statt, was mit einer verstirkten Promotoraktivitét und prepro-TRH
Expression korreliert. Moglicherweise war die temperaturabhidngige CREB-Aktivitét die
Ursache fiir die ebenso temperaturabhéngige Aktivierung des prepro-TRH-Promotors. In
diesem Zusammenhang konnte die temperaturabhiangige TRH-Promotoraktivitit auch zu
den bereits bekannten circadianen TRH-Spiegeln fiihren, die wiederum die circadianen
TSH- und T3-Spiegel bedingen (Covarrubias, Uribe et al. 1988, Rose and Nisula 1989,
Pekary, Stevens et al. 2006, Kalsbeek and Fliers 2013, Philippe and Dibner 2015, Pekary
and Sattin 2017). Daher wire es denkbar, dass die tageszeitabhingigen
Temperaturfluktuationen, = neben  dem  bereits  erwdhnten  rhythmischen
Glukokortikoidplasmaspiegel sowie der direkten Stimulation des PVN durch den SCN
(Buijs, van Eden et al. 2003), zu einer circadianen TRH-Ausschiittung fiihren und somit
letztendlich die Konzentration zirkulierender Schilddriisenhormone mit beeinflussen
konnen. In weiteren Studien wére es daher interessant, die direkte TRH-Expression
mittels qRT-PCR zu bestimmen und durch Verwendung spezifischer Inhibitoren den

Beitrag von CREB oder STAT an der basalen prepro-TRH-Aktivitit zu kldren.

5.2 Beteiligung temperatursensitiver Proteine an der CRE-AKktivit:it

Eine Anderung der Inkubationstemperatur fiihrte nach etwa 4 h zu einer Modulierung der
CREB-abhingigen Genexpression. Wie kann eine Temperaturdnderung zu einer
verdnderten transkriptionellen Aktivitét fithren? Die CREB-Aktivitét kann beispielsweise
indirekt {iber die intrazelluldre Ca**-Konzentration reguliert werden (Sheng, Thompson
et al. 1991). Durch die Ca®"-abhingige Aktivierung von CaMK kann CREB an Ser133
phosphoryliert und daher durch erhohte intrazellulire Ca®’-Spiegel aktiviert werden.
Thermosensitive TRP-Kanile kdnnen temperaturabhéngig zu einer solchen Erh6éhung

von Ca*" fiihren (Castillo, Diaz-Franulic et al. 2018).

Durch Verwendung klassischer TRP-Kanalmodulatoren wie 2-APB und RuR wurde der
Beitrag von moglichen thermosensitiven TRP-Kandlen an der temperaturvermittelten
Aktivitit von CREB untersucht. Die Vorinkubation von mHypoA-2/10-CREB-Zellen mit
2-APB fiihrte zu einer anndhernd vollstindigen Aufhebung des Unterschieds in der CRE-
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Aktivitdat zwischen 35,5 und 38,5 °C, wihrend die Inkubation von RuR zu keiner
Veranderung fiihrte. Genauere Betrachtungen ergaben, dass 2-APB den CRE-Reporter
temperaturabhéngig aktivierte (siche Abb. 26). Die durch 38,5 °C verringerte CRE-
Aktivitdt wurde durch die Inkubation mit 2-APB stark erhoht, wiahrend bei 35,5 °C keine
2-APB induzierte CRE-Aktivierung messbar war. 2-APB zeigt nicht nur unselektive
Wirkungen an diversen TRP-Kanédlen [TRPV1-3 werden sogar durch 2-APB aktiviert
(Colton and Zhu)], sondern auch unspezifische Wirkung an weiteren Zielstrukturen, wie
z. B. IP3-Rezeptoren (Missiaen, Callewaert et al. 2001). Daher sollte die Verwendung
weiterer TRP-Kanalmodulatoren helfen, die Frage nach dem Mechanismus der

temperaturabhiangigen CREB-Aktivierung zu beantworten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben Mefenaminsdure (MefAc) auch Flufenaminsiure
(FluAc) verwendet. Beide Reagenzien werden hauptsdchlich eingesetzt, um TRPM-
Kanidle zu inhibieren. Zum Zeitpunkt der Versuchsplanung war kein spezifischer
Inhibitor fiir TRPM2 zugénglich. Fiir FluAc ergibt sich eine Reihenfolge der Inhibition
von TRPM4 > TRPM3 > TRPM2; fiir MefAc TRPM3 >> TRPM2 (Harteneck 2005,
Chen, Zeng et al. 2012, Held, Voets et al. 2015). Die Vorinkubation von mHypoA-2/10-
CREB Zellen mit MefAc und FluAc fiihrte in beiden Féllen zu einer signifikanten
Reduktion des temperaturbedingten Unterschieds in der CRE-Aktivitit. Nachdem beide
Inhibitoren bei hoheren Konzentrationen unselektiv die TRPM-Kanalsubtypen 2-4
inhibieren, war eine genauere Aussage, welcher Kanal oder welche Kandle an der
temperaturabhéngigen CRE-Aktivierung beteiligt waren, schwer zu treffen. Anzumerken
sei auch, dass die Expression von den genannten TRP-Kanilen teilweise sehr schwach
war. Eine geringe mRNA-Expression korreliert allerdings nicht zwangsldufig mit einer
geringen Proteinexpression (Greenbaum, Colangelo et al. 2003, de Sousa Abreu, Penalva
et al. 2009, Maier, Giiell et al. 2009, Fortelny, Overall et al. 2017), weshalb einzelne TRP-
Kanal-Subtypen auch nicht aufgrund ihrer Expressionsrate ausgeschlossen werden
konnten. Generell wiirde die Aktivierung von wiarmesensitiven TRP-Kanilen {iber den
zuvor beschriebenen Mechanismus zu einer erhdhten Ca®"-Konzentration fiihren, was
theoretisch letztlich zu einer verstarkten CRE-Aktivierung fiihren sollte. Die Aktivierung
von Kkiltesensitiven TRP-Kandlen wiirde daher, zumindest theoretisch, besser zu den
experimentellen Befunden passen. Moglicherweise ist der Zusammenhang zwischen
TRP-Kanal- und CRE-Aktivierung aber durch Aktivierung einer Ca?’-abhiingigen

Phosphatase, wie beispielsweise Calcineurin, bedingt. Kecskés und Kollegen konnten
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zeigen, dass die Aktivierung von TRP-Kanilen zu einer erhdhten Calcineurin-Aktivitit
fiihrte (Kecskés, Jacobs et al. 2015). In einer weiteren Studie konnte auch der
Zusammenhang zwischen Calcineurin und CREB gezeigt werden. Die Ca®*-abhingige
Aktivierung von Calcineurin fithrte zu einer Inhibition der CREB-abhingigen

Genexpression (Grossmann, Wuttke et al. 2010).

Uberraschenderweise bewirkte die Inkubation mit BAPTA-AM keine Reduktion des
temperaturbedingten Unterschieds der CRE-Aktivitit. Als Ca*-Chelator mit hoher
Affinitit (Ka~200 nM) und rapider Bindungsrate (~ 4 x 10® M s!) wire zu erwarten
gewesen, dass ein temperaturbedingter, TRP-vermittelter Ca’"-Einstrom sofort
komplexiert wiirde und daher fiir Ca’*-abhingige Prozesse, die zu einer CRE-Aktivierung
fiihren, nicht zur Verfiigung stiinde. Dies konnte daher fiir eine Beteiligung Ca®'-
unabhidngiger Prozesse an der temperaturabhingigen CRE-Aktivierung sprechen.
Allerdings ist fiir TRPM2 und 3, anders als fiir TRPM6 und 7, keine Ca®*-unabhingige
Aktivierung intrazelluldrer Signalwege bekannt. Die gewéhlte BAPTA-AM-
Konzentration von 10 uM befand sich unterhalb der in wissenschaftlichen Publikationen
sonst liblichen Konzentration von 50 bis 100 uM (Macdonald, Zhang et al. 1999, Waters,
Padula et al. 2020). Da allerdings ein signifikanter Effekt auf die basale CRE-Aktivitit
gemessen werden konnte, wurde davon ausgegangen, dass die Konzentration ausreichend
war, um intrazellulires Ca®" zu komplexieren. Es ist bekannt, dass die Stimulierung von
Ca”*-leitenden Kanilen zu einer starken Konzentrierung des sekundiren Botenstoffs am
Eintrittsort der Zelle fiihrt (Berridge 2006, von Wegner, Wieder et al. 2012, Kohlhaas and
Maack 2013, Shigetomi, Bushong et al. 2013). Aufgrund von Diffussionsbarrieren
kommt es somit zu rdumlich getrennten Ca”*-Spitzen, die in unmittelbarer Nihe
befindliche Effektoren aktivieren konnen. Aufgrund der hohen Bindungsrate von
BAPTA-AM ist die Diffussionsstrecke der einstromenden Ca**-Ionen allerdings auf
lediglich etwa 20 nm beschrankt (Parekh 2008). Es konnte dennoch bereits gezeigt
werden, dass die Interaktion von TRPC7 und der Ca**-ATPase des sarkoplasmatischen
Retikulums [engl. sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA)]
selbst bei hohen BAPTA-Konzentrationen aufrechterhalten wurde, was an einem engen
Kontakt der beiden Proteine lag (Lemonnier, Trebak et al. 2006). Es konnte daher sein,
dass BAPTA-AM in mHypoA-2/10-Zellen zwar zu einer Reduktion des intrazelluldren
Ca”' fiihrt, aber aufgrund der riumlichen Nihe von Ca**-bindenden Proteinen und dem

mutmaBlichen TRP-Kanal der temperaturabhingige Ca**-Einstrom nicht durch BAPTA-
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AM komplexiert werden konnte. Daher wire es mdglich, dass thermosensitive TRP-
Kanile iber Beeinflussung des intrazelluliren Ca’*"-Spiegels zu einer
temperaturabhéngigen CREB-Aktivitit fiihrten, die durch BAPTA-AM nicht verandert
wurden. Hier sind allerdings weitere Studien notwendig, um diese Hypothese zu stiitzen.
Um den Beitrag von TRP-Kandlen wie TRPM2, 3 oder 4 an dem durch Temperatur
induzierten Effekt auf die CREB-abhingige Genexpression zu kliren, wére es zukiinftig
von groflem Interesse, durch RNA-Interferenz gezielt die Expression der TRP-Kanile zu
verringern und erneut Temperaturexperimente durchzufiihren. In dieser Arbeit kann
daher vorerst keine endgiiltige Aussage tliber die Beteiligung von TRP-Kanalsubtypen an

der temperaturabhéngigen CREB-Aktivitit getroffen werden.

Mit CIRP ist ein Protein beschrieben, dessen Expression bei moderater Kalte erhoht wird.
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CIRP-mRNA-Expression
abhéngig von der Inkubationstemperatur kontrolliert wurde. Innerhalb von 30 min nach
Verringerung der Temperatur auf 36 °C, konnte ein signifikanter Anstieg mittels qRT-
PCR im Vergleich zu 38 °C festgestellt werden (siehe Abb. 22). Da CIRP ein RNA-
bindendes und -stabilisierendes Protein ist, konnte die thermosensitive Expression des
Proteins zu einer temperaturabhéingigen Stabilisierung von mRNAs fiihren, die an der
CREB-abhingigen Genexpression beteiligt sind, wie beispielsweise CREB, CRTCs und
PKA. Um herauszufinden, ob CIRP einen Einfluss auf die CRE-Aktivitdt nehmen kann,
wurde das Protein in HEK-293-CREB und mHypoA-2/10-CREB-Zellen iiberexprimiert.
Die Uberexpression von CIRP fiihrte in HEK-293-, aber nicht in mHypoA-2/10-Zellen,
zu einer erhohten CRE-Aktivitdt, die allerdings statistisch nicht signifikant war. Es wurde
daher mittels RNA-Interferenz die endogene Expression von CIRP in mHypoA-2/10-
Zellen verringert. Dies fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der CREB-abhingigen
Reporteraktivitat. In NIH3T3-Fibroblasten fiihrte die Inkubation bei leicht verringerter
Temperatur (32 °C) zur Erh6hung von einer einzigen CIRP-mRNA Isoform ohne jedoch
die totalen CIRP-mRNA-Spiegel zu verdndern (Gotic, Omidi et al. 2016). Es wére daher
theoretisch moglich, dass die relevante Isoform von CIRP durch die verwendete siRNA
nicht herunterreguliert wurde. Um den Einfluss von CIRP auf die temperaturabhingige
CREB-Reporteraktivitit eingehender zu studieren, sollten in zukiinftigen Experimenten

isoformspezifische siRNA-Varianten verwendet werden.
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Neben CIRP wurde auch die Beteiligung von hsfl untersucht. Bei hsfl handelt es sich
um einen Transkriptionsfaktor, der zentral an der Produktion von HSPs beteiligt ist.
Einerseits wird hsfl temperaturabhéngig aus dem inaktiven Komplex mit HSPs
freigesetzt und kann daher in Abhingigkeit von der Temperatur an HSEs im Zellkern
binden und die Expression von Zielgenen modulieren. Andererseits konnte nachgewiesen
werden, dass hsfl direkt abhdngig von der Temperatur homotrimerisiert und aktiviert
wird, was ebenso zu einer gesteigerten Genexpression fiihrt. Die Trimerisierung von hsfl
wurde als thermodynamischer Prozess beschrieben, der auch im Bereich der
physiologischen Korpertemperatur reguliert wird (siehe Kapitel 1.2.1). Daher kdnnte
durch eine temperaturabhéngige Aktivierung von hsfl eine thermosensitive
Genexpression von Zielgenen initiiert werden, die direkt oder indirekt zu einer
veranderten CREB-Aktivierung fiihrt. HSPs sind des Weiteren fiir ithre Wirkung als
Chaperone bekannt. Durch Stabilisierung von Proteinen konnen diese vor dem Abbau
geschiitzt werden, so beispielsweise theoretisch auch CREB. Daher wurde einerseits
mittels qRT-PCR im CP iberpriift, ob durch Simulierung circadianer
Koérpertemperaturdnderungen die hsfl-Expression reguliert wird. Andererseits wurde
getestet, ob die Inhibition der hsfl- und HSP-Induktion durch KNK437 zu einer
veranderten, temperaturabhingigen CRE-Aktivierung fiihrt. Beide Experimente zeigten
ein negatives Ergebnis (sieche Abb. 21), weshalb in dieser Arbeit eine Beteiligung von
hsfl an der temperaturabhingigen CRE-Aktivierung ausgeschlossen wurde. Dieser
Schluss stellte eine Vereinfachung dar, da aus Zeit- und Kostengriinden nur die
vielversprechendsten Befunde weiterverfolgt werden konnten. Um eine Beteiligung von
hsf1l mit groBerer Sicherheit ausschliefen zu konnen, sollte die hsfl1-Expression mittels
siRNA verringert werden, um anschlieBend einen etwaigen Beitrag am CREB-
abhingigen Reportersignal zu tiberpriifen. Nachdem in vitro bereits nachgewiesen wurde,
dass Luciferase mit HSPs grundsétzlich interagiert (Nimmesgern and Hartl 1993, Nguyen
and Bensaude 1994), wire es filir zukiinftige Experimente von Interesse, ob diese

Interaktion auch bei geringen Temperaturunterschieden funktionell relevant ist.

Die Untersuchung von temperatursensitiven Proteinen mit einer Signalwirkung konnte
zeigen, dass die basale, temperaturabhéngige Aktivierung des CRE-Reporters durch die
Verwendung von TRPM-Kanalmodulatoren, signifikant verringert wurde. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die Expression von CIRP, nicht aber von hsfl, abhingig von

physiologischen Temperaturdanderungen war. Um den genauen Beitrag dieser
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Thermosensoren an der CREB-abhédngigen Genexpression zu bestimmen, sind allerdings
weitere Experimente notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss
potenzieller Temperatursensoren lediglich auf die basale Aktivitidt des CREB-abhingigen
Reporters untersucht. Dennoch ist ein Einfluss dieser auf die Liganden-induzierte CREB-
Aktivierung, zusétzlich zu den im folgenden Abschnitt prisentierten Mechanismen,

moglich und keinesfalls auszuschlie3en.

5.3 Temperaturabhingige cAMP-Akkumulation

Um weiter zu untersuchen, ob die Korpertemperatur an der Signalweiterleitung und
Genexpression regulativ beteiligt ist, wurden mHypoA-2/10-Zellen mit verschiedenen
Liganden und Hormonen stimuliert. Die Stimulierung von mHypoA-2/10-Zellen mit NA,
Sal und FSK, jedoch nicht mit BK, fiihrte zu einer temperaturabhédngigen induzierten
Aktivierung des CREB-abhingigen Reporters. Eine Aktivierung von CREB wurde haufig
nach Phosphorylierung an Ser133 durch PKA gezeigt (Lundblad, Kwok et al. 1995,
Bannister and Kouzarides 1996, Parker, Ferreri et al. 1996, Goodman and Smolik 2000,
Asahara, Santoso et al. 2001). PKA kann direkt durch steigende cAMP-Spiegel aktiviert
werden (Corbin and Krebs 1969, Castellucci, Kandel et al. 1980). Es wurde folglich
iiberpriift, ob die Stimulierung von mHypoA-2/10-CREB-Zellen zu einer cAMP-

Akkumulation fiihrte, die abhdngig von der Inkubationstemperatur war.

Zunichst konnte gezeigt werden, dass die basale cAMP-Akkumulation zwischen 36 und
38 °C nicht signifikant beeinflusst wurde (siche Abb. 48). Dies war unerwartet, da eine
hohe Korrelation von cAMP-Akkumulation und CRE-Aktivierung angenommen wurde
und der CREB-Reporter, wie zuvor beschrieben, abhdngig von der Inkubationstemperatur
reguliert wurde. Tatséchlich wurde allerdings bereits vielfach publiziert, dass intrazellulér
steigende cAMP-Spiegel nicht zwangslaufig mit einer Aktivierung des CRE-Promotors
einhergehen miissen (Bonni, Ginty et al. 1995, Thompson, Ginty et al. 1995, Glas,
Miickter et al. 2016). AuBBerdem war die basale cAMP-Akkumulation nicht besonders
stark ausgeprigt, weshalb auch in Betracht gezogen wurde, dass statistisch signifikante,
temperaturbedingte  Unterschiede der intrazelluliren cAMP-Spiegel aufgrund
mangelnder Sensitivitdt der Messmethode nicht gemessen werden konnten. Allerdings
konnten in weiteren getesteten Zelllinien, beispielsweise in HEK-293-Zellen, deutlich

geringere basale cAMP-Spiegel bestimmt werden, was gegen ein Sensitivitdtsproblem
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spricht und den Befund stirkt, dass die basale cAMP-Akkumulation nicht
temperaturabhéngig moduliert wird. Die Stimulierung von mHypoA-2/10-Zellen mit NA,
Sal oder FSK offenbarte eine temperaturabhingige induzierte cAMP-Akkumulation.
Nach 60 min war die induzierte cAMP-Akkumulation sowohl im AP als auch im CP bei
36 °C signifikant gegeniiber der bei 38 °C erhoht. Zur ndheren Beschreibung des
Phéanomens wurden Dosis-Wirkungs-Kurven der NA-Stimulation in beiden
Temperaturprogrammen angefertigt, woraus hervorging, dass nicht der ECso, sondern der
Emax durch Temperatur beeinflusst wurde. Ein erhohter Emax kann neben einer
vergroferten Rezeptorzahl auch bei einer gesteigerten Effizienz einer oder mehrerer an
der cAMP-Akkumulation beteiligten Einzelschritte auftreten (Kenakin 2004). Die
Bindung von Agonisten an den P2-AR startet eine Signalkaskade, die mit der G-
Proteinaktivierung beginnt und iiber eine AC-Aktivierung letztlich zu einer erhdhten
intrazelluliren cAMP-Akkumulation fiihrt. Daher kdnnen prinzipiell alle Prozesse, die an
der Aktivierung des Signalwegs direkt oder indirekt beteiligt sind, in Abhéngigkeit von
der Temperatur reguliert werden und somit den intrazelluliren cAMP-Spiegel
modulieren. So kann beispielsweise die Aktivitdt von G-Proteinen durch Interaktion von
Proteinen mit regulator of g-protein signaling-Doméne beeinflusst werden. Auch die
Rezeptoraktivtdt kann nach Phosphorylierung durch GRKs oder durch Interaktion mit -
Arrestinen moduliert werden, was zu einer gesteigerten Endozytoserate oder
Herunterregulierung des Rezeptors fiihren konnte. In diesem Zusammenhang wire auch
ein Zusammenspiel mit Komponenten der inneren Uhr denkbar, da bereits publiziert
wurde, dass die Glukagon-induzierte cAMP-Produktion und nachfolgende CREB-
Aktivierung durch CRY1 und CRY?2 inhibiert wurde (Zhang, Liu et al. 2010). Die
Arbeitsgruppe konnte dort zeigen, dass die circadiane Expression von CRY'1 und CRY2
zu einer direkten Interaktion mit der as-Untereinheit des rezeptorassoziierten G-Proteins
fiihrte, woraufhin die Signalkaskade beendet wurde. Daher erschien es hdchst interessant,
die Prozesse, die zu einer temperaturabhingigen Liganden-induzierten cAMP-

Akkumulation fiihrten, ausfiihrlicher zu untersuchen.

Zunichst wurde die Bindung von NA und Sal an den B2-AR im AP und CP bestimmt.
Hierfiir wurde '’I-CYP, ein inverser Agonist an P2- und B3-AR, eingesetzt. Die Affinitiit
von '2’I-CYP an den B3-AR ist gegeniiber dem P>-AR um den Faktor 10 verringert [Kp
(B2) 45 + 14 pM; Kp (B3) 512 + 135 pM] (NiclauB, Michel-Reher et al. 2006). Bei der

Anfertigung der Sittigungskurve muss davon ausgegangen werden, dass auch
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signifikante Mengen des radioaktiven Liganden an den B3-AR gebunden wurden, weshalb
die tatsdchliche Expression des f2-AR hochstwahrscheinlich etwas geringer ausfillt. Man
hitte allerdings deutlich hohere 'I-CYP-Konzentrationen einsetzen miissen, um eine
quantitative Bindung an den B3-AR zu erreichen. Dies hitte eine hohe radioaktive
Belastung dargestellt, weshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit darauf verzichtet
werden musste. Bei der Verwendung von 75 pM '2’I-CYP betrigt die theoretische Ps-
Rezeptorbelegung lediglich 12 %, weshalb '*I-CYP zum iiberwiegenden Teil an B,-AR
und nur untergeordnet an den B3-AR gebunden vorlag. Die Verdringung von '*’I-CYP
durch NA und Sal offenbarte keine temperaturabhingige Affinitit der Liganden zum [32-
AR im CP und im AP. Es wurde erkennbar, dass Sal aber nicht NA zu einer biphasischen
Verdriangung von '>’I-CYP vom B2-AR fiihrte.

Nach dem ternary complex model kommt ein GPCR in (mindestens) zwei
Konformationen vor, die auf die intrazellulire Bindung des G-Proteins zuriickzufiihren
sind (siche Kapitel 1.4.2.1). Die Bindung des G-Proteins fithrt zu einer
Konformationsédnderung, die eine hochaffine Bindung von Liganden an den Rezeptor
ermdglicht. Die Verdringung von '*I-CYP vom B2-AR erfolgt also zunichst von der
hochaffinen Bindestelle, da die Affinitit des Agonisten zu dieser besonders hoch ist. Ist
diese Bindestelle schlieBlich besetzt, erfolgt bei weiter steigender Konzentration des
Agonisten auch eine Kompetition an der niederaffinen Bindestelle. Aus dieser
biphasischen Reaktion ergibt sich konsequenterweise ein biphasischer Verlauf der
Bindungskurve. Erstaunlicherweise war die kompetitive Bindung von '>’I-CYP und NA
nicht, wie zu erwarten gewesen wire, biphasisch. Moglicherweise konnte die Kurve
durch die unvollstindige Verdringung von '*I-CYP nicht korrekt berechnet werden und
eine weitere Erhohung der NA-Konzentrationen hitte zu einer Offenbarung einer zweiten
Bindestelle gefiihrt. In einigen Studien wurde NA in deutlich hoheren Konzentrationen
eingesetzt, um eine vollstdndige Verdringung zu erreichen (Sugasawa, Matsuzaki-Fujita
et al. 1997). Bei ausfiihrlicher Literaturrecherche wurde dariiber hinaus allerdings
offensichtlich, dass fiir die Kompetition zwischen ’I-CYP und NA hiufig kein
biphasischer Verlauf bestimmt werden konnte oder dieser sehr schwach ausgepréagt war
(Madison, Basbaum et al. 1989, Roberts, Molenaar et al. 1993). Die Kompetition von
I[.CYP mit Propranolol, einem nicht-selektiven B-AR-Antagonisten, verlief
monophasisch. Auflerdem konnte durch die Verwendung von Gpp(NH)p, einem nicht-

hydrolysierbaren GTP-Analogon, eine signifikante Abschwichung des biphasischen
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Verlaufs erreicht werden. Anhand dieser Befunde konnte hiermit einerseits gezeigt
werden, dass der biphasische Verlauf tatsdchlich den Konformationen des [B2-AR
geschuldet war und der B3-AR, wie vermutet, nicht relevant an der '*’I-CYP-Bindung
beteiligt war. Andererseits konnte durch die Kompetitionsexperimente gezeigt werden,
dass weder die Bindung von NA oder Sal noch die exprimierte f2-AR-Menge unter den

beschriebenen Bedingungen von der Inkubationstemperatur abhangig war.

Um die temperaturabhidngige induzierte cAMP-Akkumulation zu erkldren, wurde auch
versucht, die NA-induzierte G-Proteinaktivierung direkt zu bestimmen, was entgegen den
Erwartungen nicht gliickte. Es konnte iiber die basale G-Proteinaktivitdt hinaus keine
weitere induzierte G-Proteinaktivierung gemessen werden (siche Abb. 46). Hierflir wurde
eine Vielzahl von Puffersystemen getestet, da bereits gezeigt werden konnte, dass die
Wahl des Puffers einen grof3en Einfluss auf die G-Proteinaktivierung nimmt (Bidlack and
Parkhill 2004). Auch die Verwendung von frisch priparierten Membranen, die nicht zur
spateren Verwendung bei - 80 °C gelagert wurden, brachte nicht das gewiinschte
Ergebnis. Ein Grund fiir die ausbleibende G-Proteinaktivierung lag moglicherweise an
der verwendeten NA-Konzentration von 10 pM. Diese wurde so gewéhlt, um die gleiche
Konzentration zu benutzen, die zu einer CREB-abhéingigen Reporteraktivitit fiihrte.
Eventuell war diese Konzentration nicht ausreichend, um eine maximale G-
Proteinaktivierung zu provozieren (Venugopalan, Ghali et al. 2006). Ein weiterer Grund
konnte in den Eigenschaften der G-Proteinsubtypen zu finden sein. Da die Verwendung
von [*°S]-GTPyS zu einem Austausch von GDP an allen Gq-Proteinsubtypen fiihrt
(Milligan 2003) und die Aktivierung von Ggi-Proteinen typischerweise stark tiberwiegt
(Strange 2010), konnte die NA-induzierte Aktivierung von Ggs-Proteinen durch den
hohen basalen Austausch an Gei-Proteinen liberdeckt gewesen sein. Bislang konnte eine
NA-induzierte und 2-AR-vermittelte Gs-Proteinaktivierung in endogenen Zellsystemen
noch nicht gezeigt werden. Moglicherweise ist die Signalstirke ohne weitere
Amplifikationsschritte zu gering. Um diese These zu iiberpriifen, wurde der Gs-
Proteinsubtyp gezielt prézipitiert, was allerdings auch zu keiner messbaren Aktivierung
fiihrte. Vielleicht konnte in zukiinftigen Experimenten durch eine Uberexpression des Gs-
Subtyps eine ausreichende NA-induzierte Gs-Proteinaktivierung gemessen werden. Die
Verdringung von '>’I-CYP wurde schlieBlich noch an intakten mHypoA-2/10-Zellen
durchgefiihrt, um eine dynamische Beteiligung von G-Proteinen an der Ligandenbindung

zu untersuchen. Die Durchfiihrung der Bindung bei 36 oder 38 °C fiihrte nicht zu einer
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veranderten Bindung von Sal an den Rezeptor. Eine Beteiligung von G-Proteinen an der
temperaturabhéngigen cAMP-Akkumulation kann damit allerdings nicht vollstindig

ausgeschlossen werden.

Eine weitere denkbare Moglichkeit, iiber die der intrazellulire cAMP-Spiegel
temperaturabhéngig moduliert werden kdnnte, ist iiber Rezeptordesensitisierung. Daher
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die NA-induzierte B>-AR-Endozytose
und -Herunterregulierung bestimmt. Es wurde eine Endozytoserate von 9,3 + 1,8 % bei
36 °C und 15,3 + 3.2 % bei 38 °C errechnet (siche Abb. 43). Nach einstiindiger
Stimulierung mit 10 uM NA wurde an dieser Stelle eine hohere Endozytoserate fiir den
B2-AR erwartet. So wurde eine Endozytoserate von etwa 20 % nach nur 5-miniitiger
Stimulation mit 10 pM Isoproterenol (Iso) und nach 30-miniitiger Stimulation von 30 %
beschrieben (Nantel, Bonin et al. 1993, Jockers, Da Silva et al. 1996). Eine mdogliche
Ursache fiir die geringe Endozytoserate konnte in der Ausbildung von Heterodimeren
liegen. Es wurde gezeigt, dass der B3-AR nach kurzzeitiger Stimulation mit Iso nicht
sequestriert wird (Jockers, Da Silva et al. 1996, Vicario, Candelore et al. 1998). Die
Bildung von Rezeptor-Oligomeren ist fiir eine Vielzahl von Rezeptoren beschrieben
worden (Milligan 2009). Auch die Ausbildung von PB2-AR- und [3-AR-Hetero-
Oligomeren wurde bereits gezeigt (Breit, Lagacé et al. 2004). Diese Arbeitsgruppe konnte
in dem Zusammenhang auch nachweisen, dass die Bindung einiger 2-AR-Liganden
durch die Ausbildung von [2-/Bs3-AR-Hetero-Oligomeren nicht beeinflusst wurde,
weshalb deren Anwesenheit hdufig libersehen wird. Interessanterweise konnte in der
Publikation gezeigt werden, dass die Agonisten-induzierte Rezeptorsequestrierung des
B2-AR nach Ausbildung von f2-/B3-AR-Hetero-Oligomeren vollstindig verhindert wurde.
Diese Befunde erdffnen theoretisch die Moglichkeit, dass auch in mHypoA-2/10-Zellen
Hetero-Oligomere aus B2- und B3-AR ausgebildet werden. Allerdings konnte im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass es nach einstiindiger Stimulation der Zellen mit NA
zu einer starken Rezeptor-Herunterregulierung kam (bei 36 °C 46,3 + 6,0 % und bei 38
°C 35,0 £ 1,3 %). Normalerweise fiihrt eine Rezeptorphosphorylierung durch
beispielsweise GRKs und anschlieBender Bindung von Arrestinen zu einer Clathrin-
vermittelten Rezeptorendozytose. AnschlieBend kann der Rezeptor intrazellulir im
Endosom abgebaut werden. Eine Moglichkeit fiir das Missverhdltnis zwischen
Endozytoserate und Herunterregulierung konnte in der Kinetik der Stimulation gelegen

haben. Eine einstlindige Inkubation der Zellen mit 10 uM NA fiihrte womdoglich innerhalb



205

von wenigen Minuten bereits zu einer Rezeptorendozytose. Die fortdauernde
Stimulierung mit NA resultierte dann schlieBlich in einem Rezeptorabbau, der deshalb
nach einer Stunde stark ausgeprégt war. So wiirde in diesem Fall die Endozytoserate stark
unterschdtzt werden. Um dieser Problematik gerecht zu werden, sollte eine kiirzere
Stimulierung der Zellen in Betracht gezogen werden und erneut die Endozytoserate

bestimmt werden.

5.4 cAMP-Efflux und PDE-AKktivitit in Abhéingigkeit von der

Temperatur

Der intrazelluldre cAMP-Spiegel ist die Konsequenz aus cAMP-Produktion und -Abbau.
Der durch Salomon und Kollegen publizierte (Salomon, Londos et al. 1974) und fiir diese
Arbeit modifizierte cAMP-Assay ist ein Akkumulationsassay, der auf der Verwendung
von 1 mM IBMX beruht. IBMX ist ein nicht-selektiver PDE-Inhibitor, weshalb der
cAMP-Abbau verhindert oder zumindest stark reduziert werden sollte (Lugnier,
Schoeffter et al. 1986). Uberraschenderweise wurde nach 60-miniitiger NA-Stimulation
im Vergleich zu einer 20-miniitigen Inkubation ein deutlicher ,cAMP-Verlust*
festgestellt. Die fortdauernde Stimulierung {iber 20 min hinaus fiihrte zu einer um 58 + 4-
prozentigen Verringerung des intrazelluldren cAMPs (siehe Abb. 53). Es wurde gezeigt,
dass ein Grof3teil des ,fehlenden‘ cAMPs in der extrazelluldren Fraktion wiedergefunden
werden konnte. Die Inkubation von mHypoA-2/10-Zellen mit NA fiihrte also zu einem
ausgeprigten zeitabhidngigen cAMP-Efflux, der durch die Inkubation mit Indomethacin,
einem nicht-selektiven ABCC-Transporter-Inhibitor, deutlich reduziert werden konnte.
ABCC-Pumpen kénnen unter Energieaufwand unterschiedlichste Stoffe und Xenobiotika
aus der Zelle in den EZR befordern und damit die Zelle vor moglichen Schidden durch
toxische Substanzen bewahren. Fiir den Subtyp ABCC4 konnte bereits gezeigt werden,
dass Nukleotide wie cAMP ein geeignetes Substrat darstellen und daher transportiert
werden konnen (Jedlitschky, Burchell et al. 2000, Wielinga, Van Der Heijden et al. 2003,
Sassi, Lipskaia et al. 2008, Sassi, Abi-Gerges et al. 2012, Godinho, Duarte et al. 2015).
Es wire daher denkbar, dass die Verwendung von IBMX und die daraus resultierende
Inhibition von PDEs zu unnatiirlich hohen intrazelluldren cAMP-Spiegeln fiihren kdnnte,
die aufgrund ihres toxischen Potenzials durch einen Transport in den EZR von der Zelle

beseitigt werden. Der Verzicht von IBMX fiihrte aber dennoch zu einem ausgeprigten
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Efflux, der nach 60 min etwa 75 % des gesamten, noch vorhandenen cAMPs ausmachte
(Daten nicht gezeigt). Daher konnte eine physiologische Bedeutung des cAMP-Efflux in
dem extrazelluliren cAMP-Adenosin-Signalweg begriindet sein. Extrazellulares cAMP
kann durch (extrazelluldre) Ecto-PDEs in 5‘-AMP und durch Ecto-5°‘-Nukleotidasen
(beispielsweise CD73) weiter in Adenosin umgewandelt werden, was nachfolgend an
AdR der Zellmembran binden kann und somit seinerseits iiber die Kopplung an Gi- oder
Gs-Proteinen den intrazelluldaren cAMP-Spiegel komplex regulieren konnte (Sassi, Abi-
Gerges et al. 2012, Godinho, Duarte et al. 2015). Somit konnte eine NA-induzierte
Aktivierung des B2-AR iiber cAMP-Efflux zu einer Aktivierung von AdRs fiihren, die
iiber Gi-Kopplung das Signal verringern oder liber Gs-Kopplung zu einer verzdgerten
erneuten Aktivierung von ACs fithren. An murinen Skelettmuskelprdparationen konnte
bereits eine solche Beteiligung des extrazelluldren cAMP-Adenosin-Signalwegs gezeigt
werden (Duarte, Menezes-Rodrigues et al. 2012). Hier fiihrte die Stimulation von Gi-
gekoppelten AdRs zu einer negativen Riickkopplung und damit zu einer Limitierung
positiv inotroper Effekte. Die Analyse der Daten aus der totalen RNAseq konnte eine
starke Expression von AdR-2b in mHypoA-2/10-Zellen zeigen. Der Rezeptor wird auch
funktionell exprimiert, da eine Stimulierung mit BAY60-6583, einem selektiven AdR-
2b-Agonisten, zu einer signifikanten Induktion des CREB-abhingigen Reporters fiihrte
(Daten nicht gezeigt). Daher wire es von Interesse, den Beitrag extrazelluliren cAMPs

an der AdR-Stimulierung in mHypoA-2/10-Zellen in weiteren Versuchen zu erortern.

Der beschriebene cAMP-Efflux nach Stimulierung der Zellen mit NA war auch abhingig
von akuten Temperaturdnderungen. Es konnte gezeigt werden, dass der absolute cAMP-
Efflux bei 36 °C etwas hoher als bei 38 °C war. Nach Beriicksichtigung des zu dem
Zeitpunkt intrazelluldr vorhandenen cAMPs war allerdings der relative Efflux bei 38 °C
signifikant erhoht. Das Verhiltnis aus Efflux zu intrazellulirem cAMP (rEC) betrug bei
36 °C 1,1 £ 0,1 und bei 38 °C 1,5 + 0,1 (siche Abb. 55). Der cAMP-Efflux allein konnte
allerdings den ,cAMP-Verlust® nicht vollstdndig erkldren. Die Summe aus intra- und
extrazellulirem cAMP war nach 20 min immer noch groBer als nach 60 min. Dies konnte
lediglich bei einer Inkubation der Zellen bei 38 °C beobachtet werden. Die Inkubation
der Zellen bei 36 °C fiihrte zu keinem ,cAMP-Verlust® zwischen 20 und 60 min, wenn
das extrazellulire cAMP beriicksichtigt wurde. Nachdem technische Fehler
ausgeschlossen werden konnten, wurde iberpriift, ob eine Erhéhung der IBMX-

Konzentration von 1 mM auf 2 mM den ,cAMP-Verlust reduzieren konnte. Tatsidchlich
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fithrte die Inkubation der Zellen mit 2 mM IBMX zu einer signifikanten Verringerung
(Daten nicht gezeigt). Uberraschenderweise konnte auch ein Riickgang des
temperaturbedingten Unterschieds in der cAMP-Akkumulation beobachtet werden. So
war mit 2 mM IBMX nach 20 min Stimulation kein temperaturbedingter Unterschied des
totalen cAMP mehr festzustellen. Nach 60 min konnte der Unterschied immerhin noch
signifikant reduziert werden (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde deuten darauf hin, dass
PDEs trotz vermeintlicher Inhibition noch aktiv waren. Mit PDE8 wurde ein Subtyp
beschrieben, dessen Aktivitdt nicht durch IBMX beeinflusst wird (Bender and Beavo
2006, Lerner and Epstein 2006, Hill, Li et al. 2016). Im verwendeten Zellmodell werden
signifikante Mengen an PDES8a exprimiert, weshalb PF-04957325, ein spezifischer
PDES-Inhibitor, eingesetzt wurde, um zu iiberpriifen, ob dieser zu einer signifikanten
NA-induzierten cAMP-Akkumulation fiihrt. Nachdem dies allerdings nicht der Fall war
(Daten nicht gezeigt), konnten darauf basierend eine Beteiligung des PDE8-Subtyps an
der beobachteten cAMP-Degradation ausgeschlossen werden. Daher wurde im
Folgenden die Moglichkeit einer unvollstindigen PDE-Inhibition weiter untersucht.
Hierfiir wurde direkt die PDE-Aktivitit durch Inkubation von mHypoA-2/10-
Zellfragmenten mit exogenen *H-cAMP untersucht. Nachdem das Experiment bei 37 °C
etabliert worden war, konnte schlieBlich eine temperaturabhingige PDE-Aktivitét
gemessen werden. Nach 20 min bei 38 °C wurde signifikant mehr *H-cAMP abgebaut als
bei 36 °C. Der prozentuale Abbau betrug bei 36 °C 12,7 + 2,1 % und 21,2 £ 1,8 % bei 38
°C (siehe Abb. 59). Diese Daten legen nahe, dass die PDE-Aktivitdat in mHypoA-2/10-
Zellen maBigeblich durch Temperaturdnderungen im physiologischen Bereich reguliert
wird. Es sollte allerdings berticksichtigt werden, dass durch die mechanische Disruption
der Zellen die intrazelluldren Bestandteile aus ihrer nativen Umgebung extrahiert wurden
und deshalb moglicherweise eine abweichende Funktionalitit gemessen wurde.
Idealerweise sollte ein zellmembrangangiges, radioaktiv markiertes Substrat fiir PDEs
eingesetzt werden, dessen Abbau in intakten Zellen, wihrend einem Temperaturstimulus

gemessen werden konnte.
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5.5 Modell der NA-induzierten Regulation des intrazelluliren

cAMP-Spiegels

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus den zuvor getétigten Beobachtungen ein Modell fiir
den induzierten zelluldiren cAMP-Haushalt entwickelt, welches in Abb. 62 schematisch

dargestellt ist.

Nach Bindung von NA an den [2-AR mit nachfolgender Aktivierung von
membranstindigen ACs, kommt es in der Gegenwart von 1 mM IBMX zu einer
Akkumulation von cAMP, welches in der Abbildung zu 100 % gesetzt wurde. Nachdem
gezeigt werden konnte, dass der temperaturbedingte Unterschied in der NA-induzierten
cAMP-Akkumulation zwischen 20 und 60 min gréBer wurde, wurde im Rahmen dieser
Arbeit angenommen, dass die cAMP-Produktion unabhidngig von der
Inkubationstemperatur reguliert wurde. Diese Annahme wurde durch den
Versuchsaufbau gestiitzt, nachdem die Zellen bei der gleichen Temperatur stimuliert
wurden und erst danach in die Inkubatoren bei verschiedenen Temperaturen gebracht
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die PDE-Aktivitidt durch IBMX nicht vollstédndig
gehemmt werden konnte. Bei einer Inkubationstemperatur von 38 °C wurden bereits 27
% des urspriinglich vorhandenen cAMPs durch eine Restaktivitidt der PDEs innerhalb
einer Stunde abgebaut. Weitere 44 % des urspriinglichen cAMPs wurden iiber ABCC-
Transporter in den EZR befordert, wihrend also nur noch 29 % des urspriinglich
produzierten cAMPs intrazellulir nach 60 min bestimmt werden konnten. Bei einer
Inkubationstemperatur von 36 °C wurde kein ,cAMP-Verlust® beobachtet und 52 % des
anfangs vorhandenen cAMPs wurden iiber ABCC-Pumpen in den EZR befordert,
weshalb nach 60 min noch 48 % intrazelluldr gemessen werden konnten. Die Berechnung
des rEC offenbarte einen signifikant hoheren Efflux bei 38 °C im Vergleich zu 36 °C. Die
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche und Literaturrecherchen erdffnen
daher die Moglichkeit, dass der NA-induzierte intrazellulire cAMP-Spiegel nach
Stimulierung des B>-AR abhingig von der physiologischen Korpertemperatur durch eine
konzertierte Aktion zwischen temperaturabhingiger PDEs und temperaturabhdngigen

Efflux reguliert wird.
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Abb. 62: Postuliertes Modell fiir den NA-induzierten cAMP-Haushalt in mHypoA-2/10-
Zellen

Die Bindung von NA an den ;-AR mit nachfolgender Aktivierung membransténdiger ACs fiihrt
zu einer temperaturunabhéngigen Akkumulation von cAMP, die hier zu 100 % gesetzt wurde.
Die Inkubation der Zellen fiir die Experimentdauer von 1 h bei 38 °C fiihrte trotz IBMX (1 mM)
zu einem PDE-bedingten Abbau von 27 % des urspriinglich eingesetzten cAMPs. Bei 36 °C
hingegen fand kein cAMP-Abbau innerhalb von 60 min statt. Wéahrend der Inkubation wurde
auBerdem ein Teil des generierten cAMPs durch ABCC-Transporter in den EZR transportiert.
Bei 36 °C wurden 52 %, bei 38 °C 44 % des urspriinglich produzierten cAMPs aus der Zelle
befordert. Beriicksichtigt man den intrazelluldiren cAMP-Spiegel bei der jeweiligen Temperatur,
ergibt sich das Verhiltnis aus extrazelluldrem zu intrazellulirem cAMP (rEC). Dieses betrug 1,08
(36 °C) bzw. 1,52 (38 °C). Hier ist erkennbar, dass bei 38 °C im Verhéltnis mehr cAMP aus der

Zelle transportiert wurde.

Zuvor konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung des prepro-TRH-Promotors
abhéngig von der Inkubationstemperatur reguliert wurde. Dariiber hinaus konnte
festgestellt werden, dass die NA-induzierte prepro-TRH-Aktivitdt in mHypoA-2/10-
TRH-Zellen iiber den Basalwert hinaus bei 36 °C hoher als bei 38 °C war. Aufbauend auf
dem in Abb. 62 dargestellten postuliertem Mechanismus der Regulation des NA-
induzierten intrazelluliren cAMP-Spiegels, konnte die CREB-abhéngige Aktivierung des
prepro-TRH-Promotors nach  Stimulierung mit NA das Ergebnis der
temperaturabhidngigen PDE-Aktivitdit und des temperaturabhingigen cAMP-Efflux
darstellen. Die Freisetzung von NA an Thyreoliberin-positive Neurone des PVNs
geschieht auf einen Kailtestimulus hin, um ein Absinken der Korpertemperatur zu

verhindern. Wie in Abb. 1 (S. 40) beschrieben, fiihrt die nachfolgende Aktivierung von
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B-AR tiiber Aktivierung von CREB und Induktion des prepro-TRH-Promotors zu einer
erhohten TRH-Expression, was letztlich erhohte T3- und T4-Plasmaspiegel bedingt.
Durch T3 vermittelte Aktivierung des TRa-Rezeptors kommt es schlieSlich unter
anderem zu einer Induktion von UCP1, was in einer Entkopplung der Atmungskette mit
gesteigerter Warmebildung resultiert. Nachdem es bei einer Verringerung der Temperatur
zu einer erhohten NA-induzierten prepro-TRH-Aktivierung in mHypoA-2/10-Zellen
kam, kommt es hier moglicherweise zu einem synergistischen Effekt im Hinblick auf die
fakultative Wérmeproduktion. Die Freisetzung von NA an PVN-Neurone bei Kilte
einerseits und die erhdhte Maximalwirkung von NA bei verringerter Temperatur

andererseits, konnten in Zusammenarbeit zu einer erh6hten TRH-Expression fiihren.

5.6 Diskussion der verwendeten Temperaturprogramme

Wie zuvor beschrieben, oszilliert die Korpertemperatur im Tagesverlauf. Zu Zeiten
erhohter Aktivitéit, wie sie bei Menschen iiblicherweise tagsiiber vorkommt, steigt die
Temperatur und erreicht durchschnittlich etwa gegen 17:00 Uhr das Maximum. Im
weiteren Tagesverlauf sinkt die Kdrpertemperatur, um in den frithen Morgenstunden,
zwischen 02:00 und 04:00 Uhr, einen Tiefpunkt zu erreichen. An dieser Stelle soll betont
werden, dass das fiir die Arbeit verwendete Zellsystem mHypoA-2/10 ein murines
Zellsystem darstellt. Bei nachtaktiven Wesen sind erhohte Temperaturen
dementsprechend in der Nacht zu finden, wéhrend sie tagsiiber auf ein Minimum absinken
(Connolly and Lynch 1981). Im Durchschnitt bewegen sich die circadianen
Temperaturoszillationen in Mausen zwischen 35,5 und 38,5 °C (siche Kapitel 1.1.1),
weshalb diese Grenzen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht iiberschritten wurden.
Um diesem physiologischen Temperaturwechsel gerecht zu werden, wurde das CP
entwickelt (siehe Kapitel 4.1.2). Im CP konnte somit am Zellmodell untersucht werden,
ob die Simulierung eines vollstindigen 24-h-Rhythmus zu einer verdnderten
Signalweiterleitung in der Zelle fiihrt. Hierbei sollte beachtet werden, dass im Rahmen
dieser Arbeit keine Aussage zu einer mdglichen Synchronisierung von Clockgenen
getroffen wurde. Zellen in Zellkultur konnen durch duBere Einfliisse wie Glukokortikoid-
oder Serumbehandlung synchronisiert werden (Albrecht and Eichele 2003). Ubernimmt
in Lebewesen normalerweise der SCN, der selbst durch Lichtimpulse synchronisiert wird

(Reppert and Weaver 2001), als zentraler Schrittmacher der inneren Uhr die
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Synchronisation der peripheren Zellen, so kdnnen durch oben aufgefiihrte Methoden auch
Zellen in der Zellkultur hinsichtlich ihrer zellularen Uhr synchronisiert werden. Hierbei
wird die rhythmische Genexpression der Clock-Transkriptionsfaktoren wie BMALI,
PER und CRY in der Zellpopulation gleichgeschaltet. Besonders interessant in diesem
Zusammenhang ist, dass auch simulierte Korpertemperaturthythmen zu einer
Synchronisation der inneren Uhr fithren konnen (Brown, Zumbrunn et al. 2002, Glaser
and Stanewsky 2005, Kidd, Young et al. 2015, Roessingh, Rosing et al. 2019). Allerdings
waren entweder die verwendeten Amplituden der Temperaturrhythmen zu hoch, und
damit auBerhalb der physiologischen Kdrpertemperatur, oder es wurden mehrere Tage
bis Wochen simuliert. Bislang konnte noch nicht gezeigt werden, dass die Simulierung
eines einzigen 24-h-Rhythmus ausreichend war, um eine vollstdndige Synchronisierung
der Clockgene zu provozieren. Es ist dennoch nicht mit Sicherheit auszuschlieen, dass
die Simulierung eines 24-h-Temperaturverlaufs fiir eine teilweise Synchronisation der

Clockgene ausreichend war.

Um dariiber hinaus den direkten Einfluss von Temperatur auf zelluldre Prozesse zu
studieren, wurde noch das AP entwickelt (siche Kapitel 4.1.1). Hierfiir wurden die zu
untersuchenden Zellen lediglich einer Temperaturdnderung unterzogen, ohne dass zuvor
bereits eine solche erfolgt war. Durch das AP konnte daher untersucht werden, ob durch
einen Temperaturunterschied von lediglich 2 °C direkt temperaturabhéngige Prozesse in
der Zelle angestoBBen werden konnen. Der Vergleich beider Temperaturprogramme sollte
beleuchten, ob iiber die direkten Temperaturwirkungen hinaus, bereits zuvor
abgeschlossene Temperaturdnderungen eine verzogerte Wirkung haben und damit die
circadianen Temperaturoszillation zu relevanten zelluldren Unterschieden fiihren. Um
diese Frage mit der grofftmoglichen Sorgfalt zu beantworten, wurde penibel darauf
geachtet, dass die Bedingungen zwischen den Programmen so einheitlich wie méglich
waren. So erfolgte der Wechsel auf serumfreies Medium und die Inkubation in den
Temperaturschrinken zur gleichen Zeit und fiir die gleiche Dauer. Die Anzahl ausgeséter
Zellen und der Ablauf des Experiments war identisch. FEinzig der erste
Temperaturstimulus im CP entschied folglich iiber den Unterschied zwischen den beiden
Programmen. Wéhrend im CP diese Temperaturdnderung stattfand, verblieben die Zellen
im AP konstant bei 37 °C. Die zweite Temperaturdnderung erfolgte in beiden
Programmen wieder zur gleichen Zeit. Lieen sich nun Unterschiede zwischen den

Programmen hinsichtlich der untersuchten Messgrof3e feststellen, konnte dies daher mit
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hoher Sicherheit dem im CP zuvor geschehenen, ersten Temperaturwechsel zugeordnet

werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CREB-, STAT-, FOXO- und BMAL1-abhingige
Luciferaseaktivitit, die mit einer Aktivierung des jeweiligen Transkriptionsfaktors
korreliert, im AP und CP untersucht. Interessanterweise konnte hier bei der Inkubation
der Zellen eine Invertierung des Temperatureffekts bis zu 2 h (CRE) bzw. sogar 4 h
(FOXO) nach dem zweiten Temperaturwechsel festgestellt werden. War im AP stets bei
der geringeren Temperatur eine erhohte Reporteraktivitit messbar, konnte im CP eine
erhohte Reporteraktivitit bei 38 °C gemessen werden (siche Abb. 15). Dies war
zumindest fiir die CRE-Aktivitit wahrscheinlich kinetischer Natur, da die
vorangegangene Temperaturdnderung zu einer erhdhten Luciferaseakkumulation fiihrte,
die nach 2 h bei 38 °C noch teilweise gemessen werden konnte. In mHypoA-2/10-FOXO-
Zellen hingegen war eine Inkubation im AP nicht ausreichend, um eine
temperaturabhéngige FOXO-Induktion nachweisen zu konnen. Erst die Inkubation im CP
offenbarte eine signifikant verschiedene Aktivierung des Reporters bei 36 und 38 °C. Es
wire denkbar, dass der erste Temperaturstimulus die Initilerung einer Genexpression
bedingte, die erst nach einigen Stunden zu einer Wirkung fiihrte. Moglicherweise wurde
die PKB-Expression temperaturabhéngig induziert, was bei funktioneller Exprimierung
schlieBlich zu einer verzogerten Verringerung der FOXO-Aktivitit wihrend des zweiten
Temperaturstimulus fiihrte. Es wire daher interessant in zukiinftigen Experimenten die
Expression von Genen, die an der Aktivierung von FOXO beteiligt sind, in Abhédngigkeit

von der Temperatur zu erforschen.

Die Untersuchung der Dosis-Wirkungs-Beziehung der NA-induzierten cAMP-
Akkumulation in mHypoA-2/10-Zellen offenbarte einen erhohten Emax sowohl im CP als
auch im AP. Es war allerdings erkennbar, dass der Emax im CP signifikant hoher war als
im AP. Dariiber hinaus konnte auch gezeigt werden, dass der Hill-Koeffizient
interessanterweise zwischen den Programmen signifikante Abweichungen aufzeigte. Der
Hill-Koeffizient stellt ein Mittel dar, um Kooperativitit einer Bindung zu beschreiben und
korreliert mit der Steilheit einer Dosis-Wirkungs-Kurve. Als erstes wurde die
Kooperativitdt bei der Bindung von Sauerstoff an Himoglobin gezeigt (Hill 1910). Dort
filhrte die Bindung eines Sauerstoffatoms zu einer erleichterten Bindung eines weiteren

Sauerstoffatoms. An mesenterischen Zellen der Ratte konnte eine Kooperativitit
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zwischen a1-AR und AdR-A1 gezeigt werden (Jackson, Cheng et al. 2020). Hier fiihrte
die Stimulierung mit NA zu einem Hill-Koeffizienten von etwa 1,8 der Dosis-Wirkungs-
Beziehung (vgl. Inkubation im CP, Abb. 51). Es wire interessant ndher zu untersuchen,
ob durch Simulierung eines circadianen Temperaturrhythmus, auch in mHypoA-2/10-
Zellen andere Rezeptoren neben dem [2-AR an der NA-vermittelten cAMP-
Akkumulation beteiligt sind. Moglicherweise fiihrt die circadiane Temperaturdnderung
zu einer veranderten Interaktion zwischen B2- und B3-AR, was zu diesem Zeitpunkt
allerdings rein spekulativer Natur ist und in zukiinftigen Experimenten weiter untersucht

werden sollte.

5.7 Spezifitit der Befunde

Die Stimulierung von mHypoA-2/10-Zellen mit NA, Sal, BK oder FSK fiihrte zu einer
deutlichen CRE-Aktivierung. Wéhrend fiir NA, Sal und FSK diese bei 36 °C signifikant
gegeniiber der bei 38 °C erhoht war, konnte fiir die BK-induzierte CRE-Aktivierung keine
Abhingigkeit von der Inkubationstemperatur gezeigt werden. Unpublizierte Versuche
innerhalb der Arbeitsgruppe demonstrierten, dass die BK-induzierte CRE-Aktivierung
durch die Aktivierung von PKC vermittelt wurde (Breit et al.). Zusétzlich konnte auch
gezeigt werden, dass die Inkubation von BK nicht zu einer cAMP-Akkumulation fiihrte,
was fiir eine BK-vermittelte CRE-Induktion durch Aktivierung von Gg11- und nicht Gs-

Proteinen spricht (Breit et al., nicht publiziert).

Daher wire es denkbar, dass es Gs- oder P2-AR-vermittelt zu einer Erhohung der
intrazelluliren cAMP-Konzentration kommt, die durch temperaturabhidngigen Efflux und
PDE-Aktivitit zu bei 36 und 38 °C verschiedenen cAMP-Spiegeln fiihrt, welche
schlieBlich zu einer erhohten Aktivitit des CRE-Reporters bei 36 °C fiihren. Die FSK-
induzierte cAMP-Akkumulation war deutlich geringer abhingig von der
Inkubationstemperatur. Nachdem gezeigt werden konnte, dass zwischen 30 und 60 min
Stimulation der fiir NA beschriebene ,cAMP-Verlust® hier kaum auftrat, ist es denkbar,
dass darin eine mdgliche Erkldrung zu finden ist. Eventuell ist der cAMP-Efflux
spezifisch fiir f2-AR- oder Gs-induziertes cAMP und konnte damit die signifikant
reduzierte Temperaturabhingigkeit der FSK-induzierten cAMP-Akkumulation und CRE-

Aktivitdt, im Vergleich zu der durch NA- oder Sal-induzierten, erkliren.
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Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Befunde wurden in mHypoA-2/10-Zellen,
einem Zellmodell mit hoher Ahnlichkeit fiir Thyreoliberin-positive Neurone des PVN,
erhoben. Um zu iiberpriifen, ob die zuvor gezeigten Ergebnisse auf andere Zellen
iibertragbar sind, wurde zunichst die cAMP-Akkumulation diverser Zelllinien nach
Stimulierung mit NA, Sal und FSK untersucht. Konnte eine signifikante Induktion von
cAMP nachgewiesen werden, wurde in diesen Zelllinien dariiber hinaus noch die NA-,
Sal- und FSK-induzierte cAMP-Akkumulation in Abhédngigkeit von der
Inkubationstemperatur  untersucht. Wahrend in HEK-293-B>-AR-Zellen keine
temperaturabhéngige cAMP-Akkumulation nachweisbar war, konnte diese in allen
weiteren getesteten Zellsystemen in unterschiedlicher Ausprigung gezeigt werden. In
mHypoA-2/12-Zellen war die Temperaturabhédngigkeit vergleichbar mit der in mHypoA-
2/10-Zellen gezeigten. H1299-Zellen reagierten auf alle drei getesteten Agonisten mit
einer dhnlichen temperaturabhéngigen cAMP-Akkumulation, wihrend HBSMC nur eine
moderat temperaturabhéngige FSK-induzierte cAMP-Antwort zeigten (siche Abb. 61).
Diese Daten legen nahe, dass nicht alle Zellen und Stimuli in der gleichen Art und Weise
zu einer Modulation des intrazelluliren cAMP-Spiegels flihrten, sondern dass spezifische
Signalwege in Abhéngigkeit von der Temperatur reguliert wurden. Nachdem im Rahmen
dieser Arbeit die Temperaturabhidngigkeit des intrazelluliren cAMP-Spiegels auf eine
gemeinsame Aktion von ABCC-Pumpen und PDEs zuriickgefiihrt werden konnte, ist es
moglich, dass die Expression dieser Proteine oder die Kombination spezifischer Subtypen

fiir die temperaturvermittelten Effekte erforderlich ist.
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5.8 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden temperaturabhingige Signalwege in einem
hypothalamischen Zellmodell identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die CREB-,
STAT- und prepro-TRH-Promotoraktivierung abhdngig von Temperaturdnderungen, wie
sie physiologisch auftreten, waren. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die NA-
, Sal-, FSK-, aber nicht die BK-induzierte CREB-Aktivitit, sowie die NA-, Sal- und FSK-
induzierte cAMP-Akkumulation bei 36 °C erhoht und bei 38 °C verringert war. Als
Erkldrung fiir die Temperaturabhéngigkeit wurde eine Regulation des cAMP-Spiegels
durch ABCC-Pumpen und PDEs in Abhingigkeit von der physiologischen
Korpertemperatur angeboten. SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass einerseits
Temperaturdnderungen direkt, andererseits teilweise circadiane Temperaturanderungen
an den erwdhnten Befunden beteiligt waren. Diese Arbeit bietet damit eine Grundlage fiir
die weitere Erforschung von Signalwegen in Abhingigkeit von der Korpertemperatur. Es
wire sehr interessant, die Befunde in einem geeigneten Mausmodell zu tiberpriifen. Da
naturgemiB eine Anderung der Korpertemperatur in einem lebenden Organismus nicht
sinnvoll zu bewerkstelligen ist, sollte das Augenmerk daher auf eine tageszeitabhingige
Aktivierbarkeit von Rezeptoren gelegt werden. Es wére aufschlussreich, die klassische
Rezeptorpharmakologie in Abhdngigkeit des Tagesverlaufs zu studieren, was im Sinne

einer Chronotherapie auch von klinischem Interesse sein konnte.
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rEC ratio of cAMP efflux over cytosolic cAMP
RefSeq reference sequence

RuR Rutheniumrot

Sal Salmeterol

SCN Nucleus suprachiasmaticus

SM Spezialmedium

SOCS suppressor of cytokine signaling



264

STAT signal transducers and activators of transcription
T3 Trijodthyronin

T4 Thyroxin

TCA Trichloressigséure

TRH thyrotropin-releasing hormone, Thyreoliberin
TRP trancient receptor potential
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Die Strukturformeln wurden mit dem Editor Marvin von ChemAxon erstellt.
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