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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Rezeptoren

Die Wirkungen von zahlreichen biologisch aktiven Substanzen wie korpereigenen Stof-
fen und Pharmaka wird durch Rezeptoren vermittelt. Die Rezeptoren sind intrazellulare
oder membranstandige Proteine, die nach Bindung eines Agonisten an eine spezifische
Rezeptorbindungsstelle einen Effekt hervorrufen. Die Rezeptoren unterscheiden sich hin-
sichtlich ihrer chemischen Struktur, Lokalisation und Signaltransduktion. Die Entwicklung
von modernen molekularbiologischen, molekulargenetischen, biochemisch-pharmakolo-
gischen und elektrophysiologischen Methoden hat zu erheblichen Fortschritten in der Re-
zeptorenforschung in den zuruckliegenden 25 Jahren gefuhrt.

Dementsprechend konnte in diesem Zeitraum beispielsweise eine Fulle verschieden-
artiger Serotonin (5-HT)-Rezeptoren identifiziert und charakterisiert werden. 5-HT-Rezep-
toren sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Gegenwartig werden 14 verschiedene
5-HT-Rezeptoren unterschieden, die sich sieben Rezeptorfamilien (5-HT+-5-HT;-Rezepto-
ren) zuordnen lassen. Die Heterogenitat der Rezeptoren wird durch das Vorhandensein
von genetischen Rezeptorvarianten sogar noch verstarkt.

5-HT-Rezeptoren im Gehirn werden durch Serotonin aktiviert, das aus serotonergen
Nerven freigesetzt wird. Deren Zellkdrper befinden sich in einer begrenzten Region des
Hirnstamms und ihre Axone projizieren in praktisch alle Regionen des Gehirns (und in das
Ruckenmark). Daher ist es verstandlich, da® das Serotoninsystem insgesamt und 5-HT-
Rezeptoren im Speziellen in eine grol3e Zahl von Verhaltensprozessen wie Schlaf, Appe-
tit, Angst und Sexualitat involviert sind und dal} 5-HT-Rezeptoren wichtige Angriffspunkte
fur Pharmaka sind, zumal da Stérungen im serotonergen System eine Reihe von Krank-
heiten auslosen kénnen.

Die Heterogenitat der Rezeptoren ermdglicht viele Einsatzmdglichkeiten fur selektive
Agonisten und Antagonisten. Andererseits kdnnen Abweichungen in der Rezeptorstruktur

zu interindividuellen Unterschieden in der Wirkung von Pharmaka fuhren.

1.2 Serotonin und serotonerges System

Serotonin, das zum ersten Mal 1948 aus dem Blutserum als eine vasokonstriktorische

Substanz isoliert wurde (Rapport et al., 1948), spielt eine wichtige Rolle als Neurotrans-
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mitter im zentralen und peripheren Nervensystem. Aullerhalb des ZNS beeinflusst Sero-
tonin verschiedene Korperfunktionen wie Gefaldtonus, Darmmotilitat und Thrombozyten-
aggregation. 90% des Serotonins im Organismus befinden sich in den enterochromaffinen
Zellen der Darmschleimhaut. Das durch Zytostatika induzierte Erbrechen ist durch Frei-
setzung des Serotonins aus diesen Zellen bedingt. Beim Carcinoidsyndrom, einer neo-
plastischen Entartung der enterochromaffinen Zellen, kommt es zu einer periodischen
Freisetzung von 5-HT und anderen Mediatoren wie Substanz P, was zu Diarrhoe, Tachy-
kardie und Bronchospasmus fuhren kann.

Die restlichen 10% des Serotoningehaltes verteilen sich hauptsachlich auf die Throm-
bozyten, Mastzellen und das Gehirn. Die Thrombozyten reichern beim Passieren des Ka-
pillarbetts im Darm eine erhebliche Serotoninmenge mit der Hilfe des in der Plasmamem-
bran lokalisierten Transporters an. Dieses Serotonin wird granular gespeichert und kann
bei der rezeptorvermittelten Thrombozytenaktivierung durch Adrenalin, Thromboxan A;
oder auch Serotonin selbst freigesetzt werden und eine Thrombozytenaktivierung hervor-

rufen.

1.2.1 Biosynthese und Metabolismus

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) gehort zur Klasse der Monoamin-Neurotrans-
mitter und wird in Cytoplasma aus der essentiellen Aminosaure Tryptophan synthetisiert.
Tryptophan wird zuerst durch die Tryptophan-5-Hydroxylase zu 5-Hydroxytryptophan hy-
droxyliert und anschlieRend durch die aromatische L-Aminosaure-Decarboxylase zu 5-HT
decarboxyliert (Abb.1).
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Abbildung 1: Biosynthese von Serotonin

Das so entstandene Serotonin wird durch einen reserpinempfindlichen Transporter in
Speichervesikel der Neurone (oder enterochromaffiner Zellen) aufgenommen. Das vesiku-
lar gespeicherte 5-HT wird durch ankommende Aktionspotentiale aus den Axonendi-
gungen in die Synapse mit einer benachbarten Zelle exocytotisch freigesetzt. Aus dem
synaptischen Spalt wird der grosste Teil des Serotonins durch den spezifischen 5-HT-
Transporter, der mit dem bereits erwahnten Transporter in der Plasmamembran der
Thrombozyten identisch ist, in die Axonendigung wiederaufgenommen. Dieser Transporter

wird durch selektive und nichtselektive Serotoninrtickaufnahme-Inhibitoren, die als Antide-
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pressiva therapeutisch eingesetzt werden, blockiert. Innerhalb der Nervenzelle wird Sero-
tonin entweder wieder in Vesikel aufgenommen oder enzymatisch abgebaut.

Der Abbau geschieht hauptsachlich durch die mitochondriale Monoaminoxidase A zu
5-Hydroxyindol-Acetaldehyd und weiter durch die Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxy-
indolessigsaure (Abb. 2) oder durch die Alkoholdehydrogenase zu 5-Hydroxytryptophol
(Nebenweg). Die Metaboliten werden, auch an Glucuron- und Schwefelsaure gekoppelt,

renal ausgeschieden. Aullerdem dient Serotonin als Substrat fur die Melatoninsynthese.
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Abbildung 2: Synaptischer Abbau von Serotonin
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1.2.2 Funktionelle Bedeutung von Serotonin

Im Zentralnervensystem fungiert Serotonin als Neurotransmitter und steuert eine Viel-
zahl physiologischer Prozesse wie Schlaf, Thermoregulation, Appetit, sexuelles Verhalten,
Schmerzempfindlichkeit, Lern- und Gedachtnismechanismen. Serotonerge Neurone be-
einflussen u.a. dopaminerge und noradrenerge Systeme sowie die Freisetzung von Hypo-
physenhormonen. Die veranderte Aktivitat des serotonergen Systems spielt eine grolde
Rolle in der Pathophysiologie psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen wie De-
pression, Angst, Schizophrenie, Alkoholismus, Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und
Migrane. Aullerdem Ubt Serotonin verschiedene Wirkungen auf Herz und Kreislauf aus
und steigert die Darmmotilitdt und die enterale Sekretion.

Zudem ist Serotonin in die pranatale Entwicklung des Gehirns involviert. Das sero-
tonerge System entwickelt sich frih in der Embryogenese. In Tierversuchen haben bio-
chemische und autoradiografische Studien gezeigt, dass Serotonin die Entwicklung so-
wohl von serotonergen Neuronen selbst als auch von serotonerg innervierten Hirnre-
gionen beeinflusst (Lauder and Krebs, 1978; Whitaker-Azmitia und Azmitia, 1986; Lauder
1990; Shemer et al., 1991).

1.2.3 Lokalisation serotonerger Neurone im Gehirn

Die serotonen Neurone sind mit ihren somadendritischen Bereichen und Axonen im
ZNS weit verbreitet. Vor allem in den Raphekernen (Abb 3). befinden sich die Zellkérper
und die Dendriten, wahrend die Axone in praktisch alle Teile des Zentralnervensystems
projizieren. Zellkorper sind aber auch in der medianen und paramedianen Formatio reticu-
laris des Mesencephalons, dem Tegmentum mesencephalon, dem Pons cerebri sowie der
Medulla oblongata vorhanden. Die verschiedenen serotonergen Zellgruppen der Raphere-
gion wurden von Dahlstrom und Fuxe (1964) entsprechend ihrer Lage im Hirnstamm und
ihrer Projektionsgebiete mit B1 bis B9 bezeichnet. Im einzelnen handelt es sich bei den
rostrale Neuronengruppen um die Nuclei raphe pontis (B5), raphe dorsalis (B6, B7),
centralis superior (B8) und tegmenti reticularis pontis (B9). Die Serotonin-Neurone der ros-
tralen Raphe-Kerne projizieren aufsteigend in das Kleinhirn und das gesamte Vorderhirn.
Die beiden wichtigsten Kerne der rostralen Gruppe sind die Nuclei raphe dorsalis und me-
dianus (B6/7 und B5). Der dorsale Raphekern innerviert hauptsachlich Striatum, Frontal-

kortex, laterales Septum und den medianen Hippokampus, wahrend Hypothalamus, me-
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dianes Septum, dorsaler und ventraler Hippocampus vom Nucleus raphe medianus inner-
viert werden. Die caudalen Neuronen bestehen aus den Nucleui raphe pallidus (B1, B4),
obscurus (B2) und magnus (B3) (Jacobs und Azmitia, 1992; Rubinstein, 1998). Die kau-
dalen Gruppen projizieren vor allem ins Vorderhorn des Ruckenmarks, wo sie Synapsen
mit den Motoneuronen bilden sowie in den Nucleus intermediolateralis und in das Hinter-

horn. Manche dieser Neurone erhalten die Substanz P als Cotransmitter.

Coerchellom

M

-
Capsula
externa

Noelens Farniy "-,ﬁ A\

caudat's  Seria terminalis Y Fasciculus
~. . —_— iali
Sirism medullares mcdiﬂln'!.ﬂnglmdma lis medialis

Vorderhirn-Biindel

Abbildung 3: Serotonerge Neurone im Hirnstamm der adulten Ratte
(nach Role und Kelly, 1991)

B1 und B4: Nucleus raphe pallidus, B2: Nucleus raphe obscurrus
B3: Nucleus raphe magnus, B5: Nucleus raphe pontis

B6 und B7: Nucleus raphe dorsalis, B8: Nucleus centralis superior
B9: Nucleus tegmenti reticularis pontis.
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1.2.4 Serotoninrezeptoren

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Uberblick tber die Klassifikation sowie einige
funktionelle und therapeutische Aspekte der 5-HT-Rezeptoren gegeben werden. Sero-
tonin vermittelt seine Wirkungen uber Serotonin-Rezeptoren. Sie unterscheiden sich struk-
turell, funktionell und pharmakologisch und wurden in 7 Familien eingeteilt (Abb. 4). Mit
Ausnahme des 5-HT;-Rezeptors, der zu den Ligand-gesteuerten lonenkanalen gehort,
sind Serotoninrezeptoren G-Protein gekoppelt und beeinflussen Adenylatcyclase, Phos-
pholipase A und C und Kationenkanale.
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Abbildung 4: Synaptische Ubertragung durch Serotonin (modifiziert nach Forth et al.,
2001)

Die 5-HT-Rezeptoren bilden mit den 5 Subtypen A, B, D, E und F die grote Familie
der 5-HT-Rezeptoren. Diese Rezeptoren sind Uber das Gj.-Proteine negativ an die Ade-
nylatcyclase gekoppelt .

Die 5-HTa-Rezeptoren, die in dieser Arbeit untersucht wurden, sind - wie weiter unten
ausfuhrlicher dargelegt - im ZNS sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalisiert und u.a.

fur Lernvorgange, die Regulierung der Korpertemperatur und die zentrale Blutdruckregu-
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lation verantwortlich. AuRerdem sind sie fir die Behandlung von Angststérungen von
pharmakologischem Interesse. So z.B. wird der partielle 5-HTs-Rezeptor-Agonist Buspi-
ron als Anxiolytikum eingesetzt.

Zwei phylogenetisch sehr eng verwandte Rezeptoren, 5-HTs und 5-HT1p, spielen in
der Therapie akuter Migraneattacken eine wichtige Rolle: Eine Aktivierung der 5-HT 1z-Re-
zeptoren fuhrt zur Kontraktion der bei Migraneattacken weitgestellten meningealen Blutge-
fasse. 5HTp-Rezeptoren vermitteln eine Hemmung der Freisetzung von Neuropeptiden
aus sensorischen Nervenendigungen in den Blutgefassen der Hirnhaute; diese Peptide
wirken vasodilatorisch und rufen eine perivaskulare Entzindung hervor. Auf dieser Grund-
lage werden nichtselektive oder selektive 5-HTgp-Rezeptor-Agonisten wie Ergotamin bzw.
Triptane zur Beseitigung von Migraneattacken eingesetzt. Dem 5-HT:--Rezeptor wird
ebenso eine Rolle bei der Unterdrickung der neuronalen Entzindungsreaktion zuge-
schrieben und er wurde daher - bisher allerdings erfolglos - als neues Ziel zur Entwicklung
von Migranemedikamenten gepruft.

Die 5-HT.agc-Rezeptoren vermitteln ihre Effekte Uber Ggqi-Proteine. 5-HTaa-
Rezeptoren bringen glatte Muskel von Blutgefassen zur Kontraktion, in Thrombozyten
fordern sie deren Aktivierung. Durch die Aktivierung von 5-HT.a-Rezeptoren im Gehirn
wirkt Lysergsaurediethylamid (LSD) halluzinogen. Die uberwiegend in Blutgefassen
vorkommenden 5-HT2s-Rezeptoren bewirken eine NO-Freisetzung aus dem Endothel, was
mit der Pathogenese der Migrane in Verbindung gebracht wird. Die 5-HT,a--und 5-HT -
Rezeptorantagonisten Pizotifen, Lisurid und Methysergid werden zur Migraneprophylaxe
eingesetzt. Atypische Neuroleptika wie Clozapin und Risperidon besitzen - abgesehen von
ihrem Dopaminrezeptor-antagonistischen Effekt - auch eine antagonistische Wirkung an
den 5-HT.a-Rezeptoren. Der 5-HT,c-Rezeptor kommt im Gegensatz zum 5-HTs-Rezeptor
fast ausschliellich im ZNS vor. Er besitzt einen Einfluss auf das Ess- und
Sexualverhalten.

Der 5-HT;-Rezeptor ist, wie bereits erwahnt, im Unterschied zu den anderen 5-HT-Re-
zeptoren ein ligandgesteuerter lonenkanal, der fir Na*-, Ca*- und K*-lonen permeabel ist.
Er kommt auf zentralen und peripheren Neuronen vor und vermittelt eine Depolarisation.
5-HTs;-Rezeptoren, die an den Endigungen afferenter Nervenfasern im Gastrointes-
tinaltrakt lokalisiert sind sowie 5-HT;-Rezeptoren im Brechzentrum des Hirnstamms und in
der Chemorezeptor-Triggerzone der Area postrema sind fur die Auslosung des Brechrefle-
xes von Bedeutung.

Der 5-HT,-Rezeptor ist Gs -Protein-gekoppelt und stimuliert die Adenylatcyclase. Uber

die Freisetzung von Acetylcholin steigert er die Magen- und Darmmotilitat. Aus diesem
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Grund wirken selektive und nichtselektive 5-HT4-Rezeptoragonisten wie Cisaprid bzw. Me-
toclopramid prokinetisch.

Die 5-HTs- und 5-HTs-Rezeptoren sind bislang weniger detailliert untersucht worden.
Der 5-HTs- Rezeptor inhibiert die Adenylatcyclase und ist moglicherweise an der circa-
dianen Rhythmik beteiligt. Der 5-HT¢s-Rezeptor ist Gs-Protein-gekoppelt und scheint mogli-
cherweise bei Lernvorgangen eine Rolle zu spielen. Atypische Neuroleptika zeigen nicht
nur zum 5-HT2a-Rezeptor (s.0.), sondern auch zu diesem Rezeptor eine Affinitat.

5-HT,-Rezeptoren sind wahrscheinlich an der Regulation des Tag-Nacht-Rhythmus,
der Korpertemperatur und des Kreislauf beteiligt. Manche Neuroleptika haben eine hohe
Affinitat zu diesem Rezeptor.

Durch alternatives Splei3en und - wie bereits erwahnt - durch nattrlich vorkommende
Mutationen mit der Folge genetischer Variabilitdt wird die Heterogenitat der Serotoninre-
zeptoren noch starker ausgepragt. Diese genetische Variabilitat kann eine Rolle in der
Entstehung psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen spielen und fur die individu-
ellen Unterschiede in pharmakologischen Eigenschaften verantwortlich sein (Géthert et
al., 1998).

1.3 Der h5-HT a-Rezeptor

Da es sich beim 5-HTa-Rezeptor um einen der beiden Serotoninrezeptoren handelt,
die im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen, soll dieser im Folgenden ausfuhrlicher

beschrieben werden.

1.3.1  Molekularen Eigenschaften

5-HT1a ist einer der ersten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, dessen cDNA kloniert
wurde (Kobilka et al., 1987; Fargin et al., 1989; Gnada et al., 1993). Wie alle 5-HT+-Re-
zeptoren wird er durch ein intronloses Gen kodiert, das im Genom des Menschen auf dem

Chromosom 5, Lokus 5g11.2-g13 identifiziert wurde.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des humanen 5HTa-Rezeptors (nach Ray-
mond et al., 1999, modifiziert). Jeder Kreis reprasentiert eine Aminosaure, die fur die
G-Protein-Kopplung wichtigen Rezeptorproteinabschnitte sind als grau ausgeflllte
Kreise, die fur eine Interaktion mit Proteinkinasen wichtigen Aminosauren sind als

schwarz ausgefullte Kreise dargestellt.

Das Rezeptorprotein besteht aus 422 Aminosauren und hat eine typische G-Protein-ge-
koppelte Rezeptor-Struktur (Abb. 5). Es enthalt sieben Transmembrandomanen, die aus

20 bis 26 hydrophoben Aminosauren bestehen und durch drei intrazellulare und drei
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extrazelluldare Schleifen verbunden sind. Der extrazellular orientierte Aminoterminus
besitzt drei Asparagin-N-Glykosylierungsstellen. Das Cys in Position 186 der zweiten
extrazelluldren Schleife bildet eine Disulfidbriicke mit dem Cys 109, das sich an der Uber-
gangstelle zwischen der ersten extrazellularen Schleife und der dritten Transmembrando-
mane befindet. Die Transmembrandomanen besitzen - im Vergleich zu den intra- und
extrazellularen Schleifen - eine hohere Sequenzhomologie mit anderen G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren und interagieren mit spezifischen Liganden. Mittels gerichteter Mu-
tagenese wurde gezeigt, dass die Aminosauren Aspartat in Position 82 und 116 und Serin
in den Positionen 199, 393 und 396 fur die Agonistenbindung, ferner Threonin in Position
200 fur die Bindung sowohl von Agonisten als auch von Antagonisten und schlieBlich As-
partat in der Position 386 fur die Bindung der (-Adrenoblocker wie Pindolol notwendig
sind (Ho et al., 1992; Guan et al., 1992; Chanda et al., 1993). Die zweite und dritte intra-
zellulare Schleife sind fur die G-Proteinkopplung wichtig und enthalten Erkennungsse-
quenzen fiur die Phosphorylierung durch Proteinkinase C (Lys147-Arg151, Lys252-
Leu254, Arg227 Lys231) und A (Arg227-Lys231, Arg341-Lys345; Abb. 5). Durch die
Phosphorylierung der Aminosauren Threonin und Serin in diesen Regionen wird die Aktivi-
tat des Rezeptors reguliert. Die dritte relativ lange, hydrophile intrazellulare Schleife (132
Aminosauren) weist grofl’e Unterschiede zu anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

auf.

1.3.2 Lokalisation

Mittels autoradiographischer Studien mit radioaktiv markierten selektiven Liganden, im-
munobiochemischen Untersuchungen und in situ-Hybridisierung wurde die Verteilung der
5-HTa-Rezeptoren im zentralen Nervensystem untersucht. So haben verschiedene auto-
radiographische Studien mit den Radioliganden [*H]-8-OH-DPAT und [*H]WAY100135
gezeigt, dass der 5-HTa-Rezeptor in grol3er Zahl im Gyrus dentatus und in der CA1-Regi-
on des Hippocampus, im lateralen Septum, im entorhinalen und frontalen Cortex und im
dorsalen Raphe nucleus vorkommt. Eine geringere Anzahl wurde im Thalamus und Hypo-
thalamus, in der Amygdala, im dorsalen Horn des Ruckenmarks und im lateralen Striatum
gefunden, wahrend sich im Globus pallidum, in der Substantia nigra und im Cerebellum
keine oder nur wenige 5-HT a-Rezeptoren nachweisen lieRen (Marcinkiewicz et al., 1984;
Pazos und Palacios, 1985; Verge et al., 1986; Radja et al., 1991; Hamon, 1997; Barnes
und Sharp, 1999; Lanfumey and Hammon, 2000). Die Verteilung der 5-HTs-Rezeptor-

MRNA, die durch in situ-Hybridisierung untersucht wurde, entspricht den Ergebnissen der
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autoradiographischen Studien (Miquel et al., 1991; Pompeiano et al., 1992; Hamon,
1997). Die Verteilung des 5-HTa-Rezeptorproteins wurde auch immunobiochemisch be-
statigt (Kia et al., 1996).

5-HT1a-Rezeptoren kommen in den Raphekernen an den Zellkdrpern und Dendriten
der serotonergen Neurone vor und sind als inhibitorische Autorezeptoren an der Regulati-
on der Aktivitat serotonergen Neurone beteiligt. Eine selektive Lasion der serotonergen
Neurone durch eine Mikroinjektion des Neurotoxins 5,7-Dihydroxytryptamin fuhrt zur
Verminderung der 5-HTa-Radioligandbindung in dieser Region, was auf eine somadendri-
tische Lokalisation hindeutet (Verge et al., 1985, 1986). Postsynaptisch (als Hete-
rorezeptoren an nicht-serotonergen Neuronen) sind 5-HTs-Rezeptoren in den serotonerg
innervierten Gebieten des ZNS wie Hippocampus, Septum und Cortex lokalisiert. 5-HT 1a-

Rezeptoren wurden auch an Gliazellen des Gehirns gefunden (Azmitia et al., 1996).

1.3.3 Transduktionsmechanismen

Die 5-HTa-Rezeptoren beeinflussen unterschiedliche Effektorsysteme: Vorwiegend in-
hibieren sie die Adenylatcyclase, jedoch aktivieren sie u.a. auch K*-Kanale und inhibieren
Ca%-Kanale (Hamon et al., 1990; Haj-Dahmane et al., 1991).

Die Kopplung erfolgt Gber die Gi/Go-Proteine (Raymond et al., 1993; Oleskevich, 1995;
Doupnik et al., 1997). In unterschiedlichen Zelllinien, die mit der 5-HT a-Rezeptor-cDNA
transfiziert wurden, konnte eine Aktivierung der Phospholipase C gezeigt werden (Fargin
et al., 1989; Raymond et al., 1992; Boddeke et al., 1992).

1.3.4 Pharmakologische Eigenschaften

Der selektive 5-HTa-Rezeptoragonist 8-OH-DPAT (Hjorth et al., 1982) und dessen
Verfugbarkeit als tritiummarkierter Radioligand trugen zur pharmakologischen Charakte-
risierung des Rezeptors entscheidend bei. Das Interesse an diesem Rezeptortyp wurde
dadurch erhoht, dass Arylpiperazin-Derivaten, die als partielle Agonisten wirken, ein an-
xiolytisch-therapeutischer Effekt zugeschrieben wurde. Der erste Vertreter dieser Sub-
stanzgruppe, Buspiron, besitzt auller zu 5-HTs-Rezeptoren auch eine Affinitat zu den Do-
pamin D,-Rezeptoren.

Nach der Synthese und Charakterisierung verschiedener Agonisten bestand lange Zeit

die Schwierigkeit, einen reinen und selektiven Antagonisten zu finden. Alle zunachst ge-
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pruften Substanzen erwiesen sich als partielle Agonisten an diesem Rezeptorsubtyp.
Diese Wirkung manifestierte sich im Sinne eines Antagonismus an postsynaptischen 5-
HT1a-Rezeptoren im Hippocampus, wahrend sich an somadendritischen Rezeptoren in
den Raphekernen agonistische Eigenschaften zeigten. Im Gegensatz hierzu ist
WAY 100135 ein reiner selektiver Antagonist sowohl an post- als auch an prasynaptischen
5-HT1a-Rezeptoren. Diese Substanz antagonisiert sowohl in vitro als auch in vivo samtli-
che Wirkungen von 5-HTa-Rezeptor-Agonisten, ohne stimulierende Wirkung auf den Re-
zeptor zu entfalten.

Auch Substanzen, die als Liganden an anderen Rezeptoren bekannt sind, besitzen eine
Affinitat zu den 5-HTa-Rezeptoren. Z.B. wirken bestimmte B—Adrenorezeptorantagonisten
auch als Antagonisten an 5-HTs-Rezeptoren. Der a—Adrenorezeptorantagonist Urapidil ist
ein Antihypertensivum, dessen klinische Wirkung nicht nur auf die Blockade der a-Ad-
renorezeptoren, sondern auch auf die Stimulation der somadendritischen 5-HT1a-Rezepto-

ren zurickzufiihren ist.

1.3.5 Funktionelle Bedeutung

Bereits weiter oben wurde ausgefihrt, dal im Gehirn zwei Gruppen von 5-HTa-Rezep-
toren existieren, die unterschiedliche Rollen im ZNS spielen: Inhibitorische Autorezeptoren
befinden sich an Dendriten und Zellkérper serotonerger Neurone in den Raphekernen.
Diese Rezeptoren werden von manchen Autoren auch - allerdings nicht ganz korrekt - als
.prasynaptisch bezeichnet, da sie sich stromaufwarts von der Synapse zwischen sero-
tonergen Axon und innerviertem Neuron befinden (prasynaptische Rezeptoren im eigentli-
chen Sinne sind an dem Axonendigungen lokalisiert). Die (,prasynaptisch®) somadendri-
tisch lokalisierten Rezeptoren regulieren die Aktivitat des serotonergen Neurons, auf dem
sie lokalisiert sind. Die postsynaptischen 5-HT a-Rezeptoren sind an vielen Neuronen in
den serotonerg innervierten Regionen wie dem Hippocampus, dem Septum, dem Cortex
und der Amygdala lokalisiert.

5-HT-Rezeptor-Agonisten vermitteln zahlreiche Effekte, an denen postsynaptische und
sprasynaptische“ Rezeptoren beteiligt sind (Tab. 1). Bei der komplexen Verteilung im Ge-
hirn und der Vielfalt der beeinflussten physiologischen Funktionen, ist eine genaue Zuord-
nung der ausgelosten Effekte zum ,prasynaptischen® oder postsynaptischen 5-HTs-Re-

zeptor nicht immer moglich.
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Ebene Effekt Lokalisation*
Zellular Adenylatcyclase (-) Post
Elektrophysiologisch | Hyperpolarisation ,Pra“/ Post
Verhaltensbiologie 5-HT-Syndrom Post
Hypothermie ,Pra‘/ Post
Hyperphagie ,Pra“/ Post
Anxiolyse .Pra‘/ Post
Sexuelles Verhalten (+) .Pra‘/ Post
Verandertes Schmerzwerhalten |,Pra"/ Post
Neurochemisch 5-HT-Freisetzung (-) ~Pra
Noradrenalin Freisetzung (+) Post
Acetylcholin Freisetzung (+) Post
Glutamat Freisetzung (-) ?
Neuroendokrin Prolactin (+) Post

Tabelle 1: Die durch Aktivierung der 5-HT:a-Rezeptoren ausgeldsten Effekte
(nach Barnes und Scharp, 1999, modifiziert).+ Erhdhung, — Verminderung

*Lokalisation in Bezug auf die Synapse zwischen serotonergem Axon und sero-
tonerg innerviertem Neuron. ,Prasynaptische“ 5-HTs,-Rezeptoren sind praziser
ausgedruckt somadendritische 5-HT a-Autorezeptoren, d.h. Rezeptoren auf Zellkor-

per und Dendriten von serotonergen Neuronen.

5-HT1a-Rezeptoren beeinflussen mehrere Transmittersysteme. Somadendritische 5-
HTa-Autorezeptoren hemmen die elektrische Aktivitat der serotonergen Neurone und re-
duzieren somit die Synthese und die Freisetzung von Serotonin. Eine Aktivierung der
postsynaptischen 5-HTa-Rezeptoren fuhrt zu einer erhéhten Freisetzung von Acetylcholin
im Cortex und im Hippocampus (Bianchi et al., 1990; Wilkinson et al., 1994; Consolo,
1996) und Noradrenalin im Hypothalamus, im Hippocampus, im frontalen Cortex und im
ventralen Tegmentum (Done and Sharp,1994; Chen and Reith, 1995; Suzuki et al., 1995).

Auf physiologischer und verhaltensbiologischer Ebene beeinflussen 5-HT1a-Rezeptor-
Agonisten die Korpertemperatur und das Ess-, Sexual- und Schmerzverhalten (Green and
Grahame-Smith, 1976; Millan at al., 1991; Lucki, 1992). Eine Aktivierung der postsynap-
tischen 5-HTia-Rezeptoren fuhrt bei Ratten zu dem charakteristischen Serotonin-Syn-
drom, das durch flache Korperhaltung, Auf-der-Stelle-Treten mit den Vorderpfoten, Hypo-
thermie und erhohtes Angstverhalten gekennzeichnet ist. Eine Aktivierung der ,prasynap-
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tischen® 5-HTa-Rezeptoren ruft Hyperphagie und - im Gegensatz zum Serotonin-Syndrom
- vermindertes Angstverhalten hervor.

Von besonderem Interesse sind in Anbetracht der mdglichen klinisch-therapeutischen
Bedeutung die anxiolytischen und antidepressiven Effekte der 5-HTs-Rezeptoragonisten:

In Untersuchungen an 5-HTa-Knockout- und Wildtyp-Mausen, denen sowohl ,pra“- als
auch postsynaptische Rezeptoren fehlen, zeigten drei Arbeitsgruppen (Ramboz et al.,
1998; Parks et al., 1998; Heisler et al., 1998), dass die Knockout-Tiere im Vergleich zum
Wildtyp ein erhohtes Angstverhalten aufweisen. Die Knockout-Mause versuchten in ver-
schiedenen Verhaltenstests eine neue und angsterzeugende Umgebung zu vermeiden
und stressvollen Situationen auszuweichen. In Verhaltensversuchen, die zur Charakte-
risierung von Antidepressiva verwendet werden, wiesen diese Tiere im Vergleich zum
Wildtyp ein weniger depressives Verhalten auf. Experimente mit konditionellen 5-HT 14-Re-
zeptor-KO-Mausen ermoglichen es, das ,Ausknocken® des 5-HT1a-Rezeptors wahrend der
frihen postnatalen Periode gewebespezifisch im Hippocampus und Cortex zu verhindern
(Cross et al., 2002). Durch die friihe postnatale Expression des 5-HTa-Rezeptors im Hip-
pocampus und Cortex konnte die Erhdhung des Angstverhaltens aufgehoben werden.
Dieser Befund beweist die wichtige Rolle der Expression der postsynaptischen 5-HTia
-Rezeptoren in diesen Hirnregionen wahrend der frihen postnatalen Entwicklung fur das
Angstverhalten erwachsener Tiere.

Dem 5-HT,a -Rezeptor wird eine neurotrophische Rolle in der pra- und postnatalen
Entwicklung des Gehirns zugeschrieben. Azmitia und Whitaker-Azmitia (1995) zeigten,
dass der 5-HT1a -Rezeptor die Sekretion eines Wachstumfaktors in primaren Astrozyten-
kulturen und neuronalen Kulturen férdern.

1.4 Der 5-HT;-Rezeptor

1.4.1 Molekulare Eigenschaften

Der 5-HTs-Rezeptor ist der einzige Ligand-gesteuerte lonenkanal unter den 5-HT-Re-
zeptoren (Derkach et al., 1989). Er ist Uberwiegend fur monovalente Kationen wie Na* und
K* aber auch fir Ca* permeabel und vermittelt den Kationen-Einstrom, der die Zellmem-
bran depolarisiert. Die erste 5-HT;-Rezeptor-Untereinheit — als 5-HT3a bezeichnet - wurde
aus Neuroblastomzellen der Maus kloniert (Maricq et al., 1991). Sie ist strukturell
verwandt mit den a7- und a8-Untereinheiten des neuronalen nikotinischen Ach-Rezeptors.

Die Analyse von Sequenz (Ortellis and Lunt, 1995) und Membrantopologie (Mukerji et
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al.,1996; Spier et al., 1999) zeigte, dass der 5-HTza-Rezeptor zu der cys-loop-Superfamilie
gehort, die neben dem 5-HTs-Rezeptor und dem nikotinischen Ach-Rezeptor auch den
GABA-Rezeptor Typ A und den Glycinrezeptor umfasst. Die humane 5-HT3a-Rezeptorun-
tereinheit wurde aus Amygdala (Miyake et al., 1995), Hippocampus (Belelli et al., 1995)
und Dunndarm (Bruss and Bonisch, 1998) kloniert.

Die humane 5-HTsa-Rezeptoruntereinheit besteht aus 478 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 56 kDa. Sie besitzt eine 85-prozentige Homologie zur Maus- und
eine 84-prozentige Homologie zur Ratten-5HTsa-Rezeptoruntereinheit (Isenberg et al.,
1993; Miquel et al., 1995).

Wie andere Mitglieder der Rezeptorfamilie ist der 5-HTs-Rezeptor aus finf Untereinhei-
ten zusammengesetzt (McKernan et al., 1990; Green et al., 1995). Jede Rezeptorunter-
einheit besitzt einen grofen extrazellularen N-Terminus mit Cys-Cys-Schleife, vier trans-
membranare Domanen und einen extrazellularen C-Terminus (Abb. 6). Die Ligand-
Bindungsstelle befindet sich im N-Terminus, wahrend die transmembranare Domane M2
eine Kanalpore bildet. Die intrazellulare Schleife zwischen M3 und M4 enthalt eine Phos-
phorylierungstelle.

Abbildung 6: Schematische Darstellung des humanen 5-HT3za-Rezeptors
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Es wurden SpleiRvarianten der Maus- (Hope et al., 1993) und Meerschweinchen-5-
HTsa-Rezeptoruntereinheiten (Lankiewicz et al., 1998) kloniert, die sich durch das Fehlen
von sechs Aminosauren im Bereich der dritten intrazellularen Schleife zwischen M3 und
M4 unterscheiden. Auch von der 5-HTsa-Rezeptoruntereinheit der Ratte wurde eine
Spleillvariante entdeckt, die sich durch das Fehlen von fiunf Aminosauren in diesem Be-
reich unterscheidet. Spleilvarianten wurden ebenfalls fur die humane (h) 5-HTsa-Rezep-
toruntereinheit beschrieben, namlich eine kurze trunkierte (h5-HTsar) und eine lange (h5-
HTsal) Isoform (Bruss et al., 2000). Die kurze Splei3variante besteht aus 238 Aminosau-
ren mit einer einzigen Transmebrandomane (M1). Die lange Isoform enthalt 32 zusatzli-
che Aminosauren in der extrazellularen Schleife zwischen M2 und M3.

Die 5-HTs:a-Rezeptor-Untereinheit bildet in heterologen Expressionssystemen
funktionelle homopentamere Komplexe. Inzwischen wurde eine zweite Rezeptorunter-
einheit kloniert (5-HT3g), die aus 441 Aminosauren besteht und zu 44% identisch mit der
5-HTsa-Untereinheit ist. Die 5-HT3s-Rezeptoruntereinheit bildet alleine keinen funktionsfa-
higen Rezeptor, moduliert aber Kanaleigenschaften bei der Koexpression mit einer
5-HTsa-Untereinheit. Der heteromere 5-HTsa3s-Rezeptor besitzt eine hohere Einzelkanal-
Leitfahigkeit und zudem eine geringere Leitfahigkeit fir Ca®*-lonen (Davies et al., 1999;
Dubin et al., 1999). Die Gene fur beide Rezeptoruntereinheiten sind auf dem Chromosom
11, Lokus 23.1/23.2 lokalisiert (Weiss et al., 1995; Davies et al., 1999). Im Gehirn wurde
nur die 5-HTsa-Untereinheit gefunden, wahrend in der Peripherie beide Untereinheiten
exprimiert werden (Morales and Wang, 2002).

Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt zur einer Konformationsanderung des Rezeptor-
proteins, die die Offnung des Na*-, K*- und Ca*-lonen permeablen Kationenkanals be-
dingt (Jackson and Yakel, 1995; Brown et al., 1998). Der Agonist-induzierte Na*-Einstrom
ruft eine schnelle Depolarization der neuronalen Membran hervor, mit darauf folgender
schneller Rezeptordesensibilisierung.

Selektive 5-HT;-Rezeptor-Agonisten sind 2-Methyl-5HT und Biguanide, z.B. m-Chlo-
rophenylbiguanid. Selektive Antagonisten der 5-HTs;-Rezeptoren wurden inzwischen in
grolRer Zahl synthetisiert; Beispiele sind Ondansetron, Tropisetron und MDL 72222.

AulRer Bindungstellen fur Agonisten und Antagonisten, besitzt der 5-HTs-Rezeptor
auch allosterische Bindungstellen, Uber die einige Substanzen wie z.B. Ethanol und Nar-
kosemittel die Rezeptorfunktion modulieren konnen (Parker et al., 1996). Auch Liganden
der Cannabinoidrezeptoren interagieren mit allosterischen Bindungstellen an 5-HTsa-Re-
zeptoren und inhibieren auf diese Weise den 5-HT-induzierten Einstrom (Barann et al.,
2002).
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1.4.2 Verteilung im Gehirn

Der 5-HT3-Rezeptor kommt im zentralen und peripheren Nervensystem vor. Periphere
5-HTs-Rezeptoren befinden sich an sympathischen und parasympathischen Nerven und
im enterischen Nervensystem. Im ZNS wurden sie im Vorderhirn (zerebraler Cortex, Hip-
pocampus, Amygdala), im entorhinalen Cortex, in der Medulla oblongata (Nucleus tractus
solitarii, Area postrema) sowie in geringerer Dichte im Nucleus accumbens, im Striatum

und in der Substantia nigra gefunden (Laporte et al., 1992; Jackson und Yakel, 1995).

1.4.3 Funktionelle Bedeutung

5-HTs-Rezeptoren sind sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalisiert. Postsynap-
tische 5-HTs-Rezeptoren vermitteln die schnelle exzitatorische synaptische Ubertragung.
Prasynaptische 5-HT3;-Rezeptoren stimulieren oder modulieren die Freisetzung von
anderen Transmittern im ZNS: Die Aktivierung der 5-HT;-Rezeptoren steigert die Frei-
setzung von Dopamin, Cholezystokinin, Glutamat und GABA, und inhibiert - moglicher-
weise durch Stimulation inhibitorischer Interneurone - die Azetylcholin-Freisetzung.

5-HT;-Rezeptor-Antagonisten werden gegen Cytostatika- oder Strahlen-induziertes
Erbrechen klinisch eingesetzt (Blower, 1990; Viner et al., 1990; Aapro,1991; Hasler, 1999;
Lehoczky, 1999; Perez, 1999). Der Angriffspunkt dieser Stoffe liegt dabei hauptsachlich
an afferenten Nerven im Darm und in der Leber, die durch 5-HT aus enterochromaffinen
Zellen oder serotonergen Nerven des enterischen Nervensystem aktiviert werden. Diese
Nervenfasern verlaufen mit dem Nervus vagus in den Hirnstamm, wo sie in den Brech-
reflex involviert sind. 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten werden auch als Mittel gegen Erbre-
chen in Zusammenhang mit Migrane erprobt (Dahléf and Hargreaves, 1998) und — bisher
nur vorubergehend — zur Behandlung des Reiz-Darm-Syndroms eingesetzt (Greenshaw
and Silverstone, 1997; Farhing, 1999).

In Tierversuchen wurden Hinweise auf weitere potentielle therapeutische Wirkungen
gewonnen:5-HTsa-Rezeptor-Antagonisten scheinen anxiolytische und antipsychotische
Eigenschaften zu besitzen (Costall et al., 1988; Jones et al., 1988; Greenshaw and Silver-
stone, 1997; Tancer and Uhde, 1997) und sie konnen klinische Bedeutung bei Depression
und in der Schmerzbehandlung erlangen. 5-HTs-Rezeptoren spielen wahrscheinlich auch
eine Rolle bei der Suchtentstehung und 5-HT3a-Rezeptor-Antagonisten kénnen dement-
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sprechend Entzugsymptome von Alkohol, Nikotin, Cocain und Opiaten lindern (Costall und
Naylor, 1992).

1.5 Fragestellungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand vor allem in der Untersuchung der pharmako-
logischen Eigenschaften naturlich vorkommender Varianten der humanen (h) 5-HT - und
homopentameren h5-HT;x-Rezeptoren im Vergleich zu den Wildtypen. Dementsprechend
stand die Ermittlung der Ligand-Bindungseigenschaften beider Rezeptoren im Mittelpunkt
der Untersuchungen. Dafur waren zunachst die Mutanten aus der jeweiligen Wildtypen-
cDNA herzustellen und sowohl die Mutanten als auch die Wildtypen in einem geeigneten
Zellsystem zu exprimieren. Nach Losung dieser Teilprobleme galt es, die Dichte der jewei-
ligen Rezeptor-Isoformen in der Zellmembran mit Hilfe von Radioligand-Sattigungsexpe-
rimenten zu bestimmen und die Affinitdten von Agonisten und Antagonisten zu diesen Re-
zeptoren in Kompetitionsexperimenten des Radioliganden mit den Pharmaka zu ermitteln.
Erganzend hierzu sollten fir die Variante des G-Protein-gekoppelten h5-HTs-Rezeptors
Hinweise auf ihre funktionelle Bedeutung durch Messung der G-Protein-Kopplung und des
second messenger-Signals gewonnen werden. Fir die Varianten des h5-HT3a-Rezeptors
sollten mit der Ermittlung der Rezeptor-Bindungseigenschaften fir Agonisten und Ant-
agonisten die Voraussetzungen fur weiterflhrende funktionelle Untersuchungen geschaf-
fen werden. Letztere bestanden in komplexen elektrophysiologischen Experimenten und
der Erarbeitung neuer Melimethoden der 5-HT3;-Rezeptorfunktion, die Uber den Rahmen
dieser Arbeit hinausgingen und parallelen sowie nachfolgenden eigenstandigen Untersu-
chungen vorbehalten blieben, deren Ergebnisse allerdings hier im Zusammenhang mit
den Bindungseigenschaften der Rezeptoren diskutiert werden sollen.

Im Einzelnen handelte es sich um folgende Varianten der h5-HT1a- und h5-HT3a-Re-

zeptoren, die in folgenden Teilaspekten hier untersucht werden sollten:

1. Die naturlich vorkommende Variante Arg219Leu des h5-HT4-Rezeptors wurde bei
einem Patienten mit Tourette-Syndrom gefunden (Lam et al., 1996). Das Tourette-Syn-
drom ist eine genetisch bedingte neurologische Erkrankung, die vokale und motorische
Ticks und Verhaltensstorungen hervorruft. Die Mutation befindet sich in der dritten intra-
zellularen Schleife des Rezeptorproteins, die fur die G-Protein-Kopplung wichtig ist.

Die vorliegende Untersuchung umfaldte folgende Details:



Einleitung 21

*

*

Die cDNA der Variante sollte mittels gerichteter Mutagenese hergestellt und das

Vorhandensein der Mutation mit Hilfe von Sequenzierung Uberpruft werden. Far
weitere Untersuchungen sollten Arg219Leu und Wildtyp in HEK293-Zellen fur die
Bearbeitung der nachfolgend genannten Fragen stabil oder transient exprimiert
werden.
BeeinfluRt die Mutation die Bindungseigenschaften des Rezeptors? Kompetitions-
experimente mit dem Radioliganden [*H]8-OH-DPAT an Membranen von stabil
transfizierten HEK293-Zellen, die entweder den Wildtyp oder die Arg219Leu-Vari-
ante des h5-HTa-Rezeptors exprimieren, sollten klaren, ob es Unterschiede in der
Bindungsaffinitdt von Agonisten und/oder Antagonisten zwischen den beiden Iso-
formen gibt. Um herauszufinden, ob die Mutation das Ausmal} der Expression und
den Einbau des Rezeptors in die Zellmembran beeinfluldt, sollten Radioligand-Satti-
gungsversuche an transient mit der cDNA der Variante oder des Wildtyps transfi-
zierten Zellen durchgefuihrt werden.

Ist die G-Protein-Kopplung bei der Rezeptor-Variante im Vergleich zum Wildtyp
verandert? Die G-Protein-Kopplung sollte mittels [35S]GTPyS-Bindung an Mem-
branen von HEK293-Zellen, die entweder den Wildtyp oder die Mutante stabil
exprimieren, gemessen werden.

Ist der Arg219Leu-Aminosaureaustausch im Rezeptorprotein mit Anderungen im
second-messenger-Signal verbunden? Daflr sollte an ganzen intakten Zellen, die
den Wildtyp oder die Rezeptor-Variante stabil exprimieren, die Inhibition der
Forskolin-stimulierten cAMP-Akkumulation durch 5-HT:a-Rezeptor-Agonisten ge-

messen werden.

2. Zwei naturlich vorkommende Varianten, Pro391Arg und Arg344His, des h5-HT;a-Re-
zeptors wurden bei zwei Patienten mit Schizophrenie gefunden (Niesler et al., 2000).
Beide Mutationen befinden sich in der dritten intrazellularen Schleife des Rezeptorprote-
ins. Diese Region ist bei unterschiedlichen Spezies konserviert, was auf seine mogliche
Bedeutung fur die Rezeptorfunktion hinweist. Die vorliegende Untersuchung umfasste
folgende Einzellschritte:

Die cDNAs der beiden Rezeptorvarianten sollten mit Hilfe gerichteter Mutagenese
hergestellt werden und nach der Sequenzierung in HEK293-Zellen stabil oder
transient exprimiert werden.
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+ An Membranen von stabil transfizierten Zellen sollten Kompetitionsexperimente
von 5-HTs;-Rezeptoragonisten und Antagonisten mit dem 5-HT;-Rezeptor-Radio-
liganden [*H]JGR65630 durchgefiihrt werden, um Bindungsaffinitaten der Agonisten
und Antagonisten zu beiden Varianten und zum Wildtyp-Rezeptor zu ermitteln.

Sattigungsversuche mit dem 5-HT;-Rezeptor-Radioliganden an transient mit der cONA

der Varianten oder des Wildtyps transfizierten Zellen sollten zeigen, ob die Mutationen

einen Einfluss auf die Dichte der in der Zellmembran exprimierten Rezeptoren haben.
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Material und Methoden

Material und Gerate

Substanz

Agar-Agar

Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Askorbinsaure

Borsaure

Bromphenolblau

Buspiron
Calciumchlorid-dihydrat
Coomassie Brilliant Blue G250
Dimethylsulfoxid

EDTA

Ethanol, abs.
Ethidiumbromid

FKS

Forskolin

Geneticin (G418)

Glycerol

HEPES
8-Hydroxy-DPAT-Hydrobromid
5-Hydroxytryptamin

IBMX

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Substanzen

Hersteller
Merck
Serva
Merck
Boehringer
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Serva
Sigma
Merck
Merck
Boehringer
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
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Substanz

Magnesiumchlorid-hexahydrat

meta-Chlorophenylbiguanid (mCPBG)

MDL72222

2-Methyl-5-Hydroxytryptamin (2-Me-5-HT)

B-Mercaptoethanol

Methiothepin-Maleat
Methysergid-Maleat
Natriumchlorid
Ondansetron-hydrochlorid
Pargylin-hydrochlorid
Phenylbiguanid (PBG)
Penicillin/Streptomycin
Perchlorsaure
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phenolrot

Polyethylenimin
Poly-L-Ornithin
Pulvermedien (HAM's, DMEM)
Quipazin
Rinderserumalbumin (BSA)
Roxindol

Salzsaure
Sequenzierldsungen
Spiperon

Tris

Tropisetron

Trypanblau

Urapidil

Hersteller
Merck
Sigma
RBI
Sigma

Merck
Hoffmann LaRoche
RBI
Merck
Glaxo
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
MWG Biotech
RBI
Roth
Glaxo
Fluka
Sigma
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Puffer und Lésungen

0.8%Aqgarose-Gel
0.8 % (w/v) Agarose.
L in 1XTBE-Puffer in einem Mikrowellegerat aufkochen, kurz abkuhlen.

Mit 10mg/ml Ethidiumbromid versetzen
N die Losung in eine Gelkammer giel3en, 1 h polymerisieren lassen

Ammoniumperoxydsulfat (APS)
10 % (wiv) APS
N in Wasser l6sen, portionieren und bei —20°C lagern

Ampicillin
10 % (w/v) Ampicillin,

¢ in Wasser lésen
3 sterilfiltrieren
N 2ml Aliquots bei —20°C lagern
2xBBS
50 mM BES (N,N-Bid[2-hydroxi-ethyl]-2-aminoethan-sulfonsaure)
280 nM NaCl

1,5 mM Na,HPO,x2H,0
& auf pH 6,95 mit 1M NaOH einstellen,sterilfiltrieren
% bei —20°C lagern

Boratpuffer (fiir Polyornithin)
0,15 M Borsaure
67 mM NaOH
¢ auf pH 8,4 mit HCI einstellen
¢ bei RT lagern
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Bradford-Stammldésung
0,4 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250
10 % (v/v) Ethanol

N Coomassie Brilliant Blue G 250 in Ethanol I6sen

34 % (v/v) Phosphorsaure zugeben
3 Losung 1 h rithren
% vor Gebrauch mind. 4 Wochen lagern (4°C)

CaCl,-L6sung (Transfektion)
0,25 M CaCl;
3 sterilfiltrieren
% bei —20°C lagern

5xDNA-Auftragspuffer
15 % (w/v) Ficoll 400
5 x TBE

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Ethidiumbromidlésung
1 % (v/iw) Ethidiumbromid

i in Aqua dest. l16sen
% bei 4°C lagern

G418-Lésung
100  mg/ml G418-Sulfat
100 mM Hepes-Lésung pH 7,3
3 sterilfiltrieren
% bei -20°C lagern

Glycerol-Losung fiur Bakterien
50 % (v/v) Glycerol

i in Aqua dest. lI6sen

SN autoklavieren
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LB-Agar fur Platten
100 % (v/v) LB-Medium
1,5 % (w/v) Agar

3 autoklavieren
% Platten warm gieRRen
3 bei 4°C lagern

Methansulfonsaure (Lésungsmittel fur MDL7222)

1:1000 Methansulfonsaure in Aqua dest. I6sen
5 pl/ml 1n NaOH zugeben
N bei 4°C lagern

PBS- Puffer
137 mM NacCl
2,7 mM KCI

4.3 mM Na,HPO,
1,4 mM KH,PO,

¢ autoklavieren
¢ bei 4°C lagern

Polyethylenimin-L6sung (Filterbeschichtung)

0,3 % (w/v) Polyethylenimin
KN in Aqua dest. I6sen
3 bei 4°C lagern

Polyornithin-Losung (Zellkultur)

5 mg Polyornithin
50 ml Boratpuffer
% sterilfiltrieren

% bei —20°C lagern
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SOB-Medium

2
0,5
10
2,5
b
10
10
S

% (w/v) Caseinhydrolisat oder Bactotryptone

% (w/v) Hefeextrakt

mM NaCl

mM KCI

autoklavieren

mM MgSO,

mM MgCl,

MgSO.,und MgCl, vor Gebrauch zugeben

10xTBE- Puffer

890
890
20
©

mM Tris
mM Borsaure
mM EDTA

in Aqua dest. I6sen

Trypanblauldsung

0,5
©

% (w/v) Trypanblau
in 0,9% NaCl I6sen

Puffer fur Membranpraparation

5
0,5
0,5
0,1
0,3
©
©

mM Hepes

mM MgCl, x 6H,0

mM EGTA

mM Askorbinsaure

mM Phenylmethylsulfonylfluorid
pH 7,4 einstellen

bei 4°C lagern
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Puffer fiir Bindungsexperimente

h5-HT4-Rezeptor-Assay-Puffer

20
0,1
0,1
10
©
®

Waschpuffer
20

®
®

mM Hepes

mM EDTA

mM Askorbinsaure
MM Pargylin

pH 7,4 einstellen
bei 4°C lagern

mM Hepes
pH 7,4 einstellen
bei 4°C lagern

h5-HT3s,-Rezeptor-Assay-Puffer

ECS-Puffer
150
1,8
1
10
54

CSS-Puffer

120
54
0,84
1,8
25
15
15

mM NaCl

mM CacCl; x2H,0
mM MgCl, x 6H20
mM Hepes

mM KOH

Puffer und Lésungen fiir cAMP-Bestimmung

mM NacCl

mM KCI

mM MgCl, x 6H20
mM CaCl, x2H,0
mM Tris

mM Glucose

mg/l Phenolrot
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CSS-Puffer
T pH 7,4 einstellen (HCI rauchend)
T autoklavieren

S bei 4°C lagern

Perchlorsaure 0.5M

1 ml Perchlorsaure 72%
24 ml Aqua dest.
SN bei RT lagern

KOH-Puffer
0,5 M K;HPO,
% pH 7,5 mit Orthophosphatsaure einstellen
0,5 M KOH
L pH ist dann 11,7
% pH-Wert kontrollieren: 5ml CSS-Puffer, 500ul Perchlorsaure

500ul KOH-Puffer: zweimaliger Farbumschlag

Forskolin-Stammldsung

1 mM Forskolin
N in DMSO l6sen
% bei —20°C lagern

22,2 mg/ml IBMX
N in Ethanol |6sen
& 11 CSS-Puffer zusetzen
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Puffer und Lésungen fiir GTPyS-Bindung

Assay-Puffer

50 mM Tris
300 MM NaCl
3 MM MgCl, x6H,0
10 uM GDP

i pH 7.4 einstellen
% bei 4°C lagern

Waschpuffer
50 mM Tris

G pH 7,4 einstellen
3 bei 4°C lagern

GDP

1 mM GDP

N in Aqua dest. 16sen

3 bei —20°C lagern
GTPyS

1 mM GTPyS

i in Aqua dest. lI6sen

3 bei —20°C lagern

Radiochemikalien

Radiochemikalien Hersteller
[*H]-80H-DPAT (220-240Ci/mmol) Amersham
[*H]-GR65630 (75 Ci/mmol) NEN
[*S]GTPS (1000 Ci/mmol) Amersham
[*H]cAMP (28 Ci/mmol) Amersham

31



Material und Methoden 32

Zellinien

HEK293

Humane embryonale Nierenzellinie, transformiert mit Adenovirus Typ 5. Kultivierung
erfolgte in DMEM/HAM'S +10%FKS +1%P/S

Abbildung 7: pcDNA; (5,446 kb)

Vektor (Abb.7) pcDNA;



Material und Methoden

Kits

Kits

[*H]cAMP-Assay

Plasmid Mega Kit

Plasmid Mini Kit

Site Directed Mutagenesis Kit

Thermo Sequenase fluorescent labelled

primer cycle sequencing kit

Enzyme
Enzyme
Restriktionsendonukleasen EcoR1,
Kpn1, BamH1
T4 DNA Ligase
T7 DNA Polymerase
Arbeitsgeriéte

Arbeitsgerate

Autoklav, Bioclav KSK117
Brutschrank BE 500
Brutschrank B5060 EK/CO,
Brutschrank IR 1500

Cell Harvester Brandel M-24
Druckbehalter SM1753
Einfrierbox
Elektrophoresekammern

Gasbrenner

Geldokumentationssystem:
Transilluminator (UV/VIS-Leuchttisch)
TFP M/WL

Hersteller
Amersham
Quiagen
Quiagen
Stratagene

Amersham

Hersteller

Boehringer (Roche)

Boehringer (Roche)
Amersham

Hersteller

Schutt

Memmert, Schwabach
Heraeus, Hanau

Flow Laboratories

Brandel

Sartorius

Nalgene

Eigenbau der Institutswerkstatt
Wartewig Labor und Dental

-technik

MWG Biotech, Ebersberg
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Arbeitsgerate
Bildschirm IM400-E
Kamera KP-M1U

Thermoprinter und Video Kopieprocessor P66E

Glasgerate (Deckglaschen, Pipetten, Gefale,

Flaschen, Absaugflasche)
Geiger-Muller-Zahler SB1210B
Heizblock Thermostat 5320
Homogenisator Polytron PT10/35
Magnetruhrer KMO2 ic
Mikroskop

Multipetten

pH-Meter pH 522

Photometer Gene Quant
Photometer DU-64

Pipetten

Pipettenstopfautomat Typ P 500
Pipettus

Pumpe EKF 45

Pumpe ME2C

Sequenzierautomat Gene Reder 4200 Licor
Sequenzierzubehor

Sterilwerkbank Gelaire BSB-A LAF-System
Sterilwerkbank LaminarAir HA 2448 GS
Scintillationszahler LS 5000 TD
Sterilisationstrockenschrank S40
Thermocycler

Ultraschallstab Labosonik 1510
Vortexgerat Vibrax-VXR

Vortexgerat VF2

Vortexgerat Reax 2000

Analysewaagen A 210 P und 2004 MP

34

Hersteller

Javelin Electronics
Hitachi

Mitsubishi

Merck; Brandt

Berthold
Eppendorf
Kinematika
Janke+Kuntze
Diavert-Leitz
Eppendorf

WTW

Pharmacia Biotech
Beckman
Eppendorf
Bachofer
Flow-Laboratories
Greiffenberger  Antriebstechnik
GmbH
Vakuubrand

MWG Biotech
MWG Biotech
Flow Laboratories
Heraeus

Beckman
Memmert
Biometra

B. Braun

lka Combimag
Jahnke und Kunkel
Heidolph

Sartorius
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Arbeitsgerate

Analysenwaage FA 3100-2iEC
Analysenwaage Automat 20
Laborwaagen L 610 und 200 MP
Wasserbad WB10

Tischzentrifugen 5415C, 5414 und 5402
Tischzentrifugen 1K15 und 2K15
Kuhlzentrifuge CPKR

Arbeitsmaterialien

Arbeitsmaterialien

Cloning cylinder

Counting Vials
Einfrierréhrchen
Eppendorfgefalle 0,5; 1,5; 2ml
Faltenfilter

Glasfaserfilter GF/B

Parafilm

Pipettentips 10, 100, 1000ul
Filtertips

Reagenzglaser
Zellkulturschalen, Multiwells 6, 12, 24 Zellkultur
flaschen 25,75, 175cm?

Zellschaber

Hersteller

Faust

Webeco

Sartorius

Memmert 1003 GFL
Eppendorf

Sigma

Beckman

Hersteller

Sigma

Packard Bioscience
Nunc

Eppendorf
Schleicher & Schuell
Whatman

Brand

Eppendorf

Fischer Scentific
Greiner

Nunc

Merck
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

In vitro Mutagenese

Mit der gerichteten Mutagenese kann durch eine Basensubstitution eine beliebige Ami-
nosaure in einem Protein ausgetauscht werden. Eine gerichtete Mutagenese wird mit Hilfe
chemisch synthetisierter Oligonucleotide unter Einsatz der PCR-Technik durchgefuhrt.
Dabei ist das mutagene Oligonukleotid, mit Ausnahme eines Nucleotids, zu dem entspre-
chenden zu mutierenden Sequenzbereich der DNA komplementar. Die Fehlpaarung wird

so gewabhlt, dal® durch das falsche Nukleotid eine andere Aminosaure kodiert wird.
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Schritt 1
Plasmidprapration

Schritt 2
PCR

Schritt 3

Hydrolyse von Plasmid-
DNA mit dem
Selektionsenzym

Schritt 4
Transformation

Abbildung 8: In vitro Mutagenese

N

Mutagenese

primer

)

N

Mutierte
Plasmid

37

WT-Rezeptor cDNA in
einem Plasmid (pcDNA3)

Denaturierung der
Plasmide und Anlagerung
der Mutageneseprimer

Primer-Extension mit Hilfe
der DNA-Polymerase

Verdauung des nicht
mutierten Eltern-
Plasmids mit Dpnl

Transformation in XL1-Blue
superkompetente Bakterien

Die natirlich vorkommenden Varianten der h5-HT14 und h5-HT3a-Rezeptoren wurden

mit Hilfe des Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) hergestellt (Abb. 8).
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Nach Angaben des Herstellers wurden Oligonukleotide bestellt, die die folgenden Be-
dingungen erfuhlen:
Beide Mutageneseprimer sollten die gewlnschte Mutation haben.
+ Die Primer sollten 25-45 Basen lang sein und eine Annealing-Temperatur von
78°C oder hoher aufweisen.
+ Der gewunschte Basenaustausch sollte in der Mitte des Oligonukleotids liegen.
+ Der Gehalt der Basen G und C sollte minimal 40 % betragen, und die Primer soll-

ten mit einer oder mehreren G- oder C-Basen enden.

Folgender Reaktionsansatz wurde in einem 0,5ml Eppendorf-Reaktionsgefallen auf
Eis pipetiert:

+ 5pl Reaktionspuffer

+ 5ng Wildtyp-cDNA im pcDNA3-Vektor

+ 125ng Mutageneseprimer

o 1yl ANTP-Mix

+ ad 50ul Aqua dest.

+ 1ul DNA-Polymerase

Der Reaktionsansatz wurde mit 30upl Mineraldl beschichtet und einer PCR mit
folgenden Parametern unterworfen:

95° 30s Denaturierung

55° 60s Annealing 12 Zyklen:

68° 14 min  Elongation

Zur Verdauung der nicht mutierten cDNA wurde 1ul des Restriktionsenzyms Dpn 1
zugegeben und der Reaktionsansatz 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert.

AnschlieRend wurden 50ul kompetente XL1-Blue-Bakterien mit 1ul des Restriktionsan-
satzes gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock bei 42°C fur 45 Se-
kunden wurde der Ansatz zwei min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0,5 ml des vorge-
warmten SOC-Mediums wurde der Ansatz bei 37°C eine Stunde geschuttelt und an-
schliefend auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht inkubiert. Die einzelnen
Kolonien wurden gepickt, in ein 3ml LB-Amp-Medium Uberfuhrt und zwolf Stunden bei
37°C geschuttelt. Die Plasmid-DNA wurde durch eine Minipraparation isoliert und die Mu-
tation mittels einer Restriktionsanalyse und Sequenzierung bestatigt.
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Plasmid-DNA Minipraparation

| Lyse

Denaturierung

| chromosomaler DNA
| Renaturierung von

| Plasmid-DNA

Plasmid-DNA l @
o ©0 °o° § h//% = -
o~ ;
3) = :%:I = \\\\ | Prazipitation
@éép PR JJ =\ ‘ | denaturierter Proteine
\\ iy o O o und chromosomaler DN/
\§’ =X l _
Préazipitat enthalt

denaturierte chromosomale DNA
und Proteine

Abbildung 9: Prinzip der alkalischen Lyse von Bakterien zur Isolierung der Plas-
mid-DNA.

(1) Im ersten Schritt werden die Bakterien mit Hilfe von SDS lysiert und die DNA
durch Natriumhydroxid denaturiert.

(2) Zugabe von Kaliumazetat neutralisiert die Losung. Die denaturierten Proteine
und die chromosomale DNA prazipitieren mit dem Kaliumsalz des Dodecylsulfats.
Die niedermolekulare Plasmid-DNA bleibt in Losung und kann renaturieren.

(3) Die unléslichen Komplexe werden abgetrennt und die Plasmid-DNA kann iso-

liert werden.

Die Plasmid-DNA Minipraparation wurde, wie im Abb.9 schematisch dargestellt, mit

Hilfe des QIAprep Miniprep Kits (Qiagen) durchgefihrt.
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Es wurden 2ml einer Bakteriensuspensionskultur zwei Minuten zentrifugiert und das
Sediment in 250l Resuspensionspuffer aufgenommen. Dem Resuspensionspuffer wurde
RNAse zugesetzt, um die bakterielle RNA zu degradieren. Nach der Zugabe von 250yl
NaOH/SDS-Puffer wurden die Bakterien lysiert. SDS 16st die Phospholipide und die Prote-
inkomponenten der Zellwande. NaOH denaturiert die DNA und Proteine. Die Dauer der In-
kubation ist so gewahlt, dass moglichst viel Plasmid-DNA freigesetzt wird, ohne die chro-
mosomale DNA freizusetzen. Das Lysat wird mit 350ul saurem Kaliumacetat-Puffer 3 neu-
tralisiert. Denaturierte Proteine, denaturierte chromosomale DNA und bakterielle Zellde-
bris bilden in Anwesenheit von Kaliumdodecylsulfat unlésliche Komplexe und werden zu-
sammen mit dem Salz prazipitiert, wahrend die Plasmid-DNA in der Lésung bleibt (Abb.
9). Das Sediment wurde mittels Zentrifugation (10 Minuten, 10.000xg) abgetrennt. Der kla-
re Uberstand wurde auf eine Silikagel-Spin Saule aufgetragen, gereinigt und zweimal mit
35ul Aqua dest. eluiert. Die Konzentration der Plasmid DNA wurde photometrisch be-
stimmt.

Plasmid-Megapraparation (Qiagen)

500ml einer Bakterienubernachtkultur wurden 15 Minuten bei 4°C und 6000xg zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50ml Resuspensionspuffer P1
vollstandig geldst. Nach der Zugabe von 50ml Lysispuffer P2 wurde der Ansatz vorsichtig
durchmischt und funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 50ml eiskalter
Puffer P3 zugegeben, sofort vorsichtig durchmischt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es
bildete sich ein weilles Sediment, das denaturierte Proteine, genomische DNA, Zellfrag-
mente und SDS enthalt. Die Suspension wurde in einen 40ml Beckman-Zentrifugenbe-
cher Uberfihrt und zwanzig Minuten bei 4°C und 20.000xg zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in einen neuen Zentrifugenbecher dekantiert und funfzehn Minuten erneut bei 4°C
und 20.000xg zentrifugiert. Der klare Uberstand, der die Plasmid-DNA enthalt, wurde
rasch entfernt und auf eine Quiagen-Saule aufgetragen, die vorher mit 35ml QBT-Puffer
equilibriert wurde. Nach dem Durchlauf wurde die Saule viermal mit 50ml QC- Puffer ge-
waschen und die Plasmid-DNA zweimal mit 17,5ml QF-Puffer eluiert, wobei die Losung di-
rekt in einem Beckman-Zentrifugebecher aufgefangen wurde. Zur DNA-Fallung wurde 0,7
Volumen Isopropanol zugegeben und nach zehn Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
dreilig Minuten bei 4°C und 15.000xg zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 7ml eiskaltem
70%igem Ethanol gewaschen. Nach 15min Zentrifugation bei 4°C und 5.000xg wurde der
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Uberstand vorsichtig dekantiert, das DNA-Pellet luftgetrocknet und in 500ul Aqua dest.
aufgenommen.

Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA

Die Restriktionsanalyse wurde zur Identifizierung und Klonierung eingesetzt. Diese
Analyse basiert auf der Aktivitat von Restriktionsenzymen, die in der Lage sind, doppel-
strangige DNA-Molekule an spezifischen Erkennungstellen zu binden und zu spalten. Die
entstehenden Restriktionsfragmente haben eine definierte Lange und konnen durch Gel-
elektrophorese der Grof3e nach aufgetrennt werden.

Der Ansatz, der 1U Enzym/ug Plasmid-DNA, eine entsprechende Menge an Restrik-
tionspuffer und Wasser bis zum Endvolumen von 20-30ul enthalt, wurde ein bis zwei
Stunden bei 37°C inkubiert.

eingelagerte
Molekiile

Abbildung 10: Reaktion von Ethidiumbromid mit DNA Aufgrund seiner Struktur
kann Ethidiumbromid in die DNA interkalieren. Dabei interagieren seine aroma-

tischen Ringe mit den heteroaromatischen Ringen der Basen der Nukleinsauren
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Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,8% Agarosegele in 1xTBE-Puffer
verwendet. Das Gel wurde mit einer Ethidiumbromid-Losung versetzt, die in DNA inter-
kaliert und so die DNA- Fragmente in UV-Licht sichtbar macht (Abb.10).

Das Agarosegel wurde nach der Polymerisierung in eine mit TBE-Puffer geflllte
Elektrophoresekammer Uberfuhrt. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen des DNA-
Auftragepuffers versetzt und auf das Gel aufgetragen. Der Auftragepuffer dient dazu, mit
Hilfe von Ficoll die Dichte der DNA-L6sung zu erhdhen, so dal® die Losung beim Auf-
tragen in die Taschen des Gels absinkt und nicht in den Laufpuffer diffundiert; zusatzlich
enthalt er den Farbstoff Bromphenolblau, der wahrend der Elektrophorese mit der DNA
wandert. Als GroRenstandard wurde 1ug 1kb DNA-Ladder, der die Fragmente mit genau
definierten Grof3en enthalt, in einer separaten Spur aufgetragen. Anhand dieses Gro-
Renstandards erfolgte dann die GroRenbestimmung der DNA-Fragmente. Die Elektropho-
rese erfolgte bei 40-80mA. Dabei wandern die DNA-Polyanionen zur Anode mit einer Ge-
schwindigkeit, die von der GroRe der Molektle abhangig ist. Nachdem der Blaumarker die
Unterkante des Gels erreicht hatte, wurden die DNA-Fragmente in UV-Licht sichtbar ge-

macht und photographiert.

Konzentrationsbestimmung der Plasmid—DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA basiert auf dem Absorptionsmaximum der
Nukleinsauren bei 260nm. Die Absorption wird photometrisch gemessen. Eine 50ug/mi
doppelstrangige DNA-L&sung besitzt einen Absorptionswert von eins (optische Dichte).
Dieser Wert dient zur Bestimmung der Konzentration der unbekannten DNA-LOsung.

Das Absorptionsmaximum flr Proteine liegt, basierend auf der Absorption der aroma-
tischen Aminosaurereste, bei 280nm. Durch die Bestimmung des Verhaltnisses der Ab-
sorption bei 260 und 280nm lasst sich die Reinheit einer Plasmid-DNA-Lésung ab-

schatzen.
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Die DNA-Sequenzierung
Das Vorhandensein der Mutationen wurde durch die Sequenzierung in sense- und an-
tisense Richtungen bestatigt. Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Sanger-Methode

(Abb. 11)

. 3
Primer 5
Matrize
+ dNTPs + Polymerase
+ ddATP + ddCTP + ddGTP + ddTTP
— GCTCTCA — GC _ G —_— GCT
-— GCTC - GCTCTCAG — GCTCT
o A C G T
o |2
g |- _ 7 &£
o - ¢ e
= —_— T =
i -~ 7
— G5

Abbildung 11: Prinzip des Kettenabbruchverfahrens nach Sanger. Basenspezifisch
terminierte DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange erzeugen in der Gelelektropho-

rese ein spezifisches Bandenmuster, das zur Rekonstruktion der Basenfolge dient.

Das Verfahren beruht auf dem basenspezifischen Abbruch der Polymerasereaktion
aufgrund des Einbaus von Didesoxynucleotiden in dem neu synthetisierten Strang. Dabei
wird ein Gemisch aus DNA-Fragmenten produziert, die sich in ihrer Lange um jeweils ein
Basenpaar unterscheiden. Entsprechend der Basen A, C, G, T, wurden vier unterschiedli-

che Reaktionen angesetzt, die durch Zugabe der jeweiligen Didesoxynucleotide terminiert
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werden. Die Reaktion wird in einem Thermocycler durchgefuhrt. Der fluoreszent markierte
Sequenzprimer und die zu sequenzierende DNA wurden mit den dNTPs, ddNTPs und

dem Enzym zusammen pipetiert und unter folgenden Bedingungen amplifiziert:

95°C 2min Denaturierung

95°C 30sec Denaturierung

60°C 30sec 30 Zyklen  Anlagerung des Sequenzprimers
70°C 30sec Kettenverlangerung

Die DNA-Fragmente wurden mittels Elektrophorese getrennt, die mittels Poly-
acrylamidgel, das zwischen zwei Glasplatten gegossen wird, durchgefihrt wird. Die Se-
quenzierung erfolgte mit einem automatischen Sequenziergerat, das zur Detektierung des
markierten DNA-Fragments einen Laserstrahl verwendet. Die Daten wurden auf den

Computer Ubertragen und ausgewertet.

Ligation

Die linearisierte Vektor-DNA und das Insert wurden mittels Verdau mit Restriktionsen-
zymen erhalten und durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die DNA-Fragmente
wurden in UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und anschlie3end eluiert.

0,5ul Vektor-DNA wurden mit 3,5 ul Insert und 1pl T4-DNA-Ligase in Ligase-Puffer
Uber Nacht bei 14°C inkubiert. 1-2ul des Ligationsansatzes wurden fur die Transformation

von kompetenten Bakterien eingesetzt.

Transformation kompetenter Bakterien

Die Transformation kompetenter Bakterien wurde mit Hilfe eines Original TA Kloning
Kits (Invitrogen) durchgefuhrt. Dabei wurden 100ul kompetente Bakterien vorsichtig mit
2ul 0,5M B-Merkaptoethanol gemischt. 1-2ul des Ligationsansatzes wurden zugegeben
und die Mischung 30 min lang auf Eis gestellt. Anschlie3end erfolgte ein Hitzeschock bei
42°C fur 30 Sekunden. Danach wurde der Ansatz noch 2 min auf Eis inkubiert und an-
schliefend mit 250ul vorgewarmtem SOC-Medium versetzt. Nach einer Stunde Inkubation
bei 37°C im Schuittler wurden die Bakterien auf LB-Amp-Platten ausplattiert und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde aus einzelnen Kolonien mittels Minipra-
paration isoliert und durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung analysiert.
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Einfrieren von Bakterien

700ul einer Bakteriensuspension wurden in Kryordhrchen dberfahrt, mit 300ul 50%
Glyzerol gemischt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
- 80° C.

2.2.2 Zellkulturmethoden

Sterilisationsverfahren

Das Material aus Metall, Gummi, Kunststoff und thermostabile Lésungen wurden
autoklaviert, Glaswaren durch trockene Hitze sterilisiert. Thermolabile Losungen wurden
sterilfiltriert. Arbeitsgerate wurden vor Gebrauch mit Freka® Nol bespriht und unter die

Sterilbank gestellt, die 20 min vor Arbeitsbeginn in Betrieb genommen worden war.

Herstellung von sterilem Medium

Nach Angaben des Herstellers wurde eine vorportionierte Menge an lyophilisiertem
Pulvermedium mit einer entsprechenden Menge NaHCO; in 10 Liter Aqua dest. geldst und
der pH-Wert auf 7,3 mit NaOH eingestellt. Das Medium wurde durch eine Sterilfiltrations-
anlage gefiltert und in sterile Glasflaschen gefullt. Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

Vor dem Gebrauch wurde das Medium mit hitzeinaktiviertem Serum (FKS) und Antibio-
tika (Penicillin 10000U/ml, Streptomycin 10mg/ml) versetzt. Zur Herstellung stabiler Klone
wurden dem Medium zusatzlich 8ug/ml G418 zugesetzt.

Hitzeinaktivierung von FKS
Die Hitzeinaktivierung erfolgte durch Erwarmung des Serums auf 56°C fir 30min im

Wasserbad und diente zur Verminderung von storenden Einflissen aus dem Serum.

Kultivierung von HEK293-Zellen

Die Zellen wurden im DMEM/HAM's F12 Medium unter Zusatz von fétalem Kalberse-
rum (10%), Penicillin (100U/ml) und Streptomycin (10ug/ml) kultiviert. Diese Kultivierung
erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO und 100% Luftfeuchtigkeit. Stabile Zellini-
en wurden zusatzlich mit 8ug/ml G418 kultiviert. Das Medium wurde alle 3-4 Tage ge-
wechselt. Nachdem die Zellen 80-90% Konfluenz erreicht hatten, wurden sie umgesetzt.
Zum Passagieren wurde das Medium abgesaugt, und die Zellen wurden mit sterilem PBS-
Puffer gewaschen. Nach Zugabe einer Trypsin-EDTA-LOsung wurden die Zellen funf Mi-
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nuten bei 37° inkubiert. Danach wurden 10ml Medium pro Flasche zugegeben, die
Zellsuspension in 50ml Falkon-Rohrchen uberfuhrt und funf Minuten bei 250xg zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert

und auf frische Zellkulturflaschen verteilt.

Einfrieren und Auftauen von Saugerzellen

Zur dauerhaften Lagerung werden von den Zellen Dauerkulturen angelegt, die tief-
gefroren und bei Bedarf wieder aufgetaut und kultiviert werden konnen.

Zum Einfrieren wurden Zellen in konfluenten 175cm?-Zellkulturflaschen mit Trypsin-
EDTA-Lésung abgeldst, abzentrifugiert und in 5ml frischem Medium resuspendiert. Es
wurden 500ul DMSO zugegeben, die Zellsuspension wurde in Kryoréhrchen tberfuhrt und
sofort in einer Einfrierbox eingefroren. Die Lagerung erfolgte in einem Stickstofftank.

Um die Zellen in Kultur zu nehmen, wurden zwei Kryorohrchen bei 37°C aufgetaut und
in 50ml Zellkulturréhrchen mit frischem Medium Uberflhrt. Nach finf Minuten Zentrifugati-
on bei 250xg wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in 175cm? Zell-
kulturflaschen Uberfuhrt.

Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung zwischen vitalen und toten
Zellen wurde die Farbung mit Trypanblau verwendet. Wahrend lebende Zellen in der Lage
sind, den Farbstoff auszuschlieRen und unter dem Mikroskop hell zu erscheinen, nehmen
die toten Zellen Trypanblau auf und sind tiefblau gefarbt.

Es wurden 50ul der Zellsuspension mit 50ul Tryptanblau vermischt und in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben. Mindestens vier grof3e Quadrate wurden gezahlt und die

Zellzahl nach folgender Formel berechnet:

Zellen Zellzahl

= X 2 x 10000
ml Zahl der Quadrate

Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in eine Zelle. Dabei
unterscheidet man zwischen transienter und stabiler Transfektion. Bei der transienten
Transfektion werden die Proteine bis zum Abbau der Plasmide nur wenige Tage
exprimiert. Dagegen wird bei stabiler Transfektion die DNA in das Zellgenom eingebaut
und das Protein dauerhaft exprimiert. Stabile Transfektion kann durch einen Selektions-

druck erreicht werden.
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Es wurden unterschiedliche Methoden entwickelt, um die Barriere, die die Zellmem-
bran fur die Transfektion darstellt, zu Uberwinden. In dieser Arbeit wurde die Calcium-

Phosphat-Technik und die Lipofectamintransfektion angewandt.

Transfektion mit der Calciumphosphat-Methode

Bei dieser Methode wird die DNA mit CaCl,-Losung gemischt und langsam, tropfen-
weise mit dem Phosphatpuffer versetzt. Die gebildeten DNA-Calciumphosphat-Coprazipi-
tate werden, in das Medium gegeben, auf der Zelloberflache adsorbiert und durch Phago-
cytose in die Zelle aufgenommen (Abb.12)

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 60cm? Zellkulturschalen ausgesat,
so dass sie am Tag der Transfektion 20-50% konfluent sind. Es wurde 24ug Plasmid-DNA
mit 600pl 0,25M CaCl,-Lésung gemischt und 600ul BBS tropfenweise zugegeben. Das
Transfektionsgemisch wurde funfzehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schlielend wurde die Ldsung tropfenweise auf die Zellen gegeben und die Schalen
wurden leicht geschwenkt. Die Zellen wurden zwanzig Stunden bei 35°C und 3% CO: in-
kubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und bei
37°C und 5%CO; weiter kultiviert.

D Kalzium Phosphat
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der Calciumphosphat-Transfektionsmethode
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Transfektion mit Lipofectamin ™ 2000 (Invitrogen)

Bei dieser Methode verwendet man kationische Lipide, um die Plasmid-DNA zu binden
und in die Zellen einzuschleusen. Das Verhaltnis von kationischem Lipid und DNA wird so
gewahlt, dass eine positive Nettoladung resultiert. Die Komplexe werden wahrscheinlich
an negativ geladene Sialinsaurereste auf der Zelloberflache gebunden und durch Phago-

cytose in die Zelle aufgenommen (Abb. 13).

Kationischer Lipid-DNA-
Kationisches Lipid-Reagenz Komplex
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Transfektion mit Lipofectamin

Entsprechend den Angaben des Herstellers wurden die Zellen einen Tag vor der
Transfektion in antibiotikafreiem Medium ausgesat, so dass sie am nachsten Tag 50-70%
konfluent waren.

Es wurden 70ug Plasmid-DNA in 5ml Medium ohne weitere Zusatze verdunnt. Die Li-
pofectamin-Losung wurde leicht geschuttelt und 170ml wurden mit 5ml Medium ohne Zu-
satze verdunnt. Nach funf Minuten Inkubation wurde die verdinnte DNA mit Lipofectamin
gemischt, leicht geschuttelt und zwanzig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Re-
aktionsgemisch wurde auf die Zellen gegeben; nach finf Stunden wurde das Medium

durch ein normales Kulturmedium ersetzt.
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Die transient transfizierten Zellen wurden nach 48-72 Stunden flir Sattigungsversuche

verwendet oder zur Herstellung stabiler Zellinien weiterverarbeitet.

Herstellung stabiler Zellinien

Die Herstellung stabiler Zellinien erfolgte unter Einsatz des Aminoglycosidantibiotikums
Geneticin (G418).

Zwei Tage nach der Transfektion wurde das Medium durch ein selektierendes Medium
mit 8ug/ml Geneticin ersetzt und die Zellen wurden 14 Tage lang unter Selektionsdruck
gehalten. Als Kontrolle wurden nicht transfizierte Zellen eingesetzt. Nach dem Absterben
der Kontrollzellen wurden die einzelnen resistenten Klone markiert, mit Hilfe von Cloning-
Zylindern unter Verwendung einer Trypsin-EDTA-L6sung abgeldst und auf eine 12-Multi-
wellplatte Gberfihrt. Die Zellen wurden unter Selektionsdruck kultiviert, bis eine fur die
Membranpraparation ausreichende Menge vorhanden war. Positive Klone wurden durch
die Radioligandbindung ermittelt, in grélieren Mengen kultiviert und entweder fur die Mem-
branpraparation oder fur die Bestimmung der Adenylatzyklase-Hemmung an ganzen
Zellen eingesetzt.

2.2.3 Biochemische und pharmakologische Methoden

Membranpraparation

Die Zellen aus einer konfluenten 175cm? Zellkulturflasche wurden mit dem kalten PBS-
Puffer gewaschen und nach der Zugabe von 5ml Membran-Puffer (5mM Hepes; 0,5mM
EGTA; 0,1mM Ascorbinsaure; 0,3mM PMSF; pH7,4) abgeschabt. Die Zellen wurden
3x dreildig Sekunden mit dem Polytron-Homogenisierer auf Eis zerstort, und die Suspensi-
on 5 Minuten bei 1.000xg, 4°C zentrifugiert. Das Pellet enthalt Zellkerne und unaufgebro-
chene Zellen und wird verworfen. Der Uberstand, der die gewiinschten Zellmembran-
bestandteile mit h5-HT-Rezeptoren enthielt, wurde gesammelt, auf 40ml verdinnt und 25
Minuten bei 40.000xg, 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal gewaschen (in 40mi
Puffer resuspendiert und anschlieRend 25 Minuten bei 40.000xg, 4°C zentrifugiert) und in

1ml Puffer aufgenommen. Die Membranen wurden bei —80°C gelagert.

Bindungstudien
Die Charakterisierung membranstandiger Rezeptoren mit Hilfe von Radioliganden ba-

siert auf dem Massenwirkungsgesetz. Zwischen dem Rezeptor und dem Liganden ent-
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steht eine spezifische und reversible Rezeptor-Ligand-Interaktion. Das Ausmal} dieser In-
teraktion ist von der Rezeptormenge und der Ligandkonzentration abhangig.

Nach einer ausreichend langen Inkubationszeit stellt sich ein Gleichgewicht zwischen
dem Ligand-Rezeptor-Komplex und dem freien Ligand bzw. dem Rezeptor ein. Die In-
kubationsreaktion wird dann durch Abtrennung des freien Radioliganden beendet. Die ge-
brauchlichste Methode ist die Vakuum-Filtration. Nach der Filtration enthalten die Filter die
Rezeptoren mit gebundenen Radioligandmolekulen. AnschlieRend kann die Bindung des
radioaktiven Liganden an die Membrane durch Detektion der Radioaktivitat quantifiziert
werden.

Die Gesamtbindung des Radioliganden umfasst aul3er der spezifischen Ligand-Rezep-
tor-Interaktion auch eine unspezifische Bindung. Ursachen dieser unspezifischen Bindung
sind unter anderem Wechselwirkungen mit anderen Membranproteinen, Membranlipiden
und mit verwendeten Materialien (Filter). Die spezifische Bindung erreicht bei
zunehmender Konzentration des Radioliganden einen Maximalwert, wahrend die unspezi-
fische Bindung nicht sattigbar ist. Um den Anteil der spezifischen Bindung zu quantifi-
zieren, bestimmt man die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung in parallelen Re-
aktionsansatzen. Die unspezifische Bindung wird mit Hilfe eines zweiten, nicht radioak-
tiven Liganden ermittelt, der im Uberschuss (mindestens 100xKp) eingesetzt wird. Unter
dieser Bedingung besetzt der nicht radioaktive Ligand die spezifischen Bindungsstellen
durch Verdrangung des radioaktiven Liganden, wahrend der radioaktiv markierte Ligand
an den unspezifischen Bindungstellen gebunden bleibt. Die Bindung, die in diesem Ansatz
noch detektierbar ist, stellt eine unspezifische Bindung dar. Der Anteil der spezifischen
Rezeptorbindung wird aus der Differenz von Gesamtbindung und unspezifischer Bindung
ermittelt (Abb.14).
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Bindung gesamt Bindung

A / B

spezifisch

unspezifisch

[Radioligand] [Radioligand]

Abbildung 14: Gesamtbindung, unspezifische Bindung und spezifische Bindung.
Im Unterschied zur spezifischen Bindung ist die unspezifische Bindung nicht sattig-
bar. B.: Aus Differenz zwischen der Gesamtbindung und der unspezifischen Bindung
ergibt sich die spezifische Bindung

Zur Charakterisierung der Ligand-Rezeptor-Interaktion wurden zwei experimentelle
Verfahren angewandt. In Sattigungsversuchen erfolgt die Inkubation bei konstanter Re-
zeptormenge mit steigenden Radioligandkonzentrationen. Aus dem Sattigungsverlauf der
spezifischen Bindung lassen sich die Rezeptordichte Bmax und die Dissoziationskonstante
Ko der Ligand-Rezeptor-Bindung bestimmen. Inhibitions- oder Verdrangungsverfahren
ermdglichen die Bestimmung der Affinitat eines weiteren nicht radioaktiv markierten
Liganden zum Rezeptor. Der Radioligand wird dabei durch steigende Konzentrationen des
nicht radioaktiv markierten Liganden aus seiner spezifischen Bindung an den Rezeptor
verdrangt.

Inhibitionsexperimente

In Inhibitionsexperimenten wird der Effekt von Agonisten und Antagonisten auf die
Gleichgewichtsbindung des Radioliganden untersucht. Dabei wird die Membransuspensi-
on mit einer konstanten Konzentration des Radioliganden und mit steigenden Konzentra-
tionen von Testsubstanzen inkubiert. Als Radioligand an dem 5-HTs-Rezeptor wurde der
5-HT1a-Rezeptor-Agonist [°H]-8-OH-DPAT (8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin, spezi-

fische Aktivitat 240Ci/mmol) verwendet. Fir die Inhibitionsversuche an 5-HT3a -Rezeptoren
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wurde der radioaktiv markierte Antagonist [*H]JGR65630 (3-(5-Methyl-1H-imidazol-4-yl)-1-
(1-methyl-1H-indol-3-yl)-1-propanon, spezifische Aktivitat 75 Ci/mmol) eingesetzt. Die
Konzentration des jeweiligen Radioligandes betrug 1nM.
Die Membranen wurden im Assay-Puffer verdinnt. Folgender Reaktionsansatz wurde
eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert:
+ 50pl Radioligandlosung, Endkonzentration 1nM
+ 50 pl Lésung des nichtmarkierten Kompetitors in steigenden Konzentrationen
+ 400ul Membransuspension (20ug Protein)
Die Bestimmung der unspezifischen Bindung erfolgte in Gegenwart von 10uM
Methysergid (5-HT1a-Rezeptor) oder 100uM MDL72222 (5-HT3sa-Rezeptor).

Anschlielend wurde die gebundene Radioaktivitat von der freien Radioaktivitat durch
eine Vakuumfiltration getrennt. Fur die Filtration wurden PE-beschichtete GF/B-Filter
verwendet. Die Filter wurden mit kaltem Waschpuffer gespdlt, in die Szintillationvials Uber-
fuhrt und mit 4ml Szintillator versetzt. Die Szintillationsflissigkeit diente zur Auflésung der
Proteinbestandteile der Membransuspension und zur Erzeugung des radioaktiven Zerfall-
signals. Die Vials wurden Uber Nacht geschuttelt und anschlieRend gemessen. Fir jede
Konzentration eines konkurrierenden nicht markierten Liganden wurden Doppelbestim-

mungen durchgefihrt.

Sattigungsexperimente

In Sattigungsexperimenten wurden die maximale Bindungskapazitat Bnax und die Affini-
tat des eingesetzten Radioliganden Kp ermittelt. Als radioaktiv markierter 5-HT4-Rezeptor-
Agonist ist [*H]-8-OH-DPAT (8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin, mit spezifischer Ak-
tivitat 240Ci/mmol) in acht Konzentrationen (0,15-8,48 nM) verwendet worden. Fir die
Bindungsversuche an 5-HTs:a-Rezeptoren kam der radioaktiv markierte selektive Ant-
agonist [*(HJGR65630 (3-(5-Methyl-1H-imidazol-4-yl)-1-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-1-propanon
mit spezifischer Aktivitat 75 Ci/mmol) in Konzentrationen von 0,07 bis 4,8 nM zum Einsatz.

Die Membranen wurden in Anwesenheit eines entsprechenden Radioliganden in
steigenden Konzentrationen eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Das Inkuba-

tionsvolumen betrug 500ul mit folgender Zusammensetzung:

50 pl Inkubationspuffer (mM: 5 Hepes, 0,5 MgCl,, 0,5 EGTA, 0,1 Askorbinsaure)
50 ul Lésung des Radioliganden (in steigender Konzentration).

400ul Membransuspension (20ug Protein)



Material und Methoden 53

Die unspezifische Bindung wurde fur den h5-HT3:s-Rezeptor in Gegenwart von 100uM
MDL-72222, fir den h5HTa-Rezeptor in Gegenwart von 10uM Methysergid, bestimmt. Flr
jede Konzentration des jeweiligen Radioliganden wurden Dreifachbestimmungen durchge-
fuhrt. Die gebundene Radiolaktivitat wurde, wie oben beschrieben, durch Vakuumfiltration

von der freien Radioaktivitat getrennt und gemessen.

[**S]GTPyS-Bindung

Das AusmalR der G-Proteinkopplung wurde mittels [*S]GTPyS-Assay bestimmt.
[**S]GTPYS ist ein schwer hydrolisierbares radioaktiv markiertes GTP-Analogon, das nach
Aktivierung des Rezeptors durch einen Agonisten irreversibel an die a-Untereinheit des
membranstandigen G-Proteins gebunden wird. Auch die konstitutive Aktivitat des Rezep-
tors kann mit dieser Methode erfal3t werden. Dieses Verfahren erlaubt es, das Ausmalf}
der G-Protein-Kopplung des Rezeptors durch die einfache Messung der Radioaktivitat in
Membranpraparaten der betreffenden Zellen mit Hilfe des Szintillationszahlers zu be-
stimmen.

Far die [**S]GTPyS-Bindungsversuche wurden Membranen von HEK293-Zellen, die
entweder den Wildtyp oder die Arg219Leu Variante des h5-HT:a-Rezeptors stabil
exprimieren, im Assay-Puffer auf 100mg/ml verdinnt. Die basale Bindung wurde in
Abwesenheit des Agonisten ermittelt. Die unspezifische Bindung wurde in einem dritten
Ansatz durch Zugabe von nicht radioaktiv markierten GTPyS im Uberschuss bestimmt.

Folgender Ansatz wurde 30 Minuten bei 30°C inkubiert:

+ 50ul Assay-Puffer (basale Bindung), oder 50ul 10uM GTPyS (unspezifische
Bindung), oder 50ul der zu testenden Substanzen in unterschiedlichen Kon-
zentrationen

+ 50yl [*S]GTPyS, Endkonzentration 0,08nM

+ 400ul Membransuspension

Jeder unter den einzelnen Bedingungen gemessene Wert wurde durch Dreifachbe-
stimmung gesichert. Die Reaktion wurde durch Filtration Uber GF/B Filter gestoppt. Die
Filter wurden schnell mit dem kalten Puffer gewaschen und die gebundene Radioaktivitat

wie oben beschrieben gemessen.
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Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bradford-Methode (Bradford, 1976). Diese
Methode beruht auf einer Farbreaktion des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue mit Sei-
tenketten des Proteins in saurem Milieu. Die Intensitat des Farbstoffes korreliert direkt mit
der Proteinkonzentration und kann in einem Spektralphotometer gemessen werden.

0,19 Coomassie Brilliant Blue G250 wurden in 50ml 5% Ethanol geldst und nach der
Zugabe von 100ml 85% Phosphorsaure mit Aqua dest. auf 250 ml aufgefullt. Die Stamm-
I6sung wurde vier Wochen vor Gebrauch hergestellt. Vor dem Gebrauch wurde die so
erzeugte Stammldsung 1:16 verdlinnt und durch einen Faltenfilter filtriert.

200yl der zu analysierenden Proteinverdinnung (5-100ug) oder Standard-
Proteinverdiinnung (Rinderserumalbumin) wurden mit 1,8ml Bradford-Lésung gemischt,
funfzehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und bei 595nm im Spektralphotometer
gemessen. Mittels einer Standardkurve (Absorption gegen Standard-Proteinmengen)

konnte die Proteinmenge bestimmt werden.

cAMP-Bestimmung

Zyklisches Adenosinmonophosphat ist ein second messenger und wird an der cis-Sei-
te der Zellmembran durch das Enzym Adenylatzyklase gebildet. Eine Aktivierung des
5-HTa-Rezeptors fuhrt Uber die Kopplung an ein Gi,-Protein zur Inhibition der Adenylatzy-
klase. Der aus der Pflanze Coleus forskolii stammende Forskolin aktiviert die Adenylatzy-
klase direkt durch die Bindung an die zytoplasmatischen Domanen des Enzyms. Das
cAMP wird durch Phosphodiesterasen hydrolysiert.

Der Einflufd der Arg219Leu-Mutation auf die Agonist-induzierte Inhibition der Forskolin-
stimulierten Adenylatzyklase wurde an intakten HEK293-Zellen untersucht. Die Bestim-
mung der intrazellularen cAMP Konzentration erfolgte nach Inkubation mit einem Agonis-
ten im Gegenwart von Forskolin. Der Abbau des cAMP durch die Phosphodiesterasen
wurde verhindert, indem dem Reaktionsansatz der Phosphodiesteraseinhibitor Isobutyl-
Methyl-Xanthin (IBMX) beigemischt wurde.

Im einzelnen wurden zwei Tage vor der eigentlichen cAMP-Bestimmung 10° HEK293-
Zellen in die Vertiefungen von 24-Multiwellplatten ausgesat. Die Platten waren vorher mit
10% Polyornithin-Losung beschichtet worden, um das Ablésen der Zellen von der Oberfla-
che der Platten zu verhindern. Eine solche Beschichtung wurde dadurch gewahrleistet,
daf} die Polyornithin-Lésung zwanzig Minuten auf den Platten belassen wurde und letztere

anschlieend zweimal mit PBS-Puffer gewaschen wurden. Vierundzwanzig Stunden nach
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dem Aussaen der Zellen wurde das Medium mit 10% FKS auf den Platten durch ein Medi-
um mit 1% FKS ersetzt.

Am Versuchstag wurden die Zellen zweimal mit 1ml vorgewarmtem CSS-Puffer ge-
waschen. Die Agonisten-Verdunnungen wurden in CSS-Puffer in Anwesenheit von 5mM
IBMX und 10puM Forskolin angesetzt. Die Zellen wurden funf Minuten mit unterschiedli-
chen Konzentrationen von Agonisten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde dann mit
50ul Perchlorsaure gestoppt. Nach der anschlieenden Neutralisation mit 50ul KOH-Puf-
fer wurden 50ul des Uberstandes entnommen.

Die Bestimmung der cAMP Konzentration erfolgte mit Hilfe des cAMP-Radiorezeptor-
Assay-Kit der Firma Amersham. Der Kit basiert auf dem Vergleich zwischen nichtmar-
kiertem cAMP und einer konstanten Menge von [*H]JcAMP, das an ein definiertes Binde-
protein gebunden ist. Das Protein besitzt eine hohe Spezifitat und Affinitat zu cAMP. Die
Konzentration des [*H]JcAMP-Protein-Komplexes ist umgekehrt proportional zur Kon-
zentration des unmarkierten cAMP in den Proben.

Es wurde folgender Ansatz pipettiert:

+ 50yl Probe
o 50l [*H]cAMP-L6sung (entsprechend 0,9pmol [°*H]cAMP )
+ 100ul Bindeprotein-Lésung (entsprechend 80ug Bindeprotein)

Zur Erstellung der Eichgeraden wurde eine cAMP-Standardlésung verwendet. Der An-
satz wurde gemischt und zwei Stunden auf Eis bei 4°C inkubiert.

Die gebundene Radioaktivitat wurde durch Zentrifugation (zehn Minuten bei 4°C) mit
einer kalten Aktivkohle-Suspension von dem freien [*H]JcAMP getrennt. 200ul des Uber-
standes wurden in Szintillationsvials Uberfuhrt, mit 5ml Szintillationsflissigkeit versetzt, ge-

schittelt und gemessen.
Statistik und Berechnungen
Bindungstudien
Sattigungsversuche
Die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand kann durch die Bestimmung der

Bindungsparameter Ky und Bnax ermittelt werden. Die Dissoziationskonstante Ky ist ein

Mal far die Affinitdt des Liganden zu dem Rezeptor. Die maximale Rezeptorzahl Bpax
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charakterisiert die Menge der exprimierten Rezeptoren. Eine reversible Interaktion zwi-
schen Rezeptor und Ligand kann durch die folgende Gleichung beschrieben werden:
+1

[L]+[Rl « ~ [RL]
P

Die Bindung der Liganden an den Rezeptor steht in Beziehung zur freien Ligand- und
Rezeptorkonzentration und ist von den Geschwindigkeitskonstanten fur die Bindung und
den Zerfall des Ligand-Rezeptor-Komplexes abhangig. Befindet sich die Reaktion im
Gleichgewicht, kann die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante Ky folgendermallen de-
finiert werden:

K™ _ [R] x [L]
K [RL]

K, =

Die Dissoziationskonstante Ky ist umgekehrt proportional zur Affinitat des Liganden zu
einem bestimmten Rezeptor.
Die Gesamtzahl aller Rezeptoren ergibt sich aus der Summe von freien und besetzten

Rezeptoren:
B,. = [R] + [RL]

Durch die Kombination beider Gleichungen ergibt sich

B,,. % [L]

[RL] = <10

Wird die spezifische Bindung, die sich als Unterschied zwischen Gesamtbindung und
unspezifischer Bindung ergibt, gegen die freie Radioligandkonzentration aufgetragen,
zeigt sich ein hyperbolischer Kurvenverlauf. Die computerunterstiutzte nicht-lineare Re-
gressionsanalyse ermoglicht die Berechnung der Dissoziationskonstanten Ky sowie die
maximale Rezeptordichte Bax.
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Inhibitionsversuche

In den Inhibitionsexperimenten wird die Membranpraparation mit der konstanter Kon-
zentration des Radioliganden und unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanz in-
kubiert. Die spezifische Bindung reduziert sich mit steigender Konzentration eines Kompe-
titors. Die ICs ist diejenige Konzentration des nicht-markierten Kompetitors, welche eine
50%ige Abnahme der spezifischen Ligandbindung bewirkt.

Zur Auswertung eines Inhibitionsexperimentes wird die gebundene Menge des Radio-
liganden gegen den Logarithmus der molaren Konzentration des Kompetitors aufge-
tragen. An diese Datenpunkte wird eine computergestutzte Kurvenanpassung vorgenom-
men. Die nichtlineare Regressionsanalyse der Datenpunkte liefert eine sigmoide Kompeti-

tionskurve, aus deren Wendepunkt sich der plCs,-Wert ergibt.

CAMP-Bestimmung

c,/Cc

I ]
0.0 25 S0 A 10.0
cAMP, pmol

Abbildung 15: Standardeichgerade der cAMP Bestimmung. C, (dpm)
ist der Wert in Abwesenheit von unmarkierten cAMP, C, (dpm) der Wert
in Anwesenheit des cAMP-Standards oder der Probe.

Zur Berechnung der Eichgeraden wurden die Werte von C, (Bindung in Abwesenheit
von unmarkiertem cAMP) und der cAMP-Standardwerte mit dem Nullwert (50ul (0,9pmol)
[*H]cAMP + 150ul Tris-Puffer) korrigiert. Der Quotient Co/Cx (Cx-Bindung in Anwesenheit
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des cAMP-Standards oder der Probe) wurde nun gegen den cAMP-Wert aufgetragen
(Abb.15).

Mittels Regressionsanalyse wurde der cAMP-Gehalt in den Proben ermittelt, als Pro-
zent der maximalen Stimulation (CAMP-Gehalt in Gegenwart von Forskolin und Abwesen-
heit von Agonisten) ausgedrickt und gegen den Logarithmus der molaren Agonistenkon-
zentration aufgetragen. Durch computerunterstutzte nichtlineare Regressionsanalyse
wurde an die Daten eine Kurve angepasst und die plCsp und Imx-Werte erhalten
(pICso =negativer Logarithmus der Agonistenkonzentration, die eine 50%ige Hemmung

hervorruft; Inax=maximale Inhibition).

Statistische Auswertung

Bei den in dieser Arbeit angegebenen Resultaten handelt es sich um Mittelwerte aus
Doppelt- oder Dreifachbestimmungen, als Streuungsmal ist der Standardfehler des Mit-
telwertes angegeben. Der Vergleich der Mittelwerte erfolgte mit der Hilfe des t-Tests,
dabei wurde p<0,05 als statistisch signifikant angesehen. Um festzustellen, ob eine Korre-
lation zwischen ICs-Werten der 5-HT-Rezeptor Liganden besteht, wurde eine lineare Re-

gressionsanalyse vorgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Der h5-HT a-Rezeptor und seine Arg219Leu Variante

3.1.1 Subklonierung in den pcDNA3-Vektor und in-vitro Mutagenese

Die cDNA des humanen 5-HTis-Rezeptors wurde in den pcDNA3 Expressionsvektor
subkloniert. Die cDNA wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme Bam H1 und Kpn 1 aus
dem pSG5-Expressionsvektor hydrolisiert und mit dem pcDNA3-Vektor ligiert, der vorher
mit den Enzymen Bam H1 und Kpn 1 linearisiert wurde. Der Expressionsvektor pcDNA3
besitzt im Unterschied zu dem Expressionsvektor pSG5 ein Antibiotika-Resistenzgen. Das
ermoglicht bei der Herstellung von stabilen Zellinien eine Selektion mit G418, einem fur
den Einsatz in Eukaryoten modifizierten Aminoglykosidantibiotikum. Das Ergebnis der
Klonierung wurde mittels Restriktionsanalyse bestatigt.

Die natirlich vorkommende Variante Arg219Leu des humanen 5-HTa-Rezeptors
wurde durch eine in vitro Mutagenese mit Hilfe des Quige Change Site-Directed Mu-

tagenesis Kit (Stratagene) hergestellt. Folgende Mutageneseprimer wurden verwendet:

S 5°-ggg cgc ata ttc cta gct gcg cgce ttc-3
as 5°-gaa gcg cgc agc tag gaa tat gcg ccc-3

Der Austausch von Guanin gegen Tymin in Position 657 der cDNA fuhrte zu einer Sub-
stitution von Arginin durch Leucin in Position 219 des Rezeptorproteins.
Die Mutation wurde durch eine mehrmalig angewandte Sequenzierung in beiden Rich-

tungen mit Sp6, T7 und sequenzspezifischen Primern bestatigt.

3.1.2 Expression in HEK293-Zellen

Der Wildtyp und die mutierte cDNA wurden in HEK293-Zellen stabil oder transient
transfiziert. Zur Herstellung stabiler Klone wurde eine Selektion mit G418 Uber 14 Tage
verwendet. Nach dem Absterben der als Kontrolle eingesetzten nichttransfizierten
HEK293-Zellen wurden stabile Klone hochgeziichtet und mittels [°*H]-80OH-DPAT-Bindung
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untersucht. Die Klone, die die grofite spezifische Bindung zeigten, wurden fur Bindungs-
studien oder funktionelle Tests eingesetzt.

3.1.3 [°*H]8-OH-DPAT-Bindung

Die transient transfizierten Zellen wurden zwei Tage nach der Transfektion flir Radio-
ligand-Sattigungsversuche verwendet, um den Einflu der Mutation auf das Ausmal} der
Expression der Arg219Leu-Rezeptorvariante in der Zellmembranen zu ermitteln. An den
Membranen stabil transfizierter HEK293-Zellen sollte in Kompetitionsexperimenten mit
dem Radioliganden untersucht werden, ob es Unterschiede in der Affinitat verschiedener
Agonisten und Antagonisten zur Rezeptor-Variante im Vergleich zum Wildtyp gibt.

Sattigungsexperimente

Sattigungsexperimente mit [°*H]8-OH-DPAT an Membranen von HEK293-Zellen, die
mit der cDNA des Wildtyps oder Arg219Leu-Variante des h5-HTa-Rezeptors transfiziert
worden waren, ergaben, dass die Bindung des Radioliganden an eine einzige Bindungs-
stelle erfolgt. Der Radioligand wurde in einer Konzentration von 0,1 bis 8,5nM eingesetzt;
die unspezifische Bindung wurde in Gegenwart von 10uM Methysergid bestimmt und be-
trug weniger als 10% der Gesamtbindung. Weder der Bna-Wert (1546 + 243 fmol/mg
Protein) noch der pKp-Wert (8,21 + 1,0) der Rezeptorvariante unterschied sich signifikant
von den entsprechenden Werten des Wildtyp-Rezeptors (Bmax: 1542 £ 140 fmol/mg Prote-
in; pKp: 8,33 + 0,53; Abbildung 16).
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Abbildung 16: Sattigung der spezifischen [*H]8-OH-DPAT-Bindung an Membranen
von HEK293-Zellen, die transient entweder mit dem Wildtyp oder der Arg219Leu-Va-
riante der h5-HTa-Rezeptor-cDNA transfiziert worden waren. Die Daten sind Mittel-

werte £ SEM von drei unabhangigen Experimente in Dreifachbestimmung.
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Abbildung 17: Inhibition der spezifischen [*H]-8OH-DPAT (1nM) Bindung durch 5-HT-
Rezeptor-Agonisten an Membranen stabil transfizierter HEK293-Zellen, die den Wild-
typ-Rezeptor (geflllte Symbole) oder die Arg219Leu-Variante (offene Symbole) des
h5HT a-Rezeptors exprimieren. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei bis funf unabhan-
gigen Experimenten in Doppelbestimmung. 100% entspricht 974,3 £ 31,84 fmol/mg
Protein bzw. 914,5 £ 63,71 fmol/mg Protein in den Experimenten am Wildtyp-Rezeptor
bzw. der Variante; n=12. Die unspezifische Bindung war geringer als 10%. Nicht transfi-

zierte HEK293-Zellen wiesen keine spezifische Bindung von [*H]8-OH-DPAT auf.
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Abbildung 18: Inhibition der spezifischen [*H]-8OH-DPAT (1nM) Bindung durch 5-HT-
Rezeptor-Antagonisten an Membranen stabil transfizierter HEK-293 Zellen, die den
Wildtyp-Rezeptor (geflllte Symbole) oder die Arg219Leu-Variante (offene Symbole) des
h5HTa-Rezeptors exprimieren. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei bis funf unabhan-
gigen Experimenten in Doppelbestimmung. 100% entspricht 974,3 + 31,84 fmol/mg
Protein bzw. 914,5 + 63,71 fmol/mg Protein in den Experimenten am Wildtyp-Rezeptor
bzw. der Variante; n=12. Die unspezifische Bindung war geringer als 10%. Nicht transfi-
zierte HEK293-Zellen wiesen keine spezifische Bindung von [*H]8-OH-DPAT auf.
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Kompetitionsexperimente

In Kompetitionsexperimenten von 1nM [*H]8-OH-DPAT mit 5-HT-Rezeptorliganden an
Membranen von HEK293-Zellen, die den Wildtyp oder die Arg219Leu-Variante des
h5-HTsa Rezeptors stabil exprimieren, wurden die Potenzen der Liganden als Inhibitoren
der Radioligandbindung an die h5-HTx-Rezeptorisoformen bestimmt. Unter Kontrollbe-
dingungen werden gleiche Mengen [°*H]8-OH-DPAT an die Membranen der Zellen, die mit
der cDNA des Wildtyps bzw. der Variante transfiziert wurden, spezifisch gebunden (siehe
Legende zu Abb.17und 18); daher lasst sich schlielen, dass die beiden stabilen Klone,
die auch fur die Analyse der G-Proteinkopplung und des second messenger Signals
verwendet wurden, den Rezeptor in etwa gleicher Dichte exprimieren. Sowohl die 5-HT-
Rezeptoragonisten 5-HT, Roxindol, 8-OH-DPAT, Buspiron und Urapidil (Abb.17) als auch
die 5-HT-Rezeptorantagonisten Methiothepin, Spiperon und WAY 100135 (Abb. 18) ver-
ursachten bei zunehmender Konzentration eine monophasische Hemmung der spezi-
fischen [°H]8-OH-DPAT-Bindung an beide Rezeptorisoformen. Die Agonisten bewirkten
eine vollstandige Hemmung der spezifischen Radioligandbindung. In Experimenten mit
den Antagonisten wurde die spezifische [°*H]8-OH-DPAT-Bindung bei der héhsten Inhibi-
tor-Konzentration um 80-90% reduziert. Die Potenzen (plCs-Werte) der 5-HT Rezepto-
ragonisten und -antagonisten an der Rezeptorvariante unterschieden sich nicht signifikant
von denen am Wildtyprezeptor (Tab. 2). Dementsprechend bestand eine hochsignifikante
Korrelation zwischen den plCs,-Werten der 5-HT-Rezeptorliganden an beiden Rezepto-
risoformen mit einem Steigungsmal} der Regressionslinie (Regressionskoeffizient) nahe 1
(Abb. 19).
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Abbildung 19: Vergleich der plCsoWerte des Wildtyps und der Arg219Leu-Variante
des h5-HTa-Rezeptors in Membranen von HEK293-Zellen, die in den Kompetitionsex-
perimenten mit [*H]-8-OH-DPAT ermittelt wurden. Steigungsmaf: 1,13; Korrelationsko-

effizient (r): 0,983, P<0,0001

3.1.4 [®*S]GTPyS-Bindung

An Membranen der HEK293-Zellen, die den h5-HTa-Wildtyp-Rezeptor stabil

exprimieren, stimuliert 5-HT konzentrationsabhéngig die [®*S]GTPyS-Bindung (Abb. 20).
Die maximale Stimulation betrug 150,4 £ 3,2% der basalen [*S]GTPyS-Bindung. Im
Gegensatz dazu zeigte 5-HT fast gar keinen stimulierenden Effekt auf die [**S]GTPyS-
Bindung an Membranen von Zellen, die die Arg219Leu Variante exprimieren. Die 5-HT-in-
duzierte Stimulation der [*S]GTPyS-Bindung an den mutierten Rezeptor war so schwach,

dass die Potenz (ECso-Wert) nicht zuverlassig bestimmt werden konnte.
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Abbildung 20: Stimulation der [*S]GTPyS-Bindung an Membranen stabil transfi-
zierter HEK293-Zellen, die entweder den h5-HTa-Wildtyp-Rezeptor oder die
Arg219Leu-Rezeptor-Variante exprimieren. Die Werte sind als Prozent der basalen
[**S]GTPyS-Bindung dargestellt; die basale Bindung an Membranen, die den Wildtyp
bzw. die Variante des Rezeptors exprimieren, betrug 41,5 £ 10,1 bzw. 35,6 + 5,0
fmol/mg Protein. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Versuchen in
Doppelbestimmung. Die intrinsische Aktivitat von 5-HT (Emax) als Stimulator der

[**S]GTPyS-Bindung an Membranen von Zellen, die den Wildtyp- bzw. Arg219Leu-
Rezeptor exprimieren betrug 150,2 £+ 3,2 bzw. 105,1 t+ 3,4% der basalen Bindung; der

Unterschied der En.«-Werte war signifikant.
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3.1.5 Inhibition der Forskolin-stimulierten cAMP-Akkumulation

An intakten Zellen, die entweder den Wildytp oder die Arg219Leu-Variante des
h5-HTa-Rezeptors stabil exprimieren, wurde die Hemmung der Forskolin-stimulierten
cAMP-Akkumulation gemessen. An Wildtyp-Rezeptoren bewirkten die Agonisten 5-HT,
Urapidil und Buspiron konzentrationsabhangig eine Hemmung der Forskolin (10uM) -sti-
mulierten cAMP-Bildung; die maximale Inhibition der Forskolin-stimulierten cAMP-Akku-
mulation lag fur die drei Agonisten etwa in der gleichen Grofienordnung (Hemmung um
72-85%; Abb. 21, Tab.2). Auch in Zellen, die die Arg219Leu-Rezeptor-Variante
exprimieren, inhibierten diese Agonisten konzentrationsabhangig die Forskolin-stimulierte
cAMP-Akkumulation. Die maximalen Effekte betrugen aber nur 17 bis 39% der Werte fir
den Wildtyp. (Abb. 21, Tab 2). Die Konzentrations-Wirkung-Kurven fur den mutierten Re-

zeptor waren so flach, dass die ICs-Werte nicht zuverlassig bestimmt werden konnten.
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Abbildung 21: Hemmeffekte von 5-HT, Buspiron und Urapidil auf die Forsko-
lin-stimulierte [*H]cAMP-Akkumulation in HEK293-Zellen, die entweder mit der
cDNA des h5-HT4-Wildtyp-Rezeptors oder mit der cDNA der Arg219Leu-Vari-
ante stabil transfiziert wurden. Die Daten reprasentieren Mittelwerte aus drei bis
funf unabhangigen Versuchen in Dreifachbestimmung. Die ,Efficacies” (Imax) der
5-HT-Rezeptoragonisten als Inhibitoren der cAMP-Akkumulation waren bei den

Zellen, die die Rezeptorvariante exprimieren, signifikant geringer als bei den

Zellen, die den Rezeptorwildtyp exprimieren (P<0,0001)

m 5-HT
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¥ Urapidil

o 5-HT
A Buspiron
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Tabelle 2: Potenzen von 5-HT-Rezeptorliganden als Inhibitoren der [*H]8-OH-
DPAT-Bindung an Membranen von HEK293-Zellen, die den h5-HTs-Wildtyp-Rezep-
tor WTR oder die Arg219Leu-Variante VR stabil exprimieren und deren Potenzen als

Inhibitoren der Forskolin-stimulierter cAMP-Akkumulation an derartigen intakten

Zellen.
h5-HT, WTR h5-HT, VR
[*H]-8-OH- cAMP- [*H]-8-OH- cAMP-
DPAT - Akkumulation DPAT - Akkumulation?
Bindung Bindung
pICSOb pICSOC Imaxcl pICSOb Imaxd
Agonisten
Roxindol 8,21 £ 0,07 Nb Nb 8,21 £ 0,05 Nb
8-OH-DPAT 7,86 + 0,09 Nb Nb 7,95+ 0,01 Nb
5-HT 7,42+0,08 8,05+£0,20 (72,0+£3,9 7,33+£0,10 [(12,2+03,4*
Buspiron 7,22+0,07 |8,01+£0,13 |85,2+2,8 7,28+0,08 |21,2+06,4*
Urapidil 6,90+0,06 |6,68+0,26 |(77,1+7,2 6,78+ 0,14 30,1+13,4*
Antagonisten
WAY 1000635 (8,34 + 0,13 8,49 £ 0,14
Methiothepin 7,63 £ 0,07 7,39 £ 0,11
Spiperon 7,16 £ 0,12 7,06 £ 0,14

Die Ergebnisse sind Mittelwerte £+ SEM von 3-8 unabhangigen Experimenten, die in
Doppel- oder Dreifachbestimmung ermittelt wurden. *Signifikant unterschiedlich von
den entsprechenden |m.-Werten am h5-HTa-Wildtyprezeptor (P<0,0001)

a) Die maximale Hemmung der cAMP-Akkumulation in Zellen, die die Arg219Leu-
Variante exprimieren, war so gering, dass der plCso-Wert nicht zuverlassig bestimmt
werden konnte

b) Affinitaten (plCs,-Werte) von 5-HT-Rezeptor Liganden wurden in Inhibitionsver-
suchen mit 1nM [*H]-8-OH-DPAT bestimmt

c) Potenzen (plCso-Werte) von 5-HT-Rezeptor Agonisten als Inhibitoren der Forsko-
lin-stimulierten cAMP-Akkumulation

d) Maximale Inhibition (lmax) von 5-HT-Rezeptor-Agonisten als Inhibitoren der
Forskolin-stimulierten cAMP-Akkumulation (ausgedrtickt als Prozentwert der Forsko-
lin-Kontrolle)

Nb, nicht bestimmt

69
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3.2 h5HT;3a-Rezeptor und seine Pro391Arg und Arg344His Varianten

3.2.1 In-vitro Mutagenese

Die naturlich vorkommenden Pro391Arg- und Arg344His-Varianten des homopen-
tameren humanen 5-HTsa-Rezeptors wurden durch in vitro Mutagenese mit Hilfe des Qui-
ge Change Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) hergestellt. Die cDNA der h5HT3a-
Rezeptoruntereinheit befand sich im pcDNA3 Expressionsvektor, der direkt fur die Mu-
tagenese eingesetzt werden konnte. Folgende Mutageneseprimer wurden fir die Herstel-
lung der Mutanten verwendet:

s 5’-cac atg gga gga cgc cag gac ttc gag-3°
as 5'-ctc gag gtc ctg geg tce tee cat gtg-3°

Der Austausch von C gegen G in Position 1173 der cDNA resultiert im Aminosaure-

austausch Pro 391 zu Arg in der Rezeptoruntereinheit.

s 5’-cct get tgg ctg cat cac ctg gtt ctg-3°

as 5°-cag aac cag gtg atg cag cca agc agg-3’

Die Substitution des Guanins in Position 1032 der cDNA durch Adenin fiihrt zum Aus-

tausch von Arg344His in der Rezeptoruntereinheit.

3.2.2 Expression der Mutanten und des Wildtyps in HEK293-Zellen

Fur Sattigungsversuche mit dem 5-HT;-Rezeptor-Radioliganden wurden HEK293-
Zellen verwendet, die mit der cDNA der Wildtyp-h5-HTsa-Rezeptoruntereinheit oder seiner
Mutanten (Pro291Arg, Arg344His) im pcDNA3-Vektor transfiziert worden waren. Die
Transfektion wurde mit Hilfe der Lipofektamin-Methode durchgefuhrt, da mit der Ublichen
Calciumphosphat-Methode keine befriedigende Expression der Rezeptoren erzielt wurde.
Zwei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und fur die Membranprapa-
ration verwendet.

Fur Zellen, die den jeweiligen Rezeptor stabil exprimieren, wurde die Transfektion der

HEK293-Zellen mit einer modifizierten Calciumphosphat-Methode vorgenommen. Danach
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wurden die Zellen zwei Wochen unter Selektionsdruck kultiviert und einzelne Klone hoch-
gezogen. Die zur Kontrolle eingesetzten nichttransfizierten HEK293-Zellen starben unter
G418-Selektionsdruck nach 8-10 Tagen. Positive Zellklone wurden durch Bindung von
[*(H]JGR65630 (s. unten) an Membranpraparate der Klone identifiziert. Nachdem jeweils ein
Zellklon durch die Bindung ausgewahlt worden war, wurden die Zellen kultiviert, bis aus-
reichend Material vorhanden war, um fiir [*H]JGR65630-Bindungstudien Membranen zu
praparieren.

In der Plasmamembran der HEK293-Zellen werden die Rezeptoruntereinheiten war-
scheinlich als homopentamere h5HT3s-Rezeptoren exprimiert, denn aus der Literatur ist
bekannt, dass diese Konfiguration Voraussetzung fir die Funktionsfahigkeit der Rezepto-
ren ist; es konnte in parallel durchgefihrten Experimenten mit elektrophysiologischer und
luminometrischer Methodik gezeigt werden, dass die im Rahmen der vorliegender Arbeit
transfizierten Zellen in der Tat funktionsfahige Rezeptoren exprimieren (s. unten ,Diskussi-

on®).

3.2.3 [*H]GR65630-Bindung

In Bindungexperimenten mit dem radioaktiv markierten 5-HT;-Rezeptor Antagonist
[P(H]JGR65630 (spezifische Aktivitat 75Ci/mmol) sollte ermittelt werden, ob es Unterschiede
in der Rezeptordichte und / oder der Affinitat verschiedener Liganden zu der Rezeptor-Va-
riante im Vergleich zum Wildtyp gibt. Die Membranen der nicht transfizierten HEK293-
Zellen, die als Kontrolle eingesetzt wurden, zeigten keine spezifische Bindung.

Sattigungsexperimente

Fir Sattigungversuche wurde [*H]JGR65630 sowohl an den transient als auch an den
stabil transfizierten Zellen in Konzentrationen von 0,1 bis 4,8 nM eingesetzt. Die spezi-
fische Bindung war sattigbar und monophasisch an allen drei Rezeptorisoformen. Beide
Rezeptorvarianten unterscheiden sich nicht vom Wildtyp in bezug auf die Dissoziations-
konstante Kp (Tab. 3).

Die maximale Rezeptordichte Bn.x der Pro391Arg-Variante war sowohl an stabil als
auch an transient transfizierten Zellen nicht signifikant unterschiedlich vom Wildtyp (Abb.
22, 23;Tab. 3). Dagegen betrug Bmax der Arg344His-Rezeptorvariante nur 56% des Wild-
typs an transient transfizierten Zellen und sogar nur 7% des Wildtyps an den stabil transfi-
Zierten Zellen (Abb. 22, 23 ;Tab. 3).
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Tabelle 3 Dissoziationskonstanten Kp und maximale Rezeptordichten Bnax aus Sat-
tigungsversuchen mit *HJGR65630 an HEK293-Zellen, die entweder den Wildtyp
oder die Pro391Arg- und Arg344His-Varianten h5-HT3a-Rezeptor transient oder stabil

exprimieren.
Transiente Transfektion Stabile Transfektion
K,, nM pmol/mg K,, nM pmol/mg
Protein Protein
Wildtyp 0,25 + 0,04 4.68 + 0,17 0,50+ 0,07 19,76 £ 0,46
Pro391Arg 0,57 £ 0,22 4,95 + 0,52 0,57 +£0,20 [10,30 +1,05
Arg344His 0,31 £ 0,09 2,62*+0,16 10,22 + 0,07 ]0,68* £ 0,05

Die Daten sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Versuchen in

Dreifachbestimmung.

*

Signifikant unterschiedlich vom Bna-Wert am jeweiligen Wildtyp des

h5-HT;a-Rezeptors (P<0,0001)

'z

:

: m Wildtyp
£ 50001 4 Pro39lAirg
E ® Arg344His
b-II

=

E 2500-

=

=

E 0 T T T I I I

- 0 1 2 3 4 5

FH]GR65630, nm

Abbildung 22: Sattigung der spezifischen Bindung von [*HJGR65630 an Membranen
transient transfizierter HEK293-Zellen, die entweder den Wildtyp oder die Pro391Arg-
bzw. Arg344His-Variante des h5-HTsa -Rezeptors exprimieren. Dargestellt sind Mittel-

werte aus drei unabhangigen Versuchen in Dreifachbestimmung.
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Abbildung 23: Sattigung der spezifischen Bindung von [*HJGR65630 an Membranen
stabil transfizierter HEK293-Zellen, die entweder den Wildtyp oder die Pro391Arg- bzw.
Arg344His-Variante des h5-HT3a-Rezeptors exprimieren. Dargestellt sind Mittelwerte aus

drei unabhangigen Versuchen in Dreifachbestimmung.

Kompetitionsexperimente

In Kompetitionsexperimenten mit [PH]JGR65630 (1nM) an den stabil transfizierten
Zellen wurden Affinitaten des Wildtyp-Rezeptors und beiden Rezeptorvarianten zu den
Agonisten und Antagonisten ermittelt. Die Agonisten 5-HT, 2Me-5-HT, mCPBG, PBG,
Quipazin und Antagonisten Ondansetron, Tropisetron, Y25130, Tubocurarin wurden in
Konzentrationen von 0,1nM bis1mM eingesetzt. Alle Substanzen bewirkten eine vollstan-
dige monophasische Hemmung der Bindung des Radioliganden. Potenzen und damit
auch die Potenz-Reihenfolge der Agonisten (Quipazin > mCPBG=5-HT > 2-Me-5-HT >
PBG) und Antagonisten (Tropisetron=Y25130 =Ondansetron > Tubocurarin) als Inhibito-
ren der [*H]JGR65630-Bindung waren an allen drei Rezeptorisoformen gleich (Abb. 24,
25,Tab 4). Dementsprechend zeigten die Regressionsanalysen signifikante Korrelationen
zwischen den plCs-Werten am Wildtyp-Rezeptor und den beiden jeweiligen Varianten.
Die Regressionskoeffizienten und Korrelationskoeffizienten waren in der GroRenordnung
von 1 (Abb. 26).
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Tabelle 4: plCso-Werte aus Inhibitionsversuchen an Membranen von HEK293-Zellen,

Inhibitor Wildtyp pIC5q | Arg344His, pICg, | Pro391Arg, piCz
Agonisten
Quipazin 7,14 £ 0,10 7,12+ 0,14 7,27 £ 0,10
mCPBG 6,08 £ 0,078 |6,05+0,10 6,06 £ 0,05
5-HT 6,00 £ 0,08 6,03 £ 0,08 6,06 + 0,04
2Me-5HT 5,05+ 0,11 5,63 +0,08 550+£0,12
PBG 4,55+0,13 4,52+0,10 4,42 + 0,11
Antqgagonisten

Tropisetron |(8,00+ 0,13 8,04 £ 0,10 7,82 £ 0,05
Y25130 791+£0,12 7,87 £ 0,09 7,66 £ 0,08
Ondansetron | 7,79 + 0,08 7,83 +0,10 7,61 0,04
Tubocurarin | 3,87 + 0,11 3,82+0,13 3,57 0,10

die entweder Wildtyp oder Pro391Arg- bzw. die Arg344His-Variante des h5-HT3a-Rezep-

tors stabil exprimieren.

Die Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4-7 unabhangigen Experimenten in Doppelbe-

stimmung. Die Werte wurden aus den in Abb.24 und 25 gezeigten Kurven berechnet.
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Abbildung 24: 5-HT-Rezeptor-Agonist-induzierte Hemmung der spezifischen
[*HIGR65630-Bindung an Membranen stabil transfizierter HEK293-Zellen, die
entweder den Wildtyp oder die Pro391Arg- bzw. Arg344His-Variante des h5-
HTsa-Rezeptors exprimieren. Die unspezifische Bindung in Gegenwart von
100uM MDL72222 war geringer als 10%. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei
bis funf unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung.
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Abbildung 25: 5-HT-Rezeptor-Antagonist-induzierte Hemmung der spezi-
fischen [*H]JGR65630-Bindung an Membranen stabil transfizierter HEK293-
Zellen, die entweder den Wildtyp oder die Pro391Arg- bzw. Arg344His-Variante
des h5-HT3a-Rezeptors exprimieren. Die unspezifische Bindung in Gegenwart
von 100pM MDL72222 war geringer als 10%. Dargestellt sind Mittelwerte aus

drei bis funf unabhangigen Experimenten in Doppelbestimmung.
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Abbildung 26: Vergleich der plCs,-Werte der 5-HT-Rezeptoragonisten und
-antagonisten als Inhibitoren der [*H]GR65630-Bindung an Wildtyp-und
Pro391Arg-(oben) oder Arg344His-h5-HT:a-Rezeptoren (unten) in Membranen
von HEK293-Zellen. Die plCs,-Werte stammen aus Tab. 4 und wurden aus den
in Abb. 24 und 25 gezeigten Kurven berechnet. Pro391Arg-Variante:Steigungs-
malfd: 0,97, Korrelationskoeffizient: 0,98; Arg344His-Variante: Steigungsmalfl}
0,98, Korrelationskoeffizient: 0,99 (p<0,0001)
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4 Diskussion

4.1 Die natirlich vorkommende Arg219Leu-Variante des h5-HTa.Rezeptors

Im Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchung stand die naturlich vorkommende Vari-
ante Arg219Leu des humanen 5-HT i -Rezeptors. Das Ziel war es festzustellen, ob der
mutierte Rezeptor veranderte pharmakologische und/oder funktionelle Eigenschaften im
Vergleich zum Wildtyp- Rezeptor aufweist.

Mehrere Mutagenesestudien des 5-HTix -Rezeptors haben gezeigt, dass der Aus-
tausch nur einer Aminosdure zu Anderungen der Rezeptor-Ligand-Interaktion fiihren
kann. Ziel solcher Untersuchungen war es, diejenigen Aminosauren zu identifizieren, die
fur die Bindung von Agonisten und Antagonisten an den Wildtyp des Rezeptors bedeu-
tungsvoll sind. So fanden Guan et al. (1992), dass Asp 386 in der siebten transmembran-
aren Domane fur die Bindung von Pindolol, eines B-Adrenorezeptorblockers mit ant-
agonistischen Eigenschaften am 5-HTa-Rezeptor, wichtig ist. Der mutierte Rezeptor, in
dem Asp386 durch Valin ersetzt wurde, besitzt eine circa hundertfach verminderte Affinitat
zu Pindolol und anderen Aryloxyalkylaminen wahrend die Affinitdt zu anderen Agonisten
und Antagonisten unverandert blieb. Ho et al. (1992) untersuchten die Effekte von unter-
schiedlichen Mutationen in der zweiten, dritten und vierten transmembranaren Domane
des Rezeptors in transient transfizieten COS-7-Zellen: Drei Mutationen (Asp82Asn,
Asp116Asn bzw. Ser199Ala) resultierten in einer sechzig- bis hundertfachen
Verminderung der Affinitat zu 5-HT, ohne die Affinitat zu dem Antagonist Pindolol zu be-
einflussen. Die vierte Mutation (Thr200Ala) zeigte keine messbare Agonistenbindung.

Der Austausch des konservierten Asparagins 386 in der siebten transmembranaren
Domaéne durch Alanin, Phenylalanin oder Valin fuhrte zu einem Rezeptor, der den Agonis-
ten 8-OH-DPAT nicht bindet, wahrend der Austausch durch Glutamin keinen Effekt auf die
Agonistenbindung hatte (Chanda et al., 1992); der Austausch des konservierten Serins in
der Position 393 durch Alanin vermindert die Ligandbindung um 86% wahrend der Aus-
tausch des weniger konservierten Serins 391 die Bindung nicht beeinflut. Wird die
konservierte Asparaginsaure in der Position 82 der zweiten transmembranen Domane
durch Alanin ersetzt, zeigt der mutierte Rezeptor ebenfalls keine messbare Agonisten-
bindung (Chanda et al., 1992).

Um potentielle G-Protein-Interaktionsstellen des 5-HTa-Rezeptorproteins zu identifi-

zieren, konstruierten Varrault et al. (1992) modifizierte von der zweiten oder dritten intra-
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zellularen Schleife abgeleitete Peptide und untersuchten deren EinfluR sowie den des
Wildtyps auf die [*S]GTPyS-Bindung und die cAMP-Akkumulation. Das Peptid, das die
ganze zweite intrazellulare Schleife enthalt (Asp133-Arg153) und den Ala331-Leu347-Ab-
schnitt der dritten intrazellularen Schleife enthalt, inhibierten die Forskolin-stimulierte
cAMP-Akkumulation in NIH-3T3- und S49-Zellen und im Rattenhippocampus. Zudem sti-
mulierten sie die [**S]GTPyS-Bindung am Gj/G, -Protein im Rinderhirn. Diese Ergebnisse
zeigten, dass die zweite und dritte intrazellulare Schleife des 5-HTia-Rezeptors eine
wichtige Rolle bei der G-Proteinkopplung spielen.

Pro-16-Leu
Gly-22-Ser
lle-28-val ; }
E ll.lll
Arg-219-Ley
1 .. L 1]
Asp-17-Lys

Gly- 27 2-Asp

!
6

Abbildung 27: Schematische Darstellung des h5-HT 1 -Rezeptors mit naturlich vor-

kommenden Mutationen

Abgesehen von diesen (zur Identifizierung wichtiger Rezeptordomanen fur die Ligand-
bindung und G-Proteinkopplung) kunstlich hergestellten Rezeptormutanten, wurden meh-
rere naturlich vorkommende Varianten des h5-HT 4 -Rezeptorgens gefunden. Manche Mu-

tationen des Gens fuhren zu keiner Veranderung der Aminosauresequenz, in anderen
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Fallen resultiert ein Austausch eines Basenpaares in einem Aminosaureaustausch (Abb
27).

Nakhai et al. (1995) entdeckten bei einem Mutationsscreening unter drei Bevolke-
rungsgruppen (weillen Amerikanern, Indianern und Finnen) zwei naturlich vorkommende
Varianten des h5-HTa -Rezeptors: Gly22Ser und lle28Val. Beide Mutationen befinden
sich im extrazellularen N-Terminus. Bei einem systematischen Screening von Patienten,
die an Schizophrenie, bipolarer affektiver Erkrankung oder Tourette-Syndrom litten,
fanden Erdmann et al. (1994) keinen signifikanten Unterschied bezuglich der Haufigkeit
der lle28Val-Variante zwischen den Patienten und den Kontrollpersonen. Bruss et al.
(1995) untersuchten den Einfluss dieser Mutation auf die Bindungseigenschaften des
5-HT1a-Rezeptors in transient transfizierten COS-7-Zellen. In Kompetitionsexperimenten
mit [*H]-8-OH-DPAT ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Rezeptorvari-
ante und dem Wildtyp im bezug auf ihre Affinitat zu den Agonisten 5-HT, 8-OH-DPAT und
Roxindol sowie zu den Antagonisten Methiothepin und Spiperon. Diese Ergebnisse
wurden in Untersuchungen von Rotondo et al. (1997) bestatigt und um Befunde zur
Gly22Ser-Variante erweitert: Radioligand-Kompetitionexperimente zeigten, dass nicht nur
die lle28Val- sondern auch die Gly22Ser-Variante die gleiche Affinitdt zu Agonisten und
Antagonisten besitzen wie der Wildtyp-Rezeptor. Es wurde jedoch ein Unterschied in der
Agonist-induzierten Rezeptor-Herabregulation und Desensibilisierung gefunden: Nach
vierundzwanzigstundiger Einwirkung von 100uM L-8-OH-DPAT wurde bei der Gly22Ser-
Variante eine schnellere Herabregulierung der Rezeptordichte festgestellt als bei dem
Wildtyp-Rezeptor. Die 5-HT-induzierte Inhibition der cAMP-Akkumulation war nach 24
Stunden Einwirkungszeit von 100uM 8-OH-DPAT bei der Gly22Ser-Variante signifikant
geringer als beim Wildtyp. Eine analoge Beteiligung von N-terminalen Aminosauren an
der Herabregulation der Rezeptordichte war vorher auch fir den mit 5-HT Rezeptoren
verwandten (.-Adrenorezeptor nachgewiesen worden(Green et al., 1994).

Bei der Suche nach Mutationen, die mit Alkoholismus assoziiert sind, fanden Harada
et al. (1996) eine Pro16Ser-Variante des h5-HTa-Rezeptors. Da diese Mutation jedoch
genauso haufig bei Alkoholikern wie bei gesunden Kontrollpersonen vorkam, konnte kein
Zusammenhang zwischen der Mutation und dem Alkoholismus festgestellt werden.
Dieselbe Mutation wurde auch beim Mutationscreening unter schizophrenen Patienten ge-
funden (Kawanishi et al., 1998). AuRerdem wurden - neben einer weiteren Variante im ko-
dierenden Bereich, die zum Gly272Asp Austausch fuhrt - funf Polymorphismen im nicht
kodierenden Bereich entdeckt. Bei keiner dieser Mutationen wurde eine signifikante Asso-

ziation zur Schizophrenie gefunden.
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Lam et al. (1996) beschrieben zwei naturlich vorkommende Varianten des 5-HT1a-Re-
zeptors: Arg219Leu und Asn417Lys. Die Variante Arg219Leu wurde bei einem Patienten
mit Tourette-Syndrom gefunden. Es ist denkbar, dal® diese Mutation des 5-HTa-Rezep-
tors an der Pathogenese dieser Krankheit beteiligt sein kdnnte. Da sich diese Mutation in
der dritten intrazellularen Schleife, d.h. in einem fur die G-Proteinkopplung wichtigen Ab-
schnitt, befindet, untersuchten die Autoren die funktionellen Eigenschaften des mutierten
Rezeptors. Der Wildtyp und die Arg219Leu-Rezeptor-Variante wurden in RAT-1 Fibro-
blasten exprimiert und deren Eigenschaften mittels R-SAT-Assay (Receptor Selection and
Amplification Technology) verglichen. Diese Methode beruht auf der Fahigkeit der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, eine Zellproliferation zu stimulieren. Die Rezeptoren
werden zusammen mit dem Marker-Enzym [(-Galaktosidase koexprimiert. Rezepto-
ragonisten stimulieren konzentrationsabhangig die Proliferation von Zellen, die funktions-
fahige Rezeptoren exprimieren. Diese Zellen exprimieren auch ein Reportergen, wodurch
die Rezeptorfunktion durch Enzymaktivitat quantifiziert werden kann (Messier et al., 1995;
Burstein et al., 1995). Obwohl mittels dieser Assays kein Unterschied in der G-Protein-
kopplung zwischen dem Wildtyp und der Arg219Leu 5-HT1a-Rezeptorvariante gefunden
wurde, raumten Lam et al. (1996) ein, dass nicht alle Unterschiede in der Rezeptorfunkiti-
on durch das R-SAT-Assay aufgedeckt werden kdnnen.

In Anbetracht dieser Unsicherheit, ferner der Tatsache, dal? das System von Lam et al.
(1996) in vielerlei Hinsicht hochst artefiziell ist (u.a. mul® bei dem verwendeten Test ein
normalerweise nicht mit dem 5-HTa-Rezeptor koppelndes Gy-Protein kotransfiziert
werden) und schliellich wegen des Fehlens jeglicher Daten zur Bindung von Agonisten
und Antagonisten an den mutierten Rezeptor, bestand das Ziel der vorliegenden Arbeit
darin, den Einfluss der Arg219Leu-Mutation auf pharmakologische und funktionelle Eigen-
schaften des Rezeptors genauer und mit geeigneterer Methodik als bisher zu untersu-
chen.

Dieser Aminosaureaustausch befindet sich - wie bereits erwahnt - in der dritten intra-
zelluldaren Schleife, die an der Rezeptor-Ligand-Bindung nicht direkt beteiligt ist. Die
Bindungsstelle der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren fur Liganden wie Monoamine be-
findet sich in der von den hydrophoben transmembranaren Domanen gebildeten Tasche.
Dabei sind speziell die transmembranaren Domanen 3, 5 und 7 von Bedeutung (Kobilka
et al., 1988; Strader et al., 1994; siehe auch oben: Mutageneseversuche). Dementspre-
chend sollten Mutationen in den intrazellularen Abschnitten des Rezeptorproteins keinen
Einfluss auf die Bindungseigenschaften des Rezeptors haben. Tatsachlich zeigten
Bindungsexperimente mit dem spezifischen 5-HT:sa-Rezeptor-Agonisten [°H]-8-OH-DPAT
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an Membranen von HEK293-Zellen, welche die Arg219Leu-Variante stabil exprimieren,
die gleichen Bindungseigenschaften wie Zellen mit dem Wildtyp-Rezeptor. In Kompeti-
tionsexperimenten mit den Agonisten 5-HT, 8-OH-DPAT, Roxindol, Buspiron und Urapidil
und mit den Antagonisten Methiothepin, Spiperon und WAY100135 wurde kein signifi-
kanter Affinitatsunterschied zwischen dem Wildtyp und der Rezeptorvariante gefunden.
Auch die Rezeptordichte, die in Sattigungsversuchen an transient transfizierten Zellen er-
mittelt wurde, war bei beiden Rezeptorisoformen gleich.

Es wurde bereits ausgefuhrt, da® die dritte intrazellulare Schleife der G-Protein-ge-
koppelten Rezeptoren fur die Interaktion mit dem G-Protein wichtig ist (Ostrowski et al.,
1992; Strader et al., 1994). Der 5-HTa-Rezeptor ist vorwiegend an das Gi/Go-Protein ge-
koppelt. Eine Aktivierung des Rezeptors durch Agonisten fuhrt zu einer Inhibition der Ade-
nylatzyklase (Emerit et al., 1990; Hamon, 1997). Es stellte sich daher die Frage, ob nicht
die Arg219Leu-Mutation im Bereich der dritten intrazellularen Schleife des 5-HTa-Rezep-
tors — anders als im R-SAT-Assay von Lam et al. (1996) — doch zu Anderungen der
funktionellen Eigenschaften fuhren kénnte. In der vorliegenden Arbeit wurden dement-
sprechend die G-Proteinkopplung und die Inhibition der Forskolin-stimulierten cAMP-Ak-
kumulation untersucht. Die Agonist-stimulierte Bindung des nicht hydrolysierbaren GTP-
Analogen [*S]GTPyS als Mal fiir die G-Proteinkopplung lag beim Wildtyp Rezeptor um
55%, beim mutierten Rezeptor aber nur um 5% Uber der Basalbindung. In Ubereinstim-
mung hiermit war die Inhibition der Forskolin-stimulierten cAMP-Akkumulation in Zellen,
die die Arg219Leu-Variante exprimieren, um 61-83% geringer als in Zellen, welche den
Wildtyp exprimieren. Insgesamt gesehen war der Effekt von Agonisten auf die G-Protein-
kopplung und die Forskolin-stimulierte cAMP-Akkumulation bei Expression der
Arg219Leu-Rezeptor-Variante so schwach, dass die ICs..Werte nicht zuverlassig bestimmt
werden konnten. Offensichtlich beeintrachtigt der Austausch des Arginin gegen Leucin in
der Position 219 die G-Protein Kopplung, was zu einer verminderten Adenylatzyklase-Inhi-
bition fuhrt.

Warum wurden in den hier angewandten [**S]-GTPyS-Bindungsversuchen und
Messungen der Forskolin-stimulierten cAMP-Akkumulation andere Ergebnisse erzielt als
in den Experimenten von Lam et al. (1996) und Del Tredici et al. (2004), mit Hilfe des R-
SAT-Assay? Eine wahrscheinliche Erklarung daflr besteht darin, dass fur eine Kopplung
an verschiedene G-Proteine unterschiedliche Rezeptorproteinabschnitte von Bedeutung
sind. So kann Arginin in Position 219 fur die Kopplung am Gi-Protein, jedoch nicht an
anderen G-Proteinen wichtig sein. Eine Voraussetzung fur die Anwendbarkeit des R-SAT-

Assays zur Charakterisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist entweder die
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Kopplung am Ga,-Protein oder die Kotransfektion dieser Untereinheit mit dem zu untersu-
chenden Rezeptor. Lam et al. und Del Tredici et al. untersuchten mittels R-SAT-Assay
den durch die Kopplung an der kotransfizierten Gags-Untereinheit vermittelten Effekt. In der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch die 5-HT-stimulierte [**S]-GTPyS Bindung an Gai- und
die Inhibition der cAMP-Akkumulation gemessen, die durch das (wahrscheinlich die Ga-
Untereinheit enthaltende) Gi-Protein vermittelt wird. Wahrscheinlich wird durch die
Arg219Leu-Mutation die Kopplung am Ga,-Protein nicht beeinflusst (offensichtlich werden
die Arg219Leu-Mutante und der Wildtyp in gleichem Malke an das kotransfizierte fur
5-HT1a-Rezeptor-vermittelte Effekte nicht relevante Ga, gekoppelt), wahrend die physiolo-
gische Kopplung am Gi-Protein stark reduziert wird.

Als wichtige Schluf3folgerung aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich feststellen,
daf fur die G-Protein-Kopplung an den 5-HT:a-Rezeptor nicht nur — wie bisher bekannt —
dessen Ala331-Leu347-Abschnitt in der dritten intrazellularen Schleife (Varrault et al.,
1992) sondern auch die Aminosaure 219 in derselben dritten intrazellularen Schleife von

Bedeutung ist.

4.2 Potentielle klinische Auswirkungen

Der 5HTa-Rezeptor ist in eine Vielzahl physiologischer Funktionen involviert. Daher
konnte eine Mutation im Rezeptorprotein, die zu einer Veranderung der funktionellen
Eigenschaften des Rezeptors flhrt, zum Auftreten von psychiatrischen Erkrankungen bei-
tragen. Die Arg219Leu-Mutation wurde bei einem Patienten mit dem Tourette-Syndrom
gefunden. Dieses Syndrom ist eine psycho-neurologische Erkrankung, die sich in multi-
plen motorischen und verbalen Ticks (z.B. Zucken und Herumschleudern des Kopfes so-
wie stereotypen Lautdulerungen) und weiteren Verhaltensstérungen manifestiert. Die
Ursache der Krankheit ist noch nicht genau erklart, aber Storungen des Stoffwechsels der
Neurotransmitter Dopamin und Serotonin im Gehirn spielen dabei wahrscheinlich eine
wichtige Rolle. Ob etwa die Arg219Leu-Mutation an der Entstehung der Erkrankung betei-
ligt ist, diese Frage lafdt sich ansatzweise erst durch Mutations-Screening an einer grof3en
Anzahl von am Tourette-Syndrom erkrankten Patienten beantworten. Das von Lam et al.
(1996) untersuchte Kollektiv von 21 derartigen Patienten, unter denen die Mutation einmal
nachgewiesen wurde, ist fur eine solche Aussage zu klein.

Pathologische Zustande, die mit Storungen des 5-HT-Stoffwechsels einhergehen, wie
Depression und Angststérungen, sind haufige Erkrankungen. So gibt es Schatzungen, wo-

nach etwa drei bis funf Prozent der Weltbevdlkerung an Behandlungs-bedurftigen De-
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pressionen leiden. Bei dieser Erkrankung sind psychische und koérperliche Funktionen ge-
stort. Neben depressiver Stimmunngslage und Antriebshemmung treten auch Schlafsto-
rung, Appetitstdrung, leichte Ermudbarkeit und Verdauungsstdérung auf. Die Rolle des 5-
HT.a-Rezeptors in der Pathophysiologie von Angst und Depression lalt sich unter
anderem auch aus Untersuchungen an transgenen Mausen ableiten (Heisler et al., 1998;
Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998). 5-HTa-Knock-out-Tiere zeigten ein erhohtes
Angstverhalten und eine verstarkte Reaktion auf Stress. In anderen Tests wiesen diese
Tiere ein ahnliches Verhalten wie Wildtypmause nach der Behandlung mit Antidepressiva
auf. Die Autoren erklaren diese Effekte durch das Fehlen der 5-HTs-Rezeptor vermittelten
Autoinhibition der serotonergen Neurone. Da 5-HTs-Rezeptoren im limbischen System,
dem anatomischen Substrat seelischer Vorgange, in relativ hoher Dichte vorkommen, liegt
es nahe, sie als mogliche Zielstrukturen von Anxiolytika und Antidepressiva anzusehen. In
der Tat wird der partielle 5-HTa-Rezeptor-Agonist Buspiron bereits als Anxiolytikum einge-
setzt (Taylor and Moon, 1991). Im Gegensatz zu Benzodiazepinen wirkt Buspiron nicht se-
dierend, hat keine muskelrelaxierende Eigenschaften und potenziert nicht die Wirkung von
Alkohol. Es ist moglich, dald die therapeutische Wirkung von Buspiron bei Patienten, die
Trager der Arg219Leu-Variante des 5-HTa-Rezeptors sind, abgeschwacht ist.

Buspiron-analoge Substanzen wurden — bisher allerdings ohne befriedigenden Erfolg —
als Antidepressiva gepruft. Im Wirkungsmechanismus der selektiven Serotonin-Ruckauf-
nahme-Inhibitoren (SSRI), die als Antidepressiva verwendet werden, scheint jedoch die
Regulation des 5-HTa-Rezeptors eine Rolle zu spielen. SSRI hemmen primar die neuro-
nale 5HT-Wiederaufnahme. Dieser Effekt ist aber nicht allein fur die Wirkung verantwort-
lich, weil der maximale antidepressive Effekt erst nach Wochen erreicht wird und die
Transporterblockade in vivo bereits nach wenigen Minuten eintritt. Es wird angenommen,
dass SSRI durch die Steigerung der extrazellularen 5-HT-Konzentration eine andauernde,
aus der Transporterblokade resultierende Aktivierung der prasynaptischen 5-HT 1 -Rezep-
toren hervorrufen, was zur einer Rezeptor-Desensibilisierung fuhrt (Artigas et al., 1994,
Blier and Bergeron, 1995).

Auch einige Eigenschaften von atypischen Neuroleptika wie z.B. die Wirksamkeit
gegen Negativsymptome der Schizophrenie und ein Fehlen extrapyramidaler Neben-
wirkungen verbindet man mit einer Interaktion mit Serotonin-Rezeptoren, unter anderem
indirekt auch mit den 5-HT 14 -Rezeptoren.

Zentrale 5-HT4 -Rezeptoren sind an der Blutdruckregulation beteiligt. Im Wirkungsme-
chanismus des Antihypertensivums Urapidil, das gegen Hypertonie eingesetzt wird, spielt

neben der Blockade der ai;-Adrenorezeptoren eine Aktivierung der 5-HTs-Rezeptoren
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eine Rolle. Wie im Falle von Buspiron bei Angststorungen ist es denkbar, dal® die antihy-
pertensive Wirkung von Urapidil bei Patienten, die die Arg219Leu-Variante exprimieren,
abgeschwacht ist.

Auch fur die Schmerzwahrnehmung scheinen 5-HT 14 -Rezeptoren bedeutsam zu sein.
Bei Ratten antagonisieren 5HT:a-Rezeptor-Agonisten die antinocizeptive Wirkung von
Morphin (Millan and Colpaert, 1991). Im Gegensatz zu Agonisten konnten daher 5-HT qa-
Rezeptor-Antagonisten die analgetische Wirkung von Morphin verstarken. Uberdies
scheint eine veranderte serotonerge Transmission an der Pathogenese des Alkoholismus
beteiligt zu sein. Svensson et al. (1993) haben festgestellt, dass 5-HTs-Rezeptor-Agonis-
ten die Alkoholaufnahme von Ratten in Abhangigkeit von der verabreichten Dosis redu-
Zieren.

Klinische Bedeutung hat der 5-HTa-Rezeptor auch bei ERstérungen. Der Agonist 8-
OH-DPAT stimuliert bei lokaler Applikation in die Raphe-Kerne das Ernahrungs- und Se-
xualverhalten (Fletcher et al., 1995) und ruft bei systemischer Gabe eine Hyperphagie her-
vor (Dourish et al., 1985).

Wie bereits in der Einleitung erwahnt spielt der 5-HTa-Rezeptor in der pranatalen
Entwicklung des Gehirns eine bedeutende Rolle. 5-HTs-Rezeptoren modulieren die Diffe-
renzierung von neokortikalen und serotonergen Neuronen uber eine Stimulation der Frei-
setzung des Wachstumfaktors S-100b (Whitaker-Azmitia, 1991).

Die genannten Beispiele illustrieren die physiologische, pathogenetische und therapeu-
tische Bedeutung des S5HTa-Rezeptors. Die Arg219Leu-Variante des h5-HTa-Rezeptors,
die mit einer Beeintrachtigung der Rezeptor-vermittelten Signaltransduktion einhergeht,
kann bei Tragern dieser Mutation zu Stérungen der Funktionen flhren, in die 5-HTs-Re-
zeptor involviert ist und kann pharmakogenetische Unterschiede in der Wirkung von 5-

HT:a-Rezeptor-Agonisten verursachen.

4.3 Der h5-HT:a-Rezeptor und seine Arg344His- und Pro391Arg-Varianten

Abgesehen von der bisher besprochenen Eigenschaften der naturlich vorkommenden
Arg219Leu-Variante des h5-HTa-Rezeptors und ihrer moglichen klinischen und therapeu-
tischen Auswirkungen, bestand ein weiteres Ziel der vorliegender Arbeit in der Ermittlung
der pharmakologischen Eigenschaften von zwei natlrlich vorkommenden Varianten —
Arg344His und Pro391Arg — des humanen 5-HT;a-Rezeptors. Diese Eigenschaften sollen
auf der Grundlage hierflr relevanter, im folgenden kurz dargestellter grundlegender Be-

funde anderer Autoren diskutiert werden.
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Zwischen den 5-HTsa-Rezeptoren von Mensch, Maus, Ratte und Meerschweinchen,
die sich in ihrer Aminosauresequenz in begrenztem Male unterscheiden, bestehen Unter-
schiede in ihren pharmakologischen und funktionellen Eigenschaften. Dieses fanden bei-
spielsweise Lankiewicz et al. (1998), die die Eigenschaften von in HEK293-Zellen
exprimierten 5-HT;-Rezeptoren des Meerschweinchen, des Menschen und der Maus un-
tersuchten. Diese Unterschiede bestehen, obwohl die Sequenzhomologie zwischen
diesen Spezien mehr als 80 % betragt. So aktiviert 1-Phenylbiguanid, ein selektiver
Agonist am 5-HTs;-Rezeptor von Mensch und Maus, den 5-HTs;-Rezeptor des
Meerschweinchens nicht. Der Agonist mMCPBG und die Antagonisten Tropisetron und Me-
toclopramid haben eine viel geringere Affinitat zum Meerschweinchenrezeptor als zum hu-
manen oder Mausrezeptor.

Niemeyer und Lummis (1998) untersuchten eine Spleillvariante des Maus-5-HT3a-Re-
zeptors, die sich vom ,Wildtyp“ durch das Fehlen von sechs Aminosauren in der zweiten
intrazellularen Schleife unterscheidet. Bindungstudien ergaben keinen Unterschied in den
Affinitdten der Agonisten und Antagonisten zu beiden in HEK293-Zellen stabil
exprimierten Rezeptorisoformen. Aus elektrophysiologischen Versuchen ergab sich je-
doch ein funktioneller Unterschied zwischen den Agonisten 2-Me-5HT und mCPBG. Der
maximale Kationen-Einstrom, der durch mCPBG induziert wurde, war an der kurzen Iso-
form des Rezeptors deutlich geringer, wahrend 2-Me-5-HT an dieser 5-HT;-Rezeptor-Vari-
ante einen grélReren Maximaleffekt bewirkte. Vergleichbare Ergebnisse wurden fir 2-Me-
5-HT wurden von Downie et al. (1994) erhoben.

Zwei SpleilRvarianten des h5-HT3:a-Rezeptors wurden von Briss et al. (1998, 2000)
identifiziert und funktionell untersucht. Wie bereits oben beschrieben, besteht die kurze
trunkierte Variante insgesamt nur aus 238 Aminosauren, die nur eine einzige transmem-
branare Domane bilden. Die lange Variante des Rezeptorproteins enthalt 32 zusatzliche
Aminosauren in der extrazellularen Schleife zwischen der zweiten und dritten transmem-
branaren Domane. Beide Varianten der h5-HTsa-Untereinheit bilden allein exprimiert
keinen funktionsfahigen Rezeptor, bei Koexpression mit der ,normalen® h5-HT3;a-Rezeptor-
Untereinheit wird jedoch die Funktion im Vergleich zum homopentameren h5-HT3;a-Rezep-
tor moduliert.

Niesler et al. (2001) fanden eine Assoziation zwischen der naturlich vorkommenden
Pro16Ser-Mutation des h5-HT;a-Rezeptors und der bipolar affektiven Erkrankung. Mit Hilfe
des Luciferase-Reporter-Assay wurde eine um 145% hohere Genexpression der
Pro16Ser-Variante als des Wildtyp-Rezeptors ermittelt. Melke et al. (2003) beobachteten
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einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser Pro16Ser Mutation und Ver-
anderungen in bestimmten Verhaltenstests bei Frauen.

Im Zusammenhang mit einer der hier analysierten Varianten sollen einige Befunde
diskutiert werden, die darauf hinweisen, dal} die Aminosaure Prolin eine wichtige Rolle fur
die Proteinkonformation spielt (MacArthur and Thornton, 1991). Prolin unterscheidet sich
von anderen Aminosauren dadurch, dass das Stickstoffatom ein Teil des starren Pyrro-
lidinrings ist. Somit ist keine Bildung von Wasserstoffbricken mdglich. Ohne
stabilisierende Waserstoffbricken ist die Proteinstruktur flexibler, was eine Ligand-indu-
zierte Konformationsanderungen ermoglicht. Deswegen kann ein Austausch von Prolin
gegen andere Aminosaure zu Veranderungen in der Rezeptoreigenschaften fluihren. Dang
et al. (2000) fuhrte Mutagenese-Versuche zur Analyse der Bedeutung des Prolins fur die
Funktion der 5-HT;-Rezeptors durch. An dem mutierten 5-HT3;a-Rezeptor, in dem Pro256
in der ersten transmembranaren Domane durch Alanin, Glycin oder Leucin ersetzt wurde,
konnte kein 5-HT-induzierter Strom registriert werden, obwohl die Bindungsversuche eine
normale Rezeptordichte gezeigt haben. Eine Substitution des Prolins 256 durch andere
Iminosauren oder das a-Hydroxy-Analogon des Leucins, das statt einer Amid- eine Ester-
bindung eingeht und somit auch kein Proton fir die Wasserstoffbriicke zur Verfigung
stellt, flhrte zu einem funktionsfahigen Rezeptor, dessen Kanaleigenschaften mit denen
des Wildtyp-Rezeptors vergleichbar waren. Zusatzlich wurde die Bedeutung des Prolins
256 fur Konformationsanderungen dadurch bestatigt, dass die Kombination des Aus-
tauschs Pro256Gly mit der Mutation Val290Ser in einem permanent gedffneten lonenka-
nal resultiert.

Deane und Lummis (2001) ersetzen Prolin in den Positionen 56, 104, 123, 170, 257
und 301 des 5-HT:a-Rezeptorproteins durch Alanin und untersuchten alle sechs Muta-
tionen, die in HEK293-Zellen exprimiert wurden, mit Hilfe von Radioligandbindungsstudi-
en, elektrophysiologischen und immunochemischen Methoden. Die Mutationen Pro56Ala,
Pro104Ala, Pro123Ala und Pro170Ala zeigten keine spezifische Bindung. Die immunolo-
gischen Studien zeigten, dass diese Mutanten zwar in entsprechende Proteine translatiert
wurden, die Zellmembran aber nicht erreichten. Die Bindungseigenschaften der
Pro257Ala- und Pro301Ala-Mutanten unterschieden sich nicht vom Wildtyp-Rezeptor, je-
doch ging aus den Patch-Clamp-Versuchen hervor, dass beide mutierten Rezeptoren in-
aktiv sind.

Die Bedeutung von intrazellularen Rezeptorabschnitten fur die Rezeptorfunktion wurde
in weiteren Mutagenesestudien bestatigt. Kelley et al. (2003) konstruierten einen chimaren

Rezeptor, in dem drei Abschnitte der 5-HTsa-Rezeptoruntereinheit innerhalb der zweiten
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(langen) intrazellularen Schleife durch aquivalente Abschnitte der 5-HTzs-Rezeptor-Unter-
einheit ersetzt wurden. Diese Substitution fihrte zur einer Erhdhung der Einzelkanal-Leit-
fahigkeit.

Die zweite intrazellulare Schleife enthalt eine Erkennungsequenz fur die Proteinkinase
C. Die mit Aminosaureaustausch verbundene Strukturdnderung kann die Phosphory-
lierung durch die Proteinkinase C beeinflussen. Die Untersuchungen an Maus-5-HT;-Re-
zeptoren haben gezeigt, dass die lonenkanalleitfahigkeit durch die Proteinkinase C modu-
liert wird und dass die Phosphorylierung die 5-HTs-Rezeptor-Funktion beeinfluft (van
Hooft and Vijverberg, 1995; Zhang, 1995).

Sieben natirlich vorkommenden Sequenzvarianten des humanen 5-HTza-Rezep-
torgens fanden Niesler et al. (2000) beim systematischen Mutationsscreening von Pati-
enten mit Schizophrenie, bipolar affektiver Erkrankung und, zum Vergleich, gesunden
Kontrollpersonen. Funf dieser Mutationen waren stumm, d.h. sie fuhrten nicht zu einem
Aminosaureaustausch, und sie wurden nicht bei den Patienten mit Schizophrenie oder bi-
polarer affektiver Erkrankung festgestellt. Die Mutationen Arg344His und Pro391Arg
wurden bei zwei Schizophrenen, jedoch bei keinem Gesunden gefunden. Beide Muta-
tionen befinden sich in der zweiten intrazellularen Schleife (Abb. 28), die bei Mensch,
Maus, Ratte und Meerschweinchen konserviert ist.

Da noch keine weiterfihrenden Untersuchungen zu den Auswirkungen dieses Amino-
saureaustausches vorlagen, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob diese zwei
naturlich vorkommenden Mutationen die pharmakologischen Eigenschaften des Rezep-
tors beeinflussen. Die Ergebnisse dieser Radioligand-Bindungsexperimente sollten mit
Befunden von gleichzeitig im hiesigen Institut durchgefihrten funktionellen Studien vergli-

chen werden.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung des h5-HT3a-Rezeptors:
Lokalisation der zwei naturlich vorkommenden Mutationen in der
zweiten intrazellularen Schleife.

HEK293-Zellen wurden mit den mittels gerichteter Mutagenese hergestellten cDNAs
der Pro391Arg- oder Arg344His-Varianten der h-5HTs;a-Rezeptor-Untereinheit oder der
Wildtyp-Rezeptor-Untereinheit stabil oder transient transfiziert. Die Affinitaten von Agonis-
ten und Antagonisten zu den drei Isoformen des homopentameren h5-HT;a-Rezeptors, die
in Kompetitionsversuchen ermittelt wurden, unterscheiden sich nicht signifikant vonein-
ander. Die Potenzreihenfolge der Agonisten Quipazin > mCPBG=5-HT > 2-Me-5-HT >
PBG und der Antagonisten Tropisetron=Y25130 =Ondansetron > Tubocurarin war gleich
an allen drei Rezeptortypen.

Die maximale Rezeptorbindung wurde in Radioligand-Sattigungsexperimenten er-
mittelt, die sowohl an stabil, als auch an transient transfizierten Zellen durchgefuhrt
wurden. Radioligand-Sattigungsexperimente an transient transfizierten Zellen wurden bei
den drei unterschiedlichen Kollektiven an Membranen jeweils mehrerer Zellpopulationen
durchgefuhrt. Bei diesen war die Transfektion unter gleichen Bedingungen mit derselben
Menge cDNA des Wildtyps oder der Varianten des Rezeptors erfolgt. Diese Experimente
geben Auskunft dartber, ob die Mutation zu einem verminderten oder erh6hten Einbau
des Rezeptors in die Zellmembran fuhrt oder ob die Dichte des Rezeptors unbeeinflufdt
bleibt. Stabil transfizierte Zellen dagegen werden nach der Transfektion einer Selektion in

dem Sinne unterzogen, dal} die Zellklone mit der hochsten Rezeptorzahl fur bestimmte
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Experimente (beispielweise Radioligand-Kompetitionsexperimente) als am besten ge-
eignet ausgewahlt werden; Radioligand-Sattigungsexperimente an solchen Zellen sagen
also nichts Uber den Einfluy von Mutatuionen auf den Einbau in die Zellmembran aus. Die
naturlich vorkommende Variante Pro391Arg unterscheidet sich vom Wildtyp-Rezeptor bei
transienter und stabiler Expression nicht in bezug auf die maximale Bindungskapazitat. In
anderen Worten, die Variante wird in gleichem Male in die Zellmembran eingebaut wie
der Wildtyp, und die stabil transfizierten Zellen mit beiden Rezeptorisoformen kénnen fur
funktionelle Experimente herangezogen werden: Da die Dichte der Rezeptorvariante in
beiden stabilen Zellinien gleich ist wirde eine Abnahme des maximalen Kationeninflux
durch die mutierten 5-HT;s-Rezeptorkanale auf eine Reduzierung der Leitfahigkeit der
Einzelkanale hindeuten. Dagegen betrug die maximale Rezeptor-Bindung der Arg344His-
Variante nur 56 % des Wildtyps Rezeptor an transient transfizierten und sogar nur 7 % an
stabil transfizierten Zellen. Dies bedeutet, daf® die Expression der Rezeptorvariante in der
Zellmembran als Folge der Mutation um etwa die Halfte reduziert ist. Bei der Variante war
trotz der um 90% reduzierten Bnax die Bindungkapazitat noch hoch genug, um Kompeti-
tionsexperimente mit 5-HTs;-Rezeptor-Agonisten und Antagonisten zu ermaoglichen.
Allerdings mufdte der Kationen-Influx durch die 5-HTs;-Rezeptorkanale an transient transfi-
zierten Zellen gemessen werden, um statistisch sicherbar zu ermitteln, ob sich die Ab-
nahme der Zahl der Rezeptorkanale in einer entsprechenden Reduktion der Funktion
widerspiegelt.

Die funktionellen Eigenschaften der Pro391Arg-Rezeptor-Variante wurden in einer par-
allelen Studie mittels der sehr aufwendigen Patch-Clamp-Methode an ,excised outside-out
patches® der stabil transfizierten HEK293-Zellen untersucht (Kurzwelly et al., 2004). Diese
Technik ermdglicht die Untersuchung der Leitfahigkeit, Kinetik und Pharmakologie von
membranstandigen lonenkanalen. Dabei wird mit der Spitze einer fein ausgezogenen Gla-
spipette ein kleines Membranstlick aus einer Zelle herausgerissen. Die Pipettenoffnung
wird durch das Membranstick verschlossen und bildet dort eine elektrische Barriere. Bei
der hier verwendeten Konfiguration ist die extrazellulare Seite der Zellmembran nach
aullen gewandt. Der lonenfluss durch die membranstandigen lonenkanale wird mittels
einer mit der Pipette verbundenen Verstarker-Apparatur registriert. Eine wesentliche
Komponente des Melistandes bestand in einem mehrkanaligen Losungswechsel-System,
das den Wechsel zwischen zwei Losungen innerhalb von zwei Millisekunden ermdglicht.

An den HEK293-Zellen, die entweder den Wildtyp oder die Pro391Arg -Variante des
h5-HT3sa-Rezeptors stabil exprimieren, wurden die Rezeptor-vermittelten Effekte von 5-HT;
-Rezeptor-Agonisten gemessen. Die Applikation von 1-100pM 5-HT, mCPBG oder 2-Me-
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5-HT induzierte einen konzentrationsabhangigen Kationen-Einstrom. Es ergaben sich
keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp Rezeptor und der Pro391Arg-Variante bezug-
lich der pECso-Werte oder der Maximaleffekt fur die Agonisten. AnschlieRend wurde die
Wirkung von zwei Antagonisten, Tubocurarin und Y-25130, auf den 5-HT-induzierten
Einstrom untersucht. Beide Antagonisten inhibierten konzentrationsabhangig den Ein-
wartsstrom, der durch 30uM 5-HT hervorgerufen wurde und in der maximalen Konzentrati-
on wurde der Kationenstrom vollig aufgehoben. Die plCs-Werte beider Antagonisten als
Inhibitoren des 5-HT-induzierten Stroms waren fur beiden Rezeptorisoformen nicht signifi-
kant unterschiedlich.

Eine charakteristische Eigenschaft von ligandgesteuerten lonenkanalen besteht in der
schnellen Desensibilisierung bei protrahierter oder wiederholter Applikation. Es handelt
sich dabei um eine Konformationsdnderung eines aktivierten Rezeptors, die mit dem Ver-
schlufd des Kanals und einer Unempfindlichkeit gegenuber Agonisten verbunden ist. Die
Resensibilisierung ist der Ubergang der desensibilisierten Kanale zurlick in einen aktivier-
baren Zustand. Diese Mechanismen dienen der Kurzzeit-Regulation der synaptischen
Ubertragung. Um die Resensibilisierung der beiden Rezeptorisoformen miteinander zu
vergleichen, wurde 60uM 5-HT in Doppelpulsen mit unterschiedlichen Zeitintervallen ap-
pliziert. Dabei zeigte sich, dass die Resensibilisierungszeit an beiden Rezeptorisoformen
ungefahr 60 Sekunden dauert, dass also auch in bezug auf diesen Parameter kein Unter-
schied zwischen der Rezeptorvariante und dem Wildtyp bestand.

Zusammenfassend lasst sich daher aus den Bindungsversuchen und den
elektrophysiologischen Experimenten schlieBen, dass die Mutation Pro391Arg keinen
Einfluss auf pharmakologische und funktionelle Eigenschaften des h5-HTs:s-Rezeptors
ausubt und damit auch in vivo keine Auswirkungen auf physiologische 5-HT;-Rezeptor-
vermittelte Funktionen sowie therapeutische Effekte von 5-HT;-Rezeptorantagonisten hat.
Ein anderes Ergebnis multe durchaus in Erwagung gezogen werden, da entsprechend
den oben zitierten Mutageneseexperimenten der Ersatz von Prolin durch eine andere Ami-
nosaure bei der Bedeutung von Prolin fur die Rezeptor-Konformation zu einer Modifikation
der Rezeptoreigenschaften hatte fuhren konnen. In der Position 391 in der zweiten intra-
zellularen Schleife kommt dem Prolin jedoch offensichtlich keine solche Bedeutung zu.

Im Gegensatz dazu fuhrt die Mutation Arg3244His — wie bereits oben ausflhrlich be-
schrieben — zu einer etwa 50%igen Abnahme der Rezeptordichte in der Zellmembran
transient transfizierter HEK293-Zellen. Um zu prufen, ob diese Veranderung mit
funktionellen Auswirkungen verbunden ist, wurde am Institut fir Pharmakologie und Toxi-

kologie der Universitat Bonn in einer parallel zu den Bindungsexperimenten durchge-
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fuhrten Untersuchungsreihe zunachst eine weniger aufwendige Methode zur Messung des
Kationeninflux durch den 5-HT;-Rezeptorkanal entwickelt. Diese beruht auf der Messung
des Agonist-induzierten Ca*-Einstroms in intakte transient transfizierte Zellen, denn der

5-HT;-Rezeptor leitet nicht nur Na*-lonen sondern auch dieses Kation.

*

Licht

Ca++
0 CO,
- Ca™ Coelenterazin 42>
Apoaequorin
Ca++

Aequorin Komplex

Abbildung 29: Schema der Interaktion von Aequorin mit Ca*-lonen

Die Methode nutzt den ionenselektiven und -sensitiven Farbstoff Aequorin, der in der
Qualle Aequerea vorkommt. Er besteht aus einem Apoprotein von ca. 22 kDa, an das in
Gegenwart von molekularem Sauerstoff eine hydrophobe prosthetische Gruppe, das Co-
elenterazin, kovalent gebunden wird. Das Protein enthalt drei Ca?*-Bindungstellen. Durch
die Bindung von Ca*-lonen wird eine sehr schnelle autokatalytische Reaktion eingeleitet:
das Aquorin wird gespaltet, wobei Apoaquorin, Coelenteramid, CO, und Licht von 463nM
Wellenlange freigesetzt wird (Abb 29). Da die Lichtemission zur Ca? Konzentration pro-
portional ist, kann Aequorin als Ca?* Detektor verwendet werden.

Im Einzelnen wurden die HEK293-Zellen mit Apoaequrin-cDNA und cDNA der Wildtyp-
bzw. der Arg344His-Variante des h5-HT:a-Rezeptors transient kotransfiziert. Fur die Bil-
dung des Holoaequorins wurde Coelenterazin in einem Puffer zugegeben und die intrazel-
lulare Ca?* Konzentration luminometrisch bestimmt.

Die Agonisten 5-HT und mCPBG induzierten einen konzentrationsabhangigen Ca*
Einstrom durch beide Rezeptorisoformen. Die pECs, -Werte des Wildtyps waren vergleich-
bar mit denen der Arg344His-Variante des 5-HT:s-Rezeptors. Der maximale Ca*-
Einstrom, der durch 10uM 5-HT hervorgerufen wurde, lag bei der Arg344His-Rezeptorvari-
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ante nur etwa halb so hoch wie beim Wildtyp-Rezeptor. Die Antagonisten Ondansetron
und Azasetron inhibierten den durch 10uM 5-HT induzierten Ca?*-Einstrom in Zellen, die
die Rezeptorvariante exprimieren mit gleicher Potenz wie in Zellen, die den Wildtyp
exprimieren.

Somit Iasst sich zusammenfassend feststellen, dald die Ergebnisse der funktionellen
Untersuchungen mit den Resultaten der Radioligand-Bindungsversuche im Einklang
stehen: Die Mutation Arg344His hat keinen Einfluss auf die Affinitdt von Agonisten und
Antagonisten zu den h5-HT3sa-Rezeptorkanalen, vermindert aber deren Dichte in der Zell-
membran, was mit einer Verminderung des maximal moglichen Kationen-Influx in die

Zelle verbunden ist.

4.4 Potentielle physiologische und pathogenetische Auswirkungen der Arg344His-
Variante des h5-HT;s-Rezeptors

Mogliche Auswirkungen der Arg344His-Mutation lassen sich aus der physiologischen,
pathogenetischen und therapeutischen Bedeutung der 5-HT3;-Rezeptoren ableiten.

Zentrale und periphere 5-HT3;-Rezeptoren sind an der Auslosung des Erbrechens be-
teiligt. Im einzelnen fihrt die Aktivierung von 5-HT;-Rezeptoren an den Endigungen affe-
renter Neurone im Gastrointestinaltrakt (diese Neurone ziehen mit dem Nervus vagus ins
ZNS), ferner von 5-HT;-Rezeptoren in der Area postrema und im Nucleus tractus solitarii
zum Erbrechen. Dem Brechreflex kommt eine physiologische Bedeutung zu, denn oral
aufgenommene Gifte gelangen infolge der Auslosung dieses Reflexes nicht in den Darm,
und es wird so ihre enterale Resorption verhindert. Erbrechen durch oral aufgenommenes
Gift oder durch therapeutische Mallnahmen wie Zytostatika und Bestrahlung kommt da-
durch zustande, dass diese Noxen die enterochromaffinen Zellen des Darms schadigen
und dass aus diesen vermehrt freigesetztes Serotonin die 5-HT3;-Rezeptoren aktiviert. Die
5-HT;-Rezeptor-Antagonisten verhindern das akute Erbrechen, indem sie die 5-HT;-Re-
zeptoren an den peripheren Endigungen der afferenten Neurone sowie in der Area postre-
ma und im Nucleus tractus solitarii blockieren. Die Einfuhrung dieser Substanzen war ein
Fortschritt in der supportiven Therapie von Tumoren, aber bei 20 bis 30 % der Patienten
bleiben sie wirkungslos. Ein moglicher Grund dafur konnten individuelle Varianten in der
Rezeptor-Struktur sein. Ein Ausbleiben der Wirkung von 5-HT; -Rezeptorantagonisten
lasst sich jedoch nicht mit einer verminderten Expression der Arg344His-Variante der h5-

HT3sa-Rezeptoruntereinheit in Verbindung bringen, andererseits konnte aber die reduzierte
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Expression dieser Mutante dazu flhren, dass die Auslosung des Brechreflexes durch
emetogene Pharmaka oder durch oral aufgenommene Gifte vermindert wird. Damit konn-
te bei solchen Individuen die emetogene Wirkung von Zytostatika — die am meisten ge-
furchtete Nebenwirkung dieser Substanzen — herabgesetzt sein, andererseits aber der
physiologische Schutzreflex ,Erbrechen” abgeschwacht sein.

Tierversuche haben gezeigt, dass zentrale und periphere 5-HT;-Rezeptoren an der
Schmerzperzeption beteiligt sind. Intrathekal verabreichtes Serotonin reduziert die
Schmerzreaktion auf thermische Reize - ein Effekt, der durch 5-HT;-Rezeptor-Antagonis-
ten aufgehoben wird (Glaum et al., 1988). Der 5-HT3;-Rezeptor-Agonist 2-Methyl-5-HT
ahmt bei der intrathekalen Gabe den antinozizeptiven Effekt von Serotonin nach; auch
diese Wirkung wird durch die 5-HT;-Rezeptorantagonisten inhibiert (Glaum et al., 1990;
Giordano, 1997). Umgekehrt kdnnen nach subkutaner Capsaicingabe (Giordano et al.,
1998) oder anderen chemischen Reizen auftretende nozizeptive Effekte (,Schmerzre-
aktionen®) durch 5-HTs;-Rezeptorantagonisten inhibiert werden (Giordano and Dyche,
1989; Moser, 1995). Hierzu passt, dal3 durch 5-HT;-Rezeptorantagonisten die Freisetzung
von Neuropeptiden aus den zentralen Endigungen der primar sensorischen Neurone inhi-
biert wird (Saria et al., 1990). Alle diese Befunde sprechen daflir, dass 5-HT;-Rezeptoren
in der Schmerzmodulation eine Rolle spielen.

5-HT;-Rezeptoren im ZNS modulieren die Freisetzung von Dopamin ( Blandina et al.,
1989; Campbell et al., 1996; Allan et al., 2001), Noradrenalin (Blandina et al., 1991;
Matsumoto et al., 1995), Acetylcholin (Consolo et al., 1994; Giovanni et al., 1997), GABA
(Ropert and Guy, 1991; McMahon and Kauer 1997) und Cholecystokinin (Paudice and
Raiteri, 1991). Da das Gleichgewicht dieser Transmittersysteme als Voraussetzung fur die
normale Funktion des ZNS anzusehen ist, kann eine 5-HT;-Rezeptor-vermittelte Stérung
dieses Gleichgewichts an der Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen beteiligt sein.
Diese Hypothese wird durch Tierexperimente mit pharmakologischen Werkzeugen oder
an transgenen Tieren bestatigt. So besitzen 5-HT;-Rezeptorantagonisten anxiolytische
Eigenschaften ( Costall and Naylor, 1991; Costall et al., 1989,1993), und es wurden Hin-
weise darauf gefunden, dal’ eine Blockade von 5-HTs;-Rezeptoren schizophrene Sym-
ptome gunstig beeinflissen kann (Moran and Moser 1992; Hagan et al.,1993). 5-HTsa
knock-out-Mause zeigten ein vermindertes Angstverhalten im Vergleich mit dem Wildtyp
(Kelley et al., 2003).

Die Expression von 5-HTs-Rezeptoren in Hirnregionen wie Hippocampus und Amygda-
la steht mit der Vermutung in Einklang, dass diese Rezeptoren in Lern- und Gedachtnis-

mechanismen involviert sind. Da die 5-HTs-Rezeptorantagonisten in Tierversuchen kogni-
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tive Fahigkeiten verbessern (Barnes et al., 1990; Domeney et al., 1991; Staubli and Xu,
1995; Reznic and Staubli, 1997; Harrel and Allan, 2003), muf3 man davon ausgehen, dal}
die Aktivierung der 5-HT;-Rezeptoren eher mit einer Beeintrachtigung von Lern-und Ge-
dachtnisleistungen einhergehen.

Umgekehrt scheint sich die Aktivierung von 5-HT;-Rezeptoren durch Stimulation der Do-
paminfreisetzung in der mesolimbischen Belohnungsbahn fordernd auf die Suchtentwick-
lung auszuwirken (Grant, 1995). Dementsprechend fanden Hui et al. (1993), dass Ond-
ansetron und Tropisetron die Morphinaufnahme in Ratten hemmt.

Welche Konsequenzen fur die geschilderten 5-HT;-Rezeptor-vermittelten physiolo-
gischen und pathogenetischen Effekte kdnnten sich aus der Expression der Arg344His-
Variante ergeben? Da diese Mutation mit einer verminderten Dichte der Rezeptoren
einhergeht, kénnten die resultierenden Effekte diejenigen einer partiellen Blockade des
Wildtyprezeptors durch die 5-HTs;-Rezeptorantagonisten imitieren. Daher konnte sich die
Expression der Variante im Vergleich zum Wildtyp auf der Ebene des ZNS eher férdernd,
auf der Ebene der primaren sensorischen Afferenzen aber eher hemmend auf die
Schmerzsignale auswirken. Auch ist es nicht auszuschlieRen, dass die verminderte Ex-
pression des mutierten Rezeptors an einer Imbalance der Transmittersysteme im Gehirn
und damit der Ausldsung von Psychosen beteiligt sein kann, zumal da diese Mutation bei
einem schizophrenen Patienten nachgewiesen wurde. Schliel3lich kann man spekulieren,
dass die mit der Mutation verbundene verminderte Expression des Rezeptors mit einer
Verbesserung der kognitiven Leistungen und geringerer Suchtdisposition einhergehen

konnte.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden pharmakologische und funktionelle Eigenschaften

der naturlich vorkommenden Varianten von h5-HT1a und h5-HT;3a-Rezeptoren im Vergleich

zum jeweiligen Wildtyp-Rezeptor untersucht. Es wurden dabei molekularbiologische, zell-

biologische und biochemische Methoden verwendet:

*

Die cDNA der naturlich vorkommenden Varianten Arg219Leu des h5-HT4-Rezep-
tors (bei einem Patienten mit Tourette-Syndrom) sowie Pro391Arg und Arg344His
des h5-HT3a-Rezeptors (bei zwei schizophrenen Patienten) wurden mittels gerichte-
ter Mutagenese hergestellt.

Die cDNA der Rezeptorvariante und des jeweiligen Wildtyps wurden in HEK293-
Zellen stabil oder transient transfiziert.

Mittels [°H]-Radioligandbindungstudien wurden pharmakologische Eigenschaften
der Rezeptorvarianten charakterisiert: Mittels Kompetitionsversuchen an Mem-
branen von stabil transfizierten Zellen wurden die (zu den Affinitdten proportiona-
len) Potenzen der verschiedenen Agonisten und Antagonisten als Inhibitoren der
jeweiligen Radioliganden ermittelt. Als Radioligand fur den h5-HT1a-Rezeptor, einen
prototypischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, wurde [*H]8-OH-DPAT eingesetzt,
und fur den h5-HT;a-Rezeptor, einen prototypischen ligandgesteuerten lonenkanal,
wurde [°H]GR65630 verwendet. Die maximale Rezeptordichte Bn.x wurde in Satti-
gungsversuchen an Membranen von transient transfizierten Zellen bestimmt.

Um die G-Protein-Kopplung der Arg219Leu Variante des h5-HTa-Rezeptors im
Vergleich zum Wildtyp zu untersuchen, wurde die Stimulation der [**S]-GTPyS-
Bindung an Membranen von stabil transfizierten Zellen durch den natirlichen
Agonisten 5-HT bestimmt.

Als weitere Komponente der Signaltransduktionskaskade des Gi/G,-gekoppelten
h5-HTa Rezeptors wurde die Inhibition der Forskolin-stimulierten Akkumulation des
Second messengers cAMP in intakten Zellen, die entweder den Wildtyp oder die
Variante expremieren, untersucht.

Die pharmakologischen Eigenschaften der Pro391Arg- und Arg344His-Varianten
des h5-HT3a-Rezeptors wurden ebenfalls zu den funktionellen Eigenschaften dieser
mutierten Rezeptorkanale in Beziehung gesetzt. Als Mal} fur die Funktion des Re-
zeptorkanals wurde der Agonist-induzierte Flux der Kationen Na* und Ca?" von der

extra- zur intrazellularen Seite der Zellmembran mit elektrophysiologischer oder
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neu entwickelter luminometrischer Methode im Rahmen paralleler Experimente am

hiesigen Institut untersucht.

1. Der Wildtyp und die Arg219Leu-Variante des h5-HT:a-Rezeptors sind in praktisch
identischer Dichte in den Membranpraparaten nachweisbar. Die Variante und der Wildtyp
unterscheiden sich auch nicht in bezug auf die Affinitdten von funf 5-HT-Rezeptoragonis-

ten und drei 5-HT-Rezeptorantagonisten.

Die stimulierende Potenz von 5-HT auf die [**S]GTPyS-Bindung an Membranen mit der
Arg219Leu-Variante des 5-HTa.Rezeptors und die inhibitorischen Potenzen der Agonisten
5-HT, Buspiron und Urapidil auf die Forskolin-stimulierte cAMP-Akkumulation in intakten
HEK293-Zellen mit der Arg219Leu-Variante liegen um 60-90 % niedriger als in Mem-
branen bzw. Zellen, die den Wildtyprezeptor exprimieren.

Es lasst sich schlielRen, dass die Arg219Leu-Variante des humanen 5-HTs-Rezeptors
dessen Bindungseigenschaften nicht verandert, aber dass die Expression dieser Variante
eine drastische Beeintrachtigung der Signaltransduktion verursacht. Bei Patienten, die
diese Variante exprimieren, kdnnen Stdrungen 5-HT:a-Rezeptor-vermittelter Funktionen
auftreten und die Effekte von Pharmaka wie des Anxiolytikums Buspiron und des Antihy-

pertensivums Urapidil, die Uber diesen Rezeptor wirken, kdnnen abgeschwacht sein.

2. Verglichen mit dem Wildtyp des h5-HTsa-Rezeptors, ist die Pro391Arg-Variante in
gleicher Dichte in den Membranpraparaten nachweisbar. In bezug auf die Affinitat von
neun reprasentativen Liganden (funf Agonisten und vier Antagonisten) zu den Rezepto-

risoformen bestehen ebenfalls keine Unterschiede zwischen der Variante und dem Wild-

typ.

Auch in den funktionellen Eigenschaften der Rezeptoren (elektrophysiologische Expe-
rimente) unterscheiden sich die beiden Isoformen nicht, sowohl was die stimulatorische
Potenz und intrinsische Aktivitat von Agonisten auf den lonenstorm durch den Kanal be-
trifft als auch bezuglich der Potenz von 5-HT;-Rezeptorantagonisten als Blocker des 5-HT-

induzierten Stroms.
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Als Schlussfolgerung ergibt sich, dass die Mutation Pro391Arg keinen Einflul auf
pharmakologische und funktionelle Eigenschaften des h5-HTza-Rezeptors ausubt und da-
mit auch in vivo keine Auswirkungen auf physiologische 5-HT;-Rezeptor-vermittelte

Funktionen sowie die therapeutischen Effekte von 5-HT;-Rezeptorantagonisten hat.

3. Die Arg344His-Variante des h5-HT;x-Rezeptors wird in Membranen von HEK293-
Zellen in einer um 44 % gegenuber dem Rezeptorwildtyp verminderten Dichte exprimiert,
wahrend sich beide Rezeptorisoformen nicht bezuglich der Dissoziationskonstanten (Kbp)
des Radioliganden unterscheiden. Keine Unterschiede in der Affinitat zwischen der Re-
zeptormutante und dem Wildtyp fanden sich auch in den Radioligand-Kompetitionsexpe-

rimenten mit funf 5-HTs-Rezeptoragonisten und vier 5-HT3-Rezeptorantagonisten.

Die gegenuber dem Wildtyp reduzierte Expression der Rezeptorvariante spiegelt sich
funktionell in einem verminderten durch 5-HT;-Rezeptoragonisten induzierten Ca?-
Einstroms durch die Rezeptorkanalvariante wider (luminometrische Aequorin-basierte

Messung).

Uber mdgliche Auswirkungen der Arg344His-Mutation der h5-HT3a-Rezeptoruntereinheit
in vivo lasst sich nur spekulieren. Solche Auswirkungen lassen sich mit aller Vorsicht aus
der physiologischen und pathogenetischen Bedeutung der 5-HT;-Rezeptoren ableiten.
Diese Rezeptoren sind u.a. in den Brechreflex, die Schmerzperzeption, kognitive Leis-
tungen sowie die Modulation verschiedener Transmittersysteme im Gehirn involviert. Es
ist nicht auszuschlieRen, dass die Expression der Arg344His-Variante zu Anderungen der

genannten Funktionen beitragt.
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6.3 Abkiirzungsverzeichnis

A
Ach
Aqua dest.
Ala
APS
Arg
Asp
ATP
BBS
BES
Bimax
BSA

CA
cAMP
cDNA
Ci
COS
CSS
Cys
ddNTP
dATP
dCTP
dGTP
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dpm
ECso
E.coli
ECS

Adenin

Acetylcholin

Destilliertes Wasser (Aqua destillata)

Alanin

Ammoniumperoxidisulfat

Arginin

Aspartat

Adenosin-5-Triphosphat

BES gepufferte Salzlésung (BES buffered saline)
2[bis(2-Hydroxyethyl)amino]-ethanesulfonic acid
Maximale Rezeptorbindung

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Cytosin

Ammonshorn (Cornu ammonis)

Cyclisches Adenosinmonophosphat (cyclic adenosine monophosphate)
komplementare DNA (complementary DNA)
Curie

Nierenzellen der afrikanischen griinen Meerkatze
Kontrollierte Salzldsung (controlled salt solution)
Cystein

Didesoxynucleotid-5 -triphosphat
Desoxyadenosin-5'-triphosphat
Desoxycytidin-5"-triphosphat
Desoxyguanin-5'-triphosphat

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure
Desoxynucleotid-5"-triphosphat

radioaktive Zerfalle pro Minute (decays per minute)
Konzentration, die den halbmaximalen Effekt hervorruft
Escherichia coli

Extracellular solution
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EDTA
EGTA
et.al.
FKS
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G418
GABA
GDP
GF/B
Gly
G-Protein
GR65630
GTP

h
HAM’'S
HEK
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5-HT
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kb

Kb

LB

Leu

Lys

M

MAO
mCPBG

MDL72222
2-Me-5-HT

mMRNA

n
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Ethylendiamintetraessigsaure

Ethylenglykol-bis (aminoethylether)-N,N'-Tetraessigsaure
und andere (et alii)

fotales Kalberserum

Erdbeschleunigung oder Gramm

Guanin

Geneticin

y-Aminobuttersaure

Guanosindiphosphat

Glasfaserfilter der Grolie B
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menschliche embrionale Nierenzellen (human embryonal kidney cells)
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5-Hydroxytryptamin, Serotonin
3-Isobutyl-1-methylxanthine

halbmaximale inhibitorische Konzentration

Isoleuzin

Kilobasenpaare

Dissoziationskonstante

Luria Bertoni

Leuzin

Lysin

Molaritat

Monoaminooxydase

meta-Chlorophenylbiguanid
3-tropanyl-3,5-dichlorobenzoat
2-Methyl-5-Hydroxytryptamin

Botenribonukleinsaure (messenger ribonucleic acid)

Anzahl unabhangiger Experimente
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80OH-DPAT
PBS

PCR

PBG

PKA, PKC
PMSF

Pro

RNA

Rnase

8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin

Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
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Serotonin-Ruckaufnahme-Inhibitoren
Thymin

Tris-Borat-EDTA-Puffer
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Threonin

Transmembrandomane
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Valin
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WAY 100135 N-tert-butyl-3-4-(2-methoxyphenyl) piperazin-1-yl)-2-phenylpropionamid
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