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1. Einleitung

Im Jahr 1896 mul} der Berliner Pathologe Langerhans mit ansehen, wie sein eigenes
Kind nach einer wiederholten prophylaktischen Gabe des ,Behring’schen
Heilserums® gegen Diphterie innerhalb von sieben Minuten verstirbt (Langerhans,
1896). Die Arzte stehen vor einem Rétsel. Beinahe wird das ,Heilserum®, das die
Todesrate der Diphteriekranken um ein Vielfaches senkte, zum Gift erklart. Der
Kinderarzt Clemens von Pirquet sammelt die Falle der Nebenwirkungen gegen das
Serum, in denen oftmals von Urtikaria und lokalen Exanthemen bis hin zu
Todesfallen berichtet wird. Seine Beobachtungen flihren zu einer neuen
Krankheitslehre: Demnach bestimmt nicht nur die Vermehrung der in den Korper
eingedrungenen Keime den Krankheitsverlauf, sondern auch die aktive
Wechselwirkung zwischen Organismus und Erreger. 1906 schreibt er in einer
Veroffentlichung in der ,Minchener Medizinischen Wochenschrift® Uber ,eine
veranderte Reaktionsfahigkeit des Korpers auf eine Fremdsubstanz® und geht damit
als Begrunder der Allergie in die Geschichte der Medizin ein.

Heute leidet fast die Halfte der nordamerikanischen und europaischen Bevolkerung
unter der sogenannten Hypersensibilitatsreaktion vom Typ |, die im allgemeinen
Sprachgebrauch und auch in dieser Arbeit mit der Allergie gleichgesetzt wird. Wie
schon von Piquet beschrieben, sind die Erscheinungsformen vielfaltig und kénnen

mitunter lebensbedrohlich werden.

In der Pathogenese der Hypersensibilitatsreaktion vom Typ | nimmt Histamin eine
zentrale Rolle ein. Seine Wirkung am Histamin H1 Rezeptor (H1R) kann bei den
meisten Spezies durch kompetitive Blockade mittels Antihistaminika erfolgreich
unterbunden werden. Antihistaminika besitzen daher als Therapeutikum bei

Anaphylaxien eine grof3e Bedeutung.

Beim Pferd sind allergische Reaktionen ein weit verbreitetes Problem. Da es meist
unmaoglich ist, das Antigen aus der natlrlichen Umgebung des Pferdes zu
eliminieren, kommt der medikamentdsen Behandlung eine umso grofRere Bedeutung
zu. Die Wirksamkeit von Antihistaminika beim Pferd ist jedoch in den meisten Fallen
unbefriedigend (Smith, 2002; Reed et al., 2004). Die Ursachen hierfur sind bis heute




noch vollig unbekannt. Deshalb werden bei Hypersensibilitatsreaktionen vom Typ |
beim Pferd nach wie vor haufig Kortikosteroide eingesetzt, obwohl diese bei

Langzeitanwendung mit zahlreichen Nebenwirkungen behaftet sind.

Wahrend beim Menschen Antihistaminika aufgrund der bekannten Struktur des H1R
schnell und effektiv in in vitro-Studien auf ihre Wirksamkeit hin getestet und somit
eine Vorauswahl aus einer gro3en Anzahl an Substanzen getroffen werden kann,
fehlt diese Madglichkeit beim Pferd. Dies erschwert derzeit die Suche nach einem

wirksamen Antihistaminikum mafgeblich.

Die in der vorliegenden Arbeit erfolgte Sequenzierung und Strukturaufklarung des
equinen H1R ermoglicht es in Zukunft, besser wirksame Antihistaminka zu
identifizieren und ihre Wirkung beim Pferd zu charakterisieren. Zudem werden die
Voraussetzungen fur Untersuchungen zur Rolle des H1R bei der Hyper-
sensibilitatsreaktion vom Typ | beim Pferd geschaffen. Durch Strukturvergleich mit
Sequenzen anderer Spezies kdnnen schliel3lich wertvolle mechanistische Einsichten

in die Funktionsweise aminerger Rezeptoren gewonnen werden.



2. Literatur

2.1 G-PROTEIN GEKOPPELTE REZEPTOREN -
DER HISTAMIN H1-REZEPTOR

Der H1R gehdrt, wie alle vier Histaminrezeptortypen, zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Die von ihm vermittelten Signalwege sind vor
allem fur Allergien vom Typ | verantwortlich (White, 1990). Er wurde 1966 von Ash
und Schild entdeckt, 1991 erstmals vom Rind (Yamashita et al., 1991) und 1993 vom
Menschen (De Backer et al., 1993) kloniert und charakterisiert. In der Northern blot
Analyse wurden 2 verschiedene mRNA Transkripte unterschiedlicher Lange
identifiziert. Die 3 Kilobasen (kb) lange Variante wurde in der Plazenta, Lunge,
Skelettmuskel und Niere gefunden, die 3,5 kb lange Form dagegen im Gehirn. Die
starkste Expression der Rezeptor-mRNA findet in der Plazenta statt. (Fukui et al.,
1994). Angaben zum Molekulargewicht des translatierten Proteins variieren je nach

Gewebe und Spezies und liegen zwischen 53 und 58 kDa (Hill et al., 1997).

Die GPCR stellen die groRte Familie der Zelloberflachenrezeptoren dar und sind in
allen Eukaryonten zu finden. Sie besitzen eine charakteristische Grundstruktur und
bestehen aus einer Polypeptidkette, die sich sieben Mal durch die Zellmembran
windet und Uber eine extrazellulare Ligandenbindungstasche sowie eine intra-
zellulare Kontaktstelle flir G-Proteine verfigt. Wenn nun der an das G-Protein
gekoppelte Rezeptor aktiviert wird, so erfahrt dieser eine Konformationsanderung
und kann so seine assoziierten G-Proteine aktivieren. G-Proteine besitzen ebenfalls
eine charakteristische Grundstruktur und sind in drei Einheiten aufgebaut, die a-, -
und y-Untereinheit. Im nicht stimulierten Zustand ist GDP an die a-Untereinheit
gebunden, welches nach Aktivierung durch den Rezeptor mit GTP ausgetauscht
wird. Hierdurch dissoziiert die a-Untereinheit vom By-Dimer ab, die nun beide eine

Vielzahl intrazellularer Effektoren regulieren kdnnen.




2.1.2 INTRAZELLULARE SIGNALWEGE

Der G-Protein gekoppelte H1R aktiviert das in der Plasmamembran gebundene
Enzym Phospholipase CB (PLCp) (Hill et al., 1997). Bei allen Rezeptoren, die diesen
so genannten Inositol-Phospholipid-Signalweg Uuber die Aktivierung der PLC
einleiten, wird die Reaktion Uber das G-Protein G4 vermittelt. Im Falle des H1R ist
das G-Protein Gg11 beteiligt (Iwata et al., 2005). Dieses aktiviert die PLCp, die das in
der inneren Lipidschicht der Zellmembran eingelagerte Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (IP2) in zwei Produkte, das Inositol-1,4,5-trisphophat und das
Diacylglycerol aufspaltet. Hierdurch wird der Signalweg aufgeteilt. Das wasser-
I6sliche Inositol1,4,5-trisphosphat (IP3) diffundiert in das Cytosol, bindet an das
Endoplasmatische Reticulum (ER) und kann dort iiber IPs-vermittelte Ca**- Kanale
zum Ausstrom von Ca?* und einem intrazelluldren Anstieg der Ca®*- Konzentration

fuhren. Diese Reaktion kann Uber drei Wege beendet werden:

1. Dephosphorylierung von IP3 zum IP;
2. Phosphorylierung von IP3 zu IP4
3. Ca?" Efflux

Das zweite Spaltprodukt, Diacylglycerol, verbleibt im Gegensatz zu IP; an der
Zellwand und kann ebenfalls zwei unterschiedliche Signalwege einleiten. Es kann zu
Arachidonsaure gespalten werden, die wiederum selbst als Signalmolekil wirken
aber auch als Vorlaufer fur Eikosanoide dienen kann. Eikosanoide sind essentieller
Bestandteil bei Entzindungsreaktionen und der Schmerzentstehung. Von grolerer
Bedeutung ist jedoch, dass Diacylglycerol die Ca®*-abhéngige Serin/Threoninkinase
Proteinkinase C (PKC) aktivieren kann. Durch das iiber IP; freigesetzte Ca** kann
die PKC nun an die innere zytoplasmatische Oberflache wandern, wo es durch die
Kombination von Ca?*, Diacylglycerol und dem negativ geladenen Phosphatidylserin
aktiviert wird. Je nach Zelltyp kann die PKC nun verschiedene Proteine

phosphorylieren und so die Zellfunktion beeinflussen.

Unter den Histaminrezeptoren vermittelt der H1R ein Signal Uber IP3 zu einer
erhdhten intrazelluldren Ca?*-Mobilisierung (Moguilevsky et al., 1994). Die

Freisetzung von Ca®" als Folge der Hydrolyse von IP; findet sich in Zellen der glatten



Muskulatur, wie z.B. der Atemwege und des vaskularen Endothels (Hall and Hill,
1988; Kotlikoff et al., 1987; Matsumoto et al., 1986; Paniettieri et al., 1989; Takuwa et
al., 1987; Van Amsterdam et al., 1989).

Nach der Aktivierung der Zelle Gber den Phospholipid-Signalweg bleibt der induzierte
Ca?*-Efflux oft auf wenige kleine Stellen in der Zelle begrenzt. Diese Stellen sind
wahrscheinlich die Offnungen der Ca**-Kanale im ER. Wenn das Signal ausreichend
lang stattfindet, kann es zu einer Ca**-Welle durch das Cytosol kommen. Ein solcher
“Spike” wird haufig von mehreren Spikes gefolgt, die jeweils Sekunden andauern
kdnnen. Diese Ca?*-Schwankungen kdnnen in der Zelle so lange fortbestehen wie
der Rezeptor aktiviert ist. Hierbei kann Ca®* seine eigene Freisetzung bis zu einem
bestimmten Grad selbst noch intensivieren. Wird seine Konzentration jedoch zu
hoch, so kann es seine eigene Freisetzung inhibieren. Die Frequenz der Ca*-
Schwankungen reflektiert dabei die Starke des extrazellularen Signals und ist fur die
Spezifitat der Zellantwort (Aktivierung bestimmter Gene) verantwortlich. Auch
existieren Ca**-empfindliche Proteine, die ihre Aktivitat in Abhangigkeit von der Ca?*-

Frequenz andern.

Ca**-bindende Proteine sind die Vermittler von cytosolischem Ca?**-Signalen. Hierzu
zahlt z.B. Troponin C in der Skelettmuskelzelle oder auch Calmodulin, das in allen
eukaryotischen Zellen vorkommt. Es vermittelt viele Ca®*-regulierte Prozesse und
wird bei der Bindung an Ca* durch eine Konformationsdnderung aktiviert. Es
missen mehrere Ca®*-lonen zur Aktivierung binden, die Aktivierung selbst findet
wiederum gestaffelt statt. So bewirkt eine 10-fache Erhéhung der Ca®* -Konzentration
eine 50-fach starkere Aktivierung von Ca®*-Calmodulin. Ca?*-Calmodulin selbst
verfugt Uber keine intrinsische Enzymaktivitat, bindet jedoch an Proteine und reguliert
diese. Wenn Ca?*-Calmodulin an sein Zielprotein bindet kommt es zu einer
Konformationsanderung. Unter den Zielproteinen befinden sich eine Vielzahl an
Enzymen und Transportproteinen, u.a. auch die Ca?*-Pumpe, die bei der Einstellung

des normalen Ca?*-Gehaltes der Zelle hilft.

Im S&augerhirn und der Nebennierenrinde wird durch die Aktivierung von H1R
ebenfalls die Adenylylzyklase (AC) aktiviert und intrazellulares zyklisches Adenosin-

3’-5’-monophosphat (cAMP) gebildet. cAMP dient als ,second messenger‘ und kann



Uber Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und CREB-Phosphorylierung in eine
Vielzahl von Zellfunktionen und Translation von Genen eingreifen. Der H1R ist nicht
direkt an die AC gekoppelt, sondern moduliert die cAMP Produktion tuber PKC sowie
Ca**-abhiangige Signalwege (Garbarg und Schwartz, 1988). Der genaue
Mechanismus ist jedoch noch weitestgehend unbekannt (Booth and Moniri, 2005;
Maruko et al. 2005).

2.1.3 REGULATION DER REZEPTORFUNKTION

A) DESENSIBILISIERUNG

Zellen kénnen das Ausmald ihrer Antwort gegenlber eines extrazellularen Signals
abschwachen. Dieser Vorgang der Adaptation wird als Desensibilisierung
bezeichnet. Dabei fuhrt ein langerfristiger Stimulus zu einer verminderten Zellantwort,
ein Mechanismus der zur Entstehung einer pharmakologischen Toleranz beitragen
kann. Die Adaptation ermdglicht es der Zelle auf unterschiedlichste
Ligandenkonzentrationen verandert zu reagieren. Die Antwort entspricht einem
negativem Feedback auf die Rezeptorfunktion, die innerhalb weniger Minuten

einsetzen kann.

Die Desensibilisierung wird uber einen komplexen Mechanismus vermittelt, der aus
Phosphorylierung, Sequestrierung und Endozytose des Rezeptors besteht. Dabei
werden die Rezeptoren von der Zelloberflache entfernt (Internalisierung). Halt der
Stimulus langer an, so werden die internalisierten Rezeptoren degradiert
(Downregulation). Eine Desensibilisierung kann aber auch durch allosterische
Anderung der Rezeptorkonformation oder durch Produktion von Inhibitoren, die den

Signalweg unterbrechen kdnnen, induziert werden.

Bei G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind drei unterschiedliche Moglichkeiten der

Desensibilisierung bekannt:

1. Inaktivierung und Abkoppelung des Rezeptors
2. Abnahme der Zahl an Oberflachenrezeptoren

3. Lysosomale Degradation von Rezeptoren



In jedem Fall wird der Desensibilisierungsprozeld durch Phosphorylierung des
Rezeptors Uber PKA, PKC oder einer G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase (GRK)
eingeleitet. Die GRKs phosphorylieren Serin- und Threoninreste am Rezeptor, dies
geschieht aber nur nach einer vorherigen Ligandenbindung. Ist der Rezeptor
phosphoryliert so bindet er an ein Arrestin. Das gebundene Arrestin kann zur
Desensibilierung auf zwei Arten beitragen: Zuerst inaktiviert es den Rezeptor indem
es seine Bindung an ein G-Protein verhindert (Rezeptorabkopplung). Zweitens kann
es als Adapterprotein mit dem Rezeptor an Chlathrin binden, wodurch seine
Endozytose eingeleitet wird. Diese tragt einerseits zur Sequestrierung bei, kann aber
auch nach Verschmelzung der Endosomen mit Lysosomen die Degradation des
Rezeptors induzieren. Das Ausmal} der Rezeptorphosphorylierung, Internalisierung
und Degradation hangt mafRgeblich vom Zelltyp, Rezeptor, Ligandenkonzentration

und Expositionsdauer mit dem Liganden ab (Alberts et al., 2002).

receplor signal intracellular
protein molecule signaling protein
\ \ |

o d |

I
/ /
inhibitory "
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| RECEPTOR ~ RECEPTOR RECEPTOR ~_INACTIVATION OF PRODUCTION OF
| SEQUESTRATION DOWN-REGULATION INACTIVATION SIGNALING PROTEIN INHIBITORY PROTEIN

(Aus: The molecular biology of the cell, Alberts et al., 2002)

Abb. 1: Funf Moglichkeiten der Desensibilisierung von Zellen durch Signalmolekiile.

Bei der Regulation des H1R sind vielfaltige Faktoren beteiligt: So spielt unter
anderem Ca?-Calmodulin eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zell-
oberflachenrezeptoren, indem es deren Anzahl zu Beginn der Agonistenstimulation
konstant halt. Es existieren ebenfalls Hinweise auf eine Mitwirkung von Ca*-
Calmodulin in der frihen Phase der Desensibilisierung (Hishinuma et al.,1998; 2000).
Viele Ca?*-Effekte werden indirekt (iber Proteinphosphorylierungen vermittelt. Diese

finden durch die Familie der Ca?*-Calmodulin abhangigen Proteinkinasen statt, die



Serin oder Threoninreste in Proteinen phosphorylieren. Die Antwort der Zelle hangt
davon ab, welche Ca?*-Calmodulin abhangigen Proteinkinasen in der Zelle exprimiert
werden. In der Muskelzelle findet sich z.B. die Myosin-light-Chain-Kinase, die die
glatte Muskelkontraktion aktiviert. Einige Ca?*-Calmodulinkinasen besitzen
zusatzliche Funktionen. So kdnnen sie genregulatorische Proteine phosphorylieren,
wodurch sie die Transkription spezifischer Gene entweder aktivieren oder inhibieren

konnen.

B) WEITERE REGULATORISCHE EINFLUSSE AUF DEN H1R

Die Aktivitat von H1R kann auch durch heterologe Rezeptoren beeinflusst werden.
So beschreiben Miyoshi et al. (2004) eine Downregulation von H1R um 60 % nach
Stimulation des Ms-Acetylcholin-Rezeptors. Ebenso fuhrt eine Stimulation von (.-
adrenergen Rezeptoren zur Abnahme von H1R in der Membran, die durch eine
Blockade von PKA aufgehoben werden kann. Diese Beobachtung spricht dafur, da®
B2-Agonisten bei der Therapie von Asthma und COPD zusatzlich eine indirekte
therapeutische Wirkung, ausgel6st durch eine Verringerung der Anzahl von H1R an
der Zelloberflache, entfalten kdonnen (Kawakami et al., 2004). Auch ist die Zelle unter
physiologischen Bedingungen einer Vielzahl von Botenstoffen gleichzeitig
ausgesetzt. So sind Interaktionen zwischen einzelnen Signalwegen durchaus
vorstellbar, wie z.B. die Wechselwirkung von G4 und Gs in einigen Zellsystemen
(Meszaros et al., 2000).

Dartuber hinaus kann die Expression verschiedener Histaminrezeptortypen im
Zellverband, verbunden mit einer unterschiedlichen Sensitivitat und unter-
schiedlichen intrazellularen Signalwegen, schnell zu einer falschen Interpretation der
Zellantwort auf Histamin filhren. So kann z.B. der H1R Ca*-mobilisierende
Signalwege auf Endothelzellen stimulieren und somit die NO-Produktion Uber
endotheliale NO-Synthasen (eNOS) aktivieren, was eine Relaxation der glatten
Muskelzelle bedingt. Die Stimulation von H1R der glatten Muskelzellen mobilisiert
ebenfalls Ca?* und verursacht so eine Kontraktion der Zellen, wohingegen die
Stimulation von H2R auf der gleichen Muskelzelle via Gs und einer erhdhten cAMP-
Produktion zu deren Relaxation fuhrt (Leurs et al., 2001; Toda, 1987).
Unter Toleranz versteht man die Abschwachung der Effekte eines Pharmakons nach
seiner langerfristigen Anwendung. Die Dosis muss erhoht werden, um den
8



ursprunglichen Wirkgrad aufrecht zu erhalten (Collier, 1984). Die Gesamtmenge der
Rezeptoren einer Zelle befindet sich in einem standigen Kreislauf zwischen
Endozytose und Recycling (Szerkeres et al., 1998). Nach langerfristiger Einwirkung
eines Agonisten kann sich dieses Gleichgewicht zugunsten der Internalisierung
verschieben, wodurch der Anteil der an der Oberflache befindlichen Rezeptoren
geringer wird. Dieser Prozess wurde am Beispiel des Bz-Adrenozeptors erstmals
untersucht und nachfolgend auf andere G-Protein gekoppelte Rezeptoren Ubertragen
(Ferguson et al., 1996; Hausdorff et al., 1990).

2.2 HISTAMIN UND ANTIHISTAMINIKA

2.2.1 HISTAMIN

Im Jahr 1910 wurden von dem spateren Nobelpreistrager Henry Dale erste
pharmakologische Untersuchungen mit Histamin (2-(4-Imidazolyl)-ethylamin)
veroffentlicht, in  denen dem Histamin eine blutdrucksenkende Wirkung
zugeschrieben sowie eine Kontraktion der glatten Muskulatur verschiedener Organe
beschrieben wird. Histamin, ein Imidazol bestehend aus einem funfgliedrigen
Kohlenstoffring mit zwei Stickstoffatomen (Abb. 2), war damals aus Mutterkorn
isoliert worden. Dass es sich dabei ebenfalls um eine endogene Substanz handelte,
wusste man noch nicht. Erst 1927 wurde Histamin im Lungen- und Lebergewebe
nachgewiesen, wodurch es seinen Namen (griech.: ,histos“ = Gewebe) erhielt (Best
et al., 1927). Bislang ist bekannt, dass es seine Wirkung Uber vier Rezeptortypen,
H1R, H2R, H3R und H4R, vermittelt.

Der Referenzwert von Histamin im vendsen Plasma des Menschen liegt bei <1
ng/mL. Nach Histaminausschattung kénnen Werte bis zu 100 ng/mL erreicht werden,

die u.a. Herzstillstand auslosen konnen.

Histamin kann die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren und kommt in 20-mal hoéherer
Konzentration in Gewebsmastzellen als in basophilen Leukozyten und Thrombo-

zyten vor.
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Abb. 2: Strukturformel von Histamin

A)  SYNTHESE UND ABBAU

L-Histidin wird durch oxidative Decarboxylierung mittels des zytoplasmatischen
Enzyms L-Histidin-Decarboxylase (HDC) in einem Schritt zu Histamin synthetisiert
und in Vesikeln gespeichert. Der Abbau kann auf zwei Arten stattfinden: entweder
durch oxidative Desaminierung des Stickstoffs in Position 1 des Imidazolringes oder
durch Methylierung mithilfe des Enzyms Histamin-N-methyltransferase. Die
Ausscheidung von Histamin oder seiner Metabolite im Urin kann ein Hinweis auf die
Beteiligung von Histamin an pathophysiologischen Prozessen sein (z.B. bei
Urtikaria).

B) HISTAMIN AN DER GLATTEN MUSKULATUR

Nach seiner Freisetzung kontrahiert Histamin einen groflen Anteil der glatten
Muskulatur, wie die der Bronchen und des Darms Uber H1R (Ash und Schild, 1966)
und kann so bei Allergikern zum histamininduzierten Bronchospasmus flhren.
Histamin relaxiert aber auch glatte Muskulatur, wie z.B. die der kleinen Blutgefalle,
woran neben H1R auch der H2R beteiligt ist. Der H1R besitzt eine hohere Affinitat zu
Histamin und vermittelt eine schnelle und kurz dauernde NO-abhangige
Vasodilatation. Im Gegensatz dazu wird Uber die Aktivierung der H2R eine
langsamere und langer anhaltende Relaxation vermittelt. Deshalb konnen
Antagonisten am H1R die Gefaldilatation verhindern, jedoch bei starker
Histaminausschuttung nur die Initialphase mildern. In groReren BlutgefalRen wurde
speziesabhangig eine unterschiedlich starke Kontraktion beobachtet. Bei Nagetieren
kann dieser Effekt sogar die Auswirkung der Dilatation der kleinen Blutgefalle
uberlagern. Die H1R vermittelte Konstriktion kann in einigen Venen sowie in

Herzkranzgefallen beobachtet werden (Toda, 1987).
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C) HisTAMIN IM GEWEBE

Histamin ist an der Odembildung und der

A Antigen
U ; i [
4(””’ P Stimulation  von  Nervenendigungen
Mastzolle J beteiligt. Die erhohte Kapillarperme-

abilitat entsteht durch Einwirkung von

_— Histamin auf postkapillare Gefale, wobei
e Medmorsanomrzen

---------------------------------------------------------------------------- durch Kontraktion der Endothelzellen

B
deren Basalmembran freigelegt wird, die
. o wiederum fur Plasma frei passierbar
e O - eevzate wird. Die Liicken zwischen den
"""" ¢ T Endothelzellen erlauben auch eine
Passage zirkulierender Zellen, die im
Zuge einer Mastzellantwort angelockt
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den (A). Histamin wird von den enterochromoffin-artigen Zellen der Magenschleim-
haut z.8. nach einer Stimufation durch Gastrin oder durch das von vagalen Nerven-

endigungen freigesetzte Acetylcholin [re:geselzt. { enle_rodnmma[ﬁ'n—lilre czlls‘,l ,Ee'CL E X p r e S S | o n d e S A d h é S | 0 n S m O I e k U | S P-

Ze"en ) An den benachbarten Bel ] regt . uber H.
produktion an (B). Aus Ner n b
frerhzn {’i;:dem. Uber :::':l:?l:erzepror-v;rml::elt“:a:::: Z‘vs: zi&‘:ﬁ:-;"hi:m S e | e Ctl n ( G a b O U l'y et a | .y 1 9 9 5 ) .
das freigesetzte Histamin die weitere Hi -k“. bgab. 4;:5 dem e h;:;c,'—': Neu-
rone, die andere Ubertrigerstoffe freisetzen, knnen ouf diesem Weg in e . . . . .
werden (C). ’ AuBerdem greift Histamin in die
ADbb. 3: Aus Dittman et al., 2004 Synthese von Prostacyclin, des Platelet

activating factors (Mclntyre et al., 1985),
die Ausschuttung des Von-Willebrandt-Faktors (Hamilton und Sims, 1987) und die
Bildung von NO ein (Toda, 1984). Durch Stimulation freier Nervenendigungen der
Haut tritt Juckreiz auf. Dieser wird Uber die Phospholipase 3 vermittelt und an die C-
Fasern nociceptiver Nerven geleitet (Han et al., 2006). Der H1R wurde 1996 von
Kitamura et al. auf T-Lymphozyten nachgewiesen: Hier fuhrt seine Stimulation zur

Erhdhung des intrazelluldren Ca ?* -Spiegels.

D) HISTAMIN IM ZNS

Histamin ist auch als Neurotransmitter von Bedeutung. Es kommt in gleichem

Verhaltnis in Mastzellen und Neuronen vor, wo sie an der Regulation des Schlaf-
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wach-Rhythmus und der Vasopressinsekretion teilnehmen (Mochizuki et al., 1992).

H1R werden im gesamten ZNS, besonders im Hypothalamus, exprimiert.

Innerhalb der Zellen wird Histamin in Vesikeln (,Granula®) gespeichert. Die Histamin-
Synthese wird hauptsachlich Uber die Verfugbarkeit des Vorlaufers L-Histidin
bestimmt, welches durch noch ungeklarte aktive Transportmechanismen in die Zelle
aufgenommen wird. Von Axonterminalen ist bekannt, dal3 eine Depolarisation die
Aufnahme von Histamin triggern kann (Hegstrand und Simon, 1985). HDC wird im
Soma histaminerger Zellen synthetisiert und zu den Axonterminalen transportiert. Mit
Ausnahme des Hippocampus ist seine Verteilung annahernd homolog zur

Histaminverteilung (Baudry et al., 1973).

Durch die erhohte Wachsamkeit die Histamin auslost, Iasst sich eine sedierende
Wirkung zentralgangiger Antihistaminika erklaren. Auch vermittelt Histamin Gber H1R
Appetitlosigkeit (Ookuma et al., 1993) und ist wahrscheinlich Gber den H1R und den
H2R an der Regulation des Durstgefuhls, der Korpertemperatur, der Sekretion des
antidiuretischen Hormons sowie der Kontrolle des Blutdrucks und der
Schmerzwahrnehmung beteiligt. Simons (2003) zeigte bei H1R-knockout-Mausen

erhohte Aggressivitat, lokomotorische Defizite und andere neurologische Symptome.

H3R, die fast ausschlieldlich im Gehirn nachgewiesen wurden, sind an der
Autoregulation der Histaminausschittung beteiligt und sind vermutlich fir die
Ausbildung zentraler Histaminwirkungen verantwortlich. So zeigen H3R -/- Mause
Anderungen im Angstverhalten und eingeschrankte kognitive Fahigkeiten (Brunton et
al., 2006).

E) WIRKUNG VON HISTAMIN AM HERZEN

Am Herzen nimmt Histamin auf die Kontraktilitit wie auch auf elektrische
Spannungen EinfluR. Es erhéht sowohl die Starke der Kontraktion am atrialen und
ventrikuldren Muskel durch die Férderung des Ca?*-Influx und beschleunigt die
Herzfrequenz durch eine schnellere diastolische Depolarisation im sinoatrialen

Knoten. Es verlangsamt jedoch die atrioventrikuldre (AV) Uberleitung und kann in
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hohen Konzentration Arrhythmien ausldosen. Diese Effekte werden im Wesentlichen,

mit Ausnahme der verlangsamten AV-Leitung, durch den H2R vermittelt.

F) HISTAMIN IM NEBENNIERENMARK

Bereits 1949 wurde von Emmelin und Muren das Vorkommen von H1R im
Nebennierenmark beschrieben, wo deren Stimulation, ebenso wie durch die
Aktivierung von mesolimbischen dopaminergen Neuronen, zu einer Ausschuittung
von Katecholaminen fiuhren kann (Fleckenstein et al., 1993). Hier kann die zur
Synthese der Katecholamine bendtigte Tyrosinhydroxylase tUber Mechanismen, die
mit einer intrazellularen Ca?*-Erhdhung einhergehen, phosphoryliert werden (Bunn et
al., 1995). Aullerdem kann Histamin die Freisetzung von Leucin- und Methionin-
Enkephalin auslésen. Bei chronischer Einwirkung auf Zellen lasst sich eine
vermehrte Produktion von Proenkephalin A codierender mRNA beobachten (Bommer
et al., 1987).

G) VORKOMMEN IM MAGEN

In der Magenschleimhaut, wo es an der Regulation der Magensaftsekretion Uber
H2R beteiligt ist, kommt Histamin zusatzlich in ,enterochromaffinahnlichen® Zellen
vor. Ebenso erhdht es die Produktion von Pepsin und dem Intrinsic Factor. Obwohl
die Sekretion der Magensaure durch den N.vagus und Gastrin erzeugt wird,
vermutlich durch die Stimulation von Mz-muskarinergen und Cholecystokinin (CCK2)
-Rezeptoren an den Parietalzellen, stimuliert Acetylcholin und Gastrin ebenso die
Histaminfreisetzung an den enterochromaffinahnlichen Zellen. Die Blockade der H2R
eliminiert nicht nur die Sauresekretion durch Histamin sondern verursacht auch eine
nahezu vollstandige Inhibition der Reaktion auf Gastrin und Stimulation des N.vagus
(Brunton et al., 2006).

H)  SONSTIGE VORKOMMEN VON HISTAMIN

Histamin findet sich auch in Pflanzen und Bakterien. So kann z.B: der Histamingehalt
in Fisch und Fischerzeugnissen ein Gradmesser fur die hygienische Qualitat eines
Lebensmittels sein und bei erhdhten Werten zu mitunter letalen Fischvergiftungen

fuhren (Bundesinstitut fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin,
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04/1997). In zahlreichen Lebensmitteln wie Wein, Kase und Konserven findet sich
ein hoher Histamingehalt, der v.a. fur Menschen mit Histaminintoleranz von
Bedeutung ist (Jarisch, 2004). Hierbei wird Histidin durch Bakterien zu Histamin
decarboxyliert. Das von Bordetella pertussis, dem Erreger des Keuchhustens,
produzierte Pertussistoxin (,Histamine-Sensitizing factor) sensibilisiert dabei

gegenuber der Histaminwirkung (Aktories et al., 2005).

2.2.2 DIE ROLLE VON HISTAMIN UND SEINEN REZEPTOREN IM
ALLERGIEGESCHEHEN

Die Allergie gehort zu den Hypensibilitatsreaktionen, die in vier Typen eingeteilt
werden, wobei die IgE-vermittelte Reaktion dem Typ1 zugeordnet wird. Histamin
spielt bei dieser Reaktion, der anaphylaktischen Sofortreaktion, eine bedeutende
Rolle. Zur Auslésung einer allergischen Reaktion vom Typ | sind zwei Kontakte mit
dem Allergen nétig. Beim ersten Kontakt werden IgE-Antikorper produziert, beim
zweiten werden IgE-bindende Mastzellen durch das Allergen aktiviert, wodurch die

Hypersensibilitdtsreaktion ausgeldst wird.

Es herrscht derzeit noch Unklarheit darlber, was ein Allergen definiert. Einige
Prinzipien wurden jedoch bisher erkannt: Es sind kleine, gut I0sliche Proteine, die auf
trockenen Partikeln transportiert werden (z.B. Pollenkdrner). Kommen sie z.B. Uber
Luft auf die Schleimhaute, eluieren und diffundieren sie in das Gewebe. Oftmals sind
Allergene enzymatisch aktiv. AulRerdem kdnnen Allergene an kérpereigene MHC-II-

Molekile binden.

Die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen und basophilen Granulozyten kann
durch Allergene und andere Histaminliberatoren ausgelost werden. Vom Eindringen
des Allergens in den Organismus bis zur Degranulation von Mastzellen und damit der
Freisetzung von Histamin werden mehrere Mechanismen in Gang gesetzt, die hier
kurz dargestellt werden sollen: Das Allergen kann intravends (nach Medikamenten-
gabe, subkutan (z.B. Bienenstich), durch Einatmen oder auf oralem Weg
(Nahrungsmittelallergie) in den Organismus eindringen. Die darauf folgende
Immunantwort, die zur Erzeugung von dem fur die allergische Reaktion

entscheidenden Immunglobulin E (IgE) fuhrt, besteht wiederum ebenfalls aus zwei
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Hauptkomponenten: Naive Ty0-Zellen werden dazu veranlasst in Ty2 2zu
differenzieren. Cytokine und costimulierende Signale der Ty2-Zellen fuhren bei B-
Zellen zu einem Wechsel in Richtung IgE-Produktion. Abhangig von Cytokinen,
Antigen, dessen Dosis und dem Prasentationsweg, entwickelt sich die Ty0-Zelle
unterschiedlich. So stimuliert z.B. Interleukin (IL) 4 die Bildung von Ty2-Zellen,
wahrend IL12 die Entwicklung von Ty1-Zellen fordert. Die Prasentation geringer
Antigendosen kann hierbei eine Aktivierung von Tun2- gegenuber Ty1-Zellen
begunstigen. Die Ty2-Zellen setzen IL-4 und IL-10 frei. IL-4 und die Verbindung der
T-Zelle Uber ihren CDA40-Liganden mit CD40 an der Oberflache der B-Zelle
veranlassen die B-Zellen dazu, IgE zu produzieren. Sobald die IgE-Reaktion
eingeleitet ist, kann sie durch basophile, eosinophile und Mastzellen weiter verstarkt

werden.

Bei der anaphylaktischen Sofortreaktion sind bivalente Antigene involviert, die
zellfixierte IgE-Antikorper brickenartig miteinander verbinden. Dies bewirkt eine
intrazellulare Ca®*-Mobilisierung, die zur Exozytose der Speichergranula und zur
Freisetzung des Histamins fuhrt. Es kommt zu einer sofortigen Erhdhung der lokalen
Durchblutung und Gefalidurchlassigkeit, aullerdem werden Enzyme, wie die
mastzellspezifische Chymase, Tryptase und Serinesterase aktiviert, die ihrerseits
bestimmte Mastzellproteasen der Bindegewebsmatrix aktivieren. Diese bauen dann

Matrixproteine ab und verursachen so Gewebeschaden.

Die Veranlagung zur ,Atopie“, zur Ubertrieben starken IgE-Antwort des Koérpers auf
Umweltantigene scheint durch mehrere Genloci beeinflusst zu werden, Loci auf den
Chromosomen 11q und 5q scheinen beim Menschen von Bedeutung zu sein.
Ebenso existieren z.B. beim Asthma des Menschen Hinweise darauf, dass u.a. die
IgE-Bildung, die Entzindungsreaktion und auch die Reaktion auf klinische

Behandlungsarten einer genetischen Variabilitat unterliegt (Janeway et al., 2002).

2.2.3 ANTIHISTAMINIKA

H1R-Antagonisten, die sogenannten Antihistaminika, hemmen die Histaminwirkung
am H1R. Alle bekannten Antihistaminika stellen inverse Agonisten dar und hemmen

am hH1 die konstitutive Rezeptoraktivitat (Leurs et al., 2002). Alle H1R-Antagonisten
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sind reversible kompetitive Liganden am H1R. Sie binden an den Rezeptor und
stabilisieren ihn in seiner inaktiven Konformation, wodurch die physiologischen und

pathophysiologischen Effekte von Histamin verringert werden.

Antihistaminika werden in verschiedene Generationen eingeteilt. Wirkstoffe der
ersten Generation weisen zusatzlich anticholinerge, antiadrenerge und
antiserotoninerge Wirkqualitaten auf. Sie unterscheiden sich unter anderem von den
Antihistaminika der neuen Generation durch ihre sedative Wirkung. Abgesehen von
ihrer Lipophilitat und dem Grad ihrer lonisierung wird diese Wirkung auch uber das P-
Glykoprotein (P-gp) Transportsystem erklart: Maoglicherweise fehlt der neuen
Generation der Antihistaminika aufgrund ihrer Fahigkeit zum aktiven Efflux Gber das
P-gp-Transportsystem aus dem Gehirn die sedative Wirkung (Chen et al., 2003;
Ishiguro et al., 2004). Sie sedative Wirkung von Doxylamin und Diphenhydramin wird

z.B. bei Juckreiz therapeutisch genutzt.

Kardiotoxische Nebenwirkungen, wie sie bei den fruhen Antihistaminika der zweiten
Generation vorkamen (z.B. Astemziol, Terfenadin) werden bei den moderneren
Antihistaminika (z.B. Loratadin, Desloratadin, Cetirizin, Fexofenadin) nicht mehr
festgestellt (Simons, 2004).

Von Bedeutung ist weiterhin, dass Antihistaminika die permeabilitatserhhende und
konstriktorische Wirkung von Histamin an der glatten Muskulatur der Bronchien und
des Darmes aufheben. Die Wirkung von Antihistaminika auf den Kreislauf wird

jedoch nur partiell gehemmt, da hieran auch H2R-Effekte beteiligt sind.

Durch das Vorkommen von H1R im Brechzentrum und deren Beteiligung an der
Auslosung des Brechreizes werden H1-Antihistaminika auch als Antiemetika, v.a. bei
Kinetosen, eingesetzt. Hier haben sich jedoch nur wenig selektive H1-Antihistaminika
mit zusatzlicher Wirkung auf muskarinerge Acetylcholinrezeptoren als wirksam
erwiesen (z.B. Meclozin). Da phylogenetisch zwischen H1R und muskarinergen
Acetylcholinrezeptoren eine engere Verwandtschaft besteht als zwischen H1R und
H2R, sind die atropinartigen Wirkungen alterer H1-Antihistaminika nicht

verwunderlich (Vernier et al., 1995).
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Strukturell besitzen Antihistaminika einen substituierten Ethylaminrest mit folgender

Grundstruktur:

R-X-CH2-CH2-N-

Hierbei steht X fur Sauerstoff (Colamin-Typ), Stickstoff (Ethylendiamin-Typ) oder
Kohlenstoff (Propylamin-Typ; z.B. Cetirizin, Levocetirizin, Terfenadin, Fexofenadin)
und R fur zwei aromatische oder heteroaromatische Ringe. Eine Aussage Uber die
antihistaminergen Eigenschaften einer Substanz sind jedoch aufgrund ihrer

Zugehorigkeit zu einem der drei strukturellen Grundtypen nicht moéglich.

Aulerdem Dbesitzen einige Antihistaminika einen zusatzlichen membran-
stabilisierenden Effekt, der die Degranulation von Mastzellen erschwert und

zusatzlich in entziindliche Reaktionen eingreift (z.B. Ketotifen und Azelastin).

Neben pharmakodynamischen Unterschieden besitzen einzelne Vertreter der
Antihistaminika zahlreiche pharmakokinetische Eigenheiten. So existieren teilweise
gravierende substanz- und speziesspezifische Unterschiede in der Elimination und
im  Verteilungsvolumen  einzelner  Wirkstoffe, die unterschiedlich lange

Plasmahalbwertszeiten bedingen konnen.

A) DIPHENHYDRAMIN

Diphenhydramin (2-Diphenylmethoxy-N,N-dimethylethanamin) wird zur Gruppe der
Ethanoldiamine gezahlt. Es gehoért zur so genannten ,ersten Generation“ der
Antihistaminika, die bereits seit den 30er Jahren im klinischen Einsatz sind (Bovet
und Staub, 1937). Die Antihistaminika der ersten Generation hemmen grofteils nicht
nur kompetitiv die H1R, sondern zeigen zusatzlich auch eine erhebliche sedative,
anticholinerge, antitussive und antiemetische Wirkung. Diese ,Nebenwirkungen® sind
nicht immer unerwunscht, sie werden bei bestimmten Indikationen sogar zur
Hauptwirkung. So wird die sedative Komponente z.B. bei Juckreiz oder bei der
Narkosepramedikation, die antiemetische Wirkung bei Reisekrankheit ausgenutzt.
Diphenhydramin verfugt auch Uber eine starke lokalanasthetische Wirkung, die bei

lokaler Anwendung (z.B. allergisch bedingtem Juckreiz) ausgenutzt werden kann. Fur
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Diphenhydramin existieren beim Pferd noch weitere klinische Indikationen, wie z.B.
die paroxysomale Myoglobinurie oder Azoturie, die periodische Konjunktivitis und das

pulmonale Emphysem (Adams, 2001).

ot
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Abb. 4: Diphenhydramin Abb. 5: Strukturformel Chlorpheniramin
B) CHLORPHENIRAMIN BZW. CHLORPHENAMIN

Dieses Antihistaminikum gehort ebenfalls zur ,Ersten Generation®. Aus chemischer
Sicht zahlt es zu der Gruppe der Alkylamine. Chlorpheniramin wird in der
Humanmedizin (seit den 50er Jahren) und in der Pferdemedizin eingesetzt. In seiner
chemischen Struktur unterscheidet es sich vom Diphenhydramin durch ein
zusatzliches Chlor- und Stickstoffatom in der Ringstruktur sowie durch ein fehlendes

Sauerstoffatom in der aliphatischen Seitenkette.

C) KLINISCHE ANWENDUNG VON H1-ANTIHISTAMINIKA

Anwendung beim Menschen

Das Hauptindikationsgebiert der H1R-Antihistaminika beim Menschen sind alle
Erkrankungen, die auf einer Freisetzung von Histamin beruhen, wie z.B. Urtikaria,
Heuschnupfen, Quincke-Odem, Serumkrankheit, Arzneimittelallergie und Insekten-
stiche. Insbesondere bei der Therapie von allergischen Erkrankungen wie Urticaria,
allergische Conjunctivitis und Rhinitis kommen den Antihistaminika groRe Bedeutung

ZU.
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Anwendung beim Pferd

Im Gegensatz zu anderen Spezies zeigen Anthihistaminika beim Pferd oftmals nur
eine eingeschrankte Wirkung. Sie werden deshalb nahezu ausschlieRlich im Rahmen
einer adjuvanten Therapie, z.B. bei allergischen Hauterkrankungen eingesetzt. Die
derzeit in der Pferdemedizin am haufigsten eingesetzten Wirkstoffe sind Hydroxyzin,
Diphenhydramin und Chlorpheniramin. lhr therapeutischer Nutzen wird jedoch in der
Fachliteratur kontrovers diskutiert (z.B. Reed et al., 2004; Scott et al., 2003; Rose et
al., 2000). Aufgrund ihrer Zugehorigkeit zur ersten Generation verfigen diese
Wirkstoffe Uber zahlreiche Nebenwirkungen. Der Bedarf an wirksameren und besser
vertraglichen Antihistaminika in der Pferdemedizin ist daher uniibersehbar. Uber
weitere Wirkstoffe liegen bisher aber kaum Informationen vor. Es existieren lediglich
Hinweise in der Literatur zu Clemastin und Fexofenadin. Obwohl beide Wirkstoffe
eine viel versprechende Wirksamkeit bei histamininduzierten Hautveranderungen
beim Pferd zeigen, sind sie aufgrund ihrer aul3erst niedrigen Bioverfugbarkeit fur eine

klinische Anwendung ungeeignet (Torneke et al., 2003; Olsen et al., 2006).

Neben den heutigen Einsatzgebieten existieren beim Pferd aufgrund der Beteiligung
von Histamin weitere potentielle Indikationen fur H1-Antihistaminika. So spielt
Histamin in der Pathogenese der COPD des Pferdes eine bedeutende Rolle.
McGorum et al. (1993) konnten zeigen, dass COPD erkrankte Pferde signifikant
héhere Histaminkonzentration in der PELF (pulmonal epithelial lining fluid) aufweisen
als gesunde Tiere. Die derzeit eingesetzten Wirkstoffe zeigen bei der COPD des

Pferdes aber nur eine eingeschrankte Wirksamkeit (Smith, 2002).

Anthistaminika werden beim Pferd ebenfalls haufig in Zusammenhang mit allergisch
bedingtem Pruritus und Exanthemen eingesetzt. Ein wichtiges Anwendungsgebiet
stellt dabei die Therapie allergischer Reaktionen gegenuber Arthropoden dar. Hier
findet die allergische Reaktion gegen Antigene im Speichel der Insekten statt. Bei der
folgenden Ausbildung von Hautveranderungen ist Histamin wahrscheinlich bei der
Regulation der Adhasion von eosinophilen Granulozyten beteiligt (Foster und
Cunningham, 1998). Die klinische Wirksamkeit der derzeit verfugbaren
Antihistaminika wird allerdings sehr unterschiedlich bewertet (Robinson et al.,
2003a).

Bei allergischen Hautveranderungen konnen Antihhistaminika auch topisch im
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Rahmen einer Kombinationstherapie angewendet werden. Hierbei muss jedoch
beachtet werden, dass nicht alle Antihistaminika Uber eine ausreichende Lipophilitat

verfugen und das Stratum corneum durchdringen konnen (Scott et al., 2003).

2.3 ZIELSETZUNG DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Antihistaminika stellen eine wichtige Therapieform bei allergischen Erkrankungen
dar, die im Vergleich zu den oft alternativ verabreichten Kortikosteroiden ein
wesentlich geringeres Nebenwirkungsspektrum besitzen. Bisher werden beim Pferd
nur Antihistaminika der ersten Generation eingesetzt, die im Vergleich zu anderen
Spezies oftmals nur geringe oder keine Wirkung zeigen und im Vergleich zu neueren
Wirkstoffgenerationen ebenfalls Uber unerwinschte Nebenwirkungen (Sedation;

anticholinerge Wirkungen) verfiigen.

Um die Ursache fur die geringe Wirksamkeit von Antihistaminika beim Pferd zu
untersuchen, ist die Strukturaufklarung des equinen H1R (eH1) unerlasslich. Die
Verflgbarkeit des biochemischen Angriffspunkts fir Antihistaminika stellt einen
ersten Schritt fur die ldentifizierung und Charakterisierung neuer Antihistaminika in in
vitro-Studien dar. AuRerdem konnen durch Strukturvergleich mit bereits bekannten
H1R-Sequenzen anderer Spezies wertvolle mechanistische Einblicke in die

Rezeptorfunktion gewonnen werden.

Im Anschlul® an die Klonierung des eH1 sollen erste pharmakologische Studien mit
Histamin und den derzeit verwendeten Antihistaminika durchgeflhrt werden. Durch
Vergleich der gewonnenen Bindungsparameter und funktionellen Rezeptoreigen-
schaften sollen erste Aussagen Uber quantitative Wirkunterschiede von

Antihistaminika zwischen Pferd und Mensch ermdglicht werden.

Durch die Verflugbarkeit des klonierten eH1 soll zudem die Grundlage dafir
geschaffen werden, die pathophysiologische Bedeutung von Histamin und des H1R
beim Pferd zu untersuchen: Da Hypersensibilitatsreaktionen vom Typ | des Pferdes

mit denen des Menschen vergleichbar sind, wird das Pferd als mégliches Modell fur
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die humane COPD-Forschung diskutiert, einer Krankheit, die weltweit als
vierthaufigste Todesursache beim Menschen gilt und allein in Deutschland 5
Millionen Menschen betrifft (z.B. Doucet et al., 1991).
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3. Materialien und Methoden

3.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.1.1 DIE SEQUENZIERUNG DES EQUINEN H1-REZEPTORS

Die cDNA fur den eH1 wurde mittels PCR-Klonierung isoliert. Zur Durchfihrung der
PCR wurden degenerierte Primer mithilfe eines ,Multiple Sequence Alignment"
ausgewahlt und damit ein erstes Stick aus dem Mittelteil der Sequenz mithilfe der
,Polymerase Chain Reaction® (PCR) isoliert. Fur die Amplifizierung dienten
degenerierte Primerpaare, die aus den Sequenzen von Mensch, Hund, Maus, Rind
und Ratte abgeleitet wurden. Die erhaltene cDNA diente als Vorlage zur Ableitung
genspezifischer ,Forward“- und ,Reverse® Primer fur die Amplifikation der 5’- und 3’-
Enden mittels ,Rapid Amplification of cONA Ends® (RACE) PCR. Daflr wurde RNA
aus frisch enthommenem Pferdeblut isoliert und hieraus anschliessend cDNA
synthetisiert, die nun als Templet flr eine Reverse Transkription (RT)-PCR dienen
konnte. Die cDNA-Synthese wurde jeweils sofort an die RNA-Isolation anschlielend
durchgefuhrt.

3.1.2 PRIMERAUSWAHL

Durch ein ,Multiple Alignment® mithilfe des Computerprogramms ClustalW (European
Bioinformatics Institute; http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) wurden aus den H1R-mRNA-
Sequenzen von Mensch, Hund, Rind, Maus und Ratte hochkonservierte Bereiche
identifiziert und degenerierte Primer fur die Amplifikation des Mittelstickes abgeleitet.
Bei der Auswahl aller Primerpaare wurde darauf geachtet, dass die
Wahrscheinlichkeit einer Dimerbildung mdglichst gering, die ausgewahlten
Sequenzabschnitte spezifisch und die berechneten Anlagerungstemperaturen
maoglichst identisch waren. Primer mit einer Lange von ca. 20 Basenpaaren (bp)
wurden verwendet. Bei Unterschieden in den Sequenzen verschiedener Spezies
wurden an den entsprechenden Stellen sogenannte “Mixed Base Sites” eingebaut,

d.h. ein Primergemisch hergestellt, das zu gleichen Teilen die Sequenzinformation
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der beiden voneinander abweichenden Matrizen enthielt. Um die Erfolgsquote zu
erhdhen, wurden fur jeden PCR-Ansatz mindestens zwei Primerpaare ausgewabhilt.
Die fur die Primerauswahl verwendeten mRNA-Sequenzen wurden der

Gendatenbank Pubmed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi) enthommen:

Spezies: Zugangsnummer (Gl):
Homo sapiens 38174244

Canis familiaris 73984991

Bos taurus 31342870

Mus musculus 31542962

Rattus norvegicus 8393563

Die Primer wurden zudem so ausgewahlt, dass sie moglichst nahe am 5’- bzw. 3’-
Ende platziert waren (siehe Anhang, 6.3.1 H1R-Nukleinsauresequenzen, S. 112ff.).
Als ,Forward“ Primer wurden zwei 20 bp lange Sequenzabschnitte gewahlt, die bei
bp222 und bp321 der kodierenden H1R-Sequenz beginnen. Da sich die Sequenzen
der verglichenen Spezies an der Stelle bp237 und bp335 (bezogen auf Homo
sapiens) unterscheiden - es liegen die Varianten G und C vor - wurde hier eine
“‘Mixed Base Site” eingefuhrt, die zu 50% G und zu 50% C enthalt. Somit wurden

folgende degenerierte ,Forward“ Primer ausgewahlt:

(bp222) 5 GAA GAC AAG ATG TGT (G/C)AG GG 3’ (eH1: bp31)
(bp321) 5 CTC AAC CTG CTG GT(G/C) CTG TA 3’ (eH1: bp130)

Die ,Reverse” Primer wurden beginnend mit bp1611 und bp1510 der mRNA von

Homo sapiens gewahlt. Die komplementare Sequenz lautet:

(bp1611) 5 TTG AA(G/T) GTC TTC TTG AAG TT 3’ (eH1: bp1417)
(bp1488) 5 GCA ATG ACC ATG AAG AAG AT 3’ (eH1: bp1294)
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Die Primer zur Amplifikation des 3’-Endes wurden aus dem zuvor ermittelten
Mittelstuck abgeleitet. Die Primer wurden so ausgewahlt, dass sie mindestens 80
Basenpaare vom 3’-Ende des Mittelstiicks entfernt liegen. Es wurden folgende

.Forward“ Primer ausgewahlt:

(bp1063) 5 CCA TCC TTC TCC CAG ACA GA 3’
(bp1214) 5 ACA TGA ACC GAG AAC GGA AG 3’
(bp1259) 5 TGG CAG CCT TCA TCC TTT GCT 3

Als ,Reverse” Primer diente der im 3’-RACE-Kit mitgelieferte ,Adapter” Primer, der
mit seiner poly(T)-Region die cDNA-Synthese an der poly(A)-Region der mRNA
initiiert. So selektiert er die polyadenylierten mRNA-Strange.

Fur das 5-Ende wurden entsprechend aus dem Mittelstliick Primer abgeleitet, die
mindestens 80 Basenpaare vom 5-Ende entfernt lagen. Die Stellenangaben
beziehen sich auf die gesamte kodierende Sequenz des eH1. Folgende ,Reverse®

Primer wurden ausgewahlt:

(bp550) 5-CCA GGT GAC ATC ATA GAA-3’
(bp423) 5-GCT GAT GCT CGG GTC TTG GT-3'
(bp375) 5-GCT GCT GGA CCG AGC GAT AG-3’

Alle Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg, synthetisiert und flr

die PCR in einer Konzentration von 10 pmol/ul in sterilem H,O bidest. resuspendiert.

Im letzten Schritt wurde aus dem verlangerten Mittelstlick die vollstandig kodierende
Sequenz des eH1 amplifiziert. Hierzu wurde dem ,Forward“ Primer vor dem
Startcodon eine Hindlll-Schnittstelle (AAG CTT) sowie eine artifizielle Erkennungs-
sequenz (Flag-Tag: GAC TAC AAG GAC GAT GAT GAC AAA) eingefugt:

5’-GCG AAG CTT ATG GAC TAC AAG GAC GAT GAT GAC AAA ACC TGT CTC
AAT TCC TCC TC-3'
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Dem ,Reverse® Primer wurde nach dem Stoppcodon eine Xbal-Schnittstelle (TCT
AGA) angehangt, der eine anschlieRende Klonierung in das Expressionsplasmid
pcDNAS3.1(+) ermoglicht:

(bp1567) 5°-CGC TCT AGA TTA GGA GCG AAT GTG CAG GA-3

3.1.3 RNA-ISOLATION AUS PFERDEBLUT

Mithilfe des TRIzol®LS Reagenz (Fa. Invitrogen; BRD; Best. Nr.: 10296-010) kann
RNA aus verschiedenen Gewebefllssigkeiten nach einem von Chomczynski und
Sacchi (1987) beschriebenen Protokoll durch Auftrennung in verschiedene Phasen
isoliert werden. TRIzol®LS setzt sich aus Phenol, Guanidin-isothiocyanat, rotem
Farbstoff und anderen nicht naher angegebenen Komponenten zusammen. Bei
dieser Methode wird die RNA durch ihre Loslichkeit in der wassrigen Phase
separiert.

Das durch Punktion der Vena jugularis externa beim Pferd mit einer sterilen Kanule
entnommene Blut wurde mit Natriumcitratidosung (Fa. Sarstedt; BRD; Sarstedt
Monovette®) versetzt und damit seine Gerinnung gehemmit.

Zur Isolierung der equinen RNA wurde jeweils 2,28 ml frisch entnommenes und nach
der Entnahme sofort auf Eis gelagertes Na-Citrat-Blut verwendet. Pro ml Blut konnte
eine RNA-Ausbeute von etwa 15-20 ng erwartet werden.

Alle Materialien stammen, sofern nicht anders angegeben, von der Firma Sigma-
Aldrich, BRD.

Verwendete Materialien fur die RNA-Isolation:

6,84 ml TRIzol®LS

1,82 ml Chloroform (Best. Nr.: C2432)

4,56 ml Isopropanol (Best. Nr.: 19516)

9,12 ml Ethanol 75 % (Best. Nr.: 459836)

0,04 ml Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) - behandeltes H,O bidest.

(Best. Nr.: D5758 fur DEPC)
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Das Blut wurde zur Zelllyse mit dem TRIzol®LS vermischt und 5 Min. bei
Raumtemperatur (Rt) inkubiert. Anschlieffend wurde durch Zugabe von Chloroform
homogenisiert, die Losung gemischt und nochmals 15 Min. bei Rt inkubiert, um die
vollstandige Dissoziation der Nucleoproteinkomplexe zu erwirken. In der auf 4°C
vorgefiihlten Zentrifuge (1 K 15, Sigma®) wurde 15 Min. bei 12.000 Umdrehungen
/Min. zur Phasenseparation zentrifugiert. Aus den drei entstandenen Phasen wurde
die obere wassrige Phase mit der RNA abgenommen und diese mit Isopropanol
prazipitiert, 10 Min. bei Rt inkubiert und erneut fur 15 Min. bei 12 000 x g und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das gelartige Pellet in Ethanol 75
% aufgenommen, gemischt und bei 7.500 x g, 5 Min. und 4 °C zentrifugiert. Danach
wurde erneut der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet fiir 5 Min. getrocknet. Die
Resuspension erfolgte in 40 ul RNAse-freiem H,O. Dies wurde durch die Behandlung
von H,O bidest. mit 0,1 % Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) erreicht. DEPC ist ein
Nukleaseinhibitor, der mit -NH, -SH, und -OH - Gruppen an deren aktiven Seiten
reagiert. Durch eine anschliefende Autoklavierung des H,O bidest. wird das DEPC
zerstort. Die Losung wurde 10 Min. bei 57 °C inkubiert, um das Auflésen des Pellets
zu unterstitzen. Die RNA-Praparation wurde unmittelbar anschliellend fir die

Durchfihrung der Reversen Transkriptionsreaktion verwendet.

3.1.4 RT-PCR

Die gewonnene RNA wurde in der RT-PCR eingesetzt. Alle Bestandteile wurden

wahrend des Versuchablaufs auf Eis gelagert.

Materialien:

10 wl RNA-Praparation

1 10 mM Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP)-Mix (Fa. Fermentas ;
BRD; Best. Nr.: R0192)

1 ul 10 pM bp1488 ,Reverse” Primer
DEPC-behandeltes H,O bidest., steril filtriert

1 ul 0,1 M Dithiothreitol (DTT), (Fa. Invitrogen; Best. Nr.: D1532)

4 ul 5 x First Strand Puffer fir SuperScript™ II
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(200 mM Tris-HCI, pH 7,5 bei RT; 375 mM KCI; 15 mM MgCly)
1 ul SuperScript™ 1l Reverse Transkriptase (Fa. Invitrogen; Best. Nr.:
18064-022)

Zur RNA und dem dNTP-Mix wurde der Primer und 1 pl H,O zugefugt. Die Probe
wurde im Thermocylcer 5 Min. auf 65°C erhitzt und anschlieBend 5 Min. auf Eis
abgekuhlt. Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert und mit dem Reaktionsmix, bestehend
aus First Strand Buffer, DTT, H,O und Reverse Transkriptase 60 Min. bei 50°C
inkubiert. Die Inaktivierung erfolgte bei 70 °C, 15 Min. Nicht benétigte cDNA wurde
bei -20°C gelagert.

3.1.5 PCR

Die Reaktionen hatten ein Gesamtvolumen von 50 ul und wurden in 0,2 ml
ReaktionsgefaRen (Multi® Ultra Tubes; Fa. Roth; BRD) durchgefiihrt. Es wurde ein
programmierbarer Thermocycler mit Heizdeckel (Primus; Fa. MWG Biotech)
verwendet. Die Deckeltemperatur betrug 110°C. In Optimierungsexperimenten
wurden die Anlagerungstemperatur, Inkubationszeit, Zykluszahl und Primer variiert.
Die folgenden Angaben beziehen sich auf die PCR zur Ermittlung des Mittelstlicks.

Abweichungen bei nachfolgenden PCRs werden in den jeweiligen Abschnitten

angegeben.

Materialien:

10 5 x Puffer (mit Polymerase geliefert)

25 ul 10 uM bp321 “Forward” Primer

25 yul 10 uM bp1488 “Reverse” Primer

5 2 mM dNTP Mix, (Fa. Fermentas; Best. Nr.: R0192)

1 ul Bovines Serumalbumin (BSA); (Fa. Roth; BRD; Best. Nr.: T844.2)

0,25 ul Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Fa. Promega; BRD;
Best. Nr.: M8301)

2 cDNA aus Synthese mit bp1488 “Reverse” Primer

3 u MgCl, (Fa. Promega; Best. Nr.: A351B)
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Zur Uberpriifung der Reinheit des Ansatzes wurde ein Kontrollansatz mit
durchgefuhrt, bei dem der Anteil an cDNA durch steriles H,0 bidest. ersetzt war. Die

Reaktionszyklen wurden nach folgendem Temperaturprofil durchgefuhrt:

1. 94°C 2 Min. Schmelzen

2. 94°C 45 Sek. Schmelzen (Erster Zyklusschritt)
3. 55°C 45 Sek. Primeranlagerung

4. 72°C 2 Min. Verlangerung

5. 72°C 20 Min. Endverlangerung

Die Schritte 2. bis 4. wurden 33 mal wiederholt.

Die Bestimmung der DNA-Sequenz des Mittelsticks wurde mit 1 ug des klonierten
und isolierten Plasmids zur Doppelstrangsequenzierung (,Forward® und ,Reverse®)
von MWG Biotech, Ebersberg, durchgeflhrt. Die zwei Sequenzen wurden mithilfe
des Computerprogramms GeneJockey™ (Fa. Biosoft; USA) zusammengesetzt und
mithilfe der Pubmed-Gendatenbank abgeglichen. Es ergab sich ein Mittelstick der
eH1-Sequenz mit einer Lange von 1267 bp. Hieraus wurden die ,Forward“ und

.Reverse” Primer flr das 5’- und 3’-Ende abgeleitet.

3.1.6 3'-RACE (3’-RAPID AMPLIFICATION OF CDNA ENDS)

Bei der 3’-RACE-PCR verwendet man einen zum Polyadenosinschwanz des 3’-
Endes der mRNA komplementaren Oligodesoxythymidinprimer zur Reversen
Transkription, dessen 5-Ende durch einen sogenannten Adapterprimer (AP)
verlangert ist. In den nachfolgenden PCRs werden sequenzspezifische Primer aus
dem Positivstrang der Sequenz und der AP zur Amplifikation des unbekannten 3’-
Endes verwendet. Die ,Forward“ Primer zur Synthese des 3’-Endes wurden aus dem
sequenzierten PCR-Produkt des Mittelstickes ausgewahlt. Die cDNA-Synthese
erfolgte nach Protokoll des 5-RACE-Systems. Die zusatzlich verwendeten
Materialien sind Bestandteil des 3’-RACE System for Rapid Amplification of cDNA
Ends (Fa. Invitrogen; Best. Nr.: 18373-019).
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Materialien:

1 ul Adapter Primer (AP)

2l 10 x PCR Puffer (200 mM Tris-Hcl (pH 8,4), 500 mM KCl)
1w 25 mM MgCl,

1 ul 10 mM dNTP-Mix

1ul RNAse H

Die Synthese wurde unter Verwendung des bp1063 ,Forward“ Primers durchgefuhrt
und erfolgte in einer vom Protokoll leicht abgewandelten Form: 10 ul RNA wurden mit
6 ul DEPC-H,0 und dem AP vermischt, 10 Min. bei 70°C inkubiert und anschlieend
1 Min. auf Eis gelagert. Nach Zugabe von Puffer, MgCl,, dNTP und DTT wurde der
Ansatz kurz gemischt, wenige Sekunden zentrifugiert und bei 42°C 5 Min. inkubiert.
Das Enzym wurde zugegeben und der Ansatz bei 42°C 50 Min. inkubiert,
anschlieBend wurde das Enzym bei 70°C 15 Min inaktiviert. Zur Inaktivierung von
RNAsen wurde ein RNAse H-Verdau durchgeflhrt bei 37°C/20 Min.

PCR Bestimmung des 3’-Endes:

Es wurden drei unterschiedliche PCRs durchgefuhrt. Durch die Verwendung von
zwei ,Nested“ Primern konnte das 3’-Ende spezifiziert werden. Mit Ausnahme des
spezifisch synthetisierten ,Forward“-Primers und der Go Taq® Flexi DNA Polymerase
waren alle Materialien Bestandteil des 3’-RACE System for Rapid Amplification of
cDNA Ends (Fa. Invitrogen; Best. Nr.: 18373-019):

23,75 nl H-O steril, bidest.
10 ul 10 x Puffer
25 u 10 uM bp1063 “Forward” Primer
25 “Abridged Universal Amplification Primer” (AUAP)
5 ul 2 mM dNTP Mix (Fa. Fermentas; Best. Nr.:0192)
1 ul BSA 25%
0,25 ul Go® Tag-Polymerase
2 ul cDNA aus Synthese mit 1488 “Reverse” Primer
3 ul MgCl
2 ul der spezifisch synthetisierten cDNA
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Die PCR wurde unter identischen Bedingungen wie die PCR zur Ermittlung des
Mittelsticks durchgefiihrt. Im Thermocycler wurde die Annealingtemperatur
entsprechend an die Primer angepasst: der 3. Schritt wurde bei 60°C durchgefuhrt.
AuRerdem wurde die Zyklenanzahl auf 30 reduziert und die Endverlangerung auf 10

Min. gekurzt.

Nested-PCR zur Ermittlung des 3-’Endes:

Da sich nach der oben beschriebenen PCR keine scharfen Banden ergaben, wurde
der Ansatz 1:10 vedinnt und als Templet fur die zweite PCR benutzt, die mit dem
bp1214 ,Forward® Primer durchgefuhrt wurde. Es wurde eine kombinierte ,Hot Start"
und ,Touchdown® PCR durchgefuhrt: Nach zweiminutiger Erhitzung des Ansatzes auf
94°C wurde die Polymerase, der bp1214 ,Forward“ Primer sowie 2,25 ul H,O
zugegeben. Um ein Verdampfen des Ansatzes durch die Offnung des Tubes zu
vermeiden wurde der Ansatz mit 30 pupl Mineraldl Uberschichtet. Die
Annealingtemperatur wurde zuerst pro Zyklus um 0,3°C in 10 Zyklen von 61°C auf
58°C reduziert. Die nachfolgenden 20 Zyklen wurden bei 58 °C Annealingtemperatur
durchgefuhrt.

Fur die zweite PCR wurde der bp1259 “Forward“ Primer verwendet. Die
Temperaturbedingungen wurden angepasst und mit 61°C im ersten Zyklus
eingestellt. In den ersten zehn Zyklen verringerte sich die Temperatur um jeweils 0,3
°C. Die nachfolgenden 20 Zyklen wurden bei 58°C durchgefuhrt.

3.1.7 5’-RACE (5'-RAPID AMPLIFICATION OF CDNA-ENDS)

Die cDNA-Synthese wurde unter Verwendung des ’'5-Race System for Rapid
Amplification of cDNA-Ends-Kit durchgeflhrt (Fa. Invitrogen; Best. Nr.: 18373-019).
Bei der 5-RACE-PCR wird die Reverse Transkription mit einem sequenz-
spezifischen, komplementaren ,Reverse® Primer durchgefihrt. Die erhaltene cDNA
wird gereinigt und an das 5-Ende wird mithilfe des Enzyms Terminale
Deoxynucleotidyltransferase (TdT) ein Polydesoxycytidinschwanz angehangt. Die
nachfolgenden PCRs werden mit einem zu diesem komplementaren Ankerprimer
(AP, einem Oligodesoxyguanidinprimer, dessen 5’-Ende durch einen sogenannten

Adapterprimer verlangert ist) und mit sequenzspezifischen Primern aus dem
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Negativstrang der Sequenz durchgeflhrt. Zusatzlich wurden folgende Materialien

verwendet, die Bestandteil des 5’RACE-Systems sind:

2 10-fach Puffer
(200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KClI)
2 ol 25 mM MgCl;
1 10 mM dNTP
2 0,1 MDTT
1 ul Superscript™ |l Reverse Transkriptase
120 ul Bindungspuffer (6 M Nal)
Bindungssaulen
400 pl Waschpuffer
800 pl 70 % Ethanol
5 5-fach TdT-"tailing” Puffer
50 2 mM Desoxycytidintriphosphat (dCTP)
15 TdT

Zur RNA wurde der genspezifische bp550 ,Reverse” Primer und 4,5 ul DEPC-H,0
zugeflgt. Nach einer Inkubation von 10 Min. bei 70°C wurde die Probe 1 Min. auf Eis
gekuhlt. Der Reaktionspuffer, MgCl,, dNTP und DTT wurden zugegeben, gemischt,
kurz zentrifugiert und die Probe bei 48 °C inkubiert. Nach 1 Min. wurde die Reverse
Transkriptase zugegeben und die Probe fur weitere 50 Min. bei 48°C belassen. Nach
einer anschlieBenden Inkubation von 70°C/15 Min. wurde die Probe kurz
zentrifugiert. Um das Risiko einer moglichen Kontamination mit RNAsen zu
verringern, wurde der Ansatz nach Zugabe von RNAse H fur 20 Min. bei 37°C
inkubiert.

TdT-,Tailing*:

120 pl Bindungspuffer wurden hinzugefugt und die cDNA dber Saulenchromatografie
aufgereinigt. Die Saule wurde 20 Sek. bei 13.000 Umdrehungen/Min. zentrifugiert.
400 pl kalter Waschpuffer wurde auf die Saule gegeben und wiederum 20 Sek. bei
13.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Waschvorgang

zweimal wiederholt. Ein letzter Waschvorgang mit 400 pl kaltem 70 %igem Ethanol
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wurde angeschlossen. Die Saule wurde nochmals 1 Min. bei 13.000
Umdrehungen/Min. zentrifugiert, um Reste des Ethanols zu entfernen. Der
Sauleneinsatz wurde auf ein neues, steriles Auffanggefal® gesetzt und cDNA mit 50
pl auf 65 °C vorgewarmtem sterilem H>O bidest. durch erneute Zentrifugation (20
Sek./13.000 Umdrehungen/Min.) eluiert. 10 ul der gereinigten cDNA wurden mit 6,5
ul DEPC-H20, 5 ul 5-fach ,tailing“ Puffer und 2,5 ul dCTP gemischt, 3 Min. bei 94°C
inkubiert und sofort 1 Min. auf Eis gekuhlt. Es wurde 1 ul der TdT zugegeben, 10
Min. bei 37 °C und danach 10 Min. bei 65 °C inkubiert. Die Probe wurde auf Eis
gekuhlt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Jeweils 5 pul des Reaktionsgemisches wurden als Matrizen-DNA in der

nachfolgenden ersten PCR eingesetzt.

Nested-PCR zur Bestimmung des 5’-Endes:

Die PCR wurde wie die zuvor beschriebene ,Nested* PCR zur Ermittlung des 3’-
Endes mit dem bp423 ,Reverse” Primer durchgefuhrt, bis auf folgende Ausnahmen:
Die Annealingtemperatur der ,Touchdown® PCR wurde den neuen Primern
angepasst und mit 62,5 °C gewahlt, wobei die Temperatur sich mit jedem der ersten
zehn Zyklen um 0,3°C verringerte und die letzten 20 Zyklen bei gleichbleibenden
59,5 °C durchgefuhrt wurden.

Zweite PCR zur Bestimmung des 5’-Endes:

Das gleiche Protokoll diente als Vorlage, wobei die Annealingtemperatur an den
bp375 ,Reverse” Primer folgendermalen angepasst wurde: 65 °C (-0,3 °C bei den
ersten 10 Zyklen) fur 45 Sek., anschlieRend 10 Zyklen bei 62 °C.

3.1.8 PCR zUR AMPLIFIKATION DER EH1 KODIERENDEN SEQUENZ

Die Primer wurden mit einem zusatzlichen Flag-Tag sowie einer Hindlll Schnittstelle
(am ,Forward“-Primer) und Xbal — Schnittstelle (am ,Reverse“-Primer) synthetisiert.
Als Annealingtemperatur fur die kombinierte ,Hot Start® und ,Touchdown® PCR
wurden 59 °C zu Anfang (-0,3 °C bei den ersten 10 Zyklen) gewahlt, anschlieend 10
Zyklen bei 56 °C.
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3.1.9 AGAROSE GELELEKTROPHORESE

Im Agarosegel kann DNA durch Anlegen einer elektrischen Spannung entsprechend
seiner Grolke aufgetrennt werden. Die Detektion der DNA erfolgt nach Anfarben
mittels Ethidiumbromid im UV-Licht. Die Groélienbestimmung der DNA-Fragmente

erfolgt anhand eines Langenstandards.

Materialien:

03 g Agarose (Fa. Peqglab; BRD; Best. Nr.: 205465)
30 ml 0,5 M TBE Puffer:

10,8 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

(Fa. Fluka Chemie AG; BRD; Best. Nr.: R01954)
5,5 ml Borsaure (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: B-7660)
4 ml0,5MEDTA pH 7,4 (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: E 5134)
auf 1 1 H,O bidest.

0,25 pug Ethidiumbromid (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: E8751)
7 ul EcoRI + Hindlll Leiter (Fa. Fermentas; Best. Nr.: SM0199)
4 ul 6 x Loading Dye Solution (Fa. Fermentas; Best. Nr.: R0611)

Es wurde eine Mini-Gelelektrophorese-Kammer (Fa. Peglab; Modell B1A) verwendet.
Das Gel wurde durch Aufschmelzen der Agarose in 30 ml TBE-Puffer und Zugabe
des Ethidiumbromids angefertigt. Als Laufmittel diente TBE-Puffer.

Es wurden 20 ul des PCR Ansatzes zusammen mit dem Puffer vermischt in die
Geltaschen gegeben und bei einer Stromstarke von 70 mA fur 1 h aufgetrennt.
AnschlieRend wurde das Gel im Videodensitometer unter UV-Licht (Modell E.A.S.Y.
RH-3; Fa. Herolab; BRD) ausgewertet. Die BandengroRe konnte anhand eines mit

aufgetragenen Langenstandards abgeschatzt werden.

3.1.10 AUFREINIGUNG DER PCR-PRODUKTE AUS AGAROSE-GEL

Alle Materialien waren Bestandteil des ,QIlAquick Gel Extraction Kit* (Fa. Qiagen;

BRD; Best. Nr.: 28704). Das ausgeschnittene Gelstlck wird in der dreifachen Menge
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an QG-Puffer bei 50°C, 10 Min. geldst und anschlieffend Isopropanol im gleichen
Gewichtsanteil wie das  ausgeschnittene  Gelstlick  zugegeben. Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten bei 14.000 Umdrehungen/Minute (Centrifuge 5417C;
Fa. Eppendorf; BRD). Die Losung wurde auf Saulen aufgetragen und zentrifugiert.
Der Schritt wurde zuerst nach Zugabe von 500 ul QG-Puffer, dann mit 750 ul PE-
Puffer wiederholt. Nach einer Leerzentrifugation wurden die Saulen auf ein leeres
Reaktionsgefall gesetzt und die DNA mit 50 ul H20 eluiert.

3.1.11 KLONIERUNG DER PCR-PRODUKTE

Das gewonnene Mittelstiick wurde zur Sequenzierung in den pCR®2.1-Vektor
kloniert. Die PCR-Produkte wurden mithilfe des TA Cloning Kits (Fa. Invitrogen;
Best.-Nr.: K2020-20) kloniert. Das System nutzt die Eigenschaft der in der PCR
verwendeten DNA-Polymerase, ein einzelnes Desoxyadenosin unabhangig von der
DNA-Matrize an das 3’-Ende der amplifizierten Strange anzuhangen. Der verwendete
Vektor pCR®2.1 wird linearisiert mit zwei Desoxythymidiniiberhdngen geliefert,
zwischen die das PCR-Produkt eingesetzt werden kann. Der pCR®2.1-Vektor ist 3,9
kb grof3, enthalt das lacZa-Gen zur ,blau-wei3“-Selektion der Klone, Ampicillin- und
Kanamycinresistenzgene, eine ,Multiple Cloning Site“, sowie M13 Primersequenzen

und einenT7 Promoter.

3.1.12 VERWENDETE PLASMIDE

Es wurde der Vektor pCR2.1 zur Klonierung und anschliellenden Sequenzierung der
verschiedenen Teilstlicke verwendet. In den Vektor pcDNA3.1(+) (Fa. Invitrogen;
Best. Nr.: V790-20) wurde die vollstandige kodierende Sequenz von hH1R und eH1R
ligiert, zur anschlieBenden Transfektion in die Zellinie HEK293. Zur Gewahrleistung
vergleichbarer Transfektionsbedingungen wurde fur eH1 und hH1 ein einheitlicher

Expressionsvektor verwendet.
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3.1.13 LIGATION

Durch Ligation kann ein PCR-Produkt in ein Plasmid eingeschleust werden. Um ein
optimales Sequenzierungsergebnis zu erhalten, wurden samtliche PCR-Produkte in
Vektoren eingebracht um anschlieRend in kompetenten E.coli Bakterien amplifiziert
zu werden.

Materialien zu Ligation in pCR2.1 (bzw. pcDNA3.1/EGFP-Vektor):

4,5 ul H>0 bidest., steril

1 ul 10 x Ligase Puffer

1 ul pCR®2.1 Vektor, linearisiert, 25 ng/ul
2,5 ul PCR-Produkt

1 ul T4 DNA Ligase

Alle Materialien sind Bestandteil des TA Cloning® Kit (Fa. Invitrogen; Best. Nr.:
K2000-01). Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 14°C inkubiert.

3.1.14 HERSTELLUNG KOMPETENTER E.COLI ZUR TRANSFORMATION

In der Molekularbiologie versteht man unter Transformation die Ubertragung von
freier, l16slicher DNA auf ein Empfanger-Bakterium. E. coli besitzen keine naturliche
Transformationskompetenz. Um diese zur Aufnahme zirkularer Plasmid-DNA zu
befahigen, werden sie durch chemische Veranderungen klnstlich kompetent

gemacht.

Materialien:

TfB I:

500 ul 3 M Kaliumacetat

5 ml 0,5M MnCl,

10 ml  0,5MRDbCl;

500 1 M CaCl,

7,5 mi Glycerin (autoklaviert)
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TfB Il

1 ml 100 mM MOPS pH 7,0
750 1 M CaCl,

200 0,5 M RbCl;

1,5 ml Glycerin (autoklaviert)
6,5 ml H2O bidest., steril filtriert

Die verwendeten kompetenten Bakterien waren vom E.coli Stamm TOP 10F. Bei der
Herstellung wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet, alle verwendeten Gefalle
wurden zuvor autoklaviert. Es wurden 2 ml einer frischen Ubernachtkultur in 100 ml
LB uberfuhrt, fir ungefahr 2 Stunden bei 37°C geschuttelt, bis eine Optische Dichte
(OD) bei 660 nm von 0,55 erreicht wurde. Das Medium wurde 10 Min. auf Eis
abgekuhlt, anschlieRend bei 4°C, 10 Min., 3000 rpm (Fa. Eppendorf; Centrifuge
5417C) abzentrifugiert und das Pellet in 25 ml kaltem TfB | gut resuspendiert. Der
Vorgang wurde wiederholt, das Pellet anschliellend in TfB Il resuspendiert, 200 pl

Aliquots auf Eis abgefullt und sofort bei -70 °C eingefroren.

3.1.15 TRANSFORMATION KOMPETENTER E.COLI

Durch die Transformation wird fremde DNA (Plasmide) in Bakterien eingebracht und
dort anschlielend repliziert. Das eingebrachte Plasmid enthalt ein Resistenzgen fur
bestimmte Antibiotika, das die Selektion plasmidhaltiger Bakterien auf entsprechend

antibiotikahaltigen Agarplatten ermaoglicht.

Materialien:

300 ul kompetente E.coli
2 ul Ligationsansatz
500 ul SOC-Medium (Fa. Invitrogen; TA Cloning® Kit; Best. Nr.: K2000-01)

Lucia-Bertoni (LB) — Medium:

20 g LB Broth Base (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: L3022)
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ad 11 H20 dest.; autoklaviert
Mit Ampicillin (50 ug/ml) (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: A9393)

35 g LB Agar (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: 2897)
auf 11 H,O dest.; autoklaviert,

mit Ampicillin (50 pg/ml), 30 ml pro Agarplatte

Der Ligationsansatz wurde abzentrifugiert und auf Eis gelagert. Kompetente E.coli
wurden auf Eis aufgetaut, anschlieliend mit dem Ligationsansatz vorsichtig mit der
Pipettenspitze verruhrt und 30 Min. auf Eis gelagert. Ein Hitzeschock bei 42°C, 30
Sekunden wurde durchgefuhrt und nach erneuter Lagerung auf Eis fur 5 Min. wurde
das SOC-Medium zugegeben. Der Ansatz wurde 1 Std. bei 37°C geschuttelt und
anschlieffend 100 ul von vier verschiedenen Konzentrationen (1:50, 1:4, unverdinnt
und Leerkontrolle) ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Einzelne Kolonien wurden in jeweils 3 ml LB Broth Base bei 37°C kultiviert. Diese
Ubernachtkultur wurde zum Nachweis der Plasmidreplikation in isolierten Kolonien

verwendet.

3.1.16 PLASMID-ISOLATION

In Bakterien vermehrte Plasmide kdnnen mithilfe der alkalischen Extraktionsmethode
isoliert werden (Birnboim und Doly, 1979). Dabei werden die Bakterien durch die
Anwesenheit von SDS lysiert und die DNA denaturiert. Durch Zugabe von
Kaliumacetat wird die chromosomale DNA zusammen mit denaturierten Proteinen
gefallt. Die doppelstrangige Plasmid-DNA wird nach Abzentrifugation des Prazipitats
im Uberstand isoliert, mit Isopropanol geféllt und in H,O bidest. aufgenommen. Die
Ausbeute und Reinheit der Plasmid-DNA kann anschlieRend photometrisch bei A =
260/280 nm bestimmt werden.

Materialien:

LB-Medium (s.0.)
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Nucleo-Bond Puffer (Fa. Macherey-Nagel; BRD):

Puffer S1: 50 mM Tris(hidroxymethyl)-aminomethan (Tris)/Hcl
10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse A

in HoO bidest.; eingestellt auf pH 8,0

Puffer S2: 280 mM NaOH
1% SDS
in H,O bidest.
Puffer S3: 2,8 M Kaliumacetat

in H20 bidest.; eingestellt auf pH 5,1

Puffer N2: 100 mM Tris/ H3POg4
15 % (v/v) Ethanol
900 mM KCI

0,15 % (m/v)t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton-X-100)
in HoO bidest.; eingestellt auf pH 6,3

Puffer N3: 100 mM Tris / H3POy4
15 % (viv) Ethanol
1,15 M KCI

in H2O bidest.; eingestellt auf pH 6,3

Puffer N5: 100 mM Tris/H3PO4
15 % (v/v) Ethanol
1M KCI

in H2O bidest.; eingestellt auf pH 8,5

Von den Agarplatten wurden jeweils 9-18 Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze

entnommen, in 2 ml LB mit Ampicillin (50 ug/ml) Gberfuhrt und tUber Nacht bei 37°C
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unter Schatteln kultiviert. Parallel wurden als Negativkontrolle 2 ml des Mediums mit
entsprechender Ampicillinzugabe kultiviert.

200 ul einer Kolonie, bei der in der Gelelektrophorese das entsprechende Insert
nachgewiesen werden konnte, wurden steril entnommen, in einen Erlenmeyerkolben
mit 200 ml LB-Medium und Ampicillin (50 ug/ml) Gberflhrt und erneut Gber Nacht bei
37°C geschuttelt. Die Bakterienkultur wurde bei 4°C fur 15 Min. bei 8.000
Umdrehungen/Min. im GSA-Rotor pelletiert (Sorvall® RC-5; Fa. DuPont Instruments).
Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterien in 12 ml Puffer S2 fiir 5 Min. bei Rt
inkubiert und die Proteine sowie chromosomale DNA durch Zugabe von Puffer S3
innerhalb von 5 Min. gefallt. Die Plasmid-DNA wurde nach zweimaliger Zentrifugation
im SS34-Rotor (12.000 Umdrehungen/Min., 20 Min., 4°C) aus dem Uberstand isoliert
und durch Saulenchromatografie (NucleoBond®; Fa. Macherey-Nagel; Best. Nr.:
AX500) aufgereinigt. Hierzu wurden die Anionenaustauschsaulen mit 6 ml Puffer N2
equilibriert, der oben gewonnene Uberstand aufgetragen und die nicht gebundenen
Anteile mit 32 ml Puffer N3 ausgewaschen. Die Plasmid-DNA konnte anschliel3end
mit 15 ml Puffer N5 eluiert und mit 11 ml Isopropanol gefallt werden. Das DNA-Pellet
wurde einmal mit 5 ml 70 %igem Ethanol gewaschen, eingetrocknet und schlieRlich
in 300 pl sterilem H,O bidest. aufgenommen. Die Plasmide wurden bei -20°C

gelagert.

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde im Spektrophotometer (Modell U 3200;
Fa. Hitachi Instruments; USA) bei einer Wellenlange von A = 260 nm in
Quarzkuvetten mit 1 cm Schichtdicke bestimmt. Eine optische Dichte (OD) von 1
entspricht dabei einer DNA Konzentration von 50 png/ml. Die Reinheit der
Plasmidpraparation wurde gleichzeitig durch Bestimmung der OD bei einer
Wellenlange von A = 280 nM (Absorptionsmaximum von Proteinen) und der Bildung
des Quotienten aus OD 260/0OD 280 abgeschatzt. Nur Praparationen mit einem

Quotienten > 1,8 wurden zur Transfektion verwendet.

3.1.17 RESTRIKTIONSVERDAU

Die ldentitat der verwendeten Plasmide wurde durch Restriktionsverdau mithilfe

geeigneter Endonukleasen (Hindlll, Xbal) verifiziert. Die Schnittstellen dieser Enzyme
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sind sowohl bei hH1 als auch bei eH1 Hindlll (am 5’-Ende) und Xbal (am 3’-Ende)
einkloniert, und dienten bereits zur Ligation in den Vektor. Die DNA-Fragmente

wurden nachfolgend durch Agarose-Gelelektrophorese ihrer Lange nach aufgetrennt.

Restriktionsenzyme (Fa. Fermentas; 10 U/pul):
0,5 ul  Hindlll (Best. Nr.: ER 0501)
0,5ul Xbal (Best. Nr.: ER 0681)

Reaktionspuffer :
2 pl Y Tango (Fa. Fermentas; Best. Nr.: 9411)

Reaktionspuffer, Restriktionsenzyme und 1 ug Plasmid-DNA wurde mit sterilem H,O
bidest. auf ein Gesamtvolumen von 20 ul gebracht. Die Ansatze wurden fur 1,5 Std.
bei 37°C im Thermocycler inkubiert, anschlieRend wurde das Enzym bei 65°C fur 10

Min. inaktiviert.

3.1.18 GELAUFREINIGUNG

Die Banden wurden unter UV-Licht mithilfe eines Skalpells ausgeschnitten und mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit (Fa. Quiagen; Best. Nr.: 28704) aufgereinigt. Das
herausgeschnittene Agarosestiick wurde hierzu in ein 1,5 ml Reaktionsgefa® (Multi®
Sicherheitsreaktionsgefalle; Fa. Roth; Best. Nr.: 7137.1) gegeben. Das Gelstlck
wurde gewogen, die dreifache Menge an QG-Puffer zugegeben und anschlief3end
bei 50°C fur 10 Min. unter Schutteln inkubiert. Nach kompletter Auflosung des Gels
wurde Isopropanol entsprechend der Gelmenge zugegeben. Die Losung wurde auf
die mitgelieferten Saulchen aufgetragen und bei 14.000 Umdrehungen/Min. 1 Min.
zentrifugiert (Fa. Eppendorf; BRD; Centrifuge 5417C). Die Flussigkeit wurde
ausgeleert, nochmals 500 ul QG-Puffer aufgetragen und zentrifugiert. Dann wurden
750 ul des PE-Puffers aufgetragen, zweimal zentrifugiert, der Filter auf ein leeres

Tube gesetzt, 50 ul H,O zur Elution darauf gegeben und erneut zentrifugiert.
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3.2 ZELLKULTUR

3.2.1 ZELLMODELL

Die pharmakologische Charakterisierung des eH1 wurde nach Expression in ,Human
Embryonic Kidney“ (HEK)293-Zellen durchgefuhrt. HEK293-Zellen sind in der Lage,
den Groldteil der posttranslationalen Faltungen und Verarbeitungen, die zur
Herstellung funktionaler Saugerproteine notwendig sind, auszuflhren und sie
besitzen zudem auch samtliche Komponenten die zur Untersuchung der
Rezeptorfunktion notwendig sind. Aullerdem sind sie hocheffizient bei der

Transfektion und der nachfolgenden Proteinproduktion (Thomas und Smart, 2004).

Kultivierung der Zellen:

Alle in der Zellkultur verwendeten PlastikgefaRe wurden von der Firma TPP® (BRD)
bezogen. Die Chemikalien stammen, sofern nicht anders angegeben, von der Firma
Sigma-Aldrich.

Wachstumsmedium:
Zu 500 ml ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium“ (DMEM; Fa. PAA) wurden folgende
Zusatze gegeben:

10 % (vIv) Fetales Kalberserum (FKS; Fa. PAA), inaktiviert (65°C/30 min.)
4 mM L-Glutamin (Fa. PAA)

100 IU/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin (Fa. PAA)

3 ug/mi Enrofloxacin (Fa. ICN Biochemicals; BRD)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) :

8 g NaCl

02 g KCI

2.145¢ NazHPO4 x 7 H,0O
02 g KH2,PO4

ad 11 H2O bidest.; pH 7,43

PBS/EDTA:
0,04 % Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) in PBS; pH 7,43
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Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen im Laminar Flow (Modell
6.12; Fa. BDK; BRD). Die HEK293-Zellen wurden als Monolayer im Brutschrank (Fa.
Heraeus; BRD) bei 37°C und einer Atmosphare bestehend aus 5% (v/v) COz in Luft
und gesattigtem Wasserdampf kultiviert. Die Zellen wurden ca. zwei Mal pro Woche
im Verhaltnis von 1/5 bwz. 1/10, je nach Wachstumsintensitat, passagiert. Hierzu
wurden die Zellen durch leichtes Schiitteln und Klopfen vom Boden abgelést und mit
dem Medium abgesaugt. Anschlielend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
1.200 Umdrehungen/Min. 10 Min. (Zentrifuge der Fa. Heraeus) pelletiert, das
Medium abgesaugt und in 5 ml frischem Medium resuspendiert. Entsprechend dem
Verdlinnungsverhaltnis wurde hieraus Medium in Zellkulturflaschen bzw.

Petrischalen tberfihrt.

3.2.2 TRANSFEKTION VON HEK293-ZELLEN

Als Transfektion wird das Einbringen fremder DNA in Saugerzellen bezeichnet. Die in
dieser Arbeit verwendete Methode der Calciumphosphat Co-Prazipitation basiert auf
der Bildung unldslicher Komplexe aus Calcium und Phosphatresten der DNA, die
durch Endozytose von den Zellen aufgenommen werden (Chen und Okayama,
1987). Fur die Calciumphosphat Co-Prazipitation wurden folgende Materialien

verwendet:

Calciumchlorid-Lésung (CaClz-Losung):
3,68 ¢ CaClz x 2H,0
in H2O bidest.; steril filtriert

Transfektionspuffer (BBS):
0,819 g NaCl
0,02 g NayPO4 x 7 H0
0,533 g N’N-bis-Aminoethansulfonsaure (BES)
in 50 ml H,O bidest.; eingestellt auf pH 6,95; steril filtriert
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Einschleusen der DNA:

Zur Transfektion wurden HEK293-Zellen auf Petrischalen mit 10 cm Durchmesser
ausplattiert und bei ca. 70 % Konfluenz fur die Versuche eingesetzt. Kurz vor der
Transfektion wurde das Medium abgesaugt und durch je 10 ml frisches
Wachstumsmedium mit nur 0,1 % FKS ersetzt. Die Transfektionsansatze wurden wie
folgt vorbereitet: In ein Polypropylenrohrchen wurde eine Gesamtmenge von 10 ug
Plasmid-DNA in 450 ul steril filtriertem H,O bidest. geldst und im Anschluss daran
tropfenweise 50 ul CaCl,-Losung unter leichtem Schitteln zugesetzt. Das Reaktions-
gemisch wurde anschlieRend unter leichtem Schutteln zu 500 ul BBS gegeben und
fur 30 Min. bei Rt inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde gemischt, gleichmaRig

verteilt auf die Zellen getropfelt und fur 36 Std. im Brutschrank inkubiert.

Stabile Expression von Proteinen:

Es erfolgte ein Mediumwechsel mit Zugabe von Geneticin G418 (1600 mg/ml). Nach
drei Tagen wurde die G418-Konzentration auf 800 mg/ml verringert. Nach weiteren
zehn Tagen wurden aus den wenigen uberlebenden Zellen, die aufgrund des
aufgenommenen pcDNA3.1-Vektors eine G418-Resistenz erzeugen konnten,

einzelne Kolonien unter dem Mikroskop isoliert und kultiviert.

3.2.3 KRYOKONSERVIERUNG

Einfriermedium:

Wachstumsmedium mit

20 % (viv) FKS

10 % (v/v) Dimethylsufoxid (DMSO)

Da bei HEK293-Zellen mit fortschreitender Passagierung die Transfektionseffizienz
nachlasst, wurde von frisch aufgetauten Zellen ein groferer Stock in flissigem
Stickstoff konserviert. Hierzu wurden die Zellen durch Abklopfen vom Boden der
Kulturflasche abgelost, durch Zentrifugation pelletiert und in 1 ml eiskaltem
Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen wurden in ein Einfrierrohrchen Gberfuhrt, in
einer eisgefullten Styroporbox bei -70°C eingefroren und anschlieend in flissigem

Stickstoff bei -196°C gelagert. Aus diesem Vorrat wurden in regelmaligen
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Abstanden neue Zellen aufgetaut. Die gerade auftauenden Zellen wurden in 10 ml
eiskaltem Wachstumsmedium resuspendiert und durch anschlieRende Zentrifugation
bei 1200 Umdrehungen/Min. (Zentrifuge der Fa. Heraeus; BRD) von den Resten des
Einfriermediums befreit. Die Zellen wurden in 37°C warmem Wachstumsmedium

aufgenommen und auf Zellkulturflaschen ausgesat.

3.2.4 MEMBRANPRAPARATION FUR BINDUNGSSTUDIEN

Materialien:
PBS-Puffer:

8 g NaCl

02 g KCI

144 ¢ Na;HPO,
02 g KH2PO4

geldst in 11 H,O bidest.; eingestellt auf pH 7,4

Homogenisierungspuffer:

5mM Tris

1mM Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)- N, N, N’, N’-Tetraessigsaure
(EGTA)

1mM Threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol (DTT)

geldst in H,0 bidest; eingestellt auf pH 7,4

Bindungspuffer:
50 mM  Tris/HCI
5 mM  MgCl,
geldst in H20 bidest; eingestellt auf pH 7,4

Alle Arbeitsschritte erfolgten im Eisbad nach Vachon et al. (1987). Das dreimal mit 10
ml PBS-Puffer gewaschene Zellpellet wurde in 10 ml Homogenisierungspuffer
aufgenommen und fur 10 Sek. homogenisiert (Fa. Bachofer; BRD; Polytron, Stufe 6).
Nicht zerstorte Zellen sowie Zellkerne wurden durch anschlieRende Zentrifugation bei
1.200 Umdrehungen/Min., 4°C 10 Min. abgetrennt. Der Uberstand wurde gewonnen
und schwere Plasmamembranen durch Zentrifugation bei 18.000 Umdrehungen/Min.,
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30 Min. im SS34 Rotor (Sorvall®; Fa. DuPont Instruments) isoliert. Das
Membranpellet wurde mit Homogenisierungspuffer gewaschen, in 2 ml

Bindungspuffer aufgenommen und sofort fur die Radioligandenbindung verwendet.

3.2.5 QUANTIFIZIERUNG DES PROTEINGEHALTES NACH LOWRY

Die im Bindungsexperiment eingesetzte Proteinmenge wurde nach der Methode von
Lowry et al. (1951) quantifiziert. Das Prinzip beruht auf eine durch Tyrosin und
Tryptophan vermittelte Reduktion von Cu?* zu Cu', die nachfolgend mit

Folinreagenz einen tiefblauen Farbkomplex bilden.

Kupfersulfat-Tartrat-Natriumcarbonat (CTC-L6sung):
0,1 % (m/v) CuSOq4 x 5 H,0
0,2 % (m/v) Na*/K* - Tartrat
10 % (m/v) NaCOs;
geldst in H,O bidest.

Lowry A:

10 mi CTC-Lb6sung

10 mi 0,8 M NaOH

20 mi 5 % (m/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

Lowry B:

1 mi Folin Ciocaleau Phenol Reagenz (Folin-Reagenz)
verdunnt in 5 ml H,O bidest.

Standardkurve:

A: H20 bidest.

B: 25 % (m/v) bovines Serumalbumin (BSA)

C: 5 % (m/v) BSA

D: 75 % (m/v) BSA

E: 10 % (m/v) BSA

jeweils geldst in H,O bidest.
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Die Bestimmung erfolgte jeweils im Doppelansatz. Die in jeweils 100 ul H,O bidest.
verdunnten Proben wurden mit 200 pul Lowry A fur 10 Min. bei Rt inkubiert.
AnschlieRend wurde jeweils 100 ul Lowry B zugesetzt, die Ansatze gemischt und fur
weitere 30 Min. inkubiert. Bei den Standardldsungen wurde entsprechend verfahren.
Die Farbintensitat wurde anschliellend im Spektrophotometer (U-3200; Fa. Hitachi)
bei einer Wellenlange von A = 750 nm gemessen. Aus der Standardkurve wurden die

Proteingehalte der Proben durch lineare Regression abgeleitet.

3.3 PHARMAKOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN

3.3.1 VERWENDETE LIGANDEN

Atropin (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: A0132)

Cimetidin (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: C4522-5G)

Diphenhydramin Hydrochlorid (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: D3630-5G)

Histamin (Fa. Calbiochem; BRD; Best. Nr.: 001647)

Loratadin (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: L9664-10MG)

[pyridinyl-5->H-]Pyrilamin, (*H-Pyrilamin), (Fa. Amersham Biosciences; BRD; Best.
Nr.: TRK608)

S-(+)-Chlorpheniramin-Maleat (Fa. Sigma-Aldrich; Best. Nr.: C4915-1G)

3.3.2 RADIOLIGANDENBINDUNG

Die Bestimmung von Zelloberflachenrezeptoren erfolgte mittels Radioliganden-
bindung an isolierten Plasmamembranen (Vachon et al., 1987). Die Bindungsstudien
erfolgten mithilfe des radioaktiv markierten Liganden *H-Pyrilamin. *H-Pyrilamin ist
ein Antagonist am H1R mit gleich hoher Affinitat zu G-Protein gekoppelten wie

ungekoppelten Rezeptoren.

A) SATTIGUNGSEXPERIMENTE
Die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand folgt dem Massenwirkungsgesetz. Als
Dissoziationskonstante (Kp) wird diejenige Konzentration eines Liganden bezeichnet,

bei der 50 % der Rezeptoren besetzt sind. Sie wird im Sattigungsexperiment aus

46



dem Verhaltnis des gebundenen zum freien Anteil eines Radioliganden ermittelt. Bei
konstanter Rezeptorzahl nahert sich der Anteil des gebundenen Radioliganden mit
steigender Ligandenkonzentration in Form einer hyperbolen Funktion einem Plateau
an, das der maximalen Bindungskapazitat (Bmax) entspricht. Die Kp dagegen wird als
diejenige Radioligandenkonzentration definiert, bei der 50 % der Bindungsstellen
besetzt sind.

Aus einem Sattigungsexperiment konnen die Werte fur Bmax und Ky grafisch aus der
Sattigungskurve abgeleitet werden. Es wurde hierzu das Computerprogramm
GraphPad Prism™ (Fa. GraphPad Software Inc.; USA) verwendet. Die Bestimmung
der unspezifischen Bindung (Bo) erfolgt dabei in Anwesenheit eines molaren

Uberschusses an Histamin.

Die spezifische Bindung von °H-Pyrilamin am H1-Rezeptor kann nach folgender

Gleichung ermittelt werden:

Bo = Biotal - Bunspez-

Legende: Bo = spezifische Bindung von 3H-Mepyramin
Biotal = Bindung von 3H-Mepyramin in Abwesenheit von Histamin

Bunspez. = Bindung von 3H-Mepyramin in Anwesenheit von Histamin

Materialien:

*H-Pyrilamin (spezifische Aktivitat = 32 Ci/mmol)

Histamin

Bindungspuffer:

50 mmol/l  Tris

5 mmol/l MgCl,
in H,O dd, pH 7,4

47



Blockldsung fur GF/B-Filter (Whatman®; Fa. VWR; BRD; Best. Nr.: 1821 025):
0,1 % (m/m) Polyethylenglycol 6000 (PEG), (Fa. Merck; BRD;
Best. Nr.: 807491)
geldst in H20 bidest.

Szintillationsfliissigkeit (Rotiszint®EcoPlus; Fa. Roth; Best. Nr.: 0016.2)

Jeder Messpunkt erfolgte in Doppelbestimmung. Alle Arbeitsschritte wurden im
Eisbad durchgefihrt.

Die Bestimmung der Kp fiir ®H-Pyrilamin erfolgte an frisch praparierten oder bei -
70°C gelagerten und auf Eis aufgetauten Membranen von hH1- bzw. eH1-
Rezeptoren tragenden HEK293-Zellen. Die Reaktionsansatze zur Erstellung der
Sattigungskurven enthielten 8 verschiedene Konzentrationen an *H-Pyrilamin (15;
10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 und 0,156 nM). Es wurden 80-120 ug Membranprotein
(bzw. 300 pg bei der Verwendung von Lungengewebe) in einem Gesamtvolumen
von 200 upl Bindungspuffer verwendet. Die unspezifische Bindung wurde in
Anwesenheit von 10 uM Histamin bestimmt. Die Bindungsansatze wurden gemischt
und bis zum Erreichen eines Equilibriums im Wasserbad inkubiert (25°C; 90 Min.)
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Bindungspuffer gestoppt und
das an die Plasmamembranen gebundene °>H-Pyrilamin durch Filtration Uber
Silikatfaserfilter (GF/B-Filter) mithilfe einer Vakuum Filtrationseinheit (Fa. Millipore;
BRD) abgetrennt. Zur Absattigung der unspezifischen Bindung wurden die
Glasfaserfilter zuvor mit PEG-Blocklésung benetzt. Die Filter wurden dreimal mit 3 ml
eiskaltem Bindungspuffer gewaschen, in Zahlfldschchen tberfiihrt (Minis® 2001; Fa.
Zinsser Analytic; BRD; Best. Nr.: 3020001) und mit je 3 ml Szintillationsfllissigkeit
extrahiert. Die gebundene Radioaktivitat wurde im Szintillationsmessgerat (Fa.
Beckmann; BRD) bestimmt und zur Konstruktion der Sattigungskurven verwendet.
Aus den Sattigungsexperimenten konnte mithilfe des Computerprogramms

GraphPad Prism™ die Bmax sowie die Kp fiir ®H-Pyrilamin am H1R ermittelt werden.

B) HETEROLOGE VERDRANGUNGSEXPERIMENTE
Die Bestimmung funktionell G-Protein gekoppelter Rezeptoren wird in heterologen
Verdrangungsexperimenten durchgefuhrt. Hierbei wird eine konstante Menge eines

radioaktiv markierten  Antagonisten (hier 3H-Pyrilamin) durch  steigende
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Konzentrationen eines (Inversen) Agonisten (Displacer) vom Rezeptor verdrangt. Die
Ki wird aus der halbmaximalen Hemmkonzentration des Displacers (ICso) mithilfe der

Formel nach Cheng-Prusoff (1973) bestimmt:

ICs0
Ki =
(1+L)/Ko
Legende: Ki = inhibitorische Konstante des Displacers
ICs0 = halbmaximale Hemmkonzentration des Displacers
L = Konzentration des Radioliganden
Kb = Dissoziationskonstante des Radioliganden
Materialien:
3H-Pyrilamin spezifische Aktivitat = 32 Ci/mmol (Fa. Amersham Biosciences;
Best. Nr.: TRK 608)
Histamin (Fa. Calbiochem; Best.-Nr.: 1647)

Blocklésung fur GF/B-Filter :

0,1 % (m/v) PEG
geldst in H,O bidest.

Die Ansatze fur heterologe Verdrangungskurven enthielten in einem Totalvolumen
von 200 ul Bindungspuffer ca 1,9 nM >H-Pyrilamin, mindestens 50 pg
Membranprotein und aufsteigende Konzentrationen an Histamin (0; 0,01; 0,1; 0,3; 1;
3; 10; 100; 1000 uM). Die totale 3H—Pyrilaminbindung wurde in Abwesenheit eines
Uberschusses Histamin bestimmt. Die Reaktionsansatze wurden fiir 90 Min. bei 20
°C inkubiert und wie oben beschrieben weiter prozessiert. Jedes Experiment wurde
mindestens dreimal an unterschiedlichen Membranpraparationen in Doppel-

bestimmung wiederholt.
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3.3.3 PROTEINBESTIMMUNG IM WESTERNBLOT

In der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kénnen Proteine zuerst
ihrer GroRe nach aufgetrennt werden. Werden die Proteine anschliel3end
elektrophoretisch auf Membranen transferiert, so kdnnen diese mit spezifischen
Antikérpern nachgewiesen werden (Westernblot). Die Antigen-Antikdrper-Komplexe

werden mittels Chemilumineszenz detektiert.

Materialien fir SDS-Polyacrylamidgele:

Trenngel:

5 mi 30 % (m/v) Polyacrylamid (PAA)-Stammlosung (Rotiphorese®
Gel 30; Fa. Roth; Best. Nr.: 3029.1)

3,75 ml 1,5 M Tris/HCI-Lésung, eingestellt auf pH 8,8

150 10 % (m/v) SDS-Lésung

6,1 ml H,0 bidest.

Die Proteine wurden im Probenpuffer nach Laemmli (1970) fur 5 Min. bei 95°C erhitzt
und anschlieliend abgekunhlt. In der Gelkammer (Mini-Protean Il; Fa. Bio-Rad; BRD)
wurde je ein Sammel- und Trenngel gegossen. In die Sammelgele wurden
Probenkdmme eingesetzt. Nach vollstandiger Auspolymersierung der Gele wurden
diese in die Laufkammer eingesetzt, die Probenkamme entfernt und jeweils 10 pl der
Proben in die Probentaschen eingebracht. Als GrofRenstandard dienten biotinylierte
Proteine mit bekanntem Molekulargewicht (Broad Range; Fa. Bio-Rad).
AnschlieRend wurde Laufpuffer zugegeben und die Proteine unter Anlegen einer

elektrischen Spannung von 100 V im Sammelgel und 200 V im Trenngel aufgetrennt.

Materialien fiir den Westernblot:

Anodenpuffer [:
20 % (v/Iv) Methanol
02 M Tris-HCI

in H2O bidest.; keine pH-Einstellung notig

50



Anodenpuffer Il:
20 % (vIv) Methanol
0,02 M Tris-HCI
in H,O bidest.; keine pH-Einstellung nétig

Kathodenpuffer:
20 % (viv) Methanol
40 mM e-Aminocaprylsaure (Fa. Serva; BRD)

in H,O bidest.; keine pH-Einstellung nétig

Fur jedes SDS-Polyacrylamidgel wurde eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran
(Immobilion-P®; Fa. Millipore) vorbereitet. Die Membranen wurden fiir 10 Min. mit
Methanol aktiviert, anschlielend fur 10 Min. mit H,O bidest. hydratisiert und bis zur
weiteren Verwendung in Anodenpuffer |1l equilibriert. Auf eine befeuchtete
Graphitanode (Transblot; Fa. Pharmacia; BRD) wurden nacheinander 6 in
Anodenpuffer | sowie 3 in Anodenpuffer Il getrankte Filterpapiere geschichtet. Darauf
wurden die Membranen und die Gele gelegt. Den Abschlul3 bildeten 9 in
Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere. Dieser sogenannte Sandwich wurde mit der
Graphitkathode abgedeckt und die Proteine bei einer Stromstarke von 0,8 mA pro

cm? Blotflache fir eine Stunde transferiert.

Antikdrperdetektion:

Als erster Antikdrper wurde ein affinitatsgereinigter, gegen ein C-terminales 17-mer
Peptid (Cys-NENEKKTFKKILHIRS-COOH; aa-470-486) im Kaninchen gezogener
Antikdrper verwendet. Der Antikdrper wurde im Rahmen der Dissertation hergestellt.
Als zweiter Antikorper wurde ein an Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Anti-
Kaninchen-IgG Antikérper verwendet (Fa. Dianova; BRD). Der biotinylierte
Proteinmarker wurde mit einem an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten anti-Biotin-
IgG (Fa. Cell Signalling; USA) identifiziert.
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Materialien:

Blocklosung:
10 % (v/v) Blockierungsreagenz auf Polymerbasis (Roti®-Block; Fa. Roth)
in H2O bidest.

Waschpuffer (TBS-T):
25 mM Tris-HCI
190 mM NaCl
1 % (M/v) Tween®-20
in H,O bidest.; eingestellt auf pH 8,0

Nach dem Transfer wurden die Membranen fur eine Stunde bei Rt mit Blocklésung
behandelt. AnschlieRend wurden die Membranen mit dem ersten Antikorper (1 ug/mi
TBS-T) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Membranen 3
x mit TBS-T gewaschen und fur eine weitere Stunde mit dem zweiten Antikorper
(verdlinnt in TBS-T mit 1 % Roti®-Block) bei Rt inkubiert. Die Membranen wurden
erneut 3 x mit TBS-T gewaschen und zur Detektion der Antikérperbindung

verwendet.

Chemilumineszenz:

Die Antigen-Antikérperkomplexe wurden mittels Chemilumineszenz nachgewiesen.
Dabei wird Luminol durch die Aktivitat der Meerrettich-Peroxidase in Anwesenheit
von H>O, oxidiert. Fallt das Luminol nach dieser chemischen Aktivierung wieder in
den Grundzustand zurlck, wird Energie in Form von Licht ausgesendet, die durch

Auflegen eines Rontgenfiims dokumentiert werden kann.
Materialien fur die Substratlosung:

2,5 mM Luminol (3-Aminophtalhydrazid) in DMSO
400 pM  p-Cumarsaure in DMSO
100 mM Tris-HCI; eingestellt auf pH 8,5
27 mM H)O,
geldst in H,O bidest.
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Die gewaschenen PVDF Membranen wurden fir 2 Min. mit der Substratiésung
inkubiert, in eine Réntgenkassettte verbracht und ein Réntgenfilm (Hyperfim™; Fa.
Amersham Biosciences) belichtet. Nach einer Expositionszeit von ca. 1-5 Min.
wurden die Filme entwickelt und mithilfe eines Videodensitometers (Modell E.A.S.Y.
RH-3; Fa. Herolab; BRD) dokumentiert und ausgewertet.

3.3.4 REGULATION DER ADENYLATZYKLASE

Die Histaminrezeptor-vermittelte Regulation der Adenylatzyklaseaktivitat kann durch
verschiedene Methoden bestimmt werden. Einerseits kann die Effektoraktivitat
indirekt Uber die Anreicherung des gebildeten Second Messengers cAMP in intakten
Zellen Dbestimmt werden (cAMP-Akkumulation). Da an der Stabilitat des
intrazellularen cAMP eine Reihe endogener Regulationsmechanismen beteiligt sind
(z.B. Phosphodiesterasen), gestattet diese Methode keine direkte Aussage uUber die
Aktivitat der Adenylatzyklase an sich. Diese kann dagegen in isolierten Membranen
durch die Umsetzung des Substrats ATP zu cAMP gemessen werden (Johnson und
Solomon, 1991). Um einen moglichst genauen Hinweis auf die Verhaltnisse in
lebenden Zellen zu gewinnen, wurde die Akkumulation von cAMP in stabil H1R
exprimierenden HEK293-Zellen bestimmt. Hierbei wurden die intakten Zellen mit
verschiedenen Agonisten und inversen Agonisten inkubiert und das gebildete cAMP
bestimmt. Die Bestimmung des gebildeten cAMP erfolgte im Zelliberstand mittels

Radioimmunoassay (Brooker, 1979).

cAMP-Akkumulation in intakten Zellen:

Bei der Bestimmung der cAMP-Akkumulation bleiben die oben erwahnten
endogenen Regulationsmechanismen intakt. In der Literatur sind verschiedene
Methoden beschrieben, um die intrazellulare Bildung von cAMP zu messen (Wong,
1994). Einerseits kann nach radioaktiver Markierung des ATP-Pools mit *H-Adenosin
die Bestimmung der Umsetzung von ATP zu cAMP als MaR fur die Umsetzung
herangezogen werden (Salomon, 1991). Da dies relativ aufwendig ist und um
radioaktives Arbeiten im Zellkulturlabor zu vermeiden, wurde das in einem
bestimmten Zeitraum neu gebildete cAMP mittels RIA bestimmt (Steiner, 1972;
Steiner et al., 1974; Brooker et al., 1979).

53



Materialien:

7,72 g Dulbecco’s Modified Medium mit 25 mM Hepes (DMEH), (GibcoBRL®;
Fa. Invitrogen)
ad 500 ml H,O bidest.,
pH 7,4, sterilfiltriert

IBMX-Stamml6sung:
05 M 3-Isobuthylmethyl-1-xanthine (IBMX), (Fa. Calbiochem) in DMSO

Inkubationsmedium fur die cAMP-Akkumulation:
DMEH:
0,5 mM IBMX

Je Ansatz wurden 2 x 10° Zellen eingesetzt. Es wurden stets Doppelansatze in einer
24-Loch Zellkulturplatte durchgefuhrt. Die Zellen wurden zunéachst durch 10-mindtige
Zentrifugation bei 600 Umdrehungen/Min. (Zentrifuge der Fa. Heraeus) und 20°C
vom Medium getrennt. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 500
Ml Inkubationsmedium resuspendiert. Der zugesetzte Phosphodiesterasehemmer
IBMX soll den enzymatischen Abbau des gebildeten cAMP hemmen. Histamin wurde
in variablen Konzentrationen mit einer maximalen Konzentration von 100 uM, Atropin
in einer Konzentration von 1 uM und Forskolin mit einer Konzentration von ebenfalls
1 UM eingesetzt. Die jeweiligen Konzentrationen wurden im Inkubationsmedium
eingestellt.

Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen in jeweils 250 pl
Inkubationsmedium flur die Akkumulation mit den entsprechenden Liganden fur 15
Min. bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach Ablauf der Reaktion wurde mit 750 pl
eiskalter, 50 mM HCI abgestoppt und 30 Min. auf Eis stehen gelassen. Nach erneuter
10 minltiger Zentrifugation bei 9.500 x g konnte im Uberstand das gebildete cAMP
bestimmt werden. In Vorversuchen erwies sich ein Volumen von 25 ul fir den
Einsatz im RIA als geeignet.

Das in der cAMP-Akkumulation oder in der Aktivitatsbestimmung der Adenylat-
zyklase gebildete cAMP wurde nach der Methode von Brooker bestimmt (Brooker et
al., 1979). Im RIA wird das cAMP durch Antikérperbindung bestimmt. Um eine

Aussage Uber die Menge zu erreichen, wird den Ansatzen eine bestimmte Menge
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['®°J]cAMP als Tracer zugegeben. Dieses konkurriert mit dem zu bestimmenden
cAMP in der Probe um die Bindungsstellen eines zugesetzten cAMP Antikorpers
(Prinzip eines kompetitiven Testes). Je mehr cAMP sich hierbei in der Probe befindet
umso weniger jodiertes Tracer-cAMP kann am Antiserum binden. Nach Einstellung
eines Gleichgewichtes (Uber Nacht im Kuhlraum) wird das Antikorper gebundene
['®°J]cAMP gefdllt und die Radioaktivitat im y-Counter bestimmt. Anhand einer
Standardkurve kann die in der Probe enthaltene Menge an freiem cAMP errechnet

werden.

3'5’-cyclo-AMP 2’-O-Succiniyl-3-['**J]Jodotyrosinemethylester (Fa. Amersham);
spez. Aktivitat: 1910 mCi/ uM

bovines IgG, RIA-grade, (Fa. Sigma-Aldrich)

Ziege anti-cAMP-Antikérper (Fa. Gramsch Laboratories; BRD)

Acetatpuffer-Stock:
500 mM Natriumacetat

mit Eisessig auf pH 6 einstellen

cAMP-Stockldsung:
1 mM  cAMP in H,O
Molarer Extinktionskoeffizient = 14,65 bei A= 258 nm, pH 7,0

FUr jeden Radioimmunoassay musste eine cAMP-Standardkurve erstellt werden. Die
cAMP Stocklésung wurde 1:1000 Uber zwei Vorverdiunnungen [1) = 1: 100; 2) = 1:10

aus 1)] in Acetatpuffer verdlnnt.

Pipettierschema fur die Standardkurve:

Standard Mischverhaltnis CAMP
Konzentration

A =1/10 aus Standard 2 146 pl aus Standard 2 + 1314 pl 10 pmol / Ansatz
B=1/3aus A 366 ul aus A + 734 ul 3,3 pmol / Ansatz
C=1/10aus A 100 pl aus A + 900 pl 1 pmol / Ansatz
D=110aus B 100 pl aus B + 900 pl 333 fmol / Ansatz
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E=1/10aus C 100 pl aus C + 900 pl 100 fmol / Ansatz

F=110aus D 100 pl aus D + 900 pl 33 fmol / Ansatz
G=1/10ausE 100 pl aus E + 900 pl 10 fmol / Ansatz
H=1/10aus F 100 pl aus F + 900 pl 3,33 fmol / Ansatz

Die kursiv angegebenen Werte stehen flr den jeweils zugegebenen Acetatpuffer.
Hinter den bezeichnenden Buchstaben der entsprechenden Standards ist die
entsprechende cAMP-Endkonzentration des Ansatzes angegeben. Pro Ansatz der
Standardkurve wurden von jedem Standard 100 pl in einem Polyethylenréchrchen
eingesetzt. Auch hier wurde im Doppelansatz und bei 4°C gearbeitet. Zur Erstellung
einer vollstandigen Standardkurve wurden zusatzlich je zweimal 100 ul Acetatpuffer
zur Ermittlung der maximalen [125J]CAMP-Bindung durch den Antikorper und zwei
Reaktionsgefalle mit jeweils 100 pyl Standard 2 zur Ermittlung der unspezifischen
Antikérperbindung (UsB) erstellt. Weiter wurden zwei Polyethylenréhrchen nur mit
100 pl der entsprechenden Tracer-Verdunnung zur Dokumentation der pro Ansatz
eingesetzten Counts (cpm) bereit gestellt.

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4°C ausgefuhrt. Zunachst wurden je Probenansatz
75 ul Acetatpuffer in Polyethylenréhrchen vorgelegt. Dazu wurden jeweils 25 pl der
zu bestimmenden Proben hinzupipettiert. Anschlieliend wurden je 100 ul der
Antikdrperverdiinnung und des ['*°J]-cAMP-Tracers (8000 cpm) zugegeben. Die
Verdlinnung der anti-cAMP-Antikdrper wurde so gewahlt (1/12.500), dass etwa 40-
50% des eingesetzten ['?°J]-cAMP gebunden wird. AnschlieRend wurden alle
Ansatze (Proben und Standardkurve) zur Einstellung des Reaktionsgleichgewichtes
zwischen Antikorper und cAMP Uber Nacht bei 4°C im Kuhlraum eingestellt. Am
folgenden Tag wurden die Antigen-Antikorperkomplexe geféllt. Zur Erhohung der
Proteinfraktion in den Réhrchen wurden zunachst pro Reaktionsansatz 50 pl 5% BSA
in Acetatpuffer zugegeben. Hierdurch sollte die Proteinfraktion erhdht und dadurch
eine quantitative Fallung gewahrleistet werden (Brooker et al., 1979). Zur
eigentlichen Fallungsreaktion wurden 2 ml eiskaltes Ethanol zugegeben, gemischt
und die Ansatze fur 30 Min. auf Eis inkubiert. Die geféllten Antikorper-cAMP
Komplexe wurden durch Zentrifugation (30 Min., 2000 x g, 4°C) abgetrennt. Nach
Abkippen des Uberstandes wurde das Pellet zweimal mit 1 ml eiskaltem Ethanol
gespult und die prazipierte Radioaktivitat im y-Counter (1272 Clinigamma, Fa. LKB;

Finnland) bestimmt.
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3.4 KONFOKALE MIKROSKOPIE

3.4.1 HERSTELLUNG VON STABIL TRANSFIZIERTEN HEK293-ZELLINIEN MIT
EGFP MARKIERTEN EH1 uND HH1

Die cDNA-Sequenzen des eH1 und hH1 wurden in den EGFP-Vektor (Enhanced
Green Fluorescent Protein) der Firma Clontech ligiert. Dieser Vektor enthalt eine
Sequenzvariante des GFP-Proteins der biolumineszenten Qualle Aequorea victoria
(Shimomura et al., 1962), die aufgrund der Verschiebung der maximalen Exzitation
auf ca. 490 nm 4-35 mal heller fluoresziert als der GFP-Wildtyp. HEK293-Zellen

wurden mit dem ligierten Vektor transfiziert und stabile Klone selektiert.

3.4.2 REGULATION DES EH1 IN HEK293-ZELLEN MITTELS KONFOKALER
MIKROSKOPIE

Bei der konfokalen Mikroskopie konnen im Gegensatz zur Lichtmikroskopie virtuelle
optische Schnitte durch ein Objekt erzeugt werden. Das Prinzip der Laser-
Rastermikroskopie wurde 1955 von Marvin Minsky entwickelt. Hierbei wird ein Objekt
punktweise von einem Laserstrahl gerastert, wobei in der gewunschten Schnittebene
maximal fokussiert wird. Dabei werden die Fluoreszenmolekile angeregt, die sich im
Laserstrahl befinden. Die Aufnahmen wurden am LSCM 510 der Firma Zeiss
angefertigt. Es wurden zwei stabil transfizierte HEK293-Zellinien mit eH1 verwendet.
Die Zellen wurden zwei Tage zuvor auf Objekttrager ausgesat und im
Wachstumsmedium kultiviert. Die untersuchten Zellen wurden nach morphologischen
Kriterien und nach optimaler Fluoreszenz ausgesucht. Die Liganden wurden vor der
Zugabe in 1 ml Wachstumsmedium vorverdinnt. Es wurde Histamin (20 pM) sowie
die  Antagonisten  Diphenhydramin, Loratadin und Chlorpheniramin in
unterschiedlichen Konzentrationen getestet und Aufnahmen vor sowie 2, 4, 8,10 und

20 Min. nach der Zugabe der Liganden angefertigt.
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4. Ergebnisse

4.1 KLONIERUNG DES EH1

4.1.1 IDENTIFIKATION DER EH1 KODIERENDEN SEQUENZ

Um einen Nachweis fur die kodierende Sequenz des eH1 zu erhalten, musste zuerst
eine RT-PCR fur das Mittelstick etabliert werden. Hierzu wurden degenerierte Primer
aus einem ,Multiple Alignment® bekannter Sequenzen anderer Saugetierspezies
ausgewahlt. Zur Durchfiihrung von ,Multiple Alignments®, die als Vorlage flir die
Ableitung degenerierter Primer fur das Mittelstick dienten, wurden die mRNA-
Sequenzen von Rind (Gl: 31342870), Hund (Gl: 57101033), Mensch (Gl: 38174244),
Maus (Gl: 31542962) und Ratte (Gl: 8393563) aus der NCBI Datenbank verwendet.

Bei der Durchfuhrung der PCRs eines jeden Teilschrittes wurde mit
Standardreaktionsbedingungen begonnen. Da es bei allen Teilschritten fur den Erfolg
der Reversen Transkription keine Erfolgskontrolle gab, wurden die fur die PCR
verwendeten Reaktionsbedingungen schrittweise und einzeln nacheinander variiert.
Durch Variation in den Temperaturzyklen, der Primeranlagerungstemperatur, dem
Zusatz von DMSO und der Erhdhung des Magnesiumgehaltes wurden schlieBlich
PCR-Produkte in der erwarteten Lange erhalten. Bei allen PCRs wurde fur jede
Primerkombination ein Ansatz mitgefihrt, bei dem an Stelle der Matrizen-DNA
steriles H,O bidest. hinzugefugt worden war. Diese Proben waren samtlich negativ.
Die erhaltenen Fragmente wurden mithilfe der ,Nested® PCR verifiziert. Wurden
diese PCR-Produkte als Matrizen-DNA in nachfolgenden ,Nested“ PCRs mit Primern
eingesetzt die innerhalb des ersten Amplifikats lagen, wie dies bei den ,Nested®
PCRs fur das 3’- und das 5-Ende der Fall war, konnten wieder Amplifikate in der
erwarteten Lange erzielt werden. Alle Teilstucke wurden mit dem TA Cloning Kit in
den pCR2.1-Vektor kloniert und sequenziert. Im Anschlufld an eine Plasmidisolation
wurden ca. 1 ug des lIsolats bei Rt Uber Nacht verdampft und zur Sequenzierung

verwendet.
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A) IDENTIFIKATION DER MITTELSTUCKS

Im ersten Schritt wurde eine PCR zum Nachweis eines Teilstlckes in der Mitte der
kodierenden mRNA fur eH1 etabliert. Hierzu mussten mehrere PCRs mit
verschiedenen degenerierten ,Forward® und ,Reverse® Primern sowie
unterschiedlichen Anlagerungstemperaturen und Zyklenanzahl zur Optimierung
durchgefuhrt werden. RT-PCRs mit zwei verschiedenen ,Reverse” Primern lieferten
erfolgsversprechende Produkte. Bei der anschliefenden Verwendung dieser cDNAs
als Matrize, zudem mit mehreren Primerkombinationen, konnten dem H1R-
Sequenzbereich anderer Spezies verwandte Fragmente isoliert werden (Abb. 6). Da
bei jeder Amplifikation zusatzliche Lesefehler durch die Tag-Polymerase entstehen
konnen, wurde fur die Sequenzierung ein PCR-Ansatz mit cDNA-Templet und den
Primern der zweiten Bande (cDNA mit bp1611 ,Reverse® Primer.; bp321 ,Forward"
Primer, bp1611 ,Reverse” Primer) bei verringerter Zyklenanzahl wiederholt .

Aufgrund eines Langenvergleiches der Sequenzen anderer Spezies wurde in dieser
PCR eine Lange von ca 1200 bp des Teilstickes erwartet. Dies wurde auch so
bestatigt: In Abbildung 7 ist ein mit Ethidiumbromid gefarbtes Agarose Gel mit der
durch die ,Forward“ und ,Reverse” Primer erhaltenen Bande knapp unterhalb der

1375 bp-Bande des Langenstandards abgebildet.

Die erhaltene Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und in den
pCR2.1-Vektor ligiert. Nach einer Transformation wurden 9 Klone aus einer Platte
entnommen, auf die der inkubierte Ansatz mit der Verdinnung 1:20 aufgetragen
worden war. Die Sequenzierung wurde komplett doppelstrangig durchgefuhrt. Sie
ergab ein Mittelstlick in Lange von 1266 bp. Der Vergleich dieser Sequenz mit der
NCBI-Gendatenbank zeigte eine hohe Homologie zu den H1R anderer Spezies und
wurde deshalb als mdgliche mRNA von eH1 angenommen. Es diente nun als
Grundlage fur die Ableitung genspezifischer Primer. Aus dieser Sequenz wurden
jeweils zwei spezifische Primer flr das 5’- und 3’- Ende zur Durchfihrung der PCRs
mit den 5’- und 3’-RACE-Kits abgeleitet.
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Abb. 6:

PCR-Ergebnisse mit verschiedenen cDNA- und Primerkombinationen

Die Angaben der bp beziehen sich auf die eH1-Sequenz und sind in der cds in Abb.
hervorgehoben. (rev = ,Reverse®; fwd = ,Forward)

1. RT-PCR mit Primer rev bp1611; Primer fwd: bp222; Primer rev: bp1611

2. RT-PCR mit Primer rev bp1611; Primer fwd: bp321; Primer rev: bp1611

3. RT-PCR mit Primer rev bp1611; Primer fwd: bp222; Primer rev: bp1488

4. RT-PCR mit Primer rev bp1488; Primer fwd: bp321; Primer rev: bp1488

5. RT-PCR mit Primer rev bp1488; Primer fwd: bp222; Primer rev: bp1488

bp-Marker 1 2 3 4 5 6
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bp

21226 Abb. 7: PCR-Produkt aus der PCR  zur
Sequenzierung einer internen Teilsequenz
des eH1. Verwendet wurde die
Primerkombination unter 2. der Abb. 6

5148
4973
4268
3530

2027
1904

1584
1375

974

831

564

B) IDENTIFIKATION DES 3’-ENDES

Fur das 3’-Ende wurde der ,Reverse” Adapter Primer (AP) aus dem 3’-RACE-Kit der
Firma Invitrogen verwendet. Der AP-Primer bindet durch seine Oligo(dT)-Region an
das polyadenylierte 3’-Ende der mRNA, wodurch diese in der PCR amplifiziert
werden kann. In einer, im Anschlul an eine erneute RNA-Isolation mit dem
genspezifischen bp1063 ,Forward“ Primer durchgefiihrten PCR zeigte sich in der
Gelelektrophorese vorerst eine undeutliche Bande. Um dieses Ergebnis zu
spezifizieren, wurde anschlielend eine erste ,Nested® PCR mit dem ,Forward®
Primer bp1214 durchgefuhrt. Sie ergab mehrere Banden in Héhe von 1200 bp, 1031
bp, 750 bp, 650 bp und 600 bp. Mit einer anschlieRenden kombinierten ,Hot Start”
und ,Touchdown® ,Nested“ PCR und der Verwendung des ,Forward” Primers bp1259
konnten die Banden weiter eingeschrankt werden: Es ergab sich eine breite Bande
auf einer Hohe von ungefahr 950 bp sowie drei weitere, nur schwach zu erkennende
Banden im Bereich um 800 bp, 600 bp und 1100 bp des Langenstandards. Die
Bande um 950 bp wurde ausgeschnitten, aufgereinigt, kloniert und sequenziert. Die

Ergebnisse des Vergleiches mit der Gendatenbank sind in Tab. 1 zusammengefasst.
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Abb. 8: PCR-Ergebnisse zur Ermittlung des 3’-Endes. Durch zwei ,Nested“ PCRs konnte das fehlende
Teilstick am 3’-Ende amplifiziert werden.

bp bp bp

3000
2000
3000
1500
2000 1200 3000
1500 1031
1200 900
1031 800 2000
900 700
800
700 600 1500
600 500
288 400 1200
300 S00 . ¢ 1031
200 20 . 900
Gl 800
700
Ergebnis der ersten PCR zur Ergebnis der ersten Bande nach der zweiten
Ermittlung des 3’-Endes. nested-PCR zur nested-PCR zur
(mit ,Forward“ Primer Ermittlung des 3’-Endes Ermittlung des 3'-
bp1063) (mit ,Forward“ Primer Endes. (mit ,Forward*
bp1214) Primer bp1259)

C) IDENTIFIKATION DES 5’-ENDES

Der genspezifische ,Reverse® Primer fur das 5-Ende wurde mit dem ,Abridged
Anchor Primer® (AAP) des 5-RACE-Kits kombiniert. Die ,First-Strand“-cDNA-
Synthese wurde mit dem ,Reverse® Primer bp550 durchgefuhrt. Anschlielend wurde
die Matrize aufgereinigt, um es von uberschussigen dNTPs und Resten des
.Reverse“ Primers zu entfernen. Mithife des Enzyms ,Terminale
Deoxynucleotidyltransferase® (TdT) wurde ein homopolymeres Ende an die cDNA

angehangt, wodurch der AAP in nachfolgenden PCRs an die Matrize binden kann.
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Der AAP-Primer wurde in allen nachfolgenden PCRs als ,Forward® Primer
verwendet. In der ersten anschlielienden PCR flhrte der ,Reverse“ Primer bp423 in
einer ,Hot Start” und ,Touchdown® PCR zu keinem Ergebnis. Die anschlieRende
.Nested“ PCR mit dem ,Reverse® Primer bp375 ergab ein Fragment in der Grolke
von ca. 500 bp in der Agarose Gelelektrophorese. Es zeichneten sich noch weitere
vier bis funf schwache Banden ab. Nach der Ligation und Transformation des PCR-
Produktes und einer anschlieBenden Plasmidisolation wurden von den neun
Kolonien diejenige zur Sequenzierung ausgewahlt, die in der Agarose
Gelektrophorese eine Bande in der erwarteten GroRRe zeigte. Auch dieses Teilstlick
wies in einem Blast-Vergleich mit der NCBI-Gendatenbank hohe Homologie zu den

H1R-Sequenzen anderer Spezies auf (siehe Tab. 1, Seite 68).

Abb. 9: PCR-Ergebnisse zur Ermittlung des 5-Endes. Aus einem anfanglich unspezifischen

Bandenmuster wurde durch eine ,Nested“ PCR eine spezifische Bande isoliert.

bp

3000
2000
1500

1200
1031

900
800
700

500 -

400

et

1
i

l

5RACE: 5RACE:

PCR-Produkt mit PCR-Produkt der

,Reverse“ Primer ,Nested* “PCR_ mit

bp423 .Reverse” Primer
bp550
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Abb.

eingezeichnet (fwd = ,Forward®, rev = ,Reverse*)

10: Die vollstandige eH1-mRNA (kodierende Sequenz).

Die verwendeten Primer sind

bp

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

1441

atgacctgtc

accatagcca

tcaattcctc

gtccccaact

acagtggcgC

tcaacctgct

ctccgactta
gatgcccctg

ggtcctgtat

gtggggaacc

atgcccatga
ctcttttggce

ttgtgcattg

aa gacccgag catcagccac catcttgggg gcctggtttc tgtccttcct gtgggttatt

tgtacatcgt
acatcctcta
tttccatgga

atcgctatcg

cagcctctcg
cctcttcacg
ctacgtggcc

ctcggtccag

gaagacaaga
gtggtagtcc
gctgtgcgga
gtggcagacc
tccaagtggc
agcacagcat

cagcCccctca

tgtgtgaggg
tgagcaccat
gcgagcggaa
tgattgtggg
ccctgggccg
ccattttcag

gatacttgag

gaacaagacc
ctccttggtce
gctacacact
agctgttgtc
gcctctcectgce
tgtcttcatc

gtatcgtacc

cccatttggg gctggcatca cttcgtgtca cagacctgga atcgccagga ggacaagtgt

gagacagact

tctatgatgt

cacctgg ttc aagatcatga ccgccatcat caacttctac

ctgcccacct
tgtcagcacc
ccagagaatc
aggaagccaa
gagatgaagt
tgcttcccac
gtagccatca

gaggccaacg

ga cttagaca cccccccaga gccagcatct gggaaaggca aaccgagagg tgggtctaac

tgctcatgct
gagatctcat
ccaaggtgga
aagatgctgg
ccccagcectgt
ttaacactgt
accagagcca

agatgccaga

atggttctac
caacggatcc
tgctaagaaa
tggtggatct
tttcagccaa
gcagatgcac
gagccagctt

ggatcagatc

acaggcctgg attacatcaa gttcacttgg

gtgtctgggt

gcagccttca

tgcacatgaa

ccgagaacgg

accaagatct acaaggctgt acggcagcac

ctcccttect
tcagaggagt
gtcttgaagce
gaggaggttg
actgaggcag
gagatgggtg

ctgggtgaca

aagaggctcc

aaggctgcca

tcctttgctg

aagagctgtt

acactgaatc

atcctgcaca

gcaatgagca

ccctcattta

ttcgctcecta

gattccttac

tgtacacatg

ccctttgtgce

a

ttcatcttct

ttcaccatct

tctctgacgt
ctccctggga
taccatctga
gagaagtaga
aggggaatga

agcagggcct

1063 fwd

gcccatcctt

taagctgaag
ggttctgaaa
agacccaaag
caacctccac
caggggctac
gaacatgcgt

ctcccagaca

gctcacattc
aacaattggg

tcatggttat

ggctgggcta

aatgagaact

tcaagaagac

gagacagtgc

1259 fwd

gtttatcatg
tgccttectgt
cattaactcc

gttcaagaaa
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4.1.2 TRANSLATION DES PROTEINS

Mithilfe des Computerprogramms Gene Jockey™ wurden die drei Einzelstiicke
zusammengesetzt und das zweite ATG bei bp49 als Startcodon fir ein
translatierbares Protein bestimmt. Ein Translationsversuch mit dem ersten ATG als
Startcodon ergab kein funktionelles Protein. Entsprechend ergab sich das Codon
TAA bei 1459 bp der sequenzierten cDNA als Stoppcodon. Die so definierten Start-
und Stoppstellen stimmten auch mit den im ,Mulitple Alignment® gefundenen Start-
und Stoppstellen anderer H1-Rezeptor-mRNAs uberein. Die vollstandige kodierende
Sequenz und das translatierte Protein wurden in einem ,Blast mit den vorhandenen
Sequenzen in der Gendatenbank des NCBI verglichen. Die Ergebnisse sind in Tab. 2
auf Seite 68 zu sehen. Wie auch zuvor beim Sequenzvergleich der Nukleotide ergab

sich eine hohe Homologie zu H1R anderer Spezies.

Aus der konstruierten kodierenden Sequenz wurden nun Primer am 5’- und 3’-Ende
abgeleitet, mit denen durch erneute cDNA-Synthese und PCR eine zusammen-
hangende kodierende Sequenz gewonnen wurde. An den Primern wurden zusatzlich
Schnittstellen fur Restriktionsenzyme (3’: Xbal; §’: Hindlll) sowie ein Flag-Tag am 5'-

Ende eingefugt.

Obwohl die verwendete Tag-Polymerase eine niedrige Fehlerfrequenz aufweist,
wurden zusatzlich zu den drei doppelt sequenzierten Einzelteilen zweimal je eine
komplette Doppelstrangsequenzierung aus zwei Klonen mit jeweils der vollstandig

kodierenden Sequenz durchgeflhrt.
Die klonierte und verifizierte Sequenz wurde von der Autorin in der Gendatenbank

des National Center of Biotechnology Information veroffentlicht. Sie kann unter der
Nummer DQ681103, bzw. GI:110350942 abgerufen werden.

65



Abb. 11: Translatierte Sequenz des eH1

eH1 Protein
1.T™
1 MTCLNSSSDL EDKMCEGNKT TIASPQLMPL VVVLSTISLV TVALNLLVLY
2.T™M 3.T™
51 AVRSERKLHT VGNLYIVSLS VADLIVGAVV MPMNILYLFT SKWPLGRPLC
4.TM
101 LFWLSMDYVA STASIFSVFI LCIDRYRSVQ OPLRYLRYRT KTRASATILG
5.T™M
151 AWFLSFLWVI PIWGWHHFVS QTWNRQEDKC ETDFYDVTWFE KIMTAIINFY
201 LPTLLMLWFY TKIYKAVRQH CQHRDLINGS LPSEFSDVKLK PENPKVDAKK
251 SEESPWEVLK RKPKDAGGGS VLKLPSEDPK EMKSPAVFSQ EEVGEVDNLH
301 CFPLNTVQOMH TEAEGNDRGY VAINQSQSQL EMGEQGLNMR EANEMPEDQT
351 LGDSPSFSQT DLDTPPEPAS GKGKPRGGSN TGLDYIKFTW KRLRSHSRQC
6.TM 7.T™M
401 VSGLHMNRER KAAKQLGFIM AAFILCWIPY FIFFMVIAFC KSCCNE HVHM
451 FTIWLGYINS TLNPLIYPLC NENFKKTFKK ILHIRS

TM: Transmembrane Region entsprechend hH1 (Seifert et al., 2003), entsprechende Aminosauren

sind fettgedruckt und unterstrichen.

4.1.3 HOMOLOGIEN

Jede Teilsequenz zeigte in einem Vergleich mit den eingetragenen Sequenzen in der

Gendatenbank des National Center of Biotechnology Information (,Blast®) hohe

Homologien (84-87 %) zu H1R-Sequenzen anderer Spezies. Die Homologien der

einzelnen Teilstiicke zu den jeweiligen Sequenzen kann der Tab. 1 entnommen

werden.
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Tab. 1: Homologien der drei Teilsequenzen in einem Vergleich mit der internationalen Gendatenbank.

Homologien in %

Gefundene Sequenzen Zum Mittelstiick: Zum 5’-Ende: Zum 3'-Ende:
H1R is familiari
Canis familiaris 88 90 88
(Hund)
H1R M I
acaca mulatta 88 91 nb.
(Rhesusaffe)
H1R P 3
ongo pygmaus 88 91 90
(Orang Utan)
H1R P I
. an troglodytes 87 89 89
(Schimpanse)
H1R Gorill ill
' orilla gorilla 87 89 89
(Gorilla)
H1R H i
omo sapiens 87 89 91
(Mensch)
H1R Cavi ]
avia ?orce us 85 85 nb.
(Meerschweinchen)
H1R M I
us musculus 87 85 88
(Maus)
H1R R i
attus norvegicus 87 85 88
(Ratte)
H1R B
. os taurus 85 88 86
(Rind)

n.b.: im ,Blast® wurde hierfir kein Ergebnis angezeigt

Tab. 2: Ergebnisse des ,Blast® der vollstindigen mRNA sowie des Proteins mit der NCBI

Gendatenbank

Homologien in %

Gefundene Sequenzen eH1 mRNA eH1 Protein
H1R Canis familiaris (Hund) 88 85
H1R Pongo pygmaus (Orang Utan) 88 85
H1R Pan troglodytes (Schimpanse) 88 85
H1R Gorilla gorilla (Gorilla) 88 85
H1R Homo sapiens (Mensch) 87 84
H1R Bos taurus (Rind) n.b. 81
H1R Rattus norvegicus (Ratte) n.b. 76
H1R Mus musculus (Maus) n.b. 75
H1R Cavia porcellus (Meerschweinchen) n.b. 71
Muscarinerger Rezeptor M4

Rattus norvegicus (Ratte) nb. 30
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Das Ergebnis (Abb.: 10) zeigte im Vergleich mit den Sequenzen der NCBI-
Gendatenbank hohe Homologien ausschliellich zu H1R-Sequenzen anderer
Spezies (Hund 88 %, Orang Utan 87 %, Gorilla 87 %, Mensch 87 %, Maus 86 %,
Ratte 86 %, Rind 85 %, Meerschweinchen 85 %). Als nachster Schritt wurde das
Protein mit determiniertem Start- und Stoppcodon translatiert. Das translatierte
Protein (Abb.: 11) ergab bei einem Blast mit der NCBI-Proteindatenbank hdéchste
Homologie zum Orang Utan, Schimpansen, Gorilla und Hund (85%) sowie hohe
Homologien zum Menschen (84%), Rind (81%), Ratte (76%), Maus (75%) und
Meerschweinchen  (71%). Ahnlichkeiten mit dem G-Protein gekoppelten

muskarinergen Rezeptor 4 der Ratte wurden aufgezeigt (Homologie 30%).

Abb. 12: Phylogramm der H1R-Proteine, erstellt mit ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/)

Mensch
Hund
Meerschweinchen
o Rind
Maus
Ratte
Pferd

Schimpnanse
Gorilla
Orana Utan

— Rhesusaffe
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4.1.4 SUBKLONIERUNG UND EXPRESSION VON EH1 uND HH1 IN HEK?293-
ZELLEN

Die eH1-Sequenz wurde mithilfe ihrer angehangten Schnittstellen Hindlll und Xbal in
den pcDNA3.1(+)-Vektor subkloniert. Dieser Vektor ermdglichte die Transfektion von
HEK293-Zellen. Der hH1 wurde (im Vektor pGEM®; Fa. Promega) von Herrn Prof.
Dr. Roland Seifert (Universitat Regensburg) zur Verfugung gestellt. Er wurde durch
die angehangten Restriktionsenzymschnittstellen Hindlll und Xbal ebenfalls in den
Vektor pcDNA3.1(+) subkloniert, um vergleichbare experimentelle Bedingungen zu

schaffen.

Am N-terminalen Ende der eH1-Sequenz wurde zusatzlich die Flag-Tag-Sequenz,
die ein Oktapeptid kodiert (DYKDDDDK), subkloniert. Diese ermdglicht eine spatere
Detektion mit einem entsprechenden Antikérper. Die Frage nach einer
Beeintrachtigung der Funktionalitat eines Proteins bzw. des Zellsystems durch eine
Flag-Tag-Sequenz wurde in zahlreichen Studien verneint (u.a.: Molloy et al, 1994;
Chubet et al., 1996). Wie auch im Rahmen dieser Doktorarbeit, so zeigte auch Weill
et al. (1999) mit Aufnahmen am konfokalen Mikroskop von HEK293-Zellen, die mit
dem M1-muskarinergen Rezeptor in EGFP-Vektoren transfiziert waren und ebenfalls
eine angehangte, bzw. eingefugte Flag-Tag Sequenz enthielten, einen voll

funktionsfahigen GPCR in einem intakten Zellsystem.
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Abb. 13: Vektorkarte pcDNA3.1 mit eH1-Insert

ATG |Flaa-Taa eHl1 TAA

- pcDNA3.1 (+/-)
- 5428/5427 bp

Comments for pcDNA3.1 (+}
5428 nucleotides

CMV promoter: bases 232-819
T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 895-1010
pcDNA3.1/BGH reverse priming site: bases 1022-1039
BGH polyadenylation sequence: bases 1028-1252
1 origin: bases 1298-1726
SV40 early promoter and origin: bases 1731-2074
Neomycin resistance gene (ORF): bases 2136-2930
SV40 early polyadenylation signal: bases 3104-3234
pUC origin: bases 3617-4287 (complementary strand)
Ampicillin resistance gene (bla): bases 4432-5428 (complementary strand)
ORF: bases 4432-5292 (complementary strand)
Ribosome binding site: bases 5300-5304 (complementary strand)
bla promoter (P3): bases 5327-5333 (complementary strand)

A) ERSTES SCREENING VON AN HEK-EH1 UND HEK-HH1 KLONEN
DURCH EIN-PUNKT-MESSUNGEN MIT *H-PYRILAMIN

Zur Charakterisierung der stabil transfizierten Zellinien wurden zunachst mehrere
HEK293-Zellen die eH1/hH1 exprimierten, kultiviert und in einer Ein-Punkt-Messung
auf ihren Gehalt an Rezeptoren untersucht. Die Interaktion zwischen Rezeptor und
Ligand kann durch die Bestimmung der Bindungsparameter Dissoziationskonstante
(Kp) und Bmax naher definiert und quantifiziert werden. Hierbei stellt die Kp ein Mal}
fur die Affinitat des Liganden zum betreffenden Rezeptor dar, die Bnax steht fir die

maximale Bindungskapazitat, d.h. fur die Menge der exprimierten Rezeptoren.
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Es wurden mit einer vergleichsweise geringen Menge an °H-Pyrilamin (ca. 1,6 nM)
spezifische Bindungen nachgewiesen. Diese Werte dlrfen nicht mit den Bnax-Werten
nach vollstandiger Charakterisierung der Zellen verwechselt werden. Ein Schatzwert
kann aber nach Extrapolation dieser Werte angegeben werden. In Tab. 3 sind diese
Ergebnisse zusammengestellt. Die Kp fiir *H-Pyrilamin (4,43 nM) wurde von Seifert
et al. (2003) Ubernommen. Die Berechnung wurde mithilfe der Scatchard

Transformation durchgefluhrt:

Bo (L+KD)
Bmax =
L
Legende: L = Konzentration des Radioliganden

Bo = spezifische Bindung von 3H-Pyrilamin

Kp = Dissoziationskonstante des Radioliganden

Tab. 3: Ergebnisse der Ein-Punkt-Messung an stabil mit hH1/eH1 transfizierten HEK293-Zellen.

hH1 eH1l
Klon Bmax Klon Bmax
(fmol/mg Membranprotein) (fmol/mg Membranprotein)
C2 1631 3 3669
C3 1668 4 4430
G3 826 5 11177
J3 1429 9 1304
A2 522

So konnte fur eH1 als auch flr hH1 eine Vorauswahl an stabil transfizierten Zellinien
mit vergleichbaren Expressionsniveaus durchgefuhrt werden. Da sich in vivo die
Rezeptorkonzentrationen im fmol-Bereich bewegen und auch aufgrund der

insgesamt niedrigeren Expressionsrate der HEK-eH1 Klone wurde der Klon J3 der
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HEK-hH1 Zellinie sowie der Klon 9 der HEK-eH1 Zellinie fur weiterfihrende Studien
ausgewahlt (1429 vs 1304 fmol/mg Protein).

4.2 CHARAKTERISIERUNG DES EH1

4.2.1 PHARMAKOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DES EH1

Bei der Transfektion von HEK293-Zellen mit Plasmiden, die wie das pcDNA3.1 den
CMV Promoter enthalten, wird die nachfolgende Transkription des kunstlich
eingeschleusten Proteins verstarkt. Auch hat sich die verwendete Ca-P-
Transfektionsmethode in dieser Zellinie als geeignet bewiesen (Thomas und Smart,
2004).

Um auszuschlieen, dass der H1R endogen in HEK293-Zellen vorkommt, wurden
Sattigungsbindungen mit nicht transfizieten HEK293-Zellen und >H-Pyrilamin
durchgefuhrt wurde, Uberpruft. Dabei konnten keine spezifischen Bindungen
festgestellt werden.

Versuche von Shaw et al. (2002), zeigen, dass GPCR in HEK293-Zellen wichtige
intrazellulare Signalwege, wie Inositol-Phospholipid-Metabolismus und die Bildung
des second messengers cAMP, stattfinden kénnen. HEK293-Zellen exprimieren die
AC-Isoformen: I, II, Ill, VI und VII (Premont, 1994; Hellevuo et al., 1993).

A)  SATTIGUNGSBINDUNGEN/SCATCHARD PLOT

1. Analyse der Bindungsdaten

Zur Ermittlung von Kp und Bpax durch eine lineare Regression muss die
Bindungskurve in eine lineare Form gebracht werden. Die Linearisierung der
Bindungsdaten basiert hierbei auf den Verfahren von SCATCHARD (Scatchard,
1949) fur die Interaktion von Proteinen mit kleinen Molekilen. Der Scatchard-Plot
ergibt sich aus der Auftragung der Konzentration des gebundenen Radioliganden
(B) gegen den Quotienten aus gebundenem und freiem Radioliganden (B/F). Die

Neigung der Geraden ergibt den negativ reziproken Wert der Dissoziationskonstante
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(-1/Kp). Der Schnittpunkt mit der Abszisse ergibt die Menge der Bindungsstellen

(Bmax)- Die Daten wurden mit dem Computerprogramm Graphpad ermittelt.

2. Bestimmung der eH1 Bindungsparameter im Scatchard Plot

Die Bestimmung der Rezeptorendichte sowie deren Affinitdt zum Radioliganden
erfolgte in Sattigungsexperimenten. Hierbei konnte die Rezeptorendichte auf der
Zelloberflache (Bmax) und die Affinitat fir >H-Pyrilamin, ausgedriickt durch die
Dissoziationskonstante Kp bestimmt werden. Wie in Materialien und Methoden
erldutert, wurden die Versuche mit steigenden Konzentrationen an >H-Pyrilamin
durchgefuihrt. Aus den Messwerten fur die totale und die unspezifische Bindung
wurde mittels nichtlinearer Regression der Kurvenverlauf fur die spezifische Bindung
von 3H-Pyrilamin errechnet und daraus die Bmnax und Kp-Werte bestimmt. Fir jeden
Rezeptor wurden die Werte in mindestens 3 unabhangigen Versuchen ermittelt. In

der folgenden Tabelle 4 sind die Kp und Bmax - Werte zusammengestellt.

Tab. 4: Sattigungsexperimente mit *H-Pyrilamin am eH1 und hH1. Jeder der 9 Messpunkte je

Sattigungskurve resultierte aus der Mittelung von Doppelbestimmungen.

Equiner H1:

1,274 nM 0,612

Humaner H1:

e 1 o

2,053 nM 0,861
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Abb. 14: a) Reprasentative Sattigungsexperimente an Zellmembranen von stabil transfizierten
HEK-eH1 Zellen. Der Kurvenverlauf stellt die spezifische Bindung (m) dar.

b) Darstellung der Ergebnisse im Scatchard Plot.

C 1 I I I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

conc (nM)

b)

13004 — Bmax/Kp Gebunden/Frei

—— Scatchard Plot

Gebunden / Frei
~
S

/ Bmax

| | | | | | | | | | | | 1
0 250 500 750 1000 12501500 17502000
Gebunden
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3. Sattigungsexperiment an isolierten Membranen aus equinem Lungengewebe

3H-Pyrilamin wurde vielfach zum Nachweis von H1R in unterschiedlichen Geweben
verwendet, darunter auch zum Nachweis in der glatten Muskulatur der Atemwege
(Hill et al., 1997). Lungengewebe eines Pferdes wurde ca. 20 Min. nach der
Euthanasie entnommen, auf Eis transportiert und bei -70 °C bis zur Herstellung von
Zellmembranen eingefroren. Die praparierten Membranen wurden in einer
Konzentration von 300 ug im Sattigungsexperiment eingesetzt. Der Versuch wurde

dreimal wiederholt.

Tab. 5: Ergebnisse der Sattigungsexperimente an Membranen aus equinem Lungengewebe

Mittelwert|373 fmol/mg 1,420 nM

B) HETEROLOGE VERDRANGUNGSEXPERIMENTE

Um das pharmakologische Profil von eH1 und hH1 in stabil transfizierten Zellinien
genauer zu charakterisieren, wurden Verdrangungsexperimente mit unter-
schiedlichen Liganden durchgefihrt. Hierbei wurden die 1Csy bzw. Ki-Werte fur die
jeweiligen Liganden bestimmt. Neben dem naturlichen Agonisten Histamin wurden
die inversen Agonisten Diphenhydramin und Chlorpheniramin untersucht, die im
klinischen Alltag, sowohl in der Human- als auch in der Veterinarmedizin eingesetzt
werden. AulRerdem wurde der H2R Antagonist Cimetidin und der H3R Antagonist
Thioperamid getestet. Die Ergebnisse der Verdrangungsexperimente stammen aus

je 3-5 unabhangigen Versuchen und sind in Tabelle 6 dargestellt.
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1. HISTAMIN
FUr Histamin existieren keine Unterschiede in der Affinitat zwischen eH1 und hH1.

2. DIPHENHYDRAMIN
FUr das Ethanolaminderivat Diphenhydramin, ein Antihistaminikum der ersten
Generation, konnte eine deutlich hohere Affinitat (ca. 4-fach) zu hH1 im Gegensatz

zu eH1 nachgewiesen werden.

3. CHLORPHENIRAMIN

Heterologe Verdrangungsstudien wurden ebenfalls mit dem Alkylaminderivat
d-Chlorpheniramin, einem Antihistaminikum der 1. Generation, durchgefuhrt.
Chlorpheniramin zeigte eine um das doppelte hohere Affinitat zu hH1 im Vergleich zu
eH1.

4. CIMETIDIN UND THIOPERAMID
Erganzend wurden die H2-Antagonisten Cimetidin sowie der H3R-Antagonist
Thiperamid getestet. Beide Antihistaminika waren nicht in der Lage, *H-Pyrilamin

sowohl vom eH1 als auch vom hH1 zu verdrangen.
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Tab. 6: Zusammenstellung der Daten aus den Verdrangungsversuchen an eH1 und H1. Die Liganden

wurden in Konzentrationen zwischen 0,1 und 20 nM eingesetzt.. Die Werte wurden mit dem

Computerprogramm Graphpad Prism™ errechnet.

HISTAMIN

Equiner H1: ECso (M) K, (nM)
Mittelwerte: 9520 3901

S.D. (a773) (726)
Humaner H1 ECso (M) K; (nM)
Mittelwerte: 7582 3957

S.D. (1457) (760)
DIPHENHYDRAMIN

Equiner H1: ECso_ (M) K; (nM)
Mittelwerte: 73,8 30,3

S.D. (58) (24)
Humaner H1 ECso_ (M) K; (nM)
Mittelwerte: 15,2 8

S.D. (9) (5)
CHLORPHENIRAMIN

Equiner H1: ECso_ (M) K; (nM)
Mittelwerte: 20,6 9,3

S.D. (27) (11)
Humaner H1 ECso_ (M) K; (nM)
Mittelwerte: 7,4 4,2

S.D. (6) (3)
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Abb. 15:

% 3H-Mepyramin gebunden

Verdrangungkurve von Chlorpheniramin an eH1 und hH1.

Reprasentatives Ergebnis aus 3 Versuchen.
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16:

Verdrangungskurve von Diphenhydramin an eH1 und hH1.
Reprasentatives Ergebnis aus 4 Versuchen.
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4.2.2 BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG DES EH1 IM WESTERNBLOT

Zur Bestimmung des Molekulargewichts des translatierten Proteins wurden
Membranen von HEK-wt und HEK-eH1 Zellen einer Westernblot-Analyse
unterzogen. Dabei wurden die Rezeptoren entweder mit einem Antikorper gegen das
N-terminale Flag-Epitop oder gegen den C-Terminus des klonierten Rezeptors
nachgewiesen. Beide Antikorper erkennen zwei breite Banden bei ca. 60 und 80

kDa, die dem glykosylierten Rezeptor entsprechen.

Abb. 17: Immunologischer Nachweis des eH1 nach Expression in HEK293 Zellen.
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4.2.3 FUNKTIONELLE EFFEKTE DES EH1

A) REGULATION DER ADENYLYZYKLASE DURCH HISTAMIN

HEK293-Zellen enthalten endogen 5 verschiedene Isoformen der Adenylyzyklase (I,
(I, 1, VI und VII), die Uber verschiedene Regulatoren, wie z.B. G-Proteine,
Proteinkinasen, Ca®*, und Calmodulin unterschiedlich reguliert werden kénnen.
Bisher ist noch nicht geklart, iber welches G-Protein die Stimulation der AC Gber den
H1R vermittelt wird (Hill et al., 1997).

In den HEK293-wt-Zellen konnte keine Regulation der intrazellularen cAMP-
Produktion durch Histamin, Diphenhydramin und Cimetidin nachgewiesen werden.
Um auszuschlielen, dass Histamin indirekt Uber muskarinerge Rezeptoren in die
AC-Regulation eingreift (Thomas und Smart, 2004), wurde Atropin (1 pyM), an HEK-
wt, HEK-eH1 und HEK-hH1 getestet. In keinem Fall wurde die cAMP-Produktion
beeinfluf3t.

Auch der H2-Antagonist Cimetidin zeigte in einer Konzentration von 10 uM keine
Wirkung, sowohl an HEK-eH1 als auch an HEK-hH1.

Die Stimulation der stabil mit eH1 bzw. hH1 transfizierten HEK293-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Histamin fihrte zu einer dosisabhangigen
Zunahme der cAMP-Produktion, die bei eH1 deutlich starker ausgepragt war als bei
hH1. So zeigte Histamin in der Konzentration 100 uM am eH1 eine 33-fache
Erhéhung, wohingegen dieselbe Histaminkonzentration am hH1 lediglich eine
Erhdhung um das 2,3-fache des Basalwertes bewirkte. Auch bei einer
Histaminkonzentration von 10 yM war die cAMP-Akkumulation durch eH1 noch um
das 16,4-fache im Vergleich zum 1,5-fachen des hH1 erhoht. Bei Stimulation mit
1 uM Histamin zeigte der eH1 immer noch einen Anstieg von cAMP um das
4.6-fache, wohingegen beim hH1 eine Erhéhung um das 0,65-fache stattfand
(Abb. 18). In HEK-wt konnte mit den gleichen Histaminkonzentrationen keine

Stimulation cAMP-Produktion nachgewiesen werden.
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B) ERHOHUNG DER FORSKOLININDUZIERTEN STIMULATION VON CAMP

Die Erhohung der Forskolin induzierten cAMP-Akkumulation an eH1und hH1, die
bereits von Daum et al. (1982), Donaldson et al. (1988), und Leurs et al. (1994a) an
hH1 gezeigt wurde, konnte auch in unseren Experimenten bestatigt werden. So
konnte die endogene cAMP-Akkumulation mit Forskolin (1 pyM) durch Zugabe von
Histamin in verschiedenen Konzentrationen (1; 10; 100 uM) deutlich verstarkt werden
(Abb. 19).

Forskolin stimulierte Zellen zeigten im Vergleich zu Zellen, die zusatzlich noch mit
dem H1-Antagonist Diphenhydramin in einer Konzentration von 100 yM behandelt

wurden keinen Unterschied in der cAMP-Produktion.

Abb. 18: Stimulation von cAMP durch verschiedene Konzentrationen von Histamin (His)

50

Vielfaches von Basal

his 100 pM His 10 uM His 1 uM
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Abb. 19: Forskolininduzierte Stimulation von cAMP in HEK-eH1, HEK-hH1 und HEK-wt.

Vielfaches von Basal

For 1 uM For 1 uM + His 100 pM  For 1 ypM + His 10 uM For 1 uM + His 1 uyM

C) UNTERSUCHUNGEN ZUR REZEPTORREGULATION MITTELS KONFOKALER
MIKROSKOPIE

1. Nachweis der Membranlokalisation des eH1

In allen Aufnahmen war die Membranlokalisation der eH1 deutlich zu erkennen. Um
die Funktionalitat des in HEK-Zellen exprimierten eH1 zu untersuchen, wurden HEK-
Zellen mit der cDNA eines eH1-EGFP-Fusionsproteines transfiziert und im
konfokalen Mikroskop mit Histamin stimuliert. Die Verwendung von GPCR in EGFP-
Vektoren zur Translation in HEK293-Zellen mit anschlieliender Untersuchung am
konfokalen Mikroskop wurde bereits von Weill et al. (1999) gezeigt. Im Rahmen der
Untersuchungen am konfokalen Mikroskop muss darauf hingewiesen werden, dass
lediglich subjektive Aussagen Uber die Regulation von Rezeptoren getroffen werden
konnen. Die Abbildungen stellen reprasentative Aufnahmen fir die jeweiligen

Behandlungen dar.
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2. Regulation des eH1 unter dem Konfokalen Mikroskop

Der Effekt von Histamin sowie den inversen Agonisten Diphenhydramin, Loratadin
und Chlorpheniramin auf die Regulation von Zelloberflachenrezeptoren wurde im
konfokalen Mikroskop ermittelt. Die abgebildeten Aufnahmen wurden mit maximal

effektiven Ligandenkonzentrationen angefertigt.

2.1 DER AGONIST HISTAMIN

Die Zugabe von Histamin zum Kulturmedium bewirkte eine deutliche Internalisierung
des eH1 innerhalb weniger Minuten. Wurden die Zellen dagegen langerfristig mit
Histamin behandelt, so kehrten die internalisierten Rezeptoren innerhalb eines
Zeitraums von ca. 30 Min. wieder an die Oberflache zuruck (Abb.: 20,A1-A2). Die
schwachere Fluoreszenz der Abb. A2 ist durch das mehrmalige Scannen der Bilder
bedingt. Untersuchungen an hH1 transfizieten HEK293-Zellen ergaben

vergleichbare Ergebnisse.

2.2 INVERSE AGONISTEN

Zusatzlich zur Auswirkung von Histamin wurden die inversen Agonisten
Diphenhydramin, Chlorpheniramin und Loratadin untersucht. Der Effekt des inversen
Agonisten wurde auf verschiedene Weise getestet: wurden Zellen mit Histamin
stimuliert und nach ca. 10 Min. der inverse Agonist zugegeben. Unter diesen
Bedingungen konnte nur ein geringer Einfluss auf die Histamin-vermittelte
Rezeptorinternalisierung beobachtet werden. Wurden die Zellen dagegen zuerst mit
dem inversen Agonisten und nachfolgend mit Histamin behandelt, konnte die
Abnahme von Oberflachenrezeptoren durch Histamin unterbunden werden. Dabei
konnte eine starkere Wirkung von Diphenhydramin im Vergleich zu Chlorpheniramin

beobachtet werden.

A) DIPHENHYDRAMIN

Bei der Stimulation der HEK-eH1 mit Histamin zeigte sich eine deutliche
Rezeptorinternalisierung. Die nachfolgende Zugabe von Diphenhydramin (10 uM)
konnte die Internalisierung nicht vollstandig, aber dennoch sichtbar, innerhalb von
etwa acht Minuten ruckgangig machen (Abb. 20, C1-C3). Wurde zuerst
Diphenhydramin (100 pM) und nach etwa 5 Min. Histamin (20 uM) zugegeben, so
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war eine Rezeptorinternalisierung nach Zugabe von Histamin schwacher bis garnicht
zu erkennen (Abb.: 20, D1-D3).
Vergleichbare Ergebnisse wie an den abgebildeten eH1 wurden auch am hH1

festgestellt.

B) CHLORPHENIRAMIN

Vergleichbar mit den Ergebnissen von Diphenhydramin zeigte sich, dass bei einer
vorangehenden Zugabe von Chlorpheniramin eine Rezeptorinternalisierung durch
Histamin aufgehoben wird (Abb. 20, B1-B3). Wurde zuerst Histamin verabreicht, so
konnte eine anschlieRende Gabe von Chlorpheniramin in einem Zeitraum von
10 Min. nach anfanglicher Histaminzugabe Uber eine Zeitspanne von 15 Min. keine

wesentlichen Anderungen hervorrufen.

C) LORATADIN

Loratadin war der einzige verwendete Ligand, der nur in DMSO I6slich war. Eine
anfanglich hochkonzentrierte Losung in DMSO und anschlieende Verdinnung mit
Wachstumsmedium fihrte wiederum zum Ausfallen der Substanz. Die Zugabe von
Loratadin in DMSO oder DMSO alleine fuhrte zu einem abgerundeten Aussehen der
Zellen. Deshalb wurden diese Bilder nicht in die Auswertung der Ergebnisse

einbezogen.

D) CIMETIDIN
Die Zugabe des H2R-Liganden Cimetidin (10 uM) hatte keinen Effekt auf die Zellen.
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ALl. Zellen vor Versuchsbeginn A2. 30 Min. nach Zugabe von Histamin (20 uM) . Der
Basalzustand hat sich nahezu vollstandig

wiederhergestellt.

B1. Zellen im basalen Zustand B2. 10 Min. nach Zugabe von Chlorpheniramin (20 uM)

Abb. 20; S.86/87:
HEK293-Zellen stabil transfiziert mit dem eH1-
EGFP-Fusionsprotein. Aufnahmen am

Konfokalen Lasermikroskop.

B3. 5 Min. nach zuséatzlicher Zugabe von Histamin
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C1. Zellen vor Versuchsbeginn D1. Zellen vor Versuchsbeginn

C2. 6 Min. nach Zugabe Histamin (20 pM)

C3. Nach 10 Min. Stimulation mit Histamin (20uM) und D3. Nach 10 Min. Zugabe von DPH und anschlieRender
anschlielender Diphenhydramin-Zugabe, 8 Min. (100 pM) Histamin-Zugabe 10 Min. (20 uM)
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5. Diskussion

Um die Rolle des H1R im Allergiegeschehen zu erfassen, ist die Verfugbarkeit des
klonierten Rezeptors unerlasslich. Sie ermdglicht eine speziesvergleichende
Untersuchung der H1R-Sequenzen wund kann in Verbindung mit deren
pharmakologischen Eigenschaften Rulckschlisse auf die Bedeutung einzelner
Aminosauren in Bezug auf deren Lage und Anordnung geben. Es kann die
dreidimensionale Struktur des Rezeptors erstellt werden, die im Rahmen des ,Drug
Screenings” fur die Identifizierung und Entwicklung neuer, wirkungsvollerer

Antihistaminika Voraussetzung ist.

Durch Vergleich mit bereits bekannten H1R-Sequenzen anderer Spezies kdnnen
wertvolle Einblicke in speziesspezifische Bindungseigenschaften von Antihistaminika
bzw. H1R-induzierte Signalwege ermoglicht werden. So zeigt z.B. der H1R des
Meerschweinchens, der oftmals fur vergleichende Studien herangezogen wird,
bedeutende speziesspezifische Unterschiede in der Wirkung von Histamin-Analoga
und Antihistaminka im Vergleich zum hH1 (Chang et al., 1979; Seifert et al., 2003).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der eH1-Rezeptor erstmals kloniert und
damit der Grundstein fur weiterfuhrende Studien zum Allergiegeschehens beim
Pferd geschaffen. Der klonierte Rezeptor kann darUber hinausgehend wertvolle

mechanistische Einblicke in die Wirkung von Histamin auf zellularer Ebene liefern.

Da der Atmungsapparat des Pferdes in seinen anatomischen und physiologischen
Grundlagen demjenigen des Menschen ahnlich ist und die chronisch obstruktive
Bronchitis (COB) des Pferdes sowohl Merkmale des Asthma bronchiale als auch der
humanen chronisch-obstruktiven Lungenkrankheit (COPD) des Menschen aufweist,
wird das Pferd als mogliches Modell fur die humane Asthma- und COPD-Forschung
gesehen (Doucet et al., 1991; Robinson, 2000). Fur die Verwendbarkeit des
Modellsystems kdnnte die Wirkung von Histamin am eH1 von ausschlaggebender
Bedeutung sein. Bislang wurden bereits mehrere Zytokine des Pferdes kloniert und
erste Studien damit bestéatigten eine groRe Ahnlichkeit zwischen dem equinen und

humanen Immunsystem (Reed et al., 2004).
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5.1 ANTIHISTAMINIKA UND IHRE VERWENDUNG IN DER HUMAN-
UND PFERDEMEDIZIN

Die Angaben Uber Auswahl und Dosierung von Antihistaminika beim Pferd variieren
in der Literatur teils erheblich. Haufig genannte Wirkstoffe sind Hydroxizin,
Chlorpheniramin und Diphenhydramin. Auch Pyrilamin kommt in eingeschranktem
Umfang zum Einsatz (Scott et al., 2003; Robinson, 2003b). Entsprechend dieser
klinischen Anwendung wurden als Liganden die Antihistaminika Chlorpheniramin
und Diphenhydramin fur die durchgeflihrten Studien gewahlt. Da die erwahnten
Liganden ebenfalls in der Humanmedizin zur Anwendung kommen, wurde flr die

vergleichenden Studien der humane Histamin H1 Rezeptor herangezogen.

5.2 DETEKTION DER EH1-SEQUENZ

Bei der Blutprobennahme wurde darauf geachtet, dass den Pferden innerhalb der
letzten vier Wochen keine Antihistaminika bzw. Glukocorticoide verabreicht wurden
und keine Allergien bekannt waren, die durch Einflu auf die mRNA-Expression die

Ergebnisse verfalschen konnten.

Fir die Identifizierung der eH1-Sequenz bot sich die RT-PCR als
Klonierungsstrategie an. Sie besitzt den Vorteil einer hohen Sensitivitdt und kann
mithilfe von degenerierten Primern, die von bekannten H1R-Sequenzen anderer
Spezies abgeleitet wurden, effektiv durchgefihrt werden. Fur die Ableitung der
Primer wurden konservierte Bereiche der entsprechenden Nukleinsauresequenzen
von Mensch, Hund, Rind, Ratte und Maus verwendet, die unter allen in der
Gendatenbank eingetragenen H1R-Sequenzen den hochsten Verwandschaftsgrad
versprachen. Da selbst in den hochkonservierten Regionen speziesspezifische
Varianten auftraten, multen degenerierte Primer mit unbekannten Bindungs-

eigenschaften fir die PCR der inneren Teilsequenz ausgewahlt werden.
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5.3 KLONIERUNGSSTRATGIE

Grundsatzlich kdnnen mit den verwendeten PCR-Methoden lediglich qualititative
Aussagen Uber das Vorhandensein einer spezifischen mRNA gemacht werden.
Aufgrund der verschiedensten Einflisse kann aus der Menge der vervielfaltigten
PCR-Produkte kein Ruckschlufd auf die Quantitat der urspringlich vorgelegenen
mRNA gezogen werden (Siebert, 1993).

Nachdem mit den degenerierten Primerpaaren eine erste innere Teilsequenz des
eH1 kloniert werden konnte, wurden die noch fehlenden 3- und 5’-Sequenz-
abschnitte unter Zuhilfenahme der RACE-PCR identifiziert (Frohman et al., 1988;
Frohman und Martin, 1989). Aus den drei zusammen gesetzten Teilstlicken wurde
die cds ermittelt, sequenzspezifische Primer abgeleitet und damit die vollstandige
cds erneut kloniert. Durch Abgleich der kompletten cds mit den zusammen

gesetzten Teilsticken konnte die Sequenz verifiziert werden.

Beim Abgleich der mittels Doppelstrangsequenzierung gewonnenen cds zeigten sich
in drei Fallen Abweichungen von den vorherigen drei Teilsequenzen an. Diese
kénnten mit der Lesegenauigkeit der Gotaq®-DNA Polymerase erklart werden, die
vereinzelt Fehler einbauen kann. Ebenso kdnnten aber auch durch Verunreinigung
der PCR-Produkte bei der Sequenzierung Abweichungen entstehen. In diesen
Fallen wurden Ergebnisse friherer Einzelstrangsequenzierungen miteinbezogen, die
ein eindeutiges Ergebnis erbrachten. AuRerdem wurde die Reinheit des Produktes
und damit die Wahrscheinlichkeit der Lesegenauigkeit bei der Interpretation der

Sequenzierungsdaten bericksichtigt.

5.4 CHARAKTERISIERUNG DER TRANSLATIERTEN EH1-SEQUENZ

Bei der Translation des eH1 wurde das zweite Startcodon (ATG) an Stelle bp70 bis
72 gewahlt, das ein Protein mit hoher Homologie zu H1R-Sequenzen anderer
Spezies erzeugte. Das zweite ATG dient ebenfalls in der H1R-Sequenz von Mensch
und Maus als Startstelle fur die Translation.

Das translatierte eH1-Protein zeigte eine hohe Homologie zum klonierten hH1

bezlglich der transmembranen Bereiche, die fur die Ligandenbindung von
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besonderer Bedeutung sind: TM2 — die vor kurzem als maoglicher Bestandteil der
Ligandenbindungstasche vorgeschlagen wurde (Bruysters et al., 2005), zeigte eine
93,3 %ige Ubereinstimmung zwischen beiden Spezies. TM3 ist sogar vollstandig
homolog. In TM4 befindet sich lediglich eine Aminosaurensubstitution (95,6%
Homolgie). In TM5 sind zwei Aminosauren unterschiedlich (92,3 % Homologie),
wahrend die 31 Aminosauren in TM6 wiederum identisch sind. Zusammengefasst
betragt die Homologie samtlicher TM-Bereiche 96,4 %, was auf geringflgie

Unterschiede im pharmakologischen Verhalten der Rezeptoren hinweisen kdnnte.

Fir den hH1 wurden fur die Ligandenbindung verantwortliche Aminosauren bereits
bestimmt. So wurde Aspartat (Asp) 107 als Teil der Bindungstasche flr Agonisten
und Antagonisten identifiziert (Ohta et al., 1994; Moguilevsky et al. 1998; Nonaka et
al., 1998; Bruysters et al., 2004). Diese Aminosaure ist beim eH1 konserviert und ist
daher hdchstwahrscheinlich an der Ligandenbindung beteiligt. Der in TM3
befindliche Asp-Rest ist in allen aminergen GPCR hoch konserviert und fir die
Bindung des protonierten Stickstoffs aminerger Liganden verantwortlich (Shi und
Javitch, 2002).

Auch alle anderen Aminosauren, die als Teil der Bindungstasche fir Histamin

identifiziert wurden, sind im eH1 hochkonserviert:

- Tryptophan (Trp) 158 in TM4 (Wieland et al.,1999)

- Lysin (Lys) 191 in TM5 (Leurs et al.,1995; Moguilevsky et al., 1998;
Wieland et al., 1999)

- Asparagin (Asn) 198 in TM5 (Leurs et al., 1994b; Ohta et al., 1994,
Moguilevsky et al., 1995; Bruysters et al., 2004)

- Phenylalanin (Phe) 432 in TM6 (Wieland et al., 1999; Bruysters et al., 2004)
Phe435 in TM6 (Bruysters et al., 2004)

Die Aminosauren Trp158 und Phe432 sitzen tiefer in der Bindungstasche und sind

neben der Histaminbindung auch fir die Antagonistenbindung von Bedeutung.

Aus diesen strukturellen Ubereinstimmungen kann abgeleitet werden, dass der eH1
in seinen Histamin-Bindungseigenschaften keinen Unterschied zum hH1 aufweisen

dirfte. Diese Annahme stimmt mit den Ergebnissen unserer
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Radioligandenbindungsstudien Uberein. Das Fehlen struktureller Unterschiede in der
Ligandenbindungstasche schlie3t nicht aus, dass individuelle pharmakologische
Unterschiede aufgrund von Polymorphismen in diesem Bereich existieren konnten.
Entsprechende Rezeptor-Isoformen wurden beim Menschen bereits in Betracht
gezogen (Smit et al., 1999). Die Existenz analoger eH1-Subtypen konnte als
mdglicher Erklarungsansatz fur individuelle Wirkunterschiede der Antihistaminika
dienen. Eine entsprechende pharmakologische Heterogenitat des H1R wurde

bereits fur andere Spezies beschrieben (z.B. Chang et al., 1979; Seifert et al., 2003).

Der 3.IL ist fur die Rezeptorfunktion von entscheidender Bedeutung (G-Protein-
Kopplung). Dabei sind die Serin (Ser) - und Threonin (Thr)-resten in der 3.IL fir die
Phosphorylierung und Desensibilisierung des Rezeptors wichtig. In diesem Abschnitt
finden sich beim eH1 im Vergleich zum hH1 eine Vielzahl an Substitutionen:
Insgesamt verflgt die equine Sequenz Uber weniger Ser- (eH1: 19 / hH1: 23) und
Thr-reste (eH1: 6 / hH1: 10). Fir den hH1 wurden die exakten
Phosphorylierungsstellen untersucht. Horio et al. (2004) beschrieben funf mogliche
Aminosauren (Thr140, Thr142, Ser396, Ser398 und Thr478), basierend auf den
Ergebnissen von ,Site Directed Mutagenesis® in vitro — Studien. Dabei scheinen
Thr140 und Ser398 entscheidend zur ,Downregulation” beizutragen. Obwohl diese
Aminosauren beim Pferd konserviert sind konnte die absolute Abnahme an
potentiellen  Phosphorylierungsstellen beim eH1 Auswirkungen auf die
Desensibilisierung des Rezeptors haben. Dies erscheint insofern plausibel, da
G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen samtliche Ser- und Thr-Reste unabhangig

von ihrem Kontext phosphorylieren kdnnen.

5.5 EXPRESSION VON EH1 UND HH1 IN HEK293-ZELLEN

In der Literatur wurden verschiedene Zellinien zur Untersuchung von H1R
herangezogen. So sind Sf9-Zellen (Spodoptera frugiperda-Insektenzellen),
CHO-Zellen (,Chinese Hamster Ovary“-Zellen), Humane U373 MG Astrocytoma
Zellen oder auch COS-7 Zellen (Nierenzelllinie von Grunen Meerkatzen)
beschrieben (Seifert et al., 2003; Moniri und Booth, 2004; Hishinuma und Ogura,
2000).
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten HEK293-Zellen wurden ebenfalls bereits
zur Untersuchung des H1R herangenommen (z.B. lwata et al., 2005). Sie besitzen
alle fur die untersuchten Signalwege des H1R wichtigen Bestandteile und stellen

daher ein adaquates Zellsystem fur funktionelle Untersuchungen des H1R dar.

5.6 BINDUNGSEIGENSCHAFTEN DES EH1

Die pharmakologische Charakterisierung von GPCR erfolgt durch Radioliganden-
bindung. Die Auswahl der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden

orientierte sich an frGheren Arbeiten Gber H1R-Rezeptoren (Seifert et al., 2003).

5.6.1 SATTIGUNSBINDUNGEN

Zur Bestimmung der Affinitat des radioaktiv markierten Pyrilamins zum H1R wurden
Sattigungsexperimente durchgefihrt. Fur den klonierten eH1 wurde dabei ein Kp-
Wert fiir ®H-Pyrilamin von 1,3 nM ermittelt. Dieser bewegt sich im Rahmen der in
dieser Arbeit fur den klonierten hH1 bestimmten Wert von 2,1 nM. Vergleichbare Kp-
Werte fur den hH1 (4,5 nM; 1,0 nM; 1,2 nM) wurden bereits von Seifert et al. (2003),
Chang et al. (1978) und De Backer et al. (1993) bestimmt. Untersuchungen zur Kp
von 3H—Pyrilamin am H1R weiterer Spezies erbrachten ebenfalls Affinitaten von 1-4
nM (Chang et al., 1978).

Die Affinitit von °H-Pyrilamin zum endogenen eH1 wurde in Radioliganden-
bindungsstudien an equinem Lungengewebe untersucht. Dabei wurde eine Kp von
1,4 nM ermittelt, die mit der des klonierten eH1 nahezu Ubereinstimmt. Dies weist
darauf hin, dass beziiglich der Bindungseigenschaften fiir den Radioliganden °H-

Pyrilamin der klonierte eH1 dem endogen exprimierten Rezeptor entspricht.

5.6.2 HETEROLOGE VERDRANGUNGSSTUDIEN

Durch heterologe Verdrangungsstudien kann die Affinitat verschiedener Agonisten

und Antagonisten am Rezeptor bestimmt werden. Fur Histamin konnte dabei kein
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Unterschied zwischen eH1 und hH1 beobachtet werden, was mit der konservierten

Ligandenbindungsstelle an beiden Rezeptoren erklarbar ist.

Im Gegensatz dazu zeigten die Antagonisten Chlorpheniramin und Diphenhydramin
eine wesentlich niedrigere Affinitat fir den eH1 im Vergleich zum hH1 (2,2- bzw. 3,8-
fach). Dieser Unterschied ist auf den ersten Blick Uberraschend, da die bisher fur
den hH1 beschriebenen Aminosauren fir die Antagonistenbindung beim Pferd
konserviert sind. Allerdings existieren verschiedene Aminosauresubsitutionen in den
TM-Domanen, die ebenso an der Bildung der Ligandenbindungstasche beteiligt
sind. Die niedrigere Affinitat der Antagonisten am eH1 kdnnte somit eine Erklarung
fur ihre eingeschrankte klinische Wirksamkeit beim Pferd darstellen. Um aquivalente
Wirkungen zu erzielen, wirden hohere Dosierungen erforderlich werden, die
wiederum mit einer Zunahme an Nebenwirkungen, z.B. der sedativen Wirkung,

einher gehen.

5.7 REGULATION DER CAMP-PRODUKTION DURCH HISTAMIN

Die Mechanismen, die zur Erhohung intrazellularer cAMP-Spiegel via H1R
beitragen, sind nach wie vor unbekannt. So beschreiben Marley et al. (1991) eine
H1R-vermittelte Stimulation der intrazellularen cAMP-Produktion in Gehirn und
Nebennieren durch intrazelluldres Ca®* und PKC. Im Gegensatz dazu konnten Leurs
et al. (1994a) und Maruko et al. (2005) keine Beteiligung von Ca?* und PKC an der
Histamininduzierten Erhohung cAMP-Akkumulation in CHO-H1R Zellen zeigen.
Maruko et al. (2005) zeigten dagegen alternativ eine Stimulation der AC Uber
freigesetzte Gqq- und Ggy-Untereinheiten auf. Da in unseren Experimenten Cimetidin
keinen Einfluld auf die intrazellulare cAMP-Produktion hatte, scheidet eine Ggs-

vermittelte Aktivierung der AC Uber H2R aus.

Eine unseren Ergebnissen vergleichbare Stimulation der cAMP-Produktion durch
H1R wurde bereits in verschiedenen Zellinien und Gewebe beschrieben (Garbarg
und Schwartz, 1988; Moniri und Booth, 2006). Sie zeigt, dass der klonierte eH1
funktionell aktiv ist. Im Vergleich zum hH1 stimuliert der eH1 die AC allerdings
signifikant starker (33- vs 2,2-fach). Die Ursachen hierfir kénnten methodisch

(Unterschiede in der Rezeptorexpression, Zellkonfluenz) oder strukturell bedingt
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sein. Die Tatsache, dass die 3. IL des eH1, die fur die G-Protein-Interaktion
verantwortlich ist, eine starke Heterogenitat im Vergleich zum hH1 aufweist, kdnnte
auf einen Wechsel von G4 zu Gs vermittelten Signalwegen beim eH1 hindeuten
(Meszaros et al., 2000).

5.8 REGULATION DES EH1 IM KONFOKALEN MIKROSKOP

Die Untersuchungen des eH1 am konfokalen Mikroskop zeigten, dass der klonierte
Rezeptor in die Zellmembran integriert und nach Stimulation mit Histamin
internalisiert wird. Des weiteren konnten wir zeigen, dass die beiden Antihistaminika
Diphenhydramin und Chlorpheniramin die Rezeptorinternalisierung vor, nicht aber
nach der Gabe von Histamin aufheben konnten. Diese Befund stimmt mit der
klinischen Beobachtung Uberein (Rose et al., 2000), die eine prophylaktische
Verabreichung von Antihistaminika als wirksam beschreiben. Wurden
Antihistaminika allerdings erst nach Ausbildung von klinischen Krankheits-

erscheinungen verabreicht, so waren sie wirkungslos.

Far die inhibitorische Wirkung von Diphenhydramin am konfokalen Mikroskop waren
sehr hohe Wirkstoffkonzentrationen (100 uM) notwendig. Dies entspricht einem 500-
fach molaren Uberschuss an Diphenhydramin. Umso erstaunlicher erscheint es,
dass an ,Precision Lung Cut Slices” (PCLS) des Pferdes Diphenhydramin bereits bei
einer Konzentration von 1 uyM die histaminvermittelte Bronchokonstriktion aufheben
konnte (Vietmeier, 2004). Dies weist darauf hin, dass im Zellverband zusatzliche

Faktoren zur Wirkung von Antihistaminika beitragen mussen.

Obwohl die Aktivierung des eH1 mit Histamin nach kurzer Zeit (5-10 Min.) eine
vollstandige Internalisierung des Rezeptors bewirkte, kehrten die Rezeptoren trotz
der weiteren Anwesenheit von Histamin innerhalb von 30 Min. wieder vollstandig an
die Zelloberflache zurlick. Als moégliche Erklarung fir dieses Phanomen kdnnte eine
Cointernalisierung mit nachfolgendem intrazellularen Abbau von Histamin
herangezogen werden, was eine Abnahme der extrazellularen Histamin-
konzentrationen bewirken konnte. Wahrscheinlicher ist jedoch ein schnelles
,Recycling“ der internalisierten Rezeptoren zur Zelloberflache. In der Tat konnten

Miyoshi et al. (2004) eine langfristige Phosphoyrylierung des hH1 nach kurzzeitiger
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Histaminzugabe (5 Min.) Uber den Zeitraum von 40 Min. hinweg beobachten. Dies
wulrde bedeuten, dass die an die Zelloberflache zuriick gekehrten Rezeptoren nach
wie vor phosphoryliert und demnach funktionell inaktiv sind. Die Anwesenheit
desensibilisierter Rezeptoren konnte die klinische Beobachtung erklaren, dass die
Verabreichung von Antihistaminika nach starker Histaminausschuttung nur

eingeschrankt wirksam ist.

59 AUSBLICK

Um die mangelnde Wirksamkeit von Antihistaminka beim Pferd zu erklaren, mussen
speziesspezifische = Besonderheiten in der Pathogenese von  Hyper-
sensibilitatsreaktionen vom Typ | und der pharmakologischen Eigenschaften der
eingesetzten Substanzen berucksichtigt werden. Pharmakologische Unterschiede
konnen dabei pharmakodynamischer oder pharmakinetischer Art sein. Der H1R
stellt dabei den zentralen Angriffspunkt fir Histamin und Antihistaminika dar. Durch
die Klonierung des eH1 ist eine wesentliche Voraussetzung dafir geschaffen
worden, speziesspezifische Unterschiede in der Wirkung von Antihistaminika
aufzuklaren. Erste Ergebnisse aus der funktionellen Charakterisierung weisen in der
Tat darauf hin, dass der eH1 im Vergleich zum hH1 eine deutlich niedrigere Affinitat
zu den therapeutisch eingesetzten Antihistaminika aufweist. Durch die Verfugbarkeit
des klonierten Rezeptors konnen nun hoher affine Antihistaminka am eH1
identifiziert und charakterisiert werden. Daruber hinaus ermoglicht der klonierte eH1
erstmals Studien zur Rezeptorverteilung in den einzelnen Geweben und zur
Beteiligung des eH1 beim Allergiegeschehen des Pferdes. Da die Bindung von
Antihistaminika an den Rezeptor pH-abhangig ist, kann nunmehr die Wirksamkeit
von Antihistaminika im entzindeten Gewebe in vitro untersucht werden. Dies ist
insofern von klinischem Interesse, da es im Verlauf eines allergischen Geschehens
zur pH-Wert-Absenkung und somit zu einem Wirkverlust von Antihistaminika
kommen koénnte. Der klonierte eH1 liefert weiterhin die Grundlage daflr, mogliche
Polymorphismen im eH1-Gen zu identifizieren, die in Analogie zum Menschen
(Janeway et al.,, 2002) auch beim Pferd fur individuelle Wirkunterschiede von
Antihistaminika von Bedeutung sein konnten. Aus pharmakologischer Sicht kénnte

die signifikant starkere cAMP-Stimulation des eH1 im Vergleich zum hH1 schliellich
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wertvolle Hinweise fir mdgliche Unterschiede in der Signaltransduktion beider

Rezeptoren liefern.
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6. Zusammenfassung

Histamin nimmt in der Pathogenese der Hypersensibiliatsreaktion vom Typ | eine
zentrale Rolle ein. Zur Behandlung allergischer Krankheiten werden Antihistaminika
eingesetzt, sie zeigen jedoch beim Pferd oftmals nur eine eingeschrankte
Wirksamkeit. In der vorliegenden Arbeit wurde der equine Histamin H1 Rezeptor
(eH1) mittels PCR-Klonierung isoliert. Hierfir wurde mRNA aus Pferdeblut
gewonnen, durch Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und eine
homologe Teilsequenz des Rezeptors mittels degenerierter Primer vervielfaltigt. Die
kodierende Sequenz des Rezeptors wurde durch anschlieRende 3’- und 5’-RACE-
PCR vervollstandigt und sequenziert. Der Rezeptor wurde einer molekularen und
biochemischen Charakterisierung unterzogen.

Die pharmakologische Charakterisierung wurde nach stabiler Expression der eH1-
cDNA in HEK293-Zellen durchgeflhrt. In Radioligandenbindungsstudien wurde die
Affinitat von H-Pyrilamin, Histamin sowie der klinisch eingesetzten Antihistaminika
Diphenhydramin und Chlorpheniramin am eH1 und humanen Histamin H1 Rezeptor
(hH1)  vergleichend ermittelt. Die  Selektivitdt des eH1 wurde in
Radioligandenbindungsstudien mit dem Histamin H2 Rezeptor-Antagonisten
Cimetidin und dem Histamin H3-Rezeptor-Antagonisten Thioperamid demonstriert.
Obwonhl fur Histamin keine Unterschiede in der Affinitat zwischen beiden Rezeptoren
nachweisbar waren, zeigten die Antihistaminika Chlorpheniramin  und
Diphenhydramin eine 2,2- bzw. 3,8-fach niedrigere Affinitat zum eH1 im Vergleich
zum hH1. Die funktionelle Aktivitdt des eH1 wurde in der intrazellularen cAMP-
Produktion bestimmt. Dabei resultierte die Stimulation des eH1 in einem signifikant
starkeren Anstieg (15-fach) der intrazellularen cAMP-Konzentration im Vergleich
zum hH1. Die Membranlokalisation und funktionelle Regulation des Rezeptors
wurde am konfokalen Mikroskop untersucht. Durch Vorinkubation der Zellen mit den
inversen Agonisten Diphenhydramin und Chlorpheniramin konnte dabei die
Histamin-vermittelte Internalisierung des eH1 nach Stimulation mit Histamin
unterbunden werden. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein voll
funktionsfahiger eH1 kloniert wurde. Die im Vergleich zum hH1 gefundene
niedrigere Affinitat von Antihistaminika kénnte zu ihrer eingeschrankten klinischen

Wirksamkeit beim Pferd beitragen.
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/. Summary:
CLONING AND PHARMACOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF THE EQUINE HISTAMINE H1 RECEPTOR

Histamine plays a crucial role in the pathogenesis of type | hypersensitivity.
Antihistamines are therapeutically used in allergy, but in horses they often show
little or no effect. In this paper we describe the cloning of the equine histamine H1
receptor (eH1). mRNA was isolated from equine blood to receive, by Reverse
transcription, the cDNA. Afterwards, a homologous part of the sequence was
amplificated using degenerated primer. The 3’- and 5’-ends were detected through
3’- and 5-RACE-PCR. The receptor was pharmacologically and biochemically
characterized.

The pharmacological characterization was conducted with HEK293 cell lines,
stably expressing the eH1 and human histamine H1 receptor (hH1).

In comparative radioligand receptor binding studies the affinity of *H-Pyrilamin,
Histamine and the clinically used antagonists diphenhydramine and
chlorpheniramine were determined. The selecitivity of eH1 was demonstrated in
radioligand binding studies using the histamine H2 receptor antagonist cimetidine
and the histamine H3 receptor antagonist thioperamide. Although the endogenous
ligand histamine did not show differences in affinity, the antihistamines
chlorpheniramine and diphenhydramine were approximately 2,2/3,8 times less
affine on eH1 than on hH1. The functional activity was defined through intracellular
cAMP accumulation. Hereby, the stimulation of eH1 with histamine resulted in a 15
times greater increase in intracellular cAMP in eH1 than in hH1.

The localization of the receptor on the cell surface as well as its functional
regulation was examined with the confocal microscope. Pre-incubation with the
inverse agonists diphenhydramine and chlorpheniramine resulted in a lack of
internalization when histamine was added afterwards. These results show that a
fully functional receptor was cloned. In addition, the comparative studies indicate
that the lower affinity of antihistamines to eH1 may contribute to their weak clinical

effectiveness in horse.
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9. Anhang

9.1 ALIGNMENT DER H1R-PROTEINSEQUENZEN

Vergleich der H1R-Proteinsequenzen, die zur Auswahl der degnerierten Primer

herangezogen wurden.

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

MTCLNSSSDLEDKMCEGNKTTIAS-PQLMPLVVVLSTISLVTVALNLLVLYAVRSERKLH
MTCPNSSCVFEDKMCQGNKTAPANDAQLTPLVVVLSTISLVTVGLNLLVLYAVRSERKLH
MSLPNSSCLLEDKMCEGNKTTMAS-PQLMPLVVVLSTICLVTVGLNLLVLYAVRSERKLH
MSLPNTSSASEDKMCEGNRTAMAS-PQLLPLVVVLSSISLVTVGLNLLVLYAVRSERKLH
MSFANTSSTFEDKMCEGNRTAMAS-PQLLPLVVVLSSISLVTVGLNLLVLYAVHSERKLH

* . * ok khkkhkhkkokkoko K kk kkkhkkkkhkkok kkhkhkk khkkkkhkhkhkkhkk o kkkkhKhk

TVGNLYIVSLSVADLIVGAVVMPMNILYLFTSKWPLGRPLCLEFWLSMDYVASTASIFSVE
TVGNLYIVSLSVADLIVGVVVMPMNILYLLMSRWSLGRPLCLEWLSMDYVASTASIFSVE
TVGNLYIVSLSVADLIVGAVVMPMNILYLLMSKWSLGRPLCLFWLSMDYVASTASIFSVE
TVGNLYIVSLSVADLIVGAVVMPMNILYLIMTKWSLGRPLCLFWLSMDYVASTASIFSVE
TVGNLYIVSLSVADLIVGAVVMPMNILYLIMTKWSLGRPLCLFWLSMDYVASTASIFSVE

Ahkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhhkkhkh *hkhkkhkhhkkhhk*ko. s ek kAR AkAIKAAAKAA KA AA XA A KA A KA XK K

ILCIDRYRSVQOPLRYLRYRTKTRASATILGAWFLSFLWVIPIWGWHHEVSQTWNRQEDK
ILCIDRYRSVQOPLKYLRYRTKTRASITILAAWFLSFLWITIPILGWRHFQPKTPEPREDK
ILCIDRYRSVQQOPLRYLKYRTKTRASATILGAWFLSFLWVIPILGWNHEFMQQOTSVRREDK
ILCIDRYRSVQOPLRYLRYRTKTRASATILGAWFLSFLWVIPILGWHHFTPLAPELREDK
ILCIDRYRSVQOPLRYLRYRTKTRASATILGAWFFSFLWVIPILGWHHFMPPAPELREDK

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkokkoehkkhkhkhkhkhkhkk, *kk ,khkkokkkhkoehkhkkt **%k K% . ok k%

CETDFYDVTWFKIMTAIINFYLPTLLMLWEYTKIYKAVRQHCQHRDLINGSLPSEFSDVKL
CETDEFYNVTWEFKVMTAIINFYLPTLLMLWEYAKIYKAVRQHCOQHRELINGSFPSFSDMKM
CETDFYDVTWFKVMTAIINFYLPTLLMLWEYAKIYKAVRQHCOHRELINRSLPSFSEIKL
CETDFYNVTWEKIMTATIINFYLPTLLMLWEYVKIYKAVRRHCOQHRQLTNGSLPTFLEIKL
CETDFYNVTWEKIMTAIINFYLPTLLMLWEYVKIYKAVRRHCOQHRQLTNGSLPSEFSELKL

AR hA Kk oehhkhhAkohkhkhkAhAAIAAA XA A XA X IA FhAkhhAkhkheohkhhhhoek K, Keoekeok ook

KPENPKVDAKKS-EESPWEVLKRKPKDAGGGSVLKLPSEDPKEMKSPAVESQEE---VGE
KPENLQVGAKKPGKESPWEVLKRKPKDTGGGPVLKPPSQEPKEVTSPGVESQEKEEKDGE
RPENPKGDAKKPGKESPWEVLKRKPKDAGGGSVLKSPSQTPKEMKSPVVESQED---DRE
RSEDAKEGAKKPGKESPWGVQKRPSRDPTGGLDOKSTSEDPK-VTSPTVEFSQEG---ERE
RSDDTKEGAKKPGRESPWGVLKRPSRDPSVGLDQKSTSEDPK-MTSPTVESQEG---ERE

* kK *kkk ok k%K ok * * ke kk o kk Kkkkk*K *

VDNLHCFPLNTVQOMHTEAEGNDRGYVAINQSQSQLEMGEQGLN-MREANEMPEDQILGDS
LGKFYCFPLDTVQAQPEAEGSGRGYATINQSONQLEMGEQGLS-MPGAKEALEDQILGDS
VDKLYCFPLDIEHMQAAAEGSSRDYVAVNRSHGQLKTDEQGLN-THGASEISEDQMLGDS
TVTRPCEFRLDVMQTQPVPEGDARGSKANDQTLSQPKMDEQSLSTCRRISETSEDQTLVDR
——-TRPCFRLDIMQKQSVAEGDVRGSKANDQALSQPKMDEQSLNTCRRISETSEDQTLVDQ

*k k. . . * % * . P * . * k% * Kk K K

PSFSQ-TDLDTPPEPASGKGKPRGGSNTGLDY IKFTWKRLRSHSRQCVSGLHMNRERKAA
QSFSR-TDSDTPAEPAPAKGKSRSESSTGLEYIKFTWKRLRSHSRQYVSGLHMNRERKAA
QOSFSR-TDSDTTTETAPGKGKLRSGSNTGLDY IKFTWKRLRSHSRQYVSGLHMNRERKAA
QSFSRTTDSDTSIEPGLGKVKARSRSNSGLDY IKVTWKRLRSHSRQYVSGLHLNRERKAA
QSFSRTTDSDTSIEPGPGRVKSRSGSNSGLDY IKITWKRLRSHSRQYVSGLHLNRERKAA

k) o kK kK * « kK K Kk ek kekhkk AkhkhkAkhkhkAkhkhkAKh AhkhkAkk o khk A Ak hAK

59
60
59
59
59

119
120
119
119
119

179
180
179
179
179

239
240
239
239
239

295
300
296
295
295

354
359
355
355
353

413
418
414
415
413
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Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

Pferd
Rind
Mensch
Maus
Ratte

9.2

KOLGFIMAAFILCWIPYFIFFMVIAFCKSCCNEHVHMFTIWLGYINSTLNPLIYPLCNEN
KOLGFIMAAFIICWIPYFIFFMVIAFCESCCNQHVHMFTIWLGYINSTLNPLIYPLCNEN
KOLGFIMAAFILCWIPYFIFFMVIAFCKNCCNEHLHMFTIWLGYINSTLNPLIYPLCNEN
KOLGCIMAAFILCWIPYFIFFMVIAFCNSCCSEPVHMFTIWLGYINSTLNPLIYPLCNEN
KOLGFIMAAFILCWIPYFIFFMVIAFCKSCCSEPMHMFTIWLGYINSTLNPLIYPLCNEN

khkkhkk hhkkkhkhkkoekkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkkhkhhkkhke *k . e kA kKA A KAA XA KA XA A AKXk XXk kA kA *k

FKKTFKKILHIRS 486
FKKTFKKILHIRS 491
FKKTFKRILHIRS 487
FKKTFKKILHIRS 488
FKKTFKKILHIRS 486

Ak khkkkk o khkkk kK

ALIGNMENT DER H1R-NUKLEINSAURESEQUENZEN

Vergleich der H1R-Aminosaurensequenzen, die zur Auswahl der degenerierten

Primer dienten.

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

GGAGTGTTACAGGGAGACATACAGGATTTAAGAAGCCCATCATGGAGAAGACCTTCAAT-
———————————————————————————————— ATGGACAGTTTGGAGCTGGAGGAGAATA

TACAGAGATAAAAAGTTTTTCTTGTGAACAAGTTACAC-TAGATGGAAGATAACAGACTG
TGGAAAAATGCCTAAAGCAGACTCTAAATAGGATA-AC-TGGAAAAGCCTTGAGAGATCA
—————————— CCATTGTCCTCTTGAGGGACGTTTCTGC-TGTTTCTATTCCTGGCTATTG
TGGAGGTGGTGGCTGACACATCAGAGGCATGGACAGACATGGGAAAACTGCTGTGGAGAT

AGGAGTGAGCTGCTTCTGACTCGATTAAAAAGGGAGTGAGCCATAACTGGCGGCTGCTCT
C-—-CTGTGCCACCTTTCAC---GTTTGACCCGGAGGGAACCACAGCTGGAGGCTGCTCT
A--ATAAGACTGCTGTGAACT---CTTGA----GAGTGAGCCGTAGCTGGAGGCTACACT
CCAGGCAAGGGGGTGCAGCCACGGAGAGGA-GGGAGGGAGCCATCACTGGAGGCTGCCCT

Primer fwd bp222
——————— ATGACCTGTCTCAATTCCTCCTCCGACTTAGAAGACAAGATGTGTGAGGGGAA
TGCGCCAATGAGCCTCCCCAATTCCTCCTGCCTCTTAIGAAGACAAGATGTGTGAGGGCAA
TGTGCCAATGAACCTTCCCAATTCTTCCTGCATCTTCGAAGACAAGATGTGTGAGGGGAA
TGTGCCAATGACCTGTCCCAACTCCTCCTGCGTCTTCGAAGACAAGATGTGTCAGGGGAA
TGTGCCAATGAGCCTTCCCAACACCTCTTCTGCCTCCGAAGACAAGATGTGTGAGGGGAA
——————— ATGAGCTTTGCCAATACCTCCTCTACCTTCGAAGACAAGATGTGTGAGGGGAA

*kk Kk ok * kK * kkx % * K khkk kkkhkk kA, kA kkhkk* *k*kkk *%k

473
478
474
475
473

60

65
28

120

124
86
49
180

184
140
100
239

53
244
200
160
299
53
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Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

CAAGACCACCATAGCCAGTC---CCCAACTGATGCCCCTGGTGGTAGTCCTGAGCACCAT
CAAGACCACTATGGCCAGCC---CCCAGCTGATGCCCCTGGTGGTGGTCCTGAGCACTAT
CAAGACCACCATAGCCAACC---CCAAACTGATGCCCCTTGTGGTGTTCCTGAGTGCCAT
TAAGACTGCCCCTGCCAACGATGCCCAGCTGACGCCCCTGGTGGTGGTCCTGAGCACCAT
CAGGACAGCCATGGCCAGCC---CTCAGCTGCTGCCCCTGGTGGTGGTTCTAAGTAGTAT
CAGGACAGCCATGGCCAGCC---CTCAGCTGCTGCCCCTGGTGGTGGTTCTCAGTAGTAT
*  kkk * * kK x * * Kk k % *kkhkkhkkkk kkhkkkxxk * Kk k% * %
Primer fwd bp321
CTCCTTGGTCACAGTGGCGCTCAACCTGCTGGTCCTGTATGCTGTGCGGAGCGAGCGGAA
CTGCTTGGTCACAGTAGGGCTCAACCTGCTGGTGCTGTAITGCCGTACGGAGTGAGCGGAA
CTCCTTGGTCACAGTGGGACTCAACCTGCTGGTCCTGTATGCTGTGCGGAGCGAGCGARAA
CTCCTTGGTCACAGTGGGACTCAACCTGCTGGTCCTGTATGCTGTGCGCAGCGAGCGGAA
CTCCCTGGTCACAGTGGGCCTCAACCTGCTGGTGCTGTATGCAGTGCGCAGTGAGCGCAA
CTCCCTGGTCACAGTGGGCCTCAACCTGCTGGTGCTGTACGCTGTGCACAGTGAACGCAA

Xk k kkkkkkkAkhkAkk Kk Ak khkhkkhkkhkk kA kkk *hkk*kkk *k *k X *k kK Kk kK

GCTACACACTGTGGGGAACCTGTACATCGTCAGCCTCTCGGTGGCAGACCTGATTGTGGG
GCTCCACACTGTGGGGAACCTGTACATCGTCAGCCTCTCGGTGGCGGACTTGATCGTGGG
GCTACACACCGTGGGGAACCTGTACATTGTCAGCCTCTCTGTGGCAGACCTGATCGTGGG
ACTACACACCGTGGGGAACCTCTACATCGTCAGCCTCTCAGTGGCCGACCTGATCGTGGG
GCTACACACCGTGGGCAACCTGTACATTGTCAGCCTGTCGGTAGCAGACCTGATTGTAGG
GCTACACACCGTGGGCAACCTATACATTGTCAGCCTGTCTGTGGCAGACCTGATTGTAGG

kA kkhkkhkk khkkhkkhk khkkhkhkkhk KAkhkhkhkk AkkAkhkAk Ak kAk Ak AkKk khkkKk Kk kK

AGCTGTTGTCATGCCCATGAACATCCTCTACCTCTTCACGTCCAAGTGGCCCCTGGGCCG
TGCCGTCGTCATGCCTATGAACATCCTCTACCTGCTCATGTCCAAGTGGTCACTGGGCCG
AGCTGTTGTCATGCCCATGAACATCCTTTACCTCCTCATGTCCAGGTGGTCCCTAGGCCA
GGTGGTCGTCATGCCCATGAACATCCTCTACCTCCTCATGTCTAGGTGGTCCCTGGGGCG
GGCAGTCGTCATGCCCATGAACATCCTCTATCTTATCATGACCAAGTGGTCCCTGGGCCG
GGCAGTTGTCATGCCCATGAACATCCTCTATCTCATCATGACTAAGTGGTCCTTGGGCCG

* Xk kkkkhkkkhkhkk kAhkkkAkkkAkkkkk Kk kK *kkk kK Kk Kk kkkk X * kk*k %

GCCTCTCTGCCTCTTTTGGCTTTCCATGGACTACGTGGCCAGCACAGCATCCATTTTCAG
TCCTCTCTGCCTCTTTTGGCTTTCCATGGACTATGTGGCCAGCACAGCGTCCATTTTCAG
GCCTCTCTGCCTATTTTGGCTTTCTATGGACTATGTGGCCAGTACAGCATCCATTTTCAG
TCCTCTCTGCCTCTTCTGGCTTTCCATGGACTATGTGGCCAGCACGGCATCCATTTTCAG
CCCCCTCTGCCTCTTTTGGCTCTCTATGGATTATGTGGCCAGCACGGCATCCATCTTTAG
CCCCCTCTGCCTCTTTTGGCTTTCTATGGATTATGTGGCCAGCACAGCATCCATCTTTAG
*k Ak khkkhkhkhkhkk Ak khkhkkk Ak khkhkkk Ak hkhkkkkkkhkkhk kk kK kkhkkhkkhkk KKk kK
Primer rev bp375
TGTCTTCATCTTGTGCATTGATCGCTATCGCTCGGTCCAGCAGC|CCCTCAGATACTTGAG
TGTCTTCATCCTGTGCATTGATCGCTACCGCTCTGTCCAGCAGCCCCTCAGGTACCTTAA
TGTCTTCATCTTGTGCATTGATCGTTACCGCTCTGTCCGGCAGCCCCTCAGATACCTGAA
CGTCTTCATCTTGTGCATTGACCGCTACCGTTCTGTGCAGCAGCCCCTCAAGTACCTGCG
TGTCTTCATCCTGTGTATTGATCGCTACCGCTCTGTCCAGCAACCCCTCCGGTACCTGAG
CGTCTTCATCCTGTGTATTGATCGCTACCGCTCCGTCCAGCAACCCCTCCGGTACCTGAG
khkkhkkhkhkhkkhkhkk khkk Kk khkhkkk kkhk kk Kk kk kk Kk kkk Kk kkk%k * k) K
Primer rev bp423

GTATCGTRCCAAGACCCGAGCATCAGC|CACCATCTTGGGGGCCTGGTTTCTGTCCTTCCT
GTATCGTACCAAGACCCGAGCCTCGGCCACCATTCTGGGGGCCTGGTTTCTCTCTTTICT
GTATCGTACCAAGACCCGAGCATCAGCCACCATCTTGGGGGCCTGGTTTCTCTCCTTCTT
GTATCGTACCAAGACCCGAGCATCCATCACCATCCTAGCCGCCTGGTTTCTCTCCTTCCT
GTATCGAACCAAGACCCGTGCTTCAGCTACCATCCTGGGGGCCTGGTTTCTCTCCTTCCT
GTACCGAACCAAGACCCGGGCTTCCGCTACCATCCTGGGGGCCTGGTTCTTCTCCTTCCT

*kkk Kk kkhkkkkkkhkkhkkkhkk kkx k% * Kk Kk kK * K Kk k kK Kk kK * Kk k% *

GTGGGTTATTCCCATTTGGGGCTGGCATCACTTCGTGTCACAGACCTGGAATCGCCAGGA
GTGGGTTATTCCCATTCTAGGCTGGAATCACTTCATGCAGCAGACCTCGGTGCGCCGAGA
GTGGATTATTCCCATTCTGGGATGGCATCACTTTATGTCACAGACCTCAGGACACCGGGA
GTGGATTATCCCCATTCTGGGCTGGCGTCACTTCCAGCCAAAGACCCCAGAGCCCCGGGA
GTGGGTTATACCTATACTTGGCTGGCATCACTTCACGCCCCTGGCCCCAGAGCTTCGGGA
GTGGGTTATACCCATACTTGGCTGGCATCACTTCATGCCCCCAGCCCCAGAGCTTCGGGA

kK Kk kkkk kK k% * Kk kKK * ok Kk k kK * * K * * * K

110
301
257
220
356
110

170
361
317
280
416
170

230
421
377
340
476
230

290
481
437
400
536
290

350
541
497
460
596
350

410
601
557
520
656
410

470
661
617
580
716
470

530
721
677
640
776
530
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Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
Rind
Maus
Ratte

Pferd
Mensch
Hund
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Primer rev bp550
GGACAAGTGTGAGACAGACITTCTATGATGTCACCTGGTTCAAGATCATGACCGCCATCAT
GGACAAGTGTGAGACAGACTTCTATGATGTCACCTGGTTCAAGGTCATGACTGCCATCAT
AGACAAGTGTGAGACAGACTTCTATGATGTCACCTGGTTCAAGATCATGACTGCCATCAT
GGACAAGTGTGAGACGGACTTCTACAACGTCACGTGGTTCAAAGTCATGACCGCCATCAT
AGATAAGTGTGAGACAGATTTCTACAATGTCACTTGGTTCAAGATCATGACCGCCATCAT
AGACAAGTGTGAGACAGACTTCTACAATGTCACTTGGTTCAAGATCATGACTGCTATTAT

*hk kAhkkhkkhkkhkhkkhkhkk Kk Ak kAKk * Ak AkkKk AhkAkkkA kK khkAkkkAkk Kk K*k Kkk k%

CAACTTCTACCTGCCCACCTTGCTCATGCTATGGTTCTACACCAAGATCTACAAGGCTGT
CAACTTCTACCTGCCCACCTTGCTCATGCTCTGGTTCTATGCCAAGATCTACAAGGCCGT
CAACTTCTATCTGCCCACCTTGCTCATGCTCTGGTTCTATGCCAGGATCTACAAGGCTGT
CAACTTCTACTTGCCCACCTTGCTCATGCTCTGGTTCTATGCCAAGATCTACAAGGCTGT
CAACTTCTACCTCCCCACTTTGCTCATGCTGTGGTTCTATGTGAAGATCTACAAGGCTGT
TAACTTCTACCTCCCCACTTTGCTTATGCTGTGGTTCTATGTGAAGATCTACAAGGCTGT

*k Kk kk Kk kK * kkhkkk khkkhkkk khkkhkkhk kA AkhkAAKhA * Ak AkAkkAAkhkAKXkKkA KKk

ACGGCAGCACTGTCAGCACCGAGATCTCATCAACGGATCCCTCCCTTCCTTCTCTGACGT
ACGACAACACTGCCAGCACCGGGAGCTCATCAATAGGTCCCTCCCTTCCTTCTCAGAAAT
ACGGCAGCACTGTCAGCACCGAGAACTCATCAATGGATCCCTCCCTTCCTTCTCTGAACC
GCGGCAGCACTGCCAGCACCGGGAGCTCATCAACGGGTCCTTCCCCTCCTTCTCTGACAT
GCGGCGACACTGTCAGCACCGCCAGCTCACCAACGGGTCCCTCCCTACCTTTTTAGAAAT
GCGGCGACACTGTCAGCACCGCCAGCTCACCAACGGGTCCCTCCCTTCCTTTTCAGAACT

* Kk Kk khkkkk khkkkkAkkKhKk * kkkk Kkk*k * kkk kkkk * Kk Kk Kk K * K

TAAGCTGAAGCCAGAGAATCCCAAGGTGGATGCTAAGAAATCAG---AGGAGTCTCCCTG
TAAGCTGAGGCCAGAGAACCCCAAGGGGGATGCCAAGAAACCAGGGAAGGAGTCTCCCTG
TAAGCTGAAGCCAGAGAACCCCAAGGCAGGGGCCAAGAAACCAGGGAAGGAGTCTCCTTG
GAAGATGAAGCCGGAGAACCTCCAGGTGGGCGCTAAGAAACCGGGGAAGGAGTCCCCCTG
CAAGCTGAGGTCGGAGGATGCCAAAGAGGGTGCCAAGAAACCTGGGAAAGAGTCTCCCTG
CAAGCTGAGGTCAGACGATACCAAGGAAGGTGCCAAGAAACCTGGGAGAGAGTCTCCCTG

*kk Kkkk Kk Kk k%K * * Kk % * Xk kkkkkk Kk X *kkkkk Kk kK

GGAGGTTCTGAAAAGGAAGCCAAAAGATGCTGGTGGTGGATCTGTCTTGAAGCTACCATC
GGAGGTTCTGAAAAGGAAGCCAAAAGATGCTGGTGGTGGATCTGTCTTGAAGTCACCATC
GGAATTTCTGAAAAGGAAGTCAAAAGATGCCAGTGGTGAGCCTGTCTTGAAGCCACCATC
GGAGGTTCTGAAAAGGAAGCCAAAAGACACCGGGGGTGGACCTGTCTTGAAGCCACCATC
GGGGGTCCAGAAGAGGCCGTCAAGAGACCCTACTGGAGGTCTGGATCAGAAGTCAACATC
GGGGGTTCTGAAAAGGCCATCAAGAGACCCCAGTGTAGGACTGGATCAGAAGTCAACATC

* x * kK kkk kkk * Kk Kk kkk * * * * * Kk Kk Kk * kk k%

TGAAGACCCAAAGGAGATGAAGTCCCCAGCTGTTTTCAGCCAAGAGGAGGT —————————
CCAAACCCCCAAGGAGATGAAATCCCCAGTTGTCTTCAGCCAAGAGGATGA————————
CCAAGATTCAGAGGAGATGAAATCCCCAAGTGTCTTCCGTCAAGAGGAGGA-———————~
TCAAGAGCCAAAAGAGGTGACATCTCCAGGTGTCTTCAGCCAAGAGAAGGAAGAGAAGGA
TGAAGACCCCAAGG---TGACCTCTCCGACTGTCTTCAGCCAAGAGGGGGA-———————~
TGAAGACCCCAAGA---TGACCTCTCCAACTGTCTTCAGCCAAGAGGGGGA-————————

* % * * * K K * Kk kK *kkk kkhkk k Kkkhkkkk*k *

TGGAGAAGTAGACAACCTCCACTGCTTCCCACTTAACACTGTGCAGATGCACACTGAGGC
TAGAGAAGTAGACAAACTCTACTGCTTTCCACTTGATATTGAGCACATGCAGGCTGCGGC
CAGAGAGGTGGACAAACTCCAGTGCTTTCCACTTAACATTGTGCAGGTGCAGACTGAGGC
TGGAGAACTGGGCAAATTCTACTGCTTCCCGCTTGACACTGTGCAGGCGCAGCCGGAGGC
AAGGGAAACAGTCACACGCCCCTGTTTCCGTCTTGACGTCATGCAGACACAGCCTGTGCC
AAGGGAAACA-————— CGTCCCTGTTTCCGTCTCGACATCATGCAGAAACAGTCTGTGGC

* kK * Kk kKA Kk * K * * K K * x *x kX k5 %

AGAGGGGAATGACAGGGGCTACGTAGCCATCAACCAGAGCCAGAGCCAGCTTGAGATGGG
AGAGGGGAGTAGCAGGGACTATGTAGCCGTCAACCGGAGCCATGGCCAGCTCAAGACAGA
AGAGGGGAGTGTCAGGAGTTACGTAGCTATCAACCAGAGCCAGAGCATGCTTGAGATGGA
AGAGGGGAGTGGCAGGGGCTACGCAACCATCAACCAGAGCCAGAACCAGCTTGAGATGGG
TGAGGGAGATGCCAGGGGCTCAAAGGCCAATGACCAGACCTTGAGCCAGCCCAAAATGGA
TGAGGGAGATGTCAGGGGCTCAAAGGCCAATGATCAGGCCTTGAGCCAGCCCAAAATGGA

* ok Kk kK * * Kk Kk Kk * * * Kk K * * * x * K *

590
781
737
700
836
590

650
841
797
760
896
650

710
901
857
820
956
710

767
961
917
880
1016
770

827
1021
977
940
1076
830

878
1072
1028
1000
1124
878

938
1132
1088
1060
1184
932

998
1192
1148
1120
1244
992
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TGAGCAGGGCCTGAACATG---CGTGAGGCCAACGAGATGCCAGAGGATCAGATCCTGGG
TGAGCAGGGCCTGAACACA---CATGGGGCCAGCGAGATATCAGAGGATCAGATGTTAGG
TGAACAGGGTCTGAACATG---CGTGGGGCCAATGAGACATCAGAGGATCAGATCCTAGG
TGAGCAGGGCCTGAGCATG---CCTGGGGCTAAGGAGGCCTTAGAGGATCAGATCCTAGG
TGAGCAGAGCCTGAGTACTTGCCGGCGGATCAGTGAGACATCAGAGGACCAGACCTTGGT
TGAGCAGAGCCTGAATACTTGTCGGCGGATCAGTGAGACATCAGAGGATCAGACCTTGGT
kK Kkkhkk Kk Kkkk*k * * * * * k k *kkhkkkkk Kkkhkkx * ok
Primer fwd bpl063

TGACAGC|ICCATCCTTCTCCCAGAC---AGACTTAGACACCCCCCCAGAGCCAGCATCTGG
TGATAGCCAATCCTTCTCTCGAAC---GGACTCAGATACCACCACAGAGACAGCACCAGG
TGATAGCCAGTICTTTCTCTCGGAC---AGACTCAGACACCCCCACAGAGTCAGGATCAGG
TGACAGCCAGTCCTTCTCCCGGAC---AGACTCGGACACCCCCGCAGAGCCGGCACCAGC
GGATCGACAGTCCTTCTCCCGGACCACAGACTCAGACACCAGCATAGAGCCAGGGCTGGG
GGATCAACAGTCCTTCTCCCGGACCACAGACTCAGACACAAGCATAGAGCCAGGGCCGGG

* K * *k kkkkk Kk * K * Kk Kk Kk * Kk kK * *kkk Kk Kk *

GAAAGGCAAACCGAGAGGTGGGTCTAACACAGGCCTGGATTACATCAAGTTCACTTGGAA
CAAAGGCAAATTGAGGAGTGGGTCTAACACAGGCCTGGATTACATCAAGTTTACTTGGAA
GAAAGGGAAACCTAGAAGTGAGTCTAGCACAGGCCTGGATTATATCAAGTTCACTTGGAA
GAAAGGCAAGTCGCGAAGCGAGTCTAGCACAGGCCTGGAGTACATCAAGTTCACTTGGAA
CAAAGTCAAAGCGAGAAGCAGGTCTAACAGTGGCCTGGACTACATCAAAGTCACCTGGAA
CAGAGTCAAATCGAGAAGCGGGTCTAACAGTGGCCTGGATTACATCAAAATCACCTGGAA
* k% * % * * *kkkk Kk *kkhkkhkkkkhkkk k*kx khkkk*k * Ak kkkk*k
Primer fwd bpl214
GAGGCTCCGCTCACATTCGAGACAGTGCGTGTCTGGGTTGCACATGAACCGAGAACGGARA
GAGGCTCCGCTCGCATTCAAGACAGTATGTATCTGGGTTGCACATGAACCGCGAAAGGAA
GAGGCTCCGCTCACATTCAAGACAATATGTGTCTGGGTTACACATGAACCGAGAACGAAA
GAGGCTCCGCTCGCATTCGAGACAGTACGTGTCTGGCTTGCACATGAACCGAGAGCGGAA
GAGGCTTCGCTCACATTCCAGACAGTATGTGTCCGGGTTGCACTTGAACCGAGAGCGGAA
GAGGCTCCGCTCACACTCCAGACAGTATGTGTCCGGGCTGCACTTGAACCGAGAGCGGAA
kkhkkhkkkk Kkkhkkhkkk Kk kk kkkkkk K *k kk k% * kkk kAkkkikkkk k% * k%
Primer fwd bpl259
GGCTGCCARACAATTGGGGTTTATCATGGCAGCCTTCATCCTTTGCT|GGATTCCTTACTT
GGCCGCCAAACAGTTGGGTTTTATCATGGCAGCCTTCATCCTCTGCTGGATCCCTTATTT
GGCTGCCAAACAATTGGGTTTTATTATGGCGGCCTTCATCCTTTGCTGGATTCCTTACTT
GGCCGCCAAGCAGTTGGGTTTTATCATGGCGGCCTTCATCATCTGCTGGATTCCTTACTT
GGCAGCCAAGCAGTTGGGTTGTATCATGGCAGCATTCATTCTCTGCTGGATTCCCTATTT
GGCAGCCAAGCAGTTGGGTTTTATCATGGCGGCCTTCATTCTCTGCTGGATTCCCTATTT
kkhkk kkhkhkkhkk kk kAkkkk k kkk kkhkkkk Kk Kk kkK kX Ak kkAkkhkkkk kk kk k%
Primer rev bpl488

CATCTTCTTCATGGTTATTGCCTTCTGTAAGAGCTGTTGCAATGAGCATGTACACATGTT
CATCTTCTTCATGGTCATTGCCTTCTGCAAGAACTGTTGCAATGAACATTTGCACATGTT
CATCTTCTTCATGGTCATTGCTTTCTGCAAGAGCTGTTGCAATGAGCGTGTGCACATGTT
CATCTTCTTCATGGTCATTGCCTTCTGTGAGAGCTGCTGCAACCAGCATGTGCACATGTT
CATCTTCTTCATGGTCATTGCCTTCTGCAACAGCTGCTGCAGCGAACCTGTGCACATGTT
CATCTTCTTCATGGTCATTGCCTTCTGCAAGAGCTGCTGCAGTGAACCCATGCATATGTT

khkkhkhkhkkhkhkkkhkhkkhkkhkhkkhk K*hkkkhk Kkhkkkk * kK kkk kkk%k * ok * kk kkkk*k

CACCATCTGGCTGGGCTACATTAACTCCACACTGAATCCCCTCATTTACCCTTTGTGCAA
CACCATCTGGCTGGGCTACATCAACTCCACACTGAACCCCCTCATCTACCCCTTGTGCAA
CACCATCTGGCTGGGCTATATCAACTCCACGCTGAACCCCCTCATTTATCCCTTATGCAA
CACCATCTGGCTGGGCTACATCAACTCCACGCTGAACCCCCTCATCTACCCCTTGTGCAA
CACCATTTGGCTGGGCTACATCAACTCCACGCTGAACCCCCTCATCTACCCGCTGTGCAA
CACCATTTGGCTGGGCTACATCAACTCCACGCTGAACCCCCTCATCTACCCCCTGTGCAA
AhkAhk Kk Kkhhkkhkhkhkkhkhkkhkhkk, K,k Khhkkhkhkkhkhkhk *khhkh*k ),Khk khkk hk *x **k K% * Kk Kk Kk Kx*k
Primer rev 1611
TGAGRACTTCAAGAAGACGTTCAAGAAAATCCTGCACATTCGCTCCTAA-——————————
TGAGAACTTCAAGAAGACATTCAAGAGAATTCTGCATATTCGCTCCTAAGGGAGGCTCTG
TGAAAACTTCAAGAAGACATTCAAGAAAATTCTGCACATTCGCTCCTAAGGGAGGCGACC
TGAGAACTTCAAGAAGACCTTCAAGAAAATTCTGCACATTCGTTCCTAGGAGAGACTCCC
CGAGAACTTCAAGAAGACATTCAAAAAAATTCTGCACATTCGTTCCTAAGGGC-ATGTCC
CGAGAACTTCAAGAAGACATTCAAAAAGATTCTGCACATTCGTTCCTAA———————————

*k kkhkkkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkk KAk kk K Xk kkkkk khkkhkkhkk kAkkkKk

1055
1249
1205
1177
1304
1052

1112
1306
1262
1234
1364
1112

1172
1366
1322
1294
1424
1172

1232
1426
1382
1354
1484
1232

1292
1486
1442
1414
1544
1292

1352
1546
1502
1474
1604
1352

1412
1606
1562
1534
1664
1412
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AGGGGATGCAAC-AAAATGATCCTTA--—-—-- TGATGTCCAACAAGGAAATAGAGGACGAA
AGGGGTTGCAACCAAAGTGACACTTA-———— GGATGGTCCCGAAGAAAACAGAGGATGAA
AGGGGATGCAGC-CAAGTGACGCTTAC----TGATGTCCCTGAAGGAAGTGAAGGAGGAA

AAAGGATGCCACATGGTGGATAGACAACGTCTGATGTCCAAGAGGGAGCCAGAGGAAGAA

GGCCTGTGTGTTGCCAGGCAGGCACCTGGGCTTTCTGGAATCCAAACCACAGTCTTAGGG

GGCCTGTGAGTTGCCAGGCA----CCTGGGCTTTCTGGAGTCAGAAGAATAGTCTTAAAG
GCCTGTTGCGTTGCCAGGCA----CCTGGGCCTTCTGGAGTCGGAAGAATGGTCTTAGGG
AGCATGGGCGTCGCTAGACC-—--CCTGAGCCTTAGGAAGTGGAATCGAAGGTCCT--GG

GCTTGGTAGTTTGGAAA-GTTCTTAGGCACCATAGA-AGAACAGCAGATGGCGGTGATCA
ACTAGGTAACTTAGAAA-GTTCTTAGGCACCATTGACAGAACAGCAGATGGCAGTGGTCA
GCTGGGGAGTTTGGAAG-GTTCGTAGGCGCAGTGGGAAGAACAGCAGATGGTGGTGGTCA
GCTGAGCAGTGTGAAGGCATTCCCAGGGTCTGTCAGAAGGAAAGCAGG———-=————— CA

GGGTGGAACTCTCCTGCTCCTCAGGAACTATGGGAGCCTCAGACTC--ATTGTAATTCAA
GGATG-AGTTCTCCTGCTCCTCAGGAAATGTGAGAGCCTCAGACTCTCAATGTAATTCAA
GTCCA-AGCTCTCCTGTTTCTCGGGAA-TGTGGGGGCCTCAGGCTCACACTCTAATTCCA
AGGCAGAGCACGCCTGGCCCTCAGGGACTGTGGGAGTCTCAGATACTCCTTGGAAGTCAA

GCTTTCCGAGTC-AA-GTGATTGACAACTGAAG---AGACACGTGGCTAGGGTTCCACTG
GCTTGCAGACTGGAA-TTAATTGGAAACTG-—=-———————————————————————————
GCTTTCACACTCAAA-TTATTGGGCGACTCAAG---GGACCTGTGGGTAGAGTTCCAGTG
AGTCTCTGACTTGAAGTTCCTTAGTAACCGAAGTGGGAATGTGTGGCTACAGTTCTTCTG

1720
1677
1649
1783

1780
1733
1705
1837

1838
1792
1764
1887

1898
1819
1804
1931

1958
1829
1814
1936

2016
1888
1872
1996

2071
1917
1928
2056

2128

1975
2108
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CTACTCCACTGTGACTGCCACATCTCAGAACACCTCTCTTCTGAGCCTC———-- TTTTGC
CTATTCCATTGCAGCCG-CACTTCTTAAAACACAGTCCTTCTGAGCCTCGCCTCTCTTAG

AGCTTTCTCCAGATCCAGTGCCTGAACCACCGTGGCTGATTCCACTGTATTATTTCTCAC
AGCTTTGTCCGGAGC---TGTCTGCCCCACCGTGG---AACCTGCCTTACCCGTGTCT -~

TCATGCACATCTTAAGAGTTGATGGGAAATGATGCAGTCTGCACATCCATCATTTTCAAA
————————————— CAGAGTTGCTAGGAAATTAGGCAGCTTGTGAGTCCATCATTTTCAAC

CCCAAATTCCATTCTCCTATTAAAGAAGAGG--—-—- T--TAAATGCCTCCCTCAAA-———
CCTTAGTTCTTTTGGCTTTTTAAAATGGTGGCACAGTAACAAAACCTGTCCTCAAGTGTC

GAGAAAAGGAATAT----TTTTTAGATGGTTGTATATTAG---AAACGAAAAAAGAGGAG
AAGAAGGGGAGGAAGTGGTTTCTCCACGGTTGTATTTTAAGCAAAGGTGAGGCAAGAGAG

TGGGGAGAAGAAAGCCAATTGCTTGAGGGCTGTGCCAGGTTGATGTCATTTAAGCCCCAT
CCTTGTTTCTTAAGACTCCACCAGGGCACTCTCACTCCAGGCCTCACATGACAAGCGGGT

GACACCCCACAACAGGAGAATGGT--==——=-—-— GTTATGAGAAAAGCAAAG-GAGGAACA
AACAGCCAAGGGAAAAGAAGGTTCCTGGGATCATTTGACACTTGGAAACTTGGGATGAGA

2188

2034
2161

2243

2089
2220

2302

2149
2272

2360

2209
2319

2411

2258
2379

2467

2311
2439

2526

2371
2499

2586

2421
2559
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GCGAGGTGCAAGAAGGGACCTGAGATCACACAACTAGTTATA--AGAAAGCTGGA-——-—--
ACTTTGTATGGTC-CCAACTCCTTGTCACTCGCCTTCTCCAAAAAGGAAGAAATGACCCC

CACACACACACACACACACATTCATAATGCCTGACAGTGGTGGCAGTTCACAGGAGTATA
CACACATGCTAAGTGAATCCTGTTGAAGGCATGGGAGCGTCCAGTTTTATTTATGCCACA

TTGAGAGGAAGAACAGC----TGACATAGAATGTGGCCACAGAGGTGATACTTGAAGAAG
GTTGGGTTGTGATTTGTGTTTTAAAATGTAATGTTAAACATCTATGTGTGTCACAAGTAG

GAACAGTATACTTTTTCATCTGGGAATTCTGCTGTGTTTATCCAAGAAACATCATCATGT
GAACCCCTGTAAAAGCTGGTCTTTTGTGTCTGTGTTCCTGTTTGCATGATCTGTCCAAAC

ACTTTTATGGTCATACTTTTTAAGTCAAAACTTACAAAGG-AATGGGAACAGGCAGTTTT
GAGATATTTTTGCTTACCTAAAACATGACATTCGGAAGGATACTGTTACAGGGCTGCTTT

AG-CTGGTGTTTATGTTGCAATCTGGTTGTGATTTATATGCTAAAACTGGAT--GTTAAA
CTGTCTACTTTTCTGAGTCTCAAAGGCTGGGGG--AACAGGTGGAAATGAAAGCCTGACA

2681

2512
2678

2726

2557
2738

2782

2617
2798

2837

2673
2858

2897

2733
2918

2956

2792
2978

3016

2849
3036
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CTGTAATACATGTAGCCAGTGGGAGTGTCTGTACAAGCTGGTGTTTTATGTCTCGTGTTC
AGGATTTCTCTCTGGTTTCTACTCAAATTTATAAATGTC-CTCTAAAAGGACTTTTGTAC

CTGTTTGC-ATGATCTGTTAAAATGAGAGATTTTTACCTACTAAAATATGAT—--—————
GGGATGGCCATGGCCAACCCTCAGCTTCTGCCCCTGGTGGTGGTTCTAAGAAGCATCTTA

3075

2909
3095

3134

2960
3155

3194

3215

3254

3273

3314

3333

3374

3389

3434

3449

3465

3509
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9.3 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aa
Abb
AC
Asn
Asp
bp
bidest.
BSA
cAMP
cDNA
cds

Ci
DMEM
DAG
DEPC
DMSO
DNA
dNTPs
DTT

E. coli
EDTA
eH1
ER
FKS
G-Protein
GPCR
GRK

h

H1R
HCI
HEK

amino acid(s), Aminosaure(n)
Abbildung

Adenylatzyklase

Asparagin

Aspartat

base pairs, Basenpaare
Zweifach destilliert

Bovines Serumalbumin

Zyklisches Adenosin-3’-5’-monophosphat

Komplementare-DNA

coding sequence, kodierende Sequenz

Curie

Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium

Diacylglycerol
Diethyl-Pyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Equiner Histamin H1-Rezeptor
Endoplasmatische Reticulum
Fotales Kalberserum
Guaninnukleotid-bindendes Protein
Guaninnukleotid

G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase
Stunde

Histamin H1 Rezeptor(en)
Salzsaure

Human Embryonic Kidney cells
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HEPES
IBMX
hH1
IBMX
ICs0
P
IP3
Kb
kDa
Ki

LB
Lys
Min.
mRNA
m/v
NCBI
PCR
Phe
PKC
PLCB
RIA
RT
Rt
RNA
Ser
TAE-Puffer
TdT
Thr
™
Tris
Trp
A%

wit

N-[2-Hydroxyethyl]-piperazin-N’-[2-ethansulfonsaure]
3-Isobuthyl-1-methylxanthin

Humaner Histamin H1-Rezeptor
3-Isobutyl-1-methylxanthin

Halbmaximale Hemmkonzentration
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Inositoltrisphosphat

Dissoziationskonstante

Kilodalton

Inhibitorische Konstante

Lucia-Bertoni Medium

Lysin

Minute

messenger-ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsaure
Masse-Volumen-Prozent

National Center of Biotechnology Information
Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Phenylalanin

Proteinkinase C

Phospholipase Cp

Radioimmunosassay

Reverse transcription, Reverse Transkription
Raumtemperatur

ribonucleic acid, Ribonukelinsaure

Serin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Terminale Deoxynucleotidyltransferase
Threonin

Transmembraner Bereich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryptophan

Volumen-Volumen-Prozent

wildtype, Wildtyp
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