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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Bei Asthma handelt es sich um eine chronisch-entzindliche Erkrankung der
Atemwege, an der bis zu 15% der Bevolkerung in den industrialisierten Landern
leiden. Die charakteristische Entzundungsreaktion wird mitunter durch eosinophile
Granulozyten vermittelt, die Uber den CCR3 Rezeptor aktiviert werden. Der CCR3
stellt daher eine viel versprechende therapeutische Zielstruktur dar, um diese
Entzindungsreaktion und die damit einhergehende Zerstérung des Lungengewebes
mit geeigneten Rezeptorantagonisten zu unterbinden. Um die Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung besser verstehen zu kdnnen, wurde ein Rezeptormodell erstellt, das
es im Rahmen dieser Arbeit zu Uberpriufen galt. Dazu wurden 8 ausgewahlte
Aminosauren der Transmembrandomane (TMD) des humanen CCR3 mutiert, Zellen
mit den CCR3-Mutanten transfiziert und deren Einfluss auf die Ligandeninteraktion
experimentell mittels eines Rezeptorinternalisierungsassays Uberpruft. Die in dieser
Arbeit generierten Daten belegen eindeutig, dass einige der Aminosauren (Y113,
H114 und Y291) starken Einfluss auf die Wechselwirkung der Liganden mit dem
Rezeptor haben. Demgegentber konnte fir andere Aminosauren (R95A, Y41A)
gezeigt werden, dass diese die Wirkung verschiedener Liganden erhOhen oder
beeintrachtigen. Erstaunlich dabei ist, dass sowohl naturliche Liganden als auch
untersuchte chemische Moleklle fur einige Mutationen gleichermallen in ihrer
Wirkung beeintrachtigt werden. Dies erweitert die bisherige Vorstellung, dass
naturliche Liganden nur Uber den N-Terminus sowie uber die extrazellularen Loops
mit dem Rezeptor, nicht aber mit Bereichen der TMD interagieren. Die
entsprechenden Aminosauren sind nach den hier erhaltenen Daten an der
Interaktion von Ligand und Rezeptor und/oder der nachgeschalteten
Signaltransduktion beteiligt. Der Vergleich zu anderen GPCR Studien legt eine
Beeintrachtigung der Bindung und damit Uberlappender Interaktionsstellen fur

naturliche Liganden und chemische Molekule sehr nahe.

VI



EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Asthma

Bei Asthma handelt es sich um eine chronisch-entziindliche Erkrankung der
Atemwege. Charakteristische Symptome sind neben einer akuten bzw. chronischen
Entzindung, eine Uberempfindlichkeit der Atemwege (,airway
hyperresponsiveness®), die mit einer Veranderung der Bronchialwande (,airway
remodelling“) und vermehrter Schleimsekretion einhergeht (10). Dies wiederum fuhrt
bei einem akuten Asthmaanfall zu Atemnot der Betroffenen sowie zu Hustenanfallen
aufgrund der vermehrten Schleimbildung. Laut der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) gab es im Jahre 2005 weltweit rund 300 Millionen Asthmakranke, darunter
ein Grofteil Kinder (112). Fur weitere Details zur Pravalenz von Asthma sei hier auf
Ubersichtsartikel von Eder et al. (27) sowie von Braman et al. (9) verwiesen. Die
Ursachen von Asthma sind vielfaltig und oft nicht eindeutig auszumachen. Kilar ist,
dass es sich bei den Ursachen um eine Kombination aus genetisch bedingter
Pradisposition (Atopie) sowie zahlreicher Umweltfaktoren handelt (16). Eine grol3e
Rolle in der Entwicklung einer Asthmaerkrankung spielen dabei Allergene wie

Hausstaubmilben, Pollen und Staub sowie Zigarettenrauch (112).

Man unterscheidet zwei Formen des Asthmas: Das nicht-allergische (intrinsische),
das durch unspezifische Reize wie korperliche Anstrengung, Stress oder kalte Luft
verursacht wird, und das allergisch bedingte (extrinsische) Asthma, bei dem eine
allergische Reaktion, beispielsweise auf Pollen oder Staub, der Ausléser ist. Nach
Kontakt eines Allergens mit in der Lunge ansassigen dendritischen Zellen kommt es
uber den Weg der adaptiven Immunantwort zur Bildung von verschiedenen
Entzindungsmediatoren, die letztlich zu den charakteristischen Symptomen wie
Schleimsekretion und Atemnot fihren. Es kommt dabei zu einer
Aktivierungskaskade, an der vor allem Th2-Zellen, Mastzellen und IgE produzierende
B Zellen beteiligt sind. Dabei werden Th2-Zytokine wie IL-4 und -5, IL-9, -10 und -13,
Entzindungsmediatoren wie Histamin, Leukotriene und Prostaglandine, IgE und
Chemokine freigesetzt (10, 100). In einer spateren Phase der adaptiven
Immunantwort kommt es vor allem zur Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten
(Eosinophile), die tber den C-C Chemokinrezeptor 3 (CCR3) aktiviert werden. CCR3
Liganden wie Eotaxin 1 (neben Eotaxin 2,3, MCP 2-4 und RANTES), die vorwiegend

von Epithel-, Endothelzellen und Makrophagen sezerniert werden (117), spielen eine

1



EINLEITUNG

zentrale Rolle bei der Migration von Eosinophilen in das Lungengewebe. So kann
man bei Asthmatikern nach Allergengabe zum Teil. eine erhohte Menge an Eotaxin
in den Atemwegen feststellen, was wiederum mit einer ebenfalls steigenden Anzahl
an Eosinophilen korreliert (62, 118). Sezerniertes Interleukin-5 (IL-5) fuhrt in der
Lunge zur Reifung der eingewanderten Eosinophilen und zu deren Aktivierung (41,
58, 72). Im aktivierten Zustand sezernieren sie neben Sauerstoffradikalen
verschiedene inflammatorische Proteine wie beispielsweise das ,Major Basic Protein®
(MBP), die zur Epithelschadigung fuhren. Folglich kommt es zu strukturellen
Veranderungen des Lungengewebes, die sich unter anderem in einer Verdickung der
glatten Muskulatur manifestieren (10). Die Sekretion von Leukotrienen (LT) (v.a. von
LTC,) fuhrt zur weiteren Kontraktion der glatten Muskulatur und verstarkt damit die

Atemnot.

Zu den gangigen Therapieansatzen zahlen neben Bronchodilatoren wie B-Agonisten
(37, 76), die bei einem akuten Asthmaanfall eine Entspannung der verkrampften
glatten Atemwegsmuskulatur bewirken (82), auch Leukotrienantagonisten. Zur
Vorbeugung von Asthmaanfallen werden anti-inflammatorische Therapeutika wie
Kortikosteroide inhalativ verabreicht (ICS, inhaled corticosteroids). Diese
Medikamente konnen aber vor allem in hohen Dosen teilweise. zu erheblichen
Nebenwirkungen fuhren wie z.B. Wachstumsstorungen bei Kindern oder

Osteoporose bei Erwachsenen (1, 106).

Asthma bedeutet eine starke Einschrankung fur die betroffenen Patienten und die
Behandlung ist mit erheblichen Kosten fir das Gesundheitswesen verbunden.
Beispielsweise belaufen sich die Kosten fur Europa auf 17,7 Milliarden Euro ((29)
zitiert nach Braman (9)). Es ist daher &auferst erstrebenswert, bessere und

gunstigere Behandlungsmethoden mit geringeren Nebenwirkungen zu entwickeln.
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1.2 CCR3

Bei den G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR, G-protein coupled receptors)
handelt es sich um Rezeptoren, die die Zellmembran mit 7-transmembranen Helices
(auch bezeichnet als 7 Transmembrandomanen, TMD) durchspannen (50). Dabei
liegt der N-Terminus auf der extrazellularen und der C-Terminus auf der
zytoplasmatischen Seite. Zu der Familie der GPCR gehdren unter anderem Neuro-
und Hormonrezeptoren, lichtaktivierte Rezeptoren wie das Rhodopsin sowie die

grolde Gruppe der Chemokinrezeptoren, zu der auch der CCR3 Rezeptor zahlt.

Der CCR3 Rezeptor wird vorwiegend auf Eosinophilen und Th2-Helferzellen
exprimiert (89, 90). Uguccioni et al (103) konnten CCR3 auf humanen Basophilen
detektieren und beschrieben Eotaxin und MCP 4 als wirksame Chemokine flur diese
Zellen. Zudem wurde CCR3 auf Mastzellen entdeckt. Er wird nach Bindung von IgE
an Mastzellen an deren Oberflache transportiert (32, 80). Abbildung 1 gibt eine

Ubersicht tiber CCR3 exprimierende Zelltypen mit entsprechenden Liganden.

Eosinophiler Th2 Lymphozyt

— Eotaxin 1 /y@ 0 4
Ce—— Eotaxin 2 /

Eotaxin 3

Makrophage

Basophiler
MCP 2 \
e C MCP 3

mm CCR2 MIP 1a RANTES MIP 1a
@ CCR3

Abbildung 1: CCR3 Expression auf Zellen des Inmunsystems mit natiirlichen Liganden
Dargestellt sind 4 Zelltypen, die CCR1, 2 und/oder CCR3 exprimieren. RANTES und MCP 2-4 binden
sowohl an die Rezeptoren CCR 1 und 3, Eotaxin 1-3 binden ausschlieflich an CCR3. MIP1a ist
ausschlieBlicher Ligand flir CCR1. Abkirzungen: MIP: Macrophage inflammatory protein, MCP:
Monocyte chemoattractant protein, RANTES: Regulated upon activation, normal T-cell expressed and
secreted. Modifiziert nach (28), Bilder (7)
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1.2.1 Rolle des CCR3 bei Asthma

Wie bereits unter 1.1 beschrieben, spielt der CCR3 Rezeptor im Zusammenhang mit
Asthma eine wichtige Rolle. Eosinophile werden uber ihn aktiviert und tragen
dadurch zur charakteristischen Symptomatik dieser Erkrankung bei. So konnten Ma
et al. beispielsweise zeigen, dass CCR3-knockout-Mause nach Allergenstimulation
keine ,Airway hyperresponsive reaction (AHR) zeigen (59). Diese Zusammenhange
legen nahe, dass eine selektive Blockade des CCR3 Rezeptors ein viel

versprechender Ansatz fur die Behandlung von Asthma ist.

1.2.2 Therapieansatze von Asthma: CCR3 als therapeutisches Ziel

Chemokinrezeptoren stellen interessante Ansatzpunkte fir therapeutische
Behandlungen dar, da viele Krankheiten mit GPCR und deren Liganden assoziiert
sind. Darunter fallen beispielsweise Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose
(53), Vaskulare Erkrankungen (13) sowie Erkrankungen der Atemwege wie Asthma
und COPD (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung). Auch der HI-Virus (Humaner
Immundefizienz Virus) tritt Uber CCR5 und CXCR4 als Ko-Rezeptor in die
entsprechenden Zellen ein. Hauptaugenmerk fur die Therapie ist dabei auf die
Hemmung der Rezeptoren gelegt, die man auf verschiedene Arten erreichen kann.

Knapp 50% aller verfugbaren Medikamente sind gegen GPCR gerichtet (25).

Eine Mdglichkeit, die Aktivierung der Chemokinrezeptoren zu unterbinden, besteht in
der Modifikation des N-Terminus am Chemokin selbst. Der N-Terminus ist an der
Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor beteiligt (91) und teilweise fur die
Rezeptorspezifitat verantwortlich (35). Moser et al. (67) konnten beispielsweise
mittels N-terminaler Modifikation von Interleukin-8 den entsprechenden II-8 Rezeptor
blocken, wodurch unter anderem die Chemotaxis und der normalerweise bei der
aktivierten Zellen induzierte ,respiratory burst® reduziert wurden. Gong et al. (35)
stellten fest, dass Deletionen im N-Terminus von RANTES die Affinitat dieses
Liganden fur verschiedene Chemokinrezeptoren beeinflusst. Da viele Chemokine
redundant wirken, scheint es allerdings erfolgsversprechender, direkt auf der Ebene

der Rezeptoren zu agieren, um derartige Wechselwirkungen zu vermeiden.
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Eine Maoglichkeit der spezifischen Rezeptorinhibition bietet die Entwicklung von
monoklonalen Antikbrpern gegen den jeweiligen Rezeptor. So gelang es z.B. die
Anzahl an Eosinophilen in Mausen durch den Einsatz eines monoklonalen AK gegen
CCR3 zu reduzieren (38). Wie Heath et al. (43) zeigten, konnte mittels eines
spezifischen monoklonalen Antikérpers (mAb 7B11) die Bindung radioaktiv
markierter naturlicher CCR3 Liganden (RANTES, MCP2-4) erfolgreich unterbunden
werden. Auch im Zusammenhang mit der uber den CCR5 Rezeptor laufenden HIV
Infektion konnten bereits Erfolge verbucht werden (22, 68, 94, 116).

Neben monoklonalen Antikérpern wird an der Entwicklung von spezifischen
Rezeptorantagonisten geforscht. Einige sind bereits beschrieben worden, allerdings
fur den CCR3 noch von der konkreten therapeutischen Anwendung entfernt (66, 87,
99, 111). Demgegenuber konnte kurzlich bereits ein potenter Antagonist
(,Maraviroc®) fur den CCR5 als Medikament zugelassen werden, der den Eintritt des
HI-Virus in die Zielzelle iGber CCR5 verhindert (23, 30). Wie unter 1.2.1 beschrieben
kommt es zur charakteristischen Entzindungsreaktion in der Lunge unter anderem
durch die Aktivierung von Eosinophilen Uber den CCR3 Rezeptor. Um diese
Aktivierung und die damit einhergehende Zerstdérung des Lungengewebes zu
unterbinden, scheint die Blockierung dieses Weges ein viel versprechender Ansatz in
der Asthmatherapie zu sein. Deshalb besteht grol3es Interesse in der vollstandigen
Strukturaufklarung des CCR3  Rezeptors (wie auch der anderen
Chemokinrezeptoren), um potentielle antagonistische Moleklle optimieren zu
konnen. Um diesem Ziel einen Schritt naher zu kommen, befasst sich die

vorliegende Arbeit mit der Strukturaufklarung des CCR3 Rezeptors.
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1.3 Chemokine

Chemokine sind chemotaktisch wirksame Zytokine mit einem Molekulargewicht von
ca. 8-10 kDa. Man kennt bisher uber 50 verwandte Proteine dieser Art, die in 4
Subfamilien unterteilt werden. Die Unterteilung in C, CC, CXC und CX3C Familien
erfolgt dabei anhand ihrer N-terminal gelegenen konservierten Cysteinreste (C)
(121). Das X/X3 steht dabei fur eine bzw. 3 variable Aminosauren zwischen den
Cysteinen. Da die Liganden zur Familie der CC-Chemokine (CC-L) gehoren, handelt
es sich beim Chemokinrezeptor 3 folglich um einen CC-Rezeptor. Beispielsweise
handelt es sich bei CCL11 (neue Nomenklatur) um Eotaxin 1 (alter Name), bei CCL5
um RANTES. Aus Vereinfachungsgriinden sollen fir die verwendeten Chemokine im
Folgenden die Namen nach alter Nomenklatur verwendet werden. Eine Ubersicht
uber die verwendeten CCR3 Liganden mit neuer und alter Nomenklatur gibt Tabelle
1.

Viele der Chemokine sind funktionell redundant, d.h. sie sind in der Lage, die gleiche
Reaktion bei Zellen auszulésen. Zudem konnen verschiedene Chemokine an
mehrere Rezeptoren binden. Andererseits wirken einige Chemokine auf diverse
Rezeptoren agonistisch oder antagonistisch. Als ein Beispiel soll hier das Eotaxin 1
genannt werden, das agonistisch auf CCR3 und nach Ogilvie et al. auch auf CCR5,
jedoch antagonistisch auf CCR2 wirkt (73). Dabei ist auffallig, dass fur Chemokine
einer Familie generell eine relativ geringe Sequenzhomologie zu verzeichnen ist (20-
90%). Dennoch weisen diese Chemokine eine sehr ahnliche Quartarstrutur auf (8,
17).

Uber Deletions- und Mutagenesestudien wurde der N-Terminus als essentieller
Bereich fiir die Interaktion mit dem Rezeptor identifiziert (4, 26, 47, 65) Ahnliche
Beobachtungen konnten fur den CCR1 Rezeptor gemacht werden (12, 46) Nicht nur
bei der Interaktion mit Rezeptoren spielt der N-Terminus eine wichtige Rolle wie
Casarosa et al. herausfanden. In ihrer Studie konnten sie zeigen, dass CC und

CX3C Chemokine mit dem N-Terminus des Cytomegaloviruses wechselwirken (12).
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Tabelle 1: verwendete natiirlich vorkommende Liganden des hCCR3 Rezeptors mit Hersteller

Natiirlicher Lot No MG

Ligand CCL-NK Hersteller [kDa]
Eotaxin 1 CCL11 Pepro Tech, Rocky Hill, USA| 120469 G2607 8,3
Eotaxin 2 CCL24 067114 8,8
Eotaxin 3 CCL26 BIOTREND Chemikalien 1002167 8,4
MCP 2 CCL8 GmbH, KsIn, Deutschland 03741] 89
MCP 3 CCL7 036423 9,0
MCP 4 CCL13 01281 8,6
RANTES CCL5 010433 7,8

1.3.1 Natiirliche Liganden des CCR3

Derzeit sind sieben naturlich vorkommende Liganden des CCR3 beschrieben, die die
entsprechenden Zellen Uber den Rezeptor mit unterschiedlicher Effizienz aktiveren.
Eotaxin 1 ist der prominenteste Ligand und wurde zum ersten Mal in einem
Meerschweinchenmodell zur allergischen Atemwegsentzindung von Jose et al.
entdeckt (51). Infolgedessen gelang es, sowohl das Eotaxin der Maus (84), als auch

das humane Eotaxin 1 (78), als auch das der Ratte (113) zu klonieren.

Das nahezu aquipotente Eotaxin 2 erhielt seinen Namen aufgrund seiner
biologischen Ahnlichkeit zu Eotaxin 1. Eotaxin 1 und 2 zeigen 34% Homologie auf
Proteinebene und beide Chemokine induzieren effektiv eine Freisetzung von
intrazellularem Kalzium in Eosinophilen (110). Menzies-Gow et al. (64) konnten nach
subkutaner Injektion der beiden Chemokine an gesunden Freiwilligen eine starke
Infiltration von Eosinophilen an den betreffenden Stellen nachweisen. Dies
verdeutlicht, dass die beiden Chemokine in der Lage sind, Eosinophile effizient

anzulocken.

Eotaxin 3 wurde erst 1999 als Ligand identifiziert, der humane Eosinophile, nicht
aber Neutrophile und Monozyten aktiviert. Shinkai et al. (92) mutmaliten anhand
ihrer Daten, dass Eotaxin 3 eher in der fruihen Phase der Immunantwort prasent ist,
wahrend Eotaxin 1, MCP 4 oder RANTES in der Spatphase die Zellen aktivieren.
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Die MCPs (Monocyte chemotactic proteins) sind nicht nur auf Monozyten aktiv, wie
der Name suggeriert. Ebenso aktivieren sie T-Zellen, Basophile und uber den CCR3
oder CCR1 Rezeptor auch Eosinophile (19, 57, 101, 109). MCP 4 wirkt auf den
genannten Zellen ausschlielich Uber den CCR3, nicht aber iber CCR1 oder CCR5
wie MCP 3 und RANTES (33). Fur MCP 1, 2 und 3 konnte eine ungefahre
Sequenzhomologie von 65% festgestellt werden (105). White et al. 1997 (110)
konnten zeigen, dass MCP 3 und RANTES eine geringere Affinitat fur den CCR3
Rezeptor haben als beispielsweise Eotaxin 1, da sie nur begrenzt in der Lage sind,

mit *°J-markiertem Eotaxin 1 im Bindungsassay zu kompetieren.

Als natlrlich vorkommende Antagonisten des CCR3 sind Mig, IP-10 sowie I-TAC als
potentester der drei beschrieben (56, 108, 109). Loetscher et al. (56) stellten fest,
dass die benannten Liganden in der Lage sind, eine durch Eotaxin 1, Eotaxin 2, MCP
2-4 und RANTES vermittelte Aktivierung in transfizierten Zellen (CCR3-B300-Zellen)
zu reduzieren (verminderte Ca®* Freisetzung). Des weiteren konnten sie eine

Kompetition der drei Liganden mit Eotaxin 1 um die Bindung an CCR3 sehen.
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1.4 Aufklarung der Struktur des CCR3

1.4.1 Mutagenesestudien an Liganden und Rezeptor

Wie unter 1.2.2 beschrieben stellen Chemokinrezeptoren wie der CCR3 interessante
therapeutische Ziele dar. Um die Behandlungsmdglichkeiten z.B. in Form eines
Antagonisten zu optimieren, ist es essentiell, die Struktur des Rezeptors zu kennen.
Bisher war es nur moglich, Rhodopsin als Vertreter der GPCR vollstandig zu
kristallisieren und seine genaue Struktur zu bestimmen (75, 95). Kurzlich ist es
Forschern zudem gelungen, den R-adrenergen Rezeptor zu kristallisieren. Dieser ist
wie erwartet dem Rhodopsin ahnlich, hat jedoch insgesamt eine offenere Struktur
(83). Alle anderen GPCR kommen in der Regel in zu geringen Mengen vor und sind
zu instabil, als dass eine Rontgenstrukturanalyse moglich ware. Aus diesem Grund
wurden fur die Ubrigen GPCR viele computergestitzte Modellversuche, Mutagenese-
und Deletionsstudien an den Rezeptoren und ihren korrespondierenden Liganden
durchgefiihrt. Auch Untersuchungen mit Rezeptor- und Ligandenchimaren’ haben

zur Aufklarung der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen beigetragen.

Abbildung 2 gibt das Modell eines 7-TMD-Rezeptors (CCR3) (modifiziert nach (26))
wider und zeigt Bereiche bzw. einzelne Aminosauren auf, denen mittels Mutagenese-
und Deletionsstudien oder Rezeptorchimaren verschiedene Funktionen zugewiesen
werden konnten. Hauptaugenmerk wurde dabei bisher auf N- und C-Terminus, bzw.
die extra- und intrazellularen Bereiche (ECL, ICL) gelegt. Der N-Terminus als Ganzes
ist danach hauptverantwortlich flr die Bindung der Liganden. Besonders wichtige,
einzelne Aminosauren konnten dabei nicht identifiziert werden. Des weiteren scheint
an der Bindung der Bereich um die [B,-B3 Haarnadelschleife beteiligt zu sein.
Duchesnes et al. (26) fanden heraus, dass fur die Bindung von Eotaxin 1 vorwiegend
geladene Reste am ECL 3 verantwortlich sind, wohingegen fur Eotaxin 2 zusatzlich
noch Reste am ECL 2 bendtigt werden. Von den drei Eotaxinen scheint Eotaxin 3 am
starksten von geladenen Resten im extrazellularen Bereich des CCR3 abhangig zu
sein (26).

' Chimare: hier ein Rezeptor, der aus Bereichen von unterschiedlichen GPCR zusammengesetzt ist,
z.B. ein Rezeptor mit N-Terminus von CCR1 und dem Rest von CCR3; entsprechendes gilt fir
Chemokin-Chimaren
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Abbildung 2: Schema eines GPCR mit essentiellen Bereichen fiir die Funktionalitat

In dem dargestellten Modell entspricht jeder Buchstabe einer Aminosaure. Farbig markiert sind
Aminosauren/Bereiche, denen nach Mutagenese/Deletionsstudien bestimmte  Funktionen
zugeschrieben werden konnten. Grin: Ligandenbindung, Blau: Expression, Gelb: Konformation &
Signaling, Rot: Chemotaxis, Turkis: G-Protein Interaktion, Lila: Internalisierung. Modifiziert nach (26).

Am C-Terminus sind die Aminosauren 310-324 obligatorisch fur die Expression des
Rezeptors sowie fiur Chemotaxis und Internalisierung (85). Kraft et al. (52)
demonstrierten die Wichtigkeit des im C-Terminus vorhandenen Di-Leucin-Motivs fur
die Rezeptorinternalisierung des CCRS5. Dort binden Clathrin-Adapterproteine, die
unter anderem die Internalisierung vermitteln (45). Es ist zu vermuten, dass diesem
Motiv am CCR3 Rezeptor eine ahnliche Funktion zukommt. Die drei ICL sind
vorwiegend fur den Kontakt des CCR3 mit den G-Proteinen verantwortlich (5). Die so
genannte ,DRY-Sequenz® ist ein konservierter Bereich aller GPCR. Man kann daher
davon ausgehen, dass sie eine essentielle Rolle flir einen bisher nicht genauer
definierten Prozess spielt. Wie Auger et al. herausfanden (5) sind die dort

vorhandenen Ladungen unter anderem essentiell fur die Funktionalitat des
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Rezeptors (Expression und Chemotaxis). Des weiteren scheinen zwei Glutamatreste
im so genannten ,EELFEET"“-Motiv im ECL 2 fur die Rezeptorexpression wichtig zu
sein (26). Auffallend ist, dass mehrfach keine Korrelation zwischen Ligandenbindung

und Rezeptoraktivierung gezeigt werden konnte.

1.4.2 Rezeptoraktivierungsmodell

Damit es zu einer Aktivierung mit nachgeschalteter Signaltransduktion eines GPCR
kommt, muss zunachst der entsprechende Ligand binden. Dies geschieht vorrangig
an den extrazellularen Bereichen des Rezeptors (N-Terminus sowie ECL).
Ausgehend von einer Studie von Monteclaro et al. (65) am MCP 1 Rezeptor (CCR2),
ubertrug man deren entwickeltes Rezeptoraktivierungsmodell auch auf andere
GPCR. Dabei handelt es sich um ein ,Zwei-Schritt-Aktivierungsmodell® (siehe
Abbildung 3), nach dem der Ligand zunachst mit hoher Affinitat (,high affinity“) an
den N-Terminus bindet, und es dadurch zu einer Konformationsanderung kommt.
Der so ,pseudogebundene” Ligand bindet danach die extrazellularen Loops, wodurch
erst die Signaltransduktion in Gang gesetzt wird. Zudem ist eine Aktivierung ohne
vorausgehende ,high-affinity“-Bindung mdglich, sofern der Ligand in sehr hoher
Konzentration vorliegt. Ein ahnliches Modell wurde bereits von Vu et al. fur den

humanen Thrombinrezeptor entwickelt (107).

MCP-1 Receptor MCP-1 Receptor

COOH COOH
Abbildung 3: Rezeptoraktivierungsmodell fiir den MCP 1 Rezeptor (CCR2)
LZwei-Schritt-Aktivierungsmodell“, bei dem es zunachst zu einer hoch affinen Bindung zwischen
Ligand und N-Terminus kommt. Es folgt eine Bindung mit geringerer Affinitat, indem der
pseudogebundene Ligand durch Konformationsanderung zusatzlich mit den extrazelluldren Loops
wechselwirkt und es dadurch zur Signaltransduktion kommt. Quelle (65).

11
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1.4.3 Signaltransduktion

Nach dem Binden spezifischer Liganden an den GPCR kommt es zur Aktivierung
einer nachgeschalteten Signalkaskade, die Uber sekundare Botenstoffe wie cAMP
und Kalzium unter anderem letztlich das Genexpressionsmuster sowie die

Chemotaxis der Zellen beeinflussen konnen.

Der zytoplasmatische Teil des Rezeptors steht in Kontakt zu trimeren G-Proteinen
(79) (Gs oder G)), die je aus einer Ga, B und y-Untereinheit (UE) bestehen. In
inaktivem Zustand bindet an der Ga-Untereinheit GDP (Guanosin-Diphospat). Nach
Bindung des spezifischen Liganden auf der extrazellularen Seite eines GPCR kommt
es zu einer Konformationsanderung wodurch GDP mit GTP (Guanosin-Triphosphat)
ausgetauscht wird. Infolgedessen 16st sich die Ga-Untereinheit vom Komplex und
interagiert unter anderem mit der benachbarten Adenylatcyclase (AC), wodurch die
Synthese von cAMP (zyklisches Adenosin-Monophoshat) kontrolliert wird. Es gibt
dabei Ggy und Gj,-Untereinheiten, die jeweils stimulierend (s) oder inhibierend (i) auf
die AC wirken. Das Toxin des Keuchhustenerregers Bordetella pertussis inhibiert
durch irreversible Modifikation der a-Untereinheit das G; Durch Hydrolyse des GTP
16st sich die Gsq-UE von der AC und bindet wieder den Gg,-Komplex (55). Durch das
cAMP als sekundarer Botenstoff wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die Uber
verschiedene Kinasen letztlich Einfluss auf die Genexpression nimmt. Abbildung 4
gibt einen Uberblick Uber die Aktivierungskaskade, die iiber cAMP sowie Ca®" zu

verschiedenen zellularen Reaktionen fuhrt.

Nach der Aktivierung der GPCRs durch Bindung der entsprechenden agonistisch
wirkenden Liganden kommt es zu verschiedenen intrazellularen Ablaufen. Es werden
z.B. die ,,G-Protein-coupled receptor kinases® (GRK) aktiviert, indem sie die GPCRs
an spezifischen Serin- bzw. Threonin Resten phosphorylieren, was wiederum die
Bindung von Arrestin an den Komplex zur Folge hat. Des weiteren interagieren die
GRKs mit anderen Proteinen wie beispielsweise Calmodulin und Caveolin sowie
nicht-rezeptor-assoziierten Proteinen wie MEK und PI3K. Eine Ubersicht (ber die

Signaltransduktionskaskade von CCR3 und die beteiligte Proteine gibt Abbildung 4.
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Abbildung 4: Signaltransduktion nach Aktivierung eines Chemokinrezeptors

Nach Aktivierung eines Chemokinrezeptors (gelb) Uber spezifische Liganden kommt es unter anderem
durch Wechselwirkung der Ga-Untereinheit des Rezeptors mit der Adenylatcyclase (AC). Diese
produziert cAMP, welches zu einer weiteren Signaltransduktionskaskade fuhrt. Unter anderem kommt
es Uber den MAP-Kinase Weg zur Aktivierung von p38 (eine Mitogen activated kinase) sowie ERK
(Extracellular  signal regulated Receptor Kinase), die wiederum Einfluss auf das
Genexpressionsmuster der Zellen nehmen. Des weiteren werden intrazellulare Ca* Reserven
mobilisiert und freigesetzt. Modifiziert nach (71).

Die Geschwindigkeit der Rezeptorendozytose ist bei diesem Prozess abhangig vom
jeweiligen Liganden sowie vom jeweiligen Rezeptor (Ubersichtsartikel von Neel et al.
(69). Beispielsweise konnten Zimmermann et al. (119) zeigen, dass der Aktivierung
des CCR3 duber RANTES im Vergleich zu Eotaxin 1 ein langsamerer
Recyclingprozess folgt. Ein Modell, das die komplexen Zusammenhange umfasst,
die zur Internalisierung des Rezeptors flihren, haben Claing et al. entworfen (15).
Des weiteren wurde berichtet, dass in CHO Zellen die Rezeptorinternalisierung des
CCRS5 sehr schnell und vorwiegend uber den Clathrin-vermittelten Weg lauft (93).
Unabhangig davon, ob ein Ligand an den Rezeptor bindet und dadurch zu dessen
Internalisierung flihrt, gibt es eine basale Internalisierungsrate. Es wird stets ein
bestimmter Prozentsatz an Rezeptoren endozytiert, intrazellular recycled und nach
einiger Zeit wieder auf die Zelloberflache =zurtuck transportiert. Fur weitere
Informationen zum Recycling- wie auch Degradationsprozesses sei hier auf eine

Publikation von Drake et al. (24) verwiesen.

13
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1.5 Auswahl der CCR3 Mutationen

Um die potentielle Bindetasche fur antagonistisch wirkende Substanzen am CCR3
genauer charakterisieren zu kdnnen, wurden 10 Aminosauren mutiert. Es sollte in
nachfolgenden Experimenten untersucht werden, welche Konsequenzen diese
Mutationen auf die Wirkung von Antagonisten haben. Die Auswahl der Mutationen in
der Transmembrandomane des hCCR3 wurde von Dr. Jan Kriegl, Boehringer
Ingelheim, Biberach, basierend auf einer Publikation von Surgand et al. (98)
getroffen. In dieser Publikation wurden die potentiellen Bindetaschen in der 7TM
Region von 369 GPCRs identifiziert und anschlieRend in einem phylogenetischen
Baum zusammengefasst. Als Templat flir die Familie der Klasse A GPCRs
(Rhodopsin like Receptors) wurde Rinder-Rhodopsin verwendet. Hier wurde die
Bindetasche im TM Bereich durch alle Reste im Abstand von 10 A vom Retinal
bestimmt. 30 Aminosauren wurden auf diese Art bestimmt, anhand derer die weitere
Charakterisierung der anderen GPCRs vorgenommen wurden (,Rognan’s Residues®,
siehe Abbildung 2). Fur alle anderen GPCRs wurden zunachst die TM Helices und
anschlielend durch ein Sequenzvergleich mit Rhodopsin die entsprechenden
charakteristischen Reste der Bindetaschen identifiziert. Abbildung 5 zeigt ein
Sequenzvergleich der ,Rognan’s Residues” fur die Gruppe der Chemokinrezeptoren.

Diese Reste bildeten die Basis zur Auswahl der Punktmutationen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt zur Auswahl der Aminosauren waren die
Speziesunterschiede fur bestimmte Aminosaurepositionen am Rezeptor. Einige
Aminosauren in der Bindetasche unterscheiden sich fur Ratte, Maus und Mensch
(siehe Tabelle 2 und Abbildung 5). Dies konnte die bereits in diversen Assays
detektierten Speziesunterschiede fur bestimmte Liganden erklaren. Des weiteren
sollte eine direkte Substanzinteraktion Uber die Aminosauren C207, H114, Y291 und
R95 adressiert werden. H114 wurde dabei in Ala oder Phe mutiert, um die
unterschiedlichen Interaktionsmoglichkeiten  (Wasserstoffbriicke,  hydrophobe
Wechselwirkung) zu uberprufen. Aus demselben Grund wurde Y291 in Ser und Phe
mutiert. Alle anderen Aminosauren wurden zu Ala umgewandelt. Aufschluss Uber die
Begrenzung der Bindungstasche sollten die Mutationen Y255A und Y41A geben.
Daneben ist es interessant, den Einfluss von konservierten Resten wie Y113 und
E287 auf die Rezeptor-Liganden-Wechselwirkung zu untersuchen. Ein Modell des

CCR3 Rezeptors mit den mutierten Aminosauren gibt Abbildung 6 wider.
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Fir einige der hier ausgewahlten Reste konnte fir CCR1, 2 und 5 bereits gezeigt
werden, dass sie an der Interaktion mit nicht-naturlichen Liganden beteiligt sind (6,
61, 104). Kurz nachdem die Auswahl der Reste fur die Punktmutationen getroffen
worden war, wurde in einer Arbeit von Wise et al. gezeigt, dass die Reste Y41, Y113

und E287 an der Interaktion zwischen chemischen Molekilen und dem CCR3

Rezeptor beteiligt sind.

hCCR3: VYVGLPIRLSYHLIAEHTMTCF WYNI MEYH
mCCR3: LYVGVPILLSYYLIAEHAMNGFWYNLMEYH
rCCR3: LYVGVPILLSYYLIAEHAMNGFWYNLMEHH

Abbildung 5: 30 fiir die Substanzbindung kritische Aminosauren (Rognan’s Residues®) mit
Sequenz-Vergleich

A) gibt eine Aufsicht der 7 TMD-Region eines GPCR wieder. Gezeigt sind 30 AS, die voraussichtlich
an der Bindung von Substanzen beteiligt sind (,Rognan’s Residues®) und die potentiellen
Bindetaschen (Site 1 und Site 2). In B) ist der Sequenz-Vergleich der 30 AS Reste im Vergleich
zwischen Mensch (h-), Ratte (r-) und Maus (m-) dargestellt. Farbig markiert sind die Aminosauren,
die sich fur die genannten Spezies unterscheiden. A) aus und B) nach (98).

Tabelle 2: Ausgewdhlite Speziesunterschiede fiir Aminosauren im CCR3
Aminosaure-
Position Mensch Maus Ratte
95 Arginin Leucin Leucin
114 Histidin Tyrosin Tyrosin
207 Cystein Glycin Glycin
291 Tyrosin Tyrosin Histidin
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Abbildung 6: Modellierte 7 TMD-Region
des hCCR3

A) und B) zeigen die Helices des CCR3
Rezeptors, einmal als Aufsicht (A) sowie
in der Seitenansicht (B). Die im Rahmen
dieser Arbeit mutierten AS sind farbig

gekennzeichnet. Orange: mutierte
Aminsoauren, fiur die keine CCR3
Expression  erreicht  wurde, Grin:

Mutationen, fiir die eine CCR3 Expression
erreicht wurde und ihr Einfluss auf die
Ligandeninteraktion untersucht werden
konnte. Die Modelle wurden
freundlicherweise von Dr. Jan Kriegl mit
dem Programm ,Modeler' von Accelrys Inc
(San Diego) (v2006.05) erstellt.
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1.6 Assays zur funktionellen Charakterisierung des CCR3

Um die Wirkung von Substanzen am Rezeptor zu untersuchen, bedient man sich
verschiedener biochemischer und funktioneller Assays. Zum einen kann man mittels
eines SPA-Bindungsassays mit radioaktiv markierten Liganden, die Bindung von
Liganden bzw. Substanzen and den Rezeptor detektieren (siehe 3.7) (2). Aussagen
uber die Potenz von Liganden, einen GPCR zu aktivieren, erhalt man mittels des
GTPyS Assays, bei dem der Austausch von gebundenem GDP mit radioaktiv
markiertem GTP detektiert wird (siehe 3.8.) (42). Je potenter ein Ligand in der Lage
ist, den Rezeptor zu binden und damit zu aktivieren, desto starker wird das
detektierte Signal sein. Nachdem entsprechende Liganden am Rezeptor gebunden
und diesen aktiviert haben, kommt es nach gewisser Zeit zur Internalisierung des
Rezeptors. Dies kann man als Reduktion der Oberflachenexpression z.B. Uber
spezifische Antikérper mittels Durchflusszytometrie messen. Ebenso stellen auf
Immunfluoreszenz basierende Untersuchungen uber spezifische
fluoreszenzmarkierte Antikorper eine Moglichkeit dar, Rezeptoren sowie in der
Signalkaskade nachgeschaltete Parameter zu detektieren. Als ein sehr umfassendes
Werk sei an dieser Stelle auf ,Methods in Molecular Biology™, Volume 138,
Chemokine Protocols® (speziell Kapitel 14, 15, 16) verwiesen, das alles
Wissenswerte Uber das Arbeiten mit und an Chemokinen und ihren Rezeptoren
abdeckt (81). Als funktionelle Assays lassen sich neben einem cAMP Assay,
Chemotaxis- sowie Kalzium-Assays durchfuhren. Im cAMP Assay (engl. cyclic
adenosine monophosphate) wird das nach Stimulation der GPCR durch
Wechselwirkung mit der Adenylatcyclase produzierte cAMP bestimmt (Handbuch
“Whole Cell cAMP Functional Assay”, Technical Note ANO002-ASc, Packard
Instrument Company, Meriden, USA). Bei einem Chemotaxis-Assay wird das
Vermodgen der Zellen untersucht, sich entlang eines Ligandengradienten zu
bewegen. Auf potente Liganden reagieren die Zellen mit effizienter Chemotaxis. Uber
die beiden genannten funktionellen Assays hinaus stellt die Messung von
intrazellular freigesetztem Kalzium nach Stimulation der entsprechenden Zellen eine
weit verbreitete Methode zur Untersuchung der Rezeptoraktivitat dar. Die
fluoreszenzbasierte Messung erfolgt dabei an einem FLIPR (Fluorometric Imaging
Plate Reader). Zur Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten CCR3

transfizierten Zelllinien sollten verschiedene dieser Assays herangezogen werden.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Der humane CC-Chemokinrezeptor 3 spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese
von Asthma. Um hier therapeutisch intervenieren zu kdnnen, ist es notwendig, die

Vorgange der Rezeptor-Ligand Wechselwirkung aufzuklaren.

Von anderen Arbeiten weil® man bereits, dass naturliche Liganden vorwiegend mit
dem N-Terminus sowie den extrazellularen Bereichen des CCR3 wechselwirken,
wohingegen man davon ausgeht, dass Rezeptorantagonisten im Bereich der
Transmembrandomane mit dem Rezeptor wechselwirken. Um dies zu bestatigen,
sollten 8 ausgewahlte Aminosauren in der Transmembrandoméane des CCR3 mutiert
werden und deren Einfluss auf die Wechselwirkung von Rezeptor mit naturlichen
Liganden sowie agonistischen und antagonistischen chemischen Molekilen
untersucht werden. Ziel war es dabei, ein hypothetisches Rezeptormodell des
humanen CCR3 experimentell zu Uberprufen, und gleichzeitig ein besseres
Verstandnis von den Interaktionsstellen der naturlichen Liganden und chemischen

Molekile mit dem Rezeptor zu bekommen.
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3 Material und Methoden
3.1 Mutagenese des CCR3

Die Klonierung wurde von der Trenzyme GmbH, Konstanz, durchgefuhrt. Das
Zielgen (hCCR3) wurde dabei Uber PCR (engl. Polymerase chain reaction) in einen
PCR-Klonierungsvektor zur nachfolgenden Subklonierung in den Vektor pcDNA/FRT
uberfuhrt. Im PCR-Klonierungsvektor wurden 10 einzelne Aminosaurepositionen des
CCR3 mutiert und in den pcDNAS5/FRT Vektor subkloniert. Die Klonierung von
hCCR3 erfolgte unter Verwendung der Schnittstellen Hindlll/Notl und wurde durch
Oligomere eingefuhrt. Zusatzlich wurde vor dem Startcodon eine Kozak Konsensus-
Sequenz eingefuhrt. Die Amplifizierung wurde mit folgenden Primern durchgefihrt

(die targetspezifische Sequenz ist in GroRbuchstaben dargestellt):

1142_CCR_Hind(57) 5" - aagcttaccaccATGACAACCTCACTAGATACAGTTG -3
1142_CCR _Not(57) 5 - gcggccgcCTAAAACACAATAGAGAGTTCCGG -3°

Das PCR-Produkt wurde unter Verwendung von Standardprimern in den PCR-
Klonierungsvektor pAlli10 bzw. pAlli11 kloniert. Im zweiten Schritt wurden
verschiedene Punktmutanten erzeugt. Da die erste gewahlte Mutagenesestrategie
nicht bei allen Mutanten erfolgreich war, wurden fehlende Mutanten durch ,Fusions-
PCR" erzeugt, in pAlli10 kloniert und dort sequenziert. Nach erfolgreicher
Sequenzierung des Wildtyps und der Mutanten erfolgte die Umklonierung der
Targetsequenzen uber Hindlll/Notl in den Zielvektor pcDNA/FRT. Dort wurden alle

Klone erneut sequenziert.
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3.2 Stabile Transfektion mit CCR3

CHO-Flp-In™ Zellen (3 x 10° Zellen/Well) wurden einen Tag vor der Transfektion in
6-Well-Platten (n=12 Wells) in je 2 ml Ham's F12 Medium (Lonza, Verviers, Belgien)
mit 10% FCS (engl.: fetal calf serum, Foetales Kalberserum) (Invitrogen™, Auckland,
Neuseeland) ausgesat und dber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5% CO.
kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte die stabile Transfektion der Zellen fir den
hCCR3 Wildtyp sowie der zehn Mutationen. Die Kontrolle wurde mit reinem Medium
behandelt. Die zu untersuchenden Punktmutationen des CCRS3 sind in Tabelle 3

angegeben.

Tabelle 3: Mutationen des hCCR3 mit Sequenzierprimern Trenzyme GmbH
Mutation c [ng/pl] | Sequenzierprimer
pcDNA5/FRT _CCR_wt 2800
pcDNA5/FRT CCR H114F |2800
pcDNA5/FRT CCR_Y41A 1298
pcDNA5/FRT CCR R95A |1562
pcDNAS/FRT CCR_Y113A | 980 PCDNAZ.1-FP
ocDNA5/FRT CCR H114 A |538 PeDNA3.1-RP1
pcDNA5/FRT CCR C207A |1358
pcDNA5/FRT CCR Y255 A 1496
pcDNA5/FRT CCR E287A |1382
0 |pcDNA5S/FRT CCR Y291S |994
1 |pcDNA5/FRT_CCR_Y291F |1352

22O |INO|O|RWIN~

Der fur die Klonierung bendétigte Transfektionsvektor pOG44 wurde freundlicherweise
von Labor Dr. John Park, Boehringer-Ingelheim, Biberach, zur Verfligung gestellt.
FUr die stabile Transfektion wurde die Punktmutanten-DNA auf 1 pg/pL mit
serumfreien Ham's F12 Medium (Lonza, Verviers, Belgien) verdunnt. Pro Ansatz
wurden 10 uyg DNA (1 ug der Punktmutanten-DNA und 9 ug des pOG44 Vektors) in
500 pL FCS-freiem Medium angesetzt und unter leichtem Mischen 25 pL FuGene®
HD Transfection Reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) zugegeben.
FuGene® HD Transfection Reagent ist eine Mischung aus Lipiden, geldst in 80%
Ethanol. Es formt mit DNA einen Komplex und transportiert diesen durch die
Membran in die jeweiligen Zellen. Nach 15 minuatiger Inkubation bei RT wurde die
Lésung langsam auf die in 6-Well-Platten ausgesaten Zellen getropft und die Platte
leicht rotiert, um eine Durchmischung zu erreichen. Die Zellen wurden bei 37°C und
5% CO7 48 h im Brutschrank belassen. Danach wurde das Medium abgenommen,
die Zellen mit DPBS (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) gewaschen und Medium

mit 10% FCS zugeflgt. Nach weiteren 24h im Brutschrank wurden die Zellen wie
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unter 3.4 beschrieben abgeldst und in eine 25 cm? Zellkulturflasche (BD Biosciences,
Bedford, USA) ubertragen. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Zellen mittels
Hygromycin B unter Selektionsdruck gesetzt, indem dem Medium 600 pg/ml
Hygromycin B (Invitrogen™, Carlsbad, USA) beigefiigt wurden. Die Zellen wurden
nach Bedarf gesplittet und auf groRere Zellkulturflaschen Ubertragen (siehe auch
3.4).

3.3 Flp-In™ System

CHO-Flp-In™-Zellen (Labor Dr. Jorg Rippmann, Boehringer-Ingelheim, Biberach)
wurden mit humanem CCR3 Rezeptor mittels Flp-In"™-System (Invitrogen™,
Auckland, Neuseeland) transfiziert. Dabei sollten 10 unterschiedliche
Punkmutationen in der Transmembrandomane des hCCR3 Rezeptors sowie des
WildtypCCR3 (WtCCR3) untersucht werden. Der Vorteil des Flp-In"™-System liegt in
der stabilen Integration des gewlinschten Zielgenes an immer derselben Stelle in das
Genom. Somit kann ausgeschlossen werden, dass eventuell vorliegende
Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptormutanten auf die Integration an
unterschiedlichen Orten im Genom zuruckzufuhren sind. Ein detektierter Unterschied
der Rezeptorexpression oder in Assays sollte demnach das Resultat der jeweiligen
Mutation sein. Beim Flp-In™-System kommt es zur intermolekularen Rekombination
von DNA, die durch eine FIp-Rekombinase vermittelt wird. Zu diesem Zweck werden
zwei Plasmide in die Flp-In™-Zielzelle gebracht, die eine FRT-Site in ihrem Genom
enthalt: Auf dem pOG44-Plasmid wird die FIp-Rekombinase kodiert. Sie besitzt eine
Bindestelle fur die FRT-Sites und fuhrt somit dort zur Integration des
pcDNA5/FRT/TO® in das Genom. Das zweite Plasmid, das pcDNA5/FRT/TO®-
Plasmid, tragt ein Hygromycinresistenzgen und das Zielgen (GOI, gene of interest,
Vgl. Abbildung 7) (48). Durch die Integration in das Zellgenom geht die dort bisher
vorhandene Zeocinresistenz verloren, gleichzeitig wird die Hygromycinresistenz
erworben. Veranschaulicht wird der Prozess in Abbildung 7. Da das pOG44-Plasmid
keinerlei Antibiotikaresistenzgene tragt, steht die Flp-Rekombinase folglich unter
keinem Selektionsdruck und verschwindet nach und nach wieder aus dem Genom
(49).
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pcDNAS/FRTITO® + pOG44

P pUC aori

Amp
Flp-In™ T-REx™ Host Cell Line
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Exprassion of hy gromycin
resistance gens
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Abbildung 7: Prinzip des Flp-In™ Systems mit zwei Plasmiden

Der pOG44 kodiert fiir die FLP-Rekombinase, die zur homologen Rekombination benachbarter FRT-
sites flhrt. Dadurch wird das GOI (gene of interest) zusammen mit Hygromycinresistenzgen in das
Zielgenom integriert. Modifiziert nach (48, 49).

3.4 Zellkultur

Fir alle Versuche wurden transfizierte CHO-K1-Flp-In-Zellen verwendet. Dabei
handelt es sich um epitheliale ,Chinese-hamster-ovary cells®. Die transfizierten CHO-
Zellen wurden in ,Ham's F12 Medium with Glutamine® (Lonza, Verviers, Belgien) mit
10% FCS (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) und 600 pg/ml Hygromycin B in
DPBS (beide Invitrogen™) bei einer Temperatur von 37°C und einem CO, -Gehalt
von 5% im Brutschrank (HERA Cell Incubator, Kendro Laboratory Products, UK)
kultiviert. Das Hygromycin diente dabei als Selektionsmarker fur die erfolgreich
transfizierten Zellen. Die kauflich erwerbbare hCCR3-ga16 transfizierte CKO-K1-
Zelllinie (Euroscreen S.A., Belgien) wurde als Referenzzellinie in den Assays
mitgetestet. Diese wurden mit Ham's F12 Medium mit 10% FCS, 50 Units/ml
Penicillin/Streptomycin (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) 400 pg/ml G418 und
125 pg/ml Zeocin (beide Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) kultiviert. Die
Kultivierung aller Zellen erfolgte je nach Bedarf in 75 cm? oder 175 cm?
Zellkulturflaschen aus Polystyrene (BD Biosciences, Bedford, USA). Die Zellen
wurden zur Stammbhaltung alle 2-3 Tage je nach Konfluenz (80-100%) im Verhaltnis

1:3 bzw. 1:4, Uber Wochenenden 1:10 wie folgt passagiert: Das Medium wurde
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abgenommen und die adharent wachsenden Zellen mit DPBS (1x ohne Ca*/Mg?")
(Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) gespiilt, um restliches Medium zu entfernen.
Es folgte eine 3-4 miniitige Inkubation mit 0,5% Trypsin-EDTA (1x) (Invitrogen™,
Auckland, Neuseeland) bei 37°C. Trypsin ist ein proteolytisches Enzym aus der
Familie der Endopeptidasen, das spezifische Peptidbindungen zwischen
Aminosauren spaltet (11). Dadurch werden die Bindungen zwischen Zellen und
Flaschenboden gespalten, was zum Ablosen der Zellen fuhrt. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 4-6 ml Medium gestoppt und die Zellen nach Bedarf gesplittet
bzw. fir die jeweiligen Versuche weiterbehandelt. In die 175 cm? Zellkulturflaschen
wurden abschlieRend ca. 20 ml Medium, in die 75 cm? Flaschen (BD Biosciences,

Bedford, USA) ca. 10 ml Medium hinzugegeben.

Sofern eine Zellzahlbestimmung erforderlich war, wurden 100 pl der Zellsuspension
in 10 ml (1:100) isotoner Salzlésung (Casy®on, Innovatis AG, Reutlingen,
Deutschland) verdiinnt und anschlieRend die Zellzahl mit dem Casy® (Innovatis AG,
Reutlingen, Deutschland) durch Zweifachmessung unter Bildung des Mittelwertes

bestimmt.

3.4.1 Isolation von hochexprimierenden Einzelklonen

Mit dem Ziel eine mdglichst hohe CCR3 Expression der transfizierten CHO-K1-Flp-
In-Zellen fur jede Mutante zu erhalten, wurden aus den transfizierten
Mischpopulationen pro CCR3-Mutation Einzelklone isoliert. Dies wurde uber eine
Verdlinnungsreihe erreicht. Dabei wurde die Zellzahl der Mischpopulationen
bestimmt (siehe unter 3.4) und die Suspension soweit verdinnt, dass nach Aussaat
in einer 96-Well Platte (Nunclon™ surface) (Nunc™, Roskilde, Danemark) statistisch
0,5 bzw. 1 Zelle pro Well in 100 yl Medium vorhanden sein sollten. Pro Mutante
wurden auf diese Weise je zwei 96er Platten ausgesat. Die Platten wurden mit
Verpackungsfolie (Saran, The Doweg Chemical Company, Edegem, Belgien)
umwickelt, um die Verdunstung moglichst gering zu halten. Die Zellen wurden bei
37°C und 5% CO; im Brutschrank belassen. In regelmaliigen Abstanden wurden die

Wells unter dem Mikroskop auf das Wachstum einzelner Zellen untersucht.

Nach ca. 12-14 Tagen waren groRRere, aber noch voneinander zu unterscheidende

Kolonien erkennbar. Wells, in denen nur eine Zellkolonie sichtbar war, d.h., in denen
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alle Zellen dieser Population auf eine Zelle zurlckfihren waren, wurden markiert,
neues Medium zugeflgt und bis zur Konfluenz im Brutschrank belassen. Es folgte
ein Transfer auf 24-Well-Platten (NunclonT'\’I surface) (NuncTM, Roskilde, Danemark).
Nach erneutem konfluenten Wachstum wurden die Zellen in 75 cm?
Zellkulturflaschen (siehe auch 3.4, BD Biosciences, Bedford, USA) Uberfuhrt. Das
Waschen und Abldsen der Zellen wurde wie unter 3.4 beschrieben mit angepassten
Mengen durchgefihrt. Uberstdnde wurden wegen der einfacheren Handhabung
mittels einer Vakuumpumpe (Vacusafe Comfort, IBS Integra Biosciences) mit

aufgesetzten Pasteurpipetten (WU, Mainz, Deutschland) abgesaugt.

In den meisten Fallen waren innerhalb zweier Tage nach Uberfiihren in die 75 cm?
Flaschen ausreichend Zellen (ca. 5 x 10° Zellen pro Ansatz) vorhanden, so dass
diese auf ihre hCCR3-Expression nach spezifischer Antikorperfarbung mittels
Durchflusszytometrie untersucht werden konnten (siehe 3.9.1). Auf diese Weise
wurden pro Mutante 7-50 Einzelklone untersucht und jeweils soweit vorhanden flnf
hochexprimierende Exemplare in flissigem Stickstoff eingefroren. Der jeweils am

hdchsten exprimierende Klon wurde fur die durchgefuhrten Versuche verwendet.

3.5 Membranpraparation

Pro Membranpraparation wurden 30-36 Zellkulturschalen (24.5 x 24.5 cm, Nunc™,
Roskilde, Danemark) bendétigt. Um die entsprechende Menge an Zellen zu erhalten,
wurden die Zellen aus 10 konfluent bewachsenen 175 cm?®* Zellkulturflaschen
abgeldst (siehe 3.4) und je Flasche auf 300 ml mit Medium (Ham's F12 + 10% FCS)
aufgeflllt. Je 100 ml der Zellsuspension wurden anschlieBend auf die
Zellkulturschalen verteilt. Nach Erreichen der Konfluenz (nach etwa 2-3 Tagen im
Brutschrank bei 37 °C und 5% CO;) wurde die Praparation durchgefihrt. Das
Medium wurde abgegossen und die Zellen mit auf Eis gekuhltem DPBS (10x,
Invitrogen™, Auckland, Neuseeland, 1:10 verdiinnt mit Aqua bidest) gewaschen. Die
Zellen wurden mit einem Zellschaber (Sarstedt Inc., USA) von der Platte entfernt und
in DPBS in einen Messzylinder (Brand GmbH und CO KG, Deutschland) auf Eis
uberfuhrt. Die Zellzahl wurde bestimmt. Die Zellsuspension wurde auf
Zentrifugengefalie verteilt und die Zellen 15 min bei 410xg und 4 °C abzentrifugiert
(Sorvall Evolution RC, Rotor: Sorvall SLA3000, Thermo Electron Corporation).
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3.5.1 Membranpraparation mittels Potter (fiir GTPyS-Assay)

Die Zellen wurden hierbei Uber mehrere Zentrifugationsschritte und mittels
Pufferlosungen aufgeschlossen. Um die Membranen zu schonen, wurden alle
Arbeiten auf Eis und mit gekuhlten Losungen durchgefihrt. Die Zellen wurden wie
unter 3.5 beschrieben geerntet und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Pellets mit DPBS durch Resuspendieren gewaschen und wiederholt
zentrifugiert wie unter 3.5 beschrieben. Die Zellpellets wurden durch Aufnahme in ca.
30 ml Lésung A (15 mM Tris HCL pH 7.5, 2.0 mM MgCl,, 0.3 mM EDTA, 1 mM
EGTA) vereinigt und mittels des Potters (Potter S, B.Braun Biotech, Goéttingen,
Deutschland) homogenisiert. Um den erfolgreichen Aufschluss zu uberprufen wurde
ein Aliquot abgenommen, mit Trypanblau (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) 1:5
gefarbt und wunter dem Mikroskop angesehen. Falls notig, wurde der
Homogenisationsprozess wiederholt. Die homogenisierten Zellen wurden auf
Zentrifugenrohrchen verteilt und 30 min bei 50.228xg und 4 °C zentrifugiert (Sorvall
Evolution® RC, SS-34 Rotor, Sorvall). Der Uberstand wurde verworfen, und es folgte
ein Waschschritt mit Losung A mit wiederholter Zentrifugation. Anschlieend wurde
das Pellet in 10 ml Lésung B (75 mM Tris HCL pH 7,5, 12,5 mM MgCl,, 0,3 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 250 mM Saccharose) resuspendiert. Die Ldsung wurde
zunachst mit 10, 3 und 2 ml Pipetten homogenisiert und schliellich durch zuerst
durch eine Kaniile mit 20xg, danach mit 22xg geschert (BD Microlane™ 3, BD
Drogheda, Irland). In Aliquoten zu je 200 ul wurden die Membranlésungen bei -80 °C
eingefroren. Um den Proteingehalt zu bestimmen wurde eine Proteinbestimmung
nach Bradford durchgefuhrt (siehe 3.6).

3.5.2 Membranpraparation mittels ,,Cell-Disruption Bomb*

Nachdem die Zellen wie unter 3.5 beschrieben abgeschabt und zentrifugiert wurden,
erfolgte die Aufnahme und Vereinigung der Pellets in Zelllysepuffer. Fir den
Lysepuffer wurde 1 Tablette Proteaseinhibitor ,complete, EDTA-free® (Roche
Diagnostics, Indianapolis, USA) in 50 ml DPBS (mit Ca®* und Mg*") gelost. Die
Suspension wurde fur 1h bei 4 °C unter Ruhren in der ,Cell Disruption Bomb* (4635,
Parr Instrument Company, Moline, USA) bei 900 psi Stickstoffatmosphare (,N>
cavitation®) unter Druck gesetzt. Danach wurde der Druck zugig reduziert und die
Membransuspension aufgefangen. Durch den starken Druckabfall werden die Zellen

durch das Abflussventil ,gepresst® und dadurch aufgeschlossen. Der Aufschluss
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wurde unter dem Mikroskop Uberprift. Die Suspension wurde bei 4° C fur 30 min bei
400xg (Sorvall Evolution® RC, SS-34 Rotor, Sorvall) zentrifugiert, wobei sich die
Zellkerne absetzen, die Membranen aber in Ldsung bleiben. Der Uberstand wurde
bei 50.228xg 1h bei 4 °C zentrifugiert (Sorvall Evolution® RC, SS-34 Rotor, Sorvall).
Die Pellets wurden anschlielend in SPA-Puffer (25 mM HEPES, 25 mM MgCl, x
6H2,0, 1mM CaCl, x 2H,0, pH 7,6) aufgenommen und mittels einer 5 und 2 ml
Pipette und schlieRlich mit einer Kanule (20xg) (BD Microlane™ 3, BD Drogheda,
Irland) resuspendiert. Abschlieend folgte das dreifache Homogenisieren mit 22xg
mittels einer Kandule. In Aliquoten zu 50-100 pl wurden die Membransuspensionen

bei -80 °C eingefroren.

3.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Um den Proteingehalt der unter 3.5 gewonnenen Membranen zu bestimmen, wurde
eine Konzentrationsbestimmung nach Bradford durchgefuhrt. Zu diesem Zweck
wurden BSA-Standards in den Konzentrationen 0,25, 0,35, 0,7, 1,0 und 1,4 mg/ml
hergestellt. Die Membranen wurden rein, 1:5 und 1:10 verdunnt eingesetzt. Aqua
bidest diente als Leerwert. Jeweils 20 pl aller Proben wurden mit 1 ml Dye Reagent,
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA ) in Einmalkivetten (PLASTIBRAND®, Brand GmbH &
CO KG, Wertheim, Deutschland) pipettiert, gemischt und ca. 5 min bei RT inkubiert.
Danach erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm am Photometer UltroSpec
3000 (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland).

3.7 Scintillations-Proximity (SPA)-Bindungsassay

Bei einem SPA-Bindungsassay werden Bindungsreaktionen von Liganden an
Membranen bzw. spezifische Rezeptoren gemessen Das Prinzip des hier
verwendeten Bindungsassays beruht auf SPA-Technologie (engl.: Scintillation
Proximity Assay) unter dem Einsatz radioaktiv markierter Molekule. Als Nuklide
werden hierbei meist schwache B-Strahler wie das °HTritum oder das '*Jod
verwendet. Fiir die hier durchgefiihrten Versuche am CCR3 Rezeptor wurde '2°J-

markiertes Eotaxin 1 verwendet.
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Um eine Detektion der Bindung dieses markierten Eotaxins zu ermdglichen, werden
im Assay WGA-Beads (engl: Wheat germ agglutinin, Weizenkeim) (Amersham™
WGA Agglutinin SPA Beads, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) eingesetzt. Bei
WGA handelt es sich um ein Lektin, das eine hohe Affinitdt zu N-Acetyl-p-
Glucosamin-Resten hat und flr einen SPA-Assay kovalent an Polyvinyltoluene
Scintillant gebunden ist. Diese Szintillations-Polymer-Kigelchen binden an
Membranen bzw. Rezeptoren und emittieren Photonen unter der Einwirkung von 3-
Strahlung. Diese B-Strahlung entsteht aber ausschliel3lich durch Binden des
radioaktiv markierten Liganden an spezifische Zelloberflachenstrukturen wie
Rezeptoren. Die induzierte Photonenemission ist dabei proportional der Rezeptor-
Liganden-Komplexe (70). Die Distanz, die ein emittiertes B-Teilchen in wassriger
Ldosung zurlcklegt, ist sehr gering, was zur Folge hat, dass ausschliel3lich
gebundene Radioliganden aktiviert werden (102). Die Detektion erfolgte am
Szintillations-Beta-Counter (1450 MICROBETA Plus, Liquid Scintillation counter,
Wallac-ADL-GmbH, Deutschland). Um die spezifische Bindung der Liganden an den
Rezeptor zu erhalten, wurden zwei Werte bestimmt: Der NSB-Wert (engl.: non
specific binding) gibt die maximale Verdrangung mit nicht markiertem Eotaxin 1 an
und resultiert damit in einem Minimum an spezifischer Bindung. Bei dem zweiten
Wert handelt es sich um den BO-Wert, der ein Maximum an spezifischer Bindung mit
den radioaktiv markierten Liganden liefert. Dies wird durch Zugabe von radioaktiv
markierten Liganden erreicht, die um die Bindungsstellen mit den nicht markierten
Molekulen kompetieren. Alternativ dazu wurde mit der antagonistisch wirkenden

Substanz 5 versucht, die Bindung durch Eotaxin 1 zu kompetieren.

3.7.1 Durchfiihrung des SPA-Assays

Der SPA-Bindungsassay wurde sowohl als Ganzzellassay als auch mit Membranen
durchgefuhrt. Die Zellen wurden abgenommen, die Zellzahl bestimmt, mit SPA-Puffer
(ohne BSA) gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 290xg, Centrifuge 5810,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Anschlielend wurden die Zellen in
entsprechender Menge an SPA-Puffer (mit 0,1% BSA) aufgenommen und auf Eis
gestellt (2x10° Zellen/50 pl/Well). Der urspriingliche SPA-Puffer enthielt 25 mM
HEPES, 25 mM MgCl, 6xH,O, 1mM CaCl,6xH,0O (beide Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland), 25 mM HEPES sowie 0,1% BSA (beide Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). 60 pl der Zellsuspension, 80 ul der WGA-Beads (c=0,04 mg/ml SPA-Puffer)
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und 40 pl des radioaktiv markierten Eotaxins wurden eingesetzt. Das radioaktiv
markierte Eotaxin ('*°J rhEotaxin (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) wurde mit
SPA-Puffer auf ca. 50.000 counts eingestellt und am ,Gamma-Counter® LB 211
(Berthold, Bad W.ildbad, Deutschland) bestimmt (Verdinnung ca. 1:10). Der
Antagonist wurde mit 10° M im Assay eingesetzt und dazu zuvor mit SPA-Puffer
entsprechend verdunnt. Nacheinander wurden das unmarkierte Eotaxin 1 (ebenfalls
mit SPA-Puffer verdinnt), das radioaktiv markierte Eotaxin 1, die Zellen und zuletzt
die Beads in eine 96-Well-Platte (Isoplate-clear bottom, PerkinEImer LAS GmbH,
Rodgau-Jugesheim, Deutschland) gegeben. Fir den SPA-Assay mit Membranen
wurde die bendtigte Menge an Membran bereits zuvor mit Beads verdinnt und
zusammen zugegeben. Sofern Antagonisten eingesetzt wurden, wurden diese
zuletzt zugegeben. Pro Datenpunkt wurde eine Dreifachmessung durchgefuhrt. Nach
30minutiger Inkubation bei RT wurde Uber einen Zeitraum von 300 min stindlich
gemessen, um den optimalen Zeitpunkt mit einem Maximum an Signal zu erreichen
(Gleichgewicht der Reaktion). Die Messung erfolgte am Szintillations-Beta-Counter
(1450 MICROBETA Plus, Liquid Scintillation counter, Wallac-ADL-GmbH,
Deutschland). Zur Optimierung der Versuchsbedingungen wurden die
Pufferzusammensetzung (Mg?* und NaCl-Konzentration sowie pH von 7,0 bis 7,6),
eingesetzte Zellzahl (fir den zellbasierten Assay) bzw. Membranmenge (fur den
membranbasierten Assay), Beadmenge und Inkubationstemperatur (RT vs. 4 °C)
variiert. Als Positivkontrolle diente eine Membran von hCCR3 transfizierten K562
Zellen (Euroscreen S.A., Belgien), die hier standardmaRig im Labor verwendet wird.

Bei diesen K562 Zellen handelt es sich um leukemisch-myeloische Leukoblasten

3.8 GTPyS-Assay

Mittels des GTPyS-Assays kann man der Aktivitatslevel eines GPCR nach dessen
Stimulation durch einen Agonisten messen. Der GTPyS-Assay basiert auf dem
Prinzip eines SPA-Assays (Vgl. 3.7), bei dem ebenso WGA-PVT-Beads verwendet
werden, die eine Bindung des Rezeptors ermoglichen. Wie unter 1.4.3 beschrieben,
sind Chemokinrezeptoren an trimere G-Proteine gekoppelt. Durch die Stimulation
des Rezeptors wird das gebundene GDP durch GTP an der a-Untereinheit der G-
Proteine ausgetauscht. Im Assay wird hierfiir radioaktiv markiertes [*°S]GTPy (im
folgenden GTPyS) verwendet, das nicht durch endogene GTPase hydrolysierbar ist

und folglich akkumuliert (42). Gelangen die Membranen mit gebundenem radioaktiv
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markierten Liganden nah genug an das Szintillant des PVT-Beads, stimuliert das
[358]GTPVS das Szintillant zur Emission von Licht, welches detektiert werden kann
(SPA G-Protein Coupled Receptor Assay (for use with [35S]GTPVS), Handbuch
RPNQ 0210 PL/AA, Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK, 2002).

Der verwendete Puffer fir den Assay enthielt 20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 10
pg/ml Saponin, 3 mM MgCl, und 0,1 % BSA (NaCl von Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland; alle anderen Zusatze Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) bei einem pH von
7.4. Der Versuch wurde in einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Microtest™ 96well-Assay
Plate, Optilux™, clear bottom, TC surface BD Falcon™, BD Biosciences) mit einem
Totalvolumen von 100 ul durchgefiihrt (10 pl des zu testenden Liganden, 20 pl der
Membransuspension (2-10 pg/Well, zuvor wurde das Optimum ausgetestet) und 20
pMI GDP (finale Konzentration im Assay von 3 pM)). Danach wurden 20 pul des
[**S]GTPyS (bei ca. 70.000 cpm, Amersham™/GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) und 30 pl der WGA-PVT-Beads bei einer Konzentration von 16,67 mg/ml
(Wheatgerm Agglutinin SPA Beads, GE Healthcare, UK). Es folgte eine zweistlindige
Inkubation. Als Positivkontrolle wurden 100 nM Eotaxin 1 sowie eine agonistische BlI-
Substanz eingesetzt. Die Messung erfolgte am Szintillations-Beta-Counter (1450
MICROBETA Plus, Liquid Scintillation counter, Wallac-ADL-GmbH, Deutschland).

Des weiteren wurden auf Membranen der CHO-K1-CCR3-Ga16 Zellen (Zellen von
Euroscreen S.A., Belgien) die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten naturlich
vorkommenden hCCR3 Liganden mittels des GTPyS-Assays getestet. Ermittelt

wurden EC50 Werte sowie Kontrollwerte in % (% Kitrl) im Vergleich zu Eotaxin 1.

3.9 Durchflusszytometrie (FACS)

Da der Groliteil der in dieser Arbeit generierten Daten uUber durchflusszytometrische
Messungen bestimmt wurde, soll das Prinzip der Durchflusszytometrie ausfuhrlicher
beschrieben werden. Mittels der Durchflusszytometrie lassen sich in sehr kurzer Zeit
(Zeitrahmen von Sekunden bis Minuten) sehr viele (Grélkenordnung 10.000-100.000)
Zellen oder Partikel analysieren. Dabei sind diese in einer FlUissigkeit gelost, die vor
der eigentlichen Messung mit einer Tragerflissigkeit (,Sheath fluid®)

zusammenkommt. Bei dieser Tragerflissigkeit handelt es sich in der Regel um eine
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isotone Salzlésung (96). Eine Grobubersicht zur Durchflusszytometrie zeigt
Abbildung 8.

Druck

Kl

\ _: Analyseregion Probe

Isotone L6sung

Abbildung 8: Grundaufbau eines Durchflusszytometers

Proben- und Tragerflussigkeitsstrahl (Isotone Ldsung) werden unter Ausnutzen der
hydrodynamischen Fokussierung unter Druck vereint. Dadurch gelangen die zu untersuchenden
Zellen vereinzelt in die Analysenregion wo sie einen Laserstrahl passieren [modifiziert nach (96)].

Die Durchflusszytometrie nutzt die so genannte ,Hydrodynamische Fokussierung®,
bei der die Zellen in einem exakten Strahl gehalten werden. Dies wird dadurch
erreicht, dass der eigentliche Probenstrahl, der mit ca. 100 pl/min fliel3t, durch die mit
sehr viel hoherer Geschwindigkeit (10 ml/min) einstromende Tragerflussigkeit
(,Sheath fluid“, hier: Coulter Isoton® Il Diluent, Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland) begrenzt und damit zum Zentrum der Messkammer geleitet wird, wo
sie einen Laserstrahl passieren (21). Dies wird in Abbildung 9 veranschaulicht. Jede

Zelle wird dadurch vereinzelt durch die Messregion geschleust und analysiert.

Bei der Durchflusszytometrie unterscheidet man vorrangig folgende Messgrof3en: Die
Absorption und Streuung von Licht sowie die Fluoreszenz der Zellen oder
beispielsweise daran gebundener Farbstoffe. Wahrend die zu untersuchenden Zellen
den Laserstrahl passieren, wird die reflektierte Strahlung abgelenkt. Dabei erhalt
man je nach Beschaffenheit einer Zelle eine charakteristische Kombination zweier
Mafe: Dem Forward- und dem Sideward Scatter. Der Forward Scatter (FSC) wird
durch die Beugung des Lichtes verursacht und korreliert mit der GroRRe der Zellen,
der Sideward Scatter (SSC) wird durch die Brechung des Lichtes hervorgerufen und
korreliert mit der Granularitat der Zellen. Somit lassen sich Zellen nach Grdoflke und

Granularitat auftrennen und in einem Histogramm darstellen. Neben den beiden
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genannten GrofRen spielt auch die Fluoreszenz eine Rolle. Unter Fluoreszenz
versteht man die Emission (einer bestimmten Wellenlange) von langerwelligem Licht
nach Anregung durch eine kirzere und damit energiereichere Wellenlange. Dieses
Prinzip macht man sich auch bei der Durchflusszytometrie zunutze, indem man
beispielsweise die zu untersuchenden Zellen zuvor mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikorper (AK) oder Farbstoff inkubiert, um somit Aussagen uber die Quantitat
markierter Oberflachenrezeptoren zu machen.

Isotone Losung

-«4—— Messkammer

Fokussierende Linse

i e
> ‘ ! <G— Laserstrahl

Abbildung 9: Léngsschnitt durch eine Messkammer in einem Durchflusszytometer

Die Tragerflussigkeit (Isotone Ldosung) fuhrt durch ihre héhere Flussgeschwindigkeit (FG 10ml/min)
den Probenstrahl (FG 100 pl/min) zum Zentrum der Messkammer, wo die Zellen einzeln durch einen
Laserstrahl treten [modifiziert nach (21)].

FUr die hier durchgefuhrten Versuche wurden die Zellen mit einem
fluoreszenzmarkierten anti-human-CCR3-AK inkubiert. Dieser Antikorper ist dabei mit
FITC gekoppelt (Fluorescein-Isothyocyanat), einem Farbstoff, der Licht im blauen
Bereich absorbiert. Beim Durchtritt durch den Laserstrahl einer Wellenlange von 488
nm wird dabei der Farbstoff angeregt und emittiert Licht einer hdheren Wellenlange,
die wiederum detektiert wird. In Abhangigkeit der Menge an gebundenem Antikorper
(die wiederum mit der Menge an exprimiertem CCR3 Rezeptor korreliert) entstehen
starkere oder schwiachere Fluoreszenzsignale (Cytomics™ Animated Flow
Cytometry Theory, Beckman Coulterg GmbH, Krefeld, Deutschland 2002). Auf diese
Weise erhalt man pro analysierter Zelle einen Datenpunkt und samtliche

Datenpunkte ergeben einen ,Scatterplot® (z.B. Auftragung FSC vs. SSC) aller

31



MATERIAL UND METHODEN

Einzelpunkte, die Auskunft Uber die Eigenschaften der analysierten Population an

Zellen gibt.

An dieser Stelle sei noch eine Sonderform der Durchflusszytometrie, das.
.Fluorescence activated cell sorting” (FACS) erwahnt. Dabei findet nach Analyse der
Zellen ein ,sorting“ im Sinne von physikalischer Trennung nach vorgegebenen
Parametern statt. Zur Vereinfachung wird fur den weiteren Text vereinzelt der Begriff
FACS mit Durchflusszytometrie gleichgesetzt und an dessen Stelle verwendet, auch

wenn keine Zellsortierung stattfand.

3.9.1 Antikorperinkubation der Zellen

Die Zellen wurden wie unter 3.4 beschrieben abgeldst und die Zellzahl bestimmt. Die
pro Ansatz benétigte Anzahl an Zellen (5 x 10° Zellen) wurde je in ein
Plastikrohrchen (5 ml Tubes, PP, Sarstedt, Nurmbrecht) Gberfuhrt und 5 min bei
290xg und Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (Centrifuge 5810 R, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland). Der Uberstand wurde danach abgenommen und die Zellen
in FACS Puffer (DPBS ohne Ca®*/Mg** (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) mit 1%
BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) resuspendiert und abzentrifugiert. Nachdem
erneut der Uberstand entfernt worden war, erfolgte die Antikérperinkubation. Zu
diesem Zweck wurde ein monoklonaler anti-human-CCR3-Antikérper (Anti-hCCR3
Fluorescein conjugated Rat IgG2a) oder der passende Isotyp als Negativkontrolle
(Isotype Control Rat 1gG2a, beide von R&D Systems, Minneapolis, USA) mit FACS
Puffer im Verhaltnis 1:5 verdinnt. Die Ausgangskonzentrationen der Antikorper
betrugen dabei 50 ug/ml fir den anti-hCCR3-AK und 25 ug/ml fir den Isotyp Die
Zellpellets wurden in je 100 pl dieser Antikorperverdinnungen aufgenommen und 30-
60 min auf Eis (4°C) im Dunkeln inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte mit je 1-2 ml
FACS-Puffer und die Zellen wurden abschlieBend in 500 ul Cellfix™ (BD
Biosciences, Belgien), verdiinnt im Verhaltnis 1:10 mit DPBS (ohne Ca*/Mg?*
(Invitrogen™, Auckland, Neuseeland)), aufgenommen und per Durchflusszytometrie
am Cytomics FC 500 (Beckman Coultere GmbH, Krefeld, Deutschland) analysiert.
(Ablauf Vgl. (119)). Pro Ansatz wurden jeweils 10.000 Zellen gemessen. Fur die sich
daran anschlieBende Auswertung der erhaltenen Daten wurde die CXP Software

(Beckman Coulterg, Version 2006) verwendet.
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3.9.2 Antikorperinkubation nach Stimulation mit Liganden

Die Antikorperinkubation nach Stimulation mit entsprechenden Liganden wurde wie
unter 3.9.1 beschrieben durchgefihrt. Bedingt durch die Inkubation in 96-Well-
Platten (PS, V-Boden) (VWR international, Deutschland) wurden die Mengen an
Puffer und AK-Verdinnungen dementsprechend angepasst. Nach Inkubation der
Zellen mit entsprechenden Liganden (siehe 3.10.1) wurden die Zellen bei 290xg 5
min und 4°C abzentrifugiert bei 290xg und Raumtemperatur (RT) (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) und der Uberstand durch Klopfen der Platte
auf mehrlagigen Zellstoff entfernt. Flr Waschschritte wurden die Zellpellets in 180 pl
FACS-Puffer pro Well resupendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
erfolgte die Antikorper-Inkubation in einem Gesamtvolumen von 20 ul (Verdinnung
1:5 (in Ausnahmefallen bis 1:8 aufgrund von Antikdrpermangel) 30 min auf Eis. Die
unterschiedlich eingesetzte Menge an Antikdrper hat keinen Einfluss auf die
Ergebnisse, was in einem Vorversuch (Daten nicht gezeigt) getestet wurde. Danach
folgten 2 Waschritte mit je 180 pl FACS-Puffer. Abschlielend wurden die Zellpellets
in 235 pl Cellfix™ (BD Biosciences, Belgien), verdiinnt im Verhéltnis 1:10 mit DPBS
(ohne Ca*/Mg®* (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland)) aufgenommen. Um die
Verdunstung gering zu halten und Verunreinigungen zu vermeiden, wurden die
Platten wahrend Zentrifugations- und Inkubationsphasen mit Klebefolie (S695,
Fasson®) geschiitzt. Der GroRteil der Messungen wurde wie unter 3.9.1 beschrieben
am Cytomics FC 500 vorgenommen, wozu die Proben in Réhrchen umpipettiert
werden mussten. Einige Messungen zur Testung der Antagonisten und Agonisten
wurden direkt in der Platte am Cytomics FC 500 MPL (Beckman Coulterg GmbH,
Krefeld, Deutschland) gemessen. Die Analysesoftware war in beiden Fallen dieselbe
(CXP Software (Beckman Coulterg, Version 2006)).
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3.10 FACS-basierter Internalisierungsassay

Nach der Bindung eines Liganden an den CCR3 Rezeptor wird letzterer aktiviert,
nach gewisser Zeit internalisiert und verschwindet damit von der Zelloberflache
(siehe 1.4.3). Bei der Durchflusszytometrie wird klassischerweise durch Verwendung
rezeptorspezifischer Antikorper das Vorhandensein entsprechender Rezeptoren
untersucht. Mittels des FACS-basierten Internalisierungsassays wird also in
Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration der Liganden und deren Vermodgen zu
einer Internalisierung zu fuhren, eine Reduktion der detektierbaren Menge an

Rezeptor auf der Zelloberflache beobachtet.

3.10.1 Rezeptorinternalisierung durch naturliche Liganden und
Agonisten

Wie unter 3.4 beschrieben wurden die transfizierten Zellen abgeldst, die Zellzahl
bestimmt und pro Ansatz in je 90 pyl HBSS (mit Ca?*/Mg?*) (Invitrogen™, Auckland,
Neuseeland) mit 0,1% BSA aufgenommen und auf unsterile 96-Well Mikrotiterplatten
(PS, V-Boden) (VWR international, Deutschland) ausgebracht. Pro Datenpunkt
wurden je nach vorhandener Anzahl an Zellen 200.000-300.000 Zellen eingesetzt.
Variationen bedingt durch unterschiedliche Zellzahlen konnten nach Austestung
(Daten nicht gezeigt) ausgeschlossen werden. Die naturlichen Liganden (Vgl. Tabelle
1), geldst in DPBS (ohne Ca®*/Mg®*) bei einer Konzentration von 10° M, wurden mit
HBSS (mit Ca®*/Mg®*) (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) mit 0,1% BSA seriell
verdunnt und mit einer finalen Konzentration von 0-300 nM im Assay eingesetzt
(1:10, d.h. 10 ul der Ligandenverdunnung auf 90 ul Zellsuspension). Es erfolgte eine
Inkubation bei 37°C im Brutschrank fur eine Stunde. Pro Konzentration wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Die Inkubation mit agonistischen Verbindungen,
die per se in reinem DMSO (Dimethylsulfoxide, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) geldst
sind, erfolgte analog, wobei diese in Konzentrationen von 0-10.000 nM getestet

wurden.

Nach der Inkubation wurden die Platten 5 min bei 290xg (Centrifuge 5810, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) abzentrifugiert und der Uberstand durch Klopfen der
Platte auf mehrere Lagen Zellstoff verworfen. Nach einem weiteren Waschschritt mit
HBSS (mit Ca?/Mg?*) (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) mit 0,1% BSA erfolgte
die Antikoperinkubation wie unter 3.9.2 beschrieben. Um die Verdunstung moglichst
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gering zu halten und Verunreinigungen zu vermeiden wurden die Platten wahrend
der Inkubationszeit und der Zentrifugation mit selbstklebender Klarsichtfolie (S695,

Fasson) abgeklebt.

Die naturlich vorkommenden Liganden Eotaxin 2,3, MCP 2,3,4 und RANTES wurden
von der BioTrend Chemikalien GmbH, Koéln, Deutschland bezogen, das Eotaxin 1
von Pepro Tech, Rocky Hill, USA (siehe Tabelle 1).

3.10.2 Inhibitionsvermogen von Antagonisten

Die Testung von Antagonisten wurde analog der Testung von Liganden und
Agonisten durchgeflihrt (siehe 3.10.1). Pro Ansatz wurden die Zellen hier allerdings
in 80 ul HBSS (mit Ca?*/Mg?*) (Invitrogen™, Auckland, Neuseeland) mit 0,1% BSA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) aufgenommen. In diesem Fall sollte das
Kompetitionsvermdgen potentieller antagonistischer Verbindungen mit Eotaxin 1 als
wichtigsten CCR3 Liganden untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen
zunachst mit Antagonisten in entsprechenden Verdinnungen (0-10.000 nM) inkubiert
(1:9, d.h. 10 pl der Substanzverdunnungen mit 80 ul Zellsuspension). Die Inkubation
erfolgte im Wasserbad bei 37°C fur 10 min. Danach wurden analog der naturlichen
Liganden und Agonisten 10 pl an Eotaxin zu den 90 pl hinzugegeben und flr eine
Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Es wurden dabei die aus 3.10.1
bestimmten EC80 fur Eotaxin 1 pro Mutante eingesetzt, die von 30 nM (fur H114A
und H114F, Y41A, R95A, Y291S) uber 100 nM (Wt, Y291F) bis zu 300 nM (Y113A)
reichten. Um die Verdunstung moglichst gering zu halten und Verunreinigungen zu
vermeiden, wurden auch hier die Platten mit Klarsichtfolie abgeklebt. Es folgten

analoge Schritte wie unter 3.10.1 und 3.9.2 beschrieben.
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3.10.3 Verwendete chemische Molekiile

Die im Rahmen dieser Arbeit getesteten Substanzen (Substanzen 1-8) sind Vertreter
unterschiedlicher Strukturklassen aus einem internen Forschungsprogramm bei
Boehringer-Ingelheim und wurden aus produktrechtlichen Grinden nicht genauer

spezifiziert (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Verwendete Substanzen mit ermittelten Werten aus verschiedenen Assays

A s GTPYyS | GTPyS | Ca®E

; onismus a“” Eos

Agonisten il:';:?nz- Re %A’KTRL ECS\B IC5¥) ICS0 SI%?(? )
Substanz 1 A 8,5 152,0 76,0

Substanz 2 B 29,7 26,5| 59435 523,0 24,0

Substanz 3 C 82,7 15,0 832,0

Substanz 4 A 4.4 135,0 13,9

Antagonisten

Substanz 5 D 2,1 -6,0 5,8 4,0 158,7
Substanz 6 E 2,8 -9,0 8,8 7,5 189,1
Substanz 7 B 17,4 -4.5 47,0 39,8 531,8
Substanz 8 F 7,3 -16,0 13,5 76,8 183,1

RB: Rezeptorbindungsassay mit radioaktiv markiertem Eotaxin

Ki: Dissoziationskonstante des Inhibitors

Ca® Eos: Ca®* Freisetzung in Eosinophilen nach Eotaxinstimulation
SC Eos: "Shape change” Assay mit Eosinophilen
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3.11 High Content Screening Assay

Das Prinzip des High Content Screenings (HCS) stellt eine Kombination aus
fluoreszenzmikroskopischer Bildanalyse sowie automatisierter Bildanalyse dar. Es
bietet die Moglichkeit aufgrund einer sehr hohen Auflésung auch adharent
wachsende Zellen ohne starke Hintergrundsignale exakt zu analysieren (40, 44). Da
es gleichzeitig die Analyse vieler Datenpunkte im 384er-Plattenformat ermdglicht,
stellt es ein Verfahren von hohem Durchsatz dar. Die hier zu untersuchenden CCR3-
transfizierten Zelllinien sollten daher mittels dieser fluoreszensmikroskopischen
Methode charakterisiert werden. Dazu solte zum einen ein CCR3
Internalisierungsassay mit zwei verschiedenen Analyseparametern sowie ein ERK~P
Assay (Extracellular Regulated Kinase, siehe auch Abbildung 4)durchgefuhrt werden.
FUr die genauen Versuchsbeschreibungen sei hier auf die kurzlich erschienene
Publikation von Haasen et al. (39) verwiesen, in der die Vorgehen detailliert

beschrieben werden. Hier soll nur ein kurzer Uberblick gegeben werden.

3.11.1 CCR3 Internalisierungsassay

Es wurden 2500 Zellen mittels Multidrop 384 (Thermo Electron, Waltham, USA) in 30
Ml Medium/Well in BD 384-Well Assayplatten am Vortag des Versuches ausgesat
(BD Biosciences Discovery Labware, MA, USA). Die Platten wurden mit Waschpuffer
gewaschen (1x HBSS, 10 mM HEPES, pH 7.2) (Plattenwaschgerat Bio-Tek
Instruments, Winoosko, USA). Die zu testenden Liganden (Vgl. Tabelle 1) wurden
mit Ham's F12 (Lonza, Verviers, Belgien) mit 1,25% DMSO (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) entsprechend verdinnt und im Assay in Konzentrationen von 0-316 nM
eingesetzt. Die Zellen wurden 30 min bei 37 °C und 5% CO, mit den Liganden
inkubiert und danach bei gleichzeitiger Kernfarbung mit Hoechst (33342
Trihydrochloride-trihydrate, 1,4 mg/ml) (Invitrogen™, Carlsbad, CA) mit Formaldehyd
fixiert (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (5% in DPBS). Die Zellen wurden
permeabilisiert (Permeabilisationslésung: 0,25% Saponin in DPBS, 0,05% BSA) und
es folgte die Immunfluoreszenzfarbung. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit
CCRS spezifischem Antikorper inkubiert (Anti-hCCR3 allophycocyanin conjugated rat
IgG2a (R&D systems) in DPBS). Nach jedem der genannten Schritte wurden die
Platten gewaschen. Um ein Austrocknen der Platten zu vermeiden, verblieb nach

jedem Waschschritt ein geringes Restvolumen. Die nachfolgenden Messungen
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wurden am IN Cell Analyzer 3000™ System (GE Healthcare) durchgefiihrt. Pro Well
wurde dabei ein Bild gemacht, das etwa 200 einzelne Zellen umfasst.

Es wurden zwei verschiedene Parameter der Internalisierung untersucht. Nach
Stimulation wird der Rezeptor internalisiert und in Granula im Zellinneren
transportiert. Fur den Internalisierungsassay wurde daher ein GRNO (Granularity
analysis) Algorithmus verwendet, der Bildpunkte oberhalb einer festgelegten
Fluoreszensintensitat erkennt. Mit steigender Ligandenkonzentration und damit
steigender Menge an internalisiertem Rezeptor werden folglich mehr dieser Granula

(so genannte F-Grains) detektiert (39).

Analog zum FACS-basierten Internalisierungsassay wurde ein weiterer Algorithmus
verwendet, der die Fluoreszenzintensitat der Zelloberflache erfasst. Zur Auswertung
dieser Experimente wurden die behandelten Zellen nicht permeabilisiert, um lediglich
das Vorhandensein von Rezeptoren auf der Oberflache analysieren zu kénnen. In
diesem Fall ist folglich wie im FACS-basierten Internalisierungsassay eine Reduktion
der Signale mit steigender Ligandenkonzentration zu erwarten. Fur diese
Auswertung wurde ein OB10 (object intensity) Algorithmus verwendet (39). Fur
weitere Informationen zur Methode des HCS sowie speziell zu den genannten
Algorithmen sei hier erneut auf die Publikation von Haasen et al. (39) verwiesen, die

einen detaillierten Einblick liefert.

3.11.2 ERK-Phosphorylierungsassay

Ein weiterer Weg, die Aktivierung von GPCR zu bestimmen, ist der
Phosphorylierungsgrad von ERK 1/2 (74). Auch die hier zu charakterisierenden
CCR3-Mutanten sollten im ERK-Assay untersucht werden. Die Stimulation der Zellen
wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. Zeitabhangig wurde die der
Phosphorylierungsgrad von ERK untersucht (5-60 min). Nachdem ein Maximalsignal
der ERK-Phosphorylierung nach 5 min fur alle CCR3 Mutanten beobachtet werden
konnte, wurden die Zellen 5 min nach Zugabe von Eotaxin 1 mit der
Fixierungs/Farbelésung inkubiert (siehe 3.11.1). Es folgte eine 2-stufige
Antikérperinkubation. Als primarer Antikérper wurde ein anti-pERK1/2 Antikorper
verwendet (1:100 verdinnt in DPBS) (Anti-Phospho p44l/42 MAP kinase rabbit
monoclonal antibody (Cell signalling technologies). Als sekundarer Antikorper wurde
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ein AF-anti-Rabbit Antikdrper eingesetzt (1:1000 in DPBS) (AlexaFlour 647 goat anti-
rabbit IgG 2mg/ml (Invitrogen™, Carlsbad, USA)). Mit zunehmender Stimulation des
CCRS durch die getesten Liganden ist eine vermehrte Phosphorylierung von ERK
und damit eine zunehmende Fluoreszenzintensitat Uber die gebundenen Antikorper

zu messen. Auch hierfir wurde der GRNO Algorithmus zur Analyse verwendet.

3.11.3 CCR3 Aktivierung uber fluoreszenzmarkiertes Eotaxin 1

Die Inkubation der Zellen mit fluoreszensmarkiertem Alexa647-Eotaxin 1 (Almac
Sciences, Scotland) wurde analog wie unter 3.11.1 beschrieben durchgefuhrt. Der
Unterschied bestand darin, dass aufgrund der Fluoreszenz des an das Eotaxin
gekoppelten Alexa-Farbstoffes kein fluoreszensmarkierter Antikorper eingesetzt
werden musste. Dadurch war eine direkte Analyse der Zellen nach Fixierung und
Permeabilisierung im IN Cell Analyzer mdglich. Um die internalisierte Menge an
Eotaxin-Rezeptorkomplexen zu analysieren, wurde der GRNO (Granularity analysis)

Algorithmus (39) verwendet.

3.12 Statistik/Analyse

Statistische Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Zur Ermittlung der EC50 und IC50
Werte wurde eine Transformation der Daten (x=log[x]) und eine nichtlineare
Regression (curve fit) Konzentration-Wirkung vorgenommen (log [agonist/inhibitor]

vs. Response).
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Punktmutationen in der
Transmembrandomane des humanen CCR3 Rezeptors auf die Bindung und
Aktivierung des Rezeptors durch naturliche Liganden, vor allem aber agonistische
sowie antagonistische Substanzen zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden CHO-
Flp-In™ Zellen mit den mutierten Rezeptoren sowie dem Wildtyp-CCR3 stabil
transfiziert und in verschiedenen Assays untersucht.

4.1 Auswahl von Aminosauren zur Mutagenese des humanen
CCR3

Ausgehend von der Analyse der Substanzbindestellen in verschiedenen G-Protein
gekoppelten Rezeptoren basierend auf der Struktur von Rhodopsin (75, 95, 98) (PDB
entry 1F88) wurden 30 Aminosauren identifiziert, die an der Bindung von
Antagonisten an den CCR3 Rezeptor beteiligt sein kdnnten (,Rognan’s Residues®).
Auf der Grundlage dieser gewonnenen Daten wurden Docking-Experimente in zwei
CCR3 Rezeptor Modellen mit potentiellen antagonistischen sowie nicht bindenden
Molekulen durchgefuhrt (J. Kriegl, unveroffentlichte Daten), um Aminosauren zu
identifizieren, die an der Bindung beteiligt sind. Uberdies hinaus konnten durch den
Sequenz- und Strukturvergleich von humanem CCR3 mit dem CCR3 von Maus und
Ratte einige Aminosauren identifiziert werden, die sich in den genannten Spezies
unterscheiden und damit zu unterschiedlichen Affinitdt von Spezies-selektiven
Antagonisten beitragen konnten. Um das entwickelte Bindungsmodell von CCR3
Antagonisten experimentell zu Uberprifen, wurden 8 Aminosauren in der potentiellen
Bindetasche ausgewahlt und mittels PCR-basierter Mutagenese verandert, wobei
zwei der Aminosauren mit je zwei unterschiedlichen Aminosauren substituiert
wurden. Die 8 Aminosauren wurden folgendermalien mutiert. Der erste Buchstabe
gibt die jeweilige Aminosaure an, die ausgetauscht wurde, die folgende Zahl
entspricht der Position der Aminosaure im Rezeptor und der letzte Buchstabe gibt
an, mit welcher Aminosaure die ursprungliche substituiert wurde: Y41A, R95A,
Y113A, H114A sowie H114F, C207A, Y255A, E287A sowie Y291S und Y291F.
Durch die Substitution der 8 Aminosauren sollte herausgefunden werden, welche
Aminosaurereste fur die Interaktionen der Liganden mit dem Rezeptor verantwortlich

sind. Beispielsweise konnen das Hydroxylgruppen oder aber die Wechselwirkung
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von Aromaten sein, wie das im Falle der Tyrosine (Y) moglich ist. Diese Aminosaure
besitzt sowohl einen aromatischen Ring als auch eine OH-Gruppe. Der Einfluss der
gewahlten Mutationen auf die Affinitdt und Potenz zur Rezeptoraktivierung der
endogenen CCR3 Liganden sowie einiger ausgewahlter Antagonisten und Agonisten

des CCRa3 sollte in verschiedenen Assays charakterisiert werden.

Die Mutagenese des CCR3 Rezeptors und die Gewinnung von Endotoxin-freien
Plasmiden mit den entsprechenden CCR3 Mutationen (siehe Tabelle 3) wurden von
der Firma Trenzyme GmbH, Konstanz durchgefuhrt. Die CCR3 Mutanten wurden in
den Vektor pcDNA/FRTS kloniert und die Mutationen durch doppelstrangige

Sequenzierung der Plasmide bestatigt.

4.2 Stabile CCR3 Expression in CHO-Flp-In™ -Zellen

Die stabile Expression der humanen CCR3 Mutanten und des Wildtyp-CCR3
(WtCCR3) erfolgte in CHO-Flp-In™ Zellen. Dieses Expressionssystem wurde
ausgewahlt, da es die stabile Integration einer cONA an einer definierten Stelle im
Genom der Zelllinie gewahrleistet und damit eine vergleichbare Expressionshohe
des naturlichen CCR3 und aller CCR3 Mutanten zu erwarten ist.
Expressionsunterschiede bedingt durch unterschiedliche Integrationsorte im Genom
der CHO-Flp-In™ Zellen, sollten dadurch ausgeschlossen werden. Sollte eine der
Mutationen beispielsweise zu einer niedrigen Expressionshohe flhren, so ware dies
nicht auf eine ungunstige Insertionsstelle im Genom der transfizierten Zelle
zuruckzufuhren, sondern wirde auf eine fehlerhafte Faltung des Rezeptors oder
geringere Stabilitit hinweisen. Die CHO-Flp-In™-Zellen wurden wie unter 3.2
beschrieben mit dem CCR3 Rezeptor bzw. dessen Mutanten transfiziert und
anschlieend in Gegenwart von 600 pg/ml Hygromycin B selektioniert. Die hCCR3
Expression wurde mittels hCCR3 spezifischer, fluoreszensmarkierter Antikorper tUber
durchflusszytometrische Messung bestimmt. Nach vier Wochen Selektion konnte der
hCCR3 Rezeptor in allen Zelllinien, den 10 Punkmutanten sowie dem Wildtyp,
detektiert werden. Wahrend bei einigen Zelllinien eine hohe Expression von CCR3
nachgewiesen werden konnte (Vgl. Abbildung 11A) zeigten andere Zelllinien nur eine
schwache Expression (C207A, Y255 A, E287A, Y291S). Aufgrund der
unterschiedlichen Expressionshohe war es nicht mdglich, Experimente zur

Charakterisierung der Mutanten durchzufuhren. Es stellte sich zudem heraus, dass
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selbst die untransfizierten CHO-Flp-In™ Zellen unter dem Einfluss des Hygromycins
weiterhin proliferierten, obwoh| diese das Gen zur Hygromycinresistenz nicht im
Genom tragen sollten. Es ist daher anzunehmen, dass die isolierten Zelllinien eine
Mischung aus rekombinierten und nicht-rekombinierten Zellen darstellten. Ohne eine
weitere Subklonierung der isolierten Zelllinien waren nur die Zellen mit der CCR3
Mutation Y113A und H114A mit einer CCR3 Expression von knapp 60% fur weitere
Untersuchungen geeignet. Aus den Beobachtungen ergibt sich, dass das CHO-Flp-
In™ System von InvitrogenT'\’I selbst unter hohen Hygromycinkonzentrationen keine
vollstandige Selektion von rekombinierten CCR3-Zelllinien ermdglichte. Im nachsten
Schritt sollten daher hoch exprimierende Einzelklone aus allen Mischpopulationen

isoliert werden.

4.3 Isolation von hochexprimierenden Einzelklonen

Um aus den transfizierten Mischpopulationen hochexprimierende Einzelklone fur
jede CCR3 Mutante und den Wildtyp CCR3 zu isolieren, wurden Uber
Verdunnungsreihen (Vgl. 3.4.1) zwischen 7 und 50 Einzelklone isoliert, vermehrt und
deren Expression mittels Durchflusszytometrie Gberpruft. In Abbildung 11A ist die
CCR3 Expression der am hdchsten exprimierenden Einzelklone im Vergleich zu den
zuerst gewonnenen Mischpopulationen dargestellt. Abbildung 10 gibt die CCR3
Expression aller untersuchten Einzelklone wider. Wie aus beiden Abbildungen
(Abbildung 10 und Abbildung 11A) hervorgeht, konnte fur die meisten CCR3
Mutanten (n=7) und den CCR3 Wildtyp jeweils hoch exprimierende Einzelklone
isoliert werden, die fur eine weitere Charakterisierung geeignet waren. Fur die CCR3
Mutanten C207A, Y255A und E287A konnte keine vergleichbar hohe Expression zu
den Ubrigen Mutanten erreicht werden. Trotz zweimaliger Transfektion mit sich daran
anschlieBender Isolation und Analyse von insgesamt je 50 Einzelklonen, konnten
lediglich Einzelklone mit maximal 25%, im Falle von Y255A von 8% isoliert werden.
Diese Beobachtung lasst den Schluss zu, dass die Expression, Proteinfaltung oder

die Oberflachenlokalisierung von CCR3 durch diese Mutationen gestort ist.

42



ERGEBNISSE

O-@’
O
&

oy O Qoe
P

& 0 oo o o®
o @mo ©o @

< .
.% ] O @
3 B
~ @ O
5 = O
g8 i
w
20 % @ O C:) O
% O
O O

C207A E287A H114A H114F RO95A Wildtyp Y113A Y255A Y291F Y291S vY41A

Mutation

Abbildung 10: Rezeptorexpression isolierter Einzelklone fiir die CCR3-Mutanten

Um hoch exprimierende Zellen fir die einzelnen CCR3 Mutationen zu erhalten, wurden Einzelklone
(n=7-50) isoliert und auf ihre Rezeptorexpression uber CCR3-spezifsche Antikdrper mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Dargestellt sind die pro Mutation analysierten Einzelklone mit ihrer
Expression an CCR3. Mit den am hochsten exprimierenden Klonen (grin markiert) wurden
nachfolgende Experimente durchgefiihrt. Fir C207A, E287A und Y255A wurde zweimalig eine
Isolation von Einzelklonen durchgefihrt.

Auffallend war zudem, dass in einem Zeitraum Uber 48 Tage die CCR3 Expression
aller transfizierter Zelllinien stark abnahm, mit Ausnahme der Zelllinie mit der
Mutation Y113A (Abbildung 11B). Aus diesem Grund musste immer wieder auf
eingefrorene Subklone zurtuckgegriffen werden. Dieser Befund stutzt die Annahme,
dass der CCR3 nicht stabil in das Genom der Zielzellen integriert wurde, sondern

nach und nach wieder aus dem Genom entfernt worden ist.
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Abbildung 11: hCCR3 Expression der transfizierten CHO-Flp-In™-Zellen

A) Expression des humanen CCR3 Rezeptors in den isolierten Mischklonen und hoch exprimierenden
Einzelklonen. Die Expression ist in % CCR3 nach Abzug der Isotyp-Kontrollexpression von 5%
dargestellt. Zur Kontrolle wurde die Expression von CCR3 in untransfizierten CHO-FIp—InTM Zellen
(NK) und CHO-CCR3-Ga16 Zellen von Euroscreen (CCR3Ga16) bestimmt. Durch die Isolation der
Einzelklone konnte in den meisten Fallen eine Erhéhung der hCCR3-Expression erreicht werden. B)
Verlust der CCR3 Expression mit zunehmender Dauer der Zellkultur. Dargestellt ist die Expression
von CCR3 1, 32 und 48 Tage nach Kulturbeginn. Mit Ausnahme von Y113 A verlieren alle Mutanten
mit der Zeit an hCCR3 Expression.
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4.4 Untersuchungen zur Bindung von Eotaxin-1 an die CCR3
Mutanten

Um die funktionelle Aktivitat aller CCR3 Mutanten zu Uberprifen, sollte zunachst die
Fahigkeit zur Bindung des naturlichen Liganden Eotaxin 1 bestimmt werden. Dazu
wurden Zellen der CCR3 Wildtyp Mischpopulation mittels flissigen Stickstoffs unter
Druck aufgeschlossen und die Zellmembranen Uber Ultrazentrifugation gewonnen.
Die isolierten Membranen wurden mit SPA Beads und radioaktiv-markiertem '%°J-
Eotaxin 1 in Standard-Assaypuffer inkubiert und die spezifische Bindung durch
Verdrangung des Radioliganden mit Uberschuss an nicht markiertem Eotaxin 1 (10
M) oder durch Zugabe eines CCR3 Antagonisten (10> M) bestimmt. Wie Abbildung
12 zeigt, konnte unabhangig von der eingesetzten Membranmenge jedoch keine
spezifische Bindung von radioaktiv markiertem humanem Eotaxin 1 an die CHO-
WICCR3 Membranen gemessen werden. In einem parallelen Kontrollexperiment
unter identischen Puffer- und Inkubationsbedingungen mit Membranen von K562-
CCR3 Zellen konnte dagegen eine relativ hohe spezifische Bindung beobachtet

werden.

Um eine Beschadigung des Rezeptors durch den Zellaufschluss ausschliefen zu
kénnen, wurde das Experiment zusatzlich mit isolierten, ganzen Zellen durchgefihrt.
Hierbei wurden zum einen CCR3-Wildtyp Zellen eingesetzt sowie transfizierte CCR3-
Zellen mit Mutation Y113A, da bei diesen die hdchste Rezeptorexpression zu
verzeichnen war. Um ein optimales Signal-Hintergrund Verhaltnis zu erhalten, wurde
die Rezeptorbindung bei verschiedenen Zellzahlen untersucht. Da die Mdglichkeit
der Proteolyse des Rezeptors bei der Zellernte (durch Trypsin) bestand, wurden die
Zellen auRerdem mit Acutase von der Zellkulturflasche gelost. In einem weiteren
Ansatz wurden die Zellen in unterschiedlicher Zellzahl in einer 96-Well
Zellkulturplatte ausgesat und der Versuch ohne vorhergehende Zellernte
durchgefiuhrt. In allen Experimenten wurde jedoch nur eine geringe unspezifische
Bindung mit stark schwankender und zudem schwacher spezifischer Bindung
beobachtet.

Da die Zelllinien, wie uber FACS-Analysen gezeigt wurde, CCR3 exprimierten, und
der Zellaufschluss sowie das Trypsin keinen Einfluss auf die Bindung des Eotaxins

an den Rezeptor hatten, sollte im nachsten Schritt untersucht werden, ob eine
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Variation der Pufferzusammensetzung die Bindung des Radioliganden beeinflussen
konnte. Dairaghi et al. (20) konnten zeigen, dass die Bindung von Eotaxin 1 an den
CCR3 durch die Veranderung von BSA, Detergenzien und lonenstarke beeinflusst
wird. Daher wurden diese Parameter in weiteren Experimenten variiert. Tabelle 5 gibt
eine Ubersicht (iber die ausgetesteten Pufferbedingungen wider. Versuche mit
Saponin als Detergens wurden zusatzlich getestet, fuhrten allerdings nicht zum
Erfolg.

Tabelle 5: Puffervariationen zum SPA Bindungsassay
¢ Mg* [M] | ¢ NaClI [M] pH T [°C]
Puffer 1 5 - 7.6 24
Puffer 2 5 - 7.6 4
Puffer 3 10 - 7.6 24
Puffer 4 15 - 7.6 24
Puffer 5 20 - 7.6 24
Puffer 6 25 - 7.6 24
Puffer 7 5 10 7.6 24
Puffer 8 5 40 7.6 24
Puffer 9 5 100 7.6 4/24
Puffer 10 5 - 7.0 4/24
Puffer 11 5 - 7.2 4/24
Puffer 12 5 - 74 4/24
Puffer 13 5 - 7.6 4/24

In Abbildung 12 sind exemplarisch Ergebnisse zweier Experimente dargestellt. Im
zellbasierten Assay konnte eine hohere spezifische Bindung durch Reduktion der
Magnesiumkonzentration in allen Fallen erreicht werden. Ausnahme hierzu stellte
Mutante Y113A dar, bei der mit 5 mM Magnesium die schwachste spezifische
Bindung ermittelt werden konnte. Da auf den nicht transfizierten Zellen (NK) eine
vergleichbare spezifische Bindung wie fur die mit CCR3-Wt oder CCR3-Y113A
WICCRS3 transfizierten Zelllinien beobachtet wurde, kann man daraus folgern, dass
es sich um unspezifische Signale handelte. Der Einsatz von Substanz 5 als potenter
Antagonist bestatigt diese Beobachtung, da keine Inhibition einer Eotaxin 1
vermittelten spezifischen Bindung maoglich ist. Im membranbasierten Assay wurde mit
den hCCRS3-Wildtyp-Membranen nur eine sehr geringe spezifische Bindung erreicht,
wohingegen im Falle der K562-Kontrollmembranen wiederholt eine spezifische

Bindung von ca. 50% detektiert werden konnte.
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Es bleibt unklar, warum in den Bindungsexperimenten keine spezifische Bindung des
Eotaxin 1 an den WtCCR3 und den CCR3-Y113A Rezeptor nachgewiesen werden
konnte, obwohl die CCR3-Expression mittels Durchflusszytometrie eindeutig belegt
wurde. Weder mit unterschiedlichen Mengen der praparierten Membranen, noch mit
ganzen Zellen unter Variation der Erntebedingung sowie der Zellzahl konnte eine
stabile, spezifische Bindung des naturlichen Liganden an CCR3 gemessen werden.
Auch die Anderung der Zusammensetzung des Assaypuffers im Bezug auf pH und
Salzkonzentrationen sowie der Inkubationszeiten und -temperaturen fuhrten nicht
zum Erfolg. Da alle offensichtlichen Variationsmdglichkeiten der
Versuchsbedingungen  untersucht worden  waren, wurden die SPA

Bindungsexperimente eingestellt.

Kompetition mit Eotaxin

=< 80 5 mM Mg
E, N . 10 mM Mg
'§ 60 s s 3 15 mM Mg
i \ N \
21| Nl K| B8
G N N N N
AN AN
3 N N N N
& N N N N Abbildung 12: Untersuchungen zur Bindung
& oy & @ von '?J-Eotaxin 1 an CCR Wt sowie CCR3
& & Y113A im SPA Bindungsassay
Zellen A). Es wurden Zellen des Wildtyps (Wt), der
Mutante Y113A, der untransfizierten
Kompetition mit Substanz 5 Negativkontrolle  (NK) sowie der CCR3
— 607 transfizierten K562 Zellen getestet. Die Bindung
= des radioaktiv markierten Eotaxins wurde mit
§40_ unmarkiertem Eotaxin 1 kompetiert. Der Assay
2 wurde mit 5 mM Mg2+ im Puffer sowie bei pH 7,6
'f, durchgefiihrt. In B) ist die gemessene spezifische
§ 20 Bindung an den Membranen von Flp-In-Wt CCR3
5 und der K562 Kontrollmembran dargestellt. Die
a1 I Bindung des radioaktiv markierten Eotaxins
Wt K 562 wurde mit dem Antagonisten Substanz 5
Membran kompetiert.
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4.5 Untersuchungen zur Funktionalitat des CCR3 mittels GTPyS-
Assay

Neben dem SPA Bindungsassay stellt der ebenfalls auf SPA Technologie basierende
GTPyS Assay eine weitere Moglichkeit dar, um die funktionelle Aktivitat von CCR3-
exprimierenden Zelllinien nachzuweisen (42). Zu diesem Zweck wurden die wie unter
3.5.1 beschriebenen praparierten  Zellmembranen der CHO-WtCCR3
Mischpopulation im GTPyS Assay eingesetzt. Es sollte dabei der an die CCRS3
Aktivierung gekoppelte Austausch von GDP durch **S-GTPyS durch Zugabe von
humanem Eotaxin 1 bestimmt werden. Die Membranen der CHO-WtCCRS3
Mischpopulationen wurden im GTPyS-Assay zweimal getestet, zeigten jedoch
keinerlei Effekte nach Stimulation. Es konnte zwar in Abhangigkeit der eingesetzten
Membranmenge eine Erhohung der Gesamtsignale detektiert werden, jedoch
gleichermalRen fur Eotaxin 1, eine agonistische Kontrollverbindung sowie reinen
Puffer. Daraus kann man schlielRen, dass es sich bei den gemessenen Werten um
unspezifische Signale handelte und es zu keinem durch Eotaxin 1 bzw. den
Agonisten vermittelten Austausch des GTP im Assay kam. Aus diesem Grund wurde
auch dieser Assay zur Charakterisierung der Mutanten nicht weiter verfolgt. Moglich
ist, dass die Rezeptoren durch den Potteraufschluss beschadigt worden sind oder
aber, dass trotz Rezeptordetektierung mittels Durchflusszytometrie die
Rezeptordichte auf der Oberflache zu gering fur ein ausreichendes Signal war.
Denkbar ist auch ein ungunstiges Verhaltnis von Rezeptor zu G-Proteinen oder, dass
die G-Proteine der Hamsterzellen nicht in der Lage sind an den humanen CCR3 zu

koppeln und damit kein Signal detektiert werden kann.

Die Testung der naturlichen Liganden von hCCR3 (Eotaxin 1-3, MCP 2-4, RANTES)
auf Membranen von CHO-Ga16-CCR3 Zellen identifizierte Eotaxin 1, Eotaxin 2,
MCP 2 und MCP 4 als nahezu equipotente, volle Agonisten des CCR3, wohingegen
Eotaxin 3, MCP3 und RANTES partielle Agonisten sind. Die Werte gibt Tabelle 6 im
Vergleich zu den Ergebnissen von Wan et al (108) wider. Dadurch konnte gezeigt
werden, dass die verwendeten Liganden funktionell aktiv waren, die
Membranpraparationsmethode an sich funktionierte und die Ko-Expression von
Ga16 zu einer spezifischen Aktivitat des CCR3 fihrt.
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Tabelle 6: Ermittelte EC50 Werte aus GTPyS-Assay fiir die hCCR3 Liganden sowie deren
Aktivitatswerte im Vergleich zu Eotaxin 1 (%Ktrl Werte) (Vgl. Wan (108) mit eigenen Daten)

Natirlicher |EC50 [nM]| % Ktrl

Ligand (Wan)* (Wan)* |EC50 [nM]| % Kitrl
Eotaxin 1 3,6+1,1 100 1,0 98,5
Eotaxin 2 3,3+0,8 94,9 0,7 94,7
Eotaxin 3 140+64 14,8 16,6 444
MCP 2 4,1 97,1
MCP 3 14,4 £ 0,6 49,3 9,8 56,4
MCP 4 3,1+£0,7 1154 1,5 127;4
RANTES 17,8 £0,8 50,1 1,3 63,4

* Die Messung der %Ktrl-Werte wurde bei 1 uM Eotaxin 1 durchgefihrt.

4.6 Einfluss der CCR3 Mutanten auf die Rezeptorinternalisierung

Wie von Zimmermann et al. (119, 120) beschrieben, wird der CCR3 Rezeptor durch
Stimulation mit einem Liganden internalisiert, um dann nach einiger Zeit wieder an
die Zelloberflache zurick zu gelangen (Rezeptorrecycling). Da in den bisher
angewendeten Assays (SPA Bindung sowie SPA GTPyS) keine Charakterisierung
der Mutanten maoglich war, sollte zunachst fir den CHO-WtCCR3 getestet werden,
ob es zu einer konzentrationsabhangigen Internalisierung des Rezeptors kommt. Zu
diesem Zweck wurde ein wie unter 3.4.1 beschriebener isolierter hochexprimierender
Einzelklon des WtCCR3 mit steigenden Konzentrationen an Eotaxin 1 stimuliert (0-
300 nM) und anschlieRend die Internalisierung des hCCR3 Uber die Reduktion der
Oberflachenexpression mittels durchflusszytometrischer Messung bestimmt. Da eine
konzentrationsabhangige Internalisierung des Rezeptors festgestellt werden konnte,
bot dieser Assay nun eine geeignete Mdglichkeit, die Mutanten zu charakterisieren.
Die kommerziell erhaltliche Zelllinie CHO-CCR3-Ga16 (Euroscreen S.A., Belgien)

wurde fur die durchgefuhrten Experimente als Referenz verwendet.
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4.6.1 Kinetik der Internalisierung

Um eine maximale Internalisierung, d.h. eine minimal verbleibende
Oberflachenexpression des hCCR3 zu erreichen, wurde zunachst die
Internalisierung im Zeitraum von einer Stunde nach Stimulation untersucht. Das
Resultat ist in Abbildung 13 gezeigt. Dabei ist eine sukzessive Abnahme der
Oberflachenexpression innerhalb von 60 min nach Stimulation zu sehen, die auch
nach langerer Inkubation konstant niedrig bleibt. Basierend auf diesem Ergebnis
wurde die Inkubationszeit mit Liganden flr die nachfolgenden Experimente fur 60

min angesetzt.

Stimulus 100 nM Eotaxin
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Abbildung 13: Kinetik der hCCR3 Internalisierung auf der Wildtyp Zelllinie (Wt)

Dargestellt sind die Daten aus zwei reprasentativen Experimenten. Pro Datenpunkt wurde eine
Zweifachbestimmung durchgefiihrt. Zellen wurden mit 100 nM Eotaxin 1 stimuliert und die Reaktion
durch Abnahme der Uberstdnde zu den angegebenen Zeitpunkten gestoppt. Die Zellen wurden
unmittelbar danach auf Eis gekihlt und mit FITC-markiertem anti-hCCR3 Antikdrper inkubiert. Die
Rezeptorexpression wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse bestimmt. Ein FITC-markierter
Antikdrper mit dem entsprechenden Isotyp wurde als Kontrolle eingesetzt. Die erhaltenen
Expressionswerte ergeben sich aus der Subtraktion der mittels Isotyp-Antikdrper bestimmten Werte
von der Expression, die mit den CCR3 spezifischen Antikérpern gemessen wurde.
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4.6.2 Rezeptorinternalisierung durch naturliche CCR3 Liganden

Nachdem eine konzentrationsabhangige Internalisierung fur Eotaxin 1 auf den CHO-
WICCR3 Zellen erreicht werden konnte und eine maximale Internalisierung nach 60
min zu verzeichnen war, sollte nun auf dem Wildtyp-hCCR3 Rezeptor sowie den
Mutanten das Verhalten von Eotaxin 1 im Bezug auf das Internalisierungsvermdgen
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die jeweiligen isolierten transfizierten
Einzelklone mit Eotaxin der Konzentration 0,1-300 nM inkubiert. Bisher ist nur
bedingt bekannt, ob die weiteren CCR3 Liganden (Eotaxin 2,3, MCP 2,3,4 sowie
RANTES) in ahnlicher Weise mit dem Rezeptor wechselwirken wie das Eotaxin 1.
Chung et al. (14) fanden beispielsweise heraus, dass der N-Terminus von MCP 3 fur
die Rezeptoraktivierung notwendig ist, wohingegen Eotaxin 1 zusatzlich zu N-
Terminus und N-Loop weitere Elemente flr die Aktivierung des CCR3 bendtigt. Da
aber bislang unbekannt ist, ob flr die Aktivierung einzelne Aminosauren
verantwortlich sind, sollte neben Eotaxin 1 gleichzeitig das Internalisierungsverhalten
der oben genannten CCR3 Liganden auf den Mutanten untersucht werden, um
eventuelle Unterschiede aufzudecken. Jede Ligandenkonzentration wurde in einer
Dreifachmessung bestimmt. Die Resultate geben Abbildung 14 und Abbildung 15
wider. Sofern leichte Unterschiede von Experiment 1 zu Experiment 2 zu erkennen
waren, wurden beide Resultate dargestellt. Im Falle der Mutanten CCR3 Y41A und
R95A wurden die Liganden MCP 2 und 3 sowie Eotaxin 2 in einem separaten
Experiment im Vergleich zu Eotaxin 1 getestet. Aufgrund der sehr geringen
Rezeptorexpression der Mutanten C207A, Y255A und E287A wurden diese nicht im

Internalisierungsassay untersucht.
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Abbildung 14: Internalisierungsvermégen der natiirlich vorkommenden CCR3 Liganden auf
den Punktmutanten -Fortsetzung in Abbildung 15-

Dargestellt ist die durch die Liganden induzierte konzentrationsabhangige Internalisierung des CCR3
Rezeptors auf den Punktmutanten sowie dem WiCCR3 + SEM (n=1-3). Die Zellen wurden mit den
entsprechenden Liganden 60 min inkubiert, die Reaktion danach abgestoppt und die Zellen mit
hCCR3-spezifischem FITC-gekoppeltem Antikdrper inkubiert. Ein entsprechender Isotyp-Antikérper
wurde als Kontrolle verwendet. Die erhaltenen Expressionsdaten ergeben sich aus der Subtraktion
des unspezifischen Signals, das mittels des Isotyp-AK erhalten wurde, von der mit dem spezifischen
CCRS3-AK detektierten Expression.
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Abbildung 15: -Fortsetzung von Abbildung 14- Internalisierungsvermogen der natiirlich
vorkommenden CCR3 Liganden auf den Punktmutanten

Dargestellt ist die durch die Liganden induzierte konzentrationsabhangige Internalisierung des CCR3
Rezeptors auf den Punktmutanten sowie dem WtCCR3 + SEM (n=1-3). Die Zellen wurden mit den
entsprechenden Liganden 60 min inkubiert, die Reaktion danach abgestoppt und die Zellen mit
hCCR3-spezifischem FITC-gekoppeltem Antikdrper inkubiert. Ein entsprechender Isotyp-Antikérper
wurde als Kontrolle verwendet. Die erhaltenen Expressionsdaten ergeben sich aus der Subtraktion
des unspezifischen Signals, das mittels des Isotyp-AK erhalten wurde, von der mit dem spezifischen
CCR3-AK detektierten Expression.
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Alle Liganden waren in der Lage, den hCCR3 Wildtyp sowie die Mutanten zu
internalisieren. MCP 4 und Eotaxin 1 waren die  potentesten
Internalisierungsinduktoren. MCP 2 sowie Eotaxin 2 stellten ebenfalls potente CCR3
Agonisten dar. Eotaxin 3 zeigte eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungskurve im Vergleich zu den beiden zuletzt genannten Liganden, flihrte aber
auch zu einer Reduktion der Oberflachenexpression um ca. 40%. Eine Stimulation
mit RANTES und MCP 3 fuhrte zur geringsten Rezeptorinternalisierung um ca. 20%.

Zusétzlich zu den CHO-Flp-In™-CCR3Wt Zellen wurde die Internalisierung mit CHO-
K1-hCCR3-ga16 Zellen vergleichsweise getestet (Daten nicht gezeigt). Die CCR3
Liganden verhielten sich bei den beiden Zelllinien sehr ahnlich. Auf den CHO-K1-
hCCR3-ga16 Zellen induzierten Eotaxin 1 sowie MCP 4 die Internalisierung am
starksten (nahezu 100%), gefolgt von Eotaxin 2. MCP 2 und Eotaxin 3 zeigten eine
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve im Vergleich zu den drei
erstgenannten Liganden und reduzierten die Oberflachenexpression um beinahe
60%. MCP3 und RANTES fuhrten nur zu einer geringeren Internalisierung (75-80%).
Die im GTPyS-Assay bestimmte Potenz der jeweiligen Liganden (siehe 4.5) konnte
im Internalisierungsassay fiir die CHO-K1-hCCR3-ga16 sowie die CHO-Flp-In™-
WLICCR3 Zellen bestatigt werden. Danach konnten Eotaxin 1, Eotaxin 2 sowie MCP 2
und MCP 4 als volle Agonisten, und Eotaxin 3, MCP 3 und RANTES als partielle
CCRS3 Agonisten identifiziert werden.

Im Folgenden sollen nur Abweichungen von den auf W{CCR3 und CHO-K1-hCCR3-
ga16 gefundenen Internalisierungsverhalten der Liganden beschrieben werden.
Zunachst soll auf das Internalisierungsvermogen der Eotaxine (Eotaxin 1-3), danach
auf das der MCPs sowie RANTES eingegangen werden. Wie die Abbildungen 14
und 15 zeigen, reagierten die Zellen mit den CCR3 Mutationen Y41A, Y113A sowie
H114F und Y291F besonders auffallend auf die Stimulation mit den endogenen
CCR3 Liganden im Vergleich zum WtCCR3. Durch die Mutationen Y113A und
Y291F wurde die Potenz zur Internalisierung von Eotaxin 1 deutlich reduziert.
Demgegenuber fuhrte die Mutation H114F im Vergleich zum Wt-Rezeptor zu einer
starken Erhohung der Potenz der Eotaxine 1-3 zur Rezeptorinternalisierung. Die
Mutation Y41A fuhrte dazu, dass der partielle Agonist Eotaxin 3 den Rezeptor in
hohen Konzentrationen (300 nM) ebenso wie Eotaxin 1, Eotaxin 2 und MCP 4 fast

vollstandig internalisieren konnte, allerdings mit hdherem EC50 Wert. Mutation R95A
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fuhrt ebenso zu einer hdheren Rezeptorinternalisierung bei Stimulation von Eotaxin 2
und Eotaxin 3. Im Vergleich zum WItCCR3 hatten diese Mutationen
erstaunlicherweise keinen Einfluss auf die Potenz von Eotaxin 1. Besonders
auffallend war, dass der Austausch der Aminosaure Y291 zu einem Phenylalanin (F)
bei Stimulation durch Eotaxine zu einer verringerten Rezeptorinternalisierung flhrte,

wahrend ein Austausch mit Serin (S) die Internalisierung fur diese nicht beeinflusste.

Betrachtete man die Veranderungen fur das Internalisierungsverhalten der MCP
Liganden, so wurde deutlich, dass hierfur andere Aminosauren fur die
Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand beteiligt waren als flr die drei
Eotaxine. Die Aktivitdit von MCP 4, einem weiteren vollen Agonisten von CCRS,
wurde vor allem durch die mutierten Aminosauren Y113A, H114F und Y291S stark
beeintrachtigt. Aufgrund der Mutationen Y113A und Y291S war keine nennenswerte
Rezeptorinternalisierung zu verzeichnen. MCP 4 flihrte auf diesen Mutanten nur zu
einer sehr geringen Internalisierung von knapp 10%, obwohl der Ligand den Wt-

Rezeptor sehr potent und vollstandig internalisieren konnte.

Demgegenuber fuhrten die Mutationen Y41A, R95A und Y291F zu einer verstarkten
Rezeptorinternalisierung bei Stimulation mit MCP 4. Die Mutation H114F flhrte dazu,
dass MCP 4 zwar mit einem EC50 von 221 nM deutlich weniger potent im Vergleich
zum WtCCR3 ist, aber dennoch in der Lage war, in der hochsten eingesetzten

Konzentration zu einer vollstandigen Internalisierung der Rezeptoren zu flhren.

MCP 3 scheint in seiner Wirkung am wenigsten von den mutierten Aminosauren
beeinflusst zu werden. Als partieller Agonist trug es nur bedingt zur
Rezeptorinternalisierung bei. Lediglich Mutation H114F fuhrte dazu, dass MCP 3
zwar mit hoherem EC50 Wert aber ebenfalls wie Eotaxin 1 zu einer vollstandigen
Internalisierung des Rezeptors fuhrte. Durch die Mutationen Y41A und R95A wurde
die Internalisierungspotenz von MCP 2 erhdht, so dass es equipotent zu Eotaxin 1
und 2 zur Internalisierung des Rezeptors beitrug. Der Austausch des Tyrosins an
Position 291 gegen ein Serin (Y291S) reduzierte die Potenz des MCP 2 den CCR3

Rezeptor zu internalisieren.
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Der partielle Agonist RANTES war wie bereits aus GTPyS-Assay Daten bekannt
(Wan et al. (108) und eigene Daten) der schwachste Ligand auf dem WtCCR3 und
allen Mutanten und zeigte auf Y113A auf Y291S keinerlei konzentrationsabhangige

Internalisierung des Rezeptors.

Zur Verdeutlichung der detektierten Unterschiede sind in Abbildung 16 die erhaltenen
EC50 Werte fur das Internalisierungsvermogen der naturlichen Liganden dargestellt.
Zusatzliche Information gibt Tabelle 7. Hier sind zu den EC50 Werten auch die
% (%Ktrl) far

Internalisierung angegeben. Die maximale Internalisierung mit Eotaxin 1 wurde dabei

entsprechenden Kontrollwerte in die maximal erreichbare

auf 100% gesetzt und die maximale Oberflachenexpression (keine Internalisierung)

auf 0% gesetzt.

Tabelle 7: Internalisierungsvermoégen von natiirlichen CCR3 Liganden
Angegeben sind die EC50 Werte fir das Internalisierungsvermogen natiirlicher CCR3 Liganden sowie
Kontrollwerte in % (%Ktrl) £ SD im Bezug auf die maximale Internalisierung innerhalb einer Mutante.

Die maximale Internalisierung mit Eotaxin 1 wurde 100% gesetzt (n=1-3).

Eotaxin 1 | Eotaxin 2 | Eotaxin 3 MCP 2 MCP 3 MCP 4 RANTES
Wt 7,7+0,2 32,2+20,7 |57,8+32,9 |22,7+4,3 |86 19,1+ 10,4 |25/4 EC50
100 103,4 + 0,3 ]116,3 111,3 58,6 £ 26,3 |132,6 + 3,8 81,2 % Kirl
H114F 0,2 1,7 13,1 0,7 5,9 212,7 114,6
100 86,1 +25,8 [85+5,1 87,8+ 19 79,5 92,4 52
H114A |13,8 +11,8 |64,8+24,4 |135+88,7 |3,1+1,5 28,5 42,8 £ 19,7 189,3 + 24,3
100 62,8+52 [72,0+18 85,0 + 21,8 ]20,9 86,5 23,4
Y41A 3,8+3,2 46+6,5 41 4,57 > 300 4,6 12,9
100 83,2+4,8 ]98,6+ 16,1 ]96,8 19,4 105,7 47
R95A 6,432 8424 18,8 6,56+4,4 66,7 1,3 3.3
100 93,0+£50 [69,3+455 |103,1+4,0 60,4 100 50,8
Y113A 87,1 45,6 >300 >300 >300 >300 >300
100 94,1+10,1 43,8 +20,0 |55,7+5,8 30,9 32,5 254
Y291S 12,3 9,8 27 >100 > 100 > 300 > 300
100 86,7+ 17,5 |70,1+6,3 |]100,0+ 38 ]60,6 19,3 9
Y291F 43,9 1126 >100 6 124,6 2,6 6
100 71,7£25 1693+7,2 |102,9 +34,6]26 152,2 57,3
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Die Daten zeigen, dass die drei Eotaxine uber ahnliche Aminosauren mit dem
Rezeptor wechselwirkten, wahrend die MCP Liganden und RANTES mitunter andere
Interaktionsstellen mit dem Rezeptor nutzten. Mutation Y113A fuhrte zur besonders
starken Reduktion der Affinitdt und Potenz aller CCR3 Liganden zur
Rezeptorinternalisierung. Bei dieser Mutante konnte nur flr Eotaxin 1 und Eotaxin 2
in den beiden hochsten Konzentrationen eine Internalisierung des Rezeptors
beobachtet werden. Genau umgekehrt verhielt es sich fur die Mutante Y291F. Der
Austausch des Tyrosins gegen ein Phenylalanin an dieser Stelle resultierte in
deutlich starkerer Potenz von MCP 2 und MCP 4, wahrend die EC50 Werte fur

Eotaxin 1 und Eotaxin 2 deutlich hoher lagen.

Eotaxin 1 Eotaxin 2 Eotaxin 3

EC50 [nM]
EC50 [nM]

MCP 2 MCP 3 MCP 4

EC50 [nM]

TGRS P PICI C ARG SN

s RS AR N PP N o O

I SN .@Cg:b I >N .(»oqf_b
‘(‘o ‘(‘0

RANTES

Abbildung 16: Einfluss der CCR3 Mutanten auf die
Potenz der natiirlichen Liganden

Angegeben sind die ermittelten EC50 Werte + SD aus
Internalisierungsversuchen mit den nattrlichen Liganden.
Die transfizierten Zelllinien wurden mit steigenden
Konzentrationen der CCR3 Liganden fir 60 min inkubiert,
die Reaktion durch Abkihlen auf Eis gestoppt und die
Rezeptorexpression iUber CCR3 spezifische Antikdrper
und Durchflusszytometrie bestimmt (n=1-3).

EC50 [nM]
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4.6.3 Rezeptorinternalisierung durch agonistische Molekiilen

Bisherige Studien zu Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen (26, 34) lassen den
Schluss zu, dass natirliche Liganden in erster Linie mit dem N-Terminus sowie den
extrazellularen Loops des Rezeptors wechselwirken. Im Gegensatz dazu geht man
im hier zu prafenden Rezeptormodell davon aus, dass agonistisch und
antagonistisch  wirksame  Moleklile  vorwiegend mit Aminosauren der
Transmembrandomane interagieren (75, 95, 98). Daher sollten neben den
naturlichen Liganden des hCCR3 Rezeptors agonistisch wirksame, also hCCR3
aktivierende, Substanzen auf den Mutanten getestet werden. Aufgrund der sehr
geringen Rezeptorexpression der Mutanten C207A, Y255A und E287A wurden diese
auch hier nicht getestet. Es wurden drei oder vier Substanzen auf den Mutanten
untersucht und die Internalisierungseffizienz mit Eotaxin 1 verglichen. Die auf dem
Wildtyp getesteten Substanzen 1 und 4 gehdren zur gleichen Strukturklasse.
Charakteristika der getesteten Substanzen aus vorausgehenden Assays sind Tabelle
4 zu entnehmen. Die Substanzen wurden in Konzentrationen von 0,1-10.000 nM
seriell verdinnt und die Zelllinien 60 min damit inkubiert. Nach dieser Zeit wurde die
Internalisierungsreaktion gestoppt und die CCR3 Expression an der Zelloberflache
mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die erhaltenen Internalisierungskurven sind
in Abbildung 17 und Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 17: Internalisierungsvermégen von Agonisten sowie Eotaxin 1 im FACS-basierten
Internalisierungsassay -Fortsetzung in Abbildung 18-
-Erlauterungen siehe Abbildung 18- (n=2-3).
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Abbildung 18: -Fortsetzung von Abbildung 17- Internalisierungsvermoégen von Agonisten
sowie Eotaxin 1 im FACS-basierten Internalisierungsassay

Dargestellt ist das konzentrationsabhangige Internalisierungsvermégen von Eotaxin 1 sowie 3 (oder 4)
ausgewahlten, potentiell agonistischen Substanzen als Reduktion der Oberflachenexpression des
CCR3 [%] £+ SEM (n=2-3). Die Zellen wurden mit den entsprechenden Liganden 60 min inkubiert, die
Reaktion danach abgestoppt und die Zellen mit hCCR3-spezifischem FITC-gekoppeltem Antikérper
inkubiert. Ein entsprechender Isotyp- Antikdrper wurde als Kontrolle verwendet. Die erhaltenen
Expressionsdaten ergeben sich aus der Subtraktion des unspezifischen Signals, das mittels des
Isotyp-AK erhalten wurde, von der mit dem spezifischen CCR3-AK detektierten Expression. Aufgrund
der hohen Datenschwankung lassen sich fir Mutation H114F keine verlasslichen Aussagen Uber das
Verhalten der Substanzen machen.
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Substanz 1 zeigte auf den meisten Mutanten eine gleich starke Wirkung wie Eotaxin
1, d.h. die Substanz fuhrte zu einer maximalen Internalisierung der Rezeptoren von
der Oberflache. Die erhaltenen EC50 Werte fur Substanz 1 (beispielsweise fur den
WLICCR3 von 64.6+7.8 nM) sind vergleichbar mit denen flr Eotaxin 1 (mit 24.8+6.3
nM). Substanz 1 konnte daher fur den WiCCR3 als voller Agonist charakterisiert
werden. Diese Beobachtung liel sich allerdings nicht fur die beiden CCR3 Zelllinien
mit den Mutationen H114A und Y113A bestatigen. Im Vergleich zu Eotaxin 1 war
Substanz 1 auf H114A deutlich weniger potent und zeigte eine offensichtliche
Rechtsverschiebung des EC50 Wertes mit 13321483 nM. Wahrend Eotaxin 1 auf
Y113A in hohen Konzentrationen noch zu einer hCCR3 Internalisierung flhrte, so
war Substanz 1 Uberhaupt nicht in der Lage, den Rezeptor zu internalisieren. Folglich
beeintrachtigen diese beiden Mutationen die Wechselwirkung von Substanz 1 mit

dem Rezeptor.

Die Substanzen 2 und 3 sind aufgrund der vorhandenen Daten aus dem GTPyS-
Assay weder als volle Agonisten noch als potente Antagonisten einzustufen, obwohl
sie in der Lage waren, Eotaxin 1 in einem Rezeptorbindungsassay vom Rezeptor zu
verdrangen (Vgl. Tabelle 4, K; von 29,7 nM flr Substanz 2 und 82,7 nM fir Substanz
3). Die Zugabe beider Substanzen fuhrte weder in WtCCR3 Zellen noch in den
Mutanten zu einer Rezeptorinternalisierung. Substanz 2 konnte jedoch die
Internalisierung bei den Mutanten R95A, H114A und Y291F bei hohen
Konzentrationen von 10.000 nM stimulieren. Der umgekehrte Effekt war fur Substanz
3 zu beobachten. Sie fuhrte zu Erhéhung der detektierbaren hCCR3 Expression auf
den drei zuletzt benannten Mutanten sowie dem Wildtyp. Es liel} sich folglich keine
Rezeptorinternalisierung detektieren. Es nahm im Gegenteil die Rezeptormenge auf
der Oberflache mit steigender Konzentration des Agonisten zu. Daraus lasst sich
schlielen, dass die Substanzen 2 und 3 an die Rezeptoren mit den Mutationen
R95A, H114A, Y291F und Y291S binden konnten. Diese aktivierten die Rezeptoren
allerdings nicht und fixierten sie damit an der Oberflache. Dadurch wurde auch der
normale Rezeptorrecyclingprozess gestort. Es wurden weniger Rezeptormolekile
basal endozytiert als wieder zurick an die Oberflache kamen (siehe auch
Substanzen 2 und 3 unter 4.6.3). Dies wiederum fuhrte zu einer Erhohung der Zahl
der Rezeptormolekule auf der Oberflache. Im Umkehrschluss war damit eine
Bindung der beiden Substanzen an den WtCCR3 sowie an den CCR3 mit den
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Mutationen Y113A und Y291 nur eingeschrankt moglich. Bei den drei genannten
Zelllinien kam es weder zu einer Internalisierung noch zu einer Erhdohung der
Expression. Auch Wise et al. (115) konnten die Wichtigkeit der Aminosaure Y113 im
CCR3 flir eine Zellaktivierung Uber entsprechende Liganden demonstrieren. Sie
konnten fir ihre mit CCR3-Y113A transfizierten Zellen eine stark reduzierte

chemotaktische Reaktion nach Stimulation mit Eotaxin 1 sehen.
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Abbildung 19: Internalisierung von CCR3 und CCR3 Mutanten bei maximaler Stimulation mit
Eotaxin 1 oder CCR3 Agonisten

Dargestellt ist jeweils die maximale Internalisierung fiir die untersuchten agonistischen Substanzen
oder Eotaxin 1 auf den Mutanten (n=2-3). Der erste Wert gibt dabei den Expressionswert ohne
Ligandenzugabe, der zweite jeweils den gemessenen Expressionswert nach Stimulation mit dem
jeweiligen Liganden in der hdchsten Konzentration (Eotaxin 1 300 nM, Substanz 1-3 10 uM). Die
Expression wurde mittels Durchflusszytometrie nach CCR3 spezifischer AK-Inkubation bestimmt.

In Abbildung 19 ist die jeweils maximale Internalisierung verdeutlicht, die auf den
Mutanten erreicht werden konnte. Dargestellt ist jeweils die gemessene Expression
ohne Zugabe eines Liganden sowie der verbleibende Expressionswert, der bei
hdchster Ligandenmenge erreicht wurde. Die Zugabe von Eotaxin 1 sowie Substanz
1 fuhrte bei allen Mutanten zu einer effektiven Reduktion der Oberflachenexpression.
Ausnahme hierzu stellte die Zelllinie mit Mutation Y113A dar. Hier fihrte die Zugabe

von 300 nM Eotaxin 1 nur noch zu einer partiellen Internalisierung wahrend Substanz
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1 hingegen nicht mehr mit dem Rezeptor interagierte. Die Substanzen 2 und 3
fUhrten nur vereinzelt zu einer Internalisierung. Tabelle 8 gibt zusammenfassend eine
Ubersicht tber die EC50 Werte zur Rezeptorinternalisierung sowie die maximale
Internalisierung relativ zu Eotaxin 1 (%Kitrl) fur die einzelnen Substanzen. Dabei ist
zum einen die relative CCR3 Internalisierung innerhalb jeder Mutante (oberer Wert)
wie auch im Bezug auf die Potenz des Eotaxin 1 auf dem WtCCR3 (unterer Wert)

angegeben.

Tabelle 8: Internalisierungsvermégen von CCR3 Agonisten und Eotaxin 1

Angegeben sind EC50 sowie %Kirl-Werte im Bezug auf das Internalisierungsvermdgen der Liganden
mit Standardabweichungen. Die oberen %Kitrl Werte wurden ermittelt, indem die maximal erreichbare
Internalisierung mit Eotaxin 1 fur jede Mutante 100% gesetzt wurde und die anderen Liganden ins
Verhaltnis gesetzt wurden. Der zweite % Ktrl- Wert bezieht sich auf die Maximalinternalisierung des
Eotaxin 1 auf dem WtCCR3. Die Farbcodes charakterisieren die jeweiligen Liganden als volle
(dunkelgriin), partielle (hellgriin) und keine (rot) Agonisten. (Abk.: Eot 1=Eotaxin 1; n.b.=Wert nicht
bestimmt)

Eotaxin 1 | Substanz 1| Substanz 2] Substanz 3| Substanz 4
> 10 000 > 10 000 EC50
Wt -183 £ 8,8 -4,37 £ 12,5 % Ktrl Eot 1
-183 + 8,8 -4,37 £ 12,5 % Ktrl Wt Eot 1
n.b. n.b. n.b. n.b.
H114F n.b. n.b. n.b. n.b.
n.b. n.b. n.b. n.b.
> 10 000 .b.
H114A -1,65+ 10,5 In.b.
-2,5 n.b.
> 10 000 > 10 000 n.b.
Y41A 15,6 + 6,6 -11,5+1,5 |[n.b.

20,875 |]-15,7+0,89 |n.b.

> 10 000 > 10 000 n.b.
R95A 6,01+£04 [|-32,8+12,6 |n.b.
50+£0,86 [|-252%4,2 |n.b.

> 10 000 > 10 000 > 10 000 n.b.

Y113A 16,05 £ 15,5 |6,27 £ 11,0 |7,42+12,7 |n.b.
13,02£12,7 15,9+8,2 6,96 £ 9,5 n.b.

n.b.

Y291S n.b.
n.b.

> 10 000 n.b.

Y291F -52 n.b.
-1,36 £ 15,5 [n.b.

> 10 000 > 10 000 n.b.

CCR3-ga16 0,1 -7,9 n.b.
0,07 0 n.b.

70-100%
20-70%

kein Agonist 0-20%
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4.6.4 Inhibition der Eotaxin 1 induzierten Internalisierung durch
Antagonisten

Nachdem sowohl naturliche Liganden als auch CCR3-Agonisten auf den Mutanten
getestet wurden, sollte das Verhalten von antagonistisch wirkenden Substanzen
untersucht werden. Dazu wurden Substanzen aus verschiedenen Strukturklassen
ausgewahlt. Charakteristika der untersuchten Antagonisten aus vorausgehenden
Assays sind Tabelle 4 zu entnehmen. Die Resultate der Internalisierungsassays sind
graphisch in Abbildung 20 und Abbildung 21 gezeigt. Die ermittelten IC50- sowie
Kontrollwerte in % (%Kitrl) sind Tabelle 9 zu entnehmen. Substanz 5, Substanz 6
sowie Substanz 7 waren in der Lage, die Eotaxin 1 vermittelte Internalisierung in
gleicher Weise und sehr potent auf allen Zelllinien zu inhibieren. Die
Internalisierungsexperimente bestatigten die Charakterisierung der drei Substanzen
als volle Antagonisten basierend auf GTPyS-Daten. Im Gegensatz dazu konnte
Substanz 8 eine durch Eotaxin 1 induzierte Rezeptorinternalisierung des CCRS3 nicht
vollstandig inhibieren. Dies war ein Uberraschender Befund, da die Substanz 8 in
allen vorausgehenden Assays als potenter Antagonist klassifiziert wurde (Vgl.
Tabelle 4) und auch in vivo potent auf den Eotaxin-vermittelten Einstrom von
Eosinophilen wirkt (K. Erb und T. Bouyssou, Boehringer Ingelheim, Biberach,
unveroffentlichte Daten).

Substanz 5 konnte die durch Eotaxin 1 induzierte Internalisierung des WtCCR3 mit
einem IC50 von 1,25 nM sehr wirksam inhibieren. Die Mutationen Y113A, Y291F und
Y291S flhrten jedoch zu einer starken Reduktion der Wirksamkeit dieser Substanz
(1IC50 Werte: 201 nM, 24 nM und 1941 nM). Im Gegensatz dazu resultierten die
mutierten Aminosauren Y41A sowie R95A in einer deutlichen Erhdhung der
Wirksamkeit (IC50 Werte: 0,27 nM bzw. 0,09 nM).

Die Substanzen 6 und 7 zeigten ein sehr ahnliches Verhalten im Bezug auf die
CCR3 Mutationen Y291F und Y291S sowie Y113A. Die zuletzt genannte Mutante
fuhrte dazu, dass erstaunlicherweise die beiden Substanzen sehr viel potenter die
Eotaxin-induzierte Internalisierung inhibieren konnten als Substanz 5 und Substanz
8. Durch die beiden Mutationen der Aminosaure Y291 wurde die Wirksamkeit von
Substanz 5 sowie Substanz 7 stark reduziert. Die IC50 Werte auf Y291F wurden mit

knapp 70 nM flir beide Substanzen bestimmt. Deutlich drastischer war die reduzierte
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Wirkung far Y291S mit einem IC50 von 590 nM fir Substanz 6 und 330 nM flr
Substanz 7. Ebenso wie Substanz 5 zeigten die Substanzen 6 und 7 eine erhohte
die CCR3 Mutation Y41A. Die Substanz 7 konnte die
Rezeptorinternalisierung der CCR3 Mutante H114F mit einem IC50 von 20 nM noch
H114F

Datenschwankung leider keine verlassliche Aussage uber die Potenz der drei

Wirksamkeit fur

recht potent inhibieren. Fur lie® sich aufgrund der relativ hohen
anderen Antagonisten machen. Die Mutante mit R95A veranderte die Wirkung von
Substanz 6 nicht, wohingegen sie die Potenz von Substanz und Substanz 5
gegenuber dem WtCCR3 erhdhte. Aus den hier generierten Daten kann man
dass die Mutation Y113A nicht nur

Bindevermodgen von naturlichen Liganden und Agonisten, sondern auch auf die

schliefl3en, starken Einfluss auf das

Wirkung von Antagonisten hat

Tabelle 9: Inhibitionsvermégen von CCR3 Antagonisten auf die Eotaxin 1 induzierte
Internalisierung

Angegeben sind die EC50 Werte (oberer Wert) sowie das relative Inhibitionsvermdgen der
Antagonisten (%Ktrl, unterer Wert) £ SD (n=2-3). Die %Ktrl Werte beziehen sich auf das maximale
Internalisierungsfenster (basale Expression abziiglich der Expression bei voller Stimulation mit
Eotaxin 1). Dieses Fenster wurde 100% gesetzt. Das Vermogen der Antagonisten diese maximale
Eotaxin vermittelte Internalisierung zu inhibieren ist in den %Ktrl Werten angegeben. (Abk.: k. W. =es
konnte kein Wert ermittelt werden).

Substanz 5 | Substanz 6 | Substanz 7 | Substanz 8

Wt [1,25£005 [56+19 [1,9t1,8 [7/124 EC50
1243+1,9 [111,8+7,9 |1035+6,2 |52.6+58 | %Ki
L
H114F kW KW, 20 KW.
100 20.1 13.8 80.2
21£2,0  |>10000
137,59 + 24,1107,8 + 24,1 ]110,1+ 7,6 |28,7+5,8
Y41A  [027:0,1 [1,1£,04 [0,07+0,06 |156z20,6
140,252 |124,8+10,1 [126,3+ 10,9 |77,8 + 17,5
L |
RO5A  [0,09£0,02 [3,4%21 [02502 [27,9+18,0
143,919 [141,9+8,9 [124,5+256 |38,3 + 56,0
L |
Y113A  [201,1 0,36 0,77 16,21
73,1 87,2 88,5 78,1
L
Y2915 [1941 102 [590,9 329,6 + 10,8 |> 10 000
79,7+50,2  |258+42  |107,7+11,0 |-26,7 + 84,3
L |
Y291F [24,0:82 [67,6+10,6 |69,2+3,7 |> 10000
2238+ 24,8 |216,8+ 69 |187,6+ 48,3 |64,4 1919
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Ebenso auffallig war das Inhibitionsverhalten von Substanz 8. Sie war zwar bedingt
in der Lage die Rezeptorinternalisierung zu unterbinden, jedoch sehr viel weniger
effektiv als die anderen drei getesteten Antagonisten. Wahrend die Mutationen
H114A, Y291F und Y291S zu einem vollstandigen Aktivitatsverlust von Substanz 8
fuhrten, konnte sie auf CCR3-Y41A mit einem IC50 von 15,6 +20,6 nM und einer
maximalen Inhibition von 77,8% noch recht potent eine Internalisierung blockieren.
Auch durch die Mutationen R95A sowie Y113A wirkte Substanz 8 potenter einer
Rezeptorinternalisierung entgegen als fur den WICCR3. Da Substanz 8 zuvor im
GTPyS-Assay ebenso als potenter Antagonist charakterisiert wurde, lassen die
vorliegenden Ergebnisse den Schluss zu, dass Substanz 8 im Vergleich zu den
anderen Antagonisten einen anderen Wirkmechanismus zur Blockade der CCR3
Aktivierung hat. Denkbar ist zudem, dass die Substanz per se in der Lage ist, den

Rezeptor zu internalisieren. Dieses konnte wie unter 4.6.5 gezeigt bestatigt werden.

Abschlie®end sei noch folgende Beobachtung erwahnt: Vergleicht man die basalen
Expressionswerte aller Zelllinien mit den Expressionswerten nach Inkubation mit
Antagonisten in den hochsten Konzentrationen, so war ein Anstieg der
Rezeptorexpression auf der Zelloberflache zu verzeichnen. Daraus kann man
schlielen, dass die Substanzen an den Rezeptor gebunden und ihn dadurch auf der
Oberflache fixiert haben. Dadurch wurden weniger Rezeptormolekile basal
endozytiert als wieder zurtick an die Oberflache gelangten (siehe auch Substanzen 2
und 3 unter 4.6.3). Dies wiederum fuhrte zu einer Erhdhung der Zahl der

Rezeptormolekile auf der Oberflache.
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Wildtyp
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Abbildung 20: Potenz von Antagonisten eine Rezeptorinternalisierung zu inhibieren

Zellen wurden mit den entsprechenden Substanzen 10 min inkubiert und anschlieRend die Bindung
mit Eotaxin 1 flir 60 min kompetiert. Danach wurde die Zellen mit CCR3-spezifischem Antikérper
inkubiert und die Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie bestimmt (n=2-3). Die basale
Expressionsrate der Zellen (Pufferwert) wurde bestimmt, indem die Zellen mit Puffer ohne Zugabe von
Substanz oder Eotaxin inkubiert wurden. Dargestellt sind die gemessenen Expressionswerte + SEM.
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Abbildung 21: Potenz von Antagonisten eine Rezeptorinternalisierung zu inhibieren

Zellen wurden mit den entsprechenden Substanzen 10 min inkubiert und anschlieRend die Bindung
mit Eotaxin 1 flir 60 min kompetiert. Danach wurde die Zellen mit CCR3-spezifischem Antikdrper
inkubiert und die Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie bestimmt (n=2-3). Die basale
Expressionsrate der Zellen (Pufferwert) wurde bestimmt, indem die Zellen mit Puffer ohne Zugabe von
Substanz oder Eotaxin inkubiert wurden. Dargestellt sind die gemessenen Expressionswerte + SEM.
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Eine zusammenfassende Ubersicht (ber die Bedeutung der untersuchten
Aminosauren in der TMD des CCRa3 fur die Interaktion des Rezeptors mit nattrlichen

Liganden, Agonisten sowie Antagonisten liefert Tabelle 10.

Tabelle 10: Einfluss der mutierten Aminosauren auf die Interaktion mit den untersuchten
Liganden

Dargestellt sind die jeweils mutierten Aminosauren und ihr Einfluss auf die Rezeptorinternalisierung
des CCR3 nach Stimulation. Das Ergebnis fir den WtCCR3 wurde als Referenz verwendet. Weil}:
keine Veranderung, hellblau: leichte Veranderung und dunkelblau: starke Verdnderung gegenuiber

dem Wt. + erhdhte Potenz, - verminderte Potenz der Liganden gegenliber dem WtCCRS3. Abk.:
n.b.=Werte nicht bestimmt.

Liganden Wit Y41A R95A Y113A | H114A | H114F | Y291S | Y291F
Eotaxin 1 -

Eotaxin 2 -

Eotaxin 3
MCP 2
MCP 3
MCP 4

RANTES

Substanz 1
Substanz 2
Substanz 3

Substanz 5
Substanz 6
Substanz 7
Substanz 8
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4.6.5 Internalisierungsvermogen der Antagonisten

Aufgrund der Tatsache, dass Substanz 8 im FACS-basierten Internalisierungsassay
eine Eotaxin vermittelte Internalisierung nicht effektiv unterbinden konnte (Vgl. 4.6.4),
obwohl sie basierend auf GTPyS Daten als potenter CCR3 Antagonist charakterisiert
ist, sollte nun Uberprift werden, ob die Substanz per se zur Internalisierung des
hCCR3 Rezeptors fuhrt. Die Zelllinien wurden daher wie unter 3.10.1 beschrieben
mit den Substanzen 60 min inkubiert und anschliel3end die Rezeptorexpression Uber
spezifische  Antikérpermarkierung und Durchflusszytometrie  bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 22 und Abbildung 23 graphisch dargestellt. Zunachst
wurden alle 4 Substanzen getestet. Da Substanz 5, Substanz 6 sowie Substanz 7
wie unter 4.6.4 gezeigt gleich potent eine Eotaxin vermittelte Internalisierung
inhibieren konnten und auch auf den hier zunachst getesteten Zelllinien (WtCCRS,
Y41A, R95A und Y114 A) keine Internalisierung nach Stimulation mit den drei
Substanzen festgestellt werden konnte, wurde flr die Ubrigen Mutanten nur noch

Substanz 5 als Reprasentant der drei Substanzen getestet.

Es ist klar zu erkennen, dass nur Substanz 8 zu einer konzentrationsabhangigen
Internalisierung des Rezeptors bei allen Mutanten flhrte. Die anderen drei
Substanzen flhrten wie bereits unter 4.6.4 beschrieben zu keinem Effekt oder aber
zur Erhohung der Rezeptorexpression auf der Oberflache. Aus diesen
Beobachtungen kann man schlieRen, dass Substanz 8 im Gegensatz zu den
anderen getesteten Substanzen einen anderen Wirkmechanismus zur Inhibition des
CCR3 hat. Interessant ware jetzt, weitere Antagonisten auf ihr
Internalisierungsvermogen zu testen, um zu klaren, ob dieses Phanomen

strukturklassenspezifisch ist.
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Abbildung 22: Internalisierungsvermoégen von Antagonisten auf den Punktmutanten
-Fortsetzung in Abbildung 23-
Die Zellen wurden mit den antagonistischen Substanzen 60 min inkubiert und anschlielRend die
Rezeptorexpression mittels spezifischer CCR3-Antikérper Uber Durchflusszytometrie bestimmt. Da
sich Substanz 5, Substanz 6 und Substanz 7 auf dem WtCCR3, R95A, H114A, Y41A gleich verhalten,
wurde fir Y41A Y291S und F nur noch Substanz 5 als Reprasentant fir die drei sich
gleichverhaltenden Substanzen getestet (n=1-3). Dargestellt sind die gemessenen Expressionswerte

+ SEM.
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Abbildung 23: -Fortsetzung von Abbildung 22- Internalisierungsvermégen von Antagonisten
auf den Punktmutanten
Die Zellen wurden mit den antagonistischen Substanzen 60 min inkubiert und anschliefend die
Rezeptorexpression mittels spezifischer CCR3-Antikdrper Uber Durchflusszytometrie bestimmt. Da
sich Substanz 5, Substanz 6 und Substanz 7 auf dem WtCCR3, R95A, H114A, Y41A gleich verhalten,
wurde fir Y41A Y291S und F nur noch Substanz 5 als Reprasentant fir die drei sich
gleichverhaltenden Substanzen getestet (n=1-3). Dargestellt sind die gemessenen Expressionswerte

+ SEM.
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4.7 High-Content-Screening (HCS) zur Untersuchung der
Funktionalitat des CCR3

4.7.1 Rezeptorinternalisierung

Da die Untersuchungen zur Rezeptorinternalisierung im FACS-basierten Assay wie
unter 3.10.1 und 4.6 beschrieben vergleichsweise zeitintensiv sind und nur eine
relativ geringe Anzahl an parallelen Messungen maglich ist, wurde nach Alternativen
gesucht, mit denen der gleiche Parameter mit hoherem Durchsatz gemessen werden
kann. Eine Mdglichkeit hierzu stellt die Parallelisierte Konfokale Mikroskopie (,High
Content Screening“) dar. Diese Methode ermoglicht die gleichzeitige Analyse von
Immunfluoreszenzsignalen in 384er Zellplatten. Dazu wurden die CHO-CCR3Wt
Zellen oder CCR3 Mutanten in 384er Zellplatten ausgesat und mit den jeweiligen
Liganden 30 min inkubiert. Es folgte eine Permeabilisierung der Zellen mit
anschlielender Kern- sowie CCR3-Farbung mittels spezifischer, unterschiedlich
markierter Antikorper. Die Fluoreszenzsignale wurden mittels des IN Cell Analyzers
3000 (GE Healthcare) detektiert und die gewonnenen Daten mit entsprechenden
Algorithmen (siehe unten) analysiert. Der Rezeptor wird nach Stimulation endozytiert
und in Granula in der Zelle transportiert. Je nach Menge des internalisierten
Rezeptors werden diese Granula im Zellinneren mehr oder weniger CCR3 beinhalten
und damit nach Antikorper-Inkubation mehr oder weniger stark fluoreszieren. Die
Anzahl der Granula im Zellinnern wurde mittels des GRNO Algorithmus bestimmt
(39).

In einem zweiten Ansatz wurde die Fluoreszensintensitdt der Zelloberflache
analysiert. Wie bereits erwahnt, wird CCR3 nach Stimulation internalisiert und ist
damit nicht mehr auf der Membran zu detektieren. Die Zellen wurden wie oben
beschrieben stimuliert, aber nicht permeabilisiert, da in diesem Ansatz analog des
FACS-basierten Assays die verbleibende Oberflachenexpression gemessen werden
sollte. Konzentrationsabhangig nahm auch hier die detektierbare Menge des
Rezeptors auf der Oberflache ab. Die relative Fluoreszenz der Oberflache wurde
mittels des OBIO Algorithmus (Object intensity) bestimmt (39).

Abbildung 24 zeigt Fluoreszenzaufnahmen stimulierter Zellen mit Puffer oder 100 nM
Eotaxin 1. Man konnte deutlich eine Zunahme der intrazellularen Granula nach

Eotaxin-Inkubation erkennen. Prinzipiell funktionierten beide Methoden (Detektion
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der Granula wie auch der Oberflachenfluoreszenz) fur die hier verwendeten CHO-
Flp-In™ Zellen. Aufgrund der sehr hohen Assayschwankungen, die bis zum
Abschluss der Arbeit nicht vollstandig behoben werden konnten, werden keine
weiteren Daten gezeigt. Die Optimierung des Assays lauft derzeit noch und bietet fur
kinftige Untersuchung die Mdglichkeit in relativ kurzer Zeit viele Datenpunkte zu

generieren.

Puffer 100 nM Eotaxin 1

o . .
o . .

Abbildung 24: Inmunfluoreszenzaufnahmen von hCCR3 transfizierten CHO-Zellen nach
Stimulation mit Eotaxin

Die CHO Zellen wurden 30 min mit Puffer bzw. 100 nM Eotaxin 1 inkubiert und fixiert. Der hCCR3
Rezeptor wurde mit APC-markiertem anti-hCCR3 Antikérper detektiert. Die Internalisierung des
Rezeptors nach Stimulation wurde mittels eines GRNO Bildalgorithmus (39) quantifiziert.
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4.7.2 CCR3 abhangige Phosphorylierung von ERK

Neben der Detektion des Rezeptors Uber die Reduktion der Oberflachenexpression
nach Stimulation mit entsprechenden Liganden besteht die Moglichkeit, weitere, in
der Signalkaskade nachgeschaltete Parameter zu untersuchen. Eine Mdglichkeit
bietet hierzu die Messung der Phosphorylierung der Extrazellularen Rezeptor Kinase
(ERK). Nach Aktivierung des CCR3 durch Liganden kommt es Uber den MAP-
Kinaseweg (engl.: Mitogen-activated protein kinase) unter anderem zur
Phosphorylierung von ERK, die wiederum Einfluss auf die Genexpression der Zelle
nimmt. Im Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Punktmutanten
bietet dieser Assay die Moglichkeit, den Einfluss der Mutationen auf die
nachgeschaltete Signaltransduktion nach Stimulation mit entsprechenden Liganden

Zu untersuchen.

Die Phosphorylierung von ERK wurde ebenfalls wie unter 4.7.1 beschrieben Uber
Immunfluoreszenz gemessen. Zunachst wurden die CHO-Flp-In™ Zellen mit dem
WICCR3 mit 100 nM Eotaxin stimuliert und die Phosphorylierung von ERK in
Abhangigkeit der Zeit untersucht. Wie in Abbildung 25 zu erkennen ist, erhalt man fur
die untersuchten WtCCR3 Zellen 5 min nach Stimulation mit Eotaxin ein
Maximalsignal. Im folgenden wurde fur alle Mutanten die Zeitabhangigkeit der
ERK~P untersucht, und es konnte fur alle ein Maximalsignal nach 5 min ermittelt
werden. AnschlieBend wurden Konzentrationswirkungskurven fir die naturlichen
Liganden wie auch fir die bereits im FACS basierten Internalisierungsassay
untersuchten Substanzen fir alle verfugbaren CCR3 Mutanten durchgefihrt.
Prinzipiell konnte eine konzentrationsabhangige Phosphorylierung von ERK
festgestellt werden. Aufgrund von sehr hohen Assayschwankungen, die bis zum
Abschluss der Arbeit nicht vollstandig behoben werden konnten, werden keine
weiteren Daten gezeigt. Die Optimierung des Assays lauft derzeit noch und kann
dann eine gute Mdoglichkeit darstellen, die Punktmutanten des CCR3 weiter zu

charakterisieren.
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100 nM
Eotaxin 1

- .. . .
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Abbildung 25: Zeitabhingige ERK-Phosphorylierung nach Eotaxin Stimulation in CHO-Flp-In™
Zellen

CCRS3 transfizierte CHO-FIp-InT'VI Zellen wurden mit 100 nM Eotaxin stimuliert und die Zellen zu den
angegebenen Zeitpunkten mit 4% Formaldehyd und Hoechst 33342 Farbstoff fixiert. P~ERK wurde
mittels spezifischer Antikdrper detektiert und dieser Antikorper wiederum mit einem Alexa Fluor 647
markierten Sekundarantikorper. Die Bildanalyse erfolgte mittels eines OBIO (Object intensity algorithm)
(39).

4.7.3 Aktivierung von CCRa3 liber fluoreszenzmarkiertes Eotaxin 1

Da eine Bindung von Eotaxin an den CCR3 Rezeptor der transfizierten CHO-Flp-In™
Zellen mittels des dazu standardmallig verwendeten SPA-Bindungsassay nicht
nachgewiesen werden konnte, sollte mit fluoreszensmarkiertem Eotaxin getestet
werden, ob es moglich ist, Uber Immunfluoreszenzaufnahmen sowohl auf der
Oberflache gebundenes wie auch bereits mit dem Rezeptor internalisiertes Eotaxin 1

zu detektieren.

Die hCCR3-transfizierten Zellen (CHO-Flp-In"™-Wt) sowie die CHO-K1-hCCR3ga16
Zellen wurden mit Alexa647-markiertem Eotaxin 1 (Eotaxin Alexa 647 (human),
Almac Sciences, Edinburgh, GB) stimuliert, die Reaktion nach 30 min gestoppt und
die Fluoreszenzintensitat im IN Cell Analyzer 300 (GE Healthcare) ermittelt. Die
Menge an Granula wurde mittels eines GRNO Algorithmus bestimmt. Dabei konnte
mit zunehmender Eotaxinkonzentration ein Anstieg der A-Granula festgestellt werden
(Vgl. Abbildung 26). Das fluoreszenzmarkierte Eotaxin bot demnach die Moglichkeit
gebundenes wie auch internalisiertes Eotaxin Uber entsprechende Algorithmen fur

die Immunfluoreszenz zu quantifizieren.
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Denkbar ist ebenfalls eine Anwendung des fluoreszensmarkierten Eotaxins im

Rahmen der Durchflusszytometrie. Aufgrund der vergleichsweise hohen Kosten flr

das fluoreszenzmarkierte Eotaxin wurde diese Methode allerdings vorerst nicht

weiterverfolgt.

25
* CHO-K1-CCR3-ga.16
204 = CHO-FlpIn-CCR3Wt
©
2 15-
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o
< 10+
=
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1010 10 108 107
Konzentration Ligand (M)
CHO-K1-hCCR3-ga16 | CHO-FIpIn-CCR3Wt
EC50 2.305e-008 1.465e-008

Abbildung 26: Stimulation von
hCCR3-transfizierten CHO-Flp-In™-
Zellen (Wt) und CHO-K1-hCCR3-
ga16-Zellen mit Alexa647-Eotaxin 1.
Die Zellen wurden mit steigenden
Konzentrationen Alexa647-Eotaxin 1
stimuliert und anschlieRend fixiert. Die
Fluoreszensintensitat wurde im IN Cell
Analyzer (GE Healthcare) ermittelt.
Mittels eines GRNO Algorithmus wurde
die Anzahl an A-Granula im Zellplasma
bestimmt. Konzentrationsabhangig
konnte man eine Zunahme der Granula
sehen.
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5 Diskussion

Asthma ist eine chronisch-entzundliche Erkrankung der Atemwege, die mit stark
steigender Pravalenz in der BevoOlkerung auftritt. Verschiedene aulere Reize
resultieren letztlich in einer Aktivierung von in die Lunge eingewanderten
Eosinophilen Uber den CCR3 Rezeptor. Die von aktivierten Eosinophilen
sezernierten Entzindungsmediatoren fUhren zur charakteristischen
Entzindungsreaktion in der Lunge und fur die Betroffenen bedeuten die daraus
resultierenden Symptome wie Atemnot, Husten und eine vermehrte Schleimsekretion
bisweilen eine starke Einschrankung fur ihre Lebensqualitat. Die Behandlung eines
akuten Asthmaanfalls erfolgt vorrangig mit Bronchodilatoren wie B-Agonisten und
inhalativ verabreichte Kortikosteroide sollen Asthmaanfallen vorbeugen. Das Ziel
neue, spezifischere therapeutische Ansatze zur Behandlung des Asthmas zu finden,

macht den CCR3 Rezeptor zum Gegenstand aktueller Forschung.

Bisher konnte die Struktur des CCR3 Rezeptors wie auch anderer
Chemokinrezeptoren nur bedingt aufgeklart werden. Um beispielsweise spezifische
Rezeptorantagonisten entwickeln und zu optimieren kdnnen, ist es von essentieller
Bedeutung, die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung zu verstehen. Bisherige
Mutagenesestudien am CCR3 Rezeptor beschaftigten sich hauptsachlich mit den
extrazellularen Bereichen des GPCR, die vorwiegend an der Bindung von naturlichen
Liganden beteiligt sind, und den intrazellularen Bereichen, die fur die
Signalweiterleitung eine Rolle spielen. Man vermutet dagegen, dass antagonistisch
wirksame Molekule in der Transmembrandomane des Rezeptors analog des Retinals

beim Rhodopsin binden.

Ziel dieser Arbeit war die genauere Charakterisierung der TMD des CCR3
Rezeptors, um ein besseres Verstandnis fur die Rezeptor-Ligand Wechselwirkung zu
bekommen. Zu diesem Zweck wurden CHO-Flp-In™-Zellen mit dem CCR3 sowie 10
verschiedenen Punktmutationen in der TMD des CCR3 stabil transfiziert. Der
Einfluss dieser Mutationen auf das Bindevermdgen, Internalisierungs- sowie
Aktivierungsvermdgen von naturlichen Liganden wie auch agonistisch und
antagonistisch wirkenden Substanzen sollten in verschiedenen biochemischen und

funktionellen Assays untersucht werden.
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5.1 Flp-In™ System und Rezeptorexpression

Das verwendete CHO-Flp-In™-System erméglicht iiber zwei Plasmide (pOG44 und
pcDNA/FRT-Vektor) eine stabile Integration des CCR3 Rezeptors an immer
derselben Stelle in das Zellgenom. Eine Selektion erfolgreich transfizierter Zellen
sollte Uber Hygromycin gewahrleistet werden. Die zunachst in dieser Arbeit
aufgetretenen Probleme wie die ungleiche Expressionshéhe fir die einzelnen CCR3
Mutanten, das Wachstum der nicht transfizierten Zellen und der Verlust der
Rezeptorexpression im Laufe der Kultivierung legen nahe, dass es sich um
inhomogene Mischpopulationen aus transfizierten und nicht transfizierten Zellen
handelte. Ein moglicher Grund dafir kénnte ein suboptimal gewahltes Verhaltnis von
PcDNA/FRT- zur pOG44-Vektor DNA sein. Aus diesem Grund ware es denkbar, dass
es in einem Teil der Zellen zu einer FRT-Site unabhangigen, unspezifischen
Integration der Zielgene (CCR3- und Hygromycinresistenzgen) ins Genom kam, so
dass teilweise die Expression eben doch gestort war. Denkbar ware auch, dass es
sich bei den verwendeten CHO-Flp-In™-Zellen um eine inhomogene Zellpopulation
von bereits vom Hersteller FRT-transfizierten und nicht transfizierten Zellen handelte,

jedoch kann daruber nur spekuliert werden.

Fir einen Grofteil der CCR3-Mutanten gelang es, hoch exprimierende Einzelklone
zu isolieren. Der Sachverhalt liegt anders fir die Mutationen C207A, Y255A sowie
E287A. Bei diesen war es auch nach wiederholter Transfektion mit nachfolgender
Isolation von Einzelklonen aus der zuerst transfizierten Mischpopulation nicht
moglich, eine Expression hdher als 25% zu erreichen. In diesen Fallen ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Mutation Einfluss auf die Faltung und/oder die Expression
des Rezeptors hat. Bei E287A handelt es sich um einen konservierten Rest
unbekannter Funktion. Basierend auf den gewonnenen Daten scheint diese
Aminosaure essentiell fur die Faltung bzw. Expression des Rezeptors zu sein. Wise
et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss von E287 und konnten eine Expression in
ihren transfizierten Zellen erreichen. Dabei ist zu bemerken, dass es sich in ihrem
Fall um eine transiente Transfektion von L1.2 Zellen (murine pre-B Zellen) handelte,
die mehrfach in der Literatur als Zelllinie der Wahl zu finden sind (77, 86). Zudem
wahlten Wise et al. einen konservativen Austausch der Aminosaure 287 von

Glutamat (E) zu Glutamin (Q), so dass kein direkter Vergleich gezogen werden kann.
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Dennoch konnten sie aufgrund dieses Austausches geringere Chemotaxis nach

Stimulation mit Eotaxin 1 feststellen (115).

5.2 Verlust der Rezeptorexpression

Nachdem aus den zunachst transfizierten Mischpopulationen pro CCR3-Mutation
Einzelklone isoliert werden konnten, trat im Laufe der Zeit ein Verlust der
Rezeptorexpression auf. Zu vermuten ist, dass der Rezeptor trotz stabiler Integration
nach gewisser Zeit wieder aus dem Genom entfernt worden war oder aber, dass der
Promotor aus unbekanntem Grund abgeschaltet wurde. Allerdings hatten dann die
Zellen theoretisch unter Hygromycinselektion nicht mehr wachsen kénnen, da das
Gen fur Hygromycinresistenz vom selben Promotor kontrolliert wurde. Des weiteren
kann spekuliert werden, dass die transfizierten Zellen aus unbekanntem Grund nur
noch das Hygromycinresistenz nicht aber das fur den CCR3 Rezeptor exprimierten.
Dadurch konnte kein CCR3 mehr detektiert werden, die Zellen wurden dennoch nicht
in ihrem Wachstum unter Hygromycineinfluss gehemmt. Wahrscheinlicher ist jedoch,
dass durch hohe Splits (1:10 Uber das Wochenende) in einer inhomogenen
Population an exprimierenden Zellen das Verhaltnis von hoch- zu nieder
exprimierenden Zellen zu Ungunsten der hoher exprimierenden verschoben wurde.
Dieses Phanomen des Rezeptorverlustes trat fur die spater isolierten Einzelklone

nicht mehr auf, als die Zellen alle zwei Tage maximal 1:4 passagiert wurden.

5.3 Einfluss der CCR3 Mutationen auf das Bindungsvermogen von
Eotaxin 1

Der Einfluss der gewahlten Mutationen in der Transmembrandomane des CCR3

Rezeptors auf das Bindungsvermdégen von Eotaxin 1 sollte mittels des SPA-

Bindungsassays untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden Membranen der

transfizierten CHO-Flp-In™ Zellen prapariert und im Bindungsassay eingesetzt.

Neben den Membranen wurde der Assay mit ganzen Zellen durchgefuhrt.

Trotz Variation von verschiedenen Zellzahlen sowie der eingesetzten
Membranmenge konnte nur eine geringe spezifische Bindung detektiert werden.
Denkbar ist, dass die Zellen bzw. die Rezeptoren auf der Oberflache bei der
Membanpraparation einen nicht genauer zu definierenden Schaden erlitten haben,

was die Bindung der Liganden stark beeintrachtigte. Bei zwei der drei durchgefuhrten
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Membranpraparationen waren die Zellen bereits sehr dicht auf der Platte gewachsen
und zum Teil leicht abgerundet. Uber den negativen Einfluss des dichten Wachstums
auf die Zellen bzw. die Rezeptorexpression kann nur spekuliert werden. Mittels
durchflusszytometrischer hCCR3-Detektion konnte keine Beeintrachtigung der
Rezeptorexpression per se bei bereits sehr dicht wachsenden, abgerundeten Zellen
gegenuber flachig adharent wachsenden festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
Um auszuschlieRen, dass der Rezeptor beschadigt wurde, wie fur die
Membranpraparation angenommen, wurde der Assay mit ganzen Zellen durchgefuhrt
und diese zudem mit Acutase an Stelle von Trypsin abgenommen. Im Gegensatz zu
Trypsin, das die Zellen anverdaut, depletiert Acutase Ca®** und stort damit die
Bindung der Zellen an den Zellkulturflaschenboden. Es gilt dadurch als
schonenderes Reagens fur das Ablésen von Zellen. Um den Abloseprozess komplett
und damit eine potentielle Schadigung des Rezeptors zu umgehen, wurde der SPA-
Bindungsassay zudem mit bereits in Platten ausgesaten Zellen durchgefihrt.
Allerdings fuhrten auch diese Modifikationen nicht zu einer hoheren spezifischen
Bindung, so dass ziemlich sicher ausgeschlossen werden kann, dass die Rezeptoren

beschadigt waren.

Da Dairaghi et al. (20) eine Abhangigkeit der Bindung von Liganden an den hCCR3
Rezeptor von pH und der lonenzusammensetzung des verwendeten Puffers
feststellen konnten, sollten verschiedene Pufferzusammensetzungen verglichen
werden. Die letztlich gewahlte Magnesiumkonzentration von 5 mM ist auch die
Standard-Mg**-Konzentration, die Dairaghi et al. (20) verwendeten und bei
Euroscreen/PerkinElmer im Assayprotokoll (Handbuch fur Assays mit CCRS3
transfizierten CHO-K1 Zellen, ES-138-A, PerkinElmer Cellular Sciences, Belgien,
09/2003) zu finden. Dennoch liel3 sich mit dem Antagonisten (Substanz 5) unter
keiner der getesteten Bedingungen trotz erhdhter unspezifischer Signale eine
Verdrangung des eingesetzten '?°J-Eotaxin 1 und damit keine Reduktion der
spezifischen Bindung erreichen. Dairaghi et al. (20) fanden dagegen eine ,high
affinity condition“ bei pH 7,6 und zusatzlich 120 mM NaCl. Allerdings verwendeten
sie transfizierte Y3 Zellen, so dass kein direkter Vergleich gezogen werden kann.
Auch Sabroe et al. (86) konnten nur eine schwache Kompetition ihres CCR3
Antagonisten im Bindungsassay mit transfizierten L1.2 Zellen feststellen, obwohl er

potent auf Eosinophilen wirkte und eine Rezeptorinternalisierung inhibieren konnte.
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Da auch die Versuche mit den frisch geernteten Zellen (abgenommen mit Trypsin
sowie Acutase) keine Verbesserung gegenuber den eingesetzten Membranen
brachten, ist anzunehmen, dass die fehlende spezifische Bindung nicht auf das
eventuelle Zerstoéren des Rezeptors zuruckzufuhren war. Da auch an den nicht
transfizierten Zellen eine vermeintliche Bindung gemessen werden konnte, muss es
sich bei den detektierten Signalen um unspezifische Signale handeln. Interessant
dabei ist, dass Mutante Y113A ein leicht reduziertes Signal gegenuber den anderen
getesteten Zellen zeigte. Diese Mutation, hat wie die Internalisierungsdaten unter
4.6.2 zeigen sowie Wise et al. durch reduzierte Chemotaxis sehen konnten (115),

Einfluss auf die Bindung der natirlichen Liganden.

Trotz nicht optimaler Pufferbedingungen fur die K562 Zellen (normalerweise 25 mM
Mg®* und nicht 5 mM wie in diesem Fall) konnte fiir diese eine spezifische Bindung
von circa 50% detektiert werden, was im Rahmen der hier im Labor sonst erreichten
spezifischen Bindung liegt (personliches Gesprach). Dies belegt, dass zum einen die
verwendete Zellaufschlussmethode funktioniert und der Bindungsassay an sich
korrekt durchgefuhrt wurde.

Es ist zu vermuten, dass die verwendeten Pufferbedingungen trotz vieler versuchter
Varianten fiir die gewahlten transfizierten CHO-Flp-In"™-Zellen nicht die optimalen
waren. Moglich ist auch, dass trotz detektieter hCCR3 Expression mittels
Durchflusszytometrie, die Rezeptordichte auf der Oberflache in den zunachst
verwendeten transfizierten Mischpopulationen flur einen derartigen Assay zu gering
war. Um den Einfluss der Rezeptordichte auf die spezifische Bindung zu
untersuchen, wurde Y113A als Mutante mit der hochsten hCCR3 Expression mit
untersucht. Wie sich im Nachhinein herausstellte, beeintrachtigte diese Mutation die
Bindung der naturlich vorkommenden Liganden stark (115), so dass trotz hoher
Rezeptorexpression bei der eingesetzten Konzentration an Eotaxin 1 kein Signal

hatte entstehen konnen.
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5.4 Bestimmung der funktionellen Aktivitat des CCR3 mittels
GTPyS-Assay

Da mittels des SPA-Bindungsassays keine spezifische Bindung des Eotaxins an den
CCR3 Rezeptor detektiert werden konnte, sollte die funktionelle Aktivitat in einem
GTPyS-Assay getestet werden. Es konnte dabei zwar mit steigender
Membranmenge eine Erhéhung der Signale detektiert werden, jedoch konnte dies
gleichermalen fir die Pufferkontrolle wie die mit Eotaxin 1 oder einem CCRS3-
Agonisten stimulierten Membranen festgestellt werden. Daraus kann man schlief3en,
dass es sich ausschlieRlich um unspezifische Signale handelt und kein spezifischer
Austausch von GDP mit radioaktiv markiertem GTP (**S-GTPy) an der a-Untereinheit
der trimeren G-Proteine gemessen wurde. Auch in diesem Assay schienen die
gewahlten Pufferbedingungen nicht optimal fur die verwendeten CHO-Flp-In™ Zellen
gewesen zu sein. Denkbare Grunde sind ebenfalls wie unter 5.4 diskutiert eine
Zerstorung des Rezeptors bei der Praparation oder eine zu geringe Rezeptordichte

auf der Oberflache Aus diesem Grund wurde dieser Assay nicht weitergefuhrt.

Die Testung der naturlichen Liganden von hCCR3 (Eotaxin 1-3, MCP 2-4, RANTES)
auf den K562 Membranen ergab ein vergleichbares Ergebnis wie bereits von Wan et
al. (108) beschrieben (siehe Tabelle 6). Danach stellten Eotaxin 1, Eotaxin 2, MCP 2
und MCP 4 nahezu equipotente, volle Agonisten des CCR3 dar, wohingegen Eotaxin
3, MCP3 und RANTES partielle Agonisten waren. Die verwendeten Liganden waren

also alle funktionell aktiv.

5.5 Einfluss der CCR3 Mutationen auf die Rezeptorinternalisierung

Nachdem eine Charakterisierung der CCR3 Mutanten weder mittels SPA-
Bindungsassay noch im GTPyS-Assay moglich war, sollte die ligandeninduzierte
Rezeptorinternalisierung untersucht werden. Es wurde die prozentuale Reduktion der
Oberflachenexpression nach Stimulation mit Liganden mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.
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5.5.1 Kinetik der Rezeptorinternalisierung

Zunachst sollte ermittelt werden, in welchem Zeitraum nach Stimulation des CCR3
mit Ligand es zu einer Internalisierung des Rezeptors kommt. Zimmermann et al.
(119) konnten eine Internalisierung des CCR3 Rezeptors auf Eosinophilen bereits 15
min nach Stimulusgabe (in Form von Eotaxin 1) feststellen. In den hier
durchgefiihrten Versuchen konnte das Ergebnis bedingt fiir die CHO-Flp-In™-Zellen
bestatigt werden. 15 min nach Stimulation mit Eotaxin 1 war bereits ein Grol3teil der
Rezeptoren internalisiert, und es konnte mehrfach noch ein weiterer Riickgang der
Rezeptormenge auf der Oberflache im Zeitraum bis zu einer Stunde nach
Stimulusgabe festgestellt werden. Da jedoch kein Unterschied im Bezug auf das
Internalisierungsvermodgen der getesteten Liganden untereinander bzw. deren
Potenz zwischen 30 und 60 mindtiger Inkubation festgestellt werden konnte (Daten
nicht gezeigt), wurden alle Versuche mit 1h Inkubation durchgefihrt, um eine

maximale Internalisierung zu erhalten.

5.5.2 Rezeptorinternalisierung durch natlirliche Liganden

Nachdem eine Inkubationsdauer von 60 min festgelegt wurde, wurde der Einfluss der
Mutationen auf das Internalisierungsverhalten der natlrlich vorkommenden CCR3-
Liganden charakterisiert. Auf dem WtCCR3 wie auch den vergleichsweise getesteten
CHO-K1-CCR3-ga16 transfizierten Zellen konnte fur alle Liganden eine
konzentrationsabhangige Rezeptorinternalisierung gezeigt werden. Im Bezug auf die
Potenz der einzelnen Liganden konnten die Resultate des GTPyS-Assays bestatigt
werden, auch wenn sich assaybedingt fir alle Liganden ein héherer EC50 Wert im
Internalisierungsassay ergab. Fur die getesten Mutanten ergaben sich dagegen
einige Unterschiede im Bezug auf das Internalisierungsvermdgen der naturlichen

Liganden.

Dieser Befund ist aulerst interessant, da man nach bisherigen Studien davon
ausgeht, dass die naturlichen Liganden in erster Linie mit dem N-Terminus des
Rezeptors wechselwirken und es in einem zweiten Schritt zur Interaktion mit
Bereichen der extrazellularen Loops kommt (63, 65). Basierend auf den vorliegenden
Daten kann diese Annahme nun widerlegt bzw. dahingehend erweitert werden, dass
an der Wechselwirkung zwischen dem Rezeptor und den naturlichen Liganden auch

Aminosaurereste der Transmembrandomane mit beteiligt sind. Der groRte Effekt war
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fur die Aminosaure Y113A zu verzeichnen. Durch eine Mutation zu Alanin wurde die
Wechselwirkung aller Liganden mit dem Rezeptor sehr stark beeintrachtigt, so dass
eine nennenswerte Internalisierung ausschlieB3lich fur Eotaxin 1 und 2 zu sehen war.
Den Einfluss dieses Restes auf eine reduzierte Chemotaxis stimulierter Zellen
konnten Wise et al. ebenfalls feststellen (115). Bei Y113 handelt es sich um einen in
der Chemokinfamilie konservierten Rest. Fur CCR5 konnte gezeigt werden, dass der
entsprechende Rest (Tyr108) an der Wechselwirkung mit MCP 2 beteiligt ist (36).

Ebenso auffallig waren die Internalisierungsunterschiede fur Aminosaurepositionen,
die mit je zwei unterschiedlichen Aminosauren substituiert wurden. Es sind dies
H114F und H114A sowie Y291S und Y291F. Die Mutation H114F flhrte zu einer
deutlich hoheren Potenz von Eotaxin 1, 2 und MCP 2. Es ist daher zu vermuten,
dass die beiden Eotaxine sowie das MCP 2 uber den aromatischen Rest des
Histidins mit dem Rezeptor wechselwirken. Durch den Austausch gegen ein
Phenylalanin (F) wurde diese Wechselwirkung verstarkt. Dies kann einerseits auf
eine starkere Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor hindeuten, kann aber
auch bedingt durch eine Konformationsveranderung am Rezeptor sein. Da allerdings
alle Liganden in ihrer Wirkung beeintrachtigt wurden (hohere EC50 Werte), wenn das
Histidin gegen ein Alanin ausgetauscht wurde, scheint H114 wichtig fur die
Interaktion mit den Liganden zu sein. Anders verhielt es sich fur das MCP 4, dessen
Interaktion mit dem CCR3 durch den Austausch des Histidins gegen ein

Phenylalanin, nicht aber gegen ein Alanin beeintrachtigt wurde.

Noch auffallender war der Unterschied zwischen den Aminosauren Y291S und
Y291F. Phenylalanin ist eine Aminosaure mit ebenfalls aromatischem Seitenrest wie
das Tyrosin. Mittels dieser beiden Mutationen (F und S) kann man Aufschluss
dariber bekommen, ob die Wechselwirkung von Liganden und Rezeptor Uber den
Aromatenring vermittelt wird, oder aber die im Tyrosin zusatzlich vorhandene OH-
Gruppe eine Rolle spielt. Diese kann sowohl in einer direkten Interaktion als auch in
einer Stabilisierung einer bestimmten Rezeptorkonformation bestehen. Fir die
entsprechende Aminosaure im CCR5 Rezeptor, M287, wird beispielsweise eine
Beteiligung an einem TM H-Bricken-Netzwerk postuliert (61). Die Substitution mit
Serin beeinflusste vor allem die Wechselwirkung von MCP 2 und MCP 4, die nur
noch eingeschrankt zur Internalisierung der Rezeptoren fuhrten. Auch die

Internalisierung von RANTES wurde durch diese Mutation reduziert. Die beiden
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MCPs 2 und 4 wechselwirken nach den vorliegenden Daten vorwiegend mit dem
Aromatenring des Tyrosins, da ein Austausch der Aminosdure mit Serin ihr
Internalisierungsvermaogen stark beeintrachtigte. Im Gegensatz dazu beeinflusste der
Austausch mit Phenylalanin (F) vor allem die Potenz des Eotaxin 1 und 2. Daraus
folgt, dass an der Wechselwirkung der beiden Eotaxine mit dem Rezeptor die OH-
Gruppe des Tyrosins direkt oder indirekt beteiligt ist, beispielsweise durch das
Ausbilden einer Wasserstoffbrucke. Interessant ist, dass beide Eotaxine stark
beeintrachtigt wurden, obwohl sie strukturell lediglich 39% identisch sind. Gerade im
N-terminalen Bereich, der an der Bindung beteiligt ist, differieren sie stark (31). Der
beobachtete Unterschied fiir Eotaxin 2 und MCP 4 kdonnte damit erklart werden, dass
die beiden Liganden nach Forssmann et al. (31) nur 43% in ihrer
Aminosauresequenz ubereinstimmen und damit auch strukturell unterschiedlich sein
konnen. Im Gegensatz zu Y291F flhrte der Austausch der Aminosaure R95 gegen
ein Alanin dazu, dass Eotaxin 1 und Eotaxin 2 wiederum potenter als auf dem
WICCR3 eine Internalisierung stimulierten. Denkbar ist, dass die beiden Liganden
durch den Wegfall der recht grol3en Seitenkette des Arginins sich leicht modifiziert in
die Bindetasche lagern und dadurch mit anderen, benachbarten Aminosauren starker

interagieren konnen.

Die beiden partiellen Agonisten MCP 3 und RANTES wurden am wenigsten von den
Mutationen des CCRS3 beeintrachtigt. Dies kann unter anderem damit begrundet
werden, dass beispielsweise MCP 3 im Vergleich zu Eotaxin 1 auf andere Art mit
dem Rezeptor wechselwirkt wie Chung et al. 2003 (14) Uber Chimaren aus Eotaxin 1
und MCP 3 herausfanden. Fur die Bindung von MCP 3 an CCR3 ist nach ihren
Ergebnissen ausschliel3lich der N-Terminus verantwortlich. Demgegenuber nehmen
sie an, dass fur Eotaxin 1 weitere Bereiche involviert sind. Au3erdem ist denkbar,
dass sowohl MCP 3 als auch RANTES eine hdhere Flexibilitdt zeigen, wenn es um
die Wechselwirkung mit dem Rezeptor geht und dadurch weniger auf die Interaktion
mit einzelnen Aminosauren angewiesen sind. Dies kann damit erklart werden, dass
MCP 3 und RANTES z.B. auch uber den CCR1 und CCR2 Rezeptor agieren (33).
Dass die Chemokine vor allem im N-terminalen Bereich sowie dem N-Loop hoch

flexibel sein kdnnen, zeigten beispielsweise Crump et al.(18).

Aufgrund von fehlenden Bindungsdaten lasst sich keine Aussage daruber machen,

ob die jeweiligen mutierten Aminosauren die Bindung der Liganden beeintrachtigten
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und dadurch keine Internalisierung des Rezeptors moglich war. Der andere Fall
ware, dass die nachgeschaltete Signaltransduktion durch die Mutationen beeinflusst
wurde und dadurch eine Internalisierung verhindert wurde. Da fur die CCRS3-
Mutanten unterschiedliche Effekte fur die verschiedenen Chemokine beobachtet
werden konnten und die Signaltransduktion nach Aktivierung aber vermutlich
unabhangig vom Chemokin in gleicher Weise ablauft, legen die hier generierten
Daten nahe, dass es sich um eine direkte Wechselwirkung der Liganden mit den
entsprechenden Aminosauren handelt. Um diese wichtige und spannende Frage
letztlich zu klaren, ist es erstrebenswert, einen weiteren Bindungsassay zu
etablieren. Denkbar ist dies mit transfizierten L1.2 Zellen, mit denen bereits
erfolgreich Bindungsdaten generiert werden konnten (5, 26). Denkbar ist auch, dass
es ausschlieBlich zu einer Signalweiterleitung, aber zu keiner Internalisierung kam.
Diesbezlglich ware es interessant, die jeweiligen Mutanten in einem weiteren

funktionellen Assay wie einem Chemotaxisassay zu testen.

5.5.3 Rezeptorinternalisierung durch Agonisten

Neben naturlichen Liganden des hCCR3 Rezeptors sollten agonistisch wirksame,
also hCCR3 aktivierende, Substanzen auf den Mutanten getestet werden. Basierend
auf Daten zuvor durchgefihrter Assays konnten Substanz 1 und 4 auch im
Internalisierungsassay als volle Agonisten des WtCCR3 identifiziert werden.
Demgegenuber hatten die Mutationen H114A sowie Y113A einen starken Einfluss
auf das Internalisierungsvermdgen von Substanz 1. Fir H114A war Substanz 1 noch
gleich effizient (maximale Internalisierung moglich), aber deutlich weniger potent mit
einem EC50 >1000 nM. Diese Aminosaure hat also Einfluss auf die Wechselwirkung
von Substanz 1 mit dem Rezeptor, nicht aber von Eotaxin 1. Demgegenuber fuhrte
der Austausch von Y113 gegen ein Alanin dazu, dass Substanz Uberhaupt nicht
mehr in der Lage war, zu einer Internalisierung des Rezeptors zu flhren. Diese
beiden Mutationen beeinflussten also die Substanzwechselwirkung stark. Histidin (H)
hat ebenso wie Tyrosin (Y) ein aromatisches Ringsystem, was durch die Substitution

mit Alanin (A) verloren ging.
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Fir Substanz 1 ist folglich eine Interaktion mit den aromatischen Ringsystemen von
H114 und Y113 unabdingbar. In diesem Zusammenhang ist es schade, dass keine
verlasslichen Daten fur H114F generiert werden konnten. Es kann nur spekuliert
werden, dass H114F demnach keinen Einfluss auf die Wirkung von Substanz 1 hat.
Eotaxin 1 war zwar auch auf die Interaktion mit Y113 angewiesen ist, fihrte aber

dennoch in hohen Konzentrationen zu einer partiellen Internalisierung.

Da auf H114F eine sehr starke Datenschwankung bzw. kaum Effekte zu verzeichnen
waren, kann fur diese Mutation keine verlassliche Aussage getroffen werden.
Aufgrund der Tatsache, dass derartig groRe Schwankungen wiederholt auftraten
(siehe auch 4.6.2) kann einerseits vermutet werden, dass diese Mutation starken
Einfluss auf die Wechselwirkung der Agonisten nimmt. Denkbar ist auch eine
Wechselwirkung des verwendeten Antikorpers mit der betreffenden Aminosaure und
dass durch Mutation dessen Bindung an den Rezeptor beeintrachtigt wurde. Dies
lasst sich allerdings nicht eindeutig mit den unter 4.6.2 erhaltenen Daten in Einklang
bringen. Allerdings handelte es sich dabei um einen anderen Einzelklon als bei dem,
der in diesem Assay verwendet wurde. Da der zuerst verwendete, wie unter 4.3
beschrieben, seine Expression im Laufe der Zeit verloren hat und auch nach
erneutem Auftauen der Zellen keine hohe Expression mehr zu verzeichnen war,
wurde fur weitere Experimente ein anderer Einzelklon verwendet. Theoretisch sollte
dies allerdings keinen Unterschied machen, was bei allen Ubrigen Mutanten auch

nicht festgestellt werden konnte.

Neben der sehr potenten agonistischen Substanz 1 wurden die nicht eindeutig als
Agonisten oder Antagonisten charakterisierten Substanzen 2 und 3 ebenfalls auf ihr
Internalisierungsverhalten auf den CCR3 Mutanten untersucht. Bei diesen beiden
Substanzen galt die spannende Frage zu klaren, ob eine der gewahlten Mutationen
ihre Wirkung auf CCR3 stark zum Agonismus oder Antagonismus verandert. Ein
derartig drastischer Effekt konnte allerdings nicht beobachtet werden. Basierend auf
den hier gewonnenen Daten muss man davon ausgehen, dass es sich bei den
Substanzen 2 und 3 nicht um volle Agonisten, sondern sogar eher um Antagonisten

handelt und dass diese Eigenschaft nicht durch eine der Mutationen verandert wird.
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Far den Wi, bedingt fir H114F, Y41A, R95A, Y113A sowie fir die CHO-hCCR3-ga16
Zellen konnte gezeigt werden, dass die Substanzen zu einer leichten Erh6hung der
Rezeptorexpression auf der Oberflache fuhrten. Man kann daraus folgern, dass die
Substanzen zwar an den Rezeptor binden konnten, es jedoch zu keiner weiteren
Aktivierungskaskade kam. Normalerweise herrscht ein stetiger basaler Umsatz des
Rezeptors, d.h. ein gewisser Prozentsatz der Rezeptoren wird internalisiert und
wieder an die Oberflache gebracht. Denkbar ist, dass die Rezeptoren nach Binden
der genannten Substanzen auf der Oberflache fixiert und damit nicht mehr
endozytiert wurden, wohl aber intrazellular vorhandene Rezeptoren weiter an die

Oberflache gelangten.

Auffallend beim Betrachten der Konzentrations-Wirkungskurven war jedoch, dass fur
die Mutationen H114A, Y291S und Y291F und R95A eine leichte Reduktion der
Oberflachenexpression nach Stimulation mit 10 yM Substanz 2 erreicht werden
konnte. Man kann also davon ausgehen, dass die 4 genannten Mutationen in der
TM-Region dazu fuhren, dass Substanz 2 etwas besser mit dem Rezeptor
interagieren kann als mit dem WtCCR3. Denkbar ist, dass der einfach geladene
basische Stickstoff im Arginin einen Einfluss auf die Wechselwirkung hat. Es soll an
dieser Stelle allerdings nicht weiter Uber den Einfluss von R95 spekuliert werden, da
die Rolle dieser Aminosaure weiterhin sehr unklar ist. Denn es ist dariber hinaus
madglich, dass R95 an der Stabilisierung der ECL Bereiche beteiligt ist und dadurch
indirekt Einfluss auf die Ligandenwechselwirkung nimmt. Da der Austausch des
Tyrosins 291 gegen ein Phenylalanin (mit ebenfalls aromatischer Seitenkette) keinen
negativen Einfluss auf das Internalisierungsvermogen von Substanz 2 im Vergleich
zu Y291S hatte, scheint diese Aminosaure des CCR3 fur die Wechselwirkung mit
Substanz 2 nicht relevant zu sein. Interessant ware jetzt zu untersuchen, inwieweit
die Substanz 2 und Substanz 3 in der Lage sind, eine Eotaxin-induzierte

Rezeptorinternalisierung zu inhibieren.
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5.5.4 Inhibition der Rezeptorinternalisierung durch Antagonisten

Mit dem Ziel die Rezeptor-Antagonisten-Wechselwirkung besser verstehen zu
konnen, sollte der Einfluss der mutierten Aminosauren auf die Potenz ausgewahlter
antagonistisch  wirkender Substanzen Uberprift werden. Vier strukturell
unterschiedliche, als potente CCR3 Inhibitoren charakterisierte Substanzen, sollten
im Internalisierungsassay getestet und auf ihr Vermogen, eine Eotaxin-induzierte
Rezeptorinternalisierung zu inhibieren, untersucht werden. Substanz 5, Substanz 6
sowie Substanz 7 konnten trotz ihrer unterschiedlichen Strukturen auf allen Mutanten
inklusive dem WtCCRS3 nahezu equipotent eine Eotaxin 1 vermittelte Internalisierung
blocken. Daraus lasst sich ableiten, dass keine der gewahlten Aminosauren
ausschlieBlich entscheidenden Einfluss auf eine Rezeptor-Antagonisten-Interaktion
hat.

Die Potenz von Substanz 5 und Substanz 7 wurde durch die Mutationen Y41A und
R95A gesteigert. Es kann spekuliert werden, dass durch das Alanin diese beiden
Substanzen besser mit anderen benachbarten Resten interagieren konnten, da die
relativ groRen Aminosaurereste des Arginins sowie der Aromat des Tyrosins nicht
mehr vorhanden waren. Substanz 6 blieb in ihrer Wirkung dagegen von diesem
Austausch unbeeinflusst und scheint daher nicht auf eine Wechselwirkung mit dem

im Tyrosin vorhandenen Aromaten angewiesen zu sein.

FiUr die Wechselwirkung von Substanz 5 mit dem Rezeptor ist anhand der erhaltenen
Daten der aromatische Rest der Aminosaure Y113A notwendig, da ein deutlicher
Verlust der Potenz im Vergleich zu den anderen Antagonisten zu verzeichnen war.
Problematisch fur diese Mutante war, dass die Zellen mit unverhaltnismalig viel
Eotaxin 1 (300 nM) stimuliert werden mussten, um Uberhaupt ein geringes Fenster
der Internalisierung zu erhalten. Dass flr Y113A als einzige der Mutanten nicht das
volle Internalisierungsfenster inhibiert werden konnte, kann auf die hohe Menge an
Eotaxin zuruckzufuhren sein. Zudem ist es nicht gelungen, dieses Experiment trotz
zweimaliger Wiederholung zu reproduzieren, weil keine verlassliche Internalisierung
mit Eotaxin in diesen Versuchen moglich war. Vaidehi et al. konnten fir den CCR1
Rezeptor jedoch auch zeigen, dass Y113A (nicht aber Y113F) sowohl die Bindung
des naturlichen Liganden als auch des Antagonisten Bx 471 negativ beeinflussten
(104). Des weiteren wurde durch die Mutationen Y113A sowie Y41A und Y291A eine
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durch Bx 471 unterdrickte Chemotaxis aufgehoben. Vergleicht man deren
Ergebnisse mit den hier beobachteten Effekten, scheint der Einfluss von Y113A auf
die Wirkung von Substanz 5 durchaus trotz mangeinder Reproduzierbarkeit

glaubwurdig.

Der starkste Einfluss auf die Potenz aller getesteten Antagonisten war fir Y291S zu
beobachten. Daraus kann man schlie3en, dass diese Aminosaure essentiell fur die
Wechselwirkung von Antagonisten mit dem CCRS ist. Der konservative Austausch
des Tyrosins gegen ein Phenylalanin an dieser Stelle beeintrachtigte die Potenz aller
Antagonisten ebenfalls, allerdings weniger stark als der Austausch gegen ein Serin.
Daraus folgt, dass alle Substanzen zu einem gewissen Grad mit der OH-Gruppe des
Tyrosins wechselwirken, allerdings das Vorhandensein eines aromatischen
Ringsystems unerlasslich fur die Antagonistenwirkung ist. Auch in diesem Bereich ist
alternativ eine Beteiligung der OH-Gruppe des Tyrosins an einem TM H-Brlicken-
Netzwerk denkbar (siehe oben, (61)). Ungllicklich in diesem Zusammenhang ist,
dass fur die Mutation H114F keine verlasslichen Daten generiert werden konnten.
FUr die Aminosaure H114 gab es ebenso wie fur Y291 zwei unterschiedliche
Aminosaureaustausche. Mit Phenylalanin (F) wurde Histidin (H) konservativ
ausgetauscht, indem das Ringsystem erhalten blieb. Durch den Austausch mit Alanin

ging dieser verloren.

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Substanzen 5, 6 und
7 zwar Uber die gleichen Aminosauren des CCR3 wechselwirken, die Wirkung der
drei getesteten Substanzen jedoch je nach Mutation unterschiedlich moduliert wurde.
Aus den Ergebnissen ergibt sich, dass fast alle untersuchten Mutationen des CCR3
zu einer veranderten Wechselwirkung der Antagonisten mit dem Rezeptor fuhren.
Interessant dabei war, dass einige Aminosauren zur Aktivitatserhdhung (Y41A,
R95A) oder Aktivitatsreduktion (Y291F und Y291S) aller Substanzen beitrugen.
Dagegen hatten andere  Aminosaureaustausche (H114F und Y113A)
unterschiedlichen Einfluss auf die Wechselwirkung des Rezeptors mit den
Substanzen. Bei der Mutation Y113A verlor Substanz 5 an Potenz, wohingegen

Substanz 6 sowie Substanz 7 effektiver wirkten.
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Der markanteste Effekt in der Reduktion der Potenz der Antagonisten sei an dieser
Stelle noch einmal besonders betont. Es ist dies der Wirkungsunterschied der
Antagonisten zwischen den CCR3 Mutationen Y291F und Y291S. Wahrend auf den
mit Y291F transfizierten Zellen eine effektive Inhibition der Eotaxin-induzierten
Internalisierung moglich war, waren die Antagonisten auf Mutation Y291S lediglich in
der Lage, in sehr hohen Konzentrationen einer Internalisierung entgegen zu wirken.
Der vorhandene Aromatenring im Tyrosin (Y) sowie im Phenylalanin (F) scheint also
verantwortlich fur die Antagonisteninteraktion zu sein. Wurde der Aromat mit einer
SH Gruppe, wie in der Aminosaure Serin (S) vorhanden ist, ausgetauscht, ist die

Interaktion stark beeintrachtigt.

Wie bereits oben erwahnt, konnten Vaidehi et al. zeigen, dass auch die Substitution
des Tyrosins 291 mit einem Alanin am CCR1 zu stark reduzierter Chemotaxis fuhrte.
Sowohl fur den CCR1 als auch den CCR3 Rezeptor ist Aminosaure Y291 also
unablassig fur die Interaktion mit Antagonisten wie auch aktivierenden Liganden.
Diese Beobachtung untermauert die relativ hohe Strukturhomologie des CCR1 und
CCR3 Rezeptors (54).

Die aus vorausgehenden Assays als ebenso potenter Antagonist charakterisierte
Substanz 8 fiel vollig aus dem Rahmen. Schon auf dem WtCCR3 war sie nur zu einer
schwachen Inhibition der Eotaxin-induzierten Internalisierung fahig. Lediglich eine
Substitution mit Alanin fur die Reste R95, Y41 und Y113 fuUhrte zu einer leichten
Steigerung des Inhibitionsvermdgens im Vergleich zum WtCCR3. Es kdnnte sein,
dass Substanz 8 folglich in seiner Wechselwirkung mit dem Rezeptor durch die
Reste des Arginins und Tyrosins gehindert wurde. Die Beobachtungen legen nahe,
dass Substanz 8 im Gegensatz zu den anderen 3 getesteten Antagonisten einen

anderen Wirkmechanismus zur Blockade des CCR3 besitzt.
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5.5.5 Rezeptorinternalisierung durch Antagonisten

Aufgrund der Tatsache, dass Substanz 8 eine Eotaxin vermittelte
Rezeptorinternalisierung nicht effizient inhibieren konnte, sollte untersucht werden,
ob die verwendeten Antagonisten per se in der Lage sind, den Rezeptor zu
internalisieren. Im Gegensatz zu den 3 anderen getesteten Antagonisten, flhrte
Substanz 8 selbst zu einer CCRS3-Internalisierung, jedoch zu keiner
nachgeschalteten Aktivierungskaskade. Damit lasst sich die beobachtete
verminderte Potenz, eine Eotaxin vermittelte Internalisierung zu inhibieren, erklaren.
Eine ahnliche Beobachtung machten Mack et al.(60). Durch AOP-RANTES
(aminooxypentane RANTES) konnten sie eine Internalisierung des CCR5 Rezeptors
feststellen. Ein darauf folgender Recyclingprozess des Rezeptors konnte jedoch
nicht nachgewiesen werden. Zu vermuten ist, dass man gerade in hohen
Konzentrationen zwei sich Uberlagernde Effekte fur Substanz 8 hatte. Zum einen das
Inhibitionsvermdgen des CCR3 Rezeptors durch Substanz 8, und zum anderen die
durch sie verursachte Rezeptorinternalisierung. In diesem Zusammenhang ist es nun
interessant, weitere Antagonisten auf ihr Internalisierungsvermogen zu untersuchen,
um herauszufinden, ob es sich bei dem beobachteten Phanomen um ein

strukturklassenspezifisches handelt.

Basierend auf den hier gewonnenen Daten ist zu vermuten, dass naturliche Liganden
wie auch agonistisch sowie antagonistisch wirkende Molekule zwar in ihrer
Wechselwirkung mit dem Rezeptor uUberlappende Strukturbereiche/Aminosauren
haben, jedoch prinzipiell Gber verschiedene Weisen interagieren. Dies bekraftigt eine
Untersuchung von Sabroe et al. (86) mit ihrem CCR1/CCR3 Antagonisten UCB
35625. Sie konnten beobachten, dass ihr Antagonist zwar potent einen Eotaxin-
induzierten ,Shape Change“ von Eosinophilen sowie eine Rezeptorinternalisierung
unterbinden konnte, jedoch nur sehr schwach in der Lage war, mit Eotaxin um die
Bindung an die Rezeptoren zu kompetieren. Daraus folgerten sie, dass die
Aminosauren/Rezeptorbereiche fur die Wechselwirkung von natlrlichem Liganden
und Antagonisten mit dem Rezeptor nur teilweise Uberlappen. Auch Saita et al. (88)
konnten nachweisen, dass ihr identifizierter und charakterisierter CCR5 Antagonist
(YM-370749) mit Aminosauren in den TMD IIl, V, VI und VIl wechselwirkt, und damit

in erster Linie nicht mit den Interaktionsstellen von RANTES Uberlappt.
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Der Grat zwischen Agonismus und Antagonismus ist oft sehr schmal, wie
beispielsweise Anderskewitz et al. (3) herausfanden. Bereits die Modifikation bzw.
Austausch einer oder zweier Seitengruppen (z.B. von NH) oder einzelner Atome
(CI=>Br) kann die Aktivitat eines Molekuls verandern und es von einem Agonisten zu
einem Antagonisten konvertieren. Des weiteren wurde berichtet, dass in Studien mit
dem Ziel, Rezeptorantagonisten fur den CCR5, CCR8 sowie den CXCR3 Rezeptor
zu entwickeln, vorrangig agonistisch wirkende Substanzen generiert wurden (88, 97).
Einen sehr guten Uberblick Uber den aktuellen Stand auf dem Gebiet der
Entwicklung von Chemokinrezeptorantagonisten gibt der Artikel von Wise und Pease
2007 (114).

Die Tatsache, dass einzelne Punktmutationen sowohl Agonisten als auch
Antagonisten beeinflussen konnen, zeigt wie ahnlich deren Wechselwirkung mit dem
Rezeptor ist und ist ein Hinweis darauf, dass die Bindetaschen Uberlappen. Dies
wiederum bietet aber auch die Moglichkeit, durch leichte strukturelle Modifikation
eines agonistisch wirkenden Molekuls dieses in einen Antagonisten umzuwandeln
und erhoht damit das Potential, auf dem Gebiet der CCR3 Antagonisten fur die

Asthmatherapie eines Tages grolde Erfolge zu erzielen.
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