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~Wer A sagt, der mul3 nicht B sagen. Er kann auch
erkennen, dal3 A falsch war,

Bertolt Brecht (1898-1956)
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1 Einleitung

AuRere Reize und Signale werden von RezeptordariZellmembran erkannt und in das Zellinnere
geleitet. Durch diese Signal-Rezeptor-Interakti@mden sekundare Botenstoffe gebildet, die ihrexseit
wieder andere zellulare Effektoren modulieren. Dibersetzung der extrazellularen Stimuli ins
Zellinnere (Signaltransduktion) fuhrt zu einer Gesming von sekunddren Botenstoffen, die
wiederum Signalkaskaden auslésen oder inhibierehsanzu veréanderten Genexpressionen fihren,

denen unterschiedliche zellulare Effekte folgen.

1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellegrdiBte Genfamilie im menschlichen Genom dar
und die grofdte Familie von Zelloberflachen-Rezesmo(Fredriksson, et al., 2003; Lagerstrom &
Schiéth, 2008).

Mehr als die Halfte aller Medikamente wirken auf@¥, dabei imitieren sie natirliche extrazellulare
Signalmolekile (Liganden) der GPCRs, blockierenBiedungsstellen fur natirliche Liganden oder
modulieren die biologische Aktivitat endogener lrigan auf GPCRs (Allosterische Modulatoren)
(Flower, 1999; Groom & Hopkins, 2002; Hopkins & ®m, 2002; Wang et al., 2009). Die
Ligandenbindung an einen GPCR fihrt zur Aktivieruneterotrimerer GTP-bindender Proteine
(G-Proteine), die das Signal an Effektoren verimttdDabei wird ein GDP/GTP-Austausch am
heterotrimeren G-Protein, das am GPCR intrazellggdrunden ist, durch die aktive Form des GPCRs
induziert. Dies fuhrt zur Dissoziation des G-Progeiin zwei Untereinheiten, welche ihrerseits
verschiedene Signalwege aktivieren bzw. inaktiviesed so zu spezifischen zellularen Antworten
fuhren (Bockaert & Pin, 1999).

Die Rezeptorfamilie der GPCRs wird durch viele wsthiedliche Liganden aktiviert. Hierzu zahlen
Amine, Purine und Nukleinsdure-Derivate, Lipidepfde sowie Proteine, Geruchsstoffe, Pheromone,
Geschmacksstoffe, lonen wie ‘Caind Protonen und sogar Photonen (Laburthe & Ceawin2002;
Laburthe et al., 1996; Lagerstrom & Schitth, 20D&keda et al., 2003; Vassilatis et al., 2003). ®ies
diversen Liganden entsprechen den verschiedenarfipgsiologischen Funktionen der GPCRs in
Neurotransmission, Sekretionsregulation exokrinexd uendokriner Driisen, Zellwachstum und
Differenzierung, Embryogenese und chemotaktischeizeRe AuRerdem vermitteln GPCRs
Geschmacks-, Geruchs- und Bildsignale (Hall eti&99).

Charakterisierend fur die Familien der GPCRs isé iBtruktur. Der extrazellulare Aminoterminus
(N-Terminus) und der intrazellulare Carboxytermir{@Terminus) sind Uber sieben alphahelikale
Transmembrandoméanen (TMDs) miteinander verbunddrb.(A). Diese sieben TMDs verankern
bzw. fixieren den Rezeptor in der Plasmamembraas&i Merkmal fuhrt dazu, das die GPCRs der
Superfamilie der sieben Transmembran-(7TM-)Rezeptarnterordnet werden (Serebryany et al.,

2011). Es wurden etwa 140 (7TM)-Rezeptorgene ifieietit, denen noch kein Ligand zugeordnet
1
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werden konnte, weshalb diese alrphar-Rezeptoren bezeichnet werden (Civelli et al., €00
Jacoby, 2006; Jacoby et al., 2006; Lefkowitz, 200hg et al., 2012).

1.1.1 Klassifikation

Aufgrund physiologischer und struktureller Merkmalerden die GPCRs in Klassen eingeteilt.
Das meistbenutzte Klassifizierungsystem teilt dRGRs in A-F Gruppen/Familien ein (Attwood &
Findlay, 1994; Fredriksson et al., 2003; Kolakow4€94).

Die Klassen D und E konnten in S&ugetieren nichhgawiesen werden (Attwood & Findlay, 1994;
Fredriksson et al., 2003; Gloriam, Fredriksson, éith, 2007; Harmar et al., 2009; Horn et al.,
1998; Kolakowski, 1994). Die Klasse F vereinigt &iezzled-Rezeptoren und die Taste2-Rezeptoren
(Schiéth & Fredriksson, 2005).

Die Klasse A der GPCRs, auchodopsin-like familygenannt, stellt die gro3te Unterfamilie der
GPCRs dar. Hierzu zahlen um 78 % aller GPCRs imddteen (Foord et al., 2005). Auch die in dieser
Arbeit untersuchten Orexinrezeptoren gehdren digamilie an. Gemeinsames Merkmal der meisten
Klasse-A-GPCRs ist ein kurzer N-Terminus und eilmRaylrest innerhalb des C-Terminus, der als
Membrananker fungiert (Lagerstrom & Schidth, 2008es Weiteren sind hoch konservierte
Aminosauren in der siebten TMD (NSxxNPxxY Motif) dimm Ubergang der dritten TMD zur
zweiten intrazellularen Schleife (DRY Motif) zu &an (Schidth & Fredriksson, 2005).
Ein familientbergreifendes gemeinsames Merkmaliestdie erste und zweite extrazellulare Doméane
(EZM) miteinander verbindende Disulfidbriicke (Gemrget al.,, 2002). Die Liganden der
Klassse-A-GPCRs sind sehr unterschiedlich, hieetwbgen Amine (Histamine, Serotonin), Peptide
(Somatostatin, Orexin, Chemerin), Glykohormone umpoide. Sie binden an Duft-, Peptid- und
Glykoproteinrezeptoren der Klasse-A-GPCRs. Dazuerdlauch die GPCRs der Neurotransmitter
Adrenalin, Dopamin und Serotonin. Die Kristallstiuten mehrerer GPCRs der Klasse A konnten
stabilisiert werden. Diese haben zur Aufklarung dektivierungsmechanimus von GPCRs
beigetragen. Es wird vermutet, dass die Ligandegiriar Vertiefung zwischen den TMD binden und
nicht wie bei anderen Familien dem N-Terminus ein8chlisselrolle zukommt
(Schiéth & Fredriksson, 2005).
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Klasse A Klasse B Klasse C

Abb. 1: Schematische Darstellung der drei gro3ten kassen von GPCRs.
(Nach Gether, 2000). Gekennzeichnet sind konseeviaminosauren (weile Kreise), konservierte
Disulfidbriicken (schwarze Kreise) und die Palmi@ylngsstelle im C-Terminus.

Zur Klasse B gehdren Calcitonin/Glucagonrezeptatigdhe Rezeptoren. Beispiele sind hier die
Corticotropin-releasing hormone-Rezeptoren, Parattifiormonrezeptoren, VIP/PACAP-Rezeptoren
und die Secretinrezeptor-Familie.

Zu den Liganden zahlen hier die Hormone mit hoheafelkulargewicht, wie Glucagon, Sekretin u.a.
AuRRer der Disulfidbriicke zwischen der ersten exditaliren Doméane und der zweiten extrzellularen
Doméne haben sie keinerlei Sequenzhomologien rdiereamn GPCRs. Die Rezeptoren der Familie B
haben einen relativ groRen N-Terminus (ca. 120 As#énren), der Uber mehrere Disulfidbriicken
verfugt (George et al., 2002; Gether, 2000; Ulettal., 1998). Man geht davon aus, dass der Ligand
durch den N-Terminus unter Beteiligung der transimamaren Bereiche gebunden wird.

Der Klasse C gehotren weitaus weniger Rezeptoren Dmzu zdhlen u.a. die metabotropen
Glutamat-Rezeptoren, der Calcium-sensing-Rezep@#SR), Taste-Rezeptoren (TAS1) und die
GABA-Rezeptoren (Fredriksson et al., 2003; Sch&tredriksson, 2005).

Ein charakteristisches Merkmal dieser Rezeptoret ibr sehr langer N-Terminus
(ca. 600 Aminosauren) und eine sehr kurze hoch éwreste dritte intrazellulare Domane.
Die Bindungsdoméane der Liganden befindet sich inTedminus des Rezeptors und wird als
.venus flytrap domain bezeichnet, da sie sich nach der Bindung des rdga schlief3t
(Rondard et al., 2011; Urwyler, 2011).

Ein neues Klassifizierungssystem basierend auf qgeyletischen  Untersuchungen
(GRAFS- oder Fredriksson-System) schafft fur diecr&inrezeptor-Familie eine eigenstandige
Gruppe und ordnet sie nicht mehr mit den Adhaseweptoren der Klasse B Zu
(Fredriksson et al., 2003; Schiéth & Fredrikssdd05).
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1.1.2 Signalwege
1.1.2.1 G-Proteine

Der klassische Signalweg nach GPCR-Aktivierung adtl tber die aktive Konformation des
Rezeptors als Guanine-Nukleotide-AustauschfaktoER)G schematisch dargestellt in Abb. 2.
Der Signalkomplex besteht aus dem Rezeptor undrekheterotrimeren G-Protein, zusammengesetzt
aus einer G-GDP und einer G -Untereinheit (Gilman, 1987; Ross & Wilkie, 2000)ie zweite und
dritte intrazellulare Schleife und die proximalegite des C-Terminus sind die wichtigsten Strukturen
fur die Aktivierung der G-Proteine (Hermans, 20808png, 2003). Bei Aktivierung des Komplexes
kommt es zu einer Konformationsanderung der drittenazellularen Schleife, die den Austausch von
GDP zu GTP an der GUntereinheit des G-Proteins katalysiert. Dies fitur Destabilisierung des
Komplexes, und es kommt zur Dissoziation des Gdnmstin die G-GTP und G -Untereinheiten,
die ihrerseits verschiedene Signalkaskaden akéini€Greasley et al., 2001; 2002; Pierce et al.2R00
Es gibt mehrere Subtypen der -Gntereinheit dazu zahlen G G i, G 1213 und G (Subtypen.
Alle Subtypen regulieren bzw. aktivieren untersdhighe Effektoren (Abb. 2). So aktivieren
G <Untereinheiten die Adenylylzyklasen (membrangelaned Enzym) durch Stabilisierung ihrer
aktiven Konformationen und fihren somit zum Anstidgs intrazellularen cAMPs (zyklisches
Adenosinmonophosphat). Demgegentber inhibiert @Ge Adenylylzyklase und sorgt fir eine
Abnahme der cAMP-Konzentration in der Zelle. DasMEA wiederum fihrt zur Modulation der
Proteinkinase A (PKA); Gber die Untereinheitens@nd G ; koppelt der aktivierte Rezeptor somit an
den PKA-Signalweg. G,isUntereinheiten aktivieren Rho-GEF, die ihrerseiéh dRas-Signalweg
modulieren (Marinissen & Gutkind, 2001; Marinisssral., 2001).

Die G gUntereinheit moduliert die Phospholipase C (PLC)elole Uber Generierung von
Inositol-1,4,5-trisphosphat ()P und Diacylglycerol (DAG) zur Erhdéhung der intrdakren
Kalziumkonzentration (C& aus endogenen Speichern und Aktivierung der Pidrease C (PKC)
fuhrt (Abb. 2). Die G -Untereinheit ist genauso in der Lage, PKC zu medenh, aullerdem
beeinflusst die Untereinheit nach Freisetzung aums Heterotrimeren G-Protein den Influx von lonen
Uber lonenkanale (Abb. 2). PKA and PKC wiederumivaten mittels Phosphorylierung
Mitogen-aktivierte Proteinkinas¢MAPKs), wie z.B. die extrazellular regulierte K& (ERK),
welche im Kern die Transkription von Zielgenen Ipéeisst.

Die Inaktivierung der G-GTP-Untereinheit passiert durch Hydrolyse des Gifittels der
intrinsischen GTPase Aktivitat, was wieder zur Reamtion des trimeren G-Proteins fuhrt.

An der Hydrolyse des GTPs sind RGS-Proteimgflator of G protein signallingbeteiligt, die die
Reaktion beschleunigen. Diese werden als GTPasdaskhde Proteine (GAPs) bezeichnet, wobei
auch das Effektor-Protein selbst zu dieser Grugh@ig (Ross & Wilkie, 2000).
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AuRerdem kann die Signalgebung des aktivierten GPdiRch Phosphorylierung des Rezeptors Uber
GPCR-Kinasen (GRKs) abgebrochen werden. Gleiclgzdithrt die Assoziation des GPCR mit
Arrestinen tbeClathrin coated pitzur Internalisierung in Endosomen (Abb. 3).

Agohist Abb. 2: Schematischc_e
@ A Darstellung der moglichen
G-Protein abhangigen
[\ Signaltransduktionswege nach
A A \ —— | GPCRs-Aktivierung.

| ~ | (Nach Ritter & Hall, 2009).
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Es sind 21 G, sechs G und 12 G in Saugetieren bekannt. Diese kénnen verschiederbikiert
werden und fihren somit zu sehr vielen maglichdrero&rimeren G-Proteinen (Bockaert & Pin, 1999;
Hildebrandt, 1997; Huber & Sakmar, 2011; Piercalet2002; Sato et al., 2006). Diese Vielfalt an
G-Proteinen lasst eine Feineinstellung Uber digejegen aktivierten bzw. inhibierten Signalwege zu
hin zu resultierenden zellularen Funktionen. Sokamn die Aktivierung eines GPCRs in anderen
Geweben bzw. Zellarten oder auch Differenzieruragsh der Zellen zu verschiedenen Effekten
fuhren. Die Spezifitat eines Signals wird auRerdiemch GPCR-Kinasen (GRKSs) erreicht. Diese sind
in der Lage, durch Phosphorylierungen eine aktwarFeines GPCRs zu stabilisieren und somit eine
Abkopplung von G-Proteinen zu erzeugen, was zutetbnechung bzw. zur Verlangsamung der
Signaltransduktionskaskade fuhrt (Premont et al.9951 Hinzu kommt noch ein
G-Protein-unabhangiger Signalweg Uber ArresfiRejagopal et al., 2004), der die Feinabstimmung
an Signalmoglichkeiten weiter erhtht. Neben andeseaffold und Adaptor-Proteinen sind sieben
unterschiedliche GRKs und vier Arrestine bekannilfét & Sakmar, 2011). GPCRs binden also eine
Vielzahl an anderen Proteinen, die die SpezifiEiektivitat und den zeitlichen Ablauf des Signals
eines GPCRs beeinflussen (Bockaert et al., 2008JyB& Limbird, 2002; Devi, 2001; El Far & Betz,
2002; Foord & Marshall, 1999; Foord et al., 2005fttell & Gesty-palmer, 2010; Maudsley et al.,
2005; Ritter & Hall, 2009).
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1.1.2.2 G-Protein-unabhangige Signalwege

Der schon im letzten Kapitel erwéhnte, Arrestineolwierende Signalweg ist der am besten
charakterisierte G-Protein-unabhangige Signalwegh n@PCR-Aktivierung (Abb. 3). Die kleine
Familie der Arrestine sind GPCR-bindende Protettie, urspringlich im Zusammenhang mit der
GPCR-Desensibilisierung entdeckt wurden (Fergug601; Luttrell, 2005). Durch Phosphorylierung
bestimmter Aminosauren (AS) im C-Terminus des Rewep oder der dritten 1ZS  Uber
GPCR-Kinasen (GRKSs) wird der G-Protein anhangiggn&iveg unterbrochen und die Bindung von
translozierenden Arrestinen aus dem Zytosol anRigsmamembran ermdglicht (Ferguson, 2001;
Stoffel et al., 1997). Die Assoziation des GPCR Amrestinen fuhrt Gber Clathrin (schwarze Formen)
und Clathrin-Adaptoren AP2 (grine Kreise) zur Intdisierung des Rezeptors in Endosomen
(Abb. 3) (Hanyaloglu & von Zastrow, 2008; Mooreakt 2007; Premont & Gainetdinov, 2007; Reiter
& Lefkowitz, 2006). Nach Internalisierung werdeie GPCRs zu Lysosomen transportiert, in denen
sie degradiert werden, oder sie werden in Endosagiveam Recycling-Prozess unterzogen, der die
funktionellen Rezeptoren wieder an die Zellmembraransportiert (Resensibilisierung).
Die Rekrutierung von Arrestinen an den aktivier®RCR kann neben der Internalisierung des
GPCRs, welches den Prozess der Rezeptor-Desesisititig und Resensibilisierung reguliert, auch
zur Initiation Arrestin vermittelter Signalkaskad&imren. Dazu gehort die Aktivierung der Mitogen
aktivierenden Protein-Kinasen (MAPK); im speziellanerwahnen ist hier die extrazellular regulierte
Kinase(ERK) (Luttrell, 1999; Tohgo et al., 2002). Arrestisind in der Lage, auch katalytisch aktive
Proteine in den Rezeptor-Arrestin-Komplex zu bindgie kénnen so selbst als Liganden regulierende
scaffolds die Rekrutierung von Protein  und Lipid-Kinasen, §ftmatasen und die
Ubiquitin-Ligasen-Aktivitat beeinflussen (Luttre$l Gesty-palmer, 2010). Ein Arrestine gebundener
GPCR ist unféhig, G-Proteine zu aktivieren. Diebrfidazu, dass die Bindung an Arrestine einen
Umschaltpunkt zwischen zwei separaten Signalkaskadarstellt, dem G-Protein-abhéngigen
Signalweg, aktiviert durch Ligandenbindung, und dé&mestin-abhangigen Signal, der mit der
Desensibilisierung beginnt und Ubergeht in denrlEirdes endozytotischen Signalweges (Abb. 3)
(Ritter & Hall, 2009).
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Abb. 3: Mégliche G-Protein-unabhéngige Signaltransduktion md GPCR-Internalisierung.
(Nach Ritter & Hall, 2009) GRK: GPCR regulatoristhimase, ERK: extrazellular regulierte Kinase.

Es konnten Liganden charakterisiert werden, dievedér den G-Protein-abhangigen oder den
Arrestin-vermittelten Signalweg bevorzugen (Riti&r Hall, 2009; Violin & Lefkowitz, 2007).
Diese Eigenschaft der Liganden wird als “bias” hetzeet. Die unterschiedliche Kopplung eines
GPCRs an G-Protein-abhangige und Arrestin-induzi&ignalwege ist ein Mechanismus, der zu
einem Liganden-induzierten Signal fuhrt (Gesty-Ralng Luttrell, 2008; Kenakin, 2002, 2007;
Luttrell & Gesty-palmer, 2010; Maudsley et al., 80¥iolin & Lefkowitz, 2007).

1.2 GPCR-vermittelte Peptid-basierte Tumordiagnostik/ therapie

Ein grolRes Potential fir die moderne Tumormediziagtl in der Identifizierung neuer

tumorspezifischer Zielmolekile. Diese Zielmolekl{@argets) konnen fir die Bindung von

veranderten Molekilen (Leitstrukturen) verwendetdea. Diese Bindungsmolekile (Leitstrukturen)
kdnnen an ein signalgebendes oder therapeutischeasAgekoppelt und tber die Blutbahn dem
betroffenen Patienten verabreicht werden. Dies bdeidtet eine gerichtete Strategie zur
Tumordiagnostik/-therapie. Statt eines unspeziBschKontrastmittels oder konventionellen
Chemotherapeutikums ist es moglich, ein molekuleichtetes zielsuchendes Kontrastmittel oder
Medikament herzustellen, das sich im Tumorgeweleéwotriert.

GPCRs eignen sich sehr gut als Zielstrukturen in THemordiagnostik und -therapie durch die
spezifische Bindung von Peptid-Liganden. Die Vosatgung ist eine erhdhte Expression der
Zielstruktur im Tumor im Vergleich zum umgebenderoridalgewebe. Es konnte in vielen

Tumorzellen die Uberexpression von Peptid bindenG&CRs im Vergleich zum urspriinglichen
7
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Normalgewebe nachgewiesen werden (Moody et al.6;18®ubi & Landolt, 1984; Wada et al.,
1991). Eine grol3e Schwierigkeit bei peptid-basrerBiagnostika und Therapeutika liegt in der
Stabilitat der Peptide. Durch endogene Peptidaden,ubiquitar zu finden sind, werden sie oft
frihzeitig abgebaut. Eine Optimierung der Peptideeq kann die Stabilitdt oft verbessern
(Bellmann-Sickert & Beck-Sickinger, 2010). Die Hddtiganden kdnnen durch Verénderung ihrer
AS-Sequenz in ihrer Bindungsspezifitat, Bindungsesghaft, Stabilitdt und physiologischen
Funktion verandert und somit flr eine gerichtetendrdiagnostik oder Therapie optimiert werden.
Peptide eignen sich sehr gut fiir die Tumortherapred Diagnostik, da die meisten in
niedermolekularen Bereichen wirken und eine gutevébegangigkeit besitzen. Da die meisten
Peptide nicht die Blut-Hirn-Schranke uberwinden r@m, sind sie zudem nebenwirkungsarm.
AulRerdem werden sie Uber das System der Leberlsabgebaut und Gber die Nieren ausgeschieden,
wobei keine toxischen Nebenprodukte anfallen. Eigrge Grof3e der Peptide fuhrt dazu, dass diese
nicht vom Immunsystem erkannt werden und somit &eiler nur wenig Nebenwirkungen zu
erwarten sind. In Anbetracht zu gangigen Tumorthierawie Chemoterapeutika und Bestrahlung, die
auf die Zellen des gesamten Koérpers wirken oderdasf umliegende Gewebe, ist eine gerichtete

Tumortherapie mit peptidischen Liganden von grofamteil.

Es kann hier unterschieden werden zwischen eineektdin Tumortherapie, bei der die
Ligandenbindung selbst zu einer Modulation der 8igege in den Tumorzellen fihrt, und einer
indirekten Therapievariante, in der der Ligand gtotoxische Substanzen, Chemotherapeutika oder
Radionukleotide gebunden wird, die dann die Tunt@zangreifen ohne gréfiere Nebenwirkungen
auszulésen. FUr die Diagnostik ist es moglich, ldganden an Fluoreszenz-Farbstoffe zu koppeln
oder radioaktiv zu markieren und nach Applikationittels geeigneter Methoden wie der
Paositronen-Emissions-Tomographie (PET) sichtbamaghen (Abb. 4). So ist es mit Peptidliganden
mdglich, Tumore und Metastasen vom Normalgewebeugiknzen, zu lokalisieren und zu

diagnostizieren und zielgerichtete Therapien durfiltzren.

Ein Beispiel fur die direkte Tumortherapie mitteises Peptids ist das Somatostatinrezeptor-System
(SSTR). Neuroendokrine Tumore (NETs) des Pankreas des Darms exprimieren verstarkt den
SSTR2 (Reubi, 2007). Somatostatin inhibiert das dmwvachstum in SSTR positiven Tumoren
(Ben-Shlomo et al., 2009; Moody et al., 2003; Sghdl988). Fur die klinische Anwendung wurde
eine stabilisierte Somatostatin-Variante, das @title entwickelt, welche mit hoher Affinitat nur an
SSTR2 und SSTR5 bindet. Es wird unter dem HandelsnaSandostatin® vertrieben und zur
systemischen Therapie des Hypersekretionssyndra@ngdstroenteropankreatischen Tumoren und
neuroendokrinen Tumoren eingesetzt (Erem et aD42@essaux et al., 2006). Das Octreotid wird
auch zur Tumordiagnostik angewendet. Dieses Vesfalwagt den Namen Somatostatin-Rezeptor-
Szintigraphie oder Octroscan®. Hierbei wird dasr@atid iiber einen Komplexbildner niitindium

markiert. Die Uberexpression des Somatostatinrereftyp 2 (SSTR2) in neuroendokrinen Tumoren

8



Einleitung

fuhrt zur Anreicherung des radioaktiv markierterptRiliganden in den Tumorzellen. Durch die
radioaktive Markierung des Octreotids ist die zeightete Diagnostik dieser Tumore und ihrer
Metastasen mit einer PET-Untersuchung moglich (Abk§Delpassand et al., 2008; Reubi, 2007).

A) B)

U EEERER AV IEREEER A R

Abb. 4: Optische Bildgebung von Tumoren nach Applilation von fluoreszenzmarkiertem Octreotid bzw.
Octreoscan®. A) In vivo Fluoreszenz-Bildgebung von RIN38 SSTR2 Tumor trdgarNacktmausen nach
intravendser Injektion in die Schwanzvene von indatbocyanine-octreotate (0.1 pmol kg) Der subketa
Tumor ist nach 1h deutlich zu detektieren (Groteing Wiedenmann, 2004). B) Ganzkdrper-PET-Scanseine
49 Jahre alten Mannes ein Jahr nach operativemEnte eines gastroenteropankreatischen Tumors
(GEP-Tumor). 12 h Post-Applikation von Octreoscab® Metatastasen in den Knochen sind deutlich zu
erkennen (Bombardieri et al., 2010).

Die optische Bildgebung (Abb. 4 A) mit Fluoreszearbktoffen stellt nicht nur eine vielversprechende
Technik in der praklinischen Forschung dar, sondemdet auch schon in der Klinik bei der

Mikroendoskopie und Mammographie Anwendung. DarUberaus stellt die Nahinfrarot-(NIR-)

Fluoreszenz-Bildgebung eine vielversprechende TikcHar, Tumorgewebe wé&hrend Operationen
sichtbar zu machen (Frangioni, 2008). Bei der Entfeg von Tumoren ist es fur die Prognose des
Patienten sehr entscheidend, dass alle Tumorz&idfernt werden. Durch den Einsatz von
intraoperativen-optischen Bildgebungstechniken widie Unterscheidung zwischen Tumorzellen
und normalem Gewebe erleichtert werden. Dies gdeigtet die vollstandige Entfernung des Tumors
und der Tumorzellen. Es werden Fluophore benutist, dhs Licht zwischen 650 und 900 nm
emittieren. In diesem Bereich ist der Absoption$koent des Gewebes relativ gering und die
unspezifische Autofluoreszenz des Gewebes miniBial.Eindringtiefe wird dadurch erhéht und die

Hintergrundfluoreszenz minimiert, was zu einem wesderten und verstarkten Bildkontrast fuhrt

(Frangioni, 2008; Keereweer et al., 2012).
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1.3 Orexinrezeptoren und Orexine

1.3.1 Entdeckung und Struktur

Die Orexinrezeptoren 1 und 2 (OXR) und deren Ligan@rexin A (OXA) und B (OXB) wurden

1998 aus dem Hypothalamus der Ratte isoliert (Saletral., 1998; de Lecea, 1998). Diese bilden
zusammen das orexinerge System. Beide Rezeptordiorege zu der GPCR-Klasse A

(Fredriksson et al. 2003). Die Gruppe um Sakurank® zeigen, dass intrazerebroventrikular (i.c.v)
injiziertes Orexin (OX) die Nahrungsaufnahme stiewt! Aus diesem Grund benannten sie die
Neuropeptide nach dem griechischen Wort fur Hurjgeah. orexis = Hunge) (Sakurai et al., 1998).

Beide Liganden entstehen durch die proteolytischalt@ng eines Vorlauferproteins, das Prapro-
Orexin (PPO) (Abb.5) (Sakurai et al.,, 1998; de dac1998). PPO ist identisch mit dem
Prapro-Hypocretin, das unabhangig von einer weitéeeitsgruppe aus hypothalamusspezifischer
MRNA kloniert wurde (de Lecea, 1998). Diese Gruppeannte das Peptid Hypocretin aufgrund von

Sequenzhomologie mit Secretin und der Isolationdans Hypothalamus.

Beide Liganden werden posttranslational modifiziddbei werden beide Peptide am C-Terminus
amidiert. Das 33 Aminosauren (AS) lange OXA bekonwimten N-terminalen Pyroglutamat-Rest
(Pyr), welcher durch intramolekulare Zyklisierudgs Glutaminylrestes entsteht (Lee et al., 1999).
Des Weiteren enthalt OXA zwei intramolekulare Disldriicken (Cy&Cys'?, Cys-Cys), was dazu
fuhrt, dass OXA (36 kDa) zyklisch vorliegt. DieGgsteine fehlen dem 28 Aminosauren (AS) langen
OXB (29 kDa), so dass es eine lineare Struktu(®akurai et al., 1998). Im Gegensatz zu OXB kann
OXA die Blut-Hirn-Schranke durchqueren (Kastin &ekktrom, 1999).

Die OXR1 und 2 besitzen zwei und drei Glykosyliggstellen und sind etwa 48 kDa und 50 kDa
grof3. OXR sind hoch spezifisch fur das Neuropepfid Andere Neuropeptide haben keinen Einfluss
auf die OXR (Holmqvist et al., 2001; Sakurai et 4998). Die GPCRs OXR1 und OXR2 zeigen
untereinander eine 64-prozentige Sequenzhomol&gikufai et al., 1998). Die Rezeptoren sind hoch
konserviert zwischen verschiedenen Spezies, seralge OXR eine 95 % Sequenzhomologie von
Ratte und Mensch (Sakurai et al., 1998). Beidei@eftinden mit der gleichen Affinitdt den OXR2,
jedoch zeigt OXA eine 10-fach hdhere Affinitat zu@XR1 im Vergleich zum OXR2 (Abb. 5)
(Kukkonen et al., 2002; Rouet-Benzineb et al., 2(®&kurai et al., 1998). Dies spiegelt sich in der
Aktivierung der Rezeptoren wider. Dabei zeigt OXiAee10-fach starkere Kalzium-Mobilisierung in
Chinese hamster-ovary-(CHO-)Zellen (Ammoun et aPp03; Holmqvist et al., 2002;
Sakurai et al., 1998).
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OXA weist eine 46-prozentige Homologie zu OXB aidie(itische Aminosauren sind in Abb. 5 grau
unterlegt) (Sakurai et al., 1999).

Peptidoptimierungen verschiedener Arbeitsgruppemtifizierten das C-terminale Fragment 15-33
des OXA als kirzeste den OXR1 aktivierende Varigb@rker et al., 2001; Lang & Beck-Sickinger,

2006; Lang et al., 2004). Darliber hinaus wurderall moleculegentwickelt, woraus unter anderem

auch der erste selektive OXR1-Antagonist SB-334@Mart et al., 2001) und seit 2004 auch ein
OXR2-Antagonist (McAtee et al., 2004) entstand.

Abb. 5: Orexin-System: Rezeptoren
und Liganden. (Nach Jéhren et al.,
2004). Vereinfachte Struktur des PPO,
Durch proteolytischen Spaltung
entstehen das 33 AS lange OXA
(Disulfidbriicke durch Striche angezeigt)
und das 28 AS grol3e OXB.
Schematische Darstellung der
Bindungsaffinitdten von OX an die
beiden OXR. SP, Signal Peptid Sequenz;
GKR und GRR, spezifische
Erkennungsstellen fir
Prohormonkonvertasen.

1.3.2 Expressionsorte

Orexine und ihre Rezeptoren werden vor allem in offyplamischen Neuronen exprimiert.
Diese orexinergen- Neuronen projizieren vom Hyplatimas zu den Gebieten des zentralen
Nervensystems (ZNS), die den Schilaf- und Wachrhythnmeuroendokrine Homoostase und das
Essverhalten regulieren und kontrollieren (Datalgt1999; Gautvik et al., 1996; Peyron et al.,&99
Willie et al., 2003).

Die Expression der Rezeptoren und deren Ligandejedsch nicht nur auf das Gehirn beschrankt.
Es konnten Expressionsorte in der Peripherie nadlegen und physiologischen Effekten zugeordnet
werden (Voisin et al., 2003).

Kirchgessner und Liu beschrieben 1999 die Exprasdes OXA im Darm und Pankreas auf3erhalb

des Gehirns. Das Vorhandensein von OXA im humdtiasma wurde 2001 von zwei unabhangigen
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Gruppen beschrieben (Arihara et al.,, 2001; Dalahlet2001). Dabei bleibt aber weiter die Frage
offen, ob die Expressionsorte der OX in der Perighdie Quelle fur die Plasmakonzentration ist oder
die Liganden lokal parakrin und oder autokrin wirkArihara et al., 2001; J6hren et al., 2001;
Ouedraogo et al., 2003).

Mittels RT-PCR (reverse transcriptase PCR) und Imimstochemie (IHC) wurde die Expression des
Rezeptors und deren Liganden in vielen verschiedgreeipheren Organen wie z.B. dem Pankreas,
Niere, Dinndarm, Nebenniere, Gonaden und Fettgei@lheco et al., 2002; Burdyga et al., 2003;
2006; Ehrstrom et al., 2005; Johren ak, 2001; Karteris et al.,, 2004;
Kirchgessner & Liu, 1999; Nakabayashi et al., 2Q08anmoku et al., 2002; Randeva et al., 2001;
Silveyra et al., 2007; Spinazzi et al., 2005; Taskh et al.,, 2006; Ziolkowska et al., 2005)

Digby et al.,

nachgewiesen.

Tab. 1 und 2 geben einen Uberblick tiber die bislaehgewiesenen Expressionsorte der Rezeptoren

und deren Liganden im Menschen.

Tab. 1: Ubersicht der Expression des OXR1 im Mens&mn.
PPO, prapro-Orexin; IHC, Immunohistochemie RT-P&Rerse transcriptase PCR; ENS, enterisches
Nervensystem; +, detektiert; , nicht detektiertbNnicht untersucht.

Gewebe

Methode

OXR1

OXR2

Referenz

Kommentar

Nebennierenrinde

IHC (ABC)

Blanco et al. 2002

RT-PCR, WB,IHC

Spinazzi et al. 2005

RT-PCR, IHC + Randeva et al. 2001
Nebennierenmark IHC + Blanco et al. 2002
Magen IHC (IF) + Ehrstrom et al. 2005a mukosale Epithelzellen
Dinndarm IHC (IF) + + Ehrstrom et al. 2005a myenterischer Plexus, mukosale
Epithelzellen, endokrine Zellen
IHC (IF) + + Kirchgessner and Liu 1999 ENS, myenterischer Plexus
Niere RT-PCR, IHC (ABC) + + Takahashi et al. 2006 Nierentubulus
Hoden RT-PCR, HC, WB + + Karteris et al. 2004
Penis und Nebenhoden RT-PCR + + Karteris et al. 2004
Fettgewebe RT-PCR, IHC + + Digby et al. 2006
Vagus Nerv RT-PCR, IHC + + Burdyga et al 2003
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Tab. 2: Ubersicht der Expression der OX im Menschen
PPO, prapro-Orexin; IHC, Immunohistochemie RT-P&Rerse transcriptase PCR; ENS, enterisches
Nervensystem; +, detektiert; , nicht detektiertbNnicht untersucht.

Gewebe Methode OXA OXB PPO Referenz Kommentar
Nebennieren RT-PCR - ND + Nakabayashi et al. 2003
Magen RT-PCR, IHC + ND + Nakabayashi et al. 2003 ENS, myenterischer Plexus, endokrine
Zellen
IHC (IF) + ND ND Ehrstrom et al. 2005a neuronale Zellen in der Mukosa und im
Ringmuskel, endokrine Zellen
Dunndarm RT-PCR, IHC + ND + Nakabayashi et al. 2003 neuronale Zellen in der Mukosa der

lamina propria und im Ringmuskel,
myenterischer und submucosaler Plexus,
endokrine Zellen

IHC (IF) + + + Kirchgessner and Liu 1999 ENS, myenterischer Plexus
Dickdarm IHC (IF) + ND ND Ehrstrom et al. 2005a endokrine Zellen
IHC + ND + Nakabayashi et al. 2003 | ENS, myenterischer Plexus, endokrine
Zellen
kolorektale Epithelzellen
Pankreas RT-PCR ND ND + Nakabayashi et al. 2003
IHC + ND ND Nakabayashi et al. 2003 _Zellen
IHC + ND ND Nakabayashi et al. 2003 Zellen
Ehrstrom et al. 2005a
HC + ND ND Nakabayashi et al. 2003 Zellen
IHC + ND ND Ehrstrom et al. 2005a PP-Zellen
Niere RT-PCR, HC (ABC) + ND ND Takahashi et al. 2006 Nierentubulus
RT-PCR, IHC - ND + Nakabayashi et al. 2003
Penis und RT-PCR ND ND + Karteris et al. 2004
Nebenhoden
Plazenta RT-PCR, IHC + ND + Nakabayashi et al. 2003

Daruber hinaus konnte die Expression der OXR awucthumanen Tumorgeweben nachgewiesen
werden. Dazu konnte die Uberexpression des OXRhuimanen Nebennierenrindenadenomen im
Vergleich zum Nebennieren Normalgewebe gezeigt arer(Blanco et al., 2002; Spinazzi et al.,
2005). Hierbei zeigte sich eine proliferierende kifirg von OXA auf die Tumorzellen (Spinazzi et al.,
2005). Eine verstarkte Expression des OXR2 konriteelsi Immunhistochemie (IHC) in humanen

Pheochromocytomen detektiert werden (Blanco e2@02).

Weitere Hinweise auf die Expression der OXR in Tumnogeben die Expression des OXR1 in
humanen Tumorzelllinien. So konnte in Neuroblasiatiinien (SK-N-MC) und in diversen
humanen kolorektalen Tumorzelllinien wie z.B. HT-Z2aco2, SW480, SW620, LoVo und anderen
eine OXR1-Expression nachgewiesen werden. In demahan kolorektalen Tumorzelllinien konnte
zudem die Induktion der Apoptose mittels OXA UbendXR1 ausgeldst werden (Ammoun et al.,
2006; Laburthe et al., 2010; Rouet-Benzineb et28l04; Voisin, 2006; Voisin et al., 2011; Voisin et
al., 2008). Die neuesten Untersuchungen dieseritdgrappe zeigen eine Expression des OXR1 in

humanen kolorektalen Tumorgeweben und Lebermetas(®®isin et al., 2011).
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1.3.3 OXR1-vermittelte Effekte

Erhohung der intrazellularen Kalziumkonzentration

In den meisten Arbeiten wurde in rekombinant exprenden Zellen nach Ligandenbindung an den
OXR1 und OXR2 eine Kalziummobilisierung beobach#&tnmoun et al., 2006; Holmgvist et al.,
2001; Lund et al.,, 2000; Okumura et al., 2001; $akwet al., 1998; Smart et al., 1999).
Dies weist darauf hin, dass der OXR1 hauptsachiiclr das Gg-Protein an den ¥Signalweg
gekoppelt ist. Es konnte relativ friilh gezeigt werddass die Erhdhung der Kalziumkonzentration
Uber zwei Wege vermittelt wirddeben einer Mobilisierung von Kalziumionen aus derazellularen
Speichern durch Aktivierung der PLC erfolgt ein Einstrom aus dem Extrazellularraumerib
lonenkandle (Johansson et al.,, 2007; Lund et 8002Smart et al.,, 1999). Bei einer geringen
Ligandenkonzentration kommt es zu einem Einstrom ¥alziumionen Uber rezeptorabhangige
lonenkandle (Influx). Diese Erhéhung der intradéllen Kalziumkonzentration fuhrt zur Aktivierung
der PLC, die wiederum zur Mobilisierung von Kalziumionemsaden intrazellularen Speichern flhrt
(Akerman und Kukkonen, 2001; Larsson et al., 200fid et al., 2000).

Der Kalziuminflux Gber rezeptorabhéangige lonenkan@ch OXR-Aktivierung ist verantwortlich fur
eine Phosphorylierung von ERK (Ammoun et al., 20Q6= fir die Aarachidon-Saure-Ausschittung
(Turunen et al., 2010). Hohe OXA-Konzentrationehréiin zu einer PLGAktivierung und einer
Mobilisierung der Kalziumionen aus dem endoplassecaen Retikulum (ER), unabhéngig von einem
Kalziuminflux (Akerman und Kukkonen, 2001; Lundagt, 2000).

Ein Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentratiausgelost tber den endogenen OXR2, wurde in
humanen adrenocorticalen H295R-Zellen nach OXA-hakion nachgewiesen. Der Kalziumanstieg
war gekoppelt an die Phosphorylierung von ERK1/% durch eine PKG und teilweise
PKA-Inhibierung unterdrtickt werden konnte (Wenzedle 2009).

Einfluss auf die Adenylylzyklase

Dariber hinaus gibt es Untersuchungen, die eineivitdt der Adenylylzyklase nach
OXR-Stimulation zeigen. Kateris zeigte 2001 dadeeMal das Vorhandensein funktioneller OXR
aullerhalb des ZNS. Dabei konnte er in der humaeiateh Nebenniere die Expression des OXR2
nachweisen, der nach Aktivierung mit OXA an Gind G; koppelte (Karteris, 2001). In folgenden
Arbeiten der gleichen Arbeitsgruppe wurde eine Algigkeit der OXR-Expression und der
Signalweiterleitung vom metabolischen Status intdtatgezeigt. Hungernde Ratten zeigten eine
Reduzierung aller G-Proteine auf3er;,Geine minimale Antwort der cAMP-Produktion abeiinee
IPs-Antwort auf OXA-Applikation in der NebennierenriadAuRerdem wurde eine cCAMP-vermittelte
Stimulierung der Glucocorticoid-Ausschittung in laman und -adrenocorticalen Zellen von Ratten
nach OXA-Applikation nachgewiesen (Karteris & Ravale2003; Karteris et al., 2005; Ziolkowska et
al., 2005).
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Im Allgemeinen zeigen die Untersuchungsergebnissechiedenster Forschungsgruppen, dass die
OXA induzierte Stimulierung der Sekretion von Nebierenhormonen Uber die Aktivierung der

Adenylylzyklase und somit Gund G sgekoppelt ist (Kagerer & Johren, 2010).

Holmquist et al. konnte 2005 einen dualen Effekt der OXR1-Aktivieguauf die cAMP-Synthese
zeigen In rekomminanten CHO-Zellen konnte nach Stimulatinit OXA eine geringe Reduzierung
des cAMP-Spiegels mit einer EG/on 1 nM und eine starke stimulierende Wirkung emer EG,
von 300 nM beobachtet werden. Diese Inhibition daMP-Spiegels konnte mittels des Pertussis
Toxins aufgehoben werden, was auf die Beteiligungn vG ;-Proteine schlieRen lasst
(Holmquist et al., 2005).

Internalisierung des Rezeptors
Eine indirekte Internalisierung des OXR1 nach OXpphkation wurde mittels GFP markiertem
-Arrestin 1 und 2 an stabil mit dem OXR1 transfitee CHO-Zellen gezeigt. Hierbei zeigte sich eine
schnelle (zwei Minuten) Translokation deg\rrestinsl und 2 vom Zytoplasma zur Plasmamembran.
Nach einer Stunde konnte die Internalisierung desesdins in vesikularen Strukturen detektiert
werden. Dies, in Zusammenhang mit einer Kolokatsaimit markierten OXA und die Verdrangung
der Reaktion mittels eines OXR-Antagonisten, hegtddass hier die Internalisierung des OXR1
indirekt beobachtet wurde (Evans et al., 2001)td\stverkirztem OXR1 konnte in Hek293T-Zellen
gezeigt werden, dass eine Gruppe von Hydroxyl A ifierminus des Rezeptors verantwortlich ist
fur die Interaktion mit -Arrestin 2, was wiederum zu einer Internalisiera®y beiden Proteine fuhrt
(Milasta et al.,, 2005). Die gleiche Arbeitsgruppesigte die Heterodimerisierung des
Cannabinoid-Rezeptors {CB1) und des OXR1 und die gemeinsame Internalisger beider
Rezeptoren (Ellis et al., 2006; Ward et al., 2011a)

Einfluss auf andere Signalwege
MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinase)

Weitere Untersuchungen an rekombinanten Zellsysiemeeisen einen Einfluss der
OXR1-Aktivierung auf MAPK nach. So konnte eine Rplosrylierung von ERK1 nach
OXR1-Aktivierung in CHO-Zellen gezeigt werden (Ammo et al., 2006; Hilairet et al., 2003),
wobei hier eine zentrale Rolle dem Kalziumionenirflaus dem Extrazellularraum zugeschrieben
wurde. Ammoun et al. Konnte 2006 eine OXR1 indueiep38-Aktivierung nachweisen,
die zum programmierten Zelltod (Apoptose) fuhrt.

In adrenocortikalen Rattenzellen wurde ein pralfiemder Effekt von OXA Uber die Aktivierung der
endogenen OXR, vermittelt Gber die MAPK p42/p44 KBR) und p38-Signalkaskade, nachgewiesen
(Spinazzi et al., 2005).

In rekombinanten Hek293T-Zellen konnte die Phosgieung von ERK1/2 mit einer

3-Arrestin-Rekrutierung und Internalisierung degdéptors beobachtet werden (Milasta et al., 2005).
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Untersuchungen an humanen pluripotenten Nebenrié28BR-Zellen zeigten eine ERK1/2 und
p38-Aktivierung. Dabei wurde die ERK-Phosphorylieguhauptsachlich Gber Gund G s vermittelt,
p38 wurde uber G aktiviert (Ramanjaneya et al., 2008; Ramanjanayal.e 2009; Wenzel et al.,
2009). Eine weitere Funktion von OXA, die Uber p@8rmittelt wird, ist die Auslosung des
Differenzierungsprogramms in mesenchymalen Voria8tammezellen, embryonalen Fibroblasten
und Adipozyten (Digby et al., 2006; Sellayah et2011).

Phospholipase D (PLD)

Die Arbeitsgruppe um Kukkonen konnte 2008 in rekorabten CHO-Zellen nachweisen, dass auch
die PLD ein Zielmolekul in der Orexin-Signaltranktan ist. Die Arbeit dieser Arbeitsgruppe zeigte
die Aktivierung einer PLD und zwei PLCs, die beiedrigen OXA-Konzentrationen zu einer
Herstellung der Lipid-Mediatoren DAG und PA (phoapdiic acid) fihrten (Johansson et al., 2008).
Die neuesten Ergebnisse zeigen eine PLDI1-Aktivigrum Zusammenhang mit PKC
(Jantti et al., 2011). Auch eine OXR1 induziertergnidonsdure-Ausschiittung, vermittelt Uber
Phospholipase A  (PLA) bei geringen OXA-Konzentnagin, wurde  beschrieben.
Bei der PLA-Aktivierung zeigte sich eine ERK-Invavung und keine PKC (Turunen et al., 2010).

Einfluss auf Proliferation und Apoptose

Wie oben beschrieben gibt es Untersuchungen, deeAsitivierung der MAPK Uber den OXR zeigen.
MAPK sind an der Regulation von Zellwachstum, Diffiezierung und Zelltod beteiligt, demzufolge
wurde die Wirkung von OX daraufhin untersucht. Bsrde ein apoptoseinduzierender Effekt von
OXA und B auf native OXR1 in humanen Kolonkarziroamd Neuroblastom-Zelllinien bzw. auf
native OXR2 in einer pankreatischen Ratten-Ze#linbeschrieben (Laburthe et al., 2010;
Rouet-Benzineb et al., 2004; Voisin, 2006; Voisinag, 2011, 2008). Die Apoptosinduktion ist
vermittelt Uber ein im OXR1 vorhandenesmunoreceptor tyrosine-based inhibitory mdtifIM).

Die Cytochrome C vermittelte mitochondriale Apomtoderuht auf der Rekrutierung der
SHP-2-Phosphatase Uber das aktivierte-Botein, scheint jedoch unabhéngig von einer
PLC-Aktivierung zu sein (Laburthe et al., 2010; §oi et al., 2008). Neben der Induktion von
Apoptose in kolorektalen Tumorzelllinien konnte d&ruppe in neuesten Untersuchungen eine

Inhibition des Tumorwachstums in subkutanen Xenitgzeigen (Voisin et al., 2011).

In einem Diabetes-Ratten-Modell wurde eine vernehftnzahl an pankreatischen Inselzellen
detektiert, die OXR1 und Caspase-3-Expressioneeidies konnte ein Hinweis auf die Aktivierung

apoptotischer Signalwege durch OX in an Diabetidetalen Ratten sein (Adeghate et al., 2010).

Ein proliferierender Effekt von OX wurde in Adipdey, humanen und adrenocortikalen Rattenzellen
gezeigt (Digby et al., 2006; Skrzypski et al., 20Ziblkowska et al., 2005; Zwirska-Korczala et al.,
2007). Dabei scheint der OXR1 einen eher proliferiden Effekt zu vermitteln, und der OXR2
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induziert eine Repression der Proliferation (Malmmitz et al., 2001; Spinazzi et al., 2005;
Ziolkowska, et al., 2005; Zwirska-Korczala et aDQ7).

Das Profil der Uber OXR ausgelésten Signale ist sédifaltig. Die Aktivierung der OXR kann
sowohl Gber Gg-, G - als auch tber G-Proteine an unterschiedliche Signalkaskaden gekbpgin.
Dabei bleiben die Art der Kopplung und die ansddiede Signalkaskade von der
Ligandenkonzentration, Dimerisierung des Rezeptoven dem metabolischen Status und

Gewebe- und Zelltyp abhangig.

1.3.4 Physiologische Funktionen

Die am besten untersuchten systemischen Effekte de=xinergen Systems sind der
Appetit-stimulierende Effekt der Orexine (Sakuraag, 1998) und, durch Hara et al. 2001 das erste
Mal gezeigt, die Regulation des Schlaf-Wach-Rhythrfidara et al., 2001). OX sind au3erdem in der
Lage, eine Erhdhung des Blutdrucks (Samson et1&99) und der Herz- und Atemfrequenz
(Shirasaka et al., 1999) im Rahmen der StressAlmeehrreaktion zu vermitteln (Abb. 6).

Abb. 6: Funktion von Orexin.
(nach Heinonen et al., 2008).

Die bekanntesten Effekte von
Orexin sind die Beeinflussung des
Schlaf-Wach-Rhythmus und der
Nahrungsaufnahme. Orexine
wirken auRerdem auf die Motilitat
und die Sekretion im GIT,
regulieren die Hormonproduktion
und Freisetzung aus der
Nebennierenrinde, sind involviert
in der Regulation des
Metabolischen Status und der
Adipozytenproliferation, kénnen
eine Veranderung des Blutdruckes
und der Herzfrequenz vermitteln
und beeinflussen dartber hinaus
die Reproduktion und
Spermatogenese.

In verschiedenen Arbeiten konnte ein Effekt von @Xf die Regulation der gastrointestinalen
Motilitat gezeigt werden (Kirchgessner und Liu, 2R9%Eine Stimulation der Sekretion von Salzsaure
(HCL) im Magen und die Bikarbonat-Sekretion im Ddarm konnten mittels der OXR1-Aktivierung
induziert werden (Bengtsson et al.,, 2007; Okumutaak, 2001; Takahashi et al., 1999).
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Magensékmetion Uber vagale Signalwege gesteuert wird,
wohingegen die OXA vermittelte BikarbonatsekretionDarm unabhangig von vagalen Efferenzen

war (Bengtsson et al., 2007).

OXA wurde im humanen Inselzellen des Pankreas tetekNakabayashi et al. 2003; Kirchgessner
and Liu, 1999; Ehrstrom et al., 2005; Heinonen let 2008). Nakabayashi et al zeigte 2003 eine
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Kolokalisation von OXA und Insulin produzierendesZellen. Ehrstrdom konnte hingegen 2005 OXA
Immureaktivitat in nur einigen endokrinenZellen und wenigen pankreatisches Polypeptid (PP)
produziernden Zellen nachweisen. Der Einfluss vofACGauf die Glucose Homdostase durch eine
Regulation der Sekretion pankreatischer Hormon#tfech weiter zu untersuchen. Es konnte noch
keine klare Rolle des Peptids gezeigt werden. Dretduchungsergebnisse hierzu fihrten zu
unterschiedlichen und zum Teil gegensatzlichen Agss. Eine intravendse Gabe von OXA in
hungernden Menschen fiihrte zu einem geringen agpeifikanten Anstieg der Insulinkonzentration
(Ehrstrom et al., 2005). Dagegen zeigte die gleichgbeitsgruppe eine Reduktion der
Plasma-Glukagon-Konzentration wahrend der Infusisnn OXA in Ratten, wobei die
Insulinkonzentration hier unverandert blieb (Elostr 2004). Eine Reduktion der Insulinsekretion aus
isolierten Ratteninselzellen nach OXA-Induktion gtei Quedraogo et al. 2003. In den neuesten
Untersuchungen wurde die Expression des OXR1 kb mit Insulin und Glukagon in
pankreatischen Inselzellen von Ratten. Hierbeiteesich eine verstarkte Expression des OXRL1 in

Glukagon positiven Zellen nach einer Diabetes-Tyfslosung in Ratten (Adeghate et al., 2010).

Eine Regulation der Hormonproduktion und der Figisggy aus der Nebennierenrinde wurde
zunachst durch die intrazerebroventrikulare Gahe ®X untersucht, welche die Konzentration von

Corticosteron (Hagan et al., 1999; Malendowiczlgt1®99) erhdhte. Die Untersuchungsergebnisse
verschiedenster Forschungsgruppen, zeigten in rRatte humanen Nebennierengeweben und in
adrenocortikalen Zellen eine OXA induzierte Stirauling der Sekretion von Nebennierenhormonen
(Kagerer & Johren, 2010; Karteris & Randeva, 20Rarteris et al., 2005; Wenzel et al., 2009;

Ziolkowska et al., 2005).

Weiter wurden OXR in Adipozyten nachgewiesen, wdD&A eine proliferierende Wirkung zeigte,
aber einen inhibierenden Einfluss auf die Adipogeneand die Lipolyse hat (Digby et al., 2006
Skrzypski et al., 2011).

Zudem wurde die Expression der OXR in humanen Hodea Ovarien detektiert und weiter
untersucht, was zu der Annahme fiihrt, dass die gRemn eine Funktion in der Reproduktion
haben(Johren et al.,, 2001; Karteris, 2004; Sikwesgt al., 2007). Die Expression von OXR auf
hamatopoetischen CD34+ Stamm- und Vorlauferzelsstlvermuten, dass das blutbildende System
ein weiteres System ist, das durch OX beeinflugstlen kann (Steidl et al., 2004). OX stimuliert die
Aktivitat des hypoxia-inducible factor-1(Hifl ) (Sikder & Kodadek, 2007). Hifl ist ein
Transkriptionsfaktor, der in der Stimulation der glagenese in Tumoren diskutiert wird.
Ein proangiogener Effekt von OXA konnte in humartemdothelzellen (HUVECS) nachgewiesen
werden. Die Aktivierung der nativen OXR1 mit OXA HMUVECs fihrt Uber die Phosphorylierung
von ERK zur Stimulierung der Angiogenese (Kim et 2010).
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1.4 Osophaguskarzinome

Osophagustumore sind die sechsthaufigste Todebarsasitweit (Kamangar et al.2006; Schuchert et
al., 2010). Die 5-Jahrdsberlebensrate liegt zwischen 5 und 16 % und istksabhangig vom
Differenzierungsgrad bei Diagnosestellurfffamangar et al., 2006Schuchert et al., 2010).
Die schlechte Uberlebensrate resultiert aus den getaden und unzureichenden
Diagnostikmoglichkeiten zur Tumorerkennung und zimachst beschwerdefreien Verlauf in den
frihen Erkrankungsstadien. So sintle meisten Tumore bei Diagnosestellung schon lokal

fortgeschritten oder metastasiert. (Schuchert.ef@l0).

Es lassen sich zwei histologische Subtypen deshdsgalen Karzinoms unterscheiden: das eher im
oberen bis mittlerem Teil des Osophagus auftretéldtienepithelkarzinom und das vorwiegend im

unteren Abschnitt entstehende Adenokarzinom, ddsgetenz zurzeit zunimmt (Cook et al., 2009).

Die Plattenepithelkarzinome, die noch die haufigérebsart im Osophagus darstellen (Koshy et al.
2004), werden durch die unregulierte Proliferatitas Plattenepithels nach genetischer Veranderung,
z.B. dem Verlorengehen der DNA-Reparaturmechanisnmenvorgerufen. Risikofaktoren stellen
exzessiver Alkoholgenuss und das Rauchen von Tadald agergren & Lagergren, 2010; Schuchert
et al., 2010). Durch die verstarkte Proliferatices dPlattenepithels der Mucosa entwickelt sich Gber
Dysplasien des Gewebes ddarcinoma in situ(CIS) bis hin zum invasiven und metastasierenden
Karzinom. In 30 % bis 70 % der resektierten Pagiensind Metastasen in den umliegenden
Lymphknoten zu finden, was direkt korreliert mitrdmvasionstiefe des Tumors (T) und dies

wiederum mit der Uberlebensrate (Schuchert eRalLD)

Das Adenokarzinom entsteht aus einem Barett-Osahaginer Schleimhautumwandlung am
Ubergang zum Magen. In den letzten Jahren konme sfarke Zunahme des Adenokarzinoms in
westlichen Industrienationen nachgewiesen werden.Hauptrisikofaktor des Adenokarzinoms sind
vor allem die gastro6sophageale Refluxkrankheit Whdrgewicht (Freedman et al., 2007; Lagergren
& Lagergren, 2010; Schuchert et al., 2010).

Die Diagnose wird meist durch eine Endoskopie mifpBie-Entnahme gestellt. Die Bestimmung des
Stadiums  erfolgt meist Uber Computertomographie )(CTSonographie und PET

(Positronen-Emissions-Tomographie).

Nach der Diagnose eines dsophagealen Tumors wirdiudeor klassifiziert, wobei der Tumor einem
Stadium zugeordnet wirdé(aging. Dies ist ausschlaggebend fir die weitere Therapd erlaubt eine
Prognose-Abschatzung. Wie schon erwahnt, ist dierldbensrate eng korreliert mit dem Stadium des
Tumors (Schuchert et al., 2010).
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Die Eingruppierung der Tumore in Stadien wird aufi@lage des TNMIumor-node-metastadis
Systems und des TumorgradeGrdding vorgenommen (Abb. 7 und Tab. 3). Das zurzeit
angewendete TNM-System beruht auf der siebtendadidies AJCC/UICC TNMsStaging Systems
welches 2010 angepasst wurde (Edge & Compton, 2@i8) TNM-Klassifizierung beschreibt die
Ausdehnung des Primartumors (T), die Anzahl dealtsfen Lymphknoten (N) und eine eventuelle
Fernmetastasierung (M). Die Ausdehnung des Primmémtsi wird mit T1 bis T4 beschrieben (Abb. 7),
N und M beschreiben das Fehlen (NO/MO) oder das hamtensein (N1-N3/M1) von

Lymphknotenmetastasen bzw. Fernmetastasen.

Der Tumorgrad Grading gibt Auskunft Gber den Grad der histologischeedifierenzierung der
Tumorzellen. Dabei werden die Tumorzellen nacholagfischen und zytologischen Gesichtspunkten
in niedrig maligne (G1 = gut differenziert), migehdig maligne (G2 = mafig differenziert) und hoch

maligne (G3 = gering differenziert) eingeordnet.

Abb. 7: Ausdehnung des
Priméartumors (T).

HGD (high-grade dysplasia
T1: Tumor wéchst in die
Lamina propria(T1a) oder
submucos4T1b) ein;

T2: Tumor dringt in die
muscularis propriaein;

T3: Tumor wachst in das
Bindegewebe ein;

T4: Tumor dringt in
angrenzende Strukturen ein.
(Http://lwww.clevelandclinicm
eded.com/medicalpubs/disease
management/hematology-
oncology/esophageal-
cancer/images/esophageal-
cancerfig2_large.jpg)

Die Einordnung in die verschiedenen Stadien wirdHiattenepithelkarzinome und Adenokarzinome

des Osophagus separat vorgenommen (Schuchert20:0).
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Tab. 3: Stadieneinteilung der 6sophagealen Tumoreach AJCC/UICC, aufbauend auf der

TNM-Klassifizierung.

Plattenepithelkarzinome Adenokarzinome
Stage T N M Grade T N M Grade
Stage 0 Tis NO MO 1 Tis NO MO 1
(HGS) (HGS)
Stage IA T1 NO MO 1 T1 NO MO 1-2
Stage IB T1 NO MO 2-3 T1 NO MO 3
T2-3 NO MO 1 T2 NO MO 1-2
Stage lIA T2-3 NO MO 1 T2 NO MO 3
T2-3 NO MO 2-3
Stage IIB T2-3 NO MO 2-3 T3 NO MO JedesG
T1-2 N1 MO JedesG T1-2 N1 MO JedesG
Stage IllIA T1-2 N2 MO JedesG T1-2 N2 MO JedesG
T3 N1 MO JedesG T3 N1 MO JedesG
T4a NO MO JedesG T4a NO MO JedesG
Stage llIB T3 N2 MO JedesG T3 N2 MO JedesG
Stage T4a N1-2 MO JedesG T4a N1-2 MO JedesG
nc T4b JedesN MO JedesG T4b JedesN MO JedesG
JedesT N3 MO Jedes G JedesT N3 MO JedesG
Stage IV JedesT JedesN M1 JedesG Jedes T Jedes N JedesG

Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass die Hoklng innovativer Diagnostik- und

Therapieverfahren fur Tumore des Osophagus vonntster Bedeutung ist.
Friherkennung, die aufgrund des symtomfreien Végtader frihen Erkrankungsstadien schwer zu
gewahrleisten ist, kann eine gerichtete Therapie s@don fortgeschrittenen Tumore zu hoheren
Uberlebensratefiihren. Das Tumortargeting mit Peptidliganden @spntiert eine Strategie zu dieser

zielgerichteten Therapie und Metastasendetektioadimn fortgeschrittenen Stadien. Dabei kann eine

Neben einer

gerichtete Therapie durch die Kopplung der Pegiaiiden mit einem-Strahler erfolgen.
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1.5 Ziel der Arbeit

Die frihe Diagnostik gefolgt von einer zielgeridiete Therapie von Tumoren und Metastasen ist der
entscheidende Schritt fiir eine verbesserte Ubertehte. Genauso entscheidend ist es wahrend der
Resektion des Tumors das gesamte dedifferenzieneele zu entfernen und somit ein Rezidiv und
anschlieRende Metastasierung zu verhindern. Dielibtd@it einer gerichteten minimal invasiven
Tumordiagnostik ist hier wiinschenswert. Das Tunmggling mit Peptidliganden reprasentiert eine
Strategie zur verbesserten Diagnostik und eineiclgeten Therapie von Tumoren. Geeignete
Zielstrukturen fir diesen Ansatz zeigen eine inmou verstarkte Expression und fihren somit zu
einer vermehrten Bindung von Leitstrukturen (Pdigigthden), die an ein signalgebendes oder
therapeutisches Agens gekoppelt werden. Somit wegéeielt nur die Tumorzellen detektiert bzw.
therapiert und nicht die gesunden Zellen. Als Zialduren bieten sich besonders die G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) an, da sie an démeétmbran lokalisiert sind und die meisten
Peptidliganden binden, welche relativ einfach opitund gekoppelt werden kénnen. Einer dieser
GPCR stellt der Orexinrezeptor 1 (OXR1) dar.

In vorliegender Arbeit sollte das Potenzial des QXdks Tumortarget in humanen gastrointestinalen
Tumoren untersucht werden. Dazu sollte zum einering detaillierte Expressionsanalyse des
Rezeptors erstellt werden und ii) funktionelle gastellungen hinsichtlich der OXR1-vermittelter

Effekte beantwortet werden.

Dazu sollte als erstes die Expression des Rezeptolsumanen gastrointestinalen Gewebeschnitten
(Tumor- versusNormalgewebe) untersucht werden. Darlber hinalle stie Frage geklart werden,
ob die OXR-Expressionsstarke mit dem Stadium demKneit des Patienten korreliert. Anhand der
ermittelten Expressionsdaten und der somit idesgifien und geeigneten Tumorentitaten, sollte im
Anschluss eine entsprechend geeignete humane Telfliaie gefunden werden, die endogen den
OXR1 exprimiert, um die Grundlage fur ein geeigaétevivo Tumormodell zur Anwendung in der
fluoreszenzbasierten Bildgebung zu schaffen. Unzueiten Teil der vorliegenden Arbeit die Frage
der physiologischen Rolle des Rezeptors in den Tmellen zu beantworten sollten humane, den
OXR1 endogen exprimierende Tumorzelllinien, als Elganismen dienen. Diese sollten zum
Einen auf OXA-induzierte zellulare Effekte, wie dieranderung des Wachstumsverhalten untersucht
werden was einen mdglichen Einsatz des Liganden ditektes wachstumsinhibierendes
Therapeutikum  zeigen  wirde. Zum  Anderen sollten  di@umorzelllinien  auf
OXR1-vermittelte-Signaltransduktionswege  einschiodl3 der  Kalziummobilisierung, die

Beeinflussung des cAMP-Spiegels und das Interealiagsverhalten, untersucht werden.

Somit sollte die grundlegende Eignhung der Zielgtrukfir die Tumordiagnostik und -therapie

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Apparate und Geréate

2100 Bioanalyzer

BIND® Reader

Brutschrank

CellCelector

CellLux, Cellular Imaging System
DNA-Agarosegel-Systeme
Dispergierstation T8.10
Einfrierbehalter fur die Zellkultur ,Mr.Frosty*
EnVision 2103 Multilabel Reader
FACSCantd"l

FACSCalibur

Gefriermikrotom Frigocut 2800
Gefrierschrank, -20°C
Gefrierschrank, -80°C

IN Cell Analyzer 1000
Kuhlschrank, 4°C

Kdhlzentrifuge 5417 R
Kdhlzentrifuge 5810 R
Magnetrihrer

Microplate Washer ELx405 Select CW
Mikroskop Axiophot

Mikroskop Axiovert 40 CFL
Mikroskop Axiovert 100 (LSM510)
Mikrowellengerat

NanoDrop® ND-1000

Pearl Imager

pH-Meter 761 Calimatic

Pipetboy acu

Photometer

Power Supply: PowerPac Basic / PowerPac HC

Sterilwerkbank LaminAir

Thermocycler

Agilent, Palo Alto (UBA
SRU Biosystems, Woburn (JJSA
Heraeus Instruments Gnibdhau
Aviso, Jena
Perkin Elméfaltham (USA)
Peglab, Erlangen
IKAWerke GmbH & Co. KG, Staufen
fflermo Fisher Scientific, Rochester (USA)
Perkin Elméfaltham (USA)

BD Biosciences, Franklin Lakes (USA)

BD Biosciences, Franklin Lakes (USA)
Reichert-Jung, Wien
Liebherr, Biberach an dessRi
Thermo Scientificakdam (USA)
GE Healthcare, Washe (USA)
Liebherr, Biberach &n Riss
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
IKA, Staufen
BioTek, WiBki (USA)
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkech
MDA
Thermo Scientific, Diefe
LI-COR Biosciences GmbHdBiomburg
Knick, Berlin
Integra, Fernwald
Eppendorf, Hamburg
Bib{Rdooratories, Hercules (USA)
Heraeus Instrume@tvbH, Hanau

Biometra, Géttingen
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Thermomixer comfort
Tischzentrifuge 3722L
Ultra-Turrax T8
Waage

Wasserbad

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

96-well-Platten, runder Boden
96-well BIND® Biosensor Platten
Durchflusszytometer-Rohrchen
Objekttrager

Parafilm

Papierfaltenfilter
PCR-ReaktionsgefalRe 0,2 ml
Petrischalen

Sterile Einmal-Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml
Pipettenspitzen

ProxiPlate-384 Plus, weil}
Reagenz Reservoir
Reaktionsgefalle 1,5 ml/ 2 ml
Schraubrdéhrchen 2 ml, Cryo
Schraubréhrchen 15 ml

Schraubréhrchen 50 ml

Eppendorf, Hamburg

Fisher Scientific, Ndam (USA)
IKAR-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Kern

GFL, Burgwedel

Greiner bi@okremsminster (A)
SRU Biosystems, Woburn (JSA

BD Falcon, Fliankakes (USA)
Langenbrinck, Emmendingen
Pechiney, Chicago (USA)
Machery-Nagel,

Sarstedt, Nurhbrec

Sarstedt, Nimbrecht

BDOdem, Franklin Lakes (USA)
Sarstedt, Nimbrecht

Perkin Elmer, e (USA)
Corning, Amsterdam (NL)

Sarstedt, Néwotit

Sarstedt, Ninitirec

BD Falcon, Frankhikes (USA)
BD Falcon, Frankhikes (USA)

Zellkulturplatten standard (6-, 12-, 24-, 96 well)BD Falcon, Franklin Lakes (USA)

Zellkulturplatten Microtest Optilux 96 well
Zellkulturplatten 96 Well, weil3
Zellkulturflaschen (75 cf)

2.1.3 Chemikalien

Agarose GTQ
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin (Natriumsalz)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid (CaG)
Chloralhydrat

Citronenséaure-1-Hydrat

BDalfcon, Franklin Lakes (USA)
Corning, Atasdam (NL)
BD Falcon, Franklin Lakes (USA)

Carl Roth GmbH+Co KG, Kaute

Carl Roth GmbH+C@G KKarlsruhe
Carl Roth GmbH+@4G, Karlsruhe

Sigma-Aldrich,L8tis (USA)

Carl Roth GmbH+Co KG, kanhe
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH+G8, Karlsruhe
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DAPI (4", 6-Diamidino-2-phenylindol)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

6 x DNA Loading Dye

dNTP-Mix
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigsaure

Ethanol absolut

Ethanol 100 % (MEK)
Ethidiumbromid

Fluo-4AM

Formaldehyd 4%

D-(+)-Glucose, wasserfrei

Glycerol

Hamatoxylin

HEPES

Immu Mount

Indodicarbocyanine (IDCC)
Isopropanol

jetPEl, Transfektionsreagenz
Kaliumalaunsulfat (KAI(SG).
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KIRO,)
LB-Agar

LB-Medium

Magnesiumchlorid (MgG)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat (M4PQO,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumjodat (NAJQ)
Paraformaldehyd

Probenicid

Propidiumiodid

Salzsaure (HCI)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)
Triton X-100

Tween 20

Sigma-Alidh, St.Louis (USA)
Carl Roth GmbH+CdX Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Rot
Peglab, Erlangen
Carl RothidBl+Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH+Co KG, Katisr
J.T.Baker, Deventer (NL)
Herbeta Arzneimittel, Berlin
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Herbeta Arzneimittel, Berlin
Carl Roth GmbH+#G®, Karlsruhe
Carl Roth GmbH+Co KG, Kauke
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St.Louis (USA)
Thermo scientific
Mivenion GmbH, Ber
Carl Roth GmbH+Co KG, lsanhe
Polyplus Tractsdn, lllkirch Cedex (F)
Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH+Co K&arlsruhe
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlbei
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlbei
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstad
Carl Roth GmbHH0B8, Karlsruhe
Carl Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH+Co KKarlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St.Louis R)S
Applichem, Darmstadt
Carl Roth GmbH+Co KGyl&maihe
Carl RotmiH+Co KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St.Louis §4)
Carl Roth GmbH+Co KG, Kartsru
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2.1.4 Antikorper

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Antikérper und deen Verdinnung.

Priméare Ak. Eingesetzte Verdiinnung (Konz.) Hersteller
IHC IF
Ziege OXR1 (C-19) SC-8072 (0,2mg/ml), 1:250 (0,8ug/ml) 1:100 (2pg/ml) Santa Cruz Biotechnology,
Polyklonal inc., CA (USA)
Kaninchen OXR1 (#AOR-001) (0,8mg/ml), 1:300 - Alomone
Polyklonal
Mensch CK19 (40mg/L), Monoklonal 1:400 - DAKO, Hamburg
Maus Mensch Vimentin (Clone V9) V6630 1:400 - Sigma, St.Louis (USA)
(9,8mg/ml)
HA (H3663) (1mg/ml), Monoklonal - 1:1000 Sigma-Aldrich, St.Louis (USA)
Sekundére Ak. eingesetzte Verdunnung (Konz.) Herstell  er
IHC IF
Biotinylierter Kanninchen  Ziege IgG (E 0466) 1:200 - DAKO, Hamburg
(0,8mg/ml)
Biotinylierter Kanninchen  Maus IgG 1:400 - DAKO, Hamburg
Cy3konjugierter Esel Ziege IgG (1,5mg/ml) - 1:400 Dianova, GmbH, Hamburg
Cy2konjugierter Esel Maus IgG (1,4mg/ml) - 1:500 Dianova, GmbH, Hamburg
2.1.5 Peptide
Humanes zyklisches Orexin A, Orexin B Bachemhéhdorf (CH)
Humanes zyklisches und lineares Orexin A pep&dEphants, Potsdam
Humanes zyklisches Orexin A — IDCC peptides&blegs, Potsdam
Tumornekrosefaktor (TNF ) PeproTech, USA
Cyclohexemid (CHXx) Sigma, Deisendorf
Immunogenes Peptid (C-19) Santa Cruz Bigteldgy, inc., CA (USA)
Humanes $crambled Chemerin-9-IDCC peptides&elephants, Potsdam
2.1.6 Enzyme
Alkalische Phosphatase, (CIP) (10 )/ New England Biolabs, Ipswich (USA)
PWO DNA-Polymerase (1 Ul) Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
RNaseA Qiagen, Hilden
Restriktionsendonukleasen Typ Il
EcoRl, Xhol, BamHI, Pmel New England Bidalpswich (USA)
T4 DNA-Ligase (4 U/l) New England Biolabs, Ipswich (USA)
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2.1.7 Kits

RNA 6000 Nano Chip Kit Agilent, Waldbronn

RNA UltraSense™ One-Step gRT-PCR System  Invitro@amlsbad (USA)
RiboPuré" Ambion, Carlsbad (USA)
SuperScript Il Reverse Transcriptase Enzyme Kivitdlogen, Carlsbad (USA)
LANCE™ cAMP 384 Kit Perkin Elmer, Waltham (USA)
Liquid DAB+ Substrat Chromogen System Dako, Hargb

NucleoBond® Xtra Midi Macherey-Nagel, Diire
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

2.1.8 Standards

GeneRuler TM 1kb DNA Ladder Fermentas, St.Leon-Rot
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Fermentas, SthkRot

2.1.9 Primer und Plasmide

a) Primer
Name Primer Template Sequenz [bp] Sdelten und Epitope
BB5 vorwarts Primer  OXR1 5’ [gatgaa tictaa acc EcoRl jradA-Epitop (grin)

(1278b
gagccctcagccaccccagg]3”

(1278bp) tgt ggt gac get gg]3”

Alle Primer wurden von der Firma Invitrogen syntbiett.

b) Kommerziell erworbene Plasmide

Plasmid GroRe [bp] Resistenz Herstelle

pcDNA 3.1(+) 5427 Ampicillin Invitrogen, Cabad (USA)

pPIRES 5749 Ampicillin Clontech Labora.¢clnMountain View (USA)
pcDNA3.10XR1 6705 Ampicillin Missouri S&T cDNResource Center, (USA)
(#HCR0100000)

c) Selbst generierte Plasmidkonstrukte

Konstrukt Resistenz Primer Restriktion
pcDNA3.1 HA-OXR1 Ampicillin BB5, BB6 EcoRkhol
pIRES HA-OXR1 Ampicillin - BamHI, Pmel
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2.1.10 Zellen

a) Prokaryotische Zellen
E.coli Top10, chemisch kompetent Invitrogen, Cadsth#SA)
b) Eukaryotische Zellen

Zelllinie Spezies Herkunft Kulturmerh

Kysel40  Human Osophagus, Plattenepithelkarzinom RPMI Komplettmedium
Kysel80  Human Osophagus, Plattenepithelkarzinom RPMI Komplettmedium
Kyse410  Human Osophagus, Plattenepithelkarzinom RPMI Komplettmedium
Kyse520  Human Osophagus, Plattenepithelkarzinom RPMI Komplettmedium

OE19 Human Osophagus, Adenokarzinom RPMhplettmedium
OE21 Human Osophagus, Plattenepithelkarzinom RPMI Komplettmedium
OE33 Human Osophagus, Adenokarzinom RPMhplettmedium
HT-29 Human Osophagus, Kolorektalkarzinom MRRomplettmedium
MiaPaca2 Human Pankreas, Adenokarzinom DM&¥hplettmedium
Hek293a  Human Embryonale Nierezellen RPMingettmedium

c) Genetisch verdnderte Zelllinien

Name Hintergrund Plasmid eukaryotisRksistenz
A4 Hek293a pcDNA3.1 HA-OXR1 G418
OXR1-Klon  Hek293a pIRES HA-OXR1 Hygromydn

2.1.11 Materialien fir die Zellkultur

a) Zellkulturmedien fur Eukaryotische Zellen

Fetales Kélberserum (FCS) Biochrom AG, Berl
Geniticin 418 (G418) Biochrom AG, Berlin
Glutamax Invitrogen, Carlsbad (USA)
Hank’s Salt Solution (HBSS) Biochrom AG, Ber
Hygromycin Invitrogen, Carlsbad (USA)
Dulbecco's Modifizierte Medien (DMEM) BiochromGA Berlin

3,7 g/L NaHCO3, 4,5 g/L D-Glucose, Na-Pyruvate

RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin

(Roswell Park Memorial Institufe
2,0 g/L NaHCO3, stabiles Glutamin

Tryptin/EDTA Biochrom AG, Berlin
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Zusammensetzung der verwendeten Medien:

RPMI Komplettmedium
DMEM Komplettmedium

Einfriermedium

RPMI 1640 Medium +%0FCS
DMEM + 10 % FCS + 1 %@ max
90 % FCS + 10 % DMSO

b) Zellkulturmedium fur Bakterienzellen

LB Medium:

LB Agarplatten:

1 % Bactotrypton, 0,5 % Hefe Extrakt,
1% NaCl; pH 7,0

1 % Bactotrypton, 0,5 Plefe Extrakt,
1 % NacCl, 1,5 % Bactoagar; pH 7,0

autoklavieren, mit Ampicillin (100 pg/ml) versetzePlatten sofort gieRen

2.1.12 Puffer und Lésungen

Blockierungspuffer fir Immunfluoreszenzen

C1-Waschpuffer

Hamalaun nach Mayer

PBS 1x

Ligandenpuffer Durchflusszytometrie

Farbelbsung Zell-Zyklus Analyse

Fixierlésung fir Immunfluoreszenzen und

Durchflusszytometer Analysen

mit IDCC Peptiden

TAE Puffer

Probenpuffer 6x

5 % BBABS

130 mM NacCl, 5 mM KCl,
10 mM Na-HEPES,
2 mM CaC}, 10 mM Glucose

1 g Hamatoxylin, ONadyiumjodat,
50 g Kaliumalaunsulfat, 50 g Chloralhydrat,
1 g Citronensaure-1-Hydrat ad 1 | dHO

140 mM NaCl, 10 mM RO,
2.7 mM KCI, 1.76 mM KHPQ,, pH 7.4

50 mM Tris-Cl [ph 7,4], 5 mM MgG) 1 mM
CaCl, 100 mM NacCl, 4 % BSA

25 ml 1xPBS
500 ul PI (Img/ml) 20 pg/mi
50 ul RNase A (100 mg/ml) 200 pg/mi

4 % PFA/PBS pH7,0

40 mM Tris, 5 mM Essigsaure, 1 mM EDTA
0,25 % Bromphenolblau%a8 Glycerin
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2.1.13 Software

ABI SDS 2.2 Realtime-PCR Software Applied BimsyCarlsbad, USA
Axiovision release v4.7 Zeiss, Oberkochen

GraphPad Prism 4, 5 GraphPad Software liacJolla (USA)

IN Cell Developer Toolbox 1.8 GE Healthcanaukesha (USA)

IN Cell Investigator 3.6 GE Healthcare, Wesha (USA)

Vector NTI Advance 10, 11 Invitrogen, Chds (USA)

CellQuest Pro v5.2 BD Biosciences, Framkbkes (USA)
FACSDiva v6.0 BD Biosciences, Frankliakies (USA)
EMS 2.1 SRU Biosystems, Woburn (USA)

Pearl Imaging Software LI-COR BioscienGabH, Bad Homburg

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient der \édfiditigung spezifischer DNA-Sequenzen.
Eine PCR basiert auf sich wiederholenden Zyklem&ghst wird der DNA-Doppelstrang denaturiert.
Dann konnen kurze synthetisch hergestellte Oligtatikde (Primer) komplementar an die
DNA-Matrize binden (annealing’). Die Polymerase amplifiziert nun die zwischen den
Oligonukleotiden liegende DNA-Sequenzmer extension). Mit der Verwendung modifizierter
Primer kdnnen damit kurze Sequenz-Motive in ein ARZ&Jukt eingebracht werden.

In dieser Arbeit wurde eine Sequenz an den N-Tarimoles OXR1 angeflgt. Diese kodiert fir eine
kurze Aminosauresequenz, genannt HA-Epitop, di¢etsieines HA-Antikorpers detektiert werden
kann. Die verwendeten modifizierten Primer sind in (2.&4)%ufgelistet, die Reaktion erfolgte nach

folgendem Ansatz:

Mix1
Programm: 1 pl DNA-Matrize (100-200 ng Plasmid DNA)
94°C 2 min
94°C 30 sec 2 | dNTP (10 mM dNTP)
60°C 45 sec 30x 2 | Vorwérts-Primer (20 pmol)
68°C 1 min 2 | Ruckwarts-Primer (20 pmol)
68°C 5 min 18 I H,0
4°C
Mix2

5 110x Reaktionspuffer fiir Pwo-Polymerase
3 ul Pwo-Polymerase (1u/ul)
17 1H,0

30



Material und Methoden

2.2.1.2 Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Produkte nach ihrer Groffelgt mittels der Agarosegelelektrophorese.
Hierzu wurden 1 %ige Agarosegele in TAE-Puffer 6 g/ml Ethidiumbromid verwendet.
Das Ethidiumbromid lagert sich in die DNA-Fragmepia und macht sie unter UV-Licht sichtbar.
Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel 8wt DNA Probenpuffer versetzt.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in TREffer bei 100 V fur ca. 30 min. Um die Grél3en
der DNA-Fragmente identifizieren zu kénnen wurde@NA-GréRenstandard mitgefuhrt.
AnschlieRend wurden die gewtinschten DNA-Fragmentesimem Skalpell unter UV-Licht aus dem
Agarosegel herausgeschnitten. Die Aufreinigung lgifogemal der Herstelleranleitung mit dem
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden). DieanschlieRende Elution erfolgt mit
30 | bidestilliertem Wasser (ddi).

2.2.1.3 Restriktion

Um das aufgereinigte PCR-Produkt (2.2.1.2) geridintein Plasmid ligieren zu kdnnen, werden das
PCR-Produkt (Insert) und das Plasmid mit den gwicliRestriktionsendonukleasen geschnitten.
Diese spalten doppelstrangige DNA-Molekile an d@ehien Erkennungssequenzen hydrolytisch. So
entstehen spezifische Uberstehende Enden, dietligerden kdénnen. In solch einem préparativen
Verdau werden etwa 53 DNA mit einem fiinffachen Uberschuss an Enzymatkitivinter den vom

Hersteller empfohlenen Puffer- und Temperaturbadigen fur eine Stunde verdaut.

Weiter wurde die Restriktion isolierter Plasmid-DN2A2.1.7) genutzt, um plasmidtragende positive
Bakterienklone zu ermitteln. Hierflr wurden ca.-0,8 pg aufgereinigte Plasmid-DNA eingesetzt.
Nach der Restriktion des PCR-Produkts bzw. der ariseerung des Plasmids werden die Enzyme
20 min bei 65°C inaktiviert.

Um die Inserts von dem Restriktionsansatz zu trenmairde wieder eine Aufreinigung mit dem
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) durgbfiihrt. Die anschlieRende Elution erfolgt mit
30 |ddH,0.

2.2.1.4 Dephosphorylierung

Linearisierte Plasmide wurden dephosphoryliert,aine SchlieRung des DNA-Rings wieder
zu verhindern und so die Erfolgschancen der Ligatio erh6hen. Dazu wurde die alkalische
Phosphatase nach Herstellerangaben benutzt. DasiBlavurde Uber ein Agarosegel und

anschlieBender Isolierung mit de&pmAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) augiginigt

2.2.1.5 DNA-Ligation

Bei der Ligation katalysiert die Ligase die Bilduegner Phosphodiesterbindung zwischen einem

5' Phosphat und einem 3' hydroxyl Ende. Somit kiinmé& der Ligase DNA-Fragmente verknipft
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werden. Dazu werden etwa 200 ng des PCR-Produkisanmanen mit 50 ng des linearisierten
Plasmids nach Herstellerangabereinem 20 | Ansatz fur 1 h bei RT inkubiert. Es wird immer
eine Ligationskontrolle mitgefiihrt ohne Inseltie so entstandenen rekombinanten Plasmide

kdnnen in kompetente Bakterien eingeschleust wef@iemsformation).

2.2.1.6 Transformation

Fur die Transformation der Ligationsreaktion in Balen wurden chemisch kompetente
E. coli TOP10 (Invitrogen) Zellen nach Anleitung des Hellsts verwendet. Dazu wurden die
E. coli-Bakterien langsam auf Eis aufgetaut und tles Ligationsansatzes (2.2.1.5) zugegeben. Nach
einer 30-minltigen Inkubation auf Eis folgte eirtzéischock fuir 30 s bei 42°C, was die Aufnahme der
Plasmid-DNA in die Bakterienzellen bewirl&nschlielend werden 200 LB Medium zugegeben
und nach einer einstiindigen Inkubation im Schiktér37 °C auf eine LB-Agar-Platte mit Ampicillin
ausgestrichen.

Nach 24 h wurde mit den gewachsenen Kolonien jewaite 4 ml LB Medium Bakterienkultur mit
Ampicillin angeimpft, welche tber Nacht bei 37 °€sghdttelt wurde und am nachsten Tag die DNA
isoliert wurde (2.2.1.7).

2.2.1.7 Isolation von DNA

Um plasmidtragende Bakterienklone zu identifiziengarde mit den Ubernachtkulturen (2.2.1.6) eine
Plasmid-DNA-Isolation mittels des QIlAprep® Spin-Nprep-Kit nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die Elution der DNA erfolgt mit 301 ddH,O. Anhand eines analytischen
Restriktionsverdaus (2.2.1.3) und anschlielendeardgp-Gelelektrophorese (2.2.1.2) wurde die
Transformation und die Insertion des PCR-Produkt$ais Plasmid Gberprift.

Eine praparative Isolation von Plasmid-DNA in gro3#alstab erfolgte aus 500 ml LB Medium
Bakterienkulturen mit dem NucleoBond® Xtra-Maxi-BIit nach Herstellerangabe.
Die isolierte Plasmid-DNA wurde in 500 H,O eluiert. Die Plasmid-DNA-Konzentration wird
photometrisch bestimmt (2.2.1.9) und die korrekiAB5equenz durch DNA-Sequenzierung (2.2.1.8)

kontrolliert.

2.2.1.8 Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von der Firma LGC Genoniesli() mit Plasmid-spezifischen Primern

durchgefuhrt. Die Analyse der Sequenzen erfolgteHitie der Software Vector NTI Advance 11.

32



Material und Methoden

2.2.1.9 DNA- und RNA-Quantifizierung

Die Konzentration wassriger DNA- und RNA-L6sungearde photometrisch anhand der Absorption
bei 260 nm (A260) bestimmt, wobei der Absorptiorefkaient (A,) flir doppelstrangige DNA
50 g/ml und fur RNA 40 g/ml betragt.

Konzentration c (g/ul) = A260 x A, g X VF (VF= Verdinnungsfaktor)/1000.

Die Reinheit wurde mittels des A260/A280 Quotieastimmt. Dieser sollte bei 1,6 bis 1,8 liegen und
gibt die Proteinverunreinigung der DNA an. Es wurdrisschlielich RNA-Isolationen mit einem
Quotienten A260/A280 von 1,8 bis 2,1 verwendet. [Kenzentration der isolierten DNA
wurde mit dem Photometer der Firma Eppendorf, der d&RNA mit dem NanoDrop®
ND-1000-Spektrophotometer bestimmt.

2.2.1.10RNA-Praparation aus humanen Tumorzelllinien

Die Isolierung der RNA aus den humanen Tumorzéfinerfolgte mit Hilfe desRiboPuré
RNA-Isolations-Kit der Firma Ambion®. Bei dieser Methode handelt ieb sim eine spezifische
Aufreinigung der Gesamt-RNA Uber hydrophile Silipigel-Saulen unter Verwendung geeigneter
Puffersysteme. Zuerst wurden die Zellen in TRI Re&® homogenisiert und lysiert. Dies erfolgte
unter Zuhilfenahme des Ultra-Turrax T8. Die Phematl Guanidin-Thiocyanat enthaltende Ldsung
lysiert die Zellen und inaktiviert Nukleasen. Nachloroformzugabe wird mittels Zentrifugation das
Gemisch in organische und wassrige Phase sepddertwassrige Phase enthélt die RNA, welche
nach Dekantieren mit Ethanol versetzt und durcleldied3ende Zentrifugation auf die Saule gebunden
wird. Nach mehreren Waschschritten wurde die reBesamt-RNA in Nuklease-freiem Wasser

eluiert.

2.2.1.11RNA-Qualitatskontrolle

Die Qualitat der RNA ist ein Mal3 fur ihre Degradati Nur RNA mit sehr guter Qualitat, also wenig
Degradation, sollte moglichst fur nachfolgende Amah benutzt werden. Diese Integritat der
extrahierten RNA wurde mit dem Agilent 2100 Bioazalr (Agilent, Palo Alto, USA) Uberpruift.
Dazu wurde das RNA-Nano-Kit 6000 (Agilent, PalodAItUSA), eine Chip-Technologie, eingesetzt.
Die Quantifizierung erfolgt aufgrund der Degradigguder rRNA. Das Prinzip basiert auf einer
Markierung der RNA mit dem interkalierenden Fluaewzfarbstoff PicoGreen. Diese
farbstoffmarkierte RNA wird im Chip nach dem Primzder Mikrofluidik (Steuerung winziger
Flassigkeitsmengen in einem miniaturisierten Syjtlkapillarelektrophoretisch aufgetrennt und tber
einen Laser detektiert. Mit Hilfe der dazugehdérigeoftware, wurden die Messungen automatisch
analysiert. Dabei wurde mit einem speziellen Aldorius eine sogenannte RNAtegrity number
(RIN) berechnet, wobei die Werte auf einer Skala o(vollstandige Degradation) bis 10 (hohe
Qualitat, keine Degradation) liegen. Fir die quatitien Echtzeit-PCR wurden ausschlie3lich Proben

verwendet, die einen RIN von 7 oder héher aufwiesen
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2.2.1.12Quantitative Echtzeit-PCR — TagMan

Die quantitative Echtzeit-PCR unterliegt dem Pynger herkommlichen PCR (2.2.1.1.), es ist jedoch
zusatzlich die Quantifizierung der vervielfaltigt®lukleinsauren méglich, die Rickschliisse auf die
anfangliche Kopienzahl eines spezifischen Transkrgulasst. Die Quantifizierung beruht auf der
Messung eines Fluoreszenzsignals wahrend einesZB&Rs (Echtzeit), welches proportional mit
der Menge an PCR-Produkte zunimmt. Anhand der termh Fluoreszenzsignale wird die
Quantifizierung in der exponentiellen Phase der R@fgenommen.

Fur die quantitative Echtzeit-PCR wird der TagMa@®ne Expression Assays (Hs00173513 _ml,
Hs00155416_m1) der Firma ABI (Applied Biosystemsyduwas ABI Prism™ 7900 HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) verwendet.

Die kommerziell erhaltlichen Assays enthalten jésveivei getestete Primer flr das entsprechende
Gen, sowie eine sequenzspezifische fluoreszenzentekiSonde (TagMan Probe). An die
Fluoreszenzsonde ist am 5-Ende ein Reporter-FdfbstfFAM) und am 3'-Ende ein
Quencher-Farbstoff (TAMRA) gekoppelt. Nach dem FREILoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer)
basiertem Prinzip, wird die Fluoreszenz des Repéebstoffs durch die raumliche Nahe des
Quencher unterdriickt. Zunachst hybridisiert die Man-Probe und die spezifischen Primer an den
Matrizen-Strang. Bei der Amplifizierung verdrange dPolymerase, die den Matrizen-Strang vom
3-Ende zum 5°-Ende abliest, die Sonde und hydeysliese. Dabei wird der Reporter-Farbstoff
vom Quencher-Farbstoff raumlich getrennt, so dassReporter-Farbstoff nun ein Fluoreszenzsignal
erzeugt. Der Anstieg des Fluoreszenzsigndésst sich in einer logarithmischen Funktion
(Menge Amplifikat gegen Zyklenzahl) darstellen. Eguantifizierbarer Anstieg ist nur in der
exponentiellen Phase gewahrleistet. Der Ct-WertkE€yhreshold) beschreibt den Zyklus, an dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die Hintargi-Fluoreszenz ansteigt. Somit dient der Ct-Wert
als MaR zur Quantifizierung der Ausgangsmenge. Bslevder Kit ,RNA UltraSens€ One-Step
gRT-PCR System“ (Invitrogen) verwendet, bei welchdirekt mit der Gesamt-RNA gearbeitet
wurde. Das Kit erlaubt die reverse Transkriptiondudie PCR in einem Reaktionsgefald
durchzufiihren. Es wurde ein Endvolumen von jewgds | in einer 384-Well Platte fur die PCR
eingesetzt. Der Ansatz enthielt 0J5RNA, 2 | Master Mix (5x), 0,5 | TagMan® Gene Expression
Assay GAPDH (20x), 0,51 TagMan® Gene Expression Assay HCRTR 1 bzw. 2 )20/ pl RNA
Ultrasense Enzyme Mix, ROReference dysowie 5,8 | DEPC behandeltes Wasser.

Zuerst erfolgte die reverse Transkription fir 15nmbei 50°C. Daran schloss sich der
PCR-Aktivierungsschritt (2 min bei 95°C) an. Dalveirde die Polymerase aktiviert, die reverse
Transkriptase inaktiviert und das cDNA-Templateatariert. AnschlieRend folgte fiir 50 Zyklen ein
Wechsel von 15 s 95°C und 30 s 60°C.

Fur alle quantitativen Echtzeit-PCR-Versuche wu@PDH als housekeepingGen verwendet.

AulRerdem wurden alle Proben als Triplikate untdrsuc
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Berechnung nach der Ct-Methode

Zunachst wurde die Expression der untersuchten @ehelie Expression dadousekeepingsens
GAPDH normalisiert. Dazu wurde delCt-Wert berechnet, welcher sich aus der Differensehen
dem Ct des untersuchten Gens und dem Ct HessgkeepingGens ergibt. Uber die Differenz
zwischen den Ct-Werten und einer internen vergleichenden Pwbede der Ct-Wert berechnet
Die relative Expression (R) wurde mit der FormeER ' bestimmt (Livak & Schmittgen, 2001;
Pfaffl, 2001).

2.2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C mit Sqentiger C@Atmosphare in
RPMI 1640 Komplettmedium (Hek293a-Zellen, HT-29 uralle Osophaguszelllinien) und
DMEM-Komplettmedium (MiaPaca2) mit 10 % hitzeinafgirtem fetalem Kalberserum in 75 tm
Zellkulturflaschen kultiviert. Die Arbeiten mit deBellkulturen wurden unter der Sterilwerkbank
LaminAir ausgefihrt. Bei 90- bis 100-prozentigemlaenz der Zellen wurde das Medium abgesaugt,
die Zellen mit PBS gewaschen und nach kurzer Infkoibanit Trypsin EDTA mit Kulturmedium vom
Boden abgeltst. Ein Zehntel der Zellen wurden wiedsgesat und mit ausreichend Medium bedeckt.
Zur weiteren Verwendung wurden die Zellen in eiNeubauer-Kammer gezéhlt. Dazu wurden [LO
der Zellsuspension in die Z&hlkammer pipettiert winel Zellen unter dem Mikroskop ausgezahilt.
Die Anzahl der Zellen in einem der groRen Quadmie einem Volumen von 0,1 rﬁmntsprachen,
berechnete sich nach folgender Formel:

Zellzahl x Verdunnungsfaktor x 16 Zellzahl pro ml Medium

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden zwei Quadratsgemahlt und der Mittelwert berechnet.

Die Zellzahlen wurden entsprechend eingestelltdiadZellen so fiir weitere Versuche ausgelegt.

2.2.2.2 Transfektion

Das Einbringen eines Plasmids in Hek293a-Zellealgié mit dem Transfektions-Reagenz jetPei
Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellersayeein. Hierzu wurden die zu transfizierenden
Zellen zunachst kultiviert bis sie eine Konfluenanvca. 70 % aufwiesen. Die entsprechend nach
Protokoll angegebene Plasmid-Konzentration undejf{A<onzentration wurden jeweils in 150 mM
NaCl verdinnt. Dann wurde die jetP%iLésung zu der Plasmid-Lésung gegeben und nach dem
Vortexen nochmals mindestens 20 min inkubiert. DeEmansfektionsansatz wurde in das
Komplettmedium der Zellen gegeben und nach 24 hfiisichem Medium ersetzt. Nach 24 h oder

48 h Transfektion werden die Zellen weiter veradiei
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2.2.2.3 Generierung stabiler Zelllinien

Um eine Zelllinie herzustellen, die stabil mit am®lasmid transfiziert ist, wird zunachst eine wie
2.2.2.2 beschriebene Transfektion durchgefiihrt. e Eukaryotische Antiobiotikaresistenz ist
notwendig als Selektionsmarker. 24 h nach der Te&tien werden die Zellen im Selektionsmedium
gehalten, um das Absterben der nicht transfizieZellen und die Integration der Plasmid-DNA in die
genomische DNA zu gewadhrleisten. Nach ein paar Tagaden ca. 200 selektierte Zellen auf eine
10-cm-Zellkulturschale ausgelegt und diese untetekBensdruck mit dem entsprechenden
Antibiotikum kultiviert. Nach ca. einer Woche koentmit dem CellCelector (Aviso) einzelne Klone
gepickt und in die Wells einer 96-well-Zellkultugple Gberfihrt werden. Diese wurden dann weiter
kultiviert und auf Integration des Plasmids Ubeftpridierzu wurde die Expression des eingebrachten
OXR1 mittels Immunfluoreszenz (IF) und Kalzium-Mlidierung getestet. Fir die Selektion und auch
die weitere Kultivierung der stabilen Zellen wurdelie Antibiotika G418 (0,6 mg/ml) und

Hygromycin B (0,1 mg/ml) mit den angegebenen Kotrztionen verwendet.

2.2.3 Funktionelle Methoden
2.2.3.1 Proliferationsassay

Die Ermittlung der Wachstumsrate einer Zellliniecmapplikation verschiedener Substanzen beruht
auf der Detektion und Zahlung der Zellkerne mitteiser DAPI-Farbung. DAPI ist ein blau-violett
emittierender Fluoreszenzfarbstoff, der die Zelleeranfarbt, da er in der DNA interkaliert.
Hierzu wurden 1x1DZellen pro Well in optische 96-Well-Platten ausijesNach 24 h und 96 h
Inkubation mit den entsprechend angegebenen karemen Peptiden wurden die Zellen mit 4 %
PFA fir 10 min fixiert (100 pl pro Well). Dann elfpe die DAPI-Farbung fir 10 min mit 100 pl
DAPI-Losung pro Well (0,25 pg/ml DAPI in 0,1 % Toit/PBS). Nach zweimaligem Waschen mit
1xPBS wurden 100 pl pro Well in der Platte belasged bei 4°C im Dunkeln bis zur Messung
aufbewahrt. Die Bilder wurden mit dem IN-Cell-Anagr 1000, einem automatisierten Hochdurchsatz
Fluoreszenzmikroskop (GE Healthcare), aufgenomrisnwurden vier Bilder pro Well mit einem
4x-Objektiv aufgenommen. Die verwendete Belichtueitsbetragt 50 ms fur DAPI. Die Bilder
wurden anschlieBend mit der IN-Cell Investigatoft®are analysiert. Dabei wurden alle detektierten

Bereiche tiber 50 pfals Zellkerne (Nuclei) identifiziert und gezéhlt.

Die Positivkontrolle stellte hier Komplettmediumrgdie negativen Kontrollen wurden nur mit RPMI
0,5 % FCS (Minimalmedium) inkubiert. Die zu untessenden Substanzen wurden in
Minimalmedium (0,5 % FCS) gelést und auf die Zellgageben. Das Medium inklusive der
Substanzen wurden alle 24 h erneuert. Die Zellmahlech 96 h wurden durch die Zellzahlen nach
24 h geteilt und so die Wachstumsrate errechnetwiEden jeweils sechs Replikate pro Versuch fur

jede Substanz angesetzt, d.h. sechs Wells pro é&uhstelllinie und Zeitpunkt. Gezeigt sind die
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Mittelwerte der Wachstumsraten und deren Standardiebhungen von mindestens zwei

unabhangigen Experimenten.

Der Proliferationstest mit den HT-29-Zellen war asnanders aufgebaut. Als Kontrollen wurden eine
Apoptosekontrolle und eine Positivkontrolle (Komntpieedium) mitgeflhrt. Die Induktion von
Apoptose erfolgte mittels des Tumornekrosefaktof§NF ) und Cycloheximid (CHXx). Die Bindung
extrazellularer Liganden der TNF-Superfamilie (TNFNF-related apoptosis-inducing ligand (Trail)
und Fas Ligand (FasL) (Leong & Karsan, 2000) an smethende Rezeptoren der
TNF-Rezeptorfamilie (TNF-R, TRAIL-R, Fas/CD95) fiiheur Trimerisierung der Rezeptoren und
damit zur Apoptose der Zelle (Krammer, 2000). Ure delleigenen Reparaturmechanismen zu
unterbinden und so schnell und effizient Apoptossi@sen zu kdnnen, wurde zusatzlich CHx

verwendet, welches die Proteinbiosynthese blockietem die Translation inhibiert wird.

Die HT-29-Zellen wurden tber 48 h mit OXA (1 uM)X8 (1 uM) und TNF (50 ng/ml) + CHx
(20 pg/ml) in Komplettmedium inkubiert. Die Zellzah nach 48 h wurden auf die Positivkontrolle
(Komplettmedium) bezogen. Gezeigt sind die Mittebweund deren Standardabweichungen von
mindestens zwei unabhangigen Experimenten. Die Artswgen und Darstellungen erfolgten mit
GraphPad Prism, eventuelle signifikante Untersehiedirden mit einem ANOVA Test mit einem
Signifikanzlevel 0,05 (95 % Konfidenz Interval, P < 0,05 *, P <D, P < 0,001 ***) ermittelt.

2.2.3.2 Zellzyklus-Analyse

Hier wird die DNA eukaryotischer Zellen durch Eigéaung von Propidiumiodid (PIl) markiert, um
Zellzyklusanalysen erstellen und die Apoptoserateere Zellpopulation bestimmen zu kdnnen.
Der DNA-Gehalt einer Zelle ist abhéangig von ihregllZyklusphase. Im G1/GO-Stadium liegt ein
einfacher Chromosomensatz vor, der sich in der &®kerdoppelt. In der G2-Phase liegt dann der
doppelte Chromosomensatz vor. Der DNA-Gehalt apigotoer Zellen liegt noch unter dem ruhender
Zellen (GO-Phase) bzw. von Zellen in der G1-Ph&sepidiumiodid (PIl) interkaliert in der DNA,

je nach DNA-Gehalt und somit PI-Einlagerung vegihgich die Fluoreszenzintensitét zwischen den
einzelnen Zellzyklusphasen. Mittels des Durchflytsmeters kann die Fluoreszenzintensitat des Pl

detektiert und so jeder Zellzyklusphase zugeordeeten.

Zellen wurden tber 48 h mit Komplettmedium mit withe OXA, OXB und TNF + CHx behandelt.

Ca. 2 x 16 Zellen werden trypsiniert und in ein 15-ml-Réhrchigoerfiihrt und 6 min bei 400 g
(1500 rpm) zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesgpm, das Pellet in 900 PBS resuspendiert und
zur Vereinzelung der Zellen zehnmal durch eine Mette mit 10-1-Spitze gezogen. Beim Vortexen
der Zellen werden tropfenweise dreimal 70000 % Ethanol zugegeben (final 70 % Ethanol)doev
die Proben mindestens Uber Nacht bei —20 °C gedlagenden. Die Zellen werden zentrifugiert, mit
1 ml PBS gewaschen und in 200 bis 50@-arbeldsung resuspendiert. Die Farbeldsung dntielilen

dem Pl auch RNAse A, um eine Verfalschung der t&gkaufgrund von PI-Einlagerung in der RNA
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zu verhindern. Nach 20 min Inkubation bei 37 °CDmnkeln werden mindestens 10000 Zellen mit
Hilfe der CellQuest-Pro-Software im FACSCalibur-&er (BD Biosciences) analysiert.
Das FACSCalibur-Gerat enthalt einen Argonlaser (488) und einen Diodenlaser. Uber die
Anregung mit dem Argonlaser wurden das Streulicid die Fluoreszenz der Wellenlange 585 nm
(FL2) und 650 nm (FL3) gemessen. Die ParameteZdken wurden mit dem Programm CellQuest
pro analysiert. Zur Verdeutlichung der Durchfludsmyeter-Messungen und deren Auswertung wird
eine Beispielmessung gezeigt. Zur Auswertung wuaa®chst auf die zu analysierende Population
im FSC und SSC eiGate(G1) gesetzt, um Zelltrimmer auszugrenzen (Abb. 8D¢sesGate wird

auf das in Abb. 8 B) gezeigte Histogramm angewendet

A) A B) A C)

Granularitat
Zellzahl

>

ZeligroRe i Propidiumiodid (P1)

Abb. 8: Beispielmessung und Auswertung einer durclifisszytometrischen Analyse von HT-29 Zellen
mittels PI-Farbung. A-C) unbehandelte HT-29 Zellen. A) dot Plot volealgemessenen Zellen. Zu sehen ist
die GroRRe (FSC) gegen die Granularitat (SSC) diéerZeB) Histogramm der Zellen in Gate 1 (G1).
Histogramme zeigen die Zellzahlen gegen die Plekzenz. C) Statistische Auswertung.

Ein Histogramm zeigt die Zellzahlen gegen die Fbsaenzintensitat des Propidiumiodids (PI) jeder
einzelnen Probe. In diesem Histogramm sind zwek®aa beobachten: der erste Peak in Abb. 8 B
bezeichnet mit M2, stellt die Zellen in der G1-Rhasr (einfacher Chromosomensatz), der kleinere
zweite Peak (M4) bildet die Zellen ab, die sichdier G2-Phase (doppelter Chromosomensatz) des
Zellzyklus befinden. Zwischen diesen beiden Peaid die Zellen zu finden, die sich in der S-Phase
aufhalten (M3). Die apoptotischen Zellen hingegdig, durch die DNA-Fragmentierung weniger
DNA enthalten, liegen vor dem G1-Peak, Sub-G1 (MDje statistischen Daten aus den
Histogrammen (Abb. 8 C) wurden fir die weitere Aaswng in Balkendiagrammen verwendet.
Ergebnisse von zwei unabhangigen Versuchen sineigieals Mittelwerte £ SD. Um Signifikanzen
aufzeigen zu konnen, wurde mit der GraphPad-Prisftiw@re ein ANOVA Test mit einem

Signifikanzlevel von =0,05 % (P < 0,05 *, P < 0,01 ** P < 0,001 ***) ghngefiihrt und dargestellt.
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2.2.3.3 Kalziummobilisierung (C&-Mobilisierung)

GPCRs, die uber das @Protein direkt an den {FSignaltransduktionswegekoppelt sind, flhren
zu einer C&-Mobilisierung aus den intrazellularen Speichern Aellen, was einen Anstieg
der zytoplasmatisch freien Kalziumionen verursadbiese Erhdhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration kann indirekt tber kalziumsews Farbstoffe detektiert werden.
Hierbei werden die Zellen mit dem zellpermeablerizkian bindenden fluoreszierenden Farbstoff
Fluo-4AM beladen. Zunéachst liegen die kalziumséreit Carboxylatgruppen dieses Indikators als
Acetoxymethylesterform (AM-Form) vor, was der Saiot aufgrund des ungeladenen, hydrophoben
Zustands ermdglicht, die Zellmembran zu passierBie metabolische Aktivierung durch
intrazellulare Esterasen fuhrt zur Freilegung delikatorregionen und somit zur Kalzium bindenden
Form des Fluo-4. Das gebundene Kalzium kann femmezspektroskopisch dargestellt werden.
Die Anregungswellenlange betragt 485 nm. Gemessieth ei einer Emissionswellenlange von
535 nm. Diesem Prinzip unterliegt die hier angeve¢adMethode des ,Kalziunmagingd'.
Diese Veranderungen der Fluoreszenz wurden mitrei@ellux der Firma Perkin Elmer gemessen.
Am Vortag des Experiments werden die Zellen aufnsshen 96-Well-Platten mit klarem Boden
(BD Falcon, Microtest, Optilux) ausgelegt. Nach B4Kultivierung der Zellen werden sie fur
mindestens 2 h mit serumfreien Medium inkubiertwisl zundchst ein C1-Waschpuffer hergestellt,
ein geringes Volumen dieses C1-Waschpuffers witdOyi % BSA versetzt und als Ligandenlésung
benutzt. Die Liganden werden in diesem Ligandergsufferdiinnt, wobei jeweils die doppelte
Konzentration der angegebene angesetzt wird, unvdatiinnungseffekt bei der Ligandenapplikation
im Gerat (100 pl Ligandenlésung in 100 pl Cl-Wasdfey) auszugleichen. Je 120 ul dieser
Ligandenldésungen werden pro Well in eine unsterileférmige 96-Well-Platte pipettiert.
Das serumfreie Medium wird von den Zellen abgenommed mit 50 pl Beladungslosung (21
Fluo-4AM, 2,5 M Probenecid in serumfreiem Medium) ersetzt. Deral@e Einsatz des
Anionentransportblockers Probenezid verhindertfaiastrémen der aktivierten Fluo-4-Molekiile aus
der Zelle. Die Beladungslésung mit dem kalziumderesi Farbstoff wurde fur 45 min bei 37 °C auf
den Zellen inkubiert und hinterher durch Waschenttelsi eines Plattenwaschgerats
(Biotech ELx405CW) mit C1-Waschpuffer entfernt. Difaschvorgang ist so eingestellt, dass 1100
C1 Waschpuffer pro Well der Messplatte verbleibeieser Waschschritt wird nach 20 bis 30 min
wiederholt, um von den Zellen ausgeschiedene Faftedte zu entfernen. Nach 30 min Inkubation
der Zellen im C1-Waschpuffer wird die Platte direkt Cellux analysiert. Die Zugabe der Liganden
erfolgte automatisiert im Cellux 30 s nach MesshegFur die Messung wurde dasregungsfilter

485 nm und das Emissionsfilter 535 nm benutzt.

Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Versuche rein@nder wurden die jeweiligen
Basisfluoreszenzwerten von den maximalen Fluoreseerten nach Liganden-Applikation

subtrahiert Resp. Max - Resp. Minund auf die BasisfluoreszenBgse Meaj normiert.
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Die Konzentrations-Wirkungskurve wurde mit GraphPaigm 5.0 erstellt. Dabei gilt die nichtlineare
Regression nach der Formel y=min+(max-min)/1+86-°°* Dabeiist X der Logarithmus der

Ligandenkonzentration. Die Standardabweichung dggliRate und die Konzentration halbmaximaler
Aktivitat (ECso), wurden aus der Kurve berechnet. Ergebnisse misudabhéngigen Experimenten

(je Duplikate) sind als Mittelwerte + SD gezeigt.

Bei der Analyse der G&Mobilisierung nach OXA-Gabe in den Osophaguszedifi, HT-29-Zellen
und dem stabilen OXR1-Klon wurde der normierte Katmnstieg Resp. Max - Resp. Mih
(Base Meah auf die Positivkontrolle (Mixture bestehend au§PA 30uM, Carbachol 10mM,
VIP 1uM) bezogen (Positivkontrolle = 1). Ergebnisserden als Mittelwerte + SD von zwei
unabhangigen Versuchen gezeigt. Es wurden Dupligeimessen. Zur statistischen Auswertung
wurde ein ANOVA Test mit einem Signifikanzlevel 0,05 (95 % Konfidenz Interval) mit der

GraphPadPrism-Software durchgefiihrt und dargestellt

2.2.3.4 Bestimmung der zytoplasmatischen cAMP-Konzentration

Die Aktivierung von GPCRs kann auch zu einem Amstier intrazellularen cAMP-Konzentration
(zyklisches Adenosinmonophosphat) fiihren. Nach ndgabindung an den GPCR kommt es zum
Austausch von GDP zu GTP an der-Gntereinheit des heterotriméren G-Proteins. Digwtfzur
Dissoziation der G-Untereinheit vom trimaren G-Protein. Die nun fieider Zelle vorliegenden
G -Untereinheiten beeinflussen die Aktivitat der Aglgizyklasen, welche die Herstellung von
CcAMP aus ATP katalysieren. Die dazu notwendige lomfition der Adenylylzyklasen wird durch
G , stabilisiert. Dies resultiert in einem intrazefitdn Anstieg der cAMP-Konzentration. Umgekehrt
inhibieren G;-Molekile die cAMP-Produktion, woraus eine Abnahder cAMP-Konzentration in
der Zelle resultiert. Die intrazellulare cAMP-Komteation wurde mittels des LANCE cAMP 384
Kits (Perkin Elmer) in dieser Arbeit bestimmt, wolk®rskolin als Positivkontrolle benutzt wurde.
Forskolin aktiviert direkt die Adeylatzyklase undihft so zu einem direkten Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentration. Dieser Assay sibst auf einem time-resolved”
Fluoreszenz-Resonanzenergie-Transfer-Prinzip (TEIHR der Interaktion von zwei raumlich

benachbarten Fluorophoren.
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Abb. 9: FRET Prinzip des

LANCE cAMP Assays.

Die Messung der intrazellularen
cAMP Konzentration mit dem
LANCE cAMP Assay basiert auf
einem TR-FRET-Prinzip.

Hierbei verdrangt endogenes cAMP,
das Eu-Chelate- Streptavidin
gebundene biotinylierte cAMP vom
Alexa-Fluor® 647-gekoppelten
spezifischen cAMP- Antikérper
wodurch das emittierte FRET-Signal
bei 665 nm wird verringert wird.
(Http://www.perkinelmer.com/CMS
Resources/Images/44-
71560_assayprinciple_220x220.jpg.)

Grundlage des Assays ist die Verdrangung von hiliéirem cAMP (cAMP-b) mit endogenem
CAMP. Das biotinylierte cAMP bindet an ein Eu-Chel&treptavidin (Eu-S), welches bei einer
Wellenlange von etwa 330 nm angeregt werden kankeln endogenes cAMP vorhanden, bindet der
Eu-S/cAMP-b-Komplex an einen Alexa-Fluor® 647-gepejten spezifischen cAMP-Antikorper.
Durch die unmittelbare N&he wird bei Anregung desdbelate die Emissionsenergie tbertragen auf
das Alexa —Fluor, welches in einer Emission bei 6ab(FRET-Signal) resultiert. Endogenes cAMP
verdrangt das biotinylierte cCAMP vom Antikdrper dumerringert so das emittierte FRET-Signal.
Das Fluoreszenzsignal bei 665 nm ist umgekehrtgtigmal zur cAMP-Konzentration in der Zelle
(Abb. 9).

Fir die cAMP-Messung mit dem LANCE cAMP 384 Kit werden die Zellen einen Tag vor
Versuchsbeginn in Standard-96well-Zellkulturplatimmsgesat und Uber Nacht bei 37 °C wachsen
gelassen. Vor Versuchsbeginn werden sie fir miedestine Stunde in einem serumfreien Medium
gehalten, um Effekte durch das FCS zu verhindeen.geundsatzliche Versuchsablauf entspricht dem
Herstellerprotokoll. Die Liganden wurden in den eggbenen Konzentrationen in Stimulationspuffer
verduinnt und 40I/well zu den Zellen gegeben. Nach einer 30-mirdititnkubation bei 37 °C wurde
die Reaktion mit 101 0,5 % TritonX-100 (Permeabilisierung der Zellgy@stoppt. Das Lysat (5 ul)
wurde in eine weil3e ProxiPlate 384 plus Uberfihach Zugabe von 51 des Alexa-Fluor®
647-cAMP-Antikorpers und einer 30-mindtigen Inkubat bei RT wurden 10 | eines
Biotin-markiertem cAMP und Eu-markiertem Streptanidsemisches hinzugegeben und fir eine
weitere Stunde bei RT inkubiert. Die Detektion deRET-Signals erfolgt mit LANCE-Filtern im
EnVision (Perkin Elmer). Es wurden jeweils Dupli&agemessen. Es wurde fir jede Zelllinie eine
Pufferkontrolle (Negativkontrolle) und eine Fordkébntrolle (Positivkontrolle) mitgefiihrt. Die
Auswertung der Signale bei 665 nm erfolgte wie tfolgye Signale der Pufferkontrollen wurden von
dem Signal bei 665 nm abgezogen. Die so erhalté&ierte wurden auf die Forskolin-Signale
normiert. Die Konzentrations-Wirkungskurve wurdet @raphPad Prism 5.0 erstellt. Dabei gilt die

nichtlineare Regression nach der Formel Y=Bottonep(Bottom)/1+1-C9ECs0x HilSlope)

41



Material und Methoden

Die Standardabweichung der Duplikate und die gogE@urden aus der Kurve berechnet.

Die Ergebnisse dreier unabhéangiger ExperimentB(@ikate) sind als Mittelwerte + SD gezeigt.

Die statistische Auswertung der Stimulierung ddsaiellularen cAMP-Spiegekrfolgte mit einem
ANOVA Test mit einem Signifikanzlevel 0,05 (95 % Konfidenz Interval) mittels der GraptiPa

Prism-Software.

Die statistische Erhebung der Reduktion des intiiddeen cAMP-Spiegelserfolgte mit dem

Pairedt-Test mit einem Signifikanzlevel 0,05 (95 % Konfidenz Interval).

2.2.3.5 Biomolekulare Interaktions-Detektion-TechnologidNB®)

Die biomolekulare Interaktions-Detektion-Technotgi(BIND®) ist eine markierungsfreie
Detektionsmethode, die biomolekulare Interaktiomésst. Dazu zahlen u.a. die Rezeptoraktivierung,

die Zelladhasion und die Protein-Protein-Interaktio

A) B) Abb. 10: BIND®
Technologie.

Die Interaktions-Detektion-
Technologie registriert
Massenanderungen

(erzeugt durch zelluléare
Morphologiednderungen) an
der Oberflache des optischen
Biosensors aufgrund von
veranderter Wellenldange des
reflektierenden Lichts (PWV).
(Http://www.srubiosystems.co
m/images/WavelengthPrincipl
esNumbersCell.jpg)

Das System besteht aus einem BIND®-Reader und eBidid®-Biosensor. Der Biosensor befindet
sich an der Unterseite einer Mikrotiterplatte. Dislessprinzip basiert auf dem Einsatz von
photonischen Kristallen, die als optische Biosemsdungieren und nur eine bestimmte Wellenlange
des Lichtes reflektieren kdnnerPgak Wavelength ValuéPWV)). Anheftungen von biochemischem
Material oder Zellen (Anderungen in der zellulaMorphologie) auf der Oberflache des optischen
Biosensors verursachen feine Massenanderungen anOderflaichenumgebung des optischen
Biosensors und verandern die Wellenlange des teftekden Lichts (PWV) (Abb. 10 B).
Damit konnen sehr feine Anderungen der Zellmorptielohne Verwendung von Markern aufgezeigt
werden.

Da die Aktivierung von GPCRs aktinabhéangige Andgamin der zellularen Morphologie induziert,
kann diese Technologie zur Charakterisierung unan@fizierung von zellularen Signalen, die durch
GPCRs aktiviert werden, herangezogen werden (P&t&wott, 2009). Dieses System ist in der Lage,
jegliche Rezeptoraktivitat abzubilden, die aufgreimer Peptid-Rezeptor-Bindung induziert wird.
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Am Vortag des Experiments wurden die Zellen in sgdken BIND-Plattenmit dem integrierten
Biosensor ausgelegt. Nach ca. 24 h im Brutschrankdev das Komplettmedium mit serumfreien
Medium ausgetauscht und mindestens 1 h inkubiaé.Liyanden wurden im C1-Waschpuffer mit
0,1 % BSA mit der doppelt angegebenen Konzentrateydiinnt. Die Ligandenlésung wurde in eine
unsterile 96-well-Platte mit rundem Boden (60 pb piell) Gberfiihrt. Die Zellen wurden mit
Cl-Waschpuffer gewaschen, und eine BasisreflexiBaV\{) wurde mit dem BIND®-Reader
gemessen. Die Platte wurde zur Applikation der hdgn aus dem BIND®-Reader entfernt und gleich
danach wieder in das Gerat eingesetzt. Die Messlerg PWV erfolgte Uber eine Stunde.
Als Positivkontrolle diente ein Peptidmix aus ATRN, Carbachol 0,5 mM, Neurotensin 0,5uM und
Bradykinin 1uM. Zu den Negativkontrollen wurde mder Inkubationspuffer appliziert. OXA wurde
in einer Konzentration von 500 nM auf die Zelleggleen. Die Rohdaten wurden auf die maximale
Antwort normiert und die Mittelwerte dreier unahblgiger (je 4 Replikate) Versuche Uber die Zeit

aufgetragen.

2.2.3.6 Bindung und Internalisierung fluoreszenzmarkietiganden

Immunfluoreszenzen

Auf Deckglaschen, die in die Wells einer 24-welk#® eingelegt wurden, wurden ca. S5kZ@llen
ausgelegt und mindestens einen Tag wachsen gelassemag des Experiments wurden die Zellen
mindestens 1 h in serumfreien Medium gehalten. Ndah Entfernung des Mediums wurden die
Zellen fur 30 min bei 37 °C mit den Liganden im amglen-Durchflusszytometer-Puffer inkubiert.
Es wurde mit PBS gewaschen, und anschlieRend wutidefellen mit 4% PFA /PBS pH 7,0 10 min
fixiert. Nach zwei Waschschritten mit PBS erfolgtas Aufbringen der Deckglaschen auf einen
Objekttrager mit einen Tropfen Immu Mount. Bis zAuswertung wurden die Objekttrager
lichtgeschitzt bei 4°C gelagert. Die Praparate emrchit dem LSM Axiovert 100 (Zeiss) und der
LSM-Image-Browser-Software analysiert. Es wurdendd®i mit einer 630-fachen Vergrof3erung
aufgenommen. Das IDCC wurde mit einem Helium-Neasdr bei einer Wellenlange von 633 nm
angeregt und bei 670 bis 720 nm detektiert. Zursérem Lokalisation der Signale wurden

Durchlichtbilder erstellt und mit den Fluoreszeindéin Uberlagert.

Es wurden fir jede Zelllinie mehrere Kontrollen geitiihrt. Jede Zelllinie wurde unbehandelt fixiert,
um eine Autoimmunfluoreszenz der Zellen auszusBblie Es wurde eine Kontrolle mit freiem
Farbstoff (IDCC) und einem fluoreszenzmarkierten e@brin 9 gscrambled mitgefuhrt

(Chem9sc-IDCC). Alle Peptide wurden wie des OXA-D@&it 400 nM eingesetzt. Diese Kontrollen
sollten eine unspezifische Bindung des freien Raffssbzw. eines fluoreszenzmarkierten Peptids
anzeigen. Fur eine weitere Kontrolle der spezifischBindung wurde auferdem noch eine
Verdrangung des fluoreszenzmarkierten OXA mit ei@Bsfach erhthten Konzentration an nicht

markiertem OXA bzw. dem selektiven OXR1 AntagomisiB-334867 vorgenommen.
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Durchflusszytometer

Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurde in died&rsuchen eine Bindung bzw. Aufnahme des mit
IDCC markierten OXA in die Zellen detektiert. Am Mag des Experiments werden die Zellen in eine
24-Well-Platte ausgelegt. Am Experimententag werdienZellen zunéachst mindestens 1 h serumfrei
gehalten. Es erfolgte die Peptidinkubation fir 30inmbei 37°C in einem

Liganden-Durchflusszytometer-Puffer.

Es wurde jeweils eine Pufferkontrolle und eine Kolk¢ nur mit dem freien Farbstoff IDCC
mitgefuhrt. Als spateren Richtwert fur die Auswagu wurde eine Probe mit dem
Chemerin 9-scrambled IDCC Peptid (Chem9sc-IDCC) inkubiert. Alle Peafsi wurden wie das
OXA-IDCC mit 400 nM eingesetzt. Zur Verdrangung daptidbindung wurde (wenn nicht anders
angegeben) eine 25-fach erhthte Konzentration al OXd dem selektiven OXR1-Antagonisten
SB-334867 eingesetzt. Die Substanzen, mit denedramgt wurde, wurden in den entsprechenden
Konzentrationen 10 min auf den Zellen vorinkubidbann erfolgte die 30-min-Inkubation mit
OXA-IDCC und OXA bzw. SB-334867.

AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschah,Trypsin von der Oberflache abgeldst und
mit kaltem PBS gewaschen. Nach einer 10-min-Fixigroei Raumtemperatur mit 4 % PFA/PBS pH
7,0 wurde nochmals mit PBS gewaschen und die ZetleB00 pl PBS aufgenommen. Bis zur
Messung, die immer am selben oder am Tag daraolgezf wurden die Zellen im Dunkeln bei 4°C

gelagert.
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Abb. 11: Beispielmessung und Auswertung einer Durdlusszytometrischen Analyse von transient mit
dem OXRL1 transfizierten Hek293a-Zellen A-C) mit OXA-IDCC inkubierte transient transfizter
Hek293a-Zellen. A) dot Plot von allen gemessendle@eZu sehen ist die Grof3e (FSC) gegen die Gaaitéd
(SSC) der Zellen. B) dot Plot von allen in A) mérd Gate (P1) markierten Zellen. Zellzahl gegend@C
Fluoreszenz. C) Histogramm der Zellen in Gate .(Pistogramme zeigen die Zellzahlen gegen die IDCC
Fluoreszenz. D) Statistische Auswertung.

Die Aufnahme der Zellen wurde mittels des FACSCadtochgefiihrt; die Messung und auch die
Auswertung erfolgten mit der FACSDiva-Software (BDper FACSCanto hat drei Laser und ist in
der Lage, acht Fluoreszenzen zu detektieren. Isediérbeit wurde nur der Argonlaser fur die
Aufnahme des Streulichts und der Helium-Neon-Lasieder Anregung 633 nm und dem Filterrange

650 nm bis 670 nm eingesetzt. Dies gewahrleisteteAdregung und Aufnahme der Emission des
IDCC.

In Abb. 11 ist eine Beispielmessung gezeigt. Unt@Zehmer auszugrenzen wurde zunéchst auf die
zu analysierende Population im FSC und SSC @ate (P1) (rot) gesetzt (Abb. 11 A).
Diese markierte Population 1 (rot) wird zun&chseimem weitererotPlot B), welches die Zellzahl
gegen die IDCC-Fluoreszenz anzeigt, angewendedidsen Plot wird eine weitere Population P2
(grtn) markiert, die mit der Population aus P1)(x&rknipft ist. Diese Population P2 (griin) enthalt

die IDCC-positiven Zellen. Diesdsate welches die Population 2 (griin) eingrenzt, winthand der
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Zellen gelegt, die mit dem Chem9sc-IDCC inkubierrden (nicht gezeigt). DieseatotPlot gibt
Information Uber die IDCC-positiven Zellen in Prareder Gesamtzellen in P1. Weiter wird die
Population 1 (rot) in einem Histogramm (Zellzabbgn IDCC-Fluoreszenz) betrachtet C). Es wurden
die IDCC-positiven Zellen in Prozent (P2) der Pepoh 1 und die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat der Population 1 (APC-A Mean$ der statistischen Auswertung D) fiur die
weitere statistische Erhebung herangezogen. Erggbnion zwei bis finf unabhéngigen Versuchen

werden als Mittelwerte £+ SD gezeigt.

2.2.4 Biochemische Methoden
2.2.4.1 Immunologische Methoden

Immunfluoreszenz
Die Immunfluoreszenzfarbung eignet sich sehr got,die Lokalisation von Proteinen in Zellen oder
Geweben zu zeigen. Zur Detektion des zu untersugmeiProteins wird ein primarer Antikorper

bendtigt, der spezifisch das Protein erkennt.

Bei der indirekten Immunfluoreszenz wird ein sekined Antikbrper, der mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, eingesetzt. Biesekundare Antikorper richtet sich gegen den
Fc-Teil des primaren Antikorpers. Die Auswertungr denmunfluoreszenz erfolgte an einem
konfokalen Laserscanmikroskop. Die indirekte Imntwofeszenzfarbung wurde in dieser Arbeit
benutzt, um die Expression eines transient traesfen Gens und die endogene Expression einer
Zielstruktur nachzuweisen. Zunéchst wurden Deckfiés in die Wells einer 24-well-Platte
eingelegt, auf diese wurden ca. 5%XZllen ausgelegt und mindestens einen Tag inkubiech der
Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit PBSwagehen und anschlieRend mit
Aceton/Methanol (1:1) 2 min fixiert. AnschlieRendinden unspezifische Antikdrperbindungsstellen
mit 5 % BSA in PBS fur 30 min abgeblockt. Der aahgpezifische primare Antikdrper wurde fir
24 h bei 4°C in der entsprechenden Verdinnung%®n BSA-PBS-LOsung (100 pl/Deckglaschen) auf
die Zellen gegeben. Nach drei Waschschritten miSRB x 5 min) erfolgte eine einstiindige
lichtgeschitzte Inkubation mit dem sekundéaren Klpbor gekoppelten Antikorper. Es folgte erneutes
Waschen mit PBS. Die Deckglaschen wurden mit dediraden nach unten auf einen Tropfen

ImmuMount auf Objektrager gelegt und bis zur Auswumeg lichtgeschitzt bei 4°C gelagert.

Die Auswertung und Digitalisierung der Immunfluazeszen erfolgte am Konfokalen

Laser-Raster-Mikroskop (LSM510), welches drei Lasgr den Wellenlangen 488 nm, 543 nm und
633 nm enthalt, die zur Anregung zur Verfiigung etelBei einer Wellenl&ange von 488 nm wurde das
Fluorophor Cy2 angeregt und emittierte Licht zweselb05 bis 550 nm (griin). Die Wellenlange von
543 nm fihrte zur Anregung des Fluorophors Cy3ched dadurch Licht der Wellenlange 650 nm

emittierte (rot). Zur besseren Lokalisation deign@le wurden Durchlichtbilder erstellt, die mitnde
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Fluoreszenzbildern Uberlagert wurden. Um Eigen#igaeenz der Zellen bzw. Kreuzreaktionen der

Antikorper ausschliel3en zu kdnnen, wurden Kontnollene primaren Antikérper mitgefihrt.

Immunhistochemie an Kryoschnitten

Die Lokalisation von Proteinen in Gewebe wurde ehéttder Immunhistochemie nachgewiesen.
Hierzu wurden mithilfe eines Gefriermikrotoms 10 pdiinne Gewebeschnitte hergestellt.
Diese wurden fixiert und mit einem spezifischen iRiper gegen das zu detektierende Protein
inkubiert. Anschlielend wurde der primdre AK Ubenea Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

nachgewiesen.

Um den Orexinrezeptor (OXR1) in humanem Gewebe akalisieren, wurden die Kryoschnitte
zunachst mit einem Methanol/Aceton Gemisch (1:1)Zimin fixiert. Nach zweimaligem Waschen
mit 1xPBS wurden die Gewebeschnitte fir 10 min i83H,0, blockiert. AnschlieRend erfolgte
weiteres zweimaliges Waschen in PBS, gefolgt voreri Permeabilisierungschritt mit 0,1 % Triton
X-100 in PBS fur 10 min. Es folgte eine Avidin/BioBlockierung (Dako) fir jeweils 20 min.
Nach weiterem Waschen mit PBS wurden unspezifisBiredungsstellen mit 2-prozentigem
Ziegenserum in PBS fir 30 min blockiert. Nach etesuWaschen mit PBS wurden die Schnitte tber
Nacht mit dem OXR1-Antikorper (1g/ml) bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiertnA&chsten
Tag wurden die Schnitte erneut gewaschen und etmplierter Sekundarantikorper fir 30 min RT
auf die Schnitte gegeben. Nach erneutem Waschetgterfdie Inkubation mit ABC-Komplex laut
Herstellerangaben (Dako) fir 30 min bei RT. Derikirper-Komplex aus priméren und sekundarem
Antikorper zeigte sich anhand einer braunen Farlnamh einer 10-minttigen Inkubation mit dem
Kit ,Liquid DAB+ Substrat Chromogen System® (Dakdie Reaktion wurde mit $#D gestoppt.
AnschlieRend erfolgte eine 5-minitige GegenfarbomitgHamalaun. Hamalaun farbt die Zellkerne an
und hilft so den Ort der OXR1-Expression bessealisieren zu kénnen. Nach dem Eindecken in
Glyceringelantine und Trocknen der Gewebeschnitteden die Schnitte im Dunkeln bei RT gelagert.
Die Analyse und Digitalisierung erfolgte am Axiopidikroskop (Zeiss) mit der Axiovision release

v4.7 Software.

Um sicher zu stellen, dass die IHC-Methode mit d@X¥R1-Antikorper eine spezifische Bindung des
Antikdérpers an das OXR1-Epitop zeigt, wurde einedv@ngung der spezifischen Bindungsstellen im
OXR1-Antikorper mit dem immunogenen Peptid durchibef Hierzu wurde der Antikérper eine

Stunde bei 37°C mit einem 1000-fachen Uberschussiaminogenem Peptid inkubiert.

Die Expansion und Intensitat der Farbung wurde zwai Experimentatoren unabhangig begutachtet
und beurteilt. Die Féarbeintensitdt wurde auf eirgkala von Null (keine Farbung) bis Drei
(sehr starke Farbung) und die Expansion (gefarhmmorzellen in Prozent) von 0 % bis 100 %

eingeordnet. Daraus wurde jeweils der Mittelwetdilgiet.
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2.2.5 Tierexperimentelle Methoden
2.2.5.1 Versuchstiere

Die Haltung der Tiere und die Experimente erfolgiender Tierhaltung im Campus Virchow
Klinikum der Charité. Als Model fir die gerichtetdlIR-Bildgebung wurden Nacktmause

(NMRI nu/nu Méause der Firma Charles River) im Aken 3 bis 6 Monaten verwendet.

2.2.5.2 Kleintierbildgebung - Nah-Infrarotfluoreszenz (NIRiidgebung

Zunachst wurden subkutane Tumore mittels humanenofzelllinien in den Tieren generiert.
Hierzu wurden 5 x 10Zellen subkutan in beide Flanken der Mause inekuliNach erfolgreichem

Wachstum eines subkutanen Tumors, wurde eine kgeiitigebung durchgefinhrt.

Den Versuchstieren wurde dazu das OXA-IDCC intrégeiiber die Schwanzvene injiziert (2 nmol)
und zu unterschiedlichen Zeitpunkten die Fluoream@nsitaten mittels des LI-COR Pearl Imagers
im 700-nm-Kanal untersucht. Fur den Untersuchungszen von zwei Minuten wurden die Tiere mit
Hilfe von Isoflurangas narkotisiert. Die Auswertutgs Fluoreszenzsignals konnte nach dem Versuch

an der geratespezifischen Software erfolgen.

2.2.6 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardabweidhui SD) angegeben, wenn nicht anders
beschrieben. Es wurden immer drei unabhéngige Erpate zusammengefasst, wenn nicht anders

verzeichnet.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde, wacht anders angegeben, ein ANOVA Test mit
einem Signifikanzlevel 0,05 (95 % Konfidenz Interval), durchgefihrt. Adgatistisch signifikant
wurden Werte mit p < 0,05 akzeptiert (P < 0,05 % B,01 **, P < 0,001 ***). Die Auswertung und

Darstellung erfolgte mit GraphPad-Prism5-Software.
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3 Ergebnisse

3.1 Antikorpervalidierung

3.1.1 Detektion des Orexinrezeptors 1 (OXR1) im Uberexpmierten System

Zunachst sollte die Expression des OXR1 in unteesiichsten Tumoren und Normalgeweben des
Gastrointestinaltrakts untersucht werden. Um digr&ssion untersuchen zu kdnnen, wurde ein

Antikorper bendtigt, der spezifisch und zuverlasig Rezeptor detektiert.

Dazu wurden verschiedene kommerziell zu erwerbehlikorper evaluiert. Als Positivkontrolle
dienten mit dem pcDNA3.1-Plasmid, in welches dieA38kequenz des OXR1 mit einem zusétzlichen

HA-Epitop integriert wurde, transfizierte eukangatne Zelllinien (2.2.2.2).

Dazu wurden die Antikorper, wie in Abb. 12 A zu sehist, im Uberexprimierten System getestet.
Abb. 12 A zeigt in Rot eine deutliche OXR1-Farbutgy transient transfizierten Hek293a-Zellen.
Auch mittels des HA-Antikorpers ist eine deutliche Farbung zu seh@min). In beiden
Fluoreszenzkanalen sind positive und negative @elebeneinander zu sehen, was in einer transienten
Transfektion zu erwarten ist. Es ist eine deutlilodokalisation der beiden Farbungen zu erkennen
(gelb). Dies war ein starker Hinweis fur eine spsehe Bindung des OXR1-Antikdrpers an den
Rezeptor. Die Farbungen sind an den Membranen elégnZkonzentriert, was fir einen GPCR zu
erwarten ist. In der mit Leervektor pcDNA3.1 tramgfiten Kontrolle (Abb. 12 A) ist keine

Fluoreszenz zu erkennen.
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A) B) Interfollikular Bereich Epithel

pcDNA3.1
Kontrolle

pcDNA3.1 HA-OXR1
OXR1 (braun)

pcDNAS3.1 HA-OXR1
OXR1+ Peptid

Abb. 12: Validierung des OXR1-Antikdrpers. A) Transient transfizierte Hek293a-Zellen mit pcBB1
(Kontrolle) und pcDNA3.1-HA-OXR1-Plasmid. Alle Zeth wurden mit dem OXR1-Antikérper, der mittels
einem Cy3 markierten EseEiege-Antikdrpers gefarbt (rot) wurde, und dem HaAgTAntikorper, der mit dem
Cy2-markierten EselMaus-Antikorpers gefarbt (griin) wurde, behandeié Bilder wurden mit dem LSM
aufgenommen. B) Kryoschnitte einer gesunden humaoesille wurden mit dem OXR1-Antikoérper gefarbt
und mittels eines Avidin-Biotin-Komplexes nachgesén. Eine Gegenfarbung erfolgte mit Haimalaun. Die
Spezifitat des OXR1-Antikdrpers wurde durch einedréngung der Antikbrper-Bindungsstellen mit dem
immunogenen Peptid untersucht. Die Bilder wurdéndem Axiophot (Zeiss) mit einer 400-fachen
VergroRerung aufgenommen. Kontrolle ohne Prim&kéanper. OXR1 Antikdrper-Farbung. OXR1+Peptid
Antikérper-Farbung nach Vorinkubation mit dem irmogenen Peptid.

Weiter sollte der OXR1-Antikdrper auf menschlichgdewebe getestet werden. Dies erfolgte,
um die Spezifitit des Antikorpers in Gewebefarbungéschatzen zu kénnen und somit dessen

Gebrauch fur weitere Gewebefarbungen zu legitimiere
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Die Etablierung des OXR1-Antikdrpers im Gewebe veurdn der Tonsille vorgenommen.
Das Plattenepithel der Tonsille zeigte eine stargpezifische Farbung (Abb. 12 B).
Die Gewebeschnitte, die mit dem Antikdrper gefévbtden, zeigten eine deutliche Braunfarbung des
Plattenepithels und des interfollikularen Bereich&uch hier war wieder eine deutliche
Membranfarbung der Zellen sichtbar. Zuséatzlich Riagativkontrolle, welche kein Signal zeigte,
wurde eine Blockierung der Antikorper-Bindungs&®ell mittels des immunogenen Peptids
durchgefuhrt, um die Spezifitdt des Antikérperszaigen. Diese Blockierung resultierte in einem
starken Ruckgang der Farbung, was ein deutlicheweis auf eine hohe Spezifitat des Antikdrpers

war.

Eine weitere Absicherung fur die Gewebefarbungemdeunit einem zweiten Antikorper erreicht.
Um sicherzustellen, dass der Santa Cruz OXR1-Am#auch spezifisch den OXR1 anfarbt, wurde
ein unabhangig erzeugter Antikorper aus einer @md@uelle herangezogen. Die Farbemuster beider
Antikdrper wurden direkt im Gewebe verglichen (A3 und 14). Die Abb. 13 und 14 zeigen ein
identisches Farbemuster beider Antikorper, wasemé spezifische Bindung des Antikdrpers an den
Rezeptor schliel3en liel3. Daraufhin wurde in folgan®ersuchen der OXR1-Antikdrper von Santa

Cruz verwendet.
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Negativkontrolle Goat OXR1 (Fa. SC) Rabbit OXR1 (Fa. Alamone)

Osophagus Tonsille

Pankreas

Dindarm

Abb. 13: Expression des OXR1 im humanen GewebKryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikérper
(Santa Cruz) und dem OXR1-Antikérper (Alomone) gefaund mittels eines Avidin-Biotin-Komplexes
nachgewiesen. Eine Gegenfarbung erfolgte mit Hamal#) Die Negativkontrollen wurden nur mit Puffer
ohne OXR1-Antikdrper inkubiert. Die Bilder wurderntrdem Axiophot (Zeiss) mit einer 100-fachen
VergréRerung aufgenommen.
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Negativkontrolle Goat OXR1 (Fa. SC) Rabbit OXR1 (Fa. Alamone)

Plattenepithelkarzinome d.
Osophagus

Adenokarzinome d.
Osophagus

Pankreas-
Adenokarzinom

Kolorektales Karzinom

Abb. 14: Expression des OXR1 im humanen GewebKryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikérper
(Santa Cruz) und dem OXR1-Antikérper (Alomone) gefaund mittels eines Avidin-Biotin-Komplexes
nachgewiesen. Eine Gegenfarbung erfolgte mit Hamal#) Die Negativkontrollen wurden nur mit Puffer
ohne OXR1-Antikdrper inkubiert. Die Bilder wurderntrdem Axiophot (Zeiss) mit einer 100-fachen
VergréRerung aufgenommen.
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3.2 Expressions-Charakterisierung

3.2.1 Expression des OXR1 in humanen Tumoren des Gastrdiestinaltrakts

Nachdem die Etablierung der Gewebefarbung mittets @XR1-Antikdpers abgeschlossen war und
die Bindung des Antikorpers als spezifisch gezeigrden konnte, wurden Kryogewebeschnitte
unterschiedlicher humaner gastrointestinaler Tumgefarbt. Um eine eventuelle Uberexpression des
Rezeptors in den Tumoren abschétzen zu kdnnen,ewareeils auch Normalgewebe im Vergleich
mit gefarbt. Bei jedem Féarbeansatz wurde sowold Biaegativkontrolle, indem der OXR1-Antikdrper
durch eine Pufferldsung ersetzt wurde, als aucé Bwsitivkontrolle mitgefiihrt. Als Positivkontrolle

diente humanes Tonsillengewebe (Abb. 13).

In der Farbung des gesunden humanen Tonsillengmvebt dem OXR1-Antikbrper war eine
deutliche Braunfarbung der Zellen im interfolliktda Bereich zu sehen. Teilweise war eine
Membranfarbung zu detektieren (Abb. 13). In den atiegontrollen war keine Farbung zu

detektieren.

Die Abb. 15 zeigt die Farbung eines gesunden Mageebes (Magenfundus) und eines
Magenkarzinoms. In der Negativkontrolle des Norrealgbes war eine Hintergrundfarbung zu sehen.
Die Farbung in den OXR1 behandelten Gewebeschnitten war etwas stde@och waren keine
spezifisch angeféarbten Strukturen zu erkennen (Ali. obere Reihe). Die Negativkontrolle des
Magenkarzinoms zeigte keine Anfarbung. Hingegen @ime deutliche Braunfarbung einiger Zellen
des Magenkarzinoms in de©XR1-Farbung zu sehen (Abb. 15, untere Reihe)wkgse war eine

deutliche Membranfarbung der Zellen zu detektieren
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Negativkontrolle OXR1 - 100x OXR1 - 200x

Magen-Fundus

Magen-Karzinom

Abb. 15: Expression des OXR1 in humanem Tumorgewehed Normalgewebe des Magens.
Kryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikorper (Sa@taiz) gefarbt und mittels eines
Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen. Eine Gegenfitig erfolgte mit Hamalaun. Negativkontrollen
wurden ohne OXR1-Antikdrper inkubiert. Die Bildeurden mit dem Axiophot (Zeiss) aufgenommen.

In Abb. 16 ist die Farbung eines gesunden Dunndewabes und eines neuroendokrinen Tumors des
lleums dargestellt. In der Negativkontrolle destleglialen Normalgewebes war eine Braunférbung
von einzelnen Zellen zu sehen. Diese unspezifisénbung wurde in mehreren Schnitten des Darms
beobachtet, die aus einer Anfarbung von Makrophagetels des sekundaren Antikdrpers im
Gewebe resultieren kdnnten. Diese Braunfarbung fack in den mit OXR1 gefarbtem Gewebe

wieder. Zuséatzlich war eine Braunfarbung der aufdegthelzellen zu erkennen.

Die Negativkontrolle der gesunden Submukosa mikWewar nicht gefarbt. Im Vergleich hierzu
erkennt man eine deutliche Farbung des submuko®désms in den mit OXR1 gefarbtem Gewebe
wieder. Das Tumorgewebe zeigte in d€&WXR1 behandelten Gewebeschnitten eine Braunfarbang

Vergleich zur Kontrolle, es war eine moderate, plasmatisch diffuse Farbung.
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Negativkontrolle OXR1 - 100x OXR1 - 200x

Dunndarm-Plexus Dinndarm-Epithel

lleum-NET

Abb. 16: Expression des OXR1 in humanem Tumorgewehed Normalgewebe des Dinndarms.
Kryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikdrper (Sa@taiz) gefarbt und mittels eines
Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen. Eine Gegemfifig erfolgte mit Hamalaun. Negativkontrollen wemd
ohne OXR1-Antikdrper inkubiert. OXR1 Antikdrper-Farbung. Die Bilder wurden mit démiophot (Zeiss)
aufgenommen.

Abb. 17 zeigt die Expression des OXR1 im Normalgewebe de&darms und im kolorektalen
Karzinom. Die Epithelzellen des Normalgewebes eeigtine Braunfarbung. Die Tumorzellen des
kolorektalen Karzinoms waren lumenwarts gefarbtilwieese war eine Membranfarbung der

Tumorzellen zu sehen. Die Kontrollen waren nicliigs.

Das Farbemuster des gesunden Dinn- und Dickdarmglestisch. Bei beiden Geweben waren die

Epithelzellen gefarbt.
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Negativkontrolle OXR1 - 100x OXR1 - 200x

Dickdarm-Plexus Dickdarm-Epithel

Kolorektales Karzinom

Abb. 17: Expression des OXR1 in humanem Tumorgewehed Normalgewebe des Dickdarms.
Kryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikdrper (Sa@taiz) gefarbt und mittels eines
Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen. Eine Gegemfifig erfolgte mit Hamalaun. Negativkontrollen wemd
ohne OXR1-Antikdrper inkubiert. OXR1 Antikdrper-Farbung. Die Bilder wurden mit démiophot (Zeiss)
aufgenommen.

Das Gewebe eines gesunden humanen Pankreas diedser Bntikorpervalidierung, genauso wie die
Tonsille, als Positivkontrolle, da die Expressaes Rezeptors in den Inselzellen in anderen Spezies
wie der Ratte und dem Meerschweinchen bekannt Kieshigessner & Liu, 1999). Die Abb. I&igt

die OXR1-Farbung eines gesunden PankreasgewehesPamkreas-Adenokarzinom und einen
neuroendokrinen Tumor des Pankreas. Im Normalgevagise Pankreas waren, wie erwartet, die
Inselzellen angefarbt (Pfeil). Auch einzelne Azimid Géange sowie Endothelzellen waren im
Normalgewebe gefarbt. Das Pankreaskarzinom zeigbhe eotarke bis mittlere Farbung der
Tumorzellen. Im neuroendokrinen Tumor waren nureiezelte Tumorzellen gefarbt, diese wiesen

aber eine starke Farbung auf. Samtliche Negativkien zeigten keine Farbung.
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Negativkontrolle OXR1 - 100x OXR1 - 200x
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Abb. 18: Expression des OXR1 in humanem Tumorgewehed Normalgewebe des Pankreas.
Kryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikdrper (Sa@taiz) gefarbt und mittels eines
Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen. Eine Gegenfitig erfolgte mit Hamalaun. Negativkontrollen
wurden ohne OXR1-Antikdrper inkubiertOXR1 Antikdrper-Farbung. Die Bilder wurden mit déxiophot
(Zeiss) aufgenommen.

Der OXR1 ist im Plattenepithel des 6sophagealemfdtgewebes exprimiert, wobei eine deutliche
Membranfarbung der Plattenepithelzellen zu erkerwan (Abb. 19). In einigen Préparaten war
aulBerdem die Expression des OXR1 in der Basalmemisehr stark (Abb. 19, Pfeil).

Die Adenokarzinome des Osophagus zeigten eine téeitlis mittelstarke Braunfarbung der
Tumorzellen, hierbei war wiederum eine Membranfahau erkennen. Die Plattenepithelkarzinome
zeigten die intensivste Farbung aller untersucldewebe. Dabei waren samtliche Tumorzellen mit
einer starken Intensitdt angefarbt. Zusatzlich zytoplasmatischen Farbung ist auch eine

Membranfarbung zu erkennen. Die mitgefiihrten Negatitrollen zeigten keine Farbung (Abb. 19).
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Negativkontrolle OXR1 - 100x OXR1 - 400x

Osophagus

Adenokarzinome d. Osophagus

Plattenepithelkarzinome d. Osophagus

Abb. 19: Expression des OXR1 in humanen Osophaguskanomen und im Normalgewebe des
OsophagusKryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikorper (Safaiz) gefarbt und mittels eines
Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen. Eine Gegenfitig erfolgte mit Hamalaun. Negativkontrollen
wurden ohne OXR1-Antikdrper inkubiertOXR1 Antikdrper-Farbung. Die Bilder wurden mit dégriophot
(Zeiss) aufgenommen.
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In Tab. 5 sind alle analysierten Gewebe mit derersitdt der Farbung und Fallzahlen
zusammengefasst. Der OXR1 konnte zusatzlich zu oleen gezeigten Geweben in Nieren,
Nebennieren, Leber und Gehirn detektiert werderpeivdie Farbungen in diesen Praparaten diffuse
Muster aufzeigten (nicht gezeigt). Zusatzlich wuiiermalgewebe der Milz und der Schilddrise
untersucht, welches keine OXR1-Farbung aufwiesh{ngezeigt). Die starksteOXR1-Féarbung
zeigten die Plattenepithelkarzinome des Osophaggsfolgt von den pankreatischen
Adenokarzinomen und den kolorektalen KarzinomerfgAwnd der intensiven Farbung und der hohen
Frequenz der angefarbten Tumorzellen im Plattehnelgiarzinom des Osophagus richtete sich das
weitere Interesse auf die Tumoren des Osophagus.

Tab. 5: Ubersicht der Expression des OXR1 in humama Tumorgewebe und Normalgewebe.
- keine Farbung; + Farbung; ++ starke Farbung; sefir starke Farbung

Tumor Normal
Tumor/Gewebe/Patient Signal N= Signal N=
Osophagus-Karzinom 30
Plattenepithel-Karzinom +++ 14/15 +++ 25
Adenokarzinom + & ++ 13/15

Magen-Karzinom + 5/6 + 2
Pankreas-Adenokarzinom ++ 6/7 ++ 2
Pankreas-NET + & ++ 6/7 ++ 2
lleum-NET + 2/2 + 2
Kolorektales Karzinom ++ 77 ++ 2

3.2.2 Expressionsmuster flr die diagnostisch/therapeutisee Anwendung
3.2.2.1 Semi-quantitative Auswertung der Histologischerbbagen

Um eine verlassliche Aussage Uber das VerhéltnisEdpression des OXR1 zwischen Tumor- und
Normalgewebe im Osophagus treffen zu konnen wurdgn 15 Adenokarzinome,

Plattenepithelkarzinome und deren korrespondieendermalgewebe mittels der IHC-Methode
gefarbt. Die Signalstarke der Farbungen und deeifah gefarbten Tumorzellen wurden von zwei

Experimentatoren unabhangig ausgewertet und ae8ehld die Mittelwerte bestimmt.

Der semi-quantitative Vergleich der drei Gruppehl§A20) spiegelte den schon in den Vorversuchen

gezeigten Unterschied zwischen AdenokarzinomenRlatienepithelkarzinomen wider.
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Die Plattenepithelkarzinome des Osophagus zeigtéme esehr starke Farbung; in den

Adenokarzinomen war im Mittel nur eine moderateblséig zu detektieren. Das Expressionsniveau
des OXR1 in den Adenokarzinomen lag unter dem desnblgewebes. Die Plattenepithelkarzinome
zeigten im Mittel die gleiche Signalintensitat wigas Normalgewebe. Betrachtet man die
Signalintensitdten der Gewebeschnitte im Einzelnesg zeigte sich, dass bei den

Plattenepithelkarzinomen dreizehn von fiinfzehn 86 Praparate als stark bis sehr stark gefarbt
beurteilt wurden, hingegen nur 8 (53 %) von denmad@rzinomen diese Einschatzung bekamen. Nur
zwei (13 %) Praparate der Plattenepithelkarzinoraeden als gar nicht und wenig gefarbt beurteilt,

bei den Adenokarzinomen waren es sieben (46 %).

Abb. 20: Expression des OXR1 in humanen
Osophagus-Tumoren.

Kryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikdrper (Santa
Cruz) gefarbt und mittels eines Avidin-Biotin-Koregks
nachgewiesen. Eine Gegenfarbung erfolgte mit Hamala
Beurteilung der Signalintensitat. Angezeigt sindttwerte
+ SD. Expression des OXR1 in humanen
Osophagus-Tumoren.

3.2.2.2 Patientengruppen-assoziierte OXR1-Verteilung

Um zu untersuchen, ob eine Patientengruppen-ésgezExpressionsverteilung des OXR1 vorliegt,
wurden die Signalstarken der gefarbten Tumore dérbdintensitat ihres korrespondierenden
Normalgewebes gegeniiber gestellt, der Anteil aéredn Tumorzellen in Prozent ermittelt und alle
Parameter auf die Klassifizierung der Tumoren beadgdab. 6). Diese spezifischen Zusammenhange

sollten auf funktionelle Eigenschaften des Rezagtoder Tumorphysiologie hinweisen.

Der Vergleich der Plattenepithelkarzinome (Tab.zf) ihrem korrespondierenden Normalgewebe
zeigte, dass bei Tumoren mit sehr starker Farbumigezu alle vorhandenen Tumorzellen der
Plattenepithelkarzinome gefarbt waren (Tab. 6)t Eis der Abnahme der Signalstarke der Farbung
der Tumorzellen schwankte auch der Anteil an gédgrliumorzellen. Aus Tab. 6 wird deutlich, dass
70 % der Plattemepitheltumore eine hdhere oder éupgivalente Signalintensitat aufwiesen im

Vergleich zum korrespondierenden Normalgewebe. étirg hatten 30 % der Tumore eine geringere
Signalintensitdat im Vergleich zum Normalgewebe. Digtichprobenmenge und teilweise

unvollstandige Klassifizierungsdaten erschwertem Eeststellung signifikanter Aussagen tber den
Zusammenhang zwischen der Klassifizierung und dXROExpression. Deshalb konnten nur

Tendenzen dargestellt werden. Tab. 6 fihrt aufs dasvohl in der Gruppe mit hoherer Signalstéarke

im Tumor als auch in der Gruppe mit geringerer 8ligpérke im Tumor, Patienten mit und ohne
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Lymphknotenbefall zu verzeichnen waren. Genausohieir es sich mit dem Grad der
Differenzierung. In Geweben mit den Differenzierssigdien G2 und G3 konnten hohe sowie mittlere
Farbeintensitaten detektiert werden. Es scheinttd@imen Zusammenhang zwischen dem Befall von

Lymphknoten, also einer Metastasierung, und der BERpression zu geben.

Der Vergleich der Adenokarzinome (Tab. 6) zu ihrkarrespondierenden Normalgewebe zeigte,
dass die Signalstarke des Tumors in vier Patierited %) starker oder gleich der des
korrespondierenden Normalgewebes war. Funf TunmsBeX§) zeigten eine schwéachere Farbung der
Tumorzellen im Vergleich zum Normalgewebe. Es #ef, dass alle Tumore, die starker oder gleich
stark gefarbt waren wie das Normalgewebe, eineref@ifizierungsgrad (G) von Drei (schwach
differenziert) aufwiesen und mindestens mit T3 bslirwurden. In dieser Gruppe gab es drei
Patienten, deren Tumorzellen metastasiert wareth,euren Patienten, dessen Lymphknoten frei von
Metastasen war. In der schwacher gefarbten Gruppeg ebenso Patienten mit und ohne Metastasen.
Diese Gruppe zeigte auch Tumore, die maRig bis achwlifferenziert waren (Grad 2 und 3) und mit

den GrolRenmal3en T2 bis T4 klassifiziert wurden.
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Tab. 6: Ubersicht der Signalstarke der OXR1-IHC-Farbung.
Dargestellt ist die Signalstarke der TumorzellerMeargleich zum korrespondierenden Normalgewebe in
Patienten mit Osophaguskarzinomen. - keine Farbuigirbung; ++ starke Farbung; +++ sehr starkefiyb

Patient | Signalstarke Anteil der Signalstarke der Tumorzellen Klassifikation
der gefarbten im Vergleich zum
Tumorzellen Tumorzellenin Normalgewebe
% starker gleich | schwacher
PE-Ka. #35 +t 100 X T3/NO - Stadium | B— 1l B
#14 +t 90 X T3 /N1/G3 — Stadium lll A
#10 +t 100 X T3/N1/G2 - Stadium Il A
#3 +t 100 X T3 /NO/G2 - Stadium Il A/B
#12 th 95 X T3/N1/G3 - Stadium il A
#49 o+ 100 X T3
#64 ++ 100 X T3 /NV/G2 - Stadium Il A
#9 +t 70 X T1/N1/G2 - Stadium Il B
#17 ++ 20 X T3/N1/G2 - Stadium Il A
#38 ++ 90 X T3/N1/G2 - Stadium Il A
#1 ++ 80 X T2/N1/G2 - Stadium Il B
#22 + 70 X T2/NO/G3 - Stadium Il A/B
#32 - - X T3/IN1/G2-3 - Stadium Il A
Adf:o' #62 t %0 X T4/N2/G3 - Stadium Il C
#28 T 80 X T3/N1/G3 - Stadium Il A
#81 MAR 80 X T3/NO/G3 - Stadium Il B
#23 THE 60 X T3/N1/G3 - Stadium Il A
#74 - 0 X T3/NO/G3 - Stadium Il B
#30 - 0 X -
#24 * 20 X T2b/N3/G3 - Stadium lll C
#68 * 60 X T3/N1/G2 - Stadium Il A
#53 AN 9 X T4/N1/G2/M1 - Stadium IV

3.2.3 Zelltypisierung der OXR1 exprimierenden Zellen im lumanen Normalgewebe
und Tumorgewebe des Osophagus

Um zu zeigen, in welchen Zellen der OXR1 exprimistt wurden sequenzielle Gewebeschnitte mit
Antikérpern gegen Zytokeratin 19, Vimentin und OXRB&farbt und die Farbemuster verglichen.
Das Intermediar Filament Zytokeratin 19 (CK19) &h Marker fur Epithelzellen, wohingegen

Vimentin ein Marker fur das Bindegewebe (mesenchgrdallen) ist.

In Abb. 21 ist zu sehen, dass CK19 stark im Plefti¢hel des gesunden Osophagus und sehr stark in
den Zellen der Basalmembran exprimiert war. Der @X&igte ein &hnliches Farbemuster des
Plattenepithels (Abb. 21, Mitte), wobei die Zelldgr Basalmembran in der gezeigten Abbildung nicht
gefarbt waren. Der Vimentin-Antikorper farbte sebtark einzelne Bindegewebszellen des

Normalgewebes (Abb. 21, Mitte). Alle mitgeflihrtergddtivkontrollen, die nur mit den sekundéren
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Antikérpern inkubiert wurden, stellten sich als atyg dar (Abb. 21, obere Reihe). CK19 zeigte eine
starke Expression in den Tumorzellen des Plattémalgarzinoms des Osophagus (Abb. 21, untere
Reihe). Der OXR1-Antikorper farbte genau die gleithTumorzellen. Es entstand somit ein
identisches Farbemuster mit CK19 (Abb. 21, untezéh®. Dagegen zeigte die Farbung mittels des
Vimentin-Antikorpers, wie erwartet, eine moderatglfung des Bindegewebes, in das die ungefarbten
Tumorzellen eingestreut waren (Abb. 21, untere &eibDie negativen Kontrollen der Tumorgewebe

waren alle ungefarbt (nicht gezeigt).

OXR1 CK19 Vimentin

Negativkontrolle

Osophagus

PE-Ka. d. Osophagus

Abb. 21: Expression von OXR1, CK19, und Vimentin irhumanem Normalgewebe und
Plattenepithelkarzinom des OsophagusSerielle Kryoschnitte wurden mit dem OXR1-Antikorg8anta
Cruz), CK19 und Vimentin-Antikdrpern gefarbt undttais eines Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen.
Eine Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun. Negatitaien wurden ohne priméaren Antikdrper inkubiddte
Bilder wurden mit dem Axiophot (Zeiss) mit einerGtfachen VergréRerung aufgenommen. Expression von
OXR1, CK19, und Vimentin in humanem Normalgewebd Bfattenepithelkarzinom des Osophagus.
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3.2.4 OXR in humanen gastrointestinalen Tumorzelllinien -RNA-Ebene

Zur weiteren Expressionsanalyse sollte zunachHsRBA-Ebene geschaut werden, ob die Expression
des OXR1 auch in humanen Tumorzelllinien gefunderden konnte. Dies wéare ein weiterer Hinweis
auf die Erhaltung der Zielstruktur nach Entartungerschiedenen Tumorentitaten. Dazu wurde der
OXR1 auf mRNA-Ebene mittels einer quantitativen tZeh-PCR (TagMan) nachgewiesen.
Aus verschiedenen humanen Tumorzelllinien wurdeRN&A isoliert und die Qualitat und Quantitat
der RNA mit einem Bioanalyzer bestimmt.

Die Ergebnisse der quantitativen Echtzeit-PCR-AsmalyAbb. 22) zeigten unter den 6sophagealen
Zelllinien Kysel80, Kyse410, Kysel40 und OE33 elbepression des Rezeptors. Die hochste
Expression des Rezeptors war in der Kysel80-Turllloneezu verzeichnen. Im Fall der untersuchten
pankreatischen Zelllinien erwiesen sich alle untengen als positiv.Bei den kolorektalen
Tumorzelllinien konnte eine Expression des OXRHém Zellen CaCo2, HT-29, T84, SW480 und
620 und Colo205 und 320 nachgewiesen werden. Daligten die Linien Colo320 und 205 nur eine
geringe relative Expression. Die HCT116-, LS174iid DLD1-Zelllinien waren negativ.

Da der Ligand OXA sowohl an den OXR1- als auch @&iiR2-Rezeptor bindet, wurde zusatzlich die
Expression des OXR2 auf RNA-Ebene mit untersuchtk@&nte nur in Zellen Kysel40, Kyse520
und BxPc3eine Expression des OXR2 detektiert we(@aten nicht gezeigt). Alle anderen Zelllinien
zeigten keine Expression des OXR2.

10 -

10000000
=

2

¥ 1000000 T
QO

L.

X 100000
1]

S

& 10000 -
S

=

=~ 1000 -
o

T

= 100 -
o

A
I
—

1 -

[+)] ) Q (=] Q Q [52] (] (U] A b o] (=] — o | =+ (] =] (] (=]
nmos 23§48 FE 2888 gt gg
ol olr v 3 9 X | 5|8 =28 |2 B8||= v 22
g L 4 2 oo R - 219 © o0
¥ ¥ | ¥ | x & o0 T | -
=
dsophageale Tumorzelllinien pankreatische kolorektale Tumorzelllinien

Tumorzelllinien

Abb. 22: Relative Expression des OXR1 in humanen Taorzelllinien auf RNA-Ebene.
Die relative Genexpression wurde mit derCt-Methode ermittelt und grafisch dargestellt.
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3.2.5 Zellulare und Subzellulare Lokalisation des OXR1 inhumanen gastrointestinalen
Tumorzelllinien

Die im vorherigen Kapitel gezeigte RNA-Expressiatite nun auf Proteinebene mittels einer IF auf
den entsprechenden Tumorzelllinien weiter untesuerden. Hier beschaftigte mich die Frage, ob
die RNA auch in Protein translatiert wird und s@ dielstruktur in Form des Rezeptors auf
Proteinebene vorhanden ist. Als Kontrollzellliniamurden die Wildtyp Hek293a-Zellen als
Negativkontrolle und der OXR1-Klon als Positivkasite mitgefiihrt. Aul3erdem wurde von jeder
Zelllinie jeweils eine Negativkontrolle mit gefartatie nur mit dem sekundéren Antikdrper behandelt

wurde.

Die Ergebnisse zeigten, dass der OXR1-Antikérpedém Zellen des OXR1-Klons deutlich die
Zellmembranen anfarbte (Abb. 23). Dies entspriceindiiblichen Farbemuster fir GPCRs als
membranstandige Rezeptoren. Die Hek293a-WildtyfpeAelwelche als negative Kontrollzelllinie
diente, zeigten hingegen keine Féarbung, genausadigieNegativkontrollen, die ohne de®XR1
behandelt wurden (Abb. 23, Kontrollzelllinien, Ko).
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Abb. 23: Expression des OXR1 im OXR1-Klon, Hek293&VT-Zellen, kolorektalen Tumorzelllinien und
O0sophagealen TumorzelllinienZellen wurden fixierund anschlieRend mit dem Antikdrper gegen den OXR1
(Santa Cruz) inkubiert. Dieser wurde mittels Cy3&kmexten Esel--Ziege-Antikorpers gefarbt (rot). Die Bilder
wurden mit dem LSM mit einer 400-fachen VergrolRgranfgenommen. Als Negativkontrollen (Ko) wurden
die Zellen nur mit Puffer ohne OXR1-Antikérper irkart.

In Abb. 23 ist die Expression des OXR1 in versgareen kolorektalen Tumorzelllinien dargestellt.
Es konnte in HT-29, CaCo2 und Colo320 eine Farbuitglem OXR1-Antikdrper detektiert werden.
In allen Farbungen war eine Membranfluoreszenz elels. Die Colo205-Zellen zeigten keine

Farbung. Alle negativen Kontrollen waren nicht gbfa

In den 0Osophagealen Tumorzelllinien (Abb. 23) kenngine geringe Farbung mit dem
OXR1-Antikorper in Kysel40 und 410 erzielt werdBie Kysel80-Zellen zeigten eine sehr intensive
Immunfluoreszenzfarbung die membranstandig konsghtrwar. Hingegen wurde in den

Kyse520-Zellen keine Farbung detektiert. In denllidedn OE21 und OE33 konnte der OXR1
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ebenfalls mittels Immunfluoreszenz nachgewieserdereAbb. 23)Die Immunfluoreszenzfarbung
war teilweise membranstandig konzentriert. In ddal®Zellen wurde keine Farbung detektiert.

Alle Negativkontrollen waren ungefarbt exemplarigglzeigt an den Kyse180-Zellen.

Tab. 7 fasst die Ergebnisse der quantitativen BdRHPLCR und der Immunfluoreszenz nochmals
zusammen. Die quantitative Echtzeit-PCR erfasstéOXR1-Expression auf RNA-Ebene, wobei die
Immunfluoreszenzen das Vorhandensein des RezepibriBroteineben zeigten. In Tab. 7 ist gut zu
erkennen, dass beide Methoden in den jeweiligeltirdeh zu &hnlichen Ergebnissen fuhrten. War die
RNA des Rezeptors vorhanden, so war auch das Pratétels Immunfluoreszenz detektierbar.
Eine Ausnahme stellten die Colo205-Zellen dar. Esde eine geringe Kopienzahl des OXR1-
Transkripts mittels der quantitativen Echtzeit-PBRalyse aber keine OXR1-Proteinexpression mit
der IF in den Colo205-Zellen gezeigt. In Tab. 7 deudavon abgesehen, die Signalintensitaten der

Ergebnisse der jeweiligen Methoden aufzuzeigenzuneergleichen.

Tab. 7: Ubersicht der

Tumorentitat Zelllinie IF Tagman Expression des OXR1 in
Osophageales OE19 - - humanen Tumorzelllinien.
Adenokarzinom - OXR1 nicht detektiert; +
OXR1 detektiert; nd: nicht
OE33 + + durchgefiihrt

Osophageales OE21 + nd
Plattenepithelkarzinom

Kysel40 + +

Kysel80 + +

Kyse410 + +

Kyse520 - -
Kolorektales Karzinom HT-29 + +

Caco?2 + +

Colo205 - +

Colo320 + +
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3.2.6 Detektion des OXR1 im Mausmodell
3.2.6.1 Erhaltung der Expression im subkutanen Tumormodell

Die endogene Expression verschiedener Tumorzelflinisollte genutzt werden, um eine
Peptid-Rezeptor-Bindung im Mausmodell zu untersoaled so den OXR1 als Zielstruktur fur eine
gerichtete Tumortherapie bzw. -diagnostik weitercharakterisieren. Dazu musste als erstes geklart
werden, ob die Zielstruktur im Tumormodell erhalteleibt und somit frei zugénglich ist fur ihre
Liganden. Hierzu wurden zundchst Tumorzellen Jeestener Entitdten subkutan in Nacktmause
injiziert. Nach einigen Wochen wurden die Tumorégnemmen und Kryogewebeschnitte angefertigt,
die dann mittels der IHC-Methode mit dem OXR1-Aiitier gefarbt wurden. Um den Erfolg der
Farbung zu kontrollieren wurde immer ein Gewebestkimer humanen Tonsille mit gefarbt (nicht
gezeigt). Abb. 24eigt exemplarisch fir jede untersuchte Tumordntigi IHC-Farbung jeweils eines
subkutanen Tumors. Die Negativkontrollen waren efiéudpt hier exemplarisch am Kyse410-Tumor
zu sehen bzw. wiesen eine leichte Hintergrundfégbauf, exemplarisch am Kysel80-Tumor zu
sehen (Abb. 24, Ko). Der subkutane KyselB80-Tumagsweine starke, meist membranstandige
Farbung der Tumorzellen auf. Jedoch war in der Ngmtrolle eine leichte Hintergrundfarbung zu
sehen. Der Kyse410-Tumor zeigte ebenfalls einelideat Farbung, die jedoch nicht so intensiv

ausfiel verglichen mit dem Kyse180-Tumor.
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Kysel80 Kysel80 OE33
Ko

Kyse410 Kyse410 OE19
Ko

MiaPaca2 BxPc3 HT-29

Abb. 24: Expression des OXR1 in subkutanen TumorerKryoschnitte der entnommenen Tumore wurden mit
dem OXR1-Antikdrper (Santa Cruz) geféarbt und mitteihes Avidin-Biotin-Komplexes nachgewiesen.

Eine Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun. Die Bildlarden mit dem Axiophot (Zeiss) mit einer 200-fanh
Vergré3erung aufgenommen. Die Negativkontrollen)(iarden ohne den primaren AK inkubiert.

Die Farbung eines OE19-Tumors (Abb. 24) mit dem Q@>RRtikdrper wirkte unspezifisch und
diffus. Der OE33-Tumor (Abb. 24) zeigte eine starkgtoplasmatische Farbung einzelner
Tumorzellen sowie eine leichte Farbung der exttalzeen Matrix. Die Negativkontrolle wies keine

Farbung auf.

Die Abb. 24 zeigt aulBerdem einen Tumor generierttelai MiaPaca2-Zellen, BxPc3- und
HT-29-Zellen. Der MiaPaca2-Tumor zeigte ahnlich wibe OE33-Tumore teilweise stark
zytoplasmatisch gefarbte einzelne Zellen. Hingegear bei dem BxPc3-Tumor teilweise eine
Farbung der Membranen einzelner Tumorzellen zurseBe zeigten jedoch beide Praparate eine
diffuse unspezifische Hintergrundfarbung, obwohé diegativen Kontrollen nicht gefarbt waren.
Die HT-29-Zellen des subkutanen Tumors waren sehin faber kraftig gefarbt. Auch die

HT-29-Zellen des subkutanen Tumors zeigten keimbuféy der Negativkontrolle.
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3.2.6.2 NIR-Detektion der OXR1-Expression im subkutanen dumodell

AbschlieRend sollte die Bindung des fluoreszenzmmadn OXA in subkutanen und orthotopen
Tumormodellen unterschiedlicher Entitédten unterswelrden. Diese Versuche sollten Aufschluss
daruber geben, ob die Verwendung des OXR1 alstdi&tsr fur eine gerichtete Diagnostik und

Therapie geeignet ist. Hierzu wurden Kysel80-, B¥T-@nd MiaPaca2-Zellen subkutan in beide
Flanken der Nacktmause inokuliert bzw. wurden it &er kolorektalen Tumorzelllinie HT-29 auch

drei orthotope Tumormodelle untersucht. Nach unteesllichen Wachstumszeiten (deutliche
Tumorbildung) wurden den Tieren das OXA-IDCC in&gaiis verabreicht und zu unterschiedlichen

Zeitpunkten die Fluoreszenzintensitaten mittelsNI&F-Bildgebung gemessen.

Nach OXA-IDCC-Injektion wurde die Fluoreszenzintig@snach 10 min, 30 min, 1 h, 2 h und 20 h

gemessen.

A) B)

Abb. 25: Fluoreszenzbildgebung einer
Kysel80 A) und einer HT-29 B)
tumortragenden Nacktmaus.
Falschfarbendarstellungd) In vivo
Fluoreszenzbildgebung nach i.v. Applikation
von OXA-IDCC (1 nmol/kg). Dorsale Ansicht,
B) In vivo und Ex vivoFluoreszenzbildgebung

nach i.v. Applikation von OXA-IDCC (1 nmol/kg) bzwDCC. Ventrale Ansicht, Tumore sind mit Pfeilen
angedeutet. Mit freundlicher Genehmigung von Dir&8chulz und Cordula Dierkes.

Es zeigte sich bei diesen Experimenten nur jeweifs mit Kysel80- und HT-29-Tumorzellen
induzierter Tumor positiv (Abb. 25). Die starkstéudreszenz-Anreicherung im Kysel80-Tumor
(Pfeil) wurde 10 min nach Injektion detektiert, dah nahm die Fluoreszenz in den Tumoren stetig
ab. Nach 2 h war die gemessene Fluoreszenz Ubdiiefagerteilt und stark zurtickgegangen. Der mit
HT-29 Zellen generierte orthotope Tumor zeigtevivo nach 1-2 h post Injektion von OXA-IDCC
eine starke Konzentration des OXA-IDCC im Tumor beoder restliche Korper keine Anreicherung
des OXA-IDCC zeigte. Die oben rechts in Abb. 25 B erkennbare, Peritoneal-Metastase konnte

ex vivomitttels der Fluoreszenz detektiert werden. Gemagsgte der Tumor im Darmx vivoeine
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OXA-IDCC-Anreicherung (Abb. 25 B unten rechts) Yfargleich zur Kontrolle mit freiem Farbstoff
IDCC (Abb. 25 B unten links).

Eine Zusammenfassung Uber alle untersuchten Tumarel deren Signal in der

Fluoreszenzbildgebung nach Applikation des fluoregmarkierten OXA ist in Tab. 8

zusammengefasst. Insgesamt wurden zehn Nacktmauskeri NIR-Fluoreszenzbildgebung nach
OXA-IDCC-Injektion untersucht. Hiervon zeigten siegtvei positiv (Abb. 25). Ein Kysel80-Tumor

und ein HT-29-Tumor konnten mittels der NIR-Flu@eszbildgebung innerhalb der ersten zwei
Stunden nach OXA-IDCC Applikation detektiert werd&einer der zwei MiaPaca2-Tumoren wurde
mit der NIR-Bildgebung detektiert (Tab. 8).

Maus Tumor Lokalisation | Signal Signal Tab. 8: Ubersicht der
in vivo ex vivo Fl_uoreszenzblldgebung
mit OXA-IDCC

#490 Kysel80 subkutan + nd

#496 Kysel80 subkutan - nd

#498 Kysel80 subkutan - nd

#492 HT-29 subkutan - nd

#493 HT-29 subkutan - nd

#550 HT-29 orthotop - -

#554 HT-29 orthotop - -

#540 HT-29 orthotop + +

#527 MiaPaca2 subkutan - nd

#529 MiaPaca2 subkutan - nd
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3.3 Funktion des OXR1

Im folgenden Abschnitt der Arbeit wurde die Funktides OXR1 auf zellulare Effekte in
verschiedenen Tumorzelllinien untersucht. Dazu worchumane Tumorzelllinien verschiedener
Entitdten nach Inkubation mit dem OXR1-Liganden OXaAtersucht. Bei diesen Untersuchungen
stand die Frage nach den OXA induzierten Effekteden Tumorzellen im Mittelpunkt, welche auf
eine Funktion des Rezeptors in den Tumorzellenied®dh lassen wirde. In der Literatur sind
unterschiedliche Effekte von OXA beschrieben, woldeé meisten Untersuchungen hierzu in
rekombinanten Systemen durchgefihrt wurden. Im dfalgn sollten vor allem die endogenen

Funktionen untersucht und mit einem Uberexpressimtem verglichen werden.

3.3.1 Zellulare Liganden-Effekte
3.3.1.1 Einfluss von OX auf die Proliferation und Apoptasdhumanen Tumorzelllinien

Zunachst war der funktionelle Einfluss von OXA alié Proliferation und die Apoptose zu klaren.
Hierzu wurden die 6sophagealen Tumorzelllinien &4 h bzw. 96 h mit OXA inkubiert, um
anschlielend die Wachstumsrate tber 72 h zu emmitt@ls Positivkontrolle diente hier
Komplettmedium (10 % FCS), als Negativkontrolle ndée Minimalmedium (0,5 % FCS).
Die unterschiedlichen Konzentrationen an OXA wurdierMinimalmedium (0,5 % FCS) auf die
Zellen gegeben. Die Positivkontrolle sollte denolgfdes Experiments kontrollieren. Sollte OXA
proliferationsfordernd wirken, war ein signifikantAnstieg der Wachstumsrate im Vergleich zur

Negativkontrolle zu erwarten.

In Abb. 26 ist der Einfluss von OXA auf das Zellagtum innerhalb von 72 h in verschiedenen
O0sophagealen Tumorzelllinien zu sehen. Es ist Bigffadlass nur in den OE21-Zellen, OE33-Zellen
und Kyse520-Zellen eine signifikant hohere Wachstate in der Positivkontrolle mit 10 % FCS
erzielt werden konnte. Alle anderen untersuchterilidien zeigten keine Beeinflussung des
Zellwachstums durch die Verminderung des FCS-Asiteil Medium. Die Abbildung zeigt, dass in
keiner untersuchten Zelllinie eine OXA vermitteheranderung der Wachstumsrate festgestellt

werden konnte.
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Abb. 26: Einfluss von OXA auf die Wachstumsrate in
verschiedenen ésophagealen Tumorzelllinien.
Wachstumsrate tber 72 h (Zellzahlen nach 96 h dietlhahlen
nach 24 h) mit und ohne OXA. Zellen wurden fixienif Dapi
gefarbt und die Zellzahl mittels des IN-Cell-Anadyz.000
ermittelt. Ergebnisse gezeigt als Mittelwerte + 83 2.

Die statistische Auswertung erfolgte mit einem AN®Vest bei
einem Signifikanzlevel von = 0,05 % (P < 0,05 *, P < 0,01 **,
P < 0,001 ***vsneg. Ko).

Der Einfluss von OXA auf die HT-29-Zellen wurde guind des bestehenden
Publikationshintergrundes etwas eingehender urdbtsuBei diesen Experimenten wurde eine
zusatzliche Apoptosekontrolle mitgefihrt, um sicustellen, dass die Darstellung apoptotischer
Zellen mit dem Methodenspektrum erfolgreich ware Bipoptoseinduktion erfolgte hier mittels des
Tumornekrosefaktors (TNF ) und Cycloheximid (CHXx).
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Abb. 27: Einfluss von OXA und OXB auf die Zellzahl& in HT-29.

Zellen wurden tber 48 h mit Komplettmedium (pos) Kut und ohne
OXA, OXB und TNF + CHx (Apoptose) behandelt. Nach 48 h wurden
die Zellen fixiert, mit Dapi gefarbt und Zellzahlemittels des
IN-Cell-Analyzer 1000 ermittelt. Ergebnisse gezeilst Mittelwerte + SD
von mindestens zwei unabhéngigen ExperimentenSRitistische
Auswertung erfolgte mit einem ANOVA Test bei ein&ignifikanzlevel
von =0,05% (P<0,05* P <0,01*, P <0,001 *%pos. Ko).

Die Abb. 27 zeigt die Zellzahlen bezogen auf dissifRckontrolle (Komplettmedium) nach 48 h
Wachstum mit und ohne OXA und B bzw. Apoptosstirtaren. Es ist eine signifikante Erniedrigung
der Zellzahlen nach 48 h mit TNFund CHx zu beobachten gewesen, hingegen konntelsnit
Inkubation von OXA und OXB kein Effekt auf die Zalhlen gezeigt werden.
Um diese Beobachtung, die der Literatur entgeghhsteeiter zu unterstitzen, wurde der Effekt von
OXA und OXB auf die HT-29-Zellen mittels einer waién Methode untersucht.
Der stabil transfizierte OXR1-Klon und die HT-29Hée wurden tber 48 h mit und ohne OXA, OXB
und den Apoptosinduktoren inkubiert, fixiert undttelis einer Farbung mit Propidiumiodid (PI) im
Durchflusszytometer auf den Zellzyklus und die Ajege hin untersucht. Die apoptotischen Zellen
besitzen, wegen der mit der Apoptose einhergeheBdéi-Fragmentierung, weniger DNA als den

einfachen Chromosomensatz (G1-Phase) (2.2.3.2.).

Abb. 28: Einfluss von OX auf den Zellzyklus und dieApoptose in HT-29-Zellen und dem OXR1-Klon.
Zellen wurden Uber 48 h mit Komplettmedium mit withe OXA, OXB und TNF + CHx behandelt.

Nach Fixierung wurden die Zellen mit Propidiumiodiefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.

TNF + CHx zeigen eine Apoptoseinduktion, wohingegen@X keinen Einfluss auf die Apoptose und den
Zellzyklus haben. Ergebnisse gezeigt als Mittelerer'SD von mindestens zwei unabhéngigen Experimente
Die statistische Auswertung erfolgte mit einem AN®Vest bei einem Signifikanzlevel von= 0,05 %

(P <0,05* P <0,01* P <0,001 *ysKontrolle (griin)).

In beiden Zelllinien ist ein signifikanter Anstiegoptotischer Zellen mit TNFund CHx zu erkennen

gewesen im Vergleich zur Kontrolle (Komplettmediu(griin)) (Abb. 28). Im Zuge dieser

Apoptoseinduktion war eine signifikante Abnahme detlen in der G1-Phase und im Falle des
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stabilen OXR1-Klons auch in der S-Phase zu detektiieDie HT-29 waren unempfindlicher
gegenuber der Apoptosestimulation mit TNiind CHx als der stabile OXR1-Klon. Die HT-29-Zelle
zeigten im Mittel nur 35 % apoptotische Zellen, wgjegen in 77 % der Zellen des stabilen
OXR1-Klons Apoptose induziert wurde (Anhang Tab).1Rie mit OXA und OXB behandelten
Zellen zeigten in beiden untersuchten ZellliniemkeZu- oder Abnahme an apoptotischen Zellen im
Vergleich zur Kontrolle (Komplettmedium (grtin)) (Bb28 und Anhang Tab. 12). Genauso sind keine
nennenswerten Unterschiede der prozentualen Z#dizah Bezug auf die Kontrolle (griin) in den
Zellzyklusphasen zu verzeichnen gewesen (Abb. 28 Anhang Tab. 12). Es sind in beiden
Zelllinien ca. 60 % der Zellen in der G1-Phase%2# der S-Phase und um die 10 % in der G2-Phase
(Anhang Tab. 12). In beiden untersuchten Zellliniemmnte keine OXA bzw. OXB induzierte
Apoptose ermittelt werden. Weiter konnte auch Keimfluss beider Peptide auf den Zellzyklus der

untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden.

3.3.2 OXR1l-vermittelte Signaltransduktion

Es konnten in keiner der untersuchten Zellliniegngikante Effekte von OXA und OXB auf die
Proliferation und Apoptose gezeigt werden. Obwahhach Literaturangaben solche geben sollte und
im ersten Teil meiner Arbeit das Vorhandensein Begeptors auf Proteinebene bestatigt und mit
RNA-Daten verifiziert werden konnte. Diese Fakteithrfen unweigerlich zu der Frage der
OXR1-vermittelten Signaltransduktion. Um die vetalie Signaltransduktion und somit die
Funktionalitat des OXR1 zu zeigen, wurde zunachsiKdpplung des Rezeptors an unterschiedliche

G-Proteine untersucht.

3.3.2.1 G-Protein-Kopplung des OXR1 in humanen Tumorzediin

Der OXR1 koppelt hauptséachlich tGber das,®rotein direkt an den iFSignaltransduktionsweg.
Die Kopplung eines Rezeptors Uber &Proteine |6st in der Zelle eine Signaltransduktaurs, die
eine C&-Mobilisierung Uber 1P verursacht. Diese Erhéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration ist mittels eines kalziumséwsn Farbstoffes zu messen. Es sind jedoch auch
G « und G ;-Kopplung des Rezeptors bekannt. Die Kopplung ap &d G ;-Proteine I6st Gber eine
Signalkaskade eine Erhéhung @ bzw. eine Erniedrigung (@ der intrazellularen

cAMP-Konzentration aus.
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Ca**-Mobilisierung - G |
Zunachst wurde der OXR21-Klon im Vergleich zu deidiyp Hek293a-Zellen auf den Anstieg an
intrazellularem Kalzium getestet und eine Konzdigrswirkungskurve erstellt, mittels der die

halbmaximale Wirkkonzentration (E&Werte) bestimmt werden konnte.

A) Abb. 29: Konzentrations-
Wirkungsbeziehung der
Ca”*-Mobilisierung nach
Stimulation mit aufsteigenden
Konzentrationen von OXA.

A) C&*-Mobilisierung nach
Stimulation des stabilen
OXR1-Klons und der Hek293a
WT Zelllinie mit zyOXA.

Der OXR1-Klon zeigt einen
konzentrationsabhéngige
c&*-Mobilisierung mit einer
ECsovon 13 nM im Vergleich
B) zur Hek293a WT Zellline.

B) C&"Mobilisierung nach
Stimulation mit linearem (lin)
und zyklischem (zy) OXA ohne
und mit IDCC im stabilen
OXR1-Klon. Die funktionelle
Aktivitat der verschiedenen
Varianten des OXA ist
vergleichbar. Ergebnisse gezeigt
als Mittelwerte £ SDn =3

(je Duplikate).

Die Abb. 29 A zeigt Konzentrationswirkungskurvensdgabil transfizierten OXR1-Klons und der
Ursprungs-Wildtyp-Zelllinie Hek293a. Das zyklisc@XA zeigte im Klon eine halbmaximale
Wirkung bei ca. 13 nM. Die Wildtyp-Zellen Hek293aigten keinen Anstieg des intrazellularen
Kalziumspiegels nach OXA-Applikation.

Es wurde aul3erdem untersucht, ob das native ziklis©OXA mit zwei Disulfidbricken (zyOXA)
oder das reduzierte lineare OXA (IinOXA) eine ssigkfunktionelle Aktivitat zeigt. Zunachst wurde
die Aktivierung der C#-Mobilisierung des linOXA mit dem zyOXA im OXR1-Kio verglichen
(Abb. 29 B). Hierbei konnte festgestellt werdensglaie zyklische Variante des OXA einen etwas
starkeren Effekt auf die GaMobilisierung ausiibte als die lineare Variantee Dialbmaximale
Wirkungsdosis des linOXA lag bei ca. 19 nM im Veigh zur oben erwéhnten Eles zyOXA von

13 nM. Da auch mit der fluoreszenzmarkierten Vdgates Peptids gearbeitet werden sollte, musste
die Frage geklart werden, ob die Markierung mit ddahinfrarot-Fluoreszenzfarbstoff IDCC die
Aktivitat der Peptide beeinflusst. In Abb. 29 B d&imlazu im Vergleich die Versuche mit der
fluoreszenzmarkierten Varianten zu sehen. Es konB@&-Werte von 23 nM fir das zyOXA-IDCC

und 88 nM fir das linOXA-IDCC im stabilen OXR1-Klogrmittelt werden. Das zyklische OXA
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zeigte demnach nur geringe AktivitatseinbuRen ingegbeatz zum [INOXA. Fur alle folgenden

Versuche wurde aufgrund dieser Ergebnisse das zy@xX&endet.

Nachdem der OXR1-Klon eine @Kopplung zeigte, die mittels der intrazellularen
Cc&*-Mobilisierung nachgewiesen werden konnte, wurdiEndsophagealen Tumorzelllinien sowie
der stabile OXR1-Klon auf eine €aMobilisierung nach OXA-Applikation untersucht. Eeurde
jeweils eine Positivkontrolle (griin) mitgefuhrigdaus einer Mixtur verschiedener Peptide bestand,
sowie eine Negativkontrolle (schwarz), welche aussere Pufferlésung ohne Peptide bestand.
Die detektierte und anschlieRend normierte inttalzge C&*-Mobilisierung wurde jeweils auf die
Positivkontrolle (grtin) bezogen (2.2.3.3.).

Abb. 30: C&"Mobilisierung nach OXA-Applikation. Die 8sophagealen Zelllinien zeigten im Gegensatz zu

dem stabilen OXR1-Klon und den HT-29-Zellen keirg‘@obilisierungnach OXA-Applikation. Ergebnisse

gezeigt als Mittelwerte £ SD n = 2 (je DuplikatB)e statistische Auswertung erfolgte mit einem AN®Vest

bei einem Signifikanzlevel von= 0,05 % (P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001 *$Puffer (schwarz)).

Die statistische Auswertung zeigte eine signifikaBirhdhung des intrazellularen Kalziumspiegels

nach Gabe der Positivkontrolle (gruin) aller Zeléim Nach OXA-Gabe (grau) kam es lediglich in den

Zellen des OXR1-Klons und in den HT-29-Zellen zuneen signifikanten Anstieg der
78



Ergebnisse

Cc&*-Mobilisierung. Damit waren die kolorektalen HT-Z&morzellen die einzige native Zelllinie, die
einen Kalziumanstieg im Zytosol nach OXA-Induktiareigte. Dieser Anstieg war jedoch nur bei

hohen OXA-Konzentrationen wie 500 nM zu erfassen.

Regulation der zellularen cAMP-Konzentration - G ¢

Im Folgenden wurde eine mogliche &opplung in allen 6sophagealen Tumorzelllinienmde
stabilen OXR1-Klon und den HT-29-Zellen untersudfierzu wurden die Zelllinien fur 30 min mit
verschiedenen OXA-Konzentrationen (grau), 10 pM skolin als Positivkontrolle (griin) und
Pufferlosung als Negativkontrolle (schwarz) beh#ndaschlielRend wurde die cAMP-Produktion in
Prozent bezogen auf die Positivkontrolle Forskg¢gnin) bestimmt. Forskolin aktiviert direkt die

Adenylylzyklasen, was unmittelbar zur Erhdhung inésizellularen cAMP fihrt.

Abb. 31: Anstieg des zytoplasmatischen cAMP-Spiegehach OXA-Applikation. Au3er den Kyse180- und
Kysel140-Zelllinien reagiert keine weitere untergachelllinie mit einem Anstieg der zytoplasmatiseche
cAMP-Konzentration auf OXA. Ergebnisse gezeigtMittelwerte £+ SD n = 3 (je Duplikate). Die statsthe
Auswertung erfolgte mit einem ANOVA Test bei ein&ignifikanzlevel von = 0,05 % (P < 0,05 *,

P < 0,01 ** P < 0,001 ***vsPuffer (schwarz)).
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In den Grafiken in Abb. 31 ist die cAMP-Produktidir die verschiedenen Zelllinien in Prozent
bezogen auf die Positivkontrolle (griin) aufgetrag&er in Abb. 31 gezeigte Anstieg der
intrazellularen cAMP-Konzentration nach Forskolimdibation war in allen gezeigten Zelllinien
signifikant. Einen Anstieg der cAMP-Konzentratiorach OXA-Applikation (grau) war in den
Kyse140- und 180-Zellen zu detektieren. Die KyseZ8Den zeigten eine signifikante Erhdhung des
CAMP-Spiegels nach Applikation von 500 nM OXA. Dmeedrigeren Konzentrationen an OXA
fuhrten nicht zu einem Anstieg der cAMP-Konzentmtilm Fall der Kyse140 war bei der mittleren
(50 nM) Konzentration an OXA eine signifikante Enlning der cAMP-Konzentration zu verzeichnen.
Die Kyse410 und 520 zeigten keinen signifikanterstfag der intrazellularen cAMP-Konzentration
nach OXA-Gabe.

In den OE-Zelllinien, den HT-29-Zellen und dem OXRIbn waren keine signifikanten Anstiege der
cAMP-Konzentration nach OXA-Gabe zu verzeichnerdigkch die positiven Kontrollen l6sten in

allen untersuchten Zelllinien signifikante Erhohengler cAMP-Produktion aus.

Regulation der zellularen cAMP-Konzentration — G |

Mit dem gleichen cAMP-Kit ist es moglich, eine Erdrigung des cAMP-Spiegels zu bestimmen, was
auf eine G;-Kopplung des Rezeptors weist. Eine Erniedrigungdwintersucht, indem zunachst die
Zellen mit OXA inkubiert und anschlieRend mit Faybk stimuliert werden. Liegt eine GKopplung
des Rezeptors vor, ist der Anstieg der intrazatl&AMP-Konzentration in der Probe mit vorheriger
OXA-Inkubation signifikant niedriger im Vergleichuzeiner positiven Kontrolle nur mit Forskolin.
Um keine Effekte zu verlieren, wird diese Unterauwd normalerweise bei der &donzentration
von Forskolin durchgefuihrt, die fir jede Zelllinieinzeln bestimmt werden muss. Von der
Bestimmung der E& von Forskolin wurde jedoch erst einmal abgesebBésser Versuch wurde bei
einer Standardkonzentration von 5 uM Forskolindile Zelllinien durchgeftihrt, um evtl. Tendenzen
einer Erniedrigung des cAMP-Spiegels zu beobacht@iversprechende Zelllinien wurden dann im

Einzelnen genauer untersucht.
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Abb. 32: Reduktion des zytoplasmatischen cAMP-Spieds nach OXA-Applikation vor und wéhrend der
Stimulation mit Forskolin. Eine Reduzierung der intrazellularen cAMP-Konzatidn nach
Forskolin-Stimulation zeigen nur die OE33-Zelleig Hysel140-Zellen zeigen nach OXA und
Forskolin-Applikation eine Erhdhung des cAMP-Spisge Vergleich zur Stimulierung nur mit Forskolin.
Ergebnisse gezeigt als Mittelwerte £ SD n =3 (jplikate). Die Statistische Auswertung erfolgte piiiem
Paired tTest bei einem Signifikanzlevel vor= 0,05 % (P < 0,05 *, P < 0,01 **, P < 0,001 ***).

Die Abb. 32 zeigt fiir alle Osophagus-Zelllinien digMP-Produktion mit Forskolin allein sowie mit
OXA und Forskolin zusammen (OXA+Forskolin). Die Klg0-Zellen zeigten eine unerwartete
signifikante Erhdhung des cAMP-Spiegels nach OXAsskolin-Inkubation im Vergleich zur
einfachen Stimulierung mit Forskolin, die jedochhrsaiedrig war. Bei allen anderen gezeigten
Kyse-Zelllinien konnten keine Veranderungen der dARroduktion beobachtet werden (Abb. 32).
Die cAMP-Reduktion nach OXA+Forskolin-Stimulierutiy den OE-Zelllinien war bei den OE19-
und OE21-Zellen nicht signifikant. Jedoch zeigtém @E21-Zellen eine Tendenz zur Reduktion des
intrazellularen cAMP nach OXA-Gabe im Vergleich &orskolin-Stimulierung. Die Reduktion der
cAMP-Konzentration nach OXA-Applikation war in déDE33-Zellen signifikant. Der OXR1-Klon
zeigte keine Erniedrigung des cAMP-Spiegels undits&aine G ;-Kopplung des OXR1 in diesen

Zellen.

Die Reduktion der cAMP-Produktion nach OXA-Stimigat konnte in OE33- und in OE21-Zellen
gezeigt werden, wobei nur die Reduktion in den OGE8Ben signifikant war. Dieser Effekt wurde
daraufhin detaillierter untersucht. Hierfir war dohst die Bestimmung der ECflr Forskolin

notwendig. Es wurde eine Konzentrations-Wirkungs&uitur Forskolin mit OE33, OE21 und dem
OXR1-Klon erstellt. Anhand der entstandenen Konatiwinskurve und einer mitgefuhrten

Standardkurve konnten die &NVerte ermittelt werden.
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A) Abb. 33: A) Konzentrationskurve fir
Forskolin auf den cAMP Spiegel. B)
Konzentrationskurve fir OXA bei
der jeweiligen EGgo von Forskolin auf
den cAMP-Spiegel.

A) Anstieg der cAMP-Konzentration
nach ansteigender Forskolin
Applikation. Mit einer E von 3,5 nM
in den OE33-Zellen, E&gvon 4 nM
OE21-Zellen und E§ vonl nM
OXR1-Klon. Ergebnisse gezeigt als
B) Mittelwerte £ SEM n=1

(je 4 Replikate).

B) In beiden untersuchten Zelllinien ist
keine konzentrationsabhangige
Reduktion des cAMP-Spiegels zu
detektieren. Ergebnisse gezeigt als
Mittelwerte + SEM n =3

(je 4 Replikate).

Abb. 33 A zeigt die Konzentrations-Wirkungskurveirr fForskolin in OE33, OE21 und den
OXR1-Klon. Fir den OXR1-Klon wurde eine gGron ca. 1 nM ermittelt. Die EgWerte fur die
OE33- und OE21-Zellen liegen bei ca. 3,5 und 4 nM.

Es wurden drei unabhangige Konzentrations-Wirkunggn mit OXA bei der jeweiligen Egfur
Forskolin untersucht (Abb. 33 B). Die Abb. 33 B igtedie cAMP-Produktion der OE21- und
OE33-Zellen nach OXA und Forskolin-Inkubation. Dgestrichelte Linie zeigt die maximale
cAMP-Produktion bei der Eg fur Forskolin. Alle gemessenen Punkte, die unterliéeser 100 %
liegen, zeigen eine Reduktion des cAMP-Spiegels sowhit eine Gi-Kopplung des OXR1 an.
Wie in der Abb. 33 B zu sehen ist, schwanken diaagsenen Werte um die 100 % unabhangig von
der OXA-Konzentration. Demnach konnte keine OXA-Kentrationsabhéngigkeit einer Reduktion
bzw. eines Anstiegs der cAMP-Konzentration in de&20, OE33-Zellen und dem stabilen

OXR1-Klon (Daten nicht gezeigt) nachgewiesen werden
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3.3.2.2 OXR1-vermittelte -Arrestin-Signalwege in humanen Tumorzelllinien

Veranderungen des Zytoskeletts aufgrund von Signatinsduktion - BIND

Um eine Funktionalitit des endogenen OXR1 in unteesllichen Zelllinien unabhéngig von
G-Kopplung zu untersuchen, wurde die BIND®-Techg@o(Biomolekulare Interaktions-Detektion)
benutzt. Dies ist eine markierungsfreie Detektiogitiode, die die Summe der zellularen Antworten
nach GPCR-Stimulierung misst. Dieses System igeinLage, jegliche Rezeptoraktivitat abzubilden,
die aufgrund einer Peptid-Rezeptor-Bindung induzierd. Als Positivkontrolle diente ein Peptidmix
aus ATP, Carbachol, Neurotensin und Bradykinin. d&n Negativkontrollen wurde nur der
Inkubationspuffer appliziert. Die Antwort auf 500Mndes zyklischen OXA wurde Uber 60 min
untersucht. Die Rohdaten wurden normiert (maximddételwert der positiven Kontrollen) und die

Mittelwerte dreier unabhangiger Versuche Uber diit Zufgetragen.

Abb. 34: Zeit-Zellantwort-Kurven in Osophagus-Zelllinien, HT-29-Zellen und dem OXR1-Klon nach
OXA-Applikation. Positivkontrolle (griin), Negativkontrolle (schwar@XA (grau). Ergebnisse gezeigt als
Mittelwerte £ SEM, n = 3 (je 4 Replikate).

In allen in der Abb. 34 dargestellten Zellliniennkde eine deutliche Antwort auf die Positivkonteoll
(grain) induziert werden. Der Kurvenverlauf nach Bggion des OXA (grau) unterschied sich jedoch
nicht zu dem der negativen Pufferkontrollen (sclajaEs konnte keine signifikante Antwort auf

OXA mit dem BIND-System in Osophagus-Zelllinien udén HT-29-Zellen gemessen werden.
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Die OE33-Zellen, OE19-Zellen und der stabile OXRb#Kzeigten eine etwas erhtéhte Antwort nach
OXA-Applikation im Vergleich zur negativen Kontrell Die statistische Auswertung (ANOVA Test)

am Zeitpunkt t = 60 min ergab jedoch, dass diekéliting in keiner Zelllinie signifikant war.

Aufnahme des Liganden in die Zelle — Internalisierng

Ob ein GPCR funktional ist, kann auch durch dieednalisierung des Peptid-Rezeptor-Komplexes
nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde dierialisierung des fluoreszenzmarkierten OXA
(OXA-IDCC) untersucht. Hierzu wurden OXR1 transiettansfizierte Hek293a-Zellen, der
OXR1-Klon, Hek293a WT-Zellen sowie Kyse- und OE{grlmit dem OXA-IDCC und Kontrollen
(2.2.3.6.) 30 min inkubiert. Die Zellen wurden dniggf3end fixiert und unter dem LSM analysiert.

Die Abb. 35 zeigt die Internalisierung des OXA-IDCB) und C) und die Verdrangung des
OXA-IDCC mit dem unmarkierten OXA A) in verschiadm Zelllinien.

Die OXRL1 transient transfizierten Hek293a-Zelleigtan, wie erwartet, eine intensive Fluoreszenz
einzelner Zellen (Abb. 35 B und C). Die Lokalisatider Fluoreszenz war schwer zu bestimmen;
sie schien sich in den Zellen und an der Membrakanzentrieren. In den Kontrollen (ungefarbt,
IDCC und Kontrollpeptid Chem9sc-IDCC) war keine é¢ileszenz zu detektieren (nicht gezeigt).
Die Verdrangung des OXA-IDCC mit dem unmarkiertedAO(Abb. 35 A) zeigte eine sehr geringe
Fluoreszenz. Diese Beobachtungen fiihrten zusammederz Annahme einer spezifischen Bindung
des OXA-IDCC an den OXR1 und einer teilweisen Imddisierung des OXA-IDCC. In dem stabilen
OXR1-Klon war eine Fluoreszenz nach OXA-IDCC Inkiia detektierbar (Abb. 35 B und C) die
mittels des unmarkierten OXA verdrangt werden kenitbb. 35 A). Die Fluoreszenzintensitat war
geringer im Vergleich zu den OXR1 transient transften Hek293a-Zellen, und das Farbemuster war
ein anderes. Es waren fluoreszierende Punkte znseéle sich in allen Zellen befanden. Diese Art
von Fluoreszenzmuster wies auf eine vollstandigertalisierung des OXA-IDCC hin, welches
zusammen mit dem Rezeptor in Endosomen konzenwiedt Diese fluoreszierenden Vesikel waren
in jeder Zelle zu sehen, was bei einer stabilenlidiel auch zu erwarten ist. Die Kontrollen
(ungeféarbt, IDCC und Chem9sc-IDCC) des OXR1-Klonsrem negativ (nicht gezeigt), was eine
spezifische Bindung vermuten lie. Zusammenfassestd zu sagen, dass alle gemachten
Beobachtungen auf eine spezifische OXR1 vermittigiternalisierung des OXA-IDCC-Komplexes
im OXR1-Klon hinweisen. Das gleiche Muster der Bxpente wurde bei Hek293a-WT-Zellen
angewendet. Diese zeigten zwar einige Fluoreszgmaisi B). In der Uberlagerung mit dem
Durchlicht C) war jedoch eindeutig zu erkennensdiiese Fluoreszenz aufl3en an den Zellen zu haften
schien. Diese scheinbar unspezifische Bindung d&s-IDCC liel? sich genauso verdrangen A). Alle
anderen Zelllinien wurden auch auf Internalisierudes OXA-IDCC untersucht, hier in Abb. 35
exemplarisch dargestellt die Kysel80-Tumorzelllinide Kysel80-Zellen, wie auch alle anderen
Kyse- und OE-Zellen zeigten eine ganz schwache rédzenz nach OXA-IDCC-Inkubation

(Abb. 35 B und C) Sie war jedoch nicht sichtbarchklerbar mit dem nichtmarkiertem OXA.
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Diese Immunfluoreszenzen waren aufgrund der schevaétiuoreszenz und der Sensitivitatsgrenze

des LSM nicht auswertbar.

A) OXA+OXA-IDCC B) OXA-IDCC C) OXA-IDCC

HEK WT Stabiler OXR1- Klon Transient OXR1- HEK

Kysel80

Abb. 35: Internalisierung von OXA-IDCC. Nach einer 30-minitigen Inkubation mit OXA-IDCQukden die
Zellen fixiert und anschlieBend mit einer 400-wctVergrofRerung am LSM aufgenommen. A) Verdréangung
des OXA-IDCC mit unmarkiertem OXA. B) und C) OXA-IL. Es ist eine Internalisierung des OXA-IDCC in
die OXR1 transient transfizierten Hek293-Zellen atedn OXR1-Klon zu sehen, die mit dem OXA verdréngt
werden kann.
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Um die Aufnahme des OXA-IDCC sensitiver beobaclaekonnen, wurden durchflusszytometrische
Analysen durchgefiihrt. Mehrere Osophaguszellliniéa HT-29-Zelllinie als exemplarisches Beispiel
einer kolorektalen Tumorzellline und die MiaPaca@Hmien als Beispiel einer pankreatischen
Tumorzelllinie wurden mittels des Durchflusszytoarstauf die Aufnahme des OXA-IDCC getestet.
AulRerdem wurde eine Verdrangung des OXA-IDCC nstiés OXR1 spezifischen Antagonisten
SB-334867 (SB) und dem unmarkierten OXA vorgenomni2azu wurden die Zelllinien jeweils
ungefarbt (Ko), mit dem freien Farbstoff (IDCC), ndelIDCC markiertem Chem9sc-Peptid
(Chem9sc-IDCC) und dem zu untersuchenden OXA-IDC@r f30 min inkubiert. Im
Durchflusszytometer wurden dann die mittleren Rdsaenzintensitaten (MFI) und der Anteil
IDCC-positiver Zellen in Prozent bestimmt (2.2.3M)b. 11). Zunachst wurden transient mit dem
OXR1 transfizierte Hek293a, der stabile OXR1-KlomduHek293a-WT-Zellen untersucht, um die
Eignung der Methode zu prifen.

In den folgenden Abbildungen ist &) die Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der eimzs Proben
aufgetragen, normiert auf die Probe mit dem fré&arbstoff (IDCC). InB) sind die IDCC positiven

Zellen in Prozent der Population P1 zu sehen.
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A) B) Abb. 36: Aufnahme des
OXA-IDCC.
Durchflusszytometrische
Detektion der A) mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) B)
und der IDCC positiven Zellen
nach 30-mintiger Inkubation
mit OXA-IDCC (grau). Es ist ein
Anstieg der MFI und der IDCC
positiven Zellen nach
OXA IDCC (grau) Inkubation im
Vergleich zu den Kontrollen
A) B) (Ko = schwarz, IDCC = grin,
Chem9sc-IDCC = blau)
detektierbar. Dieser Anstieg wird
mit dem OXR1-Antagonisten
SB-334867 (SB = schwarz) und
dem unmarkierten OXA (braun)
verdrangt. Ergebnisse gezeigt als
Mittelwerte + SD n = 3. Die
Statistische Auswertung erfolgte
mit einem ANOVA Test bei
einem Signifikanzlevel von
=0,05 % (P < 0,05 *,
P < 0,01 ** P < 0,001 ***),
A) B)

In Abb. 36 A ist zu sehen, dass die Pufferkontrélle (schwarz), wie die Kontrolle mit freiem
Farbstoff IDCC (griin) und dem Chem9sc-IDCC (blaapik zu einem Anstieg der MFI fuhrten.
Die Inkubation mit OXA-IDCC (grau) jedoch fuhrte @alen Fallen zu einem signifikanten Anstieg der
MFI. Die OXR1 transient transfizierten Zellen zeigteine im Mittel 16-fache Erhéhung der MFI,
wohingegen im stabilen OXR1-Klon ein 9-facher Aegtider MFI zu verzeichnen war. Bei den
Hek293a-WT-Zellen war ein doppelter MFI im Vergleizum IDCC (griin) zu messen. Dies war der
erste Hinweis auf eine spezifische Bindung bzw.natiime des OXA-IDCC der Zellen. Weiter wurde
mittels statistischer Tests ausgewertet, ob diekdoung mit SB-334867 (SB) (schwarz) und dem
unmarkierten OXA (braun) zu einer signifikanten iednigung der MFI fihrt. Damit konnte im Falle
der OXR1 transient transfizierten Zellen und deab#¢n OXR1-Klon eine spezifische Verdrangung
des OXA-IDCC (grau) mit dem SB-334867 (SB) (schwamnd dem unmarkierten Peptid OXA
(braun) nachgewiesen werden. Bei den Hek293a-WIEiZ&onnte zwar eine signifikante Erhéhung
des MFI jedoch keine spezifische Verdrangung degna® gezeigt werden (Abb. 36 A).
Genauso verhielt es sich bei den IDCC positiveniede(Abb. 36 B). Die transient mit OXR1
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transfizierten Hek293a-Zellen zeigten im Mittel 3@ IDCC positive Zellen nach OXA-
IDCC-Inkubation (grau). Von denen konnten 88 % lgrisich mit dem SB-334867 (SB) (schwarz)
und 95 % mit dem unmarkierten OXA (braun) verdtdmgrden (Abb. 36 B, Tab. 9). Im Mittel waren
84 % der Zellen des stabilen OXR1-Klons IDCC pwesivobei 96 % davon mit dem SB-334867
(SB) (schwarz) und 95 % mit dem unmarkierten OX#a(n) verdrangt werden konnten (Abb. 36 B,
Tab. 9). In den Hek293a-WT-Zellen konnten 1 bis 2DGC positive Zellen detektiert werden, die
nicht verdrangt werden konnten (Abb. 36 B, Tab. 9).

Nachdem die oben beschriebenen Kontrollen das [lusszytometer als brauchbare
Detektionsmethode von Peptid-IDCC positiven Zellangezeigt haben, wurden alle bisher
untersuchten Osophaguszelllinien, HT-29-Zellen uMiaPaca2-Zellen durchflusszytometrisch

analysiert.
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A) B) Abb. 37: Aufnahme des
OXA-IDCC.
Durchflusszytometrische
Detektion derA) mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFB)
und der IDCC positiven Zellen
nach 30-minutiger Inkubation
mit OXA-IDCC (grau). A) Es ist
ein Anstieg der MFI nach
OXA-IDCC (grau) Inkubation
im Vergleich zu den Kontrollen
(Ko = schwarz, IDCC = grln,
A) B) Chem9sc-IDCC = blau)
detektierbar. Dieser Anstieg wird
nicht mit dem OXR1-
Antagonisten SB-334867
(SB = schwarz) und dem
unmarkierten OXA (braun)
verdrangt. B) Ein Anstieg der
IDCC positiven Zellen nach
OXA-IDCC (grau) Inkubation ist
nur in den Kyse180- und
410-Zellen detektierbar. Dieser
Anstieg wird mit dem
unmarkierten OXA (braun)
A) B) verdrangt. Nur in den
Kyse410-Zellen kann der
Anstieg mit dem
OXR1-Antagonisten SB-334867
(SB=schwarz) verdréangt werden.
Aufnahme des OXA-IDCC.
Ergebnisse gezeigt als
Mittelwerte + SD n = 3. Die
statistische Auswertung erfolgte
mit einem ANOVA Test bei
einem Signifikanzlevel von
=0,05% (P < 0,05 *,

*% KR
A) 8) P < 0,01 *, P < 0,001 **).

Die Abb. 37 zeigt die durchflusszytometrische Asaly der Kyse-Zellen nach
Peptid-IDCC-Inkubation. Alle Kyse-Zellen zeigten ehi nach OXA-IDCC-Inkubation einen
signifikanten Anstieg der MFI im Vergleich zu denitgefihrten Kontrollen (Abb. 37 A).
Dieser MFI-Anstieg war jedoch in keiner der gezeigZelllinien signifikant verdrangbar mit dem
SB-334867 (SB) (schwarz) oder dem unmarkierten @iraun) (Abb. 37 A). Ein Hinweis auf eine
Peptid-Rezeptor-Bindung und Aufnahme des OXA-IDCQ@roe bei den Kysel80-Zellen und
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Kyse410-Zellen (Abb. 37 B) mit der Detektion sigkéint erhéhter IDCC positiver Zellen bestétigt.
Der Anstieg IDCC positiver Zellen konnte im FallerdKyse410-Zellen zu im Mittel 32 %
(SB-334867) bzw. 62 % (OXA) signifikant durch SB488&7 und OXA aufgehoben werden (Tab. 9).
OXA-IDCC positive Kysel80-Zellen (Abb. 37 B) konntegenauso mittels des Antagonisten
SB-334867 und des unmarkierten OXA verdrangt wereebei diese Verdrangung von 39 % der
IDCC positiven Zellen nur im Falle des unmarkier@XA signifikant war (Tab. 9). Der Anteil IDCC

positiver Zellen betrug jedoch in allen Zelllinianter 5 %.

A) B) Abb. 38: Aufnahme des
OXA-IDCC.
Durchflusszytometrische
Detektion derA) mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFB)
und der IDCC positiven Zellen
nach 30-minutiger Inkubation
mit OXA-IDCC (grau). A)
Es ist in keiner gezeigten
Zelllinie ein Anstieg der MFI
nach OXA-IDCC (grau)
Inkubation im Vergleich zu den
Kontrollen (Ko = schwarz,
IDCC = griin, Chem9sc-
IDCC = blau) detektierbar. B)
Ein Anstieg der IDCC positiven
Zellen nach OXA-IDCC (grau)
Inkubation ist in den OE21- und
OE33-Zellen detektierbar.
Dieser Anstieg wird mit dem
unmarkierten OXA (braun)
verdrangt im Falle der
OE33-Zellen. Ergebnisse
gezeigt als Mittelwerte £ SD
n = 3. Die statistische
Auswertung erfolgte mit einem
ANOVA Test bei einem
Signifikanzlevel von

=0,05 % (P < 0,05 *
P < 0,01 ** P < 0,001 ***),

A) B)

A) B)

Die in Abb. 38 gezeigten OE19-Zellen zeigten nackAADCC (grau) Applikation weder einen
Anstieg der MFI noch IDCC positiver Zellen. Dies rwaufgrund der fehlenden mRNA- und
Proteindetektion des OXR1 (Abb. 22 und Abb. 23)axc erwarten. Genauso sind keine Anstiege der
MFI in den OE33- und OE21-Zellen zu verzeichnenegam (Abb. 3&\). Jedoch konnten signifikant
mehr IDCC positive Zellen nach OXA-IDCC (grau) Iftation in diesen beiden Zelllinien detektiert
werden (Abb. 38 B). Es war moglich, im Falle der33Eellen ca. 37 % (Tab. 9) dieser IDCC
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positiven Zellen signifikant mittels des OXA (braumu verdrangen (Abb. 38 B). Auch in den
OE-Zellen lag der Anteil an IDCC positiven Zellemter 5 % der Zellpopulation.

Abb. 39: Aufnahme des
OXA-IDCC.
Durchflusszytometrische
Detektion der A) mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI)

B) und der IDCC positiven Zellen
nach 30-minutiger Inkubation
mit OXA-IDCC (grau). Es ist ein
Anstieg der MFI und der IDCC
positiven Zellen nach
OXA-IDCC (grau) Inkubation im
Vergleich zu den Kontrollen

A) B) (Ko = schwarz, IDCC = grin,
Chem9sc-IDCC = blau)
detektierbar. Dieser Anstieg wird
mit dem OXR1-Antagonisten
SB-334867 (SB = schwarz) und
dem unmarkierten OXA (braun)
teilweise aufgehoben. Ergebnisse
gezeigt als Mittelwerte £ SD

n = 6. Die statistische
Auswertung erfolgte mit einem
ANOVA Test bei einem
Signifikanzlevel von = 0,05 %
(P <0,05* P <0,01*,

P < 0,001 ***),

A) B)

Neben den Osophagus-Zelllinien wurden exemplarésob kolorektale Tumorzelllinie (HT-29) und
eine pankreatische Tumorzelllinie (MiaPaca2) im dbflusszytometer untersucht (Abb. 39).
Bei beiden Zelllinien konnte eine signifikant hobeFI der Zellpopulation nach OXA-IDCC (grau)
Applikation gemessen werden (Abb. 39 A). In den 28FZellen konnte ein 2,5-facher und in den
MiaPaca2-Zellen sogar ein 6-facher Anstieg der NMegistriert werden. Dieser Anstieg der MFI
konnte mit OXA (braun) im Falle der HT-29-Zellengsifikant aufgehoben werden. In den
MiaPaca2-Zellen war nach der Verdrangung mit (25 und 100-fachem Uberschuss) OXA
(braun) und 100-fachen Uberschuss an AntagonisBBmB67 (schwarz) genauso eine signifikant
erniedrigte MFI zu detektieren (Abb. 39 A). Beidezgigten Zelllinien zeigten auch bei der Detektion
IDCC positiver Zellen signifikant héhere Werte na@KA-IDCC (grau) Inkubation im Vergleich zur
Chem9sc-IDCC-Kontrolle (blau) an (Abb. 39 B). Diel29-Zellen zeigten im Mittel 6 % IDCC
positive Zellen nach OXA-IDCC (grau) Inkubation, vem ca. 34 % mit dem SB-334867 (schwarz)
und 56 % mit dem OXA (braun) signifikant verdramggrden konnten (Tab. 9). Im Mittel 78 % der
MiaPaca2-Zellen wurden nach OXA-IDCC (grau) Inkidyatals IDCC positiv registriert (Abb. 39 B).
Davon konnten 23 % signifikant mit einem 25-fachdierschuss und 56 % mit einem 100-fachen

Uberschuss an OXA (braun) verdrangt werden (Tab. 9)
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Tab. 9: Ubersicht der IDCC positiven Zellen und deen spezifische Verdrangung in humanen

Tumorzelllinien.

Tumorentitat Zelllinie IDCC pos.Zellen (%) Verdrangung (%)
Osophageales OE19 0% -
Adenokarzinom
OE33 2%=+1 OXA 37%=+14
Osophageales OE21 3%z+1 -
Plattenepithelkarzinom
Kysel40 3%=+1 -
Kysel80 3%=+1 OXA 39%=+31
Kyse410 4%=1 SB 32%+15
OXA 62%=+17
Kyse520 2%=+1 -
Kolorektales Karzinom HT-29 6%+2 SB 34%+19
OXA 56%=+15
Pankreatisches Karzinom MiaPaca2 SB 100x 16%+8
78%=+14 OXA 25x 23%+12
OXA 100x 56%+11
Uberexprimierende Systeme Hek293a OXR1 30%=7 SB 88%+7
und Kontrollen (transient) OXA 95%+2
OXR1-Klon 84%+9 SB 96%23
OXA 95%15
HEK WT 1%=+0 _

Tab. 9 fasst noch mal alle in den vorherigen Ahbigen gemachten Beobachtungen in Bezug auf die
IDCC positiven Zellen nach OXA-IDCC-Inkubation zusamen und gibt die spezifischen
Verdrangungswerte der jeweiligen Zelllinien an,dienen eine signifikante Verdrangung registriert

werden konnte
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4 Diskussion

4.1 Der OXR1 im humanen Gewebe des GIT und Tumorzellliren

Eine erhohte OXR-Expression wurden in humanen N&begnrindenadenomen,
Pheochromozytomen und wie die neuesten Untersuenurmpigten in humanen kolorektalen
Tumorgeweben und Lebermetastasen nachgewieserc{Béaral., 2002; Spinazzi et al., 2005; Voisin
et al.,, 2011). Darlber hinaus wurden die Rezeptoreginerpankreatischen Tumorzelllinie der
Ratte AR42J Zellen) und in diversen humanen Tumorze#lindes kolorektalen Karzinoms und des
Neuroblastoms detektiert (Ammoun, et al., 2006nBtaet al., 2002; Harris et al., 2002; Laburthe et
al., 2010; Rouet-Benzineb et al., 2004; Spinazz].e2005; Voisin, 2006; Voisin et al., 2011, 3D0

Dieser Literaturhintergrund fuhrte zu der Vermutudgss auch andere Tumorentitaten eine verstarkte
Expression des OXR1 aufweisen kdnnten. Dies vesatdamich zur Untersuchung mehrerer humaner
gastrointestinaler (Gl) Tumoren auf deren OXR1-Eggion mit der Intention, diese als Zielstruktur
fur eine gerichtete Tumordiagnostik und -therapievalidieren. Hierzu wurde die Expression des
OXR1 im Normalgewebe mit der im Tumorgewebe anhatet Signalstirke der Farbung

immunhistochemisch verglichen.

Hierzu war die Validierung eines geeigneten Anfidis (AK) notwendig. Die gezeigte
Kolokalisation des N-terminalen, dass OXR1 syn#uo#ti angehdngten HA-Epitops, mit dem zu
untersuchenden OXR1 zeigte im Uberexprimierten edystdass beide Antikérper den OXR1
detektieren. Dies beweist die Detektion des rekaanti exprimierten OXR1 mittels des kommerziell
erhaltlichen OXR1-Antikérpers der Firma Santa Gruger Immunfluoreszenz. Ein weiterer Hinweis
auf die Spezifitat des OXR1-Antikorpers konnte d¢udie Vorinkubation des Antikérpers mit dem
immunogenen Peptid gewonnen werden. Die mit deminkaierten OXRZ1-Antikorper
immunhistochemisch behandelten Gewebeschnitte ereigeine Farbung im Gegensatz zu den
Gewebeschnitten die mit dem nicht vorinkubiertertil&itper gefarbt wurden. Die fehlende Farbung
zeigte, dass keine weiteren unspezifischen Epidopeh den Antikérper detektiert wurden. Der letzte
Schritt zur Validierung des Antikérpers war der §leich des Farbemusters mit einem unabhangig
erzeugten OXR21-Antikorper der Firma Alomone. Beidatikorper zeigten ein identisches
Farbemuster im humanen Normal- und Tumorgewebe.FAreung des OXR1-AK von Santa Cruz
zeigte im Falle des gesunden 0Osophagealen Plaifeglsp eine zusatzliche Farbung der
Basalmembranzellen und eine starkere Farbung degdes-Karzinoms. Die wenigen Unterschiede
der Farbungen bzw. die Intensitatsunterschiede tkiinmit der unterschiedlich starken Detektion
verschiedener Splicevarianten des OXR1 erklart w®merd Beide Antikorper entstammen
unterschiedlichen Tierspezies (Ziege und Kaninchen§l erkennen unterschiedliche Epitope
(C-Terminus und dritte 1ZD) des humanen bzw. deseReOXR1. In Anbetracht der Unterschiede der
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verwendeten AK war das Ubereinstimmende Farbemastiehumanen Kryogewebe beeindruckend
aussagekraftig. Zusammenfassend wurde durch alldi&tangsschritte gezeigt, dass der OXR1 AK
von Santa Cruz den humanen OXR1 in der Immunfluemes und der Immunhistochemie spezifisch
detektierte und somit fur die Untersuchung der Egpion des humanen OXR1 verwendet werden

konnte.

Das Vorkommen des OXR1 im Magen konnte von Ehrstgimal., 2005b mit histochemischen

Methoden nachgewiesen werden, wobei sich ein zytomphtisches Farbemuster mukosaler
Epithelzellen im Corpus des Magens darstellte. ®@sobachtung konnte in dieser Arbeit nur bedingt
bestatigt werden. So zeigte sich eine diffuse Hgntendfarbung in allen Proben des Magens. Das
Normalgewebe des Magens zeigte eine leichte femg@érteilweise diffus wirkende Farbung der

Mukosa. Im Vergleich dazu zeigten die Magenkarziaogine etwas stérkere, spezifische und
teilweise sogar eine membranstandige Farbung eifigenorzellen. Der OXR1 konnte mit dieser

Arbeit somit das erste Mal in humanen Magenkarzemmachgewiesen werden. Aufgrund der
geringen Signalintensitat der Farbung im Tumor iergleich zu anderen Tumorentitaten und die nur
auf einige Tumorzellen beschrankte Detektion dezepwrs wurde das Magenkarzinom in dieser

Arbeit nicht weiter untersucht.

Aus der Literatur gibt es Hinweise auf das Vorkomnaker OXR und deren Liganden in weiteren
Geweben des Gastrointestinaltrakts (GIT). So dete&h Kirchgessner & Liu die mRNA des
Vorlaufer Peptids PPO und den OXR im Dinndarm vaattdd (Kirchgessner & Liu, 1999).
Es folgten Arbeiten, in denen PPO, OXA, OXB undetieRezeptoren im enterischen Nervensystem
(ENS), im speziellen in Nervenzellen der myentérest und submukosalen Plexus, nachgewiesen
wurden. Des Weiteren wurden die Liganden in endekri Zellen in der Dinndarmmukosa von
Ratten, Meerschweinchen und Menschen gefunden. OXR1 wurde in humanen und
Ratten-Dinndarm neben dem ENS auch in Epithelzghémnnden. (Ehrstréom, et al., 2005a; Ehrstrém,
et al.,, 2005b; Kirchgessner & Liu, 1999; Nakab&yast al., 2003a; Naslund et al., 2002b).
Die Expression des OXR1 im Dinndarm in den myestban und submukosalen Plexus und
zusatzlich in Epithelzellen konnte in dieser Arbmistatigt werden, wobei die dem Dinndarm analoge
Expression des humanen OXR1 im Dickdarm mit didgbeit erstmals gezeigt werden konnte. Der
myenterische Plexus liegt zwischen Ring- und Léngskulatur und reguliert somit die Peristaltik. Es
wurde bereits in mehreren Untersuchungen gezeigls @XA in der Peripherie die Peristaltik, also
den MMC fnigrating motor complexin Ratten und Meerschweinchen Gber OXR1 negagairiflusst
und es zu einer Relaxation der glatten Muskulatumikt (Ehrstrom et al., 2005a; Ehrstrom et al.,
2003; Kirchgessner & Liu, 1999; Naslund et al., 280 Die submukosalen Plexus hingegen
registrieren Bestandteile des Darminhalts Ubererfte Bahnen und regulieren dementsprechend die

Sekretion. Dementsprechend konnte eine OXA-verh@attdikarbonatsekretion im Dinndarm
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induziert werden (Bengtsson et al., 2007; Kirchgess& Liu, 1999; Okumura et al., 2001; N.
Takahashi et al., 1999).

Die Expression von OXRL1 in einigen humanen kolakkt Tumorzelllinien veranlasste bereits vor
den in dieser Arbeit durchgefuhrten Farbungen demdtung, dass OXR1 auch in kolorektalen
Tumoren eine erhéhte Expression aufweist (RouetziBeb et al., 2004). Diese Annahme konnte in
dieser Arbeit bestatigt werden. Dies korreliert dénh Ergebnissen von Voisin et al., welche im Jahr
2011 mittels quantitativer RT-PCR und immunhistoutsehen Farbungen an 40 Kkolorektalen
Tumoren eine OXR1-Farbung zeigten (Voisin et &11). Dariber hinaus konnte in der gleichen
Arbeit keine Expression des OXR1 im gesunden Dickd Dinndarm nachgewiesen werden, dafir
jedoch die Erhaltung der OXR1-Expression wahrend dédetastasierung in die Leber.
Diese Ergebnisse zeigen das Potential des OXRZiellstruktur fur eine gerichtete Diagnostik und
Therapie. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigtend auch von anderen Arbeitsgruppen
nachgewiesenen Ergebnisse zur OXR1-Expression isungen GIT (Ehrstrom et al., 2005;
Kirchgessner & Liu, 1999; Nakabayashi et al., 2008#&slund et al., 2002) zeigten jedoch, dass auch
im Normalgewebe des Dick- und Dunndarm der OXR1lhaoden ist. Die Signalintensitat der
Farbung im Normalgewebe zeigte sich in den hieensnchten Praparaten als aquivalent intensiv zu
den Tumorgeweben. Die Farbung der Tumorgewebe s@itesExpression des OXR1 in nahezu allen
Tumorzellen auf mit einer zum Lumen hin orientiar#&usrichtung der Farbung. Diese Ergebnisse
wurden verifiziert durch die Detektion des OXRlhumanen kolorektalen Tumorzelllinien (Tab. 10).
Hierbei konnte die mMRNA des OXR1 analog zu schdvlipigrten Daten in CaCo2-, HT-29-, SW480-

, SW620-, Colo205- und T84-Zellen und das Fehlen@xR1-Transkripts in HCT116-Zellen mittels
der quantitativen Echtzeit-PCR ermittelt werden (&eBenzineb et al., 2004; Voisin et al., 2011).
Die Expression des OXRL1 in Colo320-Zellen und dekléh des Rezeptors in DLD1-Zellen wurde
mit dieser Arbeit das erste Mal gezeigt. Insgesagigten sich sieben von zehn untersuchten humanen
kolorektalen Tumorzelllinien positiv fir den OXREGegensatzliche Daten zeigten LS174T-Zellen.
Voisin konnte das Transkript in diesen Zellen imse Arbeiten detektieren, wohingegen in dieser
Arbeit der Rezeptor nicht nachgewiesen werden loiffab. 10). Zusatzlich erfolgte erstmalig der
Nachweis des Rezeptors in ausgewahlten ZelllinighPRaoteineben mittels IF-Farbungen. In den
CaCo2-, HT-29- und Colo320-Zelllinien konnte derzBgtor auf Proteinebene nachgewiesen und
somit die RNA-Daten verifiziert werden. Alle dreellinien zeigten ein an der Plasmamembran
konzentriertes Farbemuster, analog zum OXR1-Klas auf eine Membranstandigkeit des Rezeptors
in diesen Zellen hinweist. In den Colo205-Zellemkie der OXR1 nicht auf Proteinebene gezeigt
werden (Tab. 10).
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Tab. 10: Ubersicht der OXR1-Expression in humanen élorektalen Tumorzelllinien und deren
Bestatigung durch die Literatur. - OXR1 nicht detektiert; + OXR1 detektiert; ndchi durchgefihrt

Zelllinie IF Tagman Bestatigt durch
HT-29 + + Rouet-Benzineb et al., 2004; Voisin et al., 2011
Caco2 + + Rouet-Benzineb et al., 2004; Voisin et al., 2011
Colo205 - + Voisinet al., 2011
Colo320 + +
SW480 nd + Rouet-Benzineb et al., 2004; Voisin et al., 2011
SW620 nd + Voisinet al., 2011
T84 nd + Voisinet al., 2011
HCT116 nd - Rouet-Benzineb et al., 2004; Voisin et al., 2011
DLD1 nd -
LS174T nd - Konflikt mit Voisin et al., 2011

Die Literatur zum Nachweis des OXR1 im Pankreas Messchen ist kontrovers. Es wird in der
Literatur davon ausgegangen, dass der OXR1 im hem#&ankreas detektiert wurde, obwohl die
daflr angegebenen Referenzen den OXR1 nur in daizillen des Pankreas von Ratten, Mausen
oder Meerschweinchen zeigen (Baccari, 2010; Kirshger & Liu, 1999; Ouedraogo et al., 2003).
So beschrieb Ehrstrom et al. die Expression des DiKRhumanen Pankreas, zeigte jedoch lediglich
die Kolokalisation von OXA und Insulin in den Ingellen des humanen Pankreas (Ehrstréom et al.,
2005). OXA konnte in Menschen, Nagetieren und detmagin pankreatischen Inselzellen meist in
den -Zellen nachgewiesen werden. (Dall’Aglio et al012; Ehrstrom et al., 2005; Gdoncz et al.,
2008; Heinonen et al., 2008; Kirchgessner & Liu999Nakabayashi et al., 2003a). Zum jetzigen
Zeitpunkt wurde erstmalig die Expression des OXRlhumanen Pankreas in dieser Arbeit gezeigt.
Es war eine Farbung der Inselzellen, Endothelzell@heinzelner Gange zu sehen (Abb. 18). Dariiber
hinaus konnte in dieser Arbeit das erste Mal diprEssion des OXR1 in humanen pankreatischen
Adenokarzinomen nachgewiesen werden. Bisher waglield der Nachweis des OXR2 in einer
pankreatischen Tumorzellline der Ratte (AR42J Z@llter einzige Hinweis auf das Vorkommen von
OXR in pankreatischen Tumoren (Harris, 2002). In delenokarzinomen des Pankreas zeigte sich
eine starke zytoplasmatische Farbung mit dem OXRtlk8rper. Von den sieben untersuchten
pankreatischen Adenokarzinomen zeigten sich seobisiypfir den OXR1, wobei die nahe zu alle
Tumorzellen angefarbt waren. Die Farbeintensitds ddormalgewebes war gleich die der
Tumorzellen. Bestatigend waren hier die Daten demtjtativen Echtzeit-PCR, alle pankreatischen

Zelllinien die im Zuge der Arbeit validiert wurdereigten eine OXR1-Expression auf RNA-Ebene.
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Die Untersuchung der pankreatischen NETs zeigte gémingere Expression des OXR1 im Vergleich
zum Normalgewebe, die auf wenige Tumorzellen kotmexhwar. Es konnte in sechs Tumorgeweben

eine OXR1-Expression detektiert werden. Die Exposssles OXR1 in NETs des lleums war sehr
gering.

Ein noch bisher unbekannter Expressionsort des OX&ader Osophagus. In dieser Arbeit wurde
erstmals der OXR1 im humanen Normalgewebe und Tgewebe des Osophagus gezeigt (Abb. 19).
In 24 von 25 untersuchten Normalgeweben des Osoghkgnnte eine intensive membranstandige
Farbung des Plattenepithels detektiert werden. tZlid& konnte in einigen Praparaten eine sehr
intensive Farbung der meisten Zellen in der Basalbnan nachgewiesen werden. Aus der Literatur
geht hervor, dass lediglich der humane OsophagudeauLiganden OXA immunhistochemisch und

auf RT-PCR-Ebene das Vorhandensein der mRNA dedaMerproteins, Prapro-Orexin (PPO)

untersucht worden sind. Es konnte jedoch mit beMethoden kein OXA im humanen Osophagus
und kein PPO gezeigt werden (Nakabayashi et al.03[20 Die IHC-Farbungen der

Osophaguskarzinome in vorliegender Arbeit wiesegedan den OXR1 in 90 % aller untersuchten
Tumore nach. Dabei zeigten 68 % der TumorzellenAdiEmokarzinome eine starke Farbeintensitét,
wohingegen im Mittel in 98 % der Tumorzellen deatBinepithelkarzinome eine sehr starke Intensitat
der Farbung detektiert wurde (Abb. 19, Tab. 6).ddstlitzend konnte der OXR1 das erste Mal auf
RNA-Ebene und auf Proteinebene in vier von sechsersmchten humanen 6sophagealen

Tumorzelllinien gezeigt werden.

Es ist eine Diskrepanz zwischen der Quantitativehtfit-PCR-Analyse der Tumorzelllinien und

dem Nachweis des OXR1 auf Proteineben mittels Bdxel der Betrachtung der Expressionsstérken
zu erkennen. Aus Tab. 7 ist zu entnehmen, dassbeiden Methoden Ubereinstimmend eine
Expression auf mRNA- und Proteinebene detektier@mien mit Ausnahme der Colo205-Zellen.

Auffallend war jedoch, dass sich die Expressiomketii unterschieden. Beispielsweise zeigte die
Colo320-Zelllinie in der Quantitativen Echtzeit-PCRnalyse eine sehr geringe relative Expression,
wohingegen mit der IF ein starkes Signal detektigerden konnte. Diese Diskrepanzen in der
Expressionsstarke sind auf die Modifikation derMAR welche die Stabilitéat dieser und auch die
Translationsrate positiv bzw. negativ beeinflusd&mnen, zurickzufihren. Denkbar sind auch
posttranslationale Modifikationen, welche die Sitdii Halbwertszeit und Transportwege bzw.

Recyclingeigenschaften eines Proteins maRgeblidindern. Dies fuhrt zwangsweise zu nicht

vergleichbaren Mengen an Rezeptoren auf mRNA untePebene.

In der vorliegenden Arbeit konnten, neben schoripiebten Expressionsorten, neue Expressionsorte
des OXR1, wie dem Osophagus und Pankreas im humisinemalgewebe immunhistochemisch
nachgewiesen werden. Insbesondere die UntersuctiongTumoren wie der Magenkarzinome,
pankretische Adenokarzinome, pankreatische NETS sNdes lleum und der Osophagustumore auf

die Expression des OXR1 waren mit der vorliegendebeit das erstemal Gegenstand von
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Untersuchungen. Wobei sich diese als positive Eginasorte fir den OXR1 zeigten. Die aus der

Literatur bekannte Expression des OXR1 in koloreki&arzinomen konnte bestatigt werden.

4.2 Der Orexinrezeptor 1 als molekulare Zielstruktur im Tumor

Fir eine gerichtete Tumordiagnostik und -theragie$ von Vorteil, wenn die Zielstruktur, in diesem
Fall der OXR1, ausschliel3lich im Tumorgewebe zuddm ist oder zumindest eine verstarkte
Expression im Tumor vorhanden ist. Ebenfalls vonrt®ib erweist sich eine hohe Dichte an
Rezeptoren, aus denen nach Bindung des signalgedéteptids ein verstarktes Signal resultiert. Der
Vorteil eines GPCRs als Tumortarget ist die Lokdien an der Zellmembran, die einen guten und
schnellen Zugang der Leitstruktur (Peptid) tber sigstemischen Kreislauf gewéhrleistet. Aul3erdem
sind die GPCRs in der Lage, mit dem markierteniBegpt internalisieren, was zu einer Akkumulation
des signalgebenden Peptids in den Tumorzellen fiihumd somit in einem besseren
Signal-Hintergrund-Verhaltnis resultieren kann (Ghal., 2006; Liu et al., 2005; Reubi et al., @p1

Die Stabilitat der Leitstruktur, also des signakgatien Peptids im humanen Plasma, ist auRerdem von

grofRer Bedeutung fur die biologische Verfigbarkeil damit fir eine erfolgreiche Bildgebung.

Die Grundlage fiir die Untersuchung des OXR1 alsetdbre Zielstruktur im Tumor erbrachte die
anfanglich, durchgefihrte Literaturrecherche, diedieser Stelle nochmal kurz zusammengefasst
wird. Hierbei wurde eine Uberexpression des OXR1hiimmanen Nebennierenrindenadenomen
(Blanco et al., 2002; Spinazzi et al., 2005) und eerstarktes OXR2-Vorkommen im humanen
Pheochromocytomen detektiert (Blanco et al., 200Bgrner wurde der OXR2 in einer
pankreatischen Tumorzellline der Ratedr§2J Zellen) nachgewiesen (Harris, 2002). Zuséizli
war die Expression des OXR1 in humanen Tumorzadtindes kolorektalen Karzinoms und
Neuroblastoms bekannt (Ammoun et al., 2006; Rowsiziheb et al., 2004; Voisin, 2006).
Die neuesten Untersuchungen zeigen eine Expresdes i OXR1 in humanen Kkolorektalen

Tumorgeweben und Lebermetastasen (Voisin et é1)20

Nach der Validierung der OXR1-Expression im humaNenmal- und Tumorgewebe stellten sich in
vorliegender Arbeit die pankreatischen Adenokanziap die Kolorektalkarzinome und die
Osophaguskarzinome, im Besonderen hier die Platidwékarzinome, als potentielle Tumorentitaten
fur die Nutzung des OXR1 als Tumortarget dar. Diehkheit der Tumorzellen dieser Tumorentitaten
zeigte eine starke bis sehr starke Farbeintensitdtsomit eine hohe Expressionsdichte des OXR1.
Ergénzend dazu wiesen 100 % der untersuchten igateen humanen Tumorzelllinien, 70 % der
kolorektalen Tumorzelllinien und 70 % der 6soplege Plattenepithelkarzinom Tumorzelllinien
OXR1-mRNA auf. Ferner wurde der OXR1 in ausgewdhlt®lorektalen und 6Gsophagealen
Tumorzelllinien auf Proteinebene bestatigt. Tradz geringen StichprobengréRe flihrten diese drei, an
unabhangigen Ebenen festgestellten, Beobachtungelem Schluss, dass der OXR1 in diesen drei

Tumorentitaten exprimiert wird.
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Die intensive und vollstandige Farbung der Tumdereim Plattenepithelkarzinom des Osophagus
wies die hochste Rezeptordichte in dieser Tumdggnitin Vergleich zu den anderen untersuchten
Tumorentitdten auf. Diese Tatsache und die Besidgigder Zielstruktur in den 6sophagealen
Tumorzelllinien fihrten zur Konzentration dieserbait auf die weitere Validierung des OXR1 als
Zielstruktur fir die gerichtete Tumordiagnostik untherapie bei Osophaguskarzinomen im

besonderem bei Plattenepithelkarzinomen.

Auf Grund des OXR1-Nachweises im Normalgewebe desopbagus mussten weitere
Untersuchungen zur Nutzbarkeit dieser Zielstruldle Tumortarget getétigt werden. Dazu wurde
Tumorgewebe und korrespondierendes Normalgewebe @eophagus jedes Patienten
immunhistochemisch gefarbt und semiquantitativ ewsgtet, indem die Signalintensitaten und die

Expansion der Farbung direkt verglichen wurden.

Es muss darauf aufmerksam gemacht werden, dasseeiVergleich von korrespondierendem
Normalgewebe mit Tumorgewebe des gleichen Patieateh desselben Organs die als ,normal”
deklarierten Gewebeabschnitte schon anféanglichaartemg unterliegen koénnen. Dies birgt die
Gefahr, dass die Uberexpression der ZielstruktuFinmnorgewebe im Vergleich zum angenommenen
Normalgewebe untergeht, da sie dort die gleichént®izeigt. Um dieses Problem zu umgehen und
auch aus Grinden der Verfugbarkeit der Gewebeéljastveitverbreitete Methodik, auf unabhéngiges
Normalgewebe oder auch entziindliches Gewebe zwfjokifen und somit das Tumortarget von
entzindlichen Prozessen abgrenzen zu konnen. Auf atheleren Seite ist genau dies die
Herausforderung eines Tumormarkers, diese Situabddet die ,Wirklichkeit* des spéteren

Einsatzortes ab und zeigt die Eignung des Markensschen Normal- und Tumorgewebe zu

unterscheiden.

Im Falle der Plattenepithelkarzinome zeigten irséieArbeit 70 % der untersuchten Préparate eine
starkere bzw. die gleiche Signalintensitdt im Veidh zum jeweils korrespondierenden
Normalgewebe. In diesem Fall konnte der OXR1 alslsfiuktur fur eine gerichtete Individual-
Therapie oder -Diagnostik angewendet werden. Hiearden die Klassifizierungsdaten der Tumore
im Vergleich zur OXR1-Expression herangezogen. Bsnte jedoch keine Ubereinstimmung
zwischen der Expressionsdichte (Signalstarke deC-Mdrbung) mit Metastasierung (N),
Differenzierungsstadium (G) oder Tumorinvasion Kbyreliert werden. Die Expression des OXR1
wurde in 44 % der Adenokarzinome des Osophagusdtier im Vergleich zum Normalgewebe
beurteilt. Auch bei diesen Karzinomen konnte keifmrelation zwischen OXR1-Expression und
TNM-Klassifizierung nachgewiesen werden. Es muser hjedoch erwahnt werden, dass die

Stichprobenmenge keine signifikanten Schllisse gulas

99



Diskussion

Die Charakterisierung der OXR1 positiven Tumorzehat dem epithelialen Tumormarker CK19 und
dem Bindegewebsmarker Vimentin zeigten ein idengsd~arbemuster von OXR1 und CK19 in den
Tumorzellen des Plattenepithelkarzinoms. CK19 wiiid die Charakterisierung der epithelialen
Histogenese einer Vielzahl an unterschiedlichen zikamen herangezogen. Dieses
Intermediarfilament ist auch in 86 % des Gsophagedlormalgewebes speziell im Plattenepithel zu
finden (Loke & Shen, 1995). Dies deutet an, dags@¥R1 wahrend der Entartung der gesunden
Zellen zu Tumorzellen weiter exprimiert wurde uneésdwie oben beschrieben in 70 % der hier
untersuchten Tumoren in einer hdheren oder gleiChelnte im Vergleich zu den gesunden Zellen des
Plattenepithels. Die Verfugbarkeit einer Zielsttuktvihrend der Entartung der gesunden Zellen zu
Tumorzellen und wahrend der weiteren Dedifferenzigrder Tumorzellen ist eine Voraussetzung zur
Eignung der Struktur als Tumormarker. Dies gewddtdeé die Detektion von gut differenzierten (G1)
bis hin zu wenig differenzierten (G3) TumorzelleBin weiterer Hinweis auf Erhaltung der
Zielstruktur erbrachte die Detektion des OXR1 atfARund Proteinebene in ca. 70 % der humanen

O6sophagealen Tumorzelllinien.

Die Ergebnisse der Tumorfarbungen und Tumorzeditinsprachen fir die Eignung des OXR1 als
Zielstruktur einer gerichteten Tumordiagnostik wtiderapie in den Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus. Dementgegen stand die Expression déstrdiéur im normalen Plattenepithel des
Osophagus. Ob sich eine Zielstruktur als Tumortaggget, muss in ersten Schritten am Tiermodell
gezeigt und untersucht werden. Hierzu wurde dieogede OXRI1-Expression verschiedener
Tumorzelllinien genutzt, um den OXRL1 als Zielsturkflir eine gerichtete Tumordiagnostik im
Tiermodell weiter zu verifizieren. Zunachst musdie Frage beantwortet werden, ob die Zielstruktur
in einem subkutanen Tumormodell erhalten bleibe @afir gefarbten Xenograft-Tumore wiesen eine
Farbung einzelner bzw. aller humaner Tumorzellen it Kysel80, OE33, HT-29, Kyse4l0
MiaPaca2 und im mit BxPc3-Zellen generierten Tumach. Im Vergleich war der Anteil der
gefarbten Zellen in den Kysel80-Zellen im Xenogeaft hochsten und die Farbung am intensivsten.
Aufgrund der fast identischen Aminosauresequenererkder OXR1-Antikorper den murinen und
humanen OXR1, was dazu fiihrt dass in diesen Faeounight unterschieden werden kann zwischen
dem OXR1 der Tumorzelllinien und dem umliegenderminamnem Gewebe und murinem vaskularen

Strukturen.

Nachdem die Erhaltung der OXR1-Expression in deristeie Tumorzelllinien im subkutanen
Tumormodell nachgewiesen werden konnte, wurde desaEz des fluoreszenzmarkierten OXA an

drei unterschiedlichen Tumorentitaten im Tiermodeliersucht.

Eine NIFR-Bildgebung mit dem OXA-IDCC konnte in ein subkutanen Kyse180-Tumor und einem
orthotopen HT-29-Tumor erfolgreich durchgefiihrt dem. Im Grof3teil der Versuche war eine
Detektion des Tumors jedoch nicht erfolgreibfartiber hinaus konnten die Tumore nur ein bis zwei

Stunden nach OXA-IDCC-Injektion mittels der NIFRKRjebung detektiert werden.
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Dies kdonnte zum einen auf eine schnelle Prozesgjetnd damit eine geringe Halbwertszeit des
nativen OXA zuruckzufihren sein oder auf eine @hé&Anreicherung des OXA-IDCC im Tumor
aufgrund der vermehrten vaskularen Strukturen imtndiu Die Plasma-Halbwertszeit von OXA in der
Ratte liegt bei 27,1 + 9,5 min (Ehrstrom, 2004)edist verglichen mit anderen Peptiden im Darm
relativ hoch, fur die Anwendung in der Tumorbildge jedoch zu kurz. Die Halbwertszeit von in
der Klinik benutzten Peptidanaloga zur Diagnostk WETS, Octreotid, betragt 1,5 bis 2 h (Janecka
et al., 2001; Weiner & Thakur, 2002). Die Konzetitna der Fluoreszenz in der Leber, den Nieren
und der Blase zeigte einen typischen Verlauf epeptidbasierten Bildgebung fur OXA-IDCC.
Die Konzentration der Fluoreszenz in der Blase rimin zeigte nach einer Stunde ihr Maximum,
wobei der restliche Kdrper eine Fluoreszenz veclear mit der vorher gemessenen Autofluoreszenz
(pre) aufwies (Abb. 40). Diese schnelle Auswasch{jotereancé) des fluoreszenzmarkierten OXA
weist auf keine Bindung des OXA in anderen Gewebien Dies konnte fir die Eignung dieses
Peptids als Leitstruktur hinweisen, da keine gesuan@ewebe durch das Peptid erkannt werden und
somit die Hintergrundfluoreszenz minimiert wird ¢(&tnom, 2004). Natdrlich fuhrt die geringe
Stabilitat genauso im Normalgewebe zu einem scbmelbbau des Peptids, es konnte aber keine

Bindung des OXA-IDCC innerhalb der ersten zwei 8amnach Applikation detektiert werden.

Abb. 40: Fluoreszenzbildgebung einer HT-29-Tumor tagenden NacktmausVentrale Ansicht.
In vivo Fluoreszenzbildgebung nach i.v. Applikation vos&IDCC (1 nmol/kg). Mit freundlicher
Genehmigung von Dr. Petra Schulz und Cordula D&rke

Weiterfihrende Untersuchungen missen sich auf gigmizrung der Peptidsequenz des humanen
OXA konzentrieren, um eine mdogliche verkirzte unthbiiere Variante mit gleichen
Bindungseigenschaften zu entwickeln. Es gibt mehfgbeitsgruppen, die sich mit der Verklrzung
des OXA beschéftigt haben, jedoch wurden in keider Arbeiten die Halbwertszeiten dieser
verkirzten Peptid-Analoga bestimmt (Ammoun et 2003; Darker et al., 2001; Lang et al., 2006,
2004; Okumura et al., 2001; Roecker & Coleman, 20@mart et al., 2001). Zur Behandlung von
neuronal bedingten Schlafstorungen (Narkolepsisorimie) wurden small moleculésentwickelt,

wie z.B. Almorexant, die eine antagonistische Wirdgtauf den OXR1 und OXR2 haben und so die
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Symptome abschwachen. Einige Antagonisten sindiniiskhen Phase Il und Il Studien oder werden
schon zur Behandlung eingesetzt (Coleman & Ren2@t0; Coleman et al., 2011; Roecker &
Coleman, 2008b; Scammell & Winrow, 2011). Sie habden Vorteil einer langen Halbwertszeit im
humanen Plasma von 6 bis 19h (Roecker & ColemaiQ8l?. Es ware denkbar, diese
»Ssmall molecules” nach Kopplung mit NIR-Farbstoffen fir eine geratt Tumordiagnostikzu
nutzen. Bei dieser Anwendung ist die Fahigkeit @anall molecules’; die Blut-Hirn-Schranke zu
durchqueren (Roecker & Coleman, 2008b) und pergkérkungen als Medikamente zu entfalten zu
bedenken. Ein fir den OXR1 selektiver Antagonistdisr SB-334867 (Putula & Kukkonen, 2011;
Smart et al., 2001), der eine Bindung und somite eiagnostik, nach Kopplung mit einem
signalgebenden Agens, ausschliel3lich der OXR1+zigdir gewahrleisten wirde. Dieser wurde
jedoch auch noch nicht auf seine Halbwertszeit lasia untersucht und birgt als Antagonist die
gleichen Risiken der OXR1-Beeinflussung in der [ptegtrie wie oben beschrieben. Es gibt mehrere
Beispiele in denensmall moleculésfir eine gerichtete Tumordiagnostik eingesetztrdea. In
solchen Fallen missen vorab die Bindungseigensshatich Kopplung eines signalgebenden Agens
und auch die Kreuzaktivitaten mit anderen Rezeptgetestet werden, bevor diese als Leitstruktur fir

eine gerichtete Tumordiagnostik eingesetzt werdemé&n.

Die Expressionsanalyse der Gewebe sowie der hurmanmorzelllinien weist auf ein Potenzial des
OXR1 als Zielstruktur fur eine gerichtete Tumordiage und -therapie in Osophaguskarzinomen,
kolorektalen Karzinomen und pankreatischen Karzieomin. Die semi-quantitative Auswertung der
Osophagustumore in Verbindgung mit der ErhaltungZie!struktur wahrend der Dedifferenzierung
der Tumorzellen und im subkutanen Tumormodell zeigt besonderem die Eignung der Zielstruktur
als Tumortarget fiir eine Individualtherapie in Rlaepithelkarzinomen des Osophagus. Um diese
Frage abschlieBend zu klaren, sollte eine NIFRggilling mit einer stabileren OXA-Variante

durchgefuhrt werden.
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4.3 OXR1-vermittelte Effekte

Die Validierung der Expression des OXR1 in humaiemorgeweben und Tumorzellen fuhrte zu
weiteren Fragen nach der Funktion des RezeptodeimTumorzellen. Welchen Nutzen ziehen die
Tumorzellen aus der Expression dieses Rezeptot#?eGieinen Einfluss der OXR1-Aktivierung auf
das Tumorwachstum, Angiogenese oder auf andere fhidung begiinstigende Faktoren.
Die Expression des OXRL1 in den Tumorzellliniendi¢éé geeignete Modelle zur Untersuchung der

OXR1-vermittelten Effekten nach Ligandenaktivierung

4.3.1 Zellulare Effekte

Die Untersuchung zellularer Liganden-Effekte, inezpllen des Einflusses des nativen Liganden auf
die Proliferation, Apoptose und Zellzyklus von huvea Tumorzelllinien, zeigte keine Beeinflussung
der OXR1-Aktivierung. Es konnte keine Anderung déachstumsraten nach OXA-Applikation auf
die 6sophagealen Tumorzelllinien und die kolorektdlT-29-Tumorzelllinie nachgewiesen werden.
Aus der Literatur geht hervor, dass mehrfach eméferierende Wirkung von OX vermittelt Gber den
OXR1 in nativen Zelllinien gezeigt werden konntéo(ket al., 2008; Malendowicz et al., 2001;
Spinazzi, et al., 2005; Zwirska-Korczala et al.020 Die proliferierende Wirkung der OX wurde
groitenteils in Nierenzellen, Nebennieren und Nele#anadenomen beschrieben, was darauf
hinweist, dass dies eine physiologische FunktioBereich der Niere fir OX darstellt. So konnte eine
proliferierende Wirkung von OXA und OXB auf das Taomrellwvachstum in humanen

Nebennierenadenomen beobachtet werden (Spinazti, 2005).

Dem entgegengesetzt gibt es einige Hinweise aukitdgatur, dass OX einen inhibitorischen Effekt
auf die Proliferation haben (Ziolkowska & Rucinsk@08). Zwei unabhéngige Arbeitsgruppen zeigten
eine OXA-vermittelte Apoptose in transfizierten &yaen und nativen kolorektalen Tumorzelllinien
(Ammoun et al., 2006; Laburthe et al., 2010; Ré&Behzineb et al., 2004; Voisin, 2006; Voisin et al.
2011, 2008). In dieser Arbeit konnte jedoch kepoptose induzierender Effekt von OXA und OXB
im Uberexprimierten System und auch nicht in delored&talen HT-29-Zellen nachgewiesen werden.
Demnach konnte dieser Effekt nicht bestatigt werd@iese Differenz kdénnte mit dem
unterschiedlichen Methodensprektrum zur Untersugldar Apoptose erklart werden. Die Gruppe um
Voisin zeigte Apoptoseinduktion nach 48 h aufgrunebn Annexin-V-Farbung und
Caspase-Aktivierung. Beides sind frihe Merkmale dégoptose. In dieser Arbeit wurde die
DNA-Fragmentation, das letzte Merkmal der Apoptdsutzt, um nach 48 h apoptotische Zellen zu
detektieren. Des Weiteren kann durch Mutation uakl@ion das Transkriptom der HT-29 Zellen
verandert werden, was zu anderen zellularen Effiettée gleichen Zelllinie in verschiedenen Laboren
fuhren kann. Es konnte jedoch bestatigt werders dees Aktivierung des OXR1 keinen Einfluss auf
den Zellzyklus zeigt (Ammoun et al., 2006; Rouetiiaeb et al., 2004).
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4.3.2 Signaltransduktion

Nachdem in den nativen Zelllinien keine Funktiorf die Apoptose und Proliferation von OXA
detektierbar war, sollte die Frage nach der OXRnitgelten Signaltransdunktion in diesen Zelllinien
beantwortet werden. Wie in der Einleitung bescleigebwerden zwei mogliche Signalwege nach
GPCR-Aktivierung unterschieden: der Arrestin-abhgagund der G-Protein-abhangige Signalweg
(1.1.2). Es sind auch Liganden bekannt, die eréwedr G-Protein- oder nur Arrestin-vermittelte
zellulare Reaktionen auslésen, sogenannte ,biagrisen (Whalen et al., 2011). Die funktionelle
Charakterisierung einer Rezeptor-Liganden-Bindunglltes deshalb immer unterschiedliche
Effektorsignale betrachten. Der G-Protein-abhénggignalweg wurde in dieser Arbeit mit der
Messung des intrazellularen GaMobilisierung, welches aus der Kopplung iber die,-Broteine
resultiert, und mit der Detektion des intrazellatir cCAMP-Spiegels, der Uber die Sund

G i-Proteine indirekt beeinflusst wird, untersucht. RX interagieren mit allen drei
G-Protein-Familien, G;, G ; und G 4 (Holmaqvist et al., 2005; Karteris et al., 2005;n&ava, 2001),
was eine erhebliche Vielseitigkeit der OXR-Signal@@ndeutet (Ammoun et al., 2006).

Alle funktionellen Versuche wurden in Bezug auf dgabilen OXR1-Klon durchgefiihrt. Der stabile
OXR1-Klon wurde zunachst auf die in der Literatureist beschriebene GKopplung in
rekombinaten Systemen, die zu einenf'®nzentrationsanstieg filhrt, untersucht. Die Aation
von OXA induzierte im OXR1-Klon einen Anstieg destrazellularen C& im Vergleich zur
Hek293a-Ursprungszelllinie mit einer ECvon 13 nM. Dies bestatigen die in der Literatur
beschriebenen EgWerte (Ammoun et al., 2003; Darker et al., 200djrivist et al., 2005; Lang et
al., 2006, 2004; Okumura et al., 2001). Es konntenekombinaten CHO-Zellen EE&Werte von
10 nM (Darker et al., 2001; Holmgqvist et al., 2008)OXR1 stabil transfizierten Hek293a-Zellen
ECso-Werte von 90 bis 240 nM (Lang et al., 2006, 20&rhittelt werden. Die funktionelle Aktivitat
auf die Ca'-Mobilisierung des nativen zyklischen OXA (zyOXAhd des linearen (Disulfidbriicken
reduzierten) OXA (inOXA) wurde im OXR1-Klon veighen, um herauszufinden, mit welchem
OXA die funktionellen Versuche weitergefiihrt werdasilten. Dabei stellte sich herus, dass sich die
Werte kaum unterschieden. Das zyOXA zeigte eineingerhdhere Aktivitdt auf die
Kalziummobilisierung in dem OXR1-Klon im Vergleidum [inOXA. Dies bestétigte wiederum die
Literatur, in der gezeigt werden konnte, dass diellRierung der Disulfidbriicken keinen grof3en
Einfluss auf die funktionelle Potenz zeigten. Jéddonnten Lang und Okumura unabh&ngig
voneinander zeigen, dass diesEGm den Faktor 10 erhdht wurde, wenn die Cysteusgetauscht
wurden (Lang et al., 2006, 2004; Okumura et alQ120Eine 60- bis 20-fache Erniedrigung der
funktionellen Aktivitat zeigte das verkirzte OXA 5B3), wenn also die Bereiche der
Disulfidbriickenbildung ganz weggelassen wurden (Ammet al., 2003; Darker et al., 2001; Lang et
al., 2006, 2004; Okumura et al., 2001). Um eineiffeessung der funktionellen Aktivitat des OXA
durch die Markierung mit IDCC ausschliel3en zu kénngurden die OXA-IDCC-Peptide auf eine
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veranderte Ca-Mobilisierung im OXR1-Klon untersucht. Hier zeigtsich minimale Unterschiede in
der Aktivitat. Die Markierung der OX mit IDCC minierte die Aktivitdt des zyOXA um das
1,8-fache und die linOXA-Aktivitat um das 4,6-fachebei die erzielten BEgWerte von 23 nM und
88 nM noch immer in dem von der Literatur bescleren Wertebereich lagen (Ammoun et al., 2003;
Darker et al., 2001; Holmqvist et al., 2005; Lartgak, 2006, 2004; Okumura et al., 2001). Um
dennoch die hochst mogliche funktionelle Aktivieguru zeigen und die evtl. nicht physiologischen
Eigenschaften des linOXA auszugrenzen, wurden igifuichktionellen Versuche in dieser Arbeit das
zyOXA bzw. das zyOXA-IDCC benutzt.

Die untersuchten nativen osophagealen Zelllinierigtee keine C#-Mobilisierung nach
OXA-Applikation. Dies weist darauf hin, dass derzBgtor in diesen Zelllinien nicht Gber Gan den
IPs-Signalweg gekoppelt ist. Die Positivkontrolle (gyibestatigte den Erfolg der Versuche und die
Nutzbarkeit dieser Methode zur Detektion der Vesgindg der Kaziumkonzentration in den
Zellsystemen. Der OXR1-Klon und die HT-29-Zellenigten einen Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration nach OXA-Gabe was eine-&opplung des Rezeptors in diesen Zelllinien an
den IR-Signalweg nachwies. In der Literatur wurde die diing des Kalziumspiegels nach
OXA-Applikation bisher in allen OXR1 Uberexprimiert Systemen beschrieben (Ammounet al.,
2006; Holmgvist et al., 2001; Lund et al., 2000u@kira et al., 2001; Sakurai, Amemiya, et al., 1998;
Smart et al., 1999). Der Anstieg der Kalziumkoneaiin nach OXA-Applikation in HT-29-Zellen
und auch &6sophagealen Tumorzelllinien war bisherchnaicht Gegenstand publizierter

Untersuchungen.

Da aus der Literatur hervorgeht, dass die Kopplugg OXR1l an alle drei verschiedenen
G-Protein-Familien moglich ist, wurde dieser Mogkeit mit einem cAMP Assay nachgegangen.
Anderungen der cAMP-Konzentration werden durch aliesiene Isoformen der Adenylylzyklase
(AC) reguliert. Diese kann Uber Gaktiviert und tber G inhibiert werden (Marinissen & Gutkind,
2001; Oldham & Hamm, 2006). Mit diesem cAMP Assagrwes mdoglich, eine inhibitorische
Wirkung vermittelt Gber G und eine stimulierende Wirkung Uber &des aktivierten OXR1 zu
detektieren. Die Applikation von Forskolin flhrt zzinem Anstieg der cAMP-Konzentration.
Forskolin ist ein nichtselektiver Aktivator fasteal humaner Adenylylzyklasen (AC) (Dessauer et al.,

1999), und galt daher als Positivkontrolle.

Die Integritdt des AC-Systems wurde mit Forskolinailen untersuchten Zelllinien positiv getestet.
Die geringe aber signifikante Erhéhung des intlaiglen cAMP-Spiegels nach OXA-Applikation in
Kysel80 und Kyseld0 wies eine &opplung des Rezeptors in diesen Zellen nach. ddies
cAMP-Anstieg war nur im Fall der Kysel80-Zelllink®nzentrationsabhangig und signifikant erhdht
bei der hdchsten eingesetzten Konzentration von BBD OXA. Dies steht im Einklang mit

publizierten Daten, die eine Uber den nativen OXBinittelte EG,von 680 nM auf die Erhéhung
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des CcAMP-Spiegels in der Primarzellkultur von Ratfestrozyten bestimmen konnten
(Woldan-Tambor et al., 2011).

Der OXR1-Klon zeigte nach OXA-Applikation keine Beussung des intrazellularen
CAMP-Spiegels. Dies bestatigt schon publizierte ddsuichungen, in denen kein Effekt auf die
CAMP-Produktion nach OXA-Applikation in OXR1 tramgerten Hek293-Zellen ermittelt werden
konnte (Chen & Randeva, 2004). Mit einer hohe&Gn 300 nM konnte jedoch eine Erhdhung des
CAMP-Spiegels in OXR1 rekombinanten CHO-Zellen ggizeverden (Holmqvist et al., 2005). Der
Effekt auf den intrazellularen cAMP-Spiegel berabit dem Expressionsprofil der AC-Isoformen und
anderen regulierend in die Enzymaktivitat eingreiien Proteinen in den Zellen. Somit kann ein
anderer Zellhintergrund die Signaltransduktion nedifigh verandern (Kamenetsky et al., 2006;
Sadana & Dessauer, 2009; Woldan-Tambor et al., )2@4 sind neun Isoformen der Mammalia
Adenylylzyklasen (AC) bekannt, die in unterschieldé Signalwege regulierend eingreifen.

Die Kyse140-Zellen zeigten bei 50 nM einen intragéten cAMP-Anstieg, jedoch nicht bei 500 nM.
Dies weist auf eine indirekte Beeinflussung des éA8piegelshin. AuRerdem konnte im Falle der
Kysel40-Zellen ein gegenteiliger Effekt bei der éfatichung der Reduzierung des intrazellularen
cAMP-Spiegels nachgewiesen werden. Dabei wurdeABtP-Spiegel mit der Applikation von OXA
nach Forskolin-Stimulation der Zellen noch weitdiédt. Dies kann passieren, wenn die Aktivierung
des OXR1 zu einer Stabilisierung des gebildeten BARKlhrt, welches normalerweise durch
spezifische Phosphodiesterasen (PDE) abgebaut Wiedden diese blockiert, kann die Halbwertszeit
von cAMP erhoht werden, was wiederum den Effekeelerhdhung des cAMP-Spiegels hat. Mit der
guantitativen Echtzeit-PCR -Analyse konnte ich Higression des OXR2 in den Kyse140-Zelllinien
nachweisen (Daten nicht gezeigt), dies konnte Enkirung sein fur eine indirekte Beeinflussung des
CAMP-Spiegels, vermittelt iber den OXR2 in den Kiy&@-Zellen.

Eine Reduktion des cAMP-Spiegels wurde zunéchsteoeer Standardkonzentration von 5 pM
Forskolin untersucht. Dabei zeigten sich die OEB8 OE21-Zelllinien als potentiell interessant und
wurden weiter bei einer Egvon Forskolin untersucht, um auch minimale Effddésser detektieren
zu kénnen. Bei der anschlielRenden konzentratio@saipen Untersuchung auf die cAMP-Reduktion
konnte jedoch kein Effekt in den OE21-Zellen begtawverden. Die OE33-Zellen hingegen zeigten
bei 5 UM eine signifikante Erniedrigung der cAMPsi¢entration (Abb. 32), wobei dieser Effekt bei
einer EGo von Forskolin wieder verloren ging. Es gibt Unteisungen, die einen dualen Effekt der
OXR1-Aktivierung gezeigt haben, dabei zeigte siicle schwache basale Reduzierung von cAMP mit
einer hohen Potenz (B£1 nM), die bei héheren Konzentrationen tberlagentde durch die starke
Erhéhung des cAMP-Spiegels mit niedrigeren Potellg€s, von 300 nM) (Holmqvist et al., 2005).

Die funktionelle Charakterisierung der OXA-OXR1-Bimg in den Tumorzelllinien wurde weiter auf
-Arrestin-vermittelte Effektorsignale untersuchtiekzu wurde die Verdnderung des Zytoskeletts
aufgrund von Rezeptor-Peptid-Bindung und der ams®bhden Signaltransduktion mit der

BIND®-Technologie (Biomolekulare-Interaktions-Detigk) untersucht. Da die Aktivierung von
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GPCRs aktinabhangige Anderungen in der zellularenphblogie induziert, kann diese Technologie
zur Charakterisierung und Quantifizierung von Zélien Signalen, die durch GPCRs aktiviert
werden, herangezogen werden (Peters & Scott, 2009)iesen Untersuchungen konnte nur eine
minimale Anderung der Morphologie in dem OXR1-Klemmittelt werden, wobei dieser nicht

signifikant war. Anhand der Messungen mit dem $abOXR1-Klon konnte daher gezeigt werden,
dass das BIND-System kein geeignetes System zuekid@t des OXR1-OXA-Bindung und der

folgenden Signaltransduktion darstellt. Der Eindlutes aktivierten OXR1 auf das Zytoskelett scheint

nach Aktivierung sehr gering zu sein.

Die Internalisierungsversuche zeigten eine spehifisBindung des OXA-IDCC, die mit dem
unmarkierten OXA verdrangt werden konnte. Die tramsmit OXR1 transfizierten Hek293a-Zellen
wiesen eine starke Fluoreszenz an der Plasmamerahdhrine teilweise internalisierte Fluoreszenz
in den Zellen auf. Im Gegensatz zu dem stabilen OKRnN, der nach 30-minttiger Inkubation mit
dem OXA-IDCC eine vollstdndige Internalisierung deptids zeigte. In den WT-Hek293a-Zellen ist
keine spezifische Bindung des OXA-IDCC zu erkenm@bwohl hier nur die Internalisierung des
Peptids detektierbar war, ist davon auszugehers, di@s die Desensibilisierung des OXR1 anzeigt
und hier eine Internalisierung des OXR1-Peptid-Ktangs ausgeldst wurde. Diese Desensibilisierung
scheint in transient transfizierten Zellen andeRergulationsmechanismen unterlegen zu sein als die
im stabilen OXR1-Klon. Die Intensitat der Fluoreszewar in den OXR1 transient transfizierten
Zellen hoher als im OXR1-Klon, was auf eine hoherehte an Rezeptoren zurlickzufihren ist; dies
ist bei einer transienten Transfektion auch zu dema Im OXR1-Klon hingegen war die
Fluoreszenzintensitat geringer, hier zeigte sicte eiollstandige Internalisierung des OXA-IDCC in
intrazellularen Endosomen. Die Fahigkeit des OXRLlirgernalisieren wurde schon in mehreren
Arbeiten gezeigt (Ellis et al., 2006; Milasta et, &005; Ward et al., 2011b). Dabei konnte die
Interaktion C-terminaler AS des OXR1 mitArrestin 1 und 2 und eine dadurch vermittelte ERK-
Aktivierung in heterologen Zellen nachgewiesen war{Dalrymple et al., 2011; Sandra Milasta et al.,
2005). Die Interaktion der Arrestine mit den duf@RKs phorsporylierten OXR1-Rezeptoren fihrt zu
einem Einschleusen des Komplexes in einen schneRecyclingweg und somit zu einer
Resensibilisierung der Rezeptoren an der Plasmana@mivas fir einen Klasse-A-Rezeptor typisch
ist (Dalrymple et al.,, 2011; Oakley et al., 1999grkbar et al., 2008). Die Interaktion der
Klasse-B-Rezeptoren fihrt aufgrund von stabilereandBngen des Rezeptorkomplexes mit den
Arrestinen zu einer langsameren Resensibilisieridigs konnte fir den OXR2-Rezeptor gezeigt
werden (Dalrymple et al., 2011). Die minimale izgHuldre Fluoreszenz in den nativen untersuchten
Zelllinien konnte in allen Zelllinien nicht mitteldes OXA verdrangt werden. AulRerdem war die
Fluoreszenz bzw. die Sensitivitat der angewanhitethode zu gering, um diese Préparate auswerten
zu konnen. Bisher konnte jedoch keine Internalisigrdes OXR1 bzw. dessen Liganden in nativen

Zelllinien gezeigt werden.
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Aufgrund der fehlenden Sensibilitat zur DetektioesdDCC im LSM wurde die Detektion des
OXA-IDCCs im Durchflusszytometer untersucht. Hieraurde ein Vorversuch durchgefiihrt, der
nicht in den Ergebnisteil dieser Arbeit mit einbgen wurde. Der Vorversuch sollte die Eignung der
angewendeten Methode zur Detektion einer Inteiiealisg des OXA-IDCC zeigen (Abb. 41). Der
stabile OXR1-Klon, OXR1 transient transfizierte 128Ba-Zellen, Hek293a-WT-Zellen, HT-29- und
Kysel180-Zellen wurden fur 30 min mit dem OXA-IDC@kubiert. Danach wurden die Zellen
gewaschenwasl), und die Ligandenldsung wurde durch Durchflussmgtriepuffer ohne Liganden
ersetzt. Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFIjrde durchflusszytometrisch an verschiedenen
Zeitpunkten uber funf Stunden bestimmt (Abb. 41)e Brgebnisse bestatigten die schon in der IF
festgestellten Beobachtungen. Die OXR1 transieisfizierten Zellen zeigten die starkste MFI im
Vergleich zu allen anderen untersuchten ZellenraBbtet man den 30-min-Wert, war die MFI des
stabilen OXR1-Klons dreifach niedriger im Vergleictur transienten Transfektion, was die
Beobachtungen der IF bestétigte. Die nochmals uenHiilfte geringere Fluoreszenzintensitat der

Kysel80- und HT-29-Zellen war mit dem Durchflussrgeter aber nicht mittels der IF detektierbar.

Die Abnahme der MFI nach Entfernen des OXA-IDG@&g¢h in den Kysel80-, HT-29-Zellen und
dem OXR1-Klon, wies auf eine Rezeptor-Peptid-Birglumd anschlielRende Internalisierung des
Rezeptor-Peptid-Komplexes in Endosomen hin, woRdgsid Gber die Zeit abgebaut wird (Becker et
al., 2001). Keine Abnahme der MFI Uber die Zeit dauin OXR1 transient transfizierten Zellen
detektiert, was ein verandertes Internalisierundmeaten, welches in der IF schon beobachtet wurde,
durchflusszytometrisch bestatigte. Die WT-Hek29&Heh zeigten dem gegeniber einen sehr

geringen Anstieg der Fluoreszenzintensitat undekéimnahme dieser Uber die Zeit.

Abb. 41:
Internalisierung und
zellulére
Verweildauer des
OXA-IDCC Uber 5 h
im
Durchflusszytometer.

Nach 30 minutiger Inkubation mit OXA-IDCC
wurden die Zellen gewaschengsh und fiir
1-5 h weiter ohne OXA-IDCC inkubiert.
Gezeigt sind die durchflusszytrometrisch
ermittelten mittleren Fluoreszenzintensitaten
(MFI) Uber die Zeit.

Dieses fluoreszenzmarkierte OXA wurde daraufhintevein durchflusszytometrischen Analysen
benutzt, um die Aufnahme des OXA-IDCC und somirrestin-vermittelte Signaltransduktion des
Rezeptors nachzuweisen und den Anteil an OXA-ID@trhalisierenden Zellen (IDCC positive
Zellen) in der Gesamtpopulation zu ermitteln. Weban in der Kinetik-Analyse (Abb. 41) konnten
eine um die 20-fache Erhéhung der MFI im Vergleidm freien Farbstoff und ein 10-facher Anstieg

der MFI in dem OXR1-Klon ermittelt werden. Diesemgiieg konnte mit dem unmarkierten OXA und
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auch mit dem selektiven OXR1-Antgonisten SB-33748jehoben werden, was eine spezifische
Bindung des OXA-IDCC an den OXR1 und eine geriehtaternalisierung in diesen Zellen zeigte.
Damit war die OXR1-vermittelte Internalisierung d€s(A-IDCC im OXR1-Klon und transient
transfizierten Zellen bewiesen. Parallel dazu kennB0 % der Zellen der transient OXR1
transfizierten Zellen und 84 % der Zellen des OXRdns als IDCC positiv detektiert und somit als
OXA-IDCC internalisierende Zellen ausfindig gemaelgrden (Tab. 9). Die Uberwiegende Anzahl
der Osophagus-Tumorzelllinien zeigten weniger & BDCC positive Zellen. Die Ausnahme stellen
die OE19-Zellen dar, die keinen Anstieg der MFI m&@XA-IDCC-Inkubation zeigten und somit
negativ fir den OXR1 waren, was mit der quantig&tiEchtzeit-PCR und mit der IF bestatigt wurde.
Der geringe Anteil an IDCC positiven Zellen, dechtimit dem SB-33478 inhibierbar war, weist auf
eine OXR1 unabhéangige Internalisierung in den Twaldinien hin. Neben der Clathrin-abhangigen
Internalisierung existiert auch eine G-Protein- @dthrin-unabhangige Internalisierung, die zu eine
constitutiven Internalisierung des beta2 adrenerged des M3 muscarinic Rezeptors fihrt,
die nicht mittels  Antagonisten blockierbar ist (&l & Donaldson, 2009).
Die MiaPaca2- und HT-29-Zellen zeigten den hdchstemeil an IDCC positiven Zellen
(78 % und 6 %) nativer Tumorzelllinien, wobei sidie Reaktion zum gréf3ten Teil nur mit OXA und
nur zu einem kleinen Teil mit dem OXR1 selektiventd@gonisten verdrangen lie (Tab. 9). Dies
koénnte auf die Anwesenheit eines anderen RezepliotySs in diesen Zellen hinweisen, der zu einer
nicht vollstandigen Verdrangung der Reaktion fuls. konnte jedoch in diesen beiden Zelllinien
keine Expression des OXR2 nachgewiesen werdeneWeihn spekuliert werden, dass der SB-33478
an anderen Epitopen bindet als das OXA-IDCC unditsdie Bindung und Internalisierung nicht
vollstandig verhindert wird. Zusammenfassend kaien ezeigt werden, dass nur ein geringer Tell
der Osophagealen Tumorzelllinien OXA-IDCC inters@it. Trotz einer hohen Sensitivitat des
DurchfluRzytometers kann der geringe Anteil an ORXGC positiven Tumorzellen auch ein
Ergebnis zu geriner Sensivitat sein. Sind auf jetidte nur wenige Rezeptoren exprimiert ist, das
Fluoreszenzsignal (MFI) nur sehr gering erhéht, mgégen eine Erhdhung des MFI auf eine erhdhte
Rezeptordichte schliel3en lasst. Es konnte alsohdugc sein, dass die Tumorzelllinien nur eine
geringe OXR1-Dichte aufweisen, wobei jedoch alledéptoren mit dem OXA-IDCC internalisieren.
Einen gréReren Anteil an OXA-IDCC positiven Zellegigten die MiaPaca2- und HT-29-Zellen. Im
Hinblick auf die in vivo Versuche war dies mit ein Grund fir die Durchfiitgueiner
NIFR-Bildgebung mit dem OXA-IDCC in MiaPaca2- und+29-Tumoren.

Auf der einen Seite erklart eine geringe Anzahkmmalauslésenden Rezeptoren auch die negativen
Ergebnisse der funktionellen Versuche, auf der memd&eite wurde die Expression auf RNA- und
Protein-Ebene in diesen Zelllinien nachgewiesehenvdavon auszugehen ist, dass die Anwesenheit
einer Struktur in biologischen Systemen meist rimee daran gekoppelten Funktion verknipft ist.
Die Anzahl an Rezeptoren kann nur durch ein Bindarsgay bestimmt werden und ist unabhangig

von einer Signaltransduktion.
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Eine Mdglichkeit der Erklarung fir das Vorhandensdés OXR1 auf mRNA- und Proteinebene aber
eine fehlende Signaltransduktion in den meisten draslllinien, ware das Vorliegen von
OXR1-Splicevarianten in diesen Zelllinien und woriglg auch Tumoren, die zwar das Epitop des
Antikorpers beinhalten, aber keinen Signalweg aten konnen und zuséatzlich die Fahigkeit der
Internalisierung verloren haben. Daneben kdnnteden Zellen aber auch noch andere, in dieser
Arbeit nicht untersuchte Signalwege, durch OX aktiv werden, z.B. die verschiedenen
MAPK-Signalwege inklusive einer ERK Phosphorylisgydmmoun et al., 2006; Hilairet et al., 2003
Spinazzi et al, 2005b; Ramanjaneya et al., 2009ndRganeya et al., 2008; Wenzel et al., 2009;
Milasta et al., 2005). Wobei die Aktivierung von ERneist Uber G-Proteine vermittelt wird, von

denen drei von vier Familien hier untersucht worsliel.

Weiter kann die Bildung von Di- und Oligomeren d@X¥R1 mit anderen Rezeptoren eine Rolle
spielen. Sollte in diesen Zellen eine Di- und Ohgwenbildung zu einer Liganden unabh&ngigen
Internalisierung fuihren, so wirde dies zu einensktutiv aktiven Zustand des OXR1 fuhren, was die
Erreichbarkeit der OXR1 an der Plasmamembran mereni und somit eine geringe Liganden
abhangige Internalisierung mittels des OXA-IDCC l&mn wirde. Es konnte die Bildung von
Di- und Oligomeren des OXR1 mit dem CB1-Rezeptorachgewiesen werden, was in einer
Liganden-induzierten und Ligand-unabhéngigen Iratlsierung und Resensibilisierung resultierte.
Hierbei konnte die ERK-Aktivierung tber den OXR1rcludie Anwesenheit eines CB1-Antagonisten
vermindert werden. Dies beweist die Beeinflussueg)@XR1 durch andere Liganden, die nicht direkt
an den Rezeptor binden (Ellis et al., 2006). Esnk®rschon fir mehrere GPCRs eine konstitutiv

aktive Konformation nachgewiesen werden (KhilnarkKBilnani, 2011).

Die Internalisierung des OXR1 ist von besonderetarésse, denn die Anreicherung des markierten
Peptids in den Zellen kann zu einem besseren SRmasch-Verhaltnis fihren (Liu et al. 2005, Ginj
et al. 2006, Reubi et al. 2010).

Eine Ubersicht der Expression und der OXA-vernigiel Signalauslésung in den untersuchten
Tumorzelllinien, welche als Funktionalitdt des OXRilerpretiert wurden ist in Tab. 11 dargestellt.
Zusammengefasst konnte keine zelluldre Funktion @WA auf die untersuchten humanen
Tumorzelllinien nachgewiesen werden. Jedoch komntstabilen OXR1-Klon und den HT-29 Zellen
eine G ;Kopplung des OXR1 an dengH8ignalweg gezeigt werden und somit die Expressmm
funktionalen OXR1. In den Kysel80-Zellen konnte behen OXA-Konzentrationen (500 nM) eine
cAMP-Stimulierung gezeigt werden, die eines&opplung der funktionalen OXR1 in diesen Zellen
anzeigte. Die gesteigerte cAMP-Produktion in densé&id0-Zellen unterlag keiner OXA
Konzentrationsabhangigkeit, was eine sekundarenBessung der cAMP-Stimulierung anzeigte und
keine direkte Aktivierung Uber eine GKopplung. Dies bestatigte die additive Wirkung VOXA
nach Forskolistimulation auf den Anstieg der intladaren cAMP-Konzentration. Eine OXA

induzierte Reduzierung des cAMP-Spiegels bei hoRenskolikonzentrationen konnte in den
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OE33-Zellen nachgewiesen werden. Diese in den Ky&elnd OE33-Zellen beobachteten Effekte
bedurfen weiterer Untesuchungen zur Charakterisger@XA-vermittelter Signalwege in diesen
Zellen. Die teilweise OXR1-vermittelte Internalisiag des OXA-IDCC in den HT-29- und

MiaPaca2-Zellen lieferte einen weiteren Hinweis da$ Vorhandensein von funktionellen OXR1 in
diesen Zellen. Ein sehr geringer Anteil der 0sophéen Zelllinien zeigte eine Internalisierung, der
nur in den Kyse180-, 410- und OE33-Zellen zum Tb#r funktionale OXR1 vermittelt war.

Tab. 11: Ubersicht der Expression und Funktionalitd des OXR1 in humanen Tumorzelllinien und dem

OXR1-Klon. - OXR1 nicht detektiert bzw. keine Funktion; + OXRetektiert bzw. Funktion; nd: nicht
durchgefuhrt, + Erhéhung, + Reduzierung.

Tumorentitat Zelllinie Expression Funktionalitat
IF TagMan BIND® Ca2+- CcAMP OXR1-vermittelte
Mobilisierung Internalisierung
Osophageales OE19
Adenokarzinom
OE33 + + - - + 2%
Osophageales OE21 + nd
Plattenepithelkarzinom
Kysel40 + + - - +
Kysel80 + + - - + 3%
Kyse410 + + - - - 4%
Kyse520
Kolorektales Karzinom HT-29 + + - + - 6 %
Pankreatisches MiaPaca2 nd + nd nd nd 78 %
Karzinom
OXR1-Klon HEK?293a + + - + - 85 %
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5 Zusammenfassung

Eine frihe Diagnose mit einer daraus resultieremdehtzeitigen Behandlung einer Krebserkrankung
sind die entscheidenden Schritte fiir eine verbesdéverlebensrate. Eine innovative Strategie stellt
die zielgerichtete Tumordiagnose und -therapie Dabei kommen tumorbindende Molekiile, die
entweder an ein signalgebendes oder therapeutigdess gekoppelt werden kdnnen, zum Einsatz.
Als Zielstrukturen solcher tumorbindenden Molekiwigrde in vorliegender Arbeit der Orexinrezeptor
1 (OXR1), ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (GRC&)f die Eignung als Zielstruktur zur

Behandlung von gastrointestinalen Tumoren hin gotht. Weiter wurde die endogene Expression

des OXR1 in humanen Tumorzelllinien nachgewieseh@KR1-vermittelte Effekte untersucht.

In dieser Arbeit konnte das erste Mal an humaneneBeschnitten gezeigt werden, dass der humane
OXR1 in 90 % der Osophaguskarzinome, und in 86 % pdmkreatischen Adenokarzinome und
pankreatischen NETs stark exprimiert war. Dariiberads wurde der Rezeptor in 100 éer
untersuchtenkolorektalen Karzinome immunhistochemisch detektiémsbesondere in 93 % der
untersuchten Plattenepithelkarzinome des Osophagrde eine hohe OXR1 Dichte detektiert, wobei
die Expression nicht mit dem Stadium der Tumoretkuag der Patienten assoziiert war. Der OXR1
war ebenfalls im Plattenepithel des gesunden Osppshavorhanden, jedoch zeigte die semi-
guantitative Auswertung der Gewebeschnitte, dase dRezeptordichte in 70 % der
Plattenepithelkarzinome des Osophagus hoher odedasiens gleich im Vergleich zum normalen
Osophagus war. Entsprechend wurde auf RNA und iReftene eine Expression des Rezeptors in
humanen Tumorzelllinien (in 70 % der dsophagealan/0 % der kolorektalen, in 100 % der
pankreatischen Tumorzelllinien) detektiert. AbseRind lie3 der Nachweis des OXR1 in subkutanen
XenograftTumorschnitten auf die Erhaltung des Zielrezeptions Mausmodell schlie3en. Diese
Beobachtungen machen den OXR1 zu einem vielverdspnglen Zielrezeptor fur die gerichtete
Tumordiagnostik und -therapie. Vorversuche der vivo Bildgebung im Mausmodell mit
NIR-gekoppeltem OXA waren nur in 20 % erfolgreigigs der geringen Stabilitdt des nativen OXA

zu Grunde liegen kdnnte.

Funktionelle Untersuchungen der OXR1 endogen expranden humanen Tumorzelllinien zeigten
keinen Einfluss von OXA auf das Wachstums- oder gfAipseverhalten der Zellen. Dies schlief3t die
Einsetzung des OXA als wachstumshemmendes Theilaputaus, unterstiitzt jedoch die

Anwendung als Leitstruktur fur eine gerichtete Tudiagnostik und -therapie. Die OXR-vermittelte

Signaltransduktion wurde mittels der “GMobilisierung, cAMP Konzentrationsmessung und
Internalisierungsversuchen untersucht, um die Fon&litdt der Rezeptoren nachzuweisen. Hierbei
konnten in einigen Tumorzelllinien unterschiedlicb®R1-induzierte Effektorsysteme nachgewiesen

werden, welche auf die Funktionalitat der OXR1 hasen.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend prasentieren die vorliegenden Eepebder funktionellen Untersuchungen und
insbesondere der Expressionsanalysen den OXRinas/ielversprechende molekulare Zielstruktur

fur die gerichtete Tumordiagnostik und -therapidumoren des GIT.
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Summary

6 Summary

Early diagnosis and therapy are essential for imipgothe survival rate of cancer patients. One
innovative strategy is demonstrated by targetedotdragnosis and -therapy. Here key structure
binding molecules, which bind specifically to th&rget, are labeled either to a signal-producing o
therapeutic agent. This work investigated the eatadn of the orexinreceptor 1 (OXR1), a G protein-
coupled receptor (GPCRs), for the intended use &sget structure of gastrointestinal tumors. In
addition human tumor cell lines, endogenously esgirg OXR1, were identified to study
OXR1-mediated effects.

This work demonstrated for the first time the esgien of the OXR1 in 90% of the human
esophageal tumor tissue samples and in 86% ofdher@as adenocarcinoma und pancreatic NETs
which were investigated. Moreover in 10@¥the colorectal carcinoma this receptor was detected by
immunhistochemistry. Notably, 93% of the investaghesophageal squamous cell carcinoma (ESCC)
represented a high density of OXR1, while the OX@Xpression did not correlate with the tumor
stage. The OXR1 expression was also found in nomsaphageal tissue, however 70% of the
esophageal squamous cell carcinoma showed a haglegual expression profile in comparison to the
normal tissue. Accordingly the receptor could beeded in human tumor cell lines (in 70% of the
esophageal, in 70% of the colorectal and in 100%hefpancreatic tumor cell lines) on RNA and
protein levels. Finally, the staining of subcutameXdenografttumor slices showed the availability of
the maintaining structure in mouse model. Theselt'edemonstrate that OXR1 is a promising target
for targeted tumordiagnosis and -therapy of ESC@ perhaps pancreatic and colorectal cancer.
Preliminary results o vivo imaging in mice using NIR-labeled OXA were sucéaissnly in 20 %,

perhaps due to the low OXA stability.

Analyzing the OXR1-mediated effects in human tummat lines endogenously expressing the OXR1,
no influence of OXA on proliferation and apoptos@ild be detected. This excludes the use of OXA
as anti-proliferative therapeutic. To show the fiorality of the endogenously expressed receptor,
OXR1-induced signaling was reviewed measurin§"@wmbilization, change of intracellular cAMP

and ligand internalization. Some tumor cell linesvated different OXR1-mediated effector systems,

demonstrating a functionally active OXRL1 in thes# kines.

In conclusion, the results from the functional- amgarticular from the expression-analysis repnese
OXR1 as an promising target structure for targeiemordiagnosis and -therapy approaches of

carcinomas of the gastrointestinal tract.
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Tab. 12: Angabe der statistisch ermittelten Zellzalen verschiedener Stadien des Zellzyklus und der
Apoptotischen Zellen nach 48h Behandlung mit MediumOrexin und TNF +CHXx.

Zellen in % (Populationl)
48h,n=2 M1=Sub-G1 M2= M3= M4=
(Apoptotische Zellen) | G1-Phase | S-Phase | G2-Phase

HT-29 A) Medium 1,5+0,6 62,3164 24554 11,2+0,5

B) OXA 1,7¢1,0 61,2+4,7 25,2+3,2 11+0,6
C)OXB 1,8+1,1 62,5+8,0 23,8154 11,1+0,9

D) TNF +CHx 34,9£10,5 33,7+40,1 12,0£2,9 8,221

Stabiler A) Medium 8,1+0,8 57,3£2,8 24,8+0,9 7,2£3,8
Klon B) OXA 10,740,6 57,6¢52 | 22,3t0,6 | 8,1+4,3
C)OXB 8,5+1,7 56,7+0,4 22,2+0,6 8,0£4,2

D) TNF +CHx 77,0£115 5,750 3,2+2,3 0,9+0,2

Tab. 13: Angabe der Aminosdure Sequenzen, Molekulgewichte und Reinheit der benutzten OXA
Varianten.

Sequenz Name MW MW Reinheit %
soll ist
Pyr-PLPDCCRQKT CSCRLYELLHGAGNHAAGILTL liNOXA 3565 | 3566 93 %
Pyr-PLPDCCRQKTCSCRLYELLHGAGNHAAGILTL zyOXA 3561 3563 98 %
IDCC-SGSPLPDCCRQKT CSCRLYELLHGAGNHAAGILTL linOXA-IDCC 4337 | 4339 96 %
IDCC-SGSPLPDCCRQKT CSCRLYELLHGAGNHAAGILTL zyOXA-IDCC 4333 | 4336 98%
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