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1.1 Zusammenfassung

Ubergewicht und Adipositas gehdren zu den gréRten Gesundheitsproblemen weltweit.
Die damit assoziierten Stérungen sind schwerwiegend und gegenwartig sind keine
adaquaten Therapien fur langanhaltende Gewichtsreduktionen verfigbar. Um hierfur
geeignete Ansatzpunkte zu finden, ist die Kenntnis regulatorischer Ablaufe innerhalb
der Appetitregulation eine zwingende Voraussetzung. Die Ubergeordnete Regulation
der Nahrungsaufnahme erfolgt zentral im Hypothalamus. Ein homologes Netzwerk aus
Rezeptoren und ihrer Liganden ermdglicht eine individuelle Koordinierung von
Energiezufuhr und Energieumsetzung. Unter anderem spielen hier Vertreter der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRS) eine bisher nur in Ansatzen verstandene
Rolle. GPCRs sind Angriffspunkt fir ca. 50% aller bisher bekannten
pharmakologischen Wirkstoffe, da sie ideale Kandidaten fir gezielte Eingriffe in
physiologische und pathophysiologische Prozesse sind.

Im Hypothalamus sind unter anderem der Melanocortin-3-Rezeptor (MC3R),
Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) wund der Ghrelin-Rezeptor (GHSR) in die
Appetitregulation involviert. Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, fur diese und weitere
Rezeptoren potenzielle Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen und deren Einfluss
auf die Signalisierungseigenschaften zu ermitteln. Dafir wurden verschiedene
molekularbiologische Methoden angewandt, um Interaktionen nachzuweisen und
Signalisierung zu quantifizieren.

Versuche mit spezifisch angefertigten Rezeptor-Chiméren des MC4R deuten darauf hin,
dass sich ein MC4R-Homodimer (zwei interagierende Rezeptor-Monomere) von einem
Monomer in den Signalisierungscharakteristika unterscheidet, wobei auch ein méglicher
Interaktionspunkt zwischen den Monomeren identifiziert werden konnte.

Ein Hauptergebnis dieser Forschungsarbeiten ist, dass bei Wechselwirkung zwischen
MC3R und GHSR die Signalisierungskapazitaten gegenlaufig beeinflusst werden. Die
MC3R-Kapazitat wird dabei verstarkt, die des GHSR inhibiert. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass der GHSR und MC3R auch mit einem orphanen GPCR, dem
G-Protein-gekoppelte Rezeptor 83 (GPR83) interagieren. Die GHSR-vermittelte
Signalisierung wird ebenfalls durch den interagierenden GPR83 inhibiert, wohingegen
die Signalisierungsfahigkeit des MC3R bei Interaktion mit dem GPR83 signifikant
zunimmt.

Diese Arbeiten haben daher fur verschiedene hypothalamisch lokalisierte GPCRs
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demonstriert, dass sie gegenseitige Interaktionen eingehen kénnen (Homo- und/oder
Heterooligomere) und sich dabei direkt in ihrer Funktionalitdt beeinflussen. Dies
bedeutet, dass bisherige Modelle unter singuléarer Betrachtung dieser Rezeptoren nicht
vollstandig waren und ein komplexeres Funktions- und Steuerungsbild auch in vivo
vorliegen konnte. Weiterhin ist daraus zu schlussfolgern, dass wechselseitige
Beeinflussungen und das Zusammenspiel verschiedener Liganden und Rezeptoren ein
viel genaueres Bild der Feinjustierung der Energiehomdostase liefern konnten, als
bisher bekannt ist. Durch dieses Wissen ist auch eine genauere Zielstellung fur die
Entwicklung von pharmakologischen Wirkstoffen moglich, welche zum Beispiel auf eine
simultane Beeinflussung von interagierenden GPCRs abzielen kdnnte. Perspektivisch
konnte damit nicht nur eine erhOhte Effizienz, sondern auch eine verbesserte

Gewebespezifitat und damit eine Reduzierung von Nebenwirkungen erreicht werden.

1.2 Abstract

Adiposity is one of the main health problems encountered worldwide and is associated
with severe illnesses. Adequate therapies for long-term weight reduction are currently
unavailable. Thus, identifying the specific causal mechanisms of obesity is necessary in
order to detect the level to intervene.

Energy homeostasis is centrally regulated in the hypothalamus by specific ligands and
their receptors. For example, G-protein-coupled receptors (GPCRs) have been shown
to have an important role in energy consumption and expenditure. However, the specific
mechanisms through which GPCRs influence energy homeostasis remain unclear. In
general, 50 % of pharmacological drugs target GPCRs; therefore, GPCRs constitute
ideal sites of actions to implement specific interventions targeting pathophysiological
processes.

Among other receptors, the melanocortin-3 receptor (MC3R), the melanocortin-4
receptor (MC4R) and the ghrelin receptor (GHSR) are involved in the hypothalamic
regulation of appetite. The objective of this thesis was to analyze potential protein-
protein interactions between these receptors as well as their influence on signaling
properties. To do this, several molecular biological methods were used to identify the
presence of interactions and to quantify the signaling properties.

Experiments using specifically designed MC4R chimeras indicated that the signaling

characteristics of an MC4R-homodimer (two interacting receptor monomers) differ to
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those of monomers, and possible interaction points between two monomers was
detected.

One main result of this research is that there is a mutually opposite influence of the
signaling capacity between MC3R and GHSR: as the capacity of the MC3R strongly
increases, the GHSR capacity is inhibited. Furthermore it was shown that the GHSR
and MC3R also interact with the orphan G-protein coupled receptor 83 (GPR83).
Finally, during interactions with the GPR83, signaling capacity is inhibited for the GHSR
whereas it is significantly enhanced for the MC3R.

These studies demonstrate that different hypothalamic localized GPCRs assume mutual
interactions (homo- and/or heterooligomers) and directly influence each other’s
functionality. This means that previous models depicting interactions between these
receptors under singular examination are not supported, and that a more complex
function and regulation process in vivo could exist. Furthermore, it was shown that the
interplay between different ligands and receptors, as well as their mutual interactions,
could provide a more detailed pattern of the vernier adjustment of energy homeostasis
than previously known models. This finding is a prerequisite for the development of
pharmacological agents simultaneously targeting, for example, two interacting GPCRs.
Such compounds could not only be more efficient, but could also have enhanced tissue

specificity resulting in a reduction of side-effects.



2. Einleitung 4

2. Einleitung

2.1 Ubergewicht und Adipositas sind ein globales Gesundheitsproblem

Adipositas ist durch uberdurchschnittlich angereichertes Korperfett mit krankhaften
Auswirkungen gekennzeichnet. Die World Health Organization (WHO) definiert einen
Kdrpermassenindex (Body Mass Index / BMI - Quotient aus Gewicht und KorpergroRe
zum Quadrat (kg/m2)) ab 25 als Ubergewichtig und ab einem BMI von 30 als adipds
(WHO, 2000). Bei Kindern erfolgt die Bestimmung des Ubergewichts anhand ge-
schlechtsspezifischen BMI-Altersperzentilen und alters- und geschlechtskorrigierten
Standard-Deviation-Scores (SDS). Ab der 90. Perzentile gilt ein Kind als tibergewichtig
und oberhalb der 97. Perzentile als adipds (S2 Leitlinien, 2012). Die Pravalenzen von
Ubergewicht und Adipositas sind in den letzten Jahren stark gestiegen; mittlerweile
werden weltweit eine Milliarde Erwachsene als adipés angesehen, das entspricht 14 %
der Weltbevdlkerung (Taskforce, 2010). Die physischen und psychischen Folgen des
Ubergewichtes sind schwerwiegend, haufig treten Folgeerkrankungen wie Diabetes
mellitus Typ Il und Herz-Kreislauf-Beschwerden auf (Rossen et al.,, 2012). Ebenfalls
werden bestimmte Krebsformen und eine erhéhte Mortalitatsrate mit starkem Uberge-
wicht assoziiert (Donini et al.,, 2012, Feneberg et al., 2012). Bei Kindern und
Jugendlichen treten haufig Komorbiditaten auf und daher ist dieses Problem im beson-
deren Mal3e zu beachten (Ebbeling et al., 2002, Pulgaron, 2013).

Adipositas kann durch Umwelteinflisse und genetische Faktoren verursacht werden.
Zwillingsstudien ergaben, dass die Varianz des Koérpergewichts zwischen 57 und 86 %
durch Erbanlagen bestimmt wird. Hierbei besitzen gerade Kinder eine besondere Dy-
namik und werden starker durch genetische Faktoren beeinflusst (Silventoinen et al.,
2009). Genetisch induzierte Adipositas lasst sich in monogene und polygene Adipositas
unterteilen. In genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) konnten mehrere Genloci
identifiziert werden, fir die eine Assoziation mit Adipositas bestétigt werden konnte
(Speliotes et al., 2010). Die polygene Adipositas kann durch das Auftreten gleich meh-
rerer Genvarianten in diesen Loci induziert werden (Hinney et al., 2010, Rojas et al.,
2012). Die monogene Adipositas hingegen kann durch einen einzelnen Gendefekt, in
einem der bisher bekannten funf Kandidatengene des wichtigsten Signalweges in der
Appetitregulation, ausgeldst werden (Hinney et al., 1997). Mutationen im Leptin (LEP)
(Montague et al., 1997), Leptin-Rezeptor (LEPR) (Clement et al., 1998), Proprotein-
Convertase 1 (PCSK1) (Jackson et al., 1997), Proopiomelanocortin (POMC) (Krude et
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al., 2003) oder dem Melanocortin-4-Rezeptor (MC4R) (Yeo et al., 1998) kdnnen zu
einem stark Ubergewichtigen Phanotyp fuhren.

2.2 Hypothalamische Gewichtsregulation

Das Kdrpergewicht wird durch Nahrungsaufnahme und Energieumsatz reguliert, dabei
werden Hunger und Sattigung durch verschiedenste Signale gesteuert. Ein peripheres
Signal wurde 1994 von Friedmann in Form des Hormons Leptin identifiziert (Zhang et
al., 1994). Leptin wird in Abhangigkeit zum vorhandenen Kérperfett sezerniert, diese
Entdeckung bot die Voraussetzung fir die Aufklarung des Leptin-Melanocortin-
Signalweges und dessen Bedeutung fir die Regulation der Energiehomoéostase (Maffei
et al., 1995). In Abbildung 1 wird schematisch die derzeitig bekannte hypothalamische
Gewichtsregulation in Hinblick auf involvierte und in dieser Arbeit thematisierte GPCRs
beschrieben. Der Signalweg kann in ein anorexigenes (Nahrungsaufnahme hemmen-
des) und ein orexigenes (Nahrungsaufnahme steigerndes) System unterteilt werden,
welche Uber bestimmte Neuronen und Schlisselproteine miteinander verknipft sind. Zu
den Schlisselproteinen gehdrt das anorexigene Prohormon POMC, welches durch
hohe Mengen an zirkulierendem Leptin exprimiert wird. Das Vorlauferprotein POMC
wird posttranslational unter anderem zu a-, B- und y-Melanozyten-stimulierenden Hor-
monen (a-, B- und y-MSH) prozessiert, die den anorexigenen MC4R und den
autoregulatorisch wirkenden MC3R aktivieren (Begriche et al., 2013, Cowley et al.,
2001). Das orexigene System wird durch das im Magen sezernierte Hormon Ghrelin
und dessen spezifischen Rezeptor (GHSR) aktiviert, indem die Expression der
orexigenen Peptide Agouti-related Protein (AgRP) und Neuropeptid Y (NPY) hochregu-
liert werden (Cowley et al., 2003). AgRP bindet mit einer hohen Affinitdt am MC3R und
MC4R, wodurch es zu einer Inhibierung beider Rezeptoren kommt (Begriche et al.,
2013). Der MC4R nimmt eine exponierte Stellung im Leptin-Melanocortin-Regelkreis ein
und bei 2 bis 6 % aller extrem Ubergewichtigen Kinder und Jugendlichen konnten Muta-
tionen im MC4R-Gen identifiziert werden. Somit stellen sie den haufigsten
Hauptgendefekt bei dem Auftreten von frihmanifester Adipositas dar (Hinney et al.,
2006). Die Bedeutung des MC4R wird auch durch den stark ausgepragten Phanotyp
der MC4R”-Knockout-Maus bestatigt. MC4R defiziente Mause sind hyperphag,
hypometabolisch und extrem Ubergewichtig (Ste Marie et al., 2000).
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Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung des Leptin-Melanocortin-Signalweges
Leptin wird in Abhéngigkeit des Fillzustandes der Adipozyten sekretiert und stimuliert im Nucleus
arcuatus (ARC) die Expression des anorexigenen Prohormons Proopiomelanocortin (POMC / lila
Pfeil), welches u.a. zu a-, B- und y-Melanozyten-stimulierenden Hormonen (a-, 8- und y-MSH)
prozessiert wird und inhibiert die Expression der orexigenen Peptide Agouti-related Protein (AgRP /
gelber Pfeil) und Neuropeptid Y (NPY). Die Stimulation des MC4R im Nucleus paraventricularis
(PVN) mittels a- und B-MSH fihrt zur Inhibierung der Nahrungsaufnahme, die Aktivierung des MC4R
im lateralem Hypothalamus (LHA) und im dorsomedialem Hypothalamus (DMV) hingegen induziert
einen erhohten Energieumsatz (Balthasar et al., 2005). Da der MC3R im ARC sowohl auf den
AgRP- als auch auf den POMC-Neuronen exprimiert wird, wirkt die Stimulation dieses Rezeptors
durch a-, - und y-MSH hdéchstwahrscheinlich als Vermittler zwischen Appetitanregung und Appetit-
hemmung und wird daher auch als Autorezeptor bezeichnet (Cowley et al., 2001). Das orexigene
Hormon Ghrelin wird vom Magen sezerniert und fuhrt zur Aktivierung des GHSR und zur Expression
von AgRP und NPY (gelber Pfeil) (Kamegai et al., 2000, 2001). AgRP ist ein inverser Agonist des
MC4R und wirkt orexigen. (LEPR — Leptin-Rezeptor; alle weiteren Abkilrzungen der dargestellten
Rezeptoren werden in der Tabelle im Anhang erlautert.)

2.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

GPCRs sind an der Regulation fast aller physiologischen Prozesse im Korper beteiligt
und daher haufigster Angriffspunkt von Medikamenten (Mason et al., 2012, Tyndall et
al., 2005). GPCRs unterscheiden sich in ihren konkreten physiologischen Funktionen,
sind aber durch eine gemeinsame generelle Architektur gekennzeichnet. Sieben
helikale Elemente durchspannen die Zellmembran (Transmembranhelices/TMH), wel-
che durch drei extra- und drei intrazellulare Schleifen (ECL/ICL) miteinander verbunden
sind (Kobilka et al., 2007). GPCRs kdnnen multipel in verschiedenen Geweben vor-
kommen, aber auch gewebsspezifisch exprimiert sein. Verschiedenste Signale wie
Peptide, Amine, Photone, Hormone oder lonen kdnnen an GPCRs binden und in hoch-
spezifische Effekte mittels heterotrimerer GTP-bindender Proteine (G-Protein) und auch
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G-Protein-unabhéngig (z. B. B-Arrestin) Ubertragen werden (Lefkowitz, 2007,
Rosenbaum et al., 2009). Bisher sind nicht fur alle GPCRs spezifische stimulierende
Signale (z. B. in Form von Liganden) bekannt. Solche orphanen GPCRs sind auch
zahlreich in hypothalamischen Regionen zu finden und kénnten potenzielle therapeuti-
sche Angriffspunkte sein. Im Leptin-Melanocortin-Signalweg spielen GPCRs eine
entscheidende Rolle und im Folgenden werden die in dieser Arbeit behandelten GPCRs

einzeln betrachtet.

: Abbildung 2: Schematische Darstellung der genutzten

MC4R MC3R GHSR GPR83 Sighalwege des MC4R, MC3R, GHSR und GPR83

Die in dieser Arbeit thematisierten GPCRs binden an

unterschiedlichen G-Protein-Untereinheiten. Der MC4R und
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/ (ATP) zu cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP)

konvertiert. Der GHSR und GPR83 binden die Gag—

; ; Untereinheit, welche die Phospholipasen C (PLC) zur
Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  zu

Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) stimuliert.

} e
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2.3.1 Melanocortin-4-Rezeptor

Der wichtigste Vertreter in der Energiehomgostase ist der MC4R, der im Hypothalamus
und dort hauptsachlich im PVN, LHA und DMV exprimiert wird (siehe Abb. 1 und An-
hang Tab. 1), aber auch unter anderem im Rickenmark, Hirnstamm und Penisgewebe
zu finden ist. Der durch a- und B-MSH stimulierbare und durch AgRP inhibierbare
MC4R koppelt hauptsachlich an das Gas-Protein (siehe Abb. 2), kann aber auch weitere
G-Protein-unabhangige Effektoren aktivieren (ERK1/2) (Sutton et al., 2005). Die Stimu-
lation des MC4R im PVN hat einen anorexigenen Effekt zur Folge. Eine weitere
Eigenschaft des MC4R ist die schwache Liganden-unabhangige Aktivitat (im Weiteren
auch Basalaktivitat genannt) (Nijenhuis et al., 2001). Versuche, den MC4R im Men-
schen als therapeutischen Angriffspunkt fur die Behandlung von Adipositas zu nutzen,
schlugen bislang fehl. Ein Problem stellte hierbei die nicht vorhandene gewebespezifi-

sche Selektivitat der getesteten Liganden dar (Van Der Ploeg et al., 2002).

2.3.2 Melanocortin-3-Rezeptor

Die Rolle des MC3R in der Appetitregulation ist komplex, und noch nicht vollstandig
aufgeklart. Der MC3R wird im Pankreas, im Magen, in der Plazenta und im Hypothala-

mus, aber am dominantesten im ARC exprimiert (siehe Abb. 1 und Anhang Tab. 1). Der
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MC3R kann wie der MC4R durch a- und B-MSH stimuliert (siehe Abb. 2) und AgRP
inhibiert werden, aber er besitzt auch die Mdglichkeit, selektiv y-MSH zu binden, was
auf eine unterschiedliche Regulation des MC4R und des MC3R hinweist (Begriche et
al., 2013). MC3R-defiziente Mause (MC3R™) zeigen einen hypometabolischen und
Ubergewichtigen Phanotyp, der jedoch nicht durch eine erhéhte Nahrungsaufnahme wie
bei der MC4R™-Knockout-Maus begriindet ist. Durch diese Beobachtungen wird dem
MC3R eine wichtige Rolle in der Energiehomdéostase und nicht in der Appetitregulation

zugeschrieben (Begriche et al., 2013).

2.3.3 Growth-Hormone-Secreteagogue-Rezeptor / Ghrelin-Rezeptor

Der Growth-Hormone-Secretagogue-Rezeptor (oder auch Ghrelin-Rezeptor (GHSR1a))
wurde zunachst als Rezeptor beschrieben, der die Ausschittung von Wachstumshor-
monen stimulieren kann (Li et al., 2013). Erst nachdem sein endogener Ligand Ghrelin
im Magen identifiziert wurde, konnte seine wichtige Funktion im Energiemetabolismus
aufgeklart werden (Kojima et al., 1999). Ghrelin ist ein orexigenes Peptid, dem eine
nahrungsmittelsensorische Funktion zugeschrieben wird, da in Abhangigkeit der zuge-
fuhrten Nahrungsfette die fur die Aktivierung essenzielle Octansaureveresterung des
Ghrelins durch das Enzyme Ghrelin-O-Acyltransferase (GOAT) erfolgt (Kirchner et al.,
2009). Der GHSR wird unter anderem im Pankreas, in der Bauchspeicheldriise, in der
Hypophyse und im Hypothalamus exprimiert (siehe Abb. 1 und Anhang Tab. 1)(Guan et
al., 1997). Die Stimulation des GHSR fuhrt zur Aktivierung der Gag-Proteine (siehe Abb.
2) und der GHSR weist eine extrem hohe Basalaktivitat auf (Holst et al., 2003). Versu-
che, die orexigene Wirkung des GHSR therapeutisch zu nutzen, blieben weitgehend
ohne Erfolg. Die haufig groRen Peptide kbnnen die Blut-Hirn-Schranke nicht tberwin-
den und viele getestete Liganden fuhrten zu einer ungewollten Somatropin-

Ausschittung (zusammengefasst in (Kirchner et al., 2012)).

2.3.4 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 83

In dieser Arbeit wurde exemplarisch ein orphaner GPCR auf seine Eigenschaften unter-
sucht: der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 83 (GPR83). Er wird unter anderem im
Hypothalamus und dort auch in den fir die Gewichtsregulation wichtigen Nuclei ARC,
PVN und LHA exprimiert (siehe Abb. 1 und Anhang Tab. 1) (Brezillon et al., 2001). Es
ist bekannt, dass der GPR83 einen regulatorischen Einfluss auf die Thermogenese und
die zirkulierenden Adiponektin-Konzentrationen hat (Dubins et al., 2012). Kirzlich konn-
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te durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass der mit dem humanen zu 87 %
identische Maus-mGpr83 (Sah et al., 2007) eine Basalaktiviat im Gag-induzierten Sig-
nalweg aufweist (siehe Abb. 2) und mit physiologisch relevanten Zink-Konzentrationen
stimulierbar ist (Muller, A. et al., 2013).

2.3.5 GPCR-Interaktionen in der Gewichtsregulation

Seit einigen Jahren ist bekannt und akzeptiert, dass GPCRs nicht nur in einer monome-
ren Form existieren, sondern auch als interagierende Einheiten in Form von
Homodimeren (gleiche GPCRs) oder Heterodimeren (unterschiedliche GPCRs) (Angers
et al., 2002). Es wurde bewiesen, dass die Oligomerisierung (mehrere Monomere inter-
agieren miteinander; im Folgenden auch als Dimerisierung bezeichnet, da wir nicht
zwischen Oligomeren und Dimeren unterscheiden kénnen) die Oberflachenexpression,
die Spezifitdt der G-Proteinkopplung und auch die Signalisierungseigenschaften beein-
flussen kann (Smith et al., 2010). Die Interaktion zweier Rezeptoren ist maf3geblich an
der physiologischen Spezialisierung von Rezeptoren beteiligt und kann auch von
pathophysiologischer Relevanz sein (Abdalla et al., 2001). Pharmakologisch ist diese
funktionelle Besonderheit von GPCRs bis jetzt wenig beachtet worden. Fur die in dieser
Arbeit thematisierten GPCRs MC3R, MC4R, GHSR und GPR83 ist bekannt, dass sie
Homooligomere bilden (Biebermann et al., 2003, Jiang et al., 2006, Mandrika et al.,
2005, Mdller, A. et al., 2013). Kurzlich konnten flr einige dieser Rezeptoren auch neue
Interaktionspartner identifiziert werden. Der MC4R ist in der Lage, mit dem Neuropeptid-
B/W-Rezeptor 1 (NPBWR1/GPR7) und der MC3R mit dem GHSR Heterodimere zu
bilden, jedoch ist nicht bekannt, ob sowohl die Homo- als auch die Heterodimerbildung

eine funktionelle Relevanz aufweist (Rediger et al., 2009).

3. Zielstellungen

Unter dem Gesichtspunkt des geschilderten, global ansteigenden Adipositasproblems
ist es aul3erst wichtig, Wissenslicken zur Gewichtsregulation zu schlie3en, um hoch-
spezifische und effiziente Therapieoptionen zu generieren. Aufklarung der Relevanz
von Interaktionen zwischen appetitregulierenden GPCRs kdnnte dazu beitragen, tiefer-
gehende Erklarungen und damit Therapieansétze zu finden. Da in die Appetitregulation
involvierte GPCRs ein interessantes pharmakologisches Angriffsziel darstellen, wurde

in dieser Arbeit auf die Identifikation und funktionelle Relevanz von bestimmten GPCR-
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GPCR-Interaktionen abgezielt.

3.1 Charakterisierung des MC4R-Homodimers

Eine Schlusselrolle in der hypothalamischen Gewichtsregulation kommt dem MC4R zu.
Die Entwicklung humanspezifischer und hochpotenter anorexigener MC4R-Agonisten
schlug bislang fehl. Ein Grund daflr kénnte darin begriindet sein, dass nicht alle Eigen-
schaften des MC4R bertcksichtigt wurden. Es sollten daher dimerisierungsrelevante
Eigenschaften des MC4R untersucht werden, um ihn in seiner grundlegenden Funkti-
onsweise zu verstehen und um potenziell pharmakologisch nutzbare Mechanismen zu
erkennen. Ziel war es, potenzielle Interaktionsbereiche des MC4R zu identifizieren und
die funktionellen Parameter des MC4R-Homodimers mit denen des MC4R-Monomeres

zu vergleichen.

3.2 Untersuchung der funktionellen Relevanz des MC3R/GHSR-Heterodimers

Mit Hinblick auf den GHSR als potenzielles Ziel fur die pharmakologische Intervention
von Ubergewicht und den bisher maRigen Erfolg, diesen selektiv anzugreifen, bietet die
Identifikation der Interaktion mit dem ebenfalls an der Gewichtsregulation involvierten
MC3R neue Mdglichkeiten (Rediger et al., 2009). Daher war es Ziel dieser Arbeit, die
funktionellen Auswirkungen dieser Interaktion auf beide Rezeptoren zu untersuchen,

um potenzielle neue Gesichtspunkte im Zusammenspiel der Rezeptoren aufzudecken.

3.3 Untersuchung eines potenziell in der Gewichtsregulation involvierten
GPCRs - der orphane GPR83

Bei orphanen Rezeptoren sind die endogenen Liganden und die Signalisierungseigen-
schaften noch nicht bekannt. Durch die Lokalisation dieser Rezeptoren in funktionell
wichtigen Regionen stellen gerade diese Rezeptoren ein potenzielles Ziel fur Therapeu-
tika dar. Die genaue Funktion des hypothalamisch exprimierten orphanen GPR83 ist
noch weitgehend unklar. Er besitzt jedoch zu den orexigenen Neuropeptid-Y-
Rezeptoren eine 35%ige Sequenzibereinstimmung und scheint potenziell in die Ge-
wichtsregulation involviert zu sein (Dubins et al., 2012, Sah et al., 2007). Durch
Vorarbeiten ist uns bekannt, dass der GPR83 in der Lage ist, Homodimere zu bilden
(Mdller, A. et al., 2013). Diese Tatsache induzierte die Frage, ob er auch mit anderen
GPCRs interagiert und diese Interaktionen modulatorische Funktion auf andere GPCRs

in gleichem Gewebe haben kdnnte.
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4, Methodik

Im Rahmen dieser Arbeit wurden molekularbiologische Standardmethoden und Metho-
den zur funktionellen Charakterisierung von GPCRs verwendet, die in den jeweiligen
Publikationen beschrieben sind (Muller, T. D. et al.,, 2013, Piechowski et al., 2013,
Rediger et al., 2011). Im Folgenden werden nur die generellen Prinzipien der verwende-
ten Methoden zur Bestimmung der Oberflachenexpression und GPCR-Interaktionen in

Abbildung 3 komprimiert zusammengefasst.

A Streptavidin _—
. ‘ o-Phenylenediamin (OPD
Anti-HA — Antikorper Peroxidase v ( )
+H,0,

+ Biotin —_—
HA-tag 5{. ) 2,3-Diaminophenazin (DAP)
- bei 450-500nm

photometrisch messbar

B Streptavidin @ o-Phrenyienediamin (OPD)

Anti-HA — Antikérper Peroxidase
+ Biotin —> (+H,0,
HA-tag = ) 2,3-Diaminophenazin (DAP)

> bei 450-500nm
photometrisch messbar

= FLAG- -tag _Anti-FLAG — Antikdrper

Y Y NE obertacne

C GPCR 1 GPCR 2 GPCR-Interaktion
- 5 A\\:\ﬁ:@
YFP1 YFP2 c;l:"(\‘(\

Abbildung 3: Prinzipielle Darstellung der verwendeten Methoden zur Bestimmung der
Oberflachenexpression und Dimerisierungseigenschaften von GPCRs
A) Die Detektion der Oberflachenexpression erfolgt in intakten Zellen ber den HA-Epitop-markierten N-

Terminus des Rezeptors, auf immunologischer Basis (ELISA; Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
Die Bindung eines Biotin-markierten Anti-HA-Antikorpers bietet die Bindungsflache fur ein Peroxidase-
gekoppeltes Streptavidin. Die Peroxidase oxidiert das Substrat o-Phenylendiamin (OPD), wodurch ein
gelblicher ~ photometrisch  messbarer  Farbstoff entsteht. B) Die Bestimmung des
Dimerisierungsverhaltens kann auf der Basis eines Sandwich-ELISAs im Zelllysat durch die Detektion
zweier unterschiedlich epitopmarkierter GPCRs erfolgen. Der C-terminal FLAG-markierte Rezeptor wird
an der antikdrperbeschichteten Oberflache gebunden und im Fall einer Interaktion kann der zweite N-
terminal HA-markierte Rezeptor in gleicher Weise wie in (A) beschrieben nachgewiesen werden. C) Das
Biomolekulare Fluoreszenzkomplementations Assay (BiFC) basiert auf der Komplementation eines in
zwei Hélften geteilten Fluoreszenzproteins (in (Muller, T. D. et al., 2013) auch Protein Complementation
Assay/PCA genannt). In unserem Fall wurden die zu charakterisierenden GPCRs jeweils C-terminal mit
einer Halfte eines gelb fluoreszierendenProteins (Yellow Fluorescent Protein/YFP) fusioniert. Dabei
besteht YFP1 aus den Aminosauren (AS) 2-158 und YFP2 aus AS 159-238. Nach Interaktion der beiden
GPCRs ist die Rekonstruktion der beiden inaktiven YFP-Halften zu einem aktiven YFP mdglich. Mit
dieser Methode ist der Nachweis von Proteininteraktionen in lebenden Zellen moglich. Die Fluoreszenz
wurde entweder mit Hilfe des CytoFluor 2300 Plate Reader (CytoFluor™, Millipore, Bedford, USA) oder
mittels Durchflusszytometrie (BD FACSCanto Il flow cytometer, BD Biosciences, USA) bestimmt. Die
genaue Durchfiihrung ist den Publikationen (Muller, T. D. et al., 2013, Piechowski et al., 2013, Rediger
et al., 2011) zu entnehmen.
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5. Ergebnisse
Im folgenden Abschnitt werden die Hauptergebnisse der drei ausgewahlten Publikatio-

nen zusammengefasst.

5.1 Homodimerisierung des MC4R inhibiert dessen Signalisierungskapazitat

Publikation 1: Piechowski, C. L. et al. (2013): Inhibition of melanocortin-4 receptor

dimerization by substitutions in intracellular loop two. Journal of Molecular

Endocrinology [Epub ahead of print]

Um eine potenzielle funktionelle Relevanz des MC4R-Homodimers gegentber MC4R-
Monomeren zu untersuchen, wurden bestimmte Bereiche des MC4R durch korrespon-
dierende Bestandteile des Cannabinoid-1-Rezeptors (CB1R/CNR1) ausgetauscht. Dem
CBI1R ist es nicht mdglich, mit dem MC4R zu interagieren, und die Substitutionen soll-
ten daher potenziell zu einer MC4R-Dimer-Separierung fihren (Rediger et al., 2009).
Mit diesem Versuchsansatz konnten das MC4R-Oligomer teilweise dissoziiert und die
funktionellen Unterschiede des monomeren MC4R zum Oligomer ermittelt werden.
Diese Versuche lieferten Hinweise, dass der intrazellulare Bereich der TMH3, TMH4
und insbesondere der ICL2 eine Rolle bei der Konstituierung eines MC4R-Homodimers
spielen. Substitutionen in diesem Bereich fuhrten zu einer stark verminderten
Dimerisierungskapazitat, aber interessanterweise auch gleichzeitig zu einer verstarkten
Liganden-unabhangigen und Liganden-induzierten Signalisierung des MC4R (darge-
stellt in Abb. 4). Diese Effekte konnten auch fir die konstitutiv aktive Patientenmutation
MC4R-His158Arg, die im ICL2 lokalisiert ist, bestatigt werden.
Dimer Separierung

, MC4R/CB1R- MC4R/CB1R- _ : .
MC4R-Homodimer Monomer Monomer Abbildung 4. MC4R-Dimer-Separierung

[ a-MSH | PBCIEI  induziert verbesserte Signalisierungsei-

genschaften.

MC4R/CB1R-Chiméare zeigten eine vermin-
| “ derte Dimerisierungskapazitat mit

einhergehender Erhéhung der Basalaktivitat

und einer verstarkten Signalisierungskapazi-

l l tét nach Ligandenstimulation.

Basalaktivitat xl/ Basalaktivitat ’I\

a-MSH-Signalisierung \l/ a-MSH-Signalisierung II\
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5.2 Gegensatzliche Beeinflussung der Signalisierung zwischen MC3R und
GHSR in Heterooligomeren

Publikation 2: Rediger, A.*, Piechowski, C. L.*, Yi, C. X.* et al. (2011): Mutually Oppo-
site Signal Modulation by Hypothalamic Heterodimerization of Ghrelin and
Melanocortin-3 Receptors. The Journal of Biological Chemistry, 286(45):39623-31.

Die im Nucleus arcuatus (ARC) kolokalisierten und in vitro nachgewiesenermallen
interagierenden MC3R und GHSR nutzen unterschiedliche Signalwege (siehe Abb. 2).
Mit Hilfe von Koexpressions- und Stimulationsversuchen konnte die gegenseitige und
entgegengesetzte Beeinflussung auf das jeweilige spezifische Signalisierungsverhalten
der beiden Interaktionspartner ermittelt werden. Die durch a-MSH induzierte cAMP-
Akkumulation (Gaos-Signalisierung) des MC3R wird durch die Interaktion mit dem GHSR
um das Zweifache erhoht. Diese enorme Steigerung der Signalisierungskapazitat des
MC3R wird im Folgenden auch als Hyperstimulation bezeichnet. Im Gegensatz dazu
wird sowohl die Ghrelin-induzierte als auch die Liganden-unabhangige Gag-Aktivitat des
GHSR durch die Heterodimerisierung auf ca. ~60 % reduziert (zusammengefasst in
Abb. 5). Zusatzlich wurde mit zwei unterschiedlichen Anséatzen der Einfluss der Ligan-
den-unabhangigen Signalisierung des GHSR auf die cAMP-Hyperstimulation des MC3R
im Heterodimer untersucht, indem die Basalaktivitait des GHSR vermindert wurde.
Zunachst mit Hilfe zweier in kleinwiichsigen, anndhernd normalgewichtigen Patienten
vorkommenden GHSR-Mutationen (Ala204Glu, Phe279Leu), die beide eine stark ver-
minderte Basalaktivitat aufweisen (Pantel et al., 2006, Wang et al., 2004). Des Weiteren
wurde die Basalaktivitat mittels des inversen Agonisten des GHSR, der Substanz P,
inhibiert. Durch den Einsatz von Substanz P oder durch Koexpression der GHSR-
Varianten wurde die Hyperstimulationsfahigkeit des MC3R im MC3R/GHSR-
Heterodimer verhindert. Damit wurde erstmals gezeigt, dass die basal aktive
Konformation des GHSR einen essenziellen Einfluss auf die Signalisierungseigenschaf-

ten des Interaktionspartners hat.

__avisH i Ghrelin Abbildung 5: Die MC3R/GHSR-Interaktion beeinflusst
Mcl:,,R GH‘SR tbeeride Rezeptoren in ihren Signalisierungseigenschaf-
2 - Die MC3R vermittelte Signalisierungskapazitat wird durch
JUHL die Interaktion mit dem Kkonstitutiv aktiven GHSR im

hohen MaRRe erhdht. Die Basalaktivitat und die Signalisie-
rungsfahigkeit des GHSR nach Ligandenstimulation wird
durch die Interaktion mit dem MC3R inhibiert.

4

a-MSH-Signalisierung "\ Basalaktivitat sly
Ghrelin-Signalisierung \I/
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5.3 Der GPR83 ist in der Lage, mit den an der Gewichtsregulation beteiligten
Rezeptoren, GHSR und MC3R, zu interagieren, und beeinflusst deren Sig-

nalisierungskapazitat

Publikation 3: Mdller, T. D.*, Muller, A.*, ... Piechowski, C. L. et al. (2013): The orphan

receptor GPR83 regulates systemic energy metabolism via ghrelin-dependent and

ghrelin-independent mechanisms. Nature Communications, 4:1968

Der GPR83 wird in gewichtsregulatorisch interessanten Bereichen des Hypothalamus
exprimiert und auch weitere Indizien sprechen fiur eine Funktion in der Energiehomoo-
stase. Die genaue Funktion des GPR83 ist noch unklar, jedoch konnte gezeigt werden,
dass er in vitro Homodimere bildet (Muller, A. et al., 2013) und die hypothalamische
GPR83-Expression in Mausen zeitabhangig durch Hungern herabgesenkt und durch
eine anschlielRende Hochfettdiat wieder erhdht werden kann. Dieser Effekt in der nah-
rungsabhéngigen Expression ist zu der des zirkulierenden Ghrelins vollig kontréar. Daher
untersuchten wir die In-vivo-Kolokalisation und die Interaktionsbereitschaft des GPR83
mit dem Ghrelin-detektierenden Rezeptor GHSR. Wir konnten zeigen, dass der GPR83
in vivo im Nucleus arcuatus mit dem GHSR koexprimiert wird und in vitro mit dem
GHSR Heterooligomere bildet. Diese Interaktion inhibiert die Ghrelin-induzierte Gag-
Signalisierung des GHSR um 43 %, ohne dass die Expressionseigenschaften beein-
flusst werden. Veranlasst durch die kurzliche Identifikation des MC3R/GHSR-Dimers
und dessen starke funktionelle Relevanz untersuchten wir die Interaktionsbereitschatft
des GPR83 mit dem MC3R (Rediger et al., 2011). Der GPR83 ist auch mit dem MC3R
in der Lage, Heterooligomere zu bilden, wodurch ebenfalls die Signalisierungskapazitat
moduliert wird. Nach Koexpression des MC3R mit dem GPR83 steigt die maximale
Signalisierung des MC3R nach Ligandenstimulation um das Zweifache (Ergebnis in
Abb. 6 zusammengefasst).

[ Ghrelin | [ a-MSH |
} 4 Abbildung 6: Die Interaktion des GHSR und
GHSR GPR83  MC3R GPR83 MC3R mit dem orphanen GPR83 beeinflusst

Die Basalaktivitdt des GHSR und dessen Signali-
sierungsfahigkeit nach Ligandenstimulation wird

CE‘) :mijﬂ deren Signalisierungseigenschaften.

durch die Interaktion mit dem GPR83 inhibiert. Die
! Signalisierungskapazitéat des MC3R wird durch die

Interaktion mit dem orphanen GPR83 erhdht.

a-MSH-Signalisierung 'I‘

i
&

Basalaktivitat \]/

Ghrelin-Signalisierung sl,'
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Diese Befunde unterstiitzen die Vermutung, dass der GPR83 an der Regulation der
Energiehomoostase beteiligt ist, indem er die Fahigkeit des Ghrelins den GHSR zu
aktivieren, herabsenkt und die Signalisierungskapazitat des MC3R steigert. Diese An-
nahme wird ebenso durch erhobene in vivo Daten bestéarkt, da GPR83-Knockout-Mause

gegen diatinduzierte Glukoseintoleranz und Ubergewicht geschutzter zu sein scheinen.

0. Diskussion

In dieser Arbeit wurden GPCRs, welche eine entscheidende Rolle in der Energie-
homdoostase spielen, im Hinblick auf die funktionelle Relevanz von Protein-Protein-
Interaktionen untersucht. Im Hypothalamus sind unter anderem der Melanocortin-4-
Rezeptor (MC4R), der MC3R, der Ghrelin-Rezeptor (GHSR) und der G-Protein-
gekoppelte Rezeptor 83 (GPR83) an der Appetitregulation beteiligt. Ziel dieser Promo-
tionsarbeit war es, fir diese bestimmten GPCRs potenzielle gegenseitige Interaktionen
zu untersuchen und den Einfluss solcher Proteininteraktionen auf die Signalisierungsei-

genschaften zu ermitteln.

6.1 Identifikation von Interaktionsbereichen des MC4R-Homodimers und erhdh-

te Signalisierungseigenschaften nach Oligomer-Separierung

Dass MC4R nicht nur als Monomere vorliegen, sondern auch Homodimere bilden kdn-
nen, ist seit einiger Zeit bekannt, jedoch nicht die funktionelle Relevanz dieser
Interaktion (Nickolls et al., 2006). Es ist uns gelungen beteiligte Interaktionsbereiche
des MC4R-Homodimers zu identifizieren, und es konnte erstmalig gezeigt werden, dass
sich die funktionellen Eigenschaften eines MC4R-Dimers von denen eines MC4R-
Monomers unterscheiden.

Der Interaktionsbereich zwischen MC4R-Monomeren im Oligomer kénnte sich entspre-
chend der genannten Resultate dieser Arbeit im ICL2 befinden. Es ist von
Untersuchungen an anderen GPCRs jedoch bekannt, dass sich auch
Oligomerkontaktpunkte an TMH1, TMH2 und TMH5-7 befinden (Lee et al., 2003). Mit
der verwendeten Versuchsanordnung kénnen wir diese Bereiche nicht als Kontaktpunk-
te ausschlieRen. Beispiele fur Oligomerseparierungen an anderen GPCRs sind bisher
nur wenige beschrieben worden (Grant et al., 2004, Moreno et al., 2012, Ravindran et
al.,, 2009). Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass aufgereinigte GPCR-
Monomere weiterhin funktionsfahig sind (Ernst et al., 2007, White et al., 2007, Whorton
et al., 2007).
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Durch einzelne und auch mehrere Substitutionen in der ICL2 konnten wir nicht nur eine
Dissoziation des MC4R-Dimers erreichen, sondern auch eine Erhdhung der Liganden-
unabhangigen als auch der Liganden-induzierten Gas-Signalisierung.

Aufgrund von Beobachtungen, in denen die Heterodimerbildung des Gajo-koppelnden
CB1R und des Gag-koppelnden Dopamin-D2-Rezeptors zu einer Gas-abhangigen
cAMP-Akkumulation fuhrte (Jarrahian et al., 2004, Kearn et al., 2005), untersuchten wir,
ob diese Eigenschaft des CB1R auch bei unseren MC4R/CB1R-Chimaren zu der er-
hohten Gas-Signalisierung fuhrt. Wir konnten diesen Effekt jedoch fir unser
verwendetes Zellsystem ausschliel3en, da fur die Gas-Aktivierung des CB1R bestimmte
Adenylylcyclasen (AC)-Subtypen notwendig sind (AC2, 4 und 7) und diese von uns
nachgewiesenermal3en nicht in den genutzten COS-7-Zellen exprimiert werden (Rhee
et al., 1998). Die Erh6hung der Signalisierungskapazitat des MC4R-Monomers konnte
stochiometrisch durch eine Rezeptor/G-Protein Ratio von 1:1 im monomeren Zustand
im Gegensatz zu einer Ratio von 2:1 im Dimer zu erklaren sein. Das Binden von zwei
G-Proteinen scheint im Hinblick auf das angenommene Dimer-Interface nicht mdglich
(Baneres et al., 2003, Filipek et al., 2004). Mit Hinblick auf die Entwicklung von neuen
anorexigenen MC4R-Agonisten fir die Behandlung von adipésen Patienten sind die
erhaltenen Informationen Uber eventuelle Dimerkontaktpunkte und die funktionelle
Signalisierungspotenzierung durch Dimer-Separierung sehr hilfreich. Durch Binden
eines hochspezifischen MC4R-Liganden an den identifizierten Kontaktpunkten kdnnte
eine MC4R-Separierung induziert und dadurch eine verstarkte Funktionalitdt des MC4R

erreicht werden.

6.2 Oligomerisierung von GPCRs spielt eine funktionelle Rolle

Bei funktionellen Untersuchungen des MC3R/GHSR-Heterodimers konnte gezeigt
werden, dass GPCRs miteinander wechselwirken und sich auf verschiedenste Art und
Weise gegenseitig beeinflussen. Sowohl die Homo- als auch die
Heterooligomerisierung verandert die funktionellen Eigenschaften von Rezeptoren in
hohem Mal3e (Piechowski et al., 2013, Rediger et al., 2011). Das heil3t, dass Rezepto-
ren nicht nur Uber Ligandenbindung oder Expressionsrate moduliert werden, sondern
auch durch die Interaktion mit anderen GPCRs.

Zusatzlich ist hervorzuheben, dass die basal aktive Konformation des GHSR einen
entscheidenden Einfluss auf die Heterooligomer-Funktion hat. Daraus ist zu schlussfol-

gern, dass basale Signalisierungsaktivitdt generell einen zusatzlich determinierenden
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Einfluss auf das Verhalten von Oligomeren haben kénnte.

Es ist auch von anderen GPCRs bekannt, dass durch Homo-, oder
Heterooligomerisierung eine Spezifitat fir bestimmte Funktionen erreicht wird. Zumeist
ist hierbei die Ligandenbindungsspezifitat betroffen. Beispielsweise beruht die gegen-
satzliche funktionelle Beeinflussung des Serotonin-2A-Rezeptors und des Glutamate-2-
Rezeptors auf reziproker Ligandenbindungsmodifikation, wie auch der inhibitorische
Effekt fur das GPR50/Melatonin-1-Rezeptor-Heterodimer auf eine verminderte
Ligandenbindung zurlckzufuhren ist (Gonzalez-Maeso et al.,, 2008, Levoye et al.,
2006). In unserem Fall ist die Hyperstimulation des MC3R nach Koexpression mit dem
GHSR jedoch nicht durch eine verbesserte Ligandenbindung an dem MC3R begrindet,

sondern allein durch die aktive Konformation des GHSR.

6.3 Die potenzielle Funktion des GPR83 in der Gewichtsregulation konnte

durch identifizierte Heterodimere bestarkt werden

Bereits durch frihere Studien ist der GPR83 mit der Regulation der Energieaufnahme
und des Energieumsatzes in Verbindung gebracht worden (Bartfai et al., 2012, Dubins
et al., 2012). Durch den Nachweis der Kolokalisation des GPR83 mit dem GHSR im
Nucleus arcuatus und der starken nahrungsabhéangigen Expression des GPR83 wird
die funktionelle Rolle klarer. Die Interaktion des GPR83 und des GHSR fuhrt in vitro zu
einer teilweisen Inhibierung der Ghrelin-induzierten GHSR-Signalisierung. Das deutet
darauf hin, dass der GPR83 die Signalisierung des GHSR auch in vivo hemmt. In-vivo-
Untersuchungen bestatigen diese Vermutung: GPR83-defiziente Mause (GPR83™)
nehmen vermehrt Nahrung auf, da in diesem Fall der GHSR nicht mehr durch einen
interagierenden GPR83 in seiner Signalisierungskapazitat gehemmt werden kann und
durch die GHSR-Aktivierung eine erhhte Nahrungsaufnahme induziert wird. Die MAg-
lichkeit des GPR83, mit dem GHSR und dem MC3R zu interagieren und diese
Rezeptoren in ihrer Funktion zu beeinflussen, deutet auf ein funktionelles Netzwerk
dieser drei Rezeptoren hin (dargestellt in Abb. 7). Mit den in dieser Arbeit verwendeten
Methoden ist es jedoch nicht méglich, den eventuell vorhandenen Komplex des mogli-
chen GHSR/MC3R/GPR83-Oligomers aufzuklaren. Wir kdnnen daher nicht
ausschliel3en, dass die potenzielle Interaktion dieser drei Rezeptoren die funktionellen
Eigenschaften jedes einzelnen Rezeptors in einer anderen Weise beeinflusst und wel-

che funktionellen Konsequenzen sich daraus in vivo ergeben kdnnten.



6. Diskussion 18

6.4 Schlussbetrachtungen

Zusammenfassend deuten die hier dargestellten Erkenntnisse insbesondere darauf hin,
dass bisherige Modelle unter singularer Betrachtung der untersuchten Rezeptoren nicht
vollstandig sind und ein komplexeres Funktions- und Steuerungsbild auch in vivo vorlie-
gen konnte. In Abbildung 7 sind schematisch die bisher bekannten Interaktionen aller
GPCRs, die mit der Gewichtsregulation in Verbindung gebracht werden, aufgezeichnet
und es wird deutlich, dass die Betrachtung einzelner Rezeptoren fur das Verstandnis
der In-vivo-Situation nicht ausreichen wird.

Zudem deuten unsere Ergebnisse darauf hin, dass die wechselseitigen Beeinflussun-
gen und das Zusammenspiel verschiedener Liganden und Rezeptoren ein genaueres
Bild der Feinjustierung von Appetit- und Gewichtsregulation liefern kénnte, als es bisher
erreicht worden ist. Beispielsweise scheint die orexigene Wirkung des GHSR nicht nur
Uber die Verflugbarkeit des Liganden gesteuert zu werden, sondern ebenfalls Gber die
Interaktion mit dem MC3R und dem GPR83. Denn interessanterweise nimmt sowohl die
GPR83- als auch die MC3R-Expression im Hypothalamus nach einer Hungerphase ab
und somit kann der GHSR seine notwendige orexigene Wirkung voll entfalten (Gelegen
et al., 2006, Mdller, T. D. et al., 2013).

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden insgesamt auch eine Grundlage daflir, genauere
Zielstellungen fur die Entwicklung von pharmakologischen Wirkstoffen zu formulieren,
welche zum Beispiel auf eine simultane Beeinflussung von interagierenden GPCRs
abzielen kdnnte. Sogenannte bivalente Liganden waren dafir geeignet, da sie simultan
beide GPCR-Subtypen innerhalb eines Heterodimers beeinflussen kbnnen (Mohr et al.,
2013). Bivalente Liganden sind in der Lage, ein Homo- bzw. Heterodimer zu detektie-
ren, weil es nur zu einer Ligandenbindung kommt, wenn sich zwei spezifische
Rezeptoren in raumlicher Nahe befinden (Hiller et al., 2013). Perspektivisch kdnnte
damit nicht nur eine erhthte Effizienz, sondern auch eine verbesserte Selektivitat und
damit eine Reduzierung von Nebenwirkungen erreicht werden, da bestimmte GPCR-
GPCR-Kombinationen nur in spezifischen Geweben vorkommen kdnnen. Zuséatzlich
ware es auch moglich, einen der beiden Rezeptoren zu aktivieren und die
Ligandenbindungstasche des anderen zu blockieren, um dessen Signalisierung zu
inhibieren. Ein bivalenter Ligand kénnte auch dazu genutzt werden, Heterodimerbildung
zu beginstigen, um wie im Falle des MC3R/GHSR-Dimers die verbesserte MC3R-
Signalisierungskapazitat zu nutzen.

Das hier untersuchte Beispiel des MC4R zeigt auch, dass gegebenenfalls durch die
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gezielte Oligomer-Separierung, beispielsweise durch peptidische Liganden, welche eine
Monomer-Monomer-Interaktion durch Blockierung der Interaktionspunkte verhindern,

eine pharmakologisch gerichtete Beeinflussung darstellen kénnten.

GPR83 GPR83 MC3R MC3R <=» NPY2R
X / \ OPRK1 OPRK1 <= ADRB2 ADRB2
5HTR2C SHTR2C <€=» GHSR GHSR OPRM1 OPRM1 <= OPRD1 OPRD1

ADRB1 ADRB1

/ DRD1  DRD1 DR:XI/
NPBWR1 <=5 MC4R MC4R K; CB1R

t HRH3  4=p DRD2 DRD2 7 of &

5HTR1B 5HTR1B l HCRTR1 HCRTR1

mGLUS mGLUS

Abbildung 7: Aufzeichnung aller bisher identifizierten GPCR-Interaktionen, fokussiert auf GPCRs,
die in die Gewichtsregulation involviert sind.

Die in dieser Arbeit thematisierten Interaktionen sind rot gekennzeichnet. In einer sich im Anhang
befindenden Tabelle werden diese und weitere Interaktionen mit den dazugehdrigen Literaturverweisen
und Expressionsbereichen innerhalb des Gehirns aufgefiihrt. Dieser Tabelle sind die vollstandigen
Bezeichnungen der aufgefuhrten GPCRs zu entnehmen.
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