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4.8.1 Herstellung stabil überexprimierender HEK293 und CHO-K1-Zellen . . . 93

4.8.2 Bindung von Sphingosin-1-phosphat an EDG-6 . . . . . . . . . . . . . . . 94

4.9 Nachweis der G-Protein-Kopplung an EDG6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

4.9.1 Vergleich des RNA-Expressionsmusters von EDG6 und G alpha 16 . . . . 95

4.9.2 Stimulierungsabhängige G-Protein-Kopplung an EDG6 . . . . . . . . . . 97

4.10 Signaltransduktion des EDG6-Rezeptors . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98

4.10.1 Aktivierung der MAP-Kinase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß der aus in vitro-differenzierten humanen

und murinen dendritischen Zellen isolierte G-Protein-gekoppelte Rezeptor EDG6 auf mRNA-

Ebene in hämatopoietischen und lymphatischen Geweben und Zellinien sowie in der Lunge

exprimiert wird. Das Expressionsmuster ist in Mensch und Maus identisch und läßt auf eine

mögliche Funktion des EDG6-Rezeptors im Immunsystem schließen. Das humane edg6 -Gen ist

auf Chromosom 19p13.3, das murine Homolog auf Chromosom 10 jeweils hinter dem Gna15/16 -

Gen lokalisiert. Auf Proteinebene konnte der humane und der murine Rezeptor in der richtigen

Orientierung auf der Oberfläche EDG6-transfizierter Zellen nachgewiesen werden. Ferner sind

drei monoklonale Antikörper hergestellt worden, die gegen den N-Terminus des murinen EDG6-

Rezeptors gerichtet sind und deutliche Signale auf transfizierten Zellen zeigen, auf primären

Zellen bislang jedoch keine eindeutigen Ergebnisse liefern.

Die Herstellung verschiedener stabil EDG6 überexprimierender Zellinien ermöglichte Unter-

suchungen bezüglich des Liganden sowie der G-Protein-Kopplung und der Signaltransduktion

von EDG6. Als ein spezifischer Ligand konnte Sphingosin-1-phosphat mit der moderaten Bin-

dungskonstante von 63nM ermittelt werden. Die Stimulierung von EDG6 führt zur Aktivierung

von Gαi- und Gα12/13-Untereinheiten trimärer G-Proteine. Über die Gαi-Untereinheiten wer-

den anschließend die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1/2 sowie die Phospholipase C

aktiviert. Ferner führt die Stimulierung des EDG6-Rezeptors zu deutlichen Zytoskelettverände-

rungen, die sich in einer erhöhten Anzahl peripherer Streßfasern, abgerundeter Zellen und be-

sonders langer Filopodien äußern und vermutlich über Gα12/13 und Rho-GTPase-vermittelte

intrazelluläre Signalwege induziert werden. Eine gewisse Pertussistoxin-sensitive und Liganden-

unabhängige Basalaktivität des EDG6-Rezeptors ist in EDG6 überexprimierenden Jurkat-Zellen

festzustellen, die eine deutlich erhöhte Spontanmigration zeigen. Allerdings lassen die Migra-

tionsexperimente nicht auf eine durch EDG6 induzierte gerichtete Migration schließen.

Versuche bezüglich der Oberflächenexpression des EDG6-Rezeptors deuten auf eine komplexe

zellspezifische Regulation des Oberflächentransports hin. In HEK293-Zellen konnte die Interna-
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6 Zusammenfassung

lisierung des EDG6-Rezeptors nach Stimulierung mit Sphingosin-1-phosphat nachgewiesen wer-

den, während EDG6 in CHO-K1-Zellen erst Minuten nach Sphingosin-1-phosphat-Stimulierung

und in HeLa-Zellen Minuten nach Zugabe eines unbekannten Hitze-instabilen Serumproteins

massiv an die Zelloberfläche transportiert wird. Diese Regulation scheint von einem freien EDG6-

N-Terminus abhängig zu sein, da N-terminal Epitop-markierte EDG6-Konstrukte nicht mehr

dieser differentiellen Oberflächenregulation in HeLa-Zellen unterliegen und konstitutiv an der

Zelloberfläche präsent sind.

Um die in vivo-Funktion des EDG6-Rezeptors näher untersuchen zu können, wurde ein

embryonaler Stammzellklon zur Generierung edg6 -defizienter Mäuse hergestellt. Möglicherwei-

se moduliert EDG6 nach Bindung von freigesetztem Sphingosin-1-phosphat in autokriner und

parakriner Weise die Immunantwort in Folge einer Stimulierung des Immunsystems, die bei-

spielsweise durch eine Infektion induziert werden könnte.
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7 Summary

The present study demonstrates that the G protein-coupled receptor EDG6 isolated from in

vitro differentiated human and murine dendritic cells is expressed in hematopoietic and lymphoid

tissues and cell lines as well as in lung. The mRNA expression pattern is identical in man and

mouse and points to a putative function of the EDG6 receptor in the immune system. The

human edg6 gene is encoded on chromosome 19p13.3, the murine homolog on chromosome 10.

Both genes are located upstream of the of the Gna15/16 gene. The human and murine EDG6

receptors have been detected on the cell surface of transiently transfected cells in the correct

orientation. Furthermore, three monoclonal antibodies that are directed against the N-terminus

of the murine EDG6 receptor have been generated . They show distinct signals on transiently

transfected cell lines, but they lack any specific signal on primary cells so far.

The generation of stably human EDG6 overexpressing cell lines has enabled the investiga-

tion of the ligand, the G protein-coupling, and the signal transduction of EDG6. Sphingosine

1-phosphate could be identified as a specific ligand for EDG6 with a moderate binding constant

of 63nM. Stimulation of EDG6 leads to the activation of Gαi and Gα12/13 subunits of tri-

meric G proteins. The mitogen-activated protein-kinases ERK1/2 as well as the phospholipase

C are subsequently activated in a Gαi-dependent manner. Moreover, stimulation of the EDG6

receptor leads to distinct cytoskeleton rearrangements resulting in increasing amounts of peri-

pheral stress fibers, cell rounding and very long filopodia. These effects are induced presumably

by Gα12/13 and Rho GTPase-driven signaling pathways. A certain pertussis toxin-sensitive

and ligand-independent basal activity of the EDG6 receptor is demonstrable in stably human

EDG6 overexpressing Jurkat cells that show a higher degree of spontaneous migration events.

However, these experiments do not suggest an EDG6-induced migration towards a sphingosine

1-phosphate stimulus.

Experiments concerning the surface expression of EDG6 indicate a complex cell-specific

regulation of the surface transportation. In HEK293 cells the internalization of the EDG6 re-

ceptor has been shown after stimulation with sphingosine 1-phosphate. In CHO-K1 cells EDG6
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7 Summary

is transported towards the cell surface only several minutes after stimulation with sphingosine

1-phosphate, and in HeLa cells the addition of an unknown heat-instable serum protein is critical

for the surface transportation of EDG6. The mentioned regulation seems to be dependent on a

free EDG6 N-terminus because N-terminal epitope-tagged EDG6 constructs lack the differential

surface regulation in HeLa cells. They are constitutively present on the cell surface.

To further investigate the in vivo function of the EDG6 receptor, an embryonic stem cell clone

has been generated to establish edg6 -deficient mice. EDG6 possibly modulates the immunological

response in an autocrine or paracrine fashion after binding free sphingosine 1-phosphate. This

event may happen after an immunological challenge like an infection.
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9 Abkürzungsverzeichnis

Symbole für Aminosäuren
A Ala Alanin C Cys Cystein D Asp Aspartat
E Glu Glutamat F Phe Phenylalanin G Gly Glycin
H His Histidin I Ile Isoleucin K Lys Lysin
L Leu Leucin M Met Methionin N Asn Asparagin
P Pro Prolin Q Gln Glutamin R Arg Arginin
S Ser Serin T Thr Threonin V Val Valin
W Trp Tryptophan Y Tyr Tyrosin

Physikalische Maßeinheiten
A Ampére Ci Curie
d Tag F Farad
g Gramm g Erdbeschleunigung
h Stunde l Liter
m Meter M Mol pro Liter

min Minute Ω Ohm
sek Sekunde U Enzymeinheit

Upm Umdrehungen pro Minute V Volt
pfu Plaque Forming Units, OD600 optische Dichte bei 600nm

infektiöse Einheiten
A280 Absorption bei 280nm ◦C Grad Celsius

Vorangestellte Größenbezeichnungen
f femto p piko
n nano µ mikro
m milli k kilo

Symbole für Nukleotide
A Adenin G Guanin C Cytosin
T Thymin U Uracil W A oder T
R A oder G Y C oder T M A oder C
K G oder T S C oder G D A oder G oder T
H A oder C oder T B C oder G oder T V A oder C oder G
N A oder G oder C oder T
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9 Abkürzungsverzeichnis

Sonstige Abkürzungen:

aa Aminosäuren

Abb. Abbildung

AChR Acetylcholinrezeptor

AIDS acquired immune deficiency syndrome, erworbene Immunschwäche

APS Ammoniumperoxodisulfat

AR adrenerger Rezeptor

BAC bacterial artificial chromosome

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

cAMP zyklisches Adenosin-5’-monophosphat

CB Cannabinoidrezeptor

CCR CC-Chemokinrezeptor

CD cluster of differentiation

cDNA mRNA-komplementäre DNA

cGMP zyklisches Guanosin-5’-monophosphat

CGRP calcitonin-gene-related protein

CHO Chinese hamster ovary (cells)

CoA Koenzym A

Con A Concanavalin A

CRLR calcitonin-receptor-like receptor

CXCR CXC-Chemokinrezeptor

DAG Diacylglycerin

ddNTP (2’,3’-Didesoxynukleosid)-5’-triphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP (2’-Desoxynukleosid)-5’-triphosphat

DTT Dithiotreitol

edg endothelial differentiation gene

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EGFR epidermal growth factor receptor

ELISA enzyme-linked immuno-absorbent assay, enzymatisches Nachweisverfahren

EMFI embryonale Fibroblastenzellen

ERK extrazellulär Signal-regulierte Kinase

ES embryonale Stamm- (Zellen)

et al. und andere
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FACS fluorescence-activated cell scanning, Durchflußzytometrie

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FKS fötales Kälberserum

FU Freie Universität

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GDP Guaninnukleosid-5’-diphosphat

GEF guanine-nucleotide exchange factor, Guaninnukleotid-Austauschfaktor

GnRHR gonadotropin-releasing hormone receptor

GSF Forschungszentrum für Umwelt und Gesundheit

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guaninnukleosid-5’-triphosphat

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

GRK G protein-coupled receptor kinase, GPCR-Kinase

GUMC Georgetown University Medical Center

HA Hämaglutinin

HEK human embryonic kidney (cells)

HEPES (2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N’-(2-Ethansulfonsäure)

HUVEC human umbilical vein endothelial cells

IGF-1R insulin-like growth factor receptor

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid

JAK Janus-Kinase

JNK c-Jun N-terminale Kinase

Kap. Kapitel

kb Kilobasenpaare

LB Luria Bertani

LHR luteinizing hormone receptor, Hormonrezeptor

LIF leukemia inhibitory factor

LPA 1-Acyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphat, Lysophosphatidylsäure

LPL Lysophospho- und Lysosphingolipide

LPS Lipopolysaccharide

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MOPS 3-N-Morpholino-propansulfonat

MOR1 µ-Opioidrezeptor

mRNA messenger-RNA

NBT/BCIP Nitroblautetrazolium/5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat

NTP Nukleosid-5’-triphosphat
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9 Abkürzungsverzeichnis

OGR1 ovarian cancer G protein-coupled receptor 1

PA Phosphatidylsäure

PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion

PDGFR platelet-derived growth factor receptor

PE R-Phycoerythrin

PIPES Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonsäure)

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLA2 Phospholipase A2
PLC Phospholipase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PTK Protein-Tyrosin-Kinase

PVDF Polyvinylidendifluorid

PVP Polyvinylpyrrolidon

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends,

Methode zur Amplifizierung von cDNA-Enden

RAMP receptor-activity-modifying protein,

Rezeptoraktivität-modifizierendes Protein

RBL rat basophilic leukemia (cells)

RGS regulator of G protein signaling, G-Protein Regulator

RNA Ribonukleinsäure

RNase Ribonuklease

RT reverse Transkription

S1P Sphingosin-1-phosphat

SDF-1 stromal cell-derived factor-1, CXC-Chemokin

SDS Natriumdodecylsulfat

SPC Sphingosylphosphorylcholin

Tab. Tabelle

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylenethylendiamin

TGF transforming growth factor

TM Transmembrandomänen

TRHR thyrotropin-releasing hormone receptor

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol

UV Ultraviolett

vzg-1 ventricular zone gene-1

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranosid
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Helga Benkert für die bewundernswerte bibliothekarische Betreuung in all den Jahren.
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Geburtsdatum 22. Juli 1971

Geburtsort Sassenberg
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