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Referat: 

Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) bildet die größte Gruppe von 

Membranrezeptoren im menschlichen Organismus. Für viele GPCRs sind bisher die 

physiologischen Funktionen nicht bekannt. Das biologische Verständnis der Funktionen im 

menschlichen Organismus dieser sogenannten „orphan“ GPCRs (oGPCRs) hat, aufgrund 

möglicher kausaler Beteiligung an der Pathogenese von Erkrankungen sowie deren 

therapeutische Beeinflussbarkeit, hohe medizinische Relevanz.  

Die GPCRs der P2Y12-ähnliche Rezeptorgruppe besitzen eine große physiologische Bedeutung 

bei der Thrombozytenaggregation und der Induktion der Migration von immunokompetenten 

Zellen in Schädigungsgebiete. Der ADP-Rezeptor P2Y12 kann durch verschiedene 

pharmakologische Wirkstoffe beeinflusst werden, was bereits klinisch-therapeutisch genutzt wird. 

Diese Gruppe von GPCRs enthält jedoch auch Mitglieder, deren Funktionen völlig unbekannt 

sind. Einer dieser oGPCRs ist der GPR34. Ziel dieser Arbeit war es, mittels verschiedener in-

vitro-Methoden und anhand eines GPR34-defizienten Mausstamms die physiologische Relevanz 

dieses P2Y12-ähnlichen Rezeptors zu analysieren. Dazu wurde ein GPR34-Knockout-

Mausmodell etabliert. Die GPR34-Defizienz hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die 

Entwicklung, Morphologie, das Wachstum oder die Fertilität bei Mäusen. Die Ergebnisse aus 

Immunisierungs– und Infektionsstudien zeigten jedoch, dass dieser evolutionär hoch konservierte 

Rezeptor eine wichtige Funktion in der Feinkontrolle der zellulären Immunabwehr ausübt. Neben 

einer verstärkten Antwort im Delayed-type Hypersensitivity (DTH)-Test war die Abwehr einer 

Cryptococcus-Infektion in diesem GPR34-defizienten Tiermodell beeinträchtigt. Signifikant 

erhöhte Zytokinspiegel nach Antigen- bzw. Pathogenexposition deuteten auf eine gestörte 

Immunregulation in GPR34-defizienten Mäusen hin. Weiterführende Untersuchungen sollten 

sich der Identifizierung des endogenen Agonisten und der Funktion des GPR34 bei der 

Koordinierung der zellulären Immunreaktion widmen. 
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1 Einleitung 

Die zelluläre Kommunikation wird über verschiedene Familien von zytosolischen und 

membranären Rezeptoren gewährleistet. Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 

(GPCRs) bildet mit über 900 Mitgliedern die größte Gruppe von Membranrezeptoren im 

menschlichen Organismus (Fredriksson et al., 2005). Auf Grund ihrer Transmembrantopologie 

werden GPCRs auch als Sieben-Transmembrandomänen-Rezeptoren bezeichnet. GPCRs sind für 

die Signaltransduktion von Licht-, Geruchs- und Geschmacksreizen, Hormonen und 

Neurotransmittern verantwortlich. Sie spielen auch eine entscheidende Rolle bei 

Entzündungsprozessen, Chemotaxis sowie beim Zellwachstum und bei der Zelldifferenzierung. 

Nach Bindung eines Agonisten an seinem spezifischen Rezeptor erfolgt eine 

Konformationsänderung, die auf ein intrazelluläres heterotrimeres G-Protein übertragen wird. In 

Abhängigkeit von der G-Protein-Selektivität des GPCR werden verschiedene intrazelluläre 

Signalwege und Second messenger-Systeme moduliert (Wess, 1998).  

Über 200 GPCRs konnten bisher Transmitter- und Hormonsystemen zugeordnet werden und 

stellen für ungefähr 60 % der gegenwärtig verordneten Pharmaka den Hauptangriffspunkt dar. 

Jedoch ist für viele GPCRs weder die Funktion noch der endogene Bindungspartner (Ligand) 

bekannt. Diese Rezeptoren werden als sogenannte „orphan“ GPCRs (oGPCRs) bezeichnet. In den 

vergangenen 15 Jahren sind GPCRs nicht nur als therapeutisches Ziel sondern auch als Ursache 

für verschiedene Erkrankungen in den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen geraten. So 

verursachen Mutationen in GPCRs eine Vielzahl an Erkrankungen, unter ihnen Wachstums-, 

Differenzierungs-, Fertilitäts- und Sehstörungen sowie maligne Tumoren (Schöneberg et al., 

2004). Es ist zu erwarten, dass durch die „Deorphanisierung“ von GPCRs neue Phänotypen und 

Erkrankungen des Menschen verschiedenen Mutationen in diesen oGPCRs zugeordnet werden 

können. 

1.1 Das Repertoire von GPCR im humanen Genom 

Nach der Aufklärung und Validierung der Sequenz des Rhodopsins durch Nathans und Hogness 

Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts (Ferretti et al., 1986; Nathans and Hogness, 1983) 

wurden nachfolgend weitere bis dato bereits bekannte GPCRs, wie beispielsweise aminerge 

Rezeptoren, kloniert und sequenziert (Kobilka et al., 1987a; Kobilka et al., 1987b). Jedoch erst 

mit der Sequenzierung des menschlichen Genoms durch das Human Genome Sequencing 

consortium (Lander, 2004) und anderer Säugetiere (beispielsweise durch das Chimpanzee 
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Genome Sequencing consortium (Mikkelsen et al., 2005; Waterston et al., 2002)) konnte das 

komplette Repertoire an GPCRs beschrieben werden (Foord et al., 2005).  

Olfaktorische Rezeptoren bilden mit ca. 900 Genen die größte Gruppe von GPCRs in Vertebraten. 

Dabei kodieren im menschlichen Genom nur ein Drittel der Gene für intakte Rezeptoren, der 

weitaus größere Anteil (63%) kodiert für Pseudogene (Gilad et al., 2003; Mombaerts, 2001). 

Innerhalb der Gruppe der nicht-olfaktorischen GPCRs konnte gegenwärtig für ca. 215 

Rezeptoren der natürliche Agonist identifiziert werden. Die Agonisten und die Physiologie von 

weiteren 155 oGPCRs sind bisher unbekannt (Wigglesworth et al., 2006). 

Auf der Basis von strukturellen Ähnlichkeiten und evolutionären Aspekten werden die humanen 

GPCRs in fünf Familien eingeteilt (sogenannte GRAFS Klassifizierung): die Glutamat-, 

Rhodopsin-, Adhesion-, Frizzled/Taste2- und Sekretinfamilie (Fredriksson et al., 2003; 

Fredriksson et al., 2005). Die Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren bilden hierunter die größte 

Familie im Menschen und anderen Vertebraten. Da alle GPCR-Familien nur eine geringe 

Sequenzhomologie untereinander aufweisen, wird ihr gemeinsamer, ca. 600 Millionen Jahre alter 

evolutionärer Ursprung weiterhin kontrovers diskutiert (Römpler et al., 2007). 

1.2 Orphan GPCR, Rezeptoren mit unbekannter Funktion 

In den letzten Jahren sind für über 30 oGPCRs die endogenen Agonisten gefunden worden, 

wobei mehrheitlich die Physiologie dieser kürzlich identifizierten Rezeptor/Transmittersysteme 

noch völlig unbekannt ist. Hierzu gehören z.B. das Ghrelin, Apelin, die Orexine und das 

Orphanin. Jedoch konnten auch bekannte Transmitter wie das Motilin, Urotensin II, ADP, 

Leukotriene und das Histamin neu beschriebenen GPCRs zugeordnet werden (Civelli et al., 

2006). Die Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung neuer Liganden/Rezeptorsysteme 

und deren physiologische Bedeutung haben sich in den letzten Jahren gewandelt und werden mit 

dem Begriff der „Reversen Pharmakologie“ beschrieben (Civelli et al., 1999). Am Beginn dieses 

Prozesses stehen Sequenzinformationen aus Homologieklonierungsanalysen, und genomischen 

oder sogenannten expressed sequence tag (EST) (cDNA)-Datenbanken. Mithilfe eines 

Vergleiches der resultierenden Aminosäuresequenz mit bekannten GPCRs ist eine Einordnung in 

bestehende GPCR-Gruppen, und damit eventuell auch die Identifizierung eines möglichen 

Liganden - wie im Falle der Sphingosin-1-Phosphat- und Lysophosphatidylsäure-Rezeptoren - 

möglich (Im et al., 2000a; Im et al., 2000b). Gewöhnlich liegt die Gleichheit nicht-verwandter 

GPCRs auf Aminosäureebene unter 20 %, wobei Subtypen jedoch Identitäten zwischen 40-98 % 



 

13 

 

aufweisen können. Ausnahmen existieren z.B. im Fall der Histamin-Rezeptoren, bei denen 

Subtypen auch weit geringere Übereinstimmungen zeigen können. Ein weiterer wichtiger Schritt 

in der Analyse eines oGPCR ist die Identifizierung der genomischen Lokalisation. Viele GPCRs 

liegen in Clustern vor, d.h. GPCRs mit gleichem oder strukturell ähnlichem Liganden sind 

genomisch auf engem Raum lokalisiert. Beispiele hierfür sind die Chemokin-Rezeptoren oder die 

Formylpeptid-Rezeptoren (Gao et al., 1998). Über die Analyse der Gewebeexpression und die 

Expressionsregulation mittels Northern Blots, RT-PCR, in situ-Hybridisierung und 

immunologischer Techniken sind Hinweise auf eine mögliche gewebespezifische Funktion 

ableitbar. Wichtige Anhaltspunkte über strukturelle Merkmale und deren Konservierung sowie 

die evolutionäre Bedeutung eines oGPCR ergeben sich aus phylogenetischen Studien. Mittels 

degenerierter Primer lassen sich Rezeptorfragmente aus anderen, auch entfernten Spezies 

amplifizieren und so die Existenz eines gegebenen oGPCR nachweisen. Die Identifizierung einer 

Inaktivierung eines oGPCR in einer anderen Spezies, im Sinne einer Pseudogenbildung, lässt 

eventuell Rückschlüsse auf dessen Funktion zu. Eine hohe evolutionäre Konservierung und das 

Fehlen von Pseudogenen in unterschiedlichen Spezies weisen dabei auf eine existentielle 

physiologische Funktion hin. Des Weiteren bildet die Identifizierung von konservierten und 

nicht-konservierten Rezeptorbereichen eine wichtige strukturelle Basis für eine spätere 

Ligandentwicklung. Um sich der physiologischen Funktion eines oGPCR zu nähern, nimmt 

neben der Identifizierung des Liganden auch die Untersuchung der Physiologie nach 

Inaktivierung des Rezeptors in vivo, d.h. die Generation eines Knock-out-Modells, eine 

Schlüsselstellung ein und wurde bisher schon bei vielen oGPCRs erfolgreich zu Analysen der 

physiologischen Relevanz eingesetzt (Offermanns, 2000; Siegel, 1999). 

Ein wesentlicher Meilenstein in der Charakterisierung von oGPCRs ist die Suche nach dem 

natürlichen Agonisten. Ein Problem bei dieser Ligandidentifizierung ist die Unkenntnis der 

Signaltransduktionswege des oGPCR. Eine Möglichkeit Letztere auch ohne die Kenntnis des 

Agonisten zu charakterisieren, besteht in der Tatsache, dass GPCRs in einem Gleichgewicht 

zwischen aktiver und inaktiver Konformation vorliegen (Lefkowitz et al., 1993). Bei manchen 

GPCRs wie z.B. den Histamin-Rezeptoren (H2, H3, H4) beobachtet man nach Überexpression 

bereits ohne Agonisten eine hohe Aktivierung ihres nachgeschalteten Signaltransduktionsweges. 

Orphan GPCRs, die diese Eigenschaft nicht zeigen, lassen sich häufig durch Einführung von 

Mutationen aktivieren. Bei der Agonistsuche werden grundsätzlich zwei Wege beschritten 

(Howard et al., 2001). (1) Beim sog. „Reversen Pharmakologieansatz“ werden genomische 
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Bibliotheken mit möglichen Transmittern (und zum Teil auch kombinatorische Bibliotheken) auf 

ihre agonistische Funktion an oGPCRs getestet. (2) Die „orphan GPCR-Strategie“ geht von 

Gewebeextrakten und entsprechenden Reinigungsfraktionen aus und überprüft deren agonistische 

Eigenschaften an einem oGPCR. Der Vorteil der erstgenannten Methode besteht darin, dass eine 

nachfolgende Strukturanalyse aufgrund der Kenntnis der Substanz nicht mehr notwendig ist. Bei 

der oGPCR-Strategie können im Gegensatz zum vorherigen Ansatz auch völlig neue Strukturen 

identifiziert werden. 

Das Design der Read-out-Systeme ist der kritische Faktor im Prozess der Identifikation eines 

neuen Agonisten. Um die oGPCRs an praktikable Read-out-Systeme (Ca
++

, cAMP, IP) koppeln 

zu können, werden die promiskuitiven G-Proteine G15 oder G16 sowie chimäre G-Proteine 

eingesetzt (Offermanns and Simon, 1995). Zunehmend kommen auch Systeme, die auf der 

Internalisierung von GPCRs beruhen, zur Anwendung. Hierzu werden oGPCRs z.B. mit 

Luciferase C-terminal fusioniert und in Zellen exprimiert, die Green Fluorescence Protein (GFP)-

markiertes Arrestin enthalten. Nach Aktivierung mit dem spezifischen Agonisten erfolgt die 

Arrestin-vermittelte Inaktivierung des oGPCR. Diese Interaktion zwischen Arrestin und dem 

oGPCR wird dann über „Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer“ (BRET) gemessen 

(Angers et al., 2000). 

1.3 Die Gruppe von P2Y12-ähnlichen GPCRs 

Die Rhodopsin-ähnlichen Rezeptoren lassen sich in weitere 4 Subfamilien (α, β, γ, δ) unterteilen 

(Fredriksson et al., 2003). Die δ-Subklasse, enthält die Gruppe von P2Y12-ähnlichen GPCRs. 

Nahe Verwandte dieser Rezeptorgruppe sind die Leukotrien-Rezeptoren, GPCRs für kurzkettige 

Fettsäuren und vor allem die schon lange bekannten metabotropen Nukleotid-Rezeptoren. 

Pyrimidin- und Purinnukleotide modulieren eine Vielzahl von physiologischen Funktionen über 

zwei grundsätzlich verschiedene Rezeptorfamilien, die P2X- und P2Y-Rezeptoren. P2X-

Rezeptoren sind Liganden-gesteuerte Ionenkanäle, während die metabotropen P2Y-Rezeptoren 

zur Familie der GPCRs gehören. Ursprünglich wurden fünf verschiedene P2Y-Rezeptoren 

kloniert und funktionell charakterisiert. P2Y1, P2Y2 und P2Y11 werden selektiv durch ATP, P2Y6 

durch UTP und P2Y4 durch ATP und UTP aktiviert (Di Virgilio et al., 2001). Alle diese 

Rezeptoren zeigen eine hohe Identität auf der Aminosäureebene. 
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Abb. 1 Phylogenetische Verwandt-

schaft von P2Y-Rezeptoren. 

Aufgrund struktureller Ähnlichkeiten 

clustern metabotrope Nukleotid-

rezeptoren (P2Y) in einer Subfamilie 

Rhodopsin-ähnlicher GPCRs. Inner-

halb dieser Gruppe lässt sich 

weiterhin die Gruppe der P2Y12-

ähnlichen GPCRs abgrenzen.  

 

Anfang dieses Jahrhunderts wurden drei strukturell neue P2Y-Rezeptoren identifiziert, deren 

Agonisten ADP (P2Y12, P2Y13) und UDP-Glucose (P2Y14) sind (Abb. 1). Diese Rezeptoren sind 

Gi-gekoppelte GPCRs (Chambers et al., 2000; Hollopeter et al., 2001; Zhang et al., 2001; Zhang 

et al., 2002). Über die physiologische Funktion des UDP-Glucose-Rezeptors (P2Y14) ist bisher 

nur sehr wenig bekannt. Die ubiquitäre Verteilung von UDP-Glucose und des P2Y14 könnte auf 

autokrine und parakrine Funktionen in der lokalen Regulation des Energiehaushaltes hindeuten. 

Demgegenüber ist die physiologische Funktion des thrombozytären ADP-Rezeptors (P2Y12) seit 

langem bekannt; die molekulare Identifizierung des ADP-Rezeptors gelang jedoch erst kürzlich. 

Irreversibel bindende Antagonisten (Metabolite von Ticlopidin und Clopidogrel) werden bereits 

in großem Umfang therapeutisch genutzt. Inaktivierende Mutationen des ADP-Rezeptors haben 

eine pathophysiologische Bedeutung bei der erblichen Blutungsneigung (Cattaneo et al., 2003; 

Shiraga et al., 2005).  

Zur Gruppe der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren gehören die weiteren Vertreter GPR34 (Marchese et 

al., 1999; Schöneberg et al., 1999), GPR82 (Lee et al., 2001), GPR87 (Wittenberger et al., 2001) 

and GPR171 (Jacobs et al., 1997) (Abb. 1). Mit Ausnahme des GPR34, zu dem kürzlich das lyso-

Phosphatidylserin (lyso-PS) als Agonist beschrieben wurde (Sugo et al., 2006) und dem GPR87, 

der wahrscheinlich durch lyso-Phosphatidylsäure aktiviert wird (Tabata et al., 2007), sind alle 

anderen P2Y12-ähnlichen Rezeptoren weiterhin oGPCRs.  

Die Gruppe der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren lässt sich aufgrund von Sequenzhomologien 

ihrerseits in zwei Untergruppen einteilen. Eine Untergruppe umfasst die Rezeptoren P2Y12, 

P2Y13, P2Y14, GPR87 und GPR171; die andere Untergruppe enthält den GPR34, GPR34-like 
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(nicht in Säugetieren) und GPR82 (Abb. 2). Beide Gruppen clustern an den humanen Gen-Loci 

3q24-3q25 (P2Y12, P2Y13, P2Y14, GPR87, GPR171) und Xp11.4 (GPR34, GPR82). Dieses 

chromosomale Clustern der P2Y12-ähnlichen Rezeptoren ist konserviert und u.a. auch im 

Zebrafischgenom zu finden. Da Vertreter beider Untergruppen schon in Knochen und 

Knorpelfischen vorhanden sind, kann davon ausgegangen werden, dass beide Subgruppen durch 

eine Genduplikation in der frühen Vertebratenevolution vor über 450 Millionen Jahren 

entstanden sind (Schöneberg et al., 2007).  

 

1.4 Der P2Y12-ähnliche Rezeptor GPR34 

Im Jahre 1999 gelang zwei unabhängigen Gruppen die Isolierung eines unbekannten Rezeptors 

(später als GPR34 bezeichnet) aus cDNA-Banken (Marchese et al., 1999; Schöneberg et al., 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2 Phylogenetische Verwandt-

schaft von P2Y12-ähnlichen 

Rezeptoren. 

Die Gruppe der P2Y12-ähnlichen 

Rezeptoren umfasst die Rezeptoren 

P2Y12, P2Y13, P2Y14, GPR87 und 

GPR171, GPR34, GPR34-like (nicht 

in Säugern) und GPR82. Viele 

Orthologe finden sich in evolutionär 

alten Vertebratenklassen wie 

Knorpel- und Knochenfischen. 
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1999). Die genomische Lokalisation dieses Gens auf dem X-Chromosom, seine strukturelle 

Ähnlichkeit zu metabotropen Nukleotidrezeptoren und die Expression im ZNS und 

kardiovaskulären System machten den GPR34 für Studien mit dem Ziel der Aufklärung seiner 

physiologischen Relevanz besonders interessant. 

1.4.1 Genomische Struktur des GPR34-Gens 

Das Gen des humanen GPR34 ist auf dem X-Chromosom am Locus Xp11.4 zu finden 

(Schöneberg et al., 1999). Interessanterweise befinden sich die Gene für den GPR34 und GPR82 

evolutionär konserviert im Intron einer Calcium/Calmodulin-abhängigen Serine-Proteinkinase 

(CASK) und sind in diesem Intron in antisense-Richtung orientiert. Die kodierende Region des 

GPR34-Gens ist intronlos, jedoch zeigt die nicht-kodierende 5‟-Region eine recht komplexe 

Exon-Intron-Struktur. Mit Hilfe der 5‟-RACE-Technik konnten die Transkriptionsstartpunkte im 

GPR34-Gen von Mensch, Maus und Ratte bestimmt werden (Engemaier et al., 2006). Hierbei 

wurde in allen drei Spezies die gleiche Exon-Intron-Struktur im 5‟-Bereich der kodierenden 

Region des GPR34 gefunden. Auch im Schwein war diese Exon-Intron-Struktur erhalten, 

allerdings lagen hier die nicht-kodierenden Exons nicht soweit vom kodierenden Exon entfernt. 

Neben verschiedenen Splicevarianten konnte beim Menschen ein kryptisches Intron im 

kodierenden Bereich detektiert werden, welches zu einer Verkürzung des N-Terminus im 

entsprechenden Rezeptorprotein führt. In den bisher untersuchten Nagerspezies wurden ein 

zweiter Transkriptionsstart und damit ein zweiter möglicher Promotor detektiert, der nicht beim 

Menschen nachweisbar war (Engemaier et al., 2006). 

Wenngleich für einige Proteine, u.a. auch GPCRs, als posttranskriptionelle Modifikation RNA-

Editing nachgewiesen worden ist (Niswender et al., 1999; Seeburg and Hartner, 2003), zeigten 

Sequenzuntersuchungen von genomischer DNA und von GPR34-Transkripten keinen Hinweis 

auf ein entsprechendes RNA-Editing bei humanen und murinen GPR34-Transkripten (Engemaier 

et al., 2006). 

 

1.4.2 Genomische und strukturelle Evolution des GPR34 

Phylogenetische Studien an einem GPCR helfen Fragen zum evolutionären Ursprung des 

Rezeptors, dessen biologischer Relevanz und der Konservierung strukturell wichtiger Elemente 

auch ohne die Kenntnis des Agonisten zu adressieren. Somit sind Aussagen über 

funktionsrelevante Strukturen wie konservierte Motive, die erforderliche Länge der Schleifen, 
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des N- und C-Terminus, und die Konservierung von Glycosylierungs- und 

Phosphorylierungsstellen möglich. Bisher sind Kristallstrukturen nur für wenige GPCRs gelöst 

worden (Cherezov et al., 2007; Palczewski et al., 2000; Rasmussen et al., 2007). Die Kenntnis 

hoch konservierter und variabler Bereiche eines spezifischen GPCR auf der Basis von 

Sequenzdaten möglichst vieler verschiedener Spezies kann sowohl gezielte Mutagenesestrategien 

als auch das Modelling dieses GPCR auf der Basis der verfügbaren GPCR-Kristallstrukturen 

(Kobilka and Schertler, 2008) vorantreiben. 

In einer vorhergehenden Studie wurden mehr als 100 GPR34-Orthologe aus allen acht 

Wirbeltierklassen einschließlich der Knochen- und Knorpelfischen amplifiziert und sequenziert 

(Schulz and Schöneberg, 2003). Bis auf die evolutionär alten Vertebratenspezies wie 

beispielsweise die Agnatha, zu denen das Neunauge (Petromyzontida) und der Schleimaal 

(Myxini) als letzte lebende Exemplare gehören, wiesen alle bisher untersuchten Wirbeltiere ein 

intaktes GPR34-Gen auf. Wahrscheinlich ist in diesen frühen Formen die GPR34-Funktion 

(noch) nicht notwendig. Diese Befunde und das Fehlen GPR34-ähnlicher Sequenzen in Genomen 

der bisher sequenzierten Invertebraten legen nahe, dass der GPR34 seit ca. 450 Millionen Jahren, 

d.h. seit der frühen Wirbeltierentstehung existieren könnte. Diese phylogenetische Analyse zeigte, 

dass in allen Tetrapoden-Sequenzen der GPR34 als „Einzelkopie Gen“ ohne weitere Subtypen 

vorkommt. Eine Ausnahme bilden Knochenfische; hier fand man bis zu drei verschiedene 

Subtypen (z.B. in Karpfen und Lachsen). Die Untersuchung unterschiedlicher Fisch-Spezies 

zeigte, dass die Subtypentstehung schon zu einem sehr frühen Zeitpunkt in den Knochenfischen 

stattfand. Diese Hypothese wird gestützt durch die Existenz von GPR34-Subtypen in evolutionär 

alten Knochenfischen wie z.B. verschiedenen Aalen (Engemaier, Schulz, Schöneberg, 

unveröffentlichte Daten). Neben der Identifizierung von Subtypen amplifizierte man auch 

Sequenzen, die sowohl Sequenzmerkmale des GPR34 als auch Merkmale des nächstverwandten 

Rezeptors P2Y12 aufwiesen. Diese Rezeptorgruppe wird als „GPR34-like Rezeptoren“ bezeichnet 

und nimmt evolutionär eine Zwischenstellung zwischen GPR34 und P2Y12 ein (siehe Abb. 2). 

Vertreter der GPR34-like Gruppe konnten auch schon in Knorpelfischen identifiziert werden. 

Das Vorhandensein dieser GPR34-ähnlichen Rezeptoren konnte bis zu den Vögeln, z.B. im Huhn 

(Gallus gallus) verfolgt werden. Mit der Säugetierentstehung scheint dieser Rezeptor 

pseudogenisiert worden zu sein, so dass man im Schnabeltier (Ornithorhynchus) nur noch Reste 

der GPR34-like Sequenz identifizieren kann. In allen anderen Säugetierordnungen, inklusive den 
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Beutelsäugern, sind Sequenzreste des GPR34-like-Rezeptors nicht mehr auffindbar (Engemaier, 

Schulz, Schöneberg, unveröffentlichte Daten). 

Ein weiterer interessanter Befund bei Fischen war die Detektion eines Introns im kodierenden 

Bereich des GPR34 (Schulz and Schöneberg, 2003). Bei höheren Wirbeltieren besitzt der GPR34 

einen intronlosen, offenen Leserahmen. Neben der Entstehung von Subtypen z.B. durch 

Genomduplikation, wie sie für Fische beschrieben ist, kam es auch zur Insertion eines Introns. Da 

intronhaltige Subtypensequenzen nicht in Knorpelfischen und älteren Fischspezies (Karpfen, 

Zebrafisch) detektiert werden konnten, diese Spezies aber Subtypen besitzen, scheint eine 

Intronentstehung erst nach der Genduplikation stattgefunden zu haben. Da die Introngröße und 

Position zwischen den Fischspezies wenig variiert und sehr ähnliche Splice-site-Sequenzen 

gefunden wurden, spricht dies für einen gemeinsamen Ursprung dieses Introns (Schulz and 

Schöneberg, 2003). 

Die Aminosäuresequenzinformation von über 100 Orthologen ermöglichte es, strukturelle 

Parameter der GPR34-Rezeptorgruppe herauszuarbeiten, die für die Architektur des Rezeptors, 

dessen Agonistbindung und die Signaltransduktion von Bedeutung sein können. So ergab 

beispielweise die Hydrophobizitätsanalyse des GPR34 im Vergleich zu Rhodopsin nur geringe 

Unterschiede in den Transmembranregionen. Der Vergleich der Konservierung aller Positionen 

in den Transmembranregionen stimmte größtenteils mit Rhodopsin überein. Kleinere Differenzen 

in der Feinstruktur (z.B. das Fehlen eines Prolins in Transmembranregion 5) des GPR34 geben 

Hinweise auf mögliche Unterschiede zum Rhodopsin z.B. in der Relativorientierung von Helices 

zueinander (Schulz and Schöneberg, 2003).  

Der offene Leserahmen eines Gens wird nach gängiger Lehrmeinung mit dem längsten 

translatierbaren Polypeptid gleichgesetzt, d.h. das erste AUG im Leserahmen determiniert den 

Translationsstart (Kozak, 2002). Einige wenige Arbeiten stellen dieses Grundprinzip in Frage 

und gehen von mehreren Translationsstartpunkten aus (Engemaier et al., 2006). Die Analyse der 

phylogenetischen Daten ergab ebenfalls Hinweise auf alternative Translationsstartpunkte im 

GPR34. So zeigten dann auch quantitative Analysen, dass das zweite AUG im humanen GPR34-

Transkript bei der Translation bevorzugt wird (Engemaier et al., 2006). 

Die Auswertung des umfangreichen Datensets von Orthologsequenzen hat neben der Aussage zu 

konservierten und variablen Rezeptorbereichen für den GPR34 auch zur Entdeckung 

interessanter Sequenzmotive geführt (Schulz and Schöneberg, 2003). Durch Sequenzalignments 

aller kompletten Rezeptoren konnte im Rezeptor-C-Terminus ein konserviertes putatives 
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Phosphorylierungsmotiv identifiziert werden. Dieses Motiv bildet die Erkennungssequenz für 

eine Serin/Threonin-Kinase. Die Validierung der Phosphorylierung dieses Motivs und dessen 

Einfluss auf die Rezeptorfunktion sowie die Identifizierung der entsprechenden Kinase stehen 

derzeit noch aus. 

1.4.3 Gewebeexpression des GPR34 

Initiale Untersuchungen zur Expression des GPR34 in humanen und murinen Geweben ergaben 

ein ubiquitäres Verteilungsmuster in allen untersuchten Geweben, einschließlich peripherer 

Leukozyten (Schöneberg et al., 1999). Dies konnte durch weitere Untersuchungen, einschließlich 

Northern Blot- und Dot-Blot-Analysen, und mit Hilfe von PCRs in humanen und murinen 

cDNA-Panels (Clontech) bestätigt werden (Engemaier et al., 2006). Um neben der qualitativen 

Aussage der ubiquitären Expression auch eine Aussage über die Quantität der Expression zu 

erhalten, wurden verschiedene Gewebe von Maus, Ratte und Huhn mittels quantitativer RT-PCR 

analysiert. Hier zeigte sich, dass der GPR34 stark neuronal und in lymphatischen Geweben 

exprimiert wird, aber auch im Herzen in relevanten Expressionsspiegeln vorkommt. Zusätzlich 

wurde der GPR34 auch in allen anderen untersuchten Geweben nachgewiesen. Ein solches 

Expressionsmuster ist in der Regel bei „house-keeping“-Proteinen oder bei einer Expression im 

Gefäßsystem und in Blutzellen zu beobachten. Eine nähere Analyse verschiedener Zelllinien 

zeigte eine Expression in den prämyeloischen Zelllinien HL-60, K562-Zellen, WEHI-Zellen und 

den makrophagozytären RAW264.1-Zellen (Engemaier et al., 2006). Die Inkubation von HL-60-

Zellen mit Retinolsäure (Induktion der Differenzierung zu Granulozyten) führte zu einer 

deutlichen Zunahme der GPR34-mRNA-Menge. Unter diesem Ergebnis könnte das oben 

erwähnte ubiquitäre Verteilungsmuster auch als granulozytäre/monozytäre „Kontamination“ der 

mRNA in humanen und murinen Geweben interpretiert werden. Unterstützt wird die potentiell 

funktionelle Relevanz in Zellen des monozytären Systems durch den Befund, dass der GPR34 in 

Mikroglia und Astrozyten hoch exprimiert wird (Schulz, Schöneberg, nicht-publizierte Daten). 

Die Aktivierung von Mikroglia mittels des Neurotoxins Cuprizon führte zu einem Anstieg von 

GPR34-mRNA (Bedard et al., 2007). 

Der Nachweis von zwei Transkriptionsstartpunkten in Maus und Ratte und damit von zwei 

möglichen Promotoren, warf die Frage auf, ob gewebespezifische Unterschiede zwischen beiden 

Promotoren vorliegen. Eine umfassende Analyse verschiedener Gewebe von Ratte und Maus 
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ergab das Vorhandensein beider Transkripte, jedoch in unterschiedlicher Quantität (Engemaier et 

al., 2006).  

Die ubiquitäre Expression des GPR34 legt eine konstitutive oder Zelltyp-unabhängige 

Promotorfunktion nahe. Die bioinformatische Analyse der putativen Promotorsequenz ergab 

weder substantielle Hinweise auf Bindungsstellen für ubiquitär aktive noch gewebs- und 

funktionsspezifische Transkriptionsfaktoren. Um die Promotoraktivität genauer zu untersuchen, 

wurden verschiedene Bereiche 5„ vom Transkriptionsstart in entsprechende Vektoren kloniert 

und Luciferase als Reportergen für die Transkription genutzt. Trotz Identifizierung des 

Transkriptionstarts und der Untersuchung der Promotoraktiviät in verschiedenen Vektoren und 

Zelllinien (COS-7, RAW264.1) konnte keine eindeutige Promotoraktivität der untersuchten 

Regionen nachgewiesen werden (Engemaier et al., 2006).  

1.4.4 Bekannte Funktionen des GPR34 

Die Identifizierung des natürlichen Agonisten und seiner Signaltransduktion ist eine wesentliche 

Voraussetzung für die Klärung der physiologischen Funktion des GPR34. In initialen 

Untersuchungen konnte der humane GPR34 als glykosyliertes Protein in der Plasmamembran 

nachgewiesen werden. Durch Überexpression dieses Rezeptors sowie durch Coexpression mittels 

chimärer G-Proteine (siehe 1.2) konnte eine erhöhte Basalaktivität im Gi-Signaltransduktionsweg 

festgestellt werden. Diese Eigenschaft besitzen auch GPR34-Orthologe (z.B. aus Fischen) und 

der nahe verwandte P2Y12. Daher scheint es sich hierbei um eine evolutionär konservierte 

Signaltransduktionseigenschaft zu handeln. 

Alle Versuche der gerichteten Deorphanisierung mit Substanzbibliotheken (Nukleotide, 

Phospholipide, Leukotriene, Hydroxyeicosatetraensäuren und Peptide) waren zunächst erfolglos 

(Schöneberg et al., 1999; Schulz and Schöneberg, 2003). Im April 2006 wurde von Mori et al. 

lyso-PS als natürlicher Agonist für den GPR34 publiziert (Sugo et al., 2006). Sie konnten an 

stabil-transfizierten CHO-Zellen durch Palmityl-lyso-PS (P-lyso-PS) eine 

konzentrationsabhängige Aktivierung des GPR34 zeigen. Wie zuvor schon gezeigt, signalisierte 

der GPR34 nach Aktivierung durch P-lyso-PS über Gi-Proteine. Es ist seit langem bekannt, dass 

lyso-PS peritoneale Mastzellen aktiviert und z.B. eine Histaminfreisetzung induziert (Bellini et al., 

1990). Das für die Aktivierung des GPR34 identifizierte P-lyso-PS besaß ebenfalls diese 

Eigenschaften an Mastzellen (Sugo et al., 2006). Auch wurde in verschiedenen Publikationen 

lyso-PS als Agonist für einen Pertussistoxin (PTX)-sensitiven GPCR und als chemotaktische 



 

22 

 

Substanz für Fibroblasten und Tumorzellen beschrieben (Lee et al., 2008; Park et al., 2005; Park 

et al., 2006). Lyso-PS wird durch die Phospholipasen A1 und A2 aus Membranlipiden gebildet 

und z.B. bei der Zerstörung von Zellen freigesetzt (Aoki et al., 2002). Die entstehenden lyso-PS 

haben in Abhängigkeit von der Phospholipase eine unterschiedliche Struktur und funktionelle 

Relevanz (Abb. 3). 

 

 

 

Abb. 3 Metabolismus und Funktion von Serinphospholipiden.  
Phosphatidylserin (PS) wird durch die Phospholipase A1 (PLA1) zu 2-Acyl-1-lyso-PS und durch die Phospholipase 

A2 zu 1-Acyl-2-lyso-PS umgesetzt. Für einige dieser PS sind biologische Funktionen beschrieben. Abbildung nach 

(Aoki et al., 2002). 

 

Es wäre daher denkbar, dass der GPR34 bei der chemotaktischen Rekrutierung von Makrophagen, 

Granulozyten und Mikroglia in z.B. Ischämiegebiete eine entscheidende Rolle spielt. Das Fehlen 

von Antagonisten für den GPR34 sowie eines GPR34-defizienten Mausmodells belassen die 

Funktion des lyso-PS jedoch auf einer hypothetischen Ebene.  
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2 Ziele und Fragestellungen 

Ziel dieser Arbeit war es, mittels verschiedener in-vitro- als auch in vivo- Methoden und anhand 

eines GPR34-defizienten Mausstamms die physiologische Relevanz dieses P2Y12-ähnlichen 

Rezeptors zu klären. Die Aufgabenstellung zu dieser Studie wurde in nachfolgende Teilprojekte 

untergliedert: 

 

1) Verifizierung des lyso-Phosphatidylserins als endogener Agonist des GPR34 

2) Histologische, laborchemische und verhaltensphysiologische Grundcharakterisierung des 

GPR34-defizienten Mausstamms im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 

3) Untersuchung GPR34-defizienter Mäuse in immunologischen „Challenge“-Modellen 

4) Vergleichende Genexpressionsarray-Untersuchungen zur kardialen Relevanz des GPR34 
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3 Materialien und Methoden 

3.1 Chemikalien, Materialien, Plasmide, Primer 

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Standardchemikalien von Sigma Aldrich 

(Taufkirchen, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) oder C. Roth GmbH (Karlsruhe, 

Deutschland) erworben. Labor und Zellkulturplastikmaterialen wurde von Sarstedt (Nümbrecht, 

Deutschland) und Primer von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Die Sequenzen der 

verwendeten Primer und die Karten der verwendeten Plasmide sind im Anhang zusammengestellt 

(suppl. Tab. S1–S2 bzw. suppl. Abb. S1-S2). Für die Expression von Rezeptoren in Hefe wurde 

das Plasmid p416GPD (Mumberg et al., 1995), für die Expression in Säugerzellen das Plasmid 

pcDps (Okayama and Berg, 1983) verwendet. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten 

Enzyme, sowie DNA-Größenstandards wurden von New England Biolabs GmbH (Frankfurt am 

Main, Deutschland) bezogen. 

3.2 Molekularbiologische Standardmethoden 

Die molekularbiologischen Standardmethoden wurden im Rahmen dieser Arbeit entsprechend 

den nachfolgenden Protokollen durchgeführt (Tab. 1) und sind nicht weiter im Detail erklärt. 

 

Tab. 1 Liste der verwendeten molekularbiologischen Standardmethoden 

Methode Protokoll Firma / System 

Nukleinsäurekonzentrations-

bestimmung 

(Sambrook and Maniatis, 1989) Spektrophotometer, NanoDrop ND100, 

PeqLab (Erlangen) 

Agarosegelelektrophorese 

 

(Sambrook and Maniatis, 1989) Horizontalgelelektrophorese-Systeme, PeqLab 

(Nürnberg) 

Präparation von DNA 

 

(Sambrook and Maniatis, 1989) Phenol-Chloroform-Extraktion und 

anschließende DNA-Fällung 

Restriktionsverdau 

 

nach Angaben des Herstellers NEB (Ipswich, USA) 

Gelextraktion 

 

nach Angaben des Herstellers Qiaquick
®
 Gelextraction Kit , Qiagen (Hilden)  

Polymerasekettenreaktion 

 

(Sambrook and Maniatis, 1989) Detaillierte Informationen in den 

entsprechenden Kapiteln 

Sequenzierung 

 

 

(Sanger et al., 1977) 

 

Big-Dye® Terminator Cycle Sequencing Kit, 

Sequenziergerät ABI 3730, Applied 

Biosystems 
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3.3 Verwendete Mikroorganismen und Zellen 

- E. coli DH5α (Invitrogen) 

Genotyp: F
-
, φ80 dlac ZΔM15, Δ(lacZYA-argF) U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, 

mk+), phoA, supE44, λ
-
, thi-1, gyrA96, relA1 

- S. cerevisiae MPY578t5 (Dr. Mark Pausch, Wyeth Research, Princeton, USA) 

Genotyp:  MATa gpa1::Gαi5 far1::LYS2 fus1::FUS1-HIS3 sst2::SST2-G418
r
 ste2::LEU2 

fus2::FUS2-CAN1 ura3 lys2 ade2 his3 leu2 trp1 can1 

- C. neoformans Stamm 1841 Serotyp D (Prof. Dr. Gottfried Alber, Veterinärmedizin, Universität 

Leipzig) 

- COS-7-Zellen (ATCC, African green monkey, kidney) 

ECACC 87021302, Fibroblast, CV1 Origin SV40 transformed 

3.4 Funktionelle in vitro-Charakterisierung des GPR34 

3.4.1 Herstellung und Reinigung von Lyso-PS 

1-Palmityl-lyso-Phosphatidylserin (P-lyso-PS) wurde als Agonist für den human GPR34 

beschrieben (Sugo et al., 2006). Diese Substanz konnte jedoch nicht mehr kommerziell bezogen 

werden und wurde deshalb in der eigenen Abteilung durch Dr. J. Kirchberger auf der Grundlage 

eines Protokolls der Abteilung von Prof. H. Fuhrmann (Veterinärmedizin, Universität Leipzig) 

hergestellt. Hierbei wird 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin in Anwesenheit von 

Phospholipase A2 in 1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (P-lyso-PS) umgesetzt. Die 

Trennung und Reinigung des P-lyso-PS vom Substrat erfolgte mittels Extraktion und 

Dünnschichtchromatografie. 

Für den Reaktionsansatz wurden folgende Reagenzien in einem 100 ml Erlenmeyerkolben 

zusammengefügt: 

- 25 mg 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin-Na (i) 

- 250 µl Phospholipase A2 (Schweine Pankreas, Sigma, 10.000 U/ml) 

- 250 µl Tris pH 7,4; 1 M 

- 500 µl Natriumcholat 3,5 % (in Aqua dest.) 

- 625 µl Aqua bidest. 

Das Reaktionsgemisch wurde für 3 h bei 37 °C inkubiert und 31,25 ml CH3OH, 12,5 ml CH3OH, 

31,25 ml CHCl3, 21,9 ml 0,1 M KCl-Lsg. nacheinander zugeben. Nach 10 min Stehen auf Eis 
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bildeten sich zwei Phasen und nach zweiminütiger Erwärmung im Wasserbad auf 60 °C wurde 

die obere Phase abgenommen und mit 4500 rpm für 20 min. bei 4°C zentrifugiert. Die obere 

Phase wurde wiederum abgetrennt, mit N2 getrocknet und dann 3 h bei 1 mbar lyophilisiert. 

Die Trennung und Reinigung des P-lyso-PS vom Substrat erfolgte mittels 

Dünnschichtchromatografie auf PSC-Platten (10x10 cm, Kieselgel 60F254; 0,5 mm, Merck) mit 

einem Laufmittelgemisch aus CHCl3/CH3OH/NH3 (50 ml/50 ml/8 ml). Die getrennten 

Substanzen wurden mit einer Lösung von 200 mg Bromthymolblau und 400 mg KOH in 1000 ml 

Aqua dest. sichtbar gemacht. Nach Trocknung wurde die P-lyso-PS-Fraktion ausgekratzt und aus 

dem Kieselgel mit einem Gemisch CHCl3/CH3OH (1/1) eluiert. Die Eluate wurden im N2-Strom 

getrocknet. Die Qualitätskontrolle der Präparationen erfolgte wiederum durch 

Dünnschichtchromatografie auf HPTLC-Platten (5x5 cm, Kieselgel 60, Merck) anhand 

mitgeführter Referenzsubstanzen. 

3.4.2 Expression und Funktionsanalyse von GPR34-Orthologen in Säugerzellen 

 

Zellkultur und Transfektion 

Die funktionelle Analyse von Substanzen und GPR34-Orthologen erfolgte heterolog in 

Säugerzellen. Dazu wurden COS-7-Zellen (CV1 Origin SV40) verwendet. Diese Zellen sind 

adhärente Nierenfibroblastenzellen der Grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops). COS-7-

Zellen wurden von der CV-1 Zelllinie durch Transformation mit einer replikationsdefizienten 

Simian-Virus 40 (SV40)-Mutante abgeleitet, welche das Wildtyp T-Antigen trägt. Das T-Antigen 

wird stabil in COS-7-Zellen exprimiert. Dies führt nach Transfektion mit dem eukaryotischen 

Expressionsplasmid pcDps (Okayama and Berg, 1983), welches den SV40-Promotor trägt, zur 

Überexpression der 3‟ davon liegenden cDNA. 

COS-7-Zellen wurden in DMEM mit 10 % FBS und einem Streptomycin/Penicillin-Zusatz (100 

units/ml Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin) bei 7 % CO2 und 37 °C kultiviert. Vor dem 

Passagieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen, anschließend mit Trypsin/EDTA-Lösung 

versetzt und 5 min. bei 37 °C inkubiert. Die abgelösten Zellen wurden in DMEM aufgenommen 

und in der entsprechenden Verdünnung ausgesetzt. Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt. 

Ein Tag vor der Transfektion wurden 3x10
6
 Zellen in 75 cm²-Zellkulturflaschen, 1x10

6
 Zellen in 

6-cm-Schalen bzw. 4-5x10
5
 Zellen in 48-well-Platten ausgesetzt. Eine Stunde vor der 
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Transfektion wurde das Medium abgesaugt und stattdessen das jeweilige Serum- und 

Antibiotika-freie Medium zu den Zellen gegeben. Die transiente Transfektion der Zellen wurde 

mittels Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) und der jeweiligen Plasmid-DNA nach 

Herstellerprotokoll durchgeführt. Nach 5 Stunden erfolgte der Wechsel zu Vollmedium. Zur 

Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde mit einem GFP-Expressionsplasmid transfiziert und 

die Expression des GFP 24 h nach der Transfektion mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops 

untersucht. Achtundvierzig Stunden nach Transfektion wurden die Akkumulationsassay 

durchgeführt. 

 

Inositolphosphat (IP)-Akkumulationsassay 

Die Aktivierung von GPCRs, die an die G-Proteine Gq und Gi gekoppelt sind, führt zu einer 

Stimulation der Phospholipase C und damit zu einer Bildung von Diacylglycerol und Inositol-

1,4,5-triphosphat aus Membranlipiden. Werden Zellen mit 
3
H-markiertem myo-Inositol 

vorinkubiert, wird dieses in Form von Inositolphospholipiden in die Plasmamembran eingebaut. 

Nach Aktivierung des Rezeptors erfolgt die Bildung von 
3
H-markiertem Inositoltriphosphat (IP3). 

Die Blockade IP3-metabolisierender Enzyme (IMPasen) durch Lithiumionen führt zu einer, der 

Rezeptoraktivierung proportionalen, Akkumulation der gebildeten IPs. Nach Zelllyse erfolgt die 

Messung der IPs durch sequentielle Ionenaustauschchromatographie. Im basischen Milieu binden 

IPs an die Ionenaustauschermatrix und werden durch schrittweise Erhöhung der Ionenstärke und 

Verminderung des pH-Wertes der Elutionsmittel fraktioniert von der Matrix eluiert und können 

aufgrund ihrer radioaktiven Markierung scintillatorisch quantifiziert werden (Berridge, 1983). 

Für die Assaydurchführung wurden die Zellen 24 h nach Transfektion mit 2 µCi/ml myo-
3
H-

Inositol über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 1 ml serumfreien 

DMEM mit 1 mM LiCl gewaschen. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen 

Konzentrationen der zu testenden Substanz. Nach einer Stunde wurden die Zellen nach Absaugen 

des Stimulationsmediums und Zugabe von 300 µl 0,1 M NaOH lysiert. Die Proben wurden mit 

100 µl 0,2 M Formsäure und 2 ml Verdünnungspuffer versetzt und das Zelldebris entfernt. 

Für die IP-Trennung an Dowexsäulen (AG 1-X8, 2 g / Säule, Säulendurchmesser 8 mm) wurden 

diese zunächst regeneriert und dann die IPs fraktioniert eluiert. Das ausführliche Protokoll und 

die Pufferzusammensetzungen sind der Publikation von (Berridge, 1983) entnommen. Die Eluate 

wurden in Scintillatorgefäßen aufgefangen und mit 15 ml LumaSafe Plus versetzt. Die 

Quantifizierung der Radioaktivität erfolgte in einem β-Counter (Beckmann).  
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3.4.3 Expression und Funktionsanalyse von GPR34-Orthologen in Hefen 

 

Prinzip 

Für die Regulation von Pheromon- und Glucosestoffwechselweg exprimieren viele Hefespezies 

natürlicherweise GPCRs. Das Grundprinzip der GPCR-Aktivierung ist ähnlich wie bei 

Säugerzellen. Vorteilhaft ist jedoch, dass sich Hefezellen im Gegensatz zu Säugerzellen leicht 

genetisch modifizieren lassen. Dadurch können die vorhandenen GPCRs der Hefe durch Säuger-

GPCRs ersetzt werden (Ladds et al., 2005). Durch die Verwendung eines LacZ- oder HIS3-

Reportergens sind die Screening-Assays wenig störanfällig und auch im Hochdurchsatzverfahren 

gut durchführbar (Pausch, 1997). 

Für die funktionellen Untersuchungen wurde ein Saccharomyces cerevisiae-Stamm verwendet, 

der keine endogenen GPCRs mehr besitzt (Abb. 4). An der α-Untereinheit des G-Proteins wurden 

C-terminal die letzten fünf Aminosäuren mit denen des humanen G i-Proteins ausgetauscht, 

wodurch eine Interaktion mit Gi-Protein-gekoppelten Rezeptoren ermöglicht wird. Weiterhin 

wurde der Signalweg so modifiziert, dass die Rezeptoraktivierung letztendlich zu einer 

Histidinproduktion führt (Pausch, 1997). Aktiviert der Agonist seinen Rezeptor, führt dies zur 

Produktion von Histidin und Wachstum der Hefen in Histidin-freiem Medium. Das Wachstum 

lässt sich durch Bestimmung der Zelldichte photometrisch bei 600 nm quantifizieren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4 Heterologe Expression von GPCR in einem 

genetisch modifizierten Hefesystem 
Hefezellen werden mit einem GPCR transformiert. 

Durch Rezeptoraktivierung wird ein chimäres G-

Protein, das C-terminal fünf Aminosäuren des 

humanen G i-Proteins enthält, aktiviert. Durch 

genetische Manipulation führt die Aktivierung des 

MAP-Kinase-Signalwegs zu einer Histidinproduktion, 

wodurch die Hefezellen auch in histidinfreiem 

Medium wachsen können. Gpa1: G-Protein α-

Untereinheit, Ste4: G-Protein β-Untereinheit, Ste18: 

G-Protein γ-Untereinheit, Ste12: Transkriptionsfaktor, 

Far1: Regulator des Zellzyklus 
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Herstellung der GPR34-Expressionsplasmide 

Zur Herstellung von GPR34-Plasmiden für die Expression in S. cerevisiae wurden cDNAs 

verschiedener GPR34-Orthologe (Karpfen, Zebrafisch, Maus, Mensch) durch PCR aus 

vorhandenen Vektoren (Schulz and Schöneberg, 2003) bzw. aus genomischer DNA amplifiziert. 

Die entsprechenden Primer trugen spezifische Schnittstellen, die eine Klonierung in den mit 

entsprechenden Restriktionsendonukleasen (XbaI, SpeI) geöffneten Hefe-Expressionsvector 

p416GPD (von Dr. M. Pausch zur Verfügung gestellt) erlaubte. Die Authentizität aller 

Konstrukte wurde durch Restriktionsanalyse und Sequenzierung sichergestellt. 

 

Transformation der GPR34-Plasmide und Hefekultivierung  

Der haploide S. cerevisiae Hefestamm MPY578t5 (freundlicherweise von Dr. M. Pausch zur 

Verfügung gestellt) wurde für die Expression von GPR34-Orthologen benutzt. Die Hefezellen 

wurden durch Elektroporation mit Plasmid-DNA transformiert. Dazu wurde eine Übernacht-

Kultur in YPAD-Medium auf eine OD600 nm von 0,2 in 50 ml YPAD verdünnt. Diese Kultur 

wurde bei 30 °C inkubiert bis diese eine OD600 nm von 1,2-1,5 erreicht hatte. Die Zellen wurden 

durch Zentrifugation (4.000 rpm, 5 min, 4 °C) geerntet, zunächst einmal mit 50 ml, dann mit 25 

ml eiskaltem Aqua dest. und nochmals mit 2 ml eiskalter Sorbitollösung gewaschen. Das 

verbliebene Pellet wurde im selben Volumen Sorbitollösung aufgenommen. Die Transformation 

der Hefezellen, gemischt mit der Plasmid-DNA erfolgte durch Elektroporation.  

Für die Selektion von Transformanten wurden die Zellen auf Agar-Platen mit U
-
-Medium 

(Uracil-defizient) ausgebracht. Nach 3-4 Tagen Inkubation bei 30 °C konnten individuelle Klone 

in 96-well Platten transferiert und das agonist- und konzentrationsabhängige Wachstum 

untersucht werden. Dazu wurden 100 µl einer doppelt-konzentrierten Substanzlösung in jede 

Kavität pipettiert. Die Hefezellen wurden auf eine OD600 nm von 0,2 verdünnt mit U
-
/H

-
-Medium 

und 100 µl der Zellsuspension in jede Kavität gegeben, so dass die Endkonzentration eine 

OD600nm von 0,1 betrug. Das basale Wachstum der Hefen wurde durch die Zugabe von 20 mM 3-

Amino-1,2,4-triazol unterdrückt. Aus den in einem Mikrotiterplatten-Reader (Sunrise™-

Absorbance Microplate-Reader, Firma Tecan) gemessenen OD-Werten wurden die 

Wachstumskurven erstellt und mit Hilfe der Software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software 

Inc.) die EC50 Werte berechnet.  
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Medien für Hefezellkultur 

 

-YPD-Agar      20 g Trypton 

       20 g Agar-Agar 

       10 g Hefeextrakt 

       ad 950 ml H2O, autoklavieren 

       50 ml 40 % Glucoselösung (steril) 

 

- U
-
H

-
-Medium (10x)     2 g L-Threonin 

1,5 g L-Valin 

1 g L-Leucin 

500 mg L-Phenylalanin 

300 mg L-Isoleucin 

300 mg L-Lysin 

300 mg L-Tyrosin 

200 mg L-Adenin Hemisulfat 

200 mg L-Arginin HCl 

200 mg L-Methionin 

200 mg L-Tryptophan 

ad 1 l H2O, autoklavieren 

 

- U
-
H

-
-Medium (1x)     100 ml U

-
H

-
-Medium (10x) 

       100 ml SD-Medium (10x) 

       20 ml Aminotriazollösung (1 M) 

       ad 1 l H2O 

 

- U
-
H

-
-Agar  10 g Agar-Agar in 390 ml H2O autoklavieren 

  50 ml U
-
H

-
-Medium (10x) 

  50 ml SD-Medium (10x) 

 10 ml Aminotriazollösung (1 M) 

 

- U
-
-Medium (10x)      2 g L-Threonin 

1,5 g L-Valin 

1 g L-Leucin 

500 mg L-Phenylalanin 

300 mg L-Lysin 

300 mg L-Tyrosin 

200 mg L-Adenin Hemisulfat 

200 mg L-Arginin HCl 

200 mg L-Histidin HCl Monohydrat 

200 mg L-Methionin 

200 mg L-Tryptophan 

ad 1 l H2O, autoklavieren 

 

- U
-
-Medium (1x)     100 ml U

-
-Medium (10x) 

       100 ml SD-Medium (10x) 

       ad 1 l H2O 
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3.5 Tierhaltung und Genotypisierung 

3.5.1 Generierung GPR34-defizienten Mauslinie 

Die GPR34-defiziente Mauslinie, mit der im Rahmen dieser Studie gearbeitet wurde, ist kurz vor 

Beginn dieser Arbeiten von Dr. Angela Schulz und Kollegen generiert worden. Das GPR34-Gen 

wurde in embryonalen Stammzellen durch die Deletion der kodierenden Region des Gens 

inaktiviert (Abb. 5). Für die Selektion der GPR34-defizienten ES-Zell-Rekombinanten wurde 

eine Neomycin-Resistenz-Kassette in den GPR34-Locus mit integriert. 

 

Abb. 5 Genomischer Locus des murinen GPR34 vor und nach der Rekombination des Gen-Target-

Konstruktes.                                                                                                                                                                   

Der GPR34 der Maus liegt auf dem X-Chromosom am Locus A1.1/1.2. Im 3‟-Bereich des GPR34 befindet sich ein 

LINE1-Element (repetitives genomisches Element), das die Effizienz einer homologen Rekombination des Gen-

Target-Konstruktes deutlich reduzierte. Nach der Rekombination war die kodierende Sequenz des GPR34 und der 

Neomycin-Resistenzkassette durch loxP-Sequenzen flankiert. Dies ermöglichte die konditionale Deletion des GPR34 

und Eliminierung der Selektionskassette aus diesem genomischen Bereich. 

 

Für diese initialen Charakterisierungsuntersuchungen wurden die loxP-flankierte Neo-Kassette 

und die kodierende Sequenz des GPR34 durch Kreuzung der GPR34-Locus-mutierten 

heterozygoten weiblichen Mäusen mit homozygoten EIIa-cre Mäusen entfernt. Die korrekte 

Deletion des GPR34 wurde mittels PCR und Locus-Sequenzierung verifiziert. Die resultierenden 

GPR34-defizienten Mäuse wurden für zwölf Generationen auf einen C57/Bl6 Hintergrund 

gekreuzt. 

3.5.2 Tierhaltung 

Die Wildtyp (WT)- und GPR34-defizienten Mäuse wurden im Tierstall des Max-Planck-Instituts 

für Evolutionäre Anthropologie in Leipzig bei 23 °C Raumtemperatur, 60 % Luftfeuchtigkeit und 
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in einem 12 h-Tag- und 12 h-Nachtrhythmus spezifiziert pathogenfrei (SPF) gehalten. Das Futter 

und Wasser stand den Mäusen ad libitum zur Verfügung. Zur Sicherstellung der kompletten 

Genotypvarianten (X-chromosomaler Erbgang) wurden die Versuchstiere durch Verpaarung von 

heterozygoten bzw. homozygoten weiblichen Tieren mit WT- bzw. hemizygoten männlichen 

Tieren erhalten. Wenn nicht anders beschrieben, wurden 3-Monate-alte Tiere verwendet. 

Entnommen Organe wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zu ihrer Verwendung bei 

–80 °C gelagert. Für die Tierhaltung und alle Tierversuche lagen die Genehmigungen der 

Landesbehörde vor. 

3.5.3 Genotypisierung der Mäuse 

Für die Isolierung der genomischen DNA wurde eine Schwanzbiopsie über Nacht in 300 µl 

Proteinase K-Puffer mit 0,5 mg/ml Proteinase K (Roche) bei 55 °C verdaut. Anschließend 

erfolgte die Präparation der DNA nach dem Protokoll von (Sambrook und Maniatis, 1989). 

Zur Mausgenotypisierung wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene PCRs angewandt, die sowie 

zum Nachweis des WT- als auch des GPR34-defizienten-Allels dienten. Der Ansatz pro Probe 

bestand aus 2 µl genomischer DNA (ca. 200 ng), 1 µl pro Genotypisierungsprimer (20 µM), 2 µl 

dNTPs (2,5 mM), 5 µl Taq-Puffer (10x), 1 µl Taq-Polymerase (5 U/µl) und 38 µl Aqua dest.. Die 

Sequenzen für die Primer sind im Anhang (suppl. Tab. S1) aufgelistet. Für die Genotypisierung 

wurde folgendes PCR-Protokolle verwendet: 95 °C für 3 min, für jeweils 35 Zyklen: 95 °C für 45 

sec, 60 °C für 45 sec, 72 °C für 45 sec und anschließend 72 °C für 10 min. 

 

Proteinase K-Puffer (1x) 

Tris 0,05 M; EDTA 0,1 M; SDS 17,4 mM; Proteinase K 0,5 % (m/V) in Aqua dest. gelöst. Die 

Lagerung erfolgte bei –20 °C. 

 

Taq-Reaktionspuffer (10x) 

Tris/HCl 200 mM; KCl 100 mM; (NH4)2SO4 100 mM; MgSO4 20 mM; Triton-X 100 1 % (m/V); 

BSA, nukleasefrei 0,1 % (m/V) in Aqua dest. gelöst. Die Aufbewahrung erfolgte bei –20 °C. 
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3.6 Morphometrische, histologische und laborchemische Charakterisierung von 

GPR34-defizienten Tieren 

3.6.1 Reproduktionsrate und Genotypverteilung  

Zur Untersuchung der Reproduktionsfähigkeit und Genotypverteilung wurden unter Beachtung 

des X-chromosomalen Erbgangs Verpaarungen angesetzt und die Parameter Wurfzahlen, und 

Geschlecht der Tiere erfasst und die postnatale Vitalität zunächst täglich und nach einem Monat 

wöchentlich beobachtet. Da keine erhöhte postnatale Mortalität in der Zucht festgestellt wurde, 

erfolgte die Genotypisierung (→3.5.3) der Tiere zum Zeitpunkt des Absetzens der Jungtiere von 

den Müttern.  

3.6.2 Wachstum und morphometrische Charakterisierung 

Zur Beurteilung des Körperwachstums, Gewichtsentwicklung und für morphometrische 

Organuntersuchungen wurden Verpaarungen angesetzt und zunächst täglich und ab einem Monat 

wöchentlich das Körpergewicht, die Körperlänge und die Schwanzlänge erfasst. Nach drei 

Monaten wurden die Tiere nach Anästhesie mit CO2 durch zervikale Dislokation getötet und 

verschiedene Organe entnommen. Die Organe wurden gewogen und für weitere 

molekularbiologische und histologische Untersuchungen bei -80 °C eingefroren.  

3.6.3 Hämatologische und histologische Untersuchungen  

Für diese Untersuchungen wurden Mäuse im Alter von drei Monaten rekrutiert und zwischen 8 

und 10 Uhr vormittags (Hellphase) nach Anästhesie mit CO2 durch zervikale Dislokation getötet. 

Das Blut wurde sofort nach dem Tod durch Punktion der Vena cava inferior gewonnen und das 

Serum nach der kompletten Gerinnung durch Zentrifugation abgetrennt. Die Seren wurden bis 

zur Verwendung (→3.6.4) bei -20 °C gelagert.  

EDTA-Blut bzw. Blutausstriche wurden für hämatologische Untersuchungen entnommen. Die 

Auswertung des Differenzialblutbildes erfolgte durch Färbung nach Pappenheim (May-

Grünwald-Giemsa) unter einem Mikroskop. Zusätzliche wurde eine differenzielle Zellzählung 

aus EDTA-Blut am Scil Vet abc (Firma scil GmbH, Viernheim) im Medizinisch-

Experimentellen-Zentrum der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig durchgeführt. 

Von einigen Tieren wurden Organe entnommen, in 4 % Paraformaldehyd-Lösung fixiert und 

nach Parafineinbettung Gewebeschnitte (5 µm) für die histologische Untersuchung angefertigt. 

Die Herstellung und Durchführung der histologischen Untersuchungen von Hämatoxylin-
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gefärbten Organschnitten erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. A. Ricken am Anatomischen 

Institut der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig. 

3.6.4 Laborchemische Analyse von Serum und Urin 

Elektrolyte, Metabolite, Proteine und Enzyme wurden mit dem Hitachi PPE-Modular Analyzer 

und Accu-Check
®
 blood glucose measurement device (beide Roche Diagnostics, Mannheim, 

Deutschland) im Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik der Medizinischen 

Fakultät der Universität Leipzig durch Herrn Prof. Dr. D. Teupser und Herrn Prof. Dr. J. Thiery 

analysiert. Weiterhin wurde ein Aminosäure- und Acylcarnitin-Profil aus getrockneten 

Blutproben mittels Elektrosprayionisation-Tandemmassenspektrometrie (ESI-MS/MS) (API 

2000, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) für WT- und GPR34-defiziente Tiere 

erstellt (Ceglarek et al., 2002; Mueller et al., 2003). 

Die Urinosmolalität wurde mit Hilfe eines Dampfdruck-Osmometers (Wescor®) nach Angaben 

des Herstellers bestimmt. Dazu wurde der Urin von WT- und GPR34-defizienten Tieren aus der 

Harnblase entnommen. Das Osmometer erlaubt die Bestimmung der Urinosmolalität im Bereich 

von 100 mmol/kg bis 3.000 mmol/kg.  

3.7 SHIRPA-Protokoll und andere Verhaltensuntersuchungen 

3.7.1 SHIRPA-Protokoll 

SHIRPA (SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Harwell, Imperial College School of Medicine 

at St. Mary`s, Royal London Hospital, St. Bartholomew`s and the Royal London School of 

Medicine, Phenotype Assessment) ist ein Protokoll für eine umfassende Verhaltens- und 

Funktionsanalyse des Phänotyps von Mäusen (Rogers et al., 1997; Rogers et al., 2001). Es 

besteht aus drei Teilen mit ca. 40 zum Teil semi-quantitativen Tests und gibt einen schnellen 

Überblick über motorische, sensorische und autonome Funktionen der Maus. Im ersten Teil wird 

das allgemeine Erscheinungsbild der Tiere, zu dem auch der Gang und das Pflegeverhalten 

gehören, beobachtet. Im zweiten Teil werden unter anderem die lokomotorische Aktivität, die 

Futter- und Wasseraufnahme sowie die Balance und die Koordination der Mäuse mit Hilfe 

spezifischer Tests geprüft. Der dritte Teil befasst sich mit der neurologischen Untersuchung der 

Tiere, um die Eignung einer mutanten Mauslinie als Modell für neurologische Erkrankungen zu 

beurteilen. 
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Aus dem SHIRPA-Protokoll wurden nachfolgende Tests an 10 männlichen WT- und 9 männliche 

GPR34-defizienten Mäusen durchgeführt. Eine Aufschlüsselung der Score Skala befindet sich im 

Anhang (suppl. Tab. S7). 

 

Verhalten im Käfig 

 Körperposition (0-5) 

 Spontanaktivität (0-4) 

 Atemfrequenz (0-3) 

 Tremor (0-2) 

 

Verhalten in der Arena 

 Verhalten nach Transfer (0-6) 

 Lokomotorische Aktivität (Quadrate) 

 Lidschluss (0-2) 

 Haarsträubung (0-1) 

 Schreckreaktion (0-3) 

 Gang (0-3) 

 Beckenhebung (0-3) 

 Schwanzhebung (0-2) 

 Flucht vor Berührung (0-3) 

 Abwehrverhalten (0-4) 

 

Verhalten auf oder über der Arena 

 Aufrollen des Körpers (0-1) 

 Greifen der Extremitäten (0-1) 

 Optische Lokalisierung (0-4) 

 Griffstärke (0-4) 

 Körpertonus (0-2) 

 Ohrmuschelreflex (0-2) 

 Cornealreflex (0-2) 

 Zehkniff (0-4) 

 Draht-Manöver (0-4) 

Beobachtungen in Rückenlage 

 Körperlänge (mm) 

 Hautfarbe (0-2) 

 Herzfrequenz (0-2) 

 Tonus der Extremitäten (0-4) 

 Bauchtonus (0-2) 

 Lakrimation (0-1) 

 Speichelfluss (0-2) 

 Provoziertes Beißen (0-1) 

 Aufrichtreflex (0-3) 

 Kontakt-Aufrichtreflex (0-1) 

 neg. Geotaxis (0-4) 

 Angst (0-1) 

 Reizbarkeit (0-1) 

 Aggression (0-1) 

 Vokalisation (0-1) 

 Körpertemperatur (°C) 

 

sonstige Auffälligkeiten 

Bizarres Verhalten 

 Krämpfe 

 

 

Das SHIRPA-Protokoll wurde zeitlich und örtlich standardisiert durch die gleichen Personen 

durchgeführt und auf ein Videoband aufgezeichnet. Die Beurteilung erfolgte unabhängig auf der 

Basis der Videoaufzeichnungen durch eine zweite Person. 

3.7.2 Open-Field-Test, Light-Dark-Test, Hot-Plate-Test  

 

Open-field-Test (OFT) 

Der OFT und LDT (siehe unten) wurden in einem Verhaltenstestsystem der Firma TSE Systems 

(Bad Homburg, Germany) durchgeführt, das Computer-gestützt Laufstrecken und Zeiten 
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zweidimensional erfassen kann. Der OFT wurde in der oben genannten Apparatur mit je 9 

männlichen WT- und GPR34-defizienten Mäusen durchgeführt. Die Tiere wurden einzeln in die 

Arena (quadratisch, Breite = 45 cm) platziert. Die Aktivität der Tiere wurde über 5 min erfasst 

und die Tiere danach in ihren Käfig zurückgesetzt. Als Ecke wurden die Areale 11,25 cm vom 

Eckpunkt und als Zentrum das mittige Quadrat (Breite = 22,5 cm) definiert. 

 

Light-Dark Test (LDT) 

Der LDT wurde mit je 9 männlichen WT- und GPR34-defizienten Mäusen durchgeführt. Die 

Tiere wurden einzeln in den hellen Teil der Apparatur platziert. Die Arena war quadratisch 

(Breite = 45 cm) und in eine dunkle und eine stark beleuchtete Seite unterteilt. Öffnungen 

zwischen beiden Seiten erlaubten eine freie Passage der Tiere. Die Aktivität der Tiere wurde über 

5 min erfasst und die Tiere danach in ihren Käfig zurückgesetzt.  

 

Hot plate-Test 

Im Hot-Plate-Test wird die Nozizeption des Tieres auf einer 52 ºC heißen Platte getestet, einer 

Temperatur, die, obwohl unangenehm, jedoch keine ernsthaften Schäden hervorruft. 

Messparameter sind das Vorder- oder Hinterpfotenlecken und das Fluchtspringen. Dabei werden 

die Latenzzeiten bis zum Auftreten dieser Verhaltensweisen gemessen. Für die Testdurchführung 

wurden 9 männliche WT- und GPR34-defiziente Mäuse einzeln auf die 52 ºC heiße Platte des 

Messsystems der Firma gesetzt. 

3.8 Immunologische und infektionsbiologische Untersuchungen 

3.8.1 Untersuchung der Mastzellaktivierung 

Zur Gewinnung von Mastzellen aus der Maus eignet sich besonders die Peritoneallavage, da sich 

in der Bauchhöhle besonders viele Mastzellen des Bindegewebstyps (CTMC- connective tissue-

type mast cells) befinden. Diese Mastzellen bilden insgesamt 7-8 % der gesamten zellulären 

Komponenten in der Peritoneallavage (Horigome et al., 1994). Die murinen Mastzellen wurden 

aus 3-Monate-alten Tieren nach Tötung durch zervikale Dislokation unter CO2-Anästhesie und 

zweimaliger Spülung der Bauchhöhle mit je 5 ml PBS gewonnen. Die Lavageflüssigkeit wurde 

Genotyp-entsprechend gepoolt und die Zellen nach einem Zentrifugationsschritt (1.200 U/min, 6 

min, 4 °C) in RPMI-1640-Medium (10% FBS, Histidin (1,6 mM), Penicillin (100 units/ml)/ 

Streptomycin (100 μg/ml)) resuspendiert. Die Kultivierung der Mastzellen, sowie die Messung 



 

37 

 

der Histaminfreisetzung erfolgten nach einem Protokoll der AG Fuhrmann (Physiologisch-

Chemischen Instituts der Veterinärmedizinischen Fakultät, Universität Leipzig). Nach 

zweimaliger Passage der Zellen im selben Medium wurden die Mastzellen nach 6 h geerntet. 

Nach Waschen und Einstellung gleicher Zellzahlen mit CMF-Tyrodes-Puffer (Sigma Aldrich, 

Taufkirchen, Deutschland) wurden verschiedene Stimulationsanätze (siehe nachstehendes 

Schema) mit den WT- bzw. KO-Mastzellen in einem Endvolumen von 150 µl pipettiert. 

Basal 

Mastoparan (25 µM) 

P-lyso-PS (10 µM) 

Anti-DNP-IgE (10 µg/ml) 

Anti-DNP-IgE (10 µg/ml) + DNP-BSA (100 ng/ml) 

Anti-DNP-IgE (10 µg/ml) + DNP-BSA (100 ng/ml) + P-lyso-PS (10 µM) 

Anti-DNP-IgE (10 µg/ml) + DNP-BSA (100 ng/ml) + P-lyso-PS (10 µM) + PTX 

 

Die Ansätze mit PTX wurden bereits 4 h vor der Zellernte mit dem Toxin inkubiert. Die 

Sensitivierung mit Anti-DNP-IgE erfolgte vor der Zugabe der Stimulantien bei 4 °C über einen 

Zeitraum von 30 min. Diese Proben wurden dann zunächst mehrfach mit PBS gewaschen bevor 

sie in 150 µl CMF-Tyrodes-Puffer aufgenommen und dann, wie die anderen Ansätze, für 20 min 

nach Pipettierschema bei 37 °C stimuliert wurden. Anschließend wurde durch Zentrifugation 

(1.200 U/min, 6 min, 4°C) der Überstand vom Zellpellet abgetrennt. Das Pellet und der 

Überstand wurden jeweils mit 1 ml CMF-Tyrodes-Puffer aufgenommen und bis zur Histamin-

Messungen bei -20 °C gelagert. 

Zur Messung der Histaminkonzentrationen in den Überständen und Pellets von 

Peritonealmastzellen wurde ein Hochleistungsflüssigkeitschromatographie- (HPLC) Verfahren 

angewendet (KNAUER, Berlin, Deutschland). Diese Methode wurde in Anlehnung an die 

Versuche von Miranda (Miranda, 1993) durchgeführt. Bevor die Proben jedoch auf die Säule 

gebracht wurden, musste das Histamin aus der Untersuchungssubstanz extrahiert werden. Dies 

geschah mittels Bis-(2-ethylhexyl)-phosphorsäure in Heptan. Die anschließende Derivatisierung 

mit ortho-Phthaldialdehyd ermöglicht die spätere Quantifizierung über einen Fluoreszenzdetektor. 

Die spezifischen Bedingungen der HPLC sind im Anhang (suppl. Tab. S8) aufgelistet. Die 

stationäre Phase der Trennsäule bestand aus einer PhenylPhase auf Kieselgel Nucleosil® 

(MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland). Das Trennmittel war ein 
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Natriumdihydrogenphosphat-Puffer/Acetonitril-Gradient (5-50 %). Die einzelnen Extrakte 

wurden zunächst über einen Membranfilter aus regenerierter Cellulose mit einer Porengröße von 

0,2 µm gefiltert und dann entgast. Die Chromatogramme wurden durch die Software 

Chromgate® V3.1 (KNAUER, Berlin - basierend auf EZChrom Elite®) aufgezeichnet und 

ausgewertet. Zur Quantifizierung der Proben wurden Standardlösungen in verschiedenen 

Konzentrationen von 0,5-4,0 µg Histamin/ml in HBSS Puffer eingesetzt. Auch die 

Standardlösungen wurden analog derivatisiert und extrahiert. 

3.8.2 Migration von peritonealen Zellen 

Die zur Durchführung des Migrationsassays verwendeten Zellen wurden mittels Peritoneallavage 

von 3-Monate-alten Mäusen gewonnen. Die Peritoneallavage wurde analog der Präparation der 

Peritonealmastzellen 3.8.1 durchgeführt, jedoch erfolgte keine weitere Selektion der Zellen. 

Unter der Verwendung von Transwell-Platten (Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland) wurden 

die Migrationstest in Anlehnung an publizierte Methoden durchgeführt (Bae et al., 2003; Park et 

al., 2006). Nach Gewinnung der Zellen wurden diese individuell für jedes Tier durch 

Zentrifugation (1.200 U/min, 6 min, 4 °C) vom PBS der Lavage getrennt und in 1-2 ml DMEM 

(plus 0,5 % FBS, Penicillin/Streptomycin) aufgenommen. Ein trockener, unbeschichteter 

Polycarbonat-Filter (8 µm Porengröße) wurde in je eine der Kavitäten der 24-Well Platte gesetzt 

und die obere Kammer mit 150 µl einer Zellsuspension (3,3 x 10
6
 Zellen/ml) gefüllt. Die Zellen 

wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert, um ihnen die Anheftung an die Membran zu ermöglichen. 

Am nächsten Tag wurden unterschiedliche Konzentrationen an S-lyso-PS in einem Volumen von 

800 µl in die unteren Kammern pipettiert und der Ansatz für 4 h bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurden die nicht-migrierten Zellen von der Oberseite der Filter durch Kratzen 

entfernt und die Filterunterseiten, an denen sich die adhärenten gewanderten Zellen befanden, mit 

dem HEMACOLOR Set (Merck, Darmstadt) fixiert und gefärbt. Die Quantifizierung der so 

angefärbten, mit Zellen gefüllten Poren erfolgte durch Auszählung von vier zufällig 

ausgewählten Gesichtsfeldern bei 40facher Vergrößerung unter einem Lichtmikroskop. Die 

Anzahl der migrierten nicht-adhärenten Zellen, die sich im Medium in der unteren Kammer 

befanden, wurde mit einer Neubauer Zählkammer bestimmt. Die Auszählungen fanden für jedes 

Well einzeln statt. 
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3.8.3 Delayed-type Hypersensitivity (DTH)-Test 

Die allergische Reaktion vom verzögerten Typ (Delayed-type Hypersensitivity (DTH)-Reaktion) 

wurde mittels Messung der Pfotenschwellung nach Immunisierung mit methyliertem 

Rinderserumalbumin (methylBSA; Sigma Aldrich, Taufkirchen) bestimmt. Dazu wurden WT- 

und GPR34-defiziente Mäuse zunächst mit einer 2 mg/ml methylBSA-Lösung/Freund‟sches 

Adjuvanz-Suspension (1:1 gemischt) subkutan mit jeweils 200 µl immunisiert. Nach 8 Tagen 

wurden jeder Maus 20 µl einer Lösung aus 5 mg/ml methylBSA in 0,9 % Kochsalzlösung in die 

Fußsohle der rechten Hinterpfote und 20 μl reine 0,9 % Kochsalzlösung (Kontrolle) in die linke 

Hinterpfote injiziert. Die Schwellung beider Pfoten wurde mit einer Millimeterschraube alle 12 h 

über einen Zeitraum von 72 h gemessen. Die DTH-Reaktion wurde als Differenz der Schwellung 

(in mm) zwischen methylBSA- und kontrollinjizierter Pfote definiert. 

Drei Wochen nach Abschluss des Versuchs wurde eine erneute Schwellungsreaktion provoziert 

mit 20 µl methylBSA und 0,9 % Kochsalzlösung in die entsprechende Pfote. Nach 48 h, dem 

Zeitraum der größten gemessenen Schwellung, wurde die Milz der Tiere entnommen und primäre 

Milzzellkulturen angelegt. Hierfür wurden 65 mg Milzgewebe eines jeden Tiers in PBS mittels 

eines Gewebenetzes (100-µm mesh) desintegriert und so eine Einzelzellsuspension hergestellt. 

Nach der Lyse der Erythrozyten mit Gey‟s Lösung wurden die Zellen gezählt, resuspendiert in 

Iscove-Medium (mit Glutamin, 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) und 

auf eine Zelldichte von 5 x 10
6
/ml eingestellt. In den Überständen von unbehandelten und mit 

methylBSA (20 µg/ml) stimulierten Zellen wurden nach 72 h die Konzentrationen verschiedener 

Zytokine in einem Multiplex-Ansatz (Th1/Th2-Kit, Bio-Rad Laboratories GmbH) nach 

Herstellerangaben bestimmt. 

3.8.4 Infektionsversuche mit Cryptococcus neoformans 

Um die Reaktion von WT- und GRP34-defizienten Mäusen gegenüber einer systemischen 

Infektion zu untersuchen, wurden diese mit Cryptococcus neoformans, dem Erreger der 

Kryptokokkose, nach einem am Institut für Immunologie der Veterinärmedizinischen Fakultät 

der Universität Leipzig entwickelten Protokoll infiziert (Kleinschek et al., 2006; Muller et al., 

2007). Dazu wurde der bekapselte C. neoformans-Stamm 1841, Serotype D in Sabouraud-

Dextrose-Medium (2 % Glucose, 1 % Pepton; Sigma-Aldrich) über Nacht in einem Schüttler bei 

30 °C kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit sterilem PBS gewaschen, in PBS resuspendiert 

und in einem Hämatocytometer gezählt. Die Administration der Zellen erfolgte intranasal mit 10 

µl pro Nasenloch einer 2,5 x 10
4
 Zellen/ml Lösung (entspricht 500 CFU).

 
Für die intranasale 
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Infektion wurden die Mäuse mit einer 1:1
 
Mischung von 10 % Ketamin (100 mg/ml; Ceva 

Tiergesundheit, Düsseldorf, Deutschland) und
 
2 % Xylazine (20 mg/ml; Ceva Tiergesundheit) 

intraperitoneal anästhesiert. 

Die infizierten Mäuse wurden täglich in Hinblick auf Vitalität und Morbidität untersucht. Nach 

drei Monaten wurden alle Tiere getötet und unter sterilen Bedingungen die Lunge, Milz und das 

Gehirn entnommen. Alle Organe wurden gewogen und gleiche Teile mit dem Ultra-Turrax (T8; 

Ika-Werk Instruments) in 1 ml PBS homogenisiert. Serielle Verdünnungen der Homogenate 

wurden auf Sabouraud-Dextrose-Agar-Platten ausgestrichen
 

and die Kolonien nach einer 

Inkubationszeit von 72 h bei 30 °C ausgezählt. 

In diesem Versuchsansatz wurden die Zytokine untersucht, die von Abwehrzellen innerhalb der 

Lunge gebildet wurden. Verwendet wurden neben den Tieren aus dem Cryptococcenversuch 

auch jeweils drei Tiere pro Genotyp, die zuvor nicht infiziert worden waren. Hierfür wurde kurz 

nach Eintritt des Todes eine Lungenlavage durchgeführt, die Zellen gezählt, in Iscove-Medium 

(mit Glutamin, 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) resuspendiert und auf 

eine Zelldichte von 5 x 10
6
/ml eingestellt. Die Zellen wurden dann mit Medium (Kontrolle) und 

mit 1 x 10
7
 Zellen/ml des Hitze-inaktivierten acapsulären C. neoformans-Stamm CAP67 (hiCap) 

inkubiert. Nach 72 h wurden die Zellkulturüberstände abgenommen und die Konzentration von 

verschiedenen Zytokinen in einem Multiplex-Ansatz (Th1/Th2-Kit, Bio-Rad Laboratories 

GmbH) nach Herstellerangaben bestimmt.  

3.9 Genexpressionsanalysen im Myocard von Wildtyp- und GPR34-defizienten 

Mäuse 

3.9.1 RNA-Isolierung 

Die Gesamt-RNA aus dem Myokard von jeweils fünf männlichen 3-Monate-alten WT- und 

GPR34-defizienten Mäusen wurde mit Trizol
®
 Reagenz (Invitrogen, USA) nach Angaben des 

Herstellers extrahiert. Eine weitere Reinigung der RNA erfolgte mit dem RNAeasy
®
 Mini Kit 

(Qiagen, Hilden, Deutschland) anhand des Protokolls zur Reinigung von RNA aus Gewebe. Die 

gewonnene Gesamt-RNA wurde sowohl für die Microarray-basierte Expressionsanalyse als auch 

für die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) eingesetzt.  

3.9.2 Microarray-basierte Expressionsanalyse 

Die Integrität und Konzentration der Gesamt-RNA wurde mittels eines Agilent 2100 Bioanalyser 

(Agilent Technologies, Palo Alto, USA) mit Hilfe des 6000 LabChip-Kits (Agilent Technologies) 
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nach Angaben des Herstellers ermittelt. Die Microarray-basierte Expressionsanalyse erfolgte in 

der Microarray Core Unit des IZKF Leipzig (IZKF Leipzig, Dr. Knut Krohn). Zehn Mikrogramm 

der Gesamt-RNA aus dem Myokard eines jeden Tieres wurden mit Hilfe eines T7-oligo-dT 

Primers revers transkribiert (SuperScript II, Invitrogen, USA). Die erhaltene cDNA wurde einer 

Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen und mit dem ENZO BioArray RNA Transcript 

Labelling Kit (Affymetrix) in vitro transkribiert. Die mittels T7-RNA-Polymerase-basierter in 

vitro-Transkription gewonnene cRNA wurde durch biotinylierte Ribonukleotidanaloga markiert. 

Anschließend wurde die cRNA fragmentiert und dann auf dem GeneChip® Mouse Genome 

Arrays 430A 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, USA) hybridisiert. Die weiteren Arbeitsschritte 

erfolgten nach Angaben des Herstellers. 

3.9.3 Statistische Auswertung der Microarraydaten 

Die Expressionsdaten wurden basierend auf zwei Algorithmen normiert: Microarray Suite 5 

(MAS5) und Robust Multi-Array Analysis (RMA) (Irizarry et al., 2003). Die Normierung 

erfolgte mit Hilfe der Software „R“ (http://www.r-project.org). Basierend auf der MAS5-

Normierung wurden den Probe Sets sogenannte Calls in den Abstufungen „Present“, „Medium“ 

und „Absent“ in Abhängigkeit von der Signalintensität zugewiesen. Die Annotation der Probe 

Sets wurde der Affymetrix-Homepage entnommen. Die Datensätze wurden gefiltert und nur 

solche Probe Sets in die statistische Analyse eingeschlossen, die in mindestens vier der fünf 

Arrays in mindestens einer Gruppe der beiden Gruppen (WT, KO) als Present detektiert wurden. 

Die log2-transformierten Datensätze wurden mit einem zweiseitigen t-Test statistisch 

ausgewertet. 

3.9.4 Sortierung regulierter Gene in biologische Systeme und Funktionen 

Um die erhobenen Microarraydaten in einen biologischen Kontext einordnen zu können, wurden 

die MAS5-normierten Datensätze sowohl mit dem Onto Express Algorithmus 

(http://vortex.cs.wayne.edu/projects.htm) (Draghici et al., 2003) als auch mit Hilfe einer Gene Set 

Enrichment Analysis (GSEA, http://www.broad.mit.edu/gsea/) (Subramanian et al., 2005) 

ausgewertet. Die entsprechenden Einstellungen für die Onto Express Analyse waren: 

„hypergeometrische Verteilung“ und „Korrektur für die Falsch-Positiv-Rate“ (false discovery 

rate). Für die GSEA Auswertung wurden neben den MAS5-normierten, auch die RMA-

normierten Datensätze herangezogen. Die analysierten Sets von Genen wurden aus folgenden 

Datenbanken bezogen: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes Database (KEGG) 

http://www.r-project.org/
http://vortex.cs.wayne.edu/projects.htm
http://www.broad.mit.edu/gsea/
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(http://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa et al., 2006; Kanehisa et al., 2002), Molecular 

Signatures Database (MSigDB2.0) des GSEA sowie Schlüsselwort-basierend gefilterte 

Datensätze der Annotationsdatei des Mouse Genome 430A Arrays (Affymetrix) innerhalb der 

Gene Ontology. Diese ermöglichten die Zuordnung der molekularen Funktion bzw. der Gentitel. 

Die GSEA Parameter waren: „500 Phänotypmutationen“, „Datensätze auf die Gensymbole 

vereinfachen“ und „gewichtete Anreicherung mit Signal-Rausch-Verhältnis“. 

3.9.5 Quantitative Echtzeit-PCR (Echtzeit-qPCR) 

Ausgewählte Transkripte, die in den Microarray-Analysen differentiell reguliert waren, wurden 

mittels quantitativer PCR (qPCR) verifiziert. Der qPCR ging eine reverse Transkription der 

Gesamt-RNA in cDNA voraus. Diese erfolgte mit dem gebrauchsfertigen Kit SuperScript II 
®

 

RNase H, Reverse Transkriptase von Invitrogen. Das Protokoll wurde nach Angaben des 

Herstellers durchgeführt. Pro Ansatz wurden jeweils 1 µg Herz-, 3 µg Milz- und 1,5 µg Gehirn-

Gesamt-RNA mit 5 µM oligo-dT-Primer umgeschrieben. Für die quantitative Echtzeit-PCR 

wurde die cDNA zuvor für Herz 1:2 und für Milz und Gehirn 1:3 mit Aqua dest. verdünnt. 

Das Design der Primer für die qPCR wurde mit Primer3 (Version 0.3.0) durchgeführt 

(http://frodo.wi.mit.edu). Die zu amplifizierenden DNA-Fragmente sollten eine Länge zwischen 

100 bp und 200 bp besitzen. Bei der Primerauswahl wurde darauf geachtet, dass möglichst eine 

Annealing-Temperatur von 61 ± 1 °C gewährleistet war. Die Primer wurden wenn möglich so 

positioniert, dass sie in der genomischen DNA ein Intron flankieren. Demzufolge unterschieden 

sich die Längen der Amplifikate, die aus mRNA und eventueller genomischer DNA-

Kontaminationen hervorgingen und konnten per Agarosegelelektrophorese identifiziert werden.  

Die Echtzeit-qPCR geht auf Higuchi und Mitarbeiter zurück (Higuchi et al., 1993). Das Prinzip 

der Quantifizierung beruht auf der Interkalierung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green mit 

doppelsträngiger DNA (dsDNA). SYBR-Green verstärkt im gebundenen Zustand seine 

Fluoreszenz nach Anregung mit ultraviolettem Licht. Da SYBR-Green zufällig interkaliert, nimmt 

die Zahl der interkalierten SYBR-Green-Moleküle direkt proportional mit der Menge an dsDNA 

mit jedem PCR-Zyklus zu. Die Anregung mit ultraviolettem Licht und die Detektion des vom 

SYBR-Green-dsDNA-Komplex abgegebenen Fluoreszenzsignals erfolgt jeweils am Ende der 

Elongationsphase der PCR. 

Der Punkt der PCR, bei dem die Amplifikation der Template-DNA in die exponentielle Phase 

übergeht, wird als sogenannter Schwellenwert (engl. threshold) bezeichnet. Der Zyklus, an dem 

http://www.genome.jp/kegg/
http://frodo.wi.mit.edu/
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die Fluoreszenz der Probe diesen Schwellenwert überschreitet, wird als cT-Wert (engl. cycle 

threshold) bezeichnet (Livak and Schmittgen, 2001). Ab diesem Punkt korreliert das SYBR-

Green-Fluoreszenzsignal mit der Produktmenge. Das Signal wird zusätzlich anhand eines 

internen Fluoreszenzstandards, der nicht mit der dsDNA interkaliert, (z.B. Rox
TM

, ein 

Rhodaminderivat) normiert. Mit Hilfe dieser Methode kann die Produktmenge und damit die 

relative Ausgangskonzentration an Template-DNA quantifiziert werden.  

Die Echtzeit-qPCR erfolgte in einem 25 µl Ansatz mit je 3 µl cDNA (80 ng Herz, 112 ng Milz, 

56 ng Gehirn), 1,5 µl je Primer (10 µM), 12,5 µl SYBR
®
Green Supermix (Platinum SYBR Green 

Supermix UDG, Invitrogen), 1 µl Rox
TM

 (1:10 verdünnt in Aqua dest.) und 5,5 µl Aqua dest.. In 

den Kontrollen (no template control, NTC) wurde anstelle von cDNA das gleiche Volumen Aqua 

dest. eingesetzt. Die verwendeten Primerpaare sind im Anhang in suppl. Tab. S2 aufgelistet. Die 

Echtzeit-qPCR wurde auf dem Gerät MxPro3000 (Stratagene, Santa Clara, USA) durchgeführt. 

Es wurden folgende PCR-Bedingungen gewählt: 50 °C für 2 min, 95 °C für 2 min, 50 Zyklen: 95 

°C für 15 sec, 60 °C für 30 sec. Der PCR schloss sich eine Schmelzkurvenanalyse an: 95 °C für 

30 sec, 60 °C für 30 sec, 95 °C für 30 sec, 25 °C für 30 sec. Die Schmelzkurvenanalyse diente 

der Bestimmung der Schmelztemperatur des PCR-Produktes und gestattet zusätzlich die Existenz 

von Primerdimeren oder unspezifischen Amplifikationsprodukten nachzuweisen oder 

auszuschließen, da die Schmelztemperatur für jedes Amplikon spezifisch ist. Alle Proben wurden 

jeweils in Doppelbestimmungen analysiert. Für die Auswertung der Daten wurde die 2
- C

T 

Transformation verwendet (Livak and Schmittgen, 2001). Dabei wurden die ermittelten cT-Werte 

an einem konstant exprimierten Gen (engl. house keeping gene = Haushaltsgen), 2-

Mikroglobulin normiert, indem die Differenz aus diesem und dem cT –Wert des Zielgens ( cT) 

gebildet wurde. Anschließend wurde die Differenz ( cT) zwischen dem cT des GPR34-

defizienten Tier mit dem WT-Tier ermittelt. Die Negative der Differenz zur Basis zwei (2
- C

T) 

gab den so genannten Fold Change, das Verhältnis der Genexpression zwischen GPR34-

defizienten Tieren und WT-Tieren, wieder. Die mRNA-Expression aller Gene wurde an 

mindestens fünf WT- und fünf GPR34-defizienten Tieren untersucht, wobei nur Wurfgeschwister 

miteinander verglichen wurden. Die Unterschiede der Expression wurden auf ihre statistische 

Signifikanz überprüft. In einer anschließenden Agarosegelelektrophorese wurden die berechneten 

Größen der Echtzeit-qPCR-Amplikons überprüft und die Identität der Produkte mittels 

Sequenzierung oder Restriktionsverdau verifiziert. 
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3.10 Statistische Auswertung der Daten 

Die Analysen der morphometrischen und laborchemischen Daten wurden mit Hilfe des t-Test 

nach Student (zweiseitig, ungepaart) auf signifikante Unterschiede untersucht. 

Die mittels Echtzeit-qPCR erhobenen Daten wurden auf Basis der cT-Werte statistisch 

miteinander verglichen. Unter der Annahme einer gleichen Varianz der cT-Werte WT- und 

GPR34-defizienten Tiere, wurde mittels U-Test nach Mann-Whitney der p-Wert bestimmt. Die 

ermittelten Expressionsunterschiede wurden ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % 

(p 0,05) als signifikant betrachtet. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Funktionelle Untersuchungen zur Aktivierbarkeit von GPR34-Orthologen 

durch lyso-PS 

Von Mori und Kollegen wurde während der laufenden Arbeiten zu dieser Promotion lyso-PS als 

Agonist für den humanen und murinen GPR34 publiziert (Sugo et al., 2006). Sie konnten an 

stabil transfizierten CHO-Zellen durch P-lyso-PS eine konzentrationsabhängige Aktivierung des 

GPR34 zeigen. Wie zuvor schon nachgewiesen (Schulz and Schöneberg, 2003), signalisiert der 

GPR34 über Gi-Proteine. 

Da der in der Publikation beschriebene Agonist kommerziell nicht mehr erhältlich war, stellten 

wir in Zusammenarbeit mit der AG von Prof. Fuhrmann (Veterinärmedizin, Universität Leipzig) 

das P-lyso-PS enzymatisch aus 1,2-Di-Palmityl-Phosphatidylserin her (→3.4.1). 

Das präparierte P-lyso-PS wurde zunächst an COS-7-Zellen getestet, die mit dem humanen und 

murinen GPR34 sowie mit einem chimären G-Protein (ΔGqi4) kotransfizierten wurden. Die 

Aktivierbarkeit des GPR34 durch P-lyso-PS wurde in einem IP-Akkumulationsassay (→3.4.2) 

untersucht. Eine agonistische Wirkung von P-lyso-PS konnte jedoch nicht nachgewiesen werden 

(Abb. 6). 

Um auszuschließen, dass des selbstpräparierte P-lyso-PS eventuell biologisch unwirksam ist, 

wurden diese Versuche mit „Brain“-lyso-PS (Avantilipids, USA) wiederholt. Hauptbestandteil 

dieser Präparation ist das Stearyl-lyso-PS (S-lyso-PS). Mori und Kollegen (Sugo et al., 2006) 

hatten eine Abhängigkeit der Aktivierung von GPR34 von der Kettenlänge der Fettsäure gezeigt 

und postuliert, dass der GPR34 auch durch lyso-PS mit Myristyl- oder längere Acylgruppen 

aktiviert werden kann. Wiederum konnten wir in transfizierten COS-7-Zellen keine spezifische 

GPR34-Aktivierung durch S-lyso-PS messen.  

Daraufhin wurden die Untersuchungen auf weitere GPR34-Orthologe ausgedehnt. 

Interessanterweise aktivierten sowohl P-lyso-PS als auch S-lyso-PS einen GPR34-Subtypen des 

Karpfens (Abb. 6). 
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Abb. 6 Untersuchung der 

Wirkung von lyso-PS auf ver- 

schiedene GPCR.                  

COS-7-Zellen wurden transient mit 

verschiedenen GPR34-Orthologen 

und dem P2Y12 transfiziert. Die 

Stimulierbarkeit der einzelnen 

GPR34-Orthologe wurde mit den 

angegebenen Substanzen (alle 10 

µM) untersucht. Als Negativ-

kontrolle dienten mit GFP 

transfizierte Zellen. Als Positiv-

kontrolle wurde der ADP-sensitive 

P2Y12 mit Methyl-S-Adenosin-

diphosphat (MeS-ADP) stimuliert. 

Es ist ein repräsentativer Assay mit 

Mittelwerten ± SEM aus einer 

Dreifachbestimmung dargestellt. 

 
 

 

Neben der Expression in Säugerzellen stand ein weiteres, sehr sensitives und effizientes 

heterologes Expressionssytem von Vertebraten-GPCR in Hefezellen zur Verfügung (→3.4.3, 

siehe Abb. 2). Diese Hefen wurden so verändert, dass ein in der Hefe exprimierter GPCR über 

ein chimäres Hefe/Säuger-G-Protein an den modifizierten Mating-Signalweg der Hefe gekoppelt 

ist. Die Hefezelle kann nur nach Aktivierung des Rezeptors auf Selektionsmedium wachsen. Die 

Expression der GPR34-Orthologe im Hefesystem bestätigte die Befunde aus dem heterologen 

COS-7-Zell-Expressionssystem. Auch hier zeigte der humane GPR34 keine Aktivierung durch 

lyso-PS, wohingegen das Ortholog aus dem Karpfen (Subtyp 2b) eine konzentrationsabhängige 

Stimulierung durch beide lyso-PS aufwies (Abb. 7). 
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A 

 

B 

 

Abb. 7 Aktivierung eines Rezeptorsubtyps des Karpfens durch lyso-PS.                                                    

Hefezellen wurden mit Plasmiden transformiert (siehe 3.4.3), die den human GPR34 (A) und den Karpfen GPR34 

Typ 2b (B) exprimieren. Die Hefen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von S-lyso-PS, P-lyso-PS und dem 

stabilen Agonisten des P2Y12 (MeS-ADP) inkubiert und nach 46 Stunden die OD bei 600 nm gemessen. Es ist ein 

repräsentativer Assay mit Mittelwerten ± SEM aus einer Dreifachbestimmung dargestellt. 

 

 

Um sicherzustellen, dass auch der humane GPR34 an das modifizierte Mating-Signalsystem der 

Hefe koppelt, wurde eine den Rezeptor konstitutiv aktivierenden Mutante (T
264

A (Schulz and 

Schöneberg, 2003)) in den Hefezellen exprimiert. Wie in der Abb. 8 dargestellt, führt diese 

Mutation im humanen GPR34 auch im Hefeexpressionssystem zu einer Agonist-unabhängigen 

Aktivierung des Gi-Signalwegs. 

 
 

 

 

Abb. 8 Expression des humanen GPR34 im 

Hefesystem.  

Der humane GPR34 und eine konstitutiv 

aktive Mutante (T
264

A) wurden in einen Hefe-

Stamm transformiert, der ein chimäres Gi-

Protein exprimiert, und auf Uracil-

defizientem Medium ausplattiert. Die 

wachsenden Klone enthielten das 

entsprechende GPR34-Plasmid. 

Wachstumskurven wurden als Triplikate in 

Microtiterplatten mit Uracil-Histidin-freiem 

Medium angesetzt. Ein Wachstum ist nur bei 

Aktivierung des modifizierten Mating-

Signalwegs der Hefe (z.B. durch konstitutive 

Aktivität – T
264

A) messbar. Es ist ein 

repräsentativer Assay mit Mittelwerten ± 

SEM aus einer Dreifachbestimmung 

dargestellt. 
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4.2 Basale Charakterisierung von GPR34-defizienten Mäusen 

Für die Etablierung einer GPR34-defizienten Mauslinie wurden zunächst aus chimären 

Männchen (Abb. 9) zwei verschiedene Mauslinien generiert. Zum einen wurde durch direkte 

Verpaarung mit einer ubiquitär Cre-exprimierenden Mauslinie ein klassischer Gen-KO hergestellt, 

zum anderen wurde eine gefloxte Mauslinie für spätere konditionelle GPR34-defiziente-Linien 

etabliert. Beide Mauslinien wurden anschließend auf einen C57/Bl6-Hintergrund gezüchtet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 9 Herstellung von chimären 

Männchen für eine GPR34-defiziente 

Mauslinie. 

Aus mehreren positiven Klonen wurden zwei 

ES-Zellklone ausgewählt und in 

Zusammenarbeit mit Herrn Naumann, MPI 

Dresden in Blastozysten reimplantiert. Es 

konnten mehrere chimäre Mäuse generiert 

werden. 

 

Die Mauslinien wurden mittels PCR und Southern Blot verifiziert und zunächst die Zucht der 

„klassischen“ KO-Linie für eine initiale Phänotypcharakterisierung ausgebaut. Die hemi- und 

homozygoten GPR34-defizienten Nachkommen waren lebensfähig und fertil. Die Wurfzahlen 

und Genotypen aus den bisher angesetzten Verpaarungen zeigten keinen Anhalt für eine erhöhte 

prä- oder postpartale Mortalität von KO-Mäusen (Abb. 10).  

 

 

Abb. 10 Genotypverteilung der GPR34-cre 

Mauslinie.  

Aufgrund der X-chromosomalen Lokalisation 

des GPR34 wurden die verschiedenen 

Genotypen durch zwei unterschiedliche 

Verpaarungen erhalten. Einmal wurden 

heterozygote Weibchen mit WT-Männchen 

verpaart (n=28 Würfe, graue Balken), um 

WT- und heterozygote Weibchen zu züchten. 

Um homozygote Weibchen zu erhalten, 

wurden Verpaarungen von heterozygoten 

Weibchen mit hemizygoten Männchen (n=32 

Würfe, weiße Balken) angesetzt. Die 

Genotypverteilung in den jeweiligen 4-

Wochen-alten Würfen zeigte eine 

Normalverteilung. Es sind die Mittelwerte ± 

SEM dargestellt. 
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Zur Beurteilung des Körperwachstums und der Gewichtsentwicklung wurden die Nachkommen 

aus den Verpaarungen zunächst täglich, später wöchentlich gewogen und die Körper- und 

Schwanzlänge erfasst. Dabei wurde kein signifikanter Unterschied zwischen WT- und GPR34-

defizienten Jungtieren beobachtet. Exemplarisch ist das Körpergewicht von 4-Wochen-alten 

Tieren in Abb. 11A dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine Schwanzbiopsie entnommen 

und dabei gleichzeitig die erste Blutglukosebestimmung durchgeführt. Auch hierbei waren keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen messbar (Abb. 11B). 

 

A 

 

B 

 
Abb. 11 Vergleich der Körpergewichte und der Blutglukose bei 4-Wochen-alten Mäusen.  

4-Wochen-alte Mäuse eines jeden möglichen Genotyps wurden gewogen (A) und die Blutglukosekonzentration 

gemessen. Die Anzahl der untersuchten Mäuse pro Genotyp ist in den Balken angegeben. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SD. 
 

Für eine detaillierte Grundcharakterisierung der Mäuse wurden entsprechende Tierzahlen der 

verschiedenen Genotypen gezüchtet und diverse Parameter untersucht, die in der Tabelle 2 

zusammengestellt sind. 

 

Tab. 2 Grundcharakterisierung von GPR34-defizienten Mäusen 

Für die Grundcharakterisierung der GPR34-defizienten Mäuse wurden verschiedenste in dieser Tabelle aufgelistete 

Parameter im Vergleich zu gleichgeschlechtlichen und gleichaltrigen WT-Mäusen untersucht. 

 

Parameter Ergebnis Kooperation 

Morphologie und Histologie 

Gewichtsentwicklung, Körperlänge, Schwanzlänge, Fellentwicklung, 

Ohren aufstellen, Zähne, äußere Merkmale, Extremitäten, 

Organgewichte 

keine Auffälligkeiten 

siehe suppl. Tab. S3 

 

HE-Färbung u. Toluidinblaufärbung wesentlicher Organe von WT- 

und KO-Mäusen 

keine Auffälligkeiten 

(mündl. Mitteilung Dr. A. 

Ricken) 

Dr. A. Ricken 

Laborklinische Untersuchungen 

verschiedene Serumparameter (Elektrolyte, Enzyme), Blutglucose, 

Urinosmolalität, Differentialblutbild, AS/AC-Screening 

siehe suppl. Tabs. S4-S6 Prof. J. Thiery 
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Verhalten 

SHIRPA-Protokoll, Verhalten im Käfig, 

Verhalten in der Arena, Verhalten bei Transfer, Positionspassivität, 

negative Geotaxis, Vokalisiere, Hörtest, Tag-Nacht-Rhythmus, 

Sozialverhalten, Reflexe etc. 

keine signifikanten 

Unterschiede 

siehe suppl. Tab. S9 

 

Hot Plate-Test keine signifikanten 

Unterschiede 

siehe suppl. Tab. S9 

 

 

Open Field-Test siehe suppl. Tab. S10  

Light-Dark-Test siehe suppl. Tab. S10  

Immunologische und Infektionsbiologische Tests 

DTH-Versuch (mit methyliertem BSA) →4.4  

Cryptococcus-Infektion →4.5 Dr. U. Müller, 

FACS-Analyse Milzzellen keine Unterschiede 

(mündl. Mitteilung Dr. U. 

Müller) 

Dr. U. Müller 

 

GPR34-defiziente Tiere entwickelten sich im Vergleich zu WT-Wurfgeschwistern in allen 

gemessenen Parametern morphologisch unauffällig. So gab es keine signifikanten 

Organgewichtsunterschiede zwischen adulten (3-Monate-alten) männlichen WT- und GPR34-

defizienten Tieren (suppl. Tab. S3). Auch die histologische Untersuchung aller wesentlichen 

Gewebe und Organe zeigte in der HE- und Toluidinblau (Mastzellen)-Färbung keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen. 

Blut, Serum und Urin adulter (3-Monate-alter) männlicher WT- und GPR34-defizienten Tiere 

wurde in Hinblick auf verschiedene Parameter im Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische 

Chemie und Molekulare Diagnostik des Universitätsklinikums Leipzig untersucht. Die initialen 

Untersuchungen von Serumparametern und des Differenzialblutbildes ergaben keine 

signifikanten Unterschiede zwischen WT- und GPR34-defizienten Tieren (suppl. Tabs. S4 und 

S5). Zwar zeigten einige Aminosäuren und Acylcarnitine signifikante 

Konzentrationsunterschiede (Ornithin, Threonin, C16:1, C18:1), jedoch waren diese 

geschlechtsspezifisch und erbrachten keine Hinweis auf eine definierte metabolische Störung 

(suppl. Tab. S6).  

Mit 3-Monate-alten männlichen WT- und GPR34-defizienten Tieren wurden ausgiebige 

Verhaltens- und motorische, sensorische und autonome Funktionsanalysen (modifiziertes 

SHIRPA-Protokoll) (Rogers et al., 1997; Rogers et al., 2001) durchgeführt. In keinem dieser 

Tests konnte ein auffälliger Unterschied zwischen den beiden Genotypen identifiziert werden. 

Auch die Ergebnisse aus dem HPT waren identisch zwischen den beiden Gruppen (suppl. Tab. 

S9).  
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Im OFT zeigten die WT-Mäuse eine signifikant höhere Aktivität als die KO-Mäuse und suchten 

häufiger die Randbereiche der Arena auf (suppl. Tab. S10). Im LDT waren die GPR34-

defizienten Tiere im hellen Bereich der Arena aktiver und hielten sich tendenziell im dunklen 

Bereich länger auf (suppl. Tab. S10). Insgesamt war jedoch kein konsistenter Verhaltensphänotyp 

in diesen Untersuchungen erkennbar. 

4.3 Lyso-PS aktiviert Mastzellen nicht über den GPR34 

Mit der Etablierung des GPR34-defizienten Mausmodells bestand erstmals die Möglichkeit, auch 

auf zellulärer Ebene WT- und GPR34-defiziente Zellen miteinander in ihren Funktionen zu 

vergleichen. Die Arbeitsgruppe von Mori hatte mittels RT-PCR eine starke Expression des 

GPR34 vor allem in Mastzellen nachgewiesen (Sugo et al., 2006). Lyso-PS ist seit langem als 

Substanz bekannt, die zu einer Potenzierung der Histaminfreisetzung aus Mastzellen führt 

(→1.4.4). Deshalb wurde vermutet, dass der GPR34 der gesuchte Gi-gekoppelte GPCR ist, über 

den dieser Effekt vermittelt wird. 

Diese Hypothese wurde an Peritoneal-Mastzellen überprüft, die aus WT- und GPR34-defizienten 

Mäusen durch eine Peritoneallavage (→3.8.1) gewonnen wurden. Die Messung der 

Histaminfreisetzung aus Mastzellen war in der AG von Prof. H. Fuhrmann (Veterinärmedizin, 

Universität Leipzig) etabliert und konnte durch die Zusammenarbeit mit dieser Gruppe für die 

Fragestellung an GPR34-defizienten Mastzellen genutzt werden. Wie in Abbildung 12 gezeigt, 

konnte zwar eine lyso-PS-induzierte Potenzierung der IgE-vermittelten Histaminfreisetzung 

bestätigt werden, jedoch war diese unabhängig von der Präsenz des GPR34. Dieser Effekt war 

auch nicht PTX-sensitiv (Abb. 12). 
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A 

 

B 

 
 

 

Abb. 12 Histaminfreisetzung aus peritonealen Mastzellen.  

(A) Peritoneale Mastzellen wurden aus Wildtyp (WT)- und GPR34-defizienten (KO) Mäusen durch Peritoneallavage 

und kurzzeitige Kultivierung gewonnen. Für die IgE-vermittelte Histaminfreisetzung wurden die Zellen mit anti-

DNP-BSA-IgE und DNP-BSA inkubiert. Zur Potenzierung der Histaminfreisetzung wurden die Zellen zusätzlich mit 

P-lyso-PS (10 µM) stimuliert. Mastoparan wurde als Positivkontrolle eingesetzt. (B) Mastzellen von Wildtyp- und 

KO-Tieren wurden 4 h mit PTX vorbehandelt und anschließend mit P-lyso-PS stimuliert. Diesen Untersuchungen 

liegen drei Experimente (Mittelwert ± SEM) zugrunde, für die Zellen aus jeweils 6 Mäusen jedes Genotyps gepoolt 

wurden. Die basale Histaminfreisetzung lag bei diesen Experimenten genotypunabhängig bei 6,0 ± 2,3 %. 

 

4.4 Peritonealen monozytäre Zellen aus GPR34-defizienten Mäusen zeigen eine 

verstärkte basale Migration 

Verschiedene Studien berichteten, dass lyso-PS chemotaktisch auf migrationsfähige Zellen 

wirken kann (Lee et al., 2008; Park et al., 2005; Park et al., 2006). Um dies zu testen, wurden aus 

WT-und KO-Mäusen Peritonealzellen mittels Lavage gewonnen und die chemotaktische 

Wirkung von S-lyso-PS auf diese Zellen untersucht. Wie erwartet, wirkte lyso-PS chemotaktisch 

auf Peritonealzellen aus WT-Tieren (Abb. 13A). Dieser Effekt war bei Zellen aus KO-Mäusen 

nicht zu sehen. Jedoch muss hier die sehr hohe basale Migration der GPR34-defizienten Zellen 

im Vergleich zum WT in Betracht gezogen werden (Abb. 13B). So wiesen GPR34-defiziente 

Zellen eine 1,8-fach höhere Basalmigration auf, während die Liganden-vermittelte Chemotaxis 

bei den WT-Zellen lediglich eine 1,4-fache Steigerung der Migrationsrate bei maximaler 
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Stimulation zeigte. Es ist deshalb davon auszugehen, dass die hohe basale Migration der GPR34-

defizienten Zellen eine mögliche lyso-PS-vermittelte Chemotaxis maskierte. 

  

 

 

Abb.13 Chemotaxis von Peritoneallavagezellen. 

Monozyten wurden mit verschiedenen 

Konzentrationen von S-lyso-PS inkubiert. Der 

Prozentteil, der in die untere Kammer migrierten 

Zellen wurde in Bezug auf den Basalwert der 

migrierten WT Zellen angegeben (100% = 5,6 x 10
5
 

Zellen). Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M der 

Versuche mit jeweils 5 Tieren pro Gruppe, jedes 

Experiment wurde in Duplikaten durchgeführt. Die 

Unterschiede, in Bezug auf die basale Migration 

von Zellen aus WT-Tieren, wurde auf ihre 

Signifikanz, mittels Students‟s t-Test untersucht: 

*p<0,05; **p<0,01. 

 

 

4.5 Verstärkte DTH-Reaktion in GPR34-defizienten Mäusen 

Im DTH-Test werden das Ausmaß und der zeitliche Ablauf vor allem der immunologischen Th1-

Antwort untersucht. In diesem Test zeigten die GPR34-defizienten Tiere nach 24 h eine 

signifikant stärkere Schwellung der methylBSA-injizierten Pfote als die WT-Tiere (Abb. 14). 

Dieser signifikante Unterschied war auch noch nach 50 h (Abbruch des Versuchs) bei den KO-

Tieren zu beobachten.  

 

 

Abb. 14 DTH-Test an methylBSA-

immunisierten Mäusen.  

Mäuse wurden mit methylBSA s.c. 

immunisiert und nach 8 Tagen erfolgte die 

Injektion von methylBSA in die linke 

Hinterpfote und in die rechte Hinterpfote 

(Referenz) wurde nur die Trägerlösung 

injiziert. Die Messung der Pfotenschwellung 

erfolgte mit einer Millimeterschraube und ist 

in Prozent in Relation zur Referenzpfote 

über die Zeit angegeben. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SEM aus zwei unabhängigen 

Versuchen mit je 10 Tieren. *p < 0,05; **p < 

0,01 
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Die verstärkte DTH-Reaktion bei den GPR34-defizienten Tieren war verbunden mit einer 

signifikant erhöhten basalen Konzentration aller untersuchten Zytokine im Überstand der 

angelegten Milzzellkultur (Tab. 3). Die methylBSA-Stimulation der kultivierten Zellen aus den 

Milzen von WT- und KO-Tieren führte bei den meisten Zytokinen zu einer 

Konzentrationszunahme (Tab. 3). Auch hier war die Konzentration vieler Zytokine bei den 

GPR34-defizienten Tieren signifikant höher als bei den WT-Tieren. Betrachtet man jedoch die 

relativen Veränderungen, so waren diese bei den Zytokinen aus den WT-Tieren deutlich höher. 

 

Tab. 3 Quantifizierung verschiedener Zytokine in Milzzellkulturüberständen. 

Am Ende eines DTH-Versuchs (siehe oben in diesem Abschnitt) wurden die Milzen der Versuchstiere (n=10 pro 

Genotyp) entnommen und die Milzzellen kultiviert (→3.8.4). In den Überständen der unbehandelten und methylBSA 

behandelten Milzzellen wurden die gelisteten Zytokine in einem Multiplextest quantifiziert. Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SD. Signifikante Unterschiede zwischen den WT- und KO-Tieren in den jeweiligen Gruppen: *p < 

0,05; **p < 0,01 

 

4.6 Erhöhte Pathogenität von C. neoformans in GPR34-defizienten Mäusen 

Cryptococcus neoformans ist ein bekapselter Hefe-ähnlicher Pilz und der wichtigste Erreger der 

der Kryptokokkose. Nach inhalativer Aufnahme des Erregers bilden sich Lungenrundherde 

(Kryptokokkome). Im Krankheitsverlauf breitet sich der Pilz bis ins Zentralnervensystem aus. 

Die Geschwindigkeit und das Ausmaß der hämatogenen Streuung der Kryptokokkose werden 

bestimmt von der zellulären Infektabwehr. So erleichtert z.B. eine Immundefizienz die 

Generalisierung der Kryptokokkose.  

Basal methylBSA (20 µg/ml) Ratio methylBSA/Basal 

 WT (pg/ml) KO (pg/ml) WT (pg/ml)  KO (pg/ml) WT KO 

TNF-α 19,5 ± 0,8 48,7 ± 3,8** 69,7 ± 1,5 103 ± 5,7** 3,6 2,1 

IFN-γ 76,0 ± 25 329 ±56,5* 366 ± 55,3 735 ± 89,5* 4,8 2,2 

GM-CSF 31,8 ± 4,2 128,0 ± 9,7** 228 ± 2,5 402 ± 62,8 7,1 3,1 

IL-2 558 ± 90 2290 ± 86** 557 ± 6,1 2684 ± 317** 1 1,2 

IL-4 12,0 ± 1,0 58,4 ± 3,3** 43,2 ± 2,6 38,2 ± 3,4 3,6 0,6 

IL-5 9,9 ± 2,2 47,1 ± 8,9* 47,5 ± 1,7 122 ± 8,2** 4,8 2,6 

IL-10 24,8 ± 4,4 127 ± 5,5** 18,3 ± 0,8 48,2 ± 4,6* 0,7 0,4 

IL-12 3,3 ± 0,2 11,4 ± 0,7** 18,0 ± 2,3 17,1 ± 0,8 5,4 1,5 
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WT- und KO-Mäuse wurden intranasal mit C. neoformans infiziert und der Erkrankungsverlauf 

beobachtet. Nach drei Monaten wurden die Tiere getötet und die Lungen, die Milz und das 

Gehirn entnommen. Bereits makroskopisch war bei den meisten KO-Tieren ein massiver Befall 

der Organe zu beobachten (Abb. 15A), aber auch in den WT-Tieren fanden sich sichtbare 

Kyptokokkome. Deshalb war eine Quantifizierung der Erregerlast notwendig. In allen drei 

Organen fanden sich signifikant höhere Erregerzahlen (Abb. 15B).  

 

A 

 

 
     WT                    KO 

B 

 
 

Abb. 15 Kryptokokkose bei C. neoformans-infizierten Mäusen.  

A) WT- und KO-Mäuse wurden mit C. neoformans intranasal infiziert, die Tiere nach drei Monaten getötet und die 

Lungen, die Milz und das Gehirn entnommen. A) In den Lungen und Gehirnen der Tiere fanden sich makroskopisch 

sichtbare Kryptokokkome. B) Die Organlast mit dem Pilz wurde durch Ausplattieren von verdünnten 

Organsuspensionen und Auszählen der Kolonien quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwert, 95 % Perzentilen und 

Ranges von je 5 Tieren. *p < 0,05; **p < 0,01 

 

 

Die Untersuchung der Zytokinkonzentration in naiven und Cryptococcus-exponierten Tieren 

zeigte ein gegensätzliches Bild. Naive Zellpopulationen aus WT- und KO-Tieren, die nicht zuvor 

in Kontakt mit dem Erreger gekommen waren, produzierten größtenteils sehr geringe Mengen an 

Zytokinen (Tab. 4). Eine Ausnahme bildete IL-2, welches mit >40 pg/ml in wesentlich höherer 

Konzentration vertreten war als alle anderen Zytokine. GPR34-defiziente Zellen zeigten fast 

immer eine geringere Zytokinkonzentration als WT-Tiere. Nach Exposition mit dem attenuierten 

Cryptococcus-Stamm CAP67 kam es bei den naiven Zellen beider Genotypen zu einer Reduktion 

der Zytokine. Ausnahmen bildeten lediglich IL-4 und TNF-α. 

In Zellpopulationen aus infizierten Tieren zeigte sich eine starke basale Erhöhung der 

Zytokinkonzentration bei KO-Zellen, während die basale Zytokinkonzentration der WT-Zellen 



 

56 

 

größtenteils ähnlich gering blieb wie bei naiven Zellen. Eine erneute Exposition mit dem 

Cryptococcus-Antigen verursachte beim Wildtypen eine Steigerung der Zytokinkonzentration. 

Diese blieb jedoch immer noch niedriger als die Zytokinkonzentration der GPR34-defizienten 

Zellen, welche im Gegensatz zu den basalen Werten, mit Ausnahme von TNF-α und IL-12, sogar 

geringer wurden (Tab. 5).  

 

 

Tab. 4 Quantifizierung verschiedener Zytokine in Lungenlavage naiver Mäuse. 

Am Ende eines Infektionsversuchs mit Cryptococcus wurden pulmonale Zellen mittels Lavage aus nicht-infizierten 

Tieren gewonnen (n=3 pro Genotyp) und kultiviert (→3.8.5). In den Überständen der unstimulierten und mit dem 

attenuierten Cryptococcus-Stamm CAP67 (hiCap) behandelten pulmonalen Zellen wurden die gelisteten Zytokine in 

einem Multiplextest quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD. Signifikante Unterschiede zwischen den 

WT und KO-Tieren in den jeweiligen Gruppen: *p < 0,05; **p < 0,01; n.m.= nicht messbar da unterhalb der 

Nachweisgrenze. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Basal hiCap Ratio hiCap/Basal 

 WT (pg/ml) KO (pg/ml) WT (pg/ml)  KO (pg/ml) WT KO 

TNF-α 3,5 ± 2,5 2,7 ± 0,7 24,4 ± 4,5 n.m.** 7,0 0,3 

IFN-γ 9,8 ± 8,7 n.m.** n.m. n.m. 0 1 

GM-CSF 7,5 ± 0,7 3,7 ± 1,7* 5,6 ± 1,9 n.m.** 0,8 0 

IL-2 43,9 ± 3,0 43,7 ± 9,7 22,6 ± 0,8 9,5 ± 1,1** 0,5 0,2 

IL-4 13,8 ± 0,4 15,1 ± 1,0 28,6 ± 3,0 22,8 ± 0,9* 2,1 1,5 

IL-5 2,0 ± 0,3 2,3 ± 1,1 1,2 ± 0,2 1,0 ± 0,5 0,6 0,5 

IL-10 11,4 ± 2,3 4,3 ± 1,3** 8,7 ± 1,0 n.m.** 0,8 0 

IL-12 3,4 ± 0,7 1,1 ± 0,6* 3,8 ± 1,0 1,7 ± 0.9 1,1 1,5 
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Tab. 5 Quantifizierung verschiedener Zytokine in Lungenlavage infizierter Mäuse. 

Am Ende eines Infektionsversuchs mit Cryptococcus wurden pulmonale Zellen mittels Lavage aus infizierten Tieren 

gewonnen (n=3 pro Genotyp) und kultiviert (→3.8.5). In den Überständen der unstimulierten und mit dem 

attenuierten Cryptococcus-Stamm CAP67 (hiCap) behandelten pulmonalen Zellen wurden die gelisteten Zytokine in 

einem Multiplextest quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD. Signifikante Unterschiede zwischen den 

WT und KO-Tieren in den jeweiligen Gruppen: *p < 0,05; **p < 0,01; n.m.= nicht messbar, unterhalb der 

Nachweisgrenze. 

 

4.7 Differenzielle Genexpression im Myokard GPR34-defizienter Mäuse 

Die genomweite Expressionsanalyse von RNA mittels der Microarray-Technologie ermöglicht 

einen parallelen und effizienten Vergleich von Genexpressionsmustern in Organen, Geweben und 

Zellen, z.B. zwischen WT- und KO-Tieren. Damit lassen sich auch komplexe Veränderungen 

erfassen und oft auch erstmals erkennen. Da Organe und Gewebe meist aus einer Vielzahl 

verschiedener Zelltypen und aus Zellen mit unterschiedlichen Funktionen bestehen, können 

Expressionsveränderungen, die durch die Gendefizienz in einigen wenigen Zellen auftreten, 

aufgrund ihrer zu geringen Quantität unentdeckt bleiben. Deshalb eignen sich für genomweite 

Expressionsanalyse besonders Zelllinien oder Organe/Gewebe mit einer geringen Zelldiversität. 

Transkripte des GPR34 wurden in allen bisher untersuchten Organen und Geweben der Maus, der 

Ratte und des Menschen gefunden (→1.4.3). Die Expression des GRPR34 wurde im Herzmuskel 

von Nagern besonders gut untersucht und zeigte dort im Vergleich zu anderen Geweben 

durchschnittliche Transkriptmengen, die von beiden GPR34-Promotoren ausgehen (Engemaier et 

al., 2006). Da das Ventrikelmyocard den GPR34 exprimiert und im Wesentlichen nur aus 

Myozyten aufgebaut ist, eignete es sich besonders gut für die Beantwortung der Frage, welche 

Basal hiCap Ratio hiCap/Basal 

 WT (pg/ml) KO (pg/ml) WT (pg/ml)  KO (pg/ml) WT KO 

TNF-α 1,9 ± 0,7 12,7 ± 1,9** 362,0 ± 33,5 794,8 ± 175,2* 188,5 62,8 

IFN-γ n.m. 62,4 ± 7,9** n.m. 18,5 ± 12,7 1 0,3 

GM-CSF 10,1 ± 2,5 24,8 ± 1,9** 15,9 ± 1,4 20,2 ± 0,9** 1,6 0,8 

IL-2 25,7 ± 2,8 135,8 ± 3,8** 28,3 ± 2,6 48,5 ± 0,6** 1,1 0,4 

IL-4 9,0 ± 0,4 19,6 ± 0,8** 18,7 ± 1,2 39,3 ± 4,2** 2,1 2 

IL-5 35,5 ± 5,1 115,5 ± 1,2** 49,9 ± 6,2 81,7 ± 6,0** 1,4 0,7 

IL-10 15,4 ± 2,6 72,3 ± 10,1** 25,6 ± 5,3 38,6 ± 6,6 1,7 0,5 

IL-12 1,1 ± 1,3 4,6 ± 1,8 2,8 ± 0,2 7,0 ± 1,5** 2,6 1,5 
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molekularen Folgen eine GPR34-Defizienz hat. Für eine genomweite Expressionsanalyse wurden 

aus dem Ventrikelmyocard von je 5 männlichen WT- und GPR34-defizienten Mäusen die 

Gesamt-RNA präpariert und mittels der Microarray-Technologie untersucht. 

4.7.1 Validierung der Microarray-Daten 

Um die Qualität der RNA-Microarray-Daten zu validieren, wurde zunächst überprüft, ob die 

GPR34-Expression den Genotypen entsprach. Sowohl nach der RMA- als auch nach der MAS5-

Datenanalyse erhielt keine der KO-Mäuse für das GPR34-Transkript eine Zuordnung 

„Present“ wohingegen vier der fünf WT-Mäuse für das GPR34-Transkript die Zuordnung 

„Present“ erhielten. Auch die quantitative Analyse bestätigte die GPR34-Defizienz als hoch 

signifikant (p<0,0001) (Tab. 6). Als nächstes wurde die Quantität von Myokard-spezifischen 

Transkripten untersucht. So fanden sich unter den 20 höchst exprimierten Transkripten 

Komponenten des kontraktilen Apparates des Herzmuskels, wie die schwere Kette des kardialen 

Myosins (Myh6), das kardiale α-Actin (ACTC1), die leichten Ketten des kardialen Myosins 

(Myl2, Myl3), das kardiale Troponin 2 (Tnnt2) sowie das kardiale Phospholamban (Pln). Diese 

nahezu ausschließlich kardial hoch exprimierten Gene belegen die Authentizität des untersuchten 

Gewebes. Sogenannte „House-keeping genes“ wie das ß2-Mikroglobulin (B2m) und Clathrin 

(Clta, Cltc) zeigten im Myokard keine signifikant unterschiedlichen Expressionsspiegel zwischen 

KO- und WT-Mäusen.  

 

Tab. 6 Validierung der Microarray-Daten. 

Die Daten wurden MAS5-normiert und die Mittelwerte von je 5 Tieren pro Genotyp dargestellt.  

Probe Set ID Gensymbol Protein 
MAS5 MAS5 Fold 

Change 
p-Wert 

KO  WT 

1422542_at GPR34 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 34 8 169 0,05 <0,0001 

1448826_at Myh6 kardiales Myosin, schwere Kette 42962 48236 0,89 0,15 

1448394_at Myl2 kardiales Myosin, leichte Kette 34284 41500 0,83 0,06 

1427768_s_at Myl3 kardiales Myosin, leichte Kette 37491 42256 0,89 0,15 

1415927_at ACTC1 kardiales α-Actin 35675 44088 0,81 0,07 

1424967_x_at Tnnt2 kardiale Troponin 2 40008 46013 0,87 0,07 

1460332_at Pln Phospholamban 37918 45005 0,84 0,02 

1449289_a_at B2m β2-Mikroglobulin 12692 11989 1,06 0,58 

1449289_a_at Clta Clathrin, leichte Kette  4448 4167 1,07 0,53 

1449289_a_at Cltc Clathrin, schwere Kette 5909 5725 1,03 0,78 
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4.7.2 Genomweite Expressionsunterschiede im Myokard von KO- und WT-Tieren 

In dieser Studie wurde zur Genexpressionsanalyse der GeneChip® Mouse Genome Array 430A 

2.0 von Affymetrix verwendet. Er repräsentiert 45.037 Probe Sets, die die parallele Analyse von 

mehr als 14.000 murinen Genen erlauben. Probe Sets sind ein Satz von Oligonukleotidsonden, 

die komplementär zur Sequenz des zu untersuchenden Transkripts sind. Dabei besteht jedes 

Probe Set, dem jeweils eine ID zugeordnet wird, aus 11 solcher Oligonukleotidsonden. Zur 

Datenquantifizierung wird die Fluoreszenzintensität der an die Sonden gebundenen cRNA 

ausgewertet. Diese Rohdaten werden nach Algorithmen, wie z.B. MAS5, auf Chip-interne 

Standards normiert und die Probe Sets zunächst in so genannte „Present“ und „Absent“ Calls 

gruppiert. Für diese Studie wurde ein Transkript (bzw. Probe Set) als ‟exprimiert‟ definiert, wenn 

es in mindestens drei der fünf Tiere eines Genotyps die Zuordnung „Present“ erhalten hat. Nur 

solche Transkripte sind in der nachfolgenden Auswertung berücksichtigt worden. Basierend auf 

dieser Prämisse konnten im Myokard der männlichen WT- und GPR34-defizienten Tiere 18.265 

Probe Sets als ‟exprimiert‟ detektiert werden. Diese korrespondieren mit ca. 8.660 annotierten 

Genen. Die statistische Auswertung ergab, dass 0,8 % der Probe Sets (362, ~ 170 annotierte 

Gene) mit p ≤ 0,01 (suppl. Tab. S11) bzw. 3,5 % (1591, ~750 annotierte Gene) mit p ≤ 0,05 

signifikant zwischen den beiden Genotypen reguliert waren.  

4.7.3 Klassifizierung differentiell regulierter Gene im Myocard von KO- und WT-

Tieren 

In einem nächsten Schritt wurde versucht, die signifikant regulierten Transkripte (p < 0,01) 

Datenbank- und Computer gestützt in einen zellbiologischen, biochemischen und 

physiologischen Kontext zustellen. Verschiedene Programme sortieren regulierte Gene 

beispielsweise anhand ihrer Funktion oder Lokalisation innerhalb der Zelle. Solche Programme 

sind Onto-Express (Draghici et al., 2003), Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) (Subramanian 

et al., 2005) oder auch Gene Map Annotator and Pathway Profiler (GenMAPP). Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden vorrangig Onto-Express und GSEA genutzt. Diese Programme greifen auf 

Datenbanken wie Biocarta oder Gene Ontology (GO, http://www.geneontology.org/index.shtml) 

zurück. GO ordnet Genprodukte anhand drei definierter Kategorien (Ontologien): biological 

processes, cellular components und molecular function. Die Ontologie „biological process’ zum 

Beispiel unterteilt sich dann weiter die Gruppen „binding, enzyme activity, receptor activity und 

transporter activity’. 
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Um die signifikant regulierten Gene des Myokards von WT- und GPR34-defizienten Tieren in 

funktionelle Systeme einzuordnen, wurden diese zunächst mit dem Onto-Express Programm 

(Draghici et al., 2003) analysiert (Tab. 7). Signifikante Unterschiede zwischen WT- und KO-

Mäusen wurden in den Kategorien „Translationsinitiierung“ und 

„Prostaglandinstoffwechsel“ sowohl in der RMA- als auch MAS5-Analyse gefunden. Alle 

anderen signifikanten Unterschiede waren zwischen den beiden Analyseverfahren nicht 

deckungsgleich.  

Die Untersuchung der regulierten Gene mittels GSEA zeigte lediglich 3 funktionelle Systeme, 

die sich signifikant zwischen den Genotypen unterschieden (Tab. 8). Dies waren Signalkaskaden 

der Apoptose, Mitose und MAP-Kinasen, welche sich in der RMA Analyse als herunterreguliert 

darstellten. Die MAS5 Analyse konnte diese Befunde allerdings nicht bestätigen.  

Eine klare molekulare Hypothese zur Relevanz der GPR34-Funktion im Myokard konnte somit 

weder mit der Onto-Express- noch mit der Gene Set Enrichment-Methode formuliert werden.  
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Tab. 7 Onto-Express-Analyse der signifikant regulierten Gene im Myocard GPR34-defizienter Mäuse im 

Vergleich zu WT-Tieren. 
Die Analyse erfolgte auf Basis der RMA- und MAS5-normierten Datensätzen, die nur solche Probe Sets enthielten, 

die mindestens in einer Gruppe (KO oder WT) dreimal als Present detektiert wurden. Es wurden nur Probe Sets mit 

einer statistisch signifikanten Regulation von p ≤ 0,01 in die GO-Analyse einbezogen. Die Tabelle zeigt die GO-

Gruppen aus der Kategorie biological process und molecular function die eine statistisch signifikante Anzahl 

differentiell exprimierter Transkripte aufweist (p ≤ 0,01). Weiterhin ist die absolute Anzahl der regulierten Gene 

angegeben. 

 

RMA-Analyse 

GO biological process N p-Wert 

Calcium ion transport 8 0,0020 

DNA replication 7 0,0092 

nuclear mRNA splicing, via spliceosome 4 0,0014 

regulation of cell shape 5 0,0040 

cytokine and chemokine mediated signaling pathway 4 0,0094 

translational initiation 4 0,0022 

nucleotide-excision repair 3 0,0084 

ER to Golgi vesicle-mediated transport 3 0,0084 

respiratory gaseous exchange 3 0,0084 

vacuole organization and biogenesis 2 0,0030 

regulation of epithelial cell differentiation 2 0,0030 

glutathione biosynthetic process 2 0,0099 

positive regulation of inflammatory response 2 0,0049 

prostaglandin metabolic process 2 0,0072 

cortical actin cytoskeleton organization and biogenesis 2 0,0099 

blastocyst growth 2 0,0030 

response to bacterium 2 0,0099 

SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane 2 0,0049 

regulation of mitotic metaphase/anaphase transition 2 0,0049 

GO molecular function   

DNA binding 55 0,0014 

molecular_function 38 0,0065 

Binding 25 0,0042 

GTP binding 16 0,0017 

ubiquitin-protein ligase activity 8 0,0022 

translation initiation factor activity 7 0,0013 

transcription corepressor activity 6 0,0016 

heat shock protein binding 5 0,0037 

RNA splicing factor activity, transesterification mechanism 3 0,0022 

histone-lysine N-methyltransferase activity 3 0,0098 

AU-rich element binding 2 0,0030 

phosphoinositide 3-kinase regulator activity 2 0,0049 

7S RNA binding 2 0,0030 

mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase activity 2 0,0099 
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MAS5-Analyse 

GO biological process N p-Wert 

regulation of transcription, DNA-dependent 42 0,0023 

Transcription 35 0,0061 

Translation 10 0,0069 

mRNA processing 9 0,0089 

protein targeting 6 0,0018 

in utero embryonic development 6 0,0070 

regulation of cell growth 5 0,0038 

translational initiation 3 0,0069 

prostaglandin metabolic process 2 0,0036 

GO molecular function   

zinc ion binding 41 0,0080 

transferase activity 33 0,0076 

actin binding 11 0,0023 

methyltransferase activity 8 0,0011 

isomerase activity 7 0,0028 

transcription coactivator activity 5 0,0034 

microtubule plus-end binding 2 0,0015 

anion transmembrane transporter activity 2 0,0083 

 

Tab. 8 Auswertung der Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) der signifikant regulierten Gene im Myocard 

GPR34-defizienter Mäuse. 

Angegeben sind die Anzahl der regulierten Transkripte innerhalb der Gensets (N), der nominale p-Wert, der q-Wert 

für die Falschpositivrate (false discovery rate; FDR q) sowie der korrigierte p-Wert (familywise-error rate corrected 

p-value; FWER p). Der Schwellenwert für Gensets von relevanter Bedeutung ist p ≤ 0,05 bzw. FDR ≤ 0,25. Die 

Auswertung erfolgte sowohl für die MAS5- als auch für die RMA-normierten Datensätze der Microarrays. 

Ausgewählte KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Signal- und Stoffwechselwege, GSEA-interne 

Datensätze (MsigDB), sowie Gensets aus Gene Ontology-basierter „molecular function“ Schlüsselwortsuche bildeten 

die Grundlage der Analyse mit der GSEA Software. 

 

NAME N p-Wert FDR q FWER p 

RMA down-regulated     

APOPTOSIS 47 0,021 0,101 0,088 

MOTOR SIGNALLING PATHWAY 22 0,035 0,053 0,094 

GEN MAPP G-PROTEIN SIGNALLING PATHWAY 67 0,038 0,204 0,338 

LONG TERM POTENTIATION 44 0,124 0,419 0,620 

LONG TERM DEPRESSION 45 0,105 0,352 0,634 

ABC TRANSPORTER 23 0,159 0,333 0,660 

INSULIN SIGNALLING PATHWAY 140 0,111 0,326 0,708 

MAPK SIGNALLING PATHWAY 152 0,133 0,369 0,754 

ERBB SIGNALLING PATHWAY 30 0,309 0,455 0,842 

REGULATION OF ACTIN CYTOSKELETON 125 0,302 0,479 0,878 

WNT SIGNALLING PATHWAY 92 0,414 0,538 0,914 

ADIPOCYTOKINE SIGNALLING 45 0,650 0,788 0,984 

TIGHT JUNCTION 76 0,705 0,731 0,984 

JAK STAT SIGNALLING PATHWAY 18 0,827 0,909 0,996 

PPAR SIGNALLING PATHWAY 49 0,970 0,992 1,000 
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RMA upregulated     

NEUROACTIVE LIGAND REZEPTOR INTERACTION 58 0,268 1,000 0,922 

ARACHIDONIC ACID METABOLISM 20 0,367 1,000 0,940 

EICOSANOIDSYNTHESIS 41 0,444 0,928 0,958 

PROSTAGLANDIN SYNTHESIS REGULATION 21 0,522 0,892 0,978 

CELL HOMEOSTASIS 50 0,810 1,000 0,992 

GAP JUNCTION 25 0,747 1,000 0,992 

CELL CYCLE 78 0,822 0,976 0,998 

TYROSIN METABOLISM 30 0,927 0,928 0,998 

MAS5 down-regulated     

MOTOR SIGNALLING PATHWAY 22 0,44 1,00 0,96 

ABC TRANSPORTER 23 0,41 1,00 0,96 

LONG TERM DEPRESSION 45 0,48 1,00 0,99 

INSULIN SIGNALLING PATHWAY 140 0,53 1,00 0,99 

ERBB SIGNALLING PATHWAY 30 0,56 1,00 0,99 

LONG TERM POTENTIATION 44 0,64 1,00 0,99 

GEN MAPP G-PROTEIN SIGNALING PATHWAY 67 0,77 1,00 1,00 

REGULATION OF ACTIN CYTOSKELETON 125 0,86 1,00 1,00 

APOPTOSIS 47 0,74 1,00 1,00 

NEUROACTIVE LIGAND REZEPTOR INTERACTION 58 0,79 1,00 1,00 

CELL CYCLE 78 0,75 0,95 1,00 

TIGHT JUNCTION 76 0,93 1,00 1,00 

WNT SIGNALLING PATHWAY 92 0,98 0,94 1,00 

MAS5 upregulated     

GAP JUNCTION 25 0,23 1,00 0,94 

EICOSANOIDSYNTHESIS 41 0,26 1,00 0,96 

ADIPOCYTOKINE SIGNALLING 45 0,30 1,00 0,97 

ARACHIDONIC ACID METABOLISM 20 0,39 0,99 0,97 

CELL HOMEOSTASIS 50 0,56 1,00 0,99 

CALCIUM SIGNALLING PATHWAY 86 0,81 1,00 0,99 

MAPK SIGNALLING PATHWAY 152 0,79 1,00 1,00 

JAK STAT SIGNALLING PATHWAY 18 0,70 1,00 1,00 

PPAR SIGNALLING PATHWAY 49 0,91 1,00 1,00 

TYROSIN METABOLISM 30 0,88 1,00 1,00 

PROSTAGLANDIN SYNTHESIS REGULATION 21 0,95 0,96 1,00 

4.7.4 Charakterisierung und Validierung einer Auswahl differentiell regulierter 

Gene 

Auf der Basis ihrer Präsenz und der Signifikanz einer differentiellen Expression zwischen KO- 

und WT-Tieren wurde eine Rangliste von Transkripten erstellt (suppl. Tab. S11). Für eine 

Verifizierung der Expressionsunterschiede wurde eine qPCR-Analyse ausgewählter Transkripte 

dieser Liste durchgeführt. Hierzu wurden cRNA-Proben von zwei WT und fünf KO-Tieren noch 

einmal einer Microarray-Analyse unterzogen. Transkripte, die in beiden unabhängigen Tests 

signifikant unterschiedlich zwischen WT- und KO-Tieren reguliert waren, wurden dann in der 

qPCR näher untersucht (Tab. 9). Die Validität der Methode der qPCR wurde durch die 
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hochsignifikante Herunterregulation des GPR34 in den KO-Herzen bestätigt. Von den restlichen 

21 untersuchten Genen waren lediglich Hsd17b7 und Epha4 signifikant in die gleiche Richtung 

wie im Microarray reguliert. Vier weitere Gene erwiesen sich in der qPCR-Untersuchung als 

signifikant reguliert, jedoch mit Ausprägung zur entgegengesetzten Regulationsrichtung 

verglichen mit den Affymetrix-Chip-Analysen. 

 
Tab. 9 RNA-Expressionsanalyse ausgewählter Transkripte mittels Echtzeit-qPCR und Microarray. 

In der Tabelle sind die Transkripte mit ihren zugehörigen Probe Set IDs und die Expressionsveränderungen in der 

qPCR und aus den RMA- und MAS5-normierten Microarray-Datensätzen nur im Vergleich zum WT angegeben 

(Mittelwert ± SEM). Ein aufgeführtes Transkript musste mindestens bei drei der fünf Tiere eines Genotyps die 

Zuordnung „Present“ erhalten haben. Die N-Zahl der qPCR-Experimente ist in Klammern angegeben. Die 

entsprechenden cT-Werte sind im Anhang in suppl. Tab. S11 aufgeführt. Signifikante Veränderungen sind markiert 

mit: *p  0,05; **p  0,01; ***p  0,001.  

Genname Gensymbol Probe Set ID qPCR RMA/MAS5 

Hydroxysteroid (17-beta) 

dehydrogenase 7 

Hsd17b7 1417871_at 2,0 ± 1,2 (8)* 1,94* / 2,61** 

1457248_x_at 1,53 / 1,50 

Prostaglandin I Rezeptor (IP) Ptgir 1427313_at 1,5 ± 0,7 (9) 1,07 / 0,82 

Prostaglandin E Rezeptor 4 (subtype 

EP4) 

Ptger4 1421073_a_at 1,2 ± 0,6 (9) 1,02 / 1,05 

1424208_at 1,16 / 0,99 

Calcium/Calmodulin-abh. Serin 

Proteinkinase 

CASK 1445152_at 1,0 ± 0,5 (9) 0,98 / 0,77 

1422519_at 1,06 / 0,91 

Zinkfinger, DHHC domain containing 

14 

Zdhhc14 

 

1437614_x_at 1,0 ± 0,5 (7) 1,99* / 1,63* 

1437616_x_at 1,05 / 1,09 

1438619_x_at 0,81 /0,84 

1438975_x_at 1,47 / 1,52* 

1423668_at 0,86 / 1,06 

neural precursor cell expressed, 

developmentally down-regulted gene 

4 

NEDD4 1421955_a_at 1,2± 0,4 (9) 2,18* / 3,28* 

1451109_a_at 0,91 / 1,00 

1450431_a_at 0,87 / 0,93 

Eph Rezeptor A4 Epha4 1439757_s_at 2,1 ± 0,7 (9)** 1,40 / 1,79** 

1429021_at 0,99 / 1,00 

1421928_at 0,98 / 1,27 

1421929_at 1,27 / 1,52 

Na+/K+-ATPase, Alpha 2 Polypeptid ATP1a2 1455136_at 1,4 ± 0,8 (9) 0,48* / 0,45** 

1427465_at 1,34 / 1,66* 

1443823_s_at 1,18 / 1,11 

1452308_a_at 0,99 / 1,21 

1434893_at 1,21 / 1,55 

1424737_at 1,25 / 1,31 

Regulator des G-Protein signaling 5 Rgs5 1420940_x_at 1,2 ± 0,6 (9) 3,09* / 2,63* 

1420941_at 0,49 / 0,63 

Asporin Aspn 1416652_at 1,1 ± 0,3 (8) 0,50* / 0,60* 

1448421_s_at 0,60* / 0,61* 

Cholinphosphotransferase 1 Chpt1 1426146_a_at 1,3 ± 0,3 (9) 0,82 / 0,87 

1435446_a_at 0,93 / 1,00 

1455901_at 0,46* / 0,60 
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Dynein, light chain Tctex-type 3 Dynlt3 1459854_s_at 1,6 ± 0,5 (9)* 0,47* / 0,59 

1420614_at 0,50 / 0,68 

1449928_a 0,48** / 0,50* 

1449929_at 0,42* / 0,56 

Zinkfinger-Protein 386 (Kruppel-like) Zfp386 1451146_at 1,7 ± 0,6 (8)* 0,45* / 0,49* 

1421139_a_at 0,42* / 0,50* 

GPR 34 Gpr34 1422542_at 0,02 ± 0,02 (9)*** 0,63*** / 0,05*** 

RIKEN cDNA 2610024A01 gene Tmem163 1428077_at 1,3 ± 0,2 (9)* 0,09** / 0,02*** 

D site albumin promoter binding 

protein 

Dbp 1418174_at 1,4 ± 0,7 (8) 2,09* / 2,23** 

1438211_s_at 3,62*** / 3,33*** 

serine/threonine kinase 39, 

STE20/SPS1 homolog (yeast) 

Stk39 1419550_a_at 1,6 ± 0,8 (9) 1,43*** / 1,25 

1419551_s_at 1,01 / 0,99 

Thyroid responsive spot 14 Spot14 1422973_a_at 1,0 ± 0,6 (8) 1,55* / 1,14 

1424737_at 1,31 / 1,25 

5' nucleotidase, ecto Nt5e 1428547_at 1,7 ± 0,7 (9)** 0,50*** / 0,54*** 

Phosphodiesterase 7A Pde7a 1423313_at 1,6 ± 0,7 (7) 0,78 / 0,82** 

1423314_s_at 0,77 / 0,73 

1450933_at 0,61* / 0,66 

1451839_a_at 0,72* / 0,96 

1458218_s_at 0,71*** / 0,69*** 

THAP domain containing 4 Thap4 1424052_at 1,0 ± 0,5 (9) 1,17 / 1,04 

1447754_x_at 1,77** / 1,29 

1458185_at 1,00 / 0,93 

 

Um zu überprüfen, ob die gefundenen Expressionsunterschiede spezifisch für das untersuchte 

Myocard sind, wurde eine qPCR-Untersuchung für die beiden Gene, deren signifikant 

unterschiedliche Regulation im Microarray durch qPCR bestätigt werden konnte, auch für die 

Milz und das Gehirn durchgeführt. Für Epha4 konnten keine signifikanten 

Expressionsunterschiede in diesen Organen gefunden werden. Im Gegensatz zu einer erhöhten 

Expression im Herzen, zeigte sich für Hsd17b7 eine deutliche Herunterregulation im Herz und im 

Gehirn (Abb. 16) 
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Abb. 16 Expression von A) Hsd17b7 und B) Epha4 in verschiedenen Geweben im Vergleich zur Microarray-

Analyse nach MAS5.  

Die qPCR Daten für beide Gene wurden aus Herz-, Milz- und Gehirngewebe ermittelt. Es wurden jeweils fünf Tiere 

pro Genotyp verwendet. Die Expressionsveränderung ist als relative Änderung des KO-Gewebes im Vergleich zu WT 

dargestellt. Signifikante Veränderungen sind markiert mit: *p  0,05; **p  0,01 
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5 Diskussion 

Die vollständige Sequenzierung des menschlichen Genoms und einer Reihe anderer 

Säugergenome ermöglicht tiefe Einblicke in das Repertoire von GPCRs (Bjarnadottir et al., 2004; 

Gloriam et al., 2007; Haitina et al., 2009; Vassilatis et al., 2003). Von den ca. 360 GPCRs (ohne 

Riechrezeptoren) des menschlichen Genoms sind der natürliche Agonist und die Physiologie von 

ca. 150 Rezeptoren bisher nicht bekannt (Wise et al., 2004). Eine große Anzahl von orphan 

GPCRs ist in der Gruppe der P2Y-ähnlichen Rezeptoren zu finden. Einer dieser, dem ADP-

Rezeptor P2Y12 strukturell sehr ähnlichen GPCRs, ist der GPR34. Dieser orphan GPCR wurde 

erstmals 1999 beschrieben (Marchese et al., 1999; Schöneberg et al., 1999) und sieben Jahre 

später lyso-PS als endogener Agonist identifiziert (Sugo et al., 2006). Lyso-PS scheint vor allem 

bei der Migration von mononukleären Zellen (Bedard et al., 2007; Lee et al., 2008; Park et al., 

2006), der Degranulation von Mastzellen (Bellini et al., 1990; Kim et al., 2008; Sugo et al., 2006), 

der Tumorogenese (Kim et al., 2008; Lee et al., 2007) und bei verschiedenen metabolischen 

Funktionen (Cho et al., 2008; Yea et al., 2009) eine regulatorische Rolle zu spielen. Bis dato 

konnte jedoch eine kausale Beziehung der beobachteten biologischen Wirkungen von lyso-PS 

und dem GPR34 nicht bewiesen bzw. die Aktivierung des GPR34 durch lyso-PS reproduziert 

werden. Ziel dieser Arbeit war es deshalb, an verschiedenen in vitro-GPR34-

Expressionssystemen als auch einem GPR34-defizienten Mausmodell die Funktion dieses 

oGPCR zu studieren.  

5.1 Palmityl-lyso-PS ist nicht der endogene Agonist des humanen und murinen 

GPR34 

Zunächst wurde in verschiedenen in vitro-Expressionssystemen überprüft, ob lyso-PS ein Agonist 

am humanen und murinen GPR34 ist. Hierzu wurden verschiedene GPR34-Säugerorthologe in 

COS-7-Zellen zusammen mit einem chimären G-Protein (Gq/i5) exprimiert und nachfolgend die 

Agonist-induzierte intrazelluläre IP-Bildung quantifiziert. In einem weiteren Expressionssystem 

wurde die Rezeptoraktivierung über das Wachstum von Hefezellen bestimmt (→3.4.3). Sowohl 

im IP-Akkumulationsassay in Säugerzellen als auch im Hefesystem konnte keine Aktivierung des 

humanen oder murinen GPR34 durch verschiedene lyso-PS gezeigt werden (→4.1, Abb. 6). Die 

einzige Ausnahme machte der GPR34-Subtyp 2b des Karpfens, der sowohl im IP-
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Akkumulationsassay (Abb. 6) als auch im heterologen Hefe-Expressionssystem durch P-lyso-PS 

und S-lyso-PS konzentrationsabhängig aktivierbar war (Abb. 7). Aufgrund der funktionellen 

Äquivalenz des GPR34-Subtyps 2b in beiden Tests und den mitgeführten Kontrollen (P2Y12, 

konstitutiv aktiver humaner GPR34) ist von einer korrekten Funktionalität der Assays 

auszugehen.  

Die offensichtliche Diskrepanz zwischen den bereits publizierten (Sugo et al., 2006) und unseren 

funktionellen Daten zum humanen GPR34 kann unterschiedliche Ursachen haben. Zunächst 

wurde versucht, das von Sugo et al. eingesetzte P-lyso-PS bei der Firma Sigma zu erwerben. Die 

Firma führt diese Präparation jedoch nicht mehr, sodass die Herstellung in Kooperation (AG Prof. 

Fuhrmann, Universität Leipzig) und später im eigenen Labor erfolgte. Damit ist ein 

physikochemischer Vergleich der eingesetzten Substanzen nicht möglich und Differenzen in der 

Substanzqualität können nicht ausgeschlossen werden.  

Ein weiterer Unterschied liegt in den verwendeten Expressionssystemen und funktionellen Tests. 

Die Arbeitsgruppe von Sugo et al. nutzte Chinese Hamster Ovary Zellen (CHO-Zellen, 

Fibroblasten) und testete die GPR34-vermittelte cAMP-Inhibition einer Forskolin-Vorstimulation 

sowie die [
35

S]GTPγS-Bindung nach lyso-PS-Applikation. Sowohl die weiterhin durchgeführten 

Hemm-Experimente mit PTX im cAMP-Assay, als auch die ERK-

Phosphorylierungsuntersuchungen belegen die GPR34-vermittelte Gi-Signaltransduktion von 

lyso-PS in der publizierten Studie (Sugo et al., 2006). Es ist sicherlich nicht auszuschließen, dass 

Unterschiede in den Zell- und Expressionssystemen die Diskrepanz zwischen unseren und den 

publizierten Daten erklären könnten. So fanden sich bei der transienten Transfektion von CHO- 

und COS-7-Zellen mit Corticotrophin-releasing Hormon (CRH) precursor cDNA quantitative 

Unterschiede in der Proteinsekretion zwischen den beiden Zelltypen (Perone et al., 1998). Jedoch 

fehlt in unseren Untersuchungen jeglicher Hinweis auf eine Aktivierung von Säuger-GPR34 in 

allen verwendeten Systemen und mit allen applizierten lyso-PS-Derivaten bei vorhandener 

Funktion aller Transfektions- und Assay-Kontrollen. Zweifelsohne ist die Verwendung von 

chimären G-Proteinen im IP-Akkumulationsassay und Hefesystem eine indirekte Methode der 

Messung von Gi-gekoppelten GPCRs. Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von chimären 

G-Proteine nicht immer eine Kopplung eines GPCR an eine gewünschte Signalkette vermitteln 

muss (Kostenis et al., 2005). Verschiedene eigene Daten sprechen jedoch gegen eine ineffektive 

Kopplung der Säuger-GPR34 an das chimäre Gi-Protein. So ist die natürliche Basalaktivität des 
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humanen GPR34 im transienten COS-7-Zell-Expressionssystem sowohl im IP-

Akkumulationsassay (Kotransfektion mit chimärem Gq/i5-Protein) als auch in cAMP-

Inhibitionsexperimenten nachzuweisen (Schulz and Schöneberg, 2003). Weiterhin zeigte eine 

daueraktive humane GPR34-Mutante eine funktionelle Kopplung an das 

Signaltransduktionssystem der Hefe (Abb. 8). 

Ein interessanter Befund war die singuläre Aktivierung des Subtypen 2b in Karpfen durch lyso-

PS. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass innerhalb der Gruppe von GPR34-Orthologen 

zumindest eine gewisse Affinität zu lyso-PS vorhanden sein muss. Agonist-Promiskuität ist für 

verschiedene GPCRs beschrieben worden (Civelli et al., 2006; Wellendorph et al., 2005) und 

innerhalb der Gruppe von P2Y-ähnlichen durchaus häufig anzutreffen (Schöneberg et al., 2007). 

Auf der Grundlage aller bisherigen in-vitro Testergebnisse ist eine eindeutige Entscheidung, ob 

lyso-PS einen endogenen Agonisten von GPR34 darstellt, nicht endgültig zu treffen. Unsere 

eigenen Daten konnten die Aussagen von Sugo et al. somit bisher nicht belegen. Nach dem 

Abschluss der experimentellen Arbeiten zu dieser Promotionsarbeit wurden weitere 

Untersuchungen mit anderen read-out Systemen, wie z.B. Corning Epic®
 

Biosensor 

Measurements an HEK293-Zellen, die mit humanem GPR34 transfiziert worden sind (AG von 

Prof. E. Kostenis, Universität Bonn) durchgeführt. Dieses System misst zelluläre 

Strukturänderungen ‚label-free‟ und eignet sich daher besonders für die Untersuchung Gi-

gekoppelter Rezeptoren (Schroder et al., 2009). Auch in diesem System konnte bisher keine 

Aktivierung des humanen GPR34 mittels lyso-PS gezeigt werden (persönliche Mitteilung, Prof. E. 

Kostenis).  

 

Eine Schlüsselaussage der Studie von Sugo et al. ist die Beteiligung des GPR34 bei der 

Degranulation von Mastzellen (Sugo et al., 2006). Es war schon aus früheren Untersuchungen 

bekannt, dass lyso-PS über einen IP- und Ca
2+

-abhängigen Prozess Histamin aus Mastzellen der 

Maus freisetzen kann (Bellini et al., 1990). Konsistent mit den Ergebnissen von Sugo et al. 

konnten in unserer Arbeitsgruppe hohe mRNA-Expressionsspiegel des GPR34 in humanen und 

Mauszelllinen, die sich von Makrophagen (U937, RAW264.1) und Mastzellen (P815) ableiteten, 

nachgewiesen werden (unpublizierte Daten, Dr. A. Schulz). Mit der Verfügbarkeit eines GPR34-

defizienten Mausmodells bestand nun erstmalig die Möglichkeit, die Frage nach einem kausalen 

Zusammenhang zwischen GPR34 und der lyso-PS-induzierten Histaminfreisetzung experimentell 
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zu beantworten. Wie die Arbeitsgruppe von Sugo et al. Konnten wir eine verstärkte DNP-

induzierte Histaminfreisetzung aus Peritonealmastzellen mittels unserer lyso-PS-Präparate 

nachweisen (→4.3, Abb. 12A). Dieser Effekt war jedoch unabhängig von der Präsenz des GPR34. 

Dieser Befund spricht klar gegen eine GPR34-vermittelte Signaltransduktion des lyso-PS. Ob die 

lyso-PS-induzierte Histaminfreisetzung in der Tat PTX-insensitiv ist (Abb. 12B), kann nicht 

abschließend beurteilt werden. Hierbei entspricht die der schwierigen Kultivierung von 

Peritonealmastzellen geschuldete, nur vierstündige Inkubation mit PTX, zwar der minimalen 

beschriebenen Zeit um Gi-Proteine zu inaktivieren, jedoch wäre für eine vollständige Inhibition 

des Gi-Signalweges eine 24-stündige PTX-Vorinkubation ideal. Da aber nach vier Stunden keine 

Tendenz zur Inhibition der Histaminausschüttung zu sehen war, ist eine PTX-Sensitivität der 

lyso-PS-induzierten Histaminfreisetzung aus Peritonalmastzellen eher unwahrscheinlich. 

In verschiedenen Arbeiten wird eine lyso-PS-induzierte Migration von Fibroblasten und 

Gliazellen beschrieben (Lee et al., 2008; Park et al., 2006). Aus diesem Grund wurden 

Peritoneallavage-Zellen von KO- und WT-Mäusen auf ihre basale und lyso-PS-induzierte 

Migrationsfähigkeit hin untersucht. Die in den Migrationsexperimenten eingesetzten Zellen aus 

der Peritoneallavage enthielten vorwiegend Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen. Diese 

Zellen wurden zuvor auf die Expression von GPR34 positiv getestet (nicht gezeigte Daten). Die 

Zellen aus den WT-Tieren zeigten eine lyso-PS-induzierte Migration. Dies bestätigt die oben 

erwähnten Befunde, dass lyso-PS chemotaktisch auf migrationsfähige Zellen wirken kann. Die 

Peritoneallavage-Zellen aus KO-Mäusen fielen durch eine signifikant erhöhte Migration, bereits 

ohne Stimulation auf. Durch Applikation von lyso-PS konnte diese basale Migration nicht weiter 

erhöht werden, so dass eine Aussage, ob die lyso-PS-induzierte Migration GPR34-abhängig ist, 

final nicht beantwortet werden kann. Auch kann die erhöhte basale Migration der GPR34-

defizienten Peritoneallavage-Zellen derzeit mechanistisch nicht interpretiert werden. 

Die seit längerer Zeit beschriebenen Effekte von lyso-PS an verschiedenen Zellen ergeben ein 

uneinheitliches Bild über die Involvierung eines Gi-gekoppelten Rezeptors. So haben Park und 

Mitarbeiter (Park et al., 2006) die Signalwege durch lyso-PS eingehend untersucht und zwei 

unabhängige Wege postuliert. Ein Weg ist PTX-insensitiv und resultiert in einer Aktivierung der 

Phospholipase C und nachfolgender Ca
2+

-Erhöhung, die dann zur beobachteten 

Histaminfreisetzung in z.B. Mastzellen führen kann. Ein weiterer Weg ist PTX-sensitiv und 

verläuft über einen unbekannten GPCR (eventuell GPR34), der durch ERK-Aktivierung die 
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Migration entsprechend responsibler Zellen ermöglicht. Die derzeitigen Ergebnisse aus den 

Mastzellversuchen stützen eher den von Park et al. postulierten, nicht GPCR-vermittelten 

Signalweg der Histaminausschüttung durch lyso-PS. 

In der Summe widerlegen unsere eigenen Daten lyso-PS als biologisch relevanten Agonisten am 

Säuger-GPR34. Die Ergebnisse des GPR34 Subtyp 2b des Karpfens suggerieren jedoch, dass 

zumindest die Stoffgruppe der Phospholipide als Agonisten weiterhin in Betracht gezogen 

werden muss und zusätzlich zu den bisher getesteten Substanzen (Schöneberg et al., 1999) 

weitere Vertreter untersucht werden sollten. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass der 

GPR34, ähnlich wie andere GPCRs (Civelli et al., 2006), durch mehrere Agonisten aktiviert 

werden kann. Eine Agonisten-Promiskuität wurde dementsprechend für den GPRC6A 

(Wellendorph et al., 2005) und oGPCR P2Y10 (Murakami et al., 2008) beschrieben. Speziell für 

die Gruppe der P2Y-ähnlichen Rezeptoren, zu denen auch der GPR34 gehört, ist eine 

Aktivierung durch strukturell unterschiedliche Liganden wie Leukotriene, organische Säuren 

oder Phospholipide nicht ungewöhnlich (Schöneberg et al., 2007). Es ist durchaus möglich, dass 

P-lyso-PS bzw. S-lyso-PS als Liganden am GPR34 wirken, jedoch mit sehr unterschiedlicher 

Affinität zu den verschiedenen Subtypen dieses Rezeptors. Auch ist bisher nicht auszuschließen, 

dass für eine biologische Funktionalität z.B. Heterodimerisierungen mit anderen GPCRs 

notwendig sind (Nelson et al., 2001) oder oGPCRs sogar Ligand-unabhängige Funktionen 

besitzen (Levoye et al., 2006).  

 

5.2 GPR34-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Vitalität SPF-gehaltener Mäuse  

Da der GPR34 ein evolutionär alter und hoch konservierter Rezeptor ist (Schulz und Schöneberg, 

2003), muss davon ausgegangen werden, dass ein Fehlen dieses GPCR Konsequenzen auf die 

Physiologie von Vertebraten hat. Die ubiquitäre Expression des GPR34 lässt nur schwer 

Vermutungen zu seiner spezifischen physiologischen Relevanz zu, so dass ein entsprechendes 

GPR34-defizientes Mausmodell sehr umfassend untersucht werden musste.  

Ausgehend von den bisherigen Experimenten ist es sicher, dass eine GPR34-Defizienz keinen 

wesentlichen Einfluss auf Entwicklung, Wachstum oder Fertilität bei Mäusen hat. Allerdings 

muss einschränkend bemerkt werden, dass diese Befunde unter SPF-Bedingungen erhalten 
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wurden und damit apathogene und alimentäre ad libitum Bedingungen bei der Tierhaltung 

vorlagen.  

Dass eine Rezeptor-Defizienz bei hoher struktureller und evolutionärer Konservierung nicht 

zwangsläufig zu einem primär sichtbaren Phänotyp führen muss, zeigte die Metaanalyse von 

mehr als 160 GPCR-defizienten Mausmodellen (Schöneberg et al., 2004). Lediglich 8 % der KO-

Mausmodelle zeigen eine erhöhte intrauterine oder perinatale Mortalität und bei weniger als der 

Hälfte aller GPCR-KO-Mäuse konnte ein offensichtlicher Phänotyp unter SPF-Bedingungen 

identifiziert werden. Oftmals (in 41 % der 160 untersuchten GPCR-KO-Linien) war es notwendig, 

die Tiere spezifischen Stressoren, wie Pathogenen oder Pharmaka auszusetzen, um einen 

Unterschied zwischen KO- und Wildtyptieren zu detektieren. Bei 6-15 % aller GPCR-defizienten 

Mauslinien konnte kein definierter Phänotyp gefunden werden (Barbaric et al., 2007; Schöneberg 

et al., 2004). 

Der Phänotyp einer KO-Maus kann mitunter sehr subtil und oftmals unerwartet sein. 

Beispielsweise zeigt die adrenerge α1A-Rezeptor-defiziente Maus lediglich einen verminderten 

Ruheblutdruck als ihr Wildtypäquivalent (Rokosh and Simpson, 2002). Die Melanocortin-5-

Rezeptor-KO-Maus wiederum zeichnet sich durch eine verminderte Synthese von Sterinestern in 

der Harderschen Drüse (Glandulae palpebrae tertiae) aus, was dadurch auffällig wurde, dass die 

Mäuse nach einem Schwimmversuch längere Zeit brauchten um trocken zu werden (Chen et al., 

1997). Anhand dieser Beispiele wird deutlich, wie wichtig die Grundcharakterisierung einer KO-

Mauslinie nach standardisierten Protokollen ist. Hierdurch wird sichergestellt, dass die 

Phänotypisierung vergleichbar und weitestgehend vollständig ist. Ein Beispiel für solch eine 

Plattform ist die Europäische Maus Phänotypisierungsquelle für standardisierte Screens 

(EMPReSS), welche unter diversen Protokollen zur systematischen Charakterisierung auch das 

von uns angewandte SHIRPA Protokoll nennt. Die Untersuchungen der GPR34-defizienten Tiere 

nach einem modifizierten SHIRPA-Protokoll (→3.7) zeigten keine genotypspezifischen 

Unterschiede. Es muss jedoch angemerkt werden, dass die verwendeten Tierzahlen nur die 

Identifizierung offensichtlicher Unterschiede zulassen.  
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5.3 Diskrete myocardiale Genexpressionsveränderungen bei GPR34-defizienten 

Mäusen 

Die initialen Untersuchungen der GPR34-defizienten Tiere auf morphologischer, histologischer, 

laborchemischer und verhaltensbiologischer Ebene erbrachten keinen robusten Phänotyp. 

Deshalb wurde nachfolgend ein Gewebe, in dem der GPR34 physiologisch exprimiert wird, in 

GPR34-defizienten Mäusen auf molekulare Veränderungen hin untersucht. Mittels Microarray-

Untersuchungen kann das gesamte Transkriptom einer Zelle oder eines Gewebes analysiert und 

quantifiziert werden. Der Vergleich der Transkriptome von Geweben aus WT- und KO-Tieren 

ermöglicht eine hypothesenfreie Detektion von Unterschieden (Bellazzi and Zupan, 2007) bzw. 

hilft z.B. bei der Objektivierung phänotypischer Verhaltensveränderungen (Singh et al., 2007).  

Die Rationale für die Auswahl von Myocard für die Microarrayuntersuchung bildete die zelluläre 

Homogenität des Gewebes (bestehend fast ausschließlich aus Myozyten) und die hohe 

Expression des GPR34 in diesem Gewebe (Engemaier et al., 2006). Die Ergebnisse der 

Arrayuntersuchungen ergaben valide Daten zur Expression klassischer myokardialer Gene und 

bestätigten auch auf der Transkriptionsebene die Defizienz an GPR34 (→4.7.1). Zwischen den 

WT- und KO-Tieren waren ca. 360 Gene signifikant differentiell reguliert, jedoch ergab die 

Einordnung dieser in einen biologischen oder physiologischen Kontext (→4.7.3) kein klares Bild 

über eine Veränderung einer bekannten zellulären Funktion. Es muss allerdings in Betracht 

gezogen werden, dass bisher weniger als die Hälfte aller auf dem Mikroarray analysierten 

Transkripte funktionell annotiert sind (Cahan et al., 2007). Da frühere Arbeiten ebenfalls zeigten, 

dass die Übereinstimmung bei Analyse des gleichen Datensatzes mittels zweier 

Datentransformationen lediglich bei 30 % liegt (Gagarin et al., 2005), wurden die 

Analyseverfahren MAS5 und RMA angewendet. Auch die weitere Analyse der Schnittmenge aus 

beiden Verfahren ergab keine signifikant unterschiedlich regulierten, bekannten Zellfunktionen. 

Deshalb wurde eine Rangliste differentiell regulierter Gene aus den Ergebnissen beider 

Analyseverfahren erstellt und zur Validierung der Mikroarray-Daten 21 Transkripte mittels qPCR 

quantifiziert. Lediglich für zwei Gene (Hsd17b7, Epha4) konnten die mittels Mikroarray 

gefundenen Expressionsveränderungen zwischen KO- und WT-Tieren bestätigt werden. Diese 

erhebliche Differenz zwischen den Ergebnissen aus Mikroarray und qPCR-Messungen ist auch in 

anderen Studien beschrieben worden. Laut Cahan und Mitarbeitern (Cahan et al., 2007) ist ein 

Rate von 5 % an falsch positiven Ergebnissen anzunehmen. Bei einer Anzahl von 45.000 auf 
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einem Mikroarray untersuchten Transkripten ist somit von 2.250 falsch signifikant identifizierten 

Transkripten auszugehen. Weitere Studien fand mit über 30 % einen deutlich höheren Anteil an 

falsch positiven Daten (Busse et al., 2009; Schliebe et al., 2008). Als Ursachen für diese 

Diskrepanzen werden die uniforme Annealing-Temperatur auf den Arrays, die geringere 

Sensitivität von Arrays, Unterschiede im Primerdesign zwischen beiden Methoden und das 

unterschiedliche Erfassen von Splicevarianten angesehen. 

Wie oben beschrieben, konnte für zwei Gene (Epha4 und Hsd17b7) die differentielle Expression 

zwischen KO und WT im Myocard mittels qPCR verifiziert werden. Epha4 wird mit der 

synaptischen Plastizität im Bereich der Amygdala (Deininger et al., 2008), der Axon-Axon 

Interaktion (Gallarda et al., 2008) und der korrekten Formierung neuronaler Strukturen 

(Hippocampus, Motorneurone des Rückenmarks) während der Embryogenese (Coonan et al., 

2003; Murai et al., 2003) in Verbindung gebracht. Neben diesen neuronalen Aufgaben ist 

außerdem ein Einfluss auf die Entwicklung von T-Lymphozyten (Munoz et al., 2006) und die 

Ossifikation beschrieben worden (Kuroda et al., 2008). Hsd17b7, eine 17-β-

Hydroxysteroiddehydrogenase, ist an der Cholesterolbiosynthese (Ohnesorg and Adamski, 2006; 

Ohnesorg et al., 2006) beteiligt und beeinflusst die Embryonalentwicklung von Mäusen (Shehu et 

al., 2008). Eine Einordnung beider Gene in die bekannte Gi-Signalkaskade des GPR34 bleibt 

offen. Auch scheinen die gefundenen Expressionsveränderungen von Epha4 und Hsd17b7 

Herzmuskel-spezifisch zu sein, da Epha4 in der Milz und im Gehirn von GPR34-defizienten 

Mäusen nicht und Hsd17b7 in diesen Geweben gegensätzlich reguliert sind (Abb. 16).  

Zusammenfassend lassen die Microarray- und qPCR-Untersuchungen auf dem derzeitigen 

Wissensstand keine Schlussfolgerungen hinsichtlich der Relevanz des GPR34 im Herzmuskel 

von SPF-gehaltenen Mäusen zu. 

5.4 GPR34-defiziente Mäuse zeigen eine pathologische Immunreaktion 

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass der GPR34 vor allem in neuronalen und 

lymphozytären Zellen, und hierin spezifisch auf Mikroglia und makrophagozytären RAW264.1-

Zellen exprimiert wird (Engemaier et al., 2006). Es lag daher nahe, eine mögliche physiologische 

Funktion des Rezeptors im Bereich der Immunantwort auf verschiedene Pathogene zu 

untersuchen. Die Haltung der Mauslinien unter SPF-Bedingungen dient einer möglichst geringen 

Exposition der Tiere mit pathogenen Erregern, jedoch könnten diese apathogenen 
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Haltungsbedingungen einen Phänotyp bei der Infektionsabwehr maskieren. Auf der anderen Seite 

ermöglichen diese standardisierten Bedingungen die Durchführung gezielter Immunisierungs- 

und Infektionsstudien. 

Der DTH-Versuch wird als typischer Indikator für die Reaktionsfähigkeit des Organismus auf die 

Sekundärexposition auf ein Antigen angesehen. Dabei werden als Maß die lokale Schwellung 

eines sekundär exponierten Körperareals (z.B. Pfote) und die Menge an ausgeschütteten 

Zytokinen gemessen, wobei immunsupprimierte Organismen typischerweise kaum eine 

Schwellung zeigen. Andererseits kann aber auch eine verstärkte Schwellung auf eine 

pathologische Immunreaktion hindeuten. 

In unseren Untersuchungen zeigten die GPR34-defizienten Tiere eine signifikant verstärkte 

Schwellung der Pfoten nach Sekundärexposition mit dem verwendeten Antigen methylBSA 

(→4.5, Abb. 14). Dies kann als eine erhöhte Aktivierung der Immunabwehr interpretiert werden. 

Diese Ergebnisse werden gestützt durch die Messung von Zytokinen in den Überständen der 

Milzzellkulturen. Alle gemessenen Zytokine der Zellkulturen aus KO-Tieren waren sowohl im 

basalen als auch im re-stimulierten Ansatz mit 20 µg/ml methylBSA höher konzentriert als bei 

den WT-Zellen (Tab. 3). Im Falle des IL-2 erreichten die stimulierten Zellen der WT-Zellen nur 

ein Viertel der Menge der basalen Zytokinausschüttung der KO-Zellen. Auffällig erschien 

weiterhin, dass die basal erhöhten Zytokinwerte der GPR34-defizienten Zellen bei erneuter 

Antigenpräsentation einen viel geringeren Anstieg zeigten als der WT. IL-2 blieb dabei 

weitestgehend gleich, die IL-10 und IL-4 Konzentrationen stellten sich sogar niedriger dar (Tab. 

3).  

Die DTH-Reaktion wurde lange Zeit als klassische Th1-Antwort interpretiert. Die Reaktion wird 

von aktivierten CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten initiiert und wird dann hauptsächlich von 

Makrophagen getragen (Black, 1999). Als klassische Zytokine der Th1-Antwort wurden neben 

INF-γ und TNF-α, als typische Aktivatoren von Makrophagen, auch IL-12 und IL-2 angesehen. 

Jedoch zeigten Untersuchungen mit verschiedenen Mauslinien, dass eine strikte Trennung, z.B. 

zwischen der Th1- und Th2-Antwortung, kaum möglich ist. So zeigten Mäuse, die defizient für 

den INF-γ- oder TNF-α-Rezeptor waren, weiterhin eine Schwellung in diesem DTH-Versuch 

(Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993; Kondo et al., 1995). Interessanterweise erlischt die 

Schwellung dagegen bei Mäusen, die defizient für IL-4 sind (Asherson et al., 1996). Dieses 

Zytokin ist neben IL-5, IL-6 und IL-10 für eine Th2 Antwort charakteristisch. Scheinbar 
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beeinflussen die Art des Immunisierungsantigens (Xu et al., 1997) sowie die Menge und Art das 

Adjuvanz entweder die Ausprägung einer inflammatorischen Th1- oder die Toleranz-

induzierende Th2-Antwort (Berke, 1993). 

Betrachtet man das Zytokinmuster des DTH-Versuchs bei den GPR34-defizienten und WT-

Tieren auf der quantitativen Ebene, so entsprach dieses im Wesentlichen einer Th1-Antwort. 

Jedoch war die gebildete Menge an IL-12, welches das entscheidende Chemokin zur 

Umwandlung von Th0-Zellen zu Th1-Zellen ist (Trinchieri, 1995), in beiden Genotypen sehr 

gering. Weiterhin stiegen die Th2-Marker IL-4 und IL-5 bei der Restimulation der WT-Zellen 

genauso stark an wie die Th1-typischen Chemokine INF-γ und TNF-α. Die DTH-Reaktion ist 

demnach nicht eindeutig einem der beiden Reaktionswege zuzuordnen.  

In einem zweiten Modell wurde die systemische Reaktion der Mauslinien auf eine zunächst 

pulmonale und im Verlauf systemische Infektion mit C. neoformans und, in Anlehnung an die 

DTH-Versuche, Zytokinkonzentrationen in den Überständen von Bronchiallavagezellen 

untersucht. Die Freisetzung von Zytokinen aus Bronchiallavagezellen der naiven KO-Tiere war 

im Vergleich zu den Daten aus WT-Tieren unauffällig oder eher geringer (Tab. 4). Für die 

Infektionsversuche wurde der pathogene Pilz C. neoformans gewählt, da er sich nach zunächst 

pulmonaler Infektion systemisch bis ins ZNS ausbreitet. Im ZNS sind für die Infektionsabwehr 

und Defektheilung vor allem Gliazellen verantwortlich. Der GPR34 ist im ZNS (Engemaier et al., 

2006; Marchese et al., 1999; Schöneberg et al., 1999), vor allem in Mikroglia (Bedard et al., 

2007) hoch exprimiert. Ziel war es hierbei zu überprüfen, ob GPR34-defiziente Mäuse 

Unterschiede in der Infektabwehr zeigen. Erste Untersuchungen ergaben eine signifikant höhere 

Keimlast in den GPR34-defizienten Tieren (Abb. 15). Ähnlich wie im DTH-Versuch (siehe oben) 

waren bei den C. neoformans-infizierten GPR34-defizienten Tieren die Zytokine signifikant 

erhöht im Vergleich zu äquivalenten WT-Tieren.  

Unsere Daten aus den DTH- und Infektionsversuchen legen nahe, dass GPR34-defiziente Mäuse 

funktionelle Defekte in der Regulation der zellulären Immunantwort zeigen. In den 

Untersuchungen zur Migrationsfähigkeit von mononukleären Zellen konnte eine erhöhte basale 

Zellmigration gezeigt werden (→5.1), was auf Störungen der Funktion von Abwehrzellen 

hinweisen könnte. Bei Betrachtung der Zytokinprofile der Mäuse aus dem Infektionsversuch 

zeigte sich vor allem, dass bereits die nicht restimulierten Zytokinkonzentrationen, mit 

Ausnahme von TNF-α, in den Überständen aus Zellen von KO-Tiere nach Pathogenexposition 
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gegenüber dem WT signifikant erhöht waren. Markant waren dabei in den DTH- und 

Cryptococcus-Infektionsversuchen die stark erhöhten Konzentrationen von IL-2. Eine zusätzliche 

Stimulierung der Zytokinsekretion durch Exposition der Bronchiallavage-Zellen mit einem 

attenuierten C. neoformans konnte im Gegensatz zu den WT-Zellen nicht erzielt werden. Auch 

die auf molekularer Ebene erhobenen Befunde unterstützen die Hypothese einer gestörten 

Regulation der zellulären Immunantwort in GPR34-defizienten Mäusen. 

 

Die pulmonale Infektion mit C. neoformans stellt für einen immunkompetenten Organismus 

keine große Gefahr dar und verläuft meist selbstlimitierend. Besteht jedoch eine 

Abwehrschwäche, kann die Infektion nicht eingedämmt werden und der Erreger streut in 

verschiedene andere Organe. Am häufigsten ist hierbei das Gehirn betroffen. Die Abwehr des 

Organismus gegenüber dieser Infektion wird vor allem durch die zellulären Immunzellen 

gewährleistet, wobei CD4+ T-Lymphozyten eine zentrale Rolle spielen (Mody et al., 1990). 

Weiterhin kann ein quantitatives Zytokinprofil für die Prognose des klinischen Verlaufs 

herangezogen werden. Während ein Überwiegen von Zytokinen der proinflammatorischen Th1-

Antwort die Voraussetzung für eine effiziente Bekämpfung der Infektion darstellt, kommt es 

unter einer vorwiegenden Th2-Antwort zu einer Toleranz gegenüber dem Pathogen, was dessen 

Disseminierung im Organismus fördert (Koguchi and Kawakami, 2002). Die massive 

Übersekretion von Zytokinen der Th1- und Th2-Antwort nach Antigen- bzw. Pathogen-Kontakt 

im DTH- und Cryptococcus-Infektionsversuchen ist somit ein klares Zeichen für gestörte 

Regulationsmechanismen der zellulären Immunantwort.  

Ein ausgewogenes Verhältnis der T-Zell-Systeme, vorwiegend Th1- und Th2-Zellen, mit 

Priorisierung im richtigen Maß und zur richtigen Zeit ist der Kern einer effektiven Infektabwehr. 

Das Zusammenspiel beider Systeme ist eng miteinander verknüpft und sehr komplex reguliert. 

Beteiligt sind verschiedene Immunzellen, die je nach Gegebenheit die Auslenkung zwischen 

Th1- und Th2-Anwort in beide Richtungen zu steuern vermögen. Ein Beispiel ist das 

Zusammenspiel von natural killer (NK) T-Lymphozyten und γδ-T-Lymphozyten, welche einen 

entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung einer Immunreaktion bei Infektion mit Erregern wie 

z.B. Listeria
 
monocytogenes, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Borrelia 

burgdorferi und C. neoformans (Kawakami, 2004) ausüben. NKT-Zellen als auch γδ-T-Zellen 

stellen Subtypen der T-Lymphozyten dar, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie zur Gruppe 
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der angeborenen zellulären Immunantwort gehören und damit ohne vorhergehende Interaktion 

mit Molekülen der MHC Klasse I oder II direkt eine Reihe an Zytokinen freisetzen können. Ihre 

Aufgabe scheint insbesondere die Bestimmung der Ausrichtung der Immunantwort in Richtung 

Th1 bzw Th2 zu sein (Kawakami, 2004). NKT-Zellen sekretieren nach Antigenkontakt sowohl 

IFN-γ als auch IL-4 und scheinen daher eine duale Rolle in der Ausbildung der Immunantwort zu 

spielen (Godfrey et al., 2000). Die Art des Erregers entscheidet, ob Th1- oder Th2-Zytokine 

initiiert werden. Bei einer Infektion mit Listerien wirkt die Depletion der NKT-Zellen protektiv 

mit einer verstärkten Produktion von Th1-Zytokinen (Szalay et al., 1999). Im Gegensatz dazu ist 

die Abwehr einer Cryptococcus-Infektion bei Mangel an NKT-Zellen stark beeinträchtigt 

(Kawakami et al., 2001). Eine ähnlich duale Funktion haben γδ-T-Zellen. Während sie bei der 

Erkrankung mit Toxoplasma gondii die Abwehr unterstützen (Hisaeda et al., 1995), können sie 

eine immunsuppressive Funktion bei der Infektion mit C. neoformans vermitteln (Kawakami, 

2004). 

Der Erfolg der Immunabwehr eines Organismus wird von der Balance zwischen Inflammation 

und Toleranz bestimmt. Eine Toleranz des Erregers führt zu dessen Ausbreitung im Organismus, 

was eine Zunahme von dessen schädlicher Wirkung (Zerstörung von Wirtszellen) als auch eine 

ungehinderte Freisetzung von pathogenen Substanzen (z.B. Toxine) zur Folge hat. Eine zu stark 

ausgeprägte Inflammation, wie im Falle der Sepsis, kann durch Temperaturerhöhung und 

Freisetzung von vasoaktiven Substanzen zu konsekutivem Multiorgansversagen und zum Tod des 

Individuums führen. Wichtige Koordinatoren dieses Systems sind die Zytokine der Th1- und 

Th2-Antwort. Dem IL-2, welches sowohl im DTH- als auch im Cryptococcus-Infektionsversuch 

nach vorangegangenem Kontakt zum Antigen bereits unter basalen Bedingungen in 

Zellüberständen von GPR34-defizienten Tieren sehr stark erhöht war, kommt vor allem auf der 

Ebene der Lymphozyten eine bedeutende Funktion zu. Die Hauptmenge an IL-2 wird von 

aktivierten CD4+ T-Lymphozyten produziert. IL-2 kontrolliert die Proliferation und 

Differenzierung von B-und T-Lymphozyten (Olejniczak and Kasprzak, 2008) und kann als Maß 

für die Aktivierung des lymphozytären Abwehrsystem angenommen werden. Weiterhin ist es das 

Hauptchemokin zur Differenzierung von regulatorischen T-Zellen (siehe Abb. 17). Es ist deshalb 

anzunehmen, dass eine ungeregelte IL-2-Produktion wichtige zelluläre Komponenten der 

Immunabwehr in ihrer Differenzierung und Funktion stört.  
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Abb. 17 Übersicht einiger wichtiger Interaktionen zwischen den Zellen der Th1- und Th2-Antwort.  

GPR34-tragende monozytäre Zellen präsentieren die von ihnen aufgenommenen Antigene den undifferenzierten T-

Helfer-Zellen und aktivieren diese über die Freisetzung mehrerer Zytokine. Daraufhin sekretieren diese Th0-Zellen 

zunächst IL-2, welches die CD4+-Zelle selbst, die CD8+ zytotoxischen T-Zellen und regulatorische T-Zellen zur 

Proliferation und Differenzierung anregt. Je nach vorherrschendem Zytokinprofil kommt es anschließend zur 

Ausbildung einer inflammatorischen Th1-Antwort, die im besten Fall zur Eradikation des Pathogens führt oder zur 

Induktion einer Th2-Antwort, die eine Toleranz gegenüber dem Erreger und eventuell eine allergische Reaktion auf 

diesen hervorruft. Regulatorische T-Zellen haben einen entscheidenden Einfluss darauf, welcher der beiden 

Reaktionswege eingeschlagen wird. Zusätzlich limitieren sie die Dauer der antigenspezifischen Abwehrreaktion, 

obwohl sie unter Umständen diese auch prolongieren können. Die schwarzen Pfeile geben die 

Differenzierungsrichtung an. Rot steht für Inhibition und blau für Aktivierung. Auf die jeweilige Referenzliteratur zu 

den dargestellten Signalwegen wird durch die Zahlen in Klammern verwiesen: [1] (Olejniczak and Kasprzak, 2008) 

[2] (Malek and Bayer, 2004) [3] (Deknuydt et al., 2009) [4] (Han et al., 2009) [5] (Godfrey et al., 2000) [6] (Szalay et 

al., 1999) [7] (Ferrick et al., 1995) [8] (Wesch et al., 2001) [9] (Nagaeva et al., 2002) [10] (Letterio and Roberts, 

1998) 

 

In welchem Maße und an welcher Stelle der GPR34 in diesen Kaskaden einen Einfluss ausübt, 

bleibt zum jetzigen Wissensstand noch spekulativ. Eine Zusammenstellung der wichtigsten 

Interaktionen zwischen den Zellen der Th1- und Th2-Antwort ist in der Abbildung 17 gezeigt. 

Hieraus wird ersichtlich, dass für eine Interpretation des gemessenen Zytokinmusters bei den 

GPR34-defizienten Mäusen eine dezidierte Untersuchung einzelner T-Zell-Populationen 

notwendig wäre (siehe Ausblick →5.5). Zweifelsohne haben unsere bisherigen immunologischen 

Untersuchungen gezeigt, dass der Feinabgleich zwischen Th1- und Th2-Antwort in der GPR34-

defizienten Tieren nicht ausreichend gegeben ist. Beide Systeme waren nach einmaligem 
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Antigenkontakt bereits maximal aktiviert und damit ursächlich für die beobachteten Unterschiede 

von KO- und WT-Mäusen im DTH- und Cryptococcus-Infektionsversuchen.  

Einen Hinweis hinsichtlich der Rolle des GPR34 im Rahmen einer Infektion ergibt sich eventuell 

aus präliminären experimentellen Befunden, in denen durch die Aktivierung der Toll-like 

Rezeptor-Signalkaskade mit Lipopolysaccharid die Expression von GPR34 in Mikroglia 

signifikant herabreguliert wurde (Dr. Angela Schulz, persönliche Mitteilung). Im Gegensatz dazu 

findet sich bei chronischer Inflammation nach Gabe des demyelinisierenden Toxins Cuprizone 

eine Expressionserhöhung dieses Rezeptors in Mikroglia (Bedard et al., 2007). Aus diesen beiden 

Ergebnissen in Zusammenhang mit unseren Befunden lässt sich die Hypothese aufstellen, dass 

über den GPR34 eine funktionelle Immunsuppression vermittelt werden kann. Nach einer 

Infektion oder Antigenkontakt wird die immunsuppressive Funktion des GPR34 durch 

verminderte Expression abgeschaltet. Ist der Erreger jedoch erfolgreich abgewehrt bzw. ein 

Antigen eliminiert, erfolgt durch seine erneute Expression die Beendigung der 

Inflammationsreaktion. Bei einer chronischen Infektion/Entzündung könnte die Präsenz des 

GPR34 von Vorteil sein, da mit seiner immunsuppressiven Funktion reaktive und 

autoimmunologische Schäden für den Organismus begrenzt werden könnten. Diese Hypothese 

müsste mit weiteren zellulär-experimentellen Ansätzen überprüft werden. Zudem wäre es 

interessant, die endogenen Signale für die Aktivierung der GPR34-Transkription zu identifizieren.  

 

5.5 Ausblick 

Diese Studie umfasste die Etablierung und Primärcharakteriserung eines GPR34-defizienten 

Mausmodells, erhebt jedoch aufgrund der Fülle der experimentellen Möglichkeiten keinen 

Anspruch auf Vollständigkeit. Ein zentraler Punkt war die Verifizierung des durch Sugo und 

Mitarbeiter beschriebenen Agonisten lyso-PS (Sugo et al., 2006). Die Mehrzahl unserer eigenen 

Daten konnte lyso-PS als Agonist an humanen und murinen GPR34 nicht bestätigen, jedoch ließ 

sich ein GPR34-Subtyp durch verschiedene lyso-PS aktivieren. Wenngleich lyso-PS auch nicht 

der endogene Ligand von Säuger GPR34-Orthologen zu sein scheint, so rückt dieser Befund die 

Gruppe von Phospholipiden in den näheren Fokus möglicher Agonisten. Dafür spricht auch, dass 

andere Mitglieder dieser Gruppe von P2Y12-ähnlichen GPCRs Lipide als endogene Agonisten 

erkennen. So lässt sich beispielweise der P2Y12 durch Cys-Leukotrien E (Nonaka et al., 2005) 
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und der GPR87 durch Lysophosphatidylsäure (Tabata et al., 2007) aktivieren. Es wäre deshalb 

sinnvoll, verschiedene GPR34-Orthologe auf die agonistische Aktivität weiterer Lipide zu testen. 

Auch ist bekannt, dass die Stimulation von Gi-koppelnden Rezeptoren nicht mit jedem Assay in 

gleicher Sensitivität gemessen werden kann. Weiterführende Studien zur Agonist-

Deorphanisierung sollten daher zusätzliche Assaysysteme wie den CRE (cAMP Responsive 

Element) –SEAP (secreted alkaline phosphatase)-Reporterassay rekrutieren, die in einigen Fällen 

eine höhere Sensitivität besitzen können (Hill et al., 2001).  

Die Primärcharakterierung der GPR34-defizienten Mäuse ergab keinerlei pathologische oder 

sonstige wesentliche Auffälligkeiten unter SPF-Haltungsbedingungen. Es ist also davon 

auszugehen, dass die GPR34-Funktion erst unter bestimmten Stressbedingungen relevant wird. In 

unseren initialen Untersuchungen konnte klar gezeigt werden, dass die erfolgreiche 

Auseinandersetzung mit Antigenen und Pathogenen von einem funktionellen GPR34 profitiert. 

Diese Untersuchungen sollten die Rationale für weiterführende Untersuchungen zur 

immunologischen Relevanz des GPR34 bilden. So wäre denkbar, die mikrogliale Funktion des 

auf diesen Zellen exprimierten GPR34 in entsprechenden ZNS-Mikroläsionsexperimenten zu 

untersuchen. Hierzu wurden GPR34-defiziente Mäuse bereits auf einen Mausstamm gekreuzt, in 

welchem die Mikroglia mittels eines transgenen GFP-Konstructs (CX3CR1 (Fractalkin-Rezeptor-

Promotor)-GFP knock-in) fluoreszenzmarkiert ist (Jung et al., 2000). Die Migration von 

Mikroglia, z.B. zu Läsionen, lässt sich in diesem Mausmodell dann leicht mittels 

Vitalmikroskopie beobachten. 

Zur weiteren Feincharakterisierung der Funktion des GPR34 im Immunsystem ist eine 

differenzielle Analyse der beobachteten Zytokinerhöhung nach Immunstimulation durch 

Antigene bzw Pathogene notwendig. Es wäre sinnvoll, ausgewählte Zellen des Immunsystems 

sowohl im Blut, als auch in der lokalen Immunreaktion mittels FACS und 

Immunfluoreszenzhistologie zu quantifizieren. Außerdem sollte eine Analyse der 

Funktionsfähigkeit der phagozytierenden Zellen durchgeführt werden. Dabei gilt es die 

Phagozytoseleistung von Monozyten und Granulozyten quantitativ und qualitativ zu untersuchen, 

indem einerseits die stattgefundene Phagozytose quantifiziert und andererseits die Effektivität des 

„oxidativen burst‟ nachgewiesen werden sollte. Es gilt auch die Hypothese zu überprüfen, ob der 

GPR34 nach erfolgter Aktivierung der T-lymphozytären Differenzierung und Proliferation sich 

inhibitorisch auf diese Prozesse auswirkt, d.h. immunsuppressiv wirkt. Sehr interessant wäre 
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dabei einerseits das Verhalten von GPR34-defizienten Mäusen in chronischen 

Entzündungsmodellen wie z.B. der Kollagen-induzierten Arthritis (Pierer et al., 2009) und 

andererseits die Untersuchung der Abwehrleistung infolge Sekundärinfektion nach 

vorhergehender subletaler Infektion. 

Auch die Mikroarray-Expressionsuntersuchungen an Herzmuskelgeweben lassen vermuten, dass 

unter normalen Maushaltungsbedingungen die GPR34-Funktion offenbar untergeordnet ist. Es 

scheint daher sinnvoll, diese Untersuchungen mit den genomweiten Expressionsdaten unter 

pathophysiologischen Bedingungen wie z.B. aus myocardialen Ischämie-Modellen (Vidavalur et 

al., 2009) zu vergleichen. Sollte der GPR34 und sein endogener Agonist für makrophagozytäre 

Funktionen eine Rolle spielen, ist es in diesem Modell sehr wahrscheinlich, dass Unterschiede in 

den Expressionsprofilen des geschädigten Myocards und eingewanderter Zellen zwischen WT- 

und KO-Tieren sichtbar werden. Weiterhin könnte die Untersuchung von 

Expressionsunterschieden im Herzen nach einer bakteriellen Endokarditis interessant sein.  

Aber auch andere Challenging-Modelle von Geweben und Organen, in denen der GPR34 

exprimiert wird, könnten zum Verständnis der Relevanz des GPR34 beitragen. Präliminäre Daten 

an Modellen zum Retinaödem (Wurm et al., 2008) legen nahe, dass das Fehlen des GPR34 zu 

einem pathologischen Schwellungsverhalten von Gliazellen der Retina (Müllerzellen) führt (A. 

Wurm, A. Reichenbach, T. Schöneberg, A. Schulz, nichtpublizierte Daten). Diesen 

Untersuchungen muss nun detaillierter, z.B. an isolierten Müllerzellen und cerebralen Gliazellen, 

nachgegangen werden. 

Das Fehlen des GPR34 im KO-Mausmodell entspricht einer lebenslangen Behandlung der Tiere 

mit einem Rezeptorantagonisten. Es ist denkbar, dass sich über die Ontogenese in den KO-Tieren 

Kompensationsmechanismen entwickelt haben könnten, die damit die eigentliche Funktion des 

GPR34 maskieren. Das GPR34-defiziente Tiermodell wurde jedoch in einer Weise konstruiert 

(→3.5.1), die es prinzipiell ermöglicht, die GPR34-Funktion zu jeder Zeit und/oder in jedem 

Organ selektiv mittels einer entsprechenden Cre-Rekombinase zu inaktivieren. Es wäre daher 

sinnvoll, die GPR34-Funktion akut z.B. im ZNS, im Herzmuskel oder in Zellen des 

Immunsystems auszuschalten. Aufgrund des Fehlens spezifischer Liganden für den GPR34 wäre 

perspektivisch auch die Herstellung eines transgenen Tiermodells für einen konstitutiv aktiven 

Rezeptor hilfreich. Hiermit könnte die Überfunktion des GPR34 detailliert studiert werden.  
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Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) bildet mit über 900 Mitgliedern die 

größte Gruppe von Membranrezeptoren im menschlichen Organismus. Diese Rezeptoren sind in 

nahezu alle physiologischen Prozesse eingebunden und stellen die bedeutendste Gruppe von 

pharmakologischen Angriffspunkten dar. Für etwa die Hälfte aller nicht-olfaktorischen GPCR 

sind bisher die physiologischen Funktionen und/oder der endogene Agonist nicht bekannt. Das 

biologische Verständnis der Funktionen im menschlichen Organismus dieser sogenannten 

„orphan“ GPCR (oGPCR) hat hohe medizinische Relevanz und birgt ein enormes Potential für 

mögliche therapeutische Interventionen bei Erkrankungen.  

In der Gruppe von P2Y12-ähnlichen Rezeptoren befinden sich Mitglieder (P2Y12, P2Y13), die von 

physiologischer Bedeutung bei der Thrombozytenaggregation und Migration von Zellen in 

Schädigungsgebiete sind und durch verschiedene pharmakologische Wirkstoffe bereits klinisch-

therapeutisch beeinflusst werden. Diese Gruppe von GPCR enthält jedoch auch Mitglieder, deren 

Funktionen völlig unbekannt sind. Einer von diesen oGPCR ist der GPR34. Ziel dieser Arbeit 

war es, mittels verschiedener in vitro-Methoden und anhand eines GPR34-defizienten 
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Mausstamms die physiologische Relevanz dieses P2Y12-ähnlichen Rezeptors zu analysieren. Bei 

diesen Untersuchungen wurden die folgenden wesentlichen Ergebnisse erzielt: 

1) Wir konnten anhand von in vitro-Untersuchungen in heterologen Hefe- und 

Säugerzellexpressionssytemen mit verschiedenen lyso-PS-Derivaten nicht bestätigen, dass 

diese Agonisten für den humanen und murinen GPR34 darstellen. Nur ein Subtyp des 

Karpfen GPR34-Orthologs zeigte in allen untersuchten Expressionssystemen eine robuste 

Signaltransduktion nach Applikation von lyso-PS-Derivaten. Eine weitere Suche nach 

Agonisten des humanen GPR34 innerhalb biologisch-aktiver Lipide scheint daher sinnvoll. 

2) Es konnte ein Mausmodell mit einer GPR34-Defizienz generiert und etabliert werden. Die 

GPR34-Defizienz hat keinen wesentlichen Einfluss auf Entwicklung, Wachstum oder 

Fertilität bei Mäusen. Allerdings muss einschränkend bemerkt werden, dass diese Befunde 

unter SPF-Bedingungen erhoben wurden und damit apathogene und alimentäre ad libitum-

Bedingungen bei der Tierhaltung vorlagen. Auch morphologisch und laborchemisch fanden 

sich keine Auffälligkeiten bei GPR34-defizienten Tieren. 

3) Genomweite Expressionsuntersuchungen am Myocard, einem Gewebe mit hoher GPR34-

Expression, wurden durchgeführt, um auf molekularer Ebene Funktionsunterschiede 

zwischen WT- und KO-Tieren zu identifizieren. Zwischen den WT- und KO-Tieren waren 

ca. 360 Gene signifikant differenziell reguliert, jedoch ergab die Einordnung dieser in einen 

biologischen oder physiologischen Kontext kein klares Bild über eine Veränderung einer 

bekannten zellulären Funktion. Mittels qPCR konnten bisher für zwei Gene (Epha4 und 

Hsd17b7) die differenzielle Expression zwischen KO- und WT-Tieren im Myocard 

verifiziert werden. 

4) Aus früheren Untersuchungen ist bekannt, dass lyso-PS über einen IP- und Ca
2+

-abhängigen 

Prozess Histamin aus Mastzellen der Maus freisetzen kann. Die Untersuchungen von 

Peritonealmastzellen aus WT- und KO-Mäusen zeigten, dass dieser Effekt nicht durch den 

GPR34 vermittelt wird. 

5) In verschiedenen Studien wurde über die chemotaktische Wirkung von lyso-PS auf 

migrationsfähige Zellen berichtet. Diese Befunde konnten an Zellen aus der 

Peritoneallavage bestätigt werden. Jedoch ist diese chemotaktische Wirkung von lyso-PS 

wahrscheinlich unabhängig von der Präsenz des GPR34. Peritoneallavage-Zellen aus 
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GPR34-defizienten Tieren zeigten eine verstärkte basale Migration, die durch lyso-PS nicht 

weiter gesteigert werden konnte. 

6) Im Delayed-type Hypersensitivity (DTH)-Test zeigten die GPR34-defizienten Tiere eine 

signifikant stärkere Schwellung der methylBSA-injizierten Pfote als die WT-Tiere. Die 

verstärkte DTH-Reaktion bei GPR34-defizienten Tieren war verbunden mit einer 

signifikant erhöhten basalen Konzentration aller untersuchten Zytokine im Überstand der 

aus den Tieren angelegten Milzzellkultur. Bei Re-Exposition mit dem Antigen konnte bei 

WT-Tieren eine wesentlich stärkere Erhöhung der Zytokinkonzentrationen beobachtet 

werden als bei GPR34-defizienten Tieren. Diese Untersuchungen sprechen für eine stärkere 

und länger andauernde Aktivierung der Th1- und Th2 Antwort in GPR34-defizienten 

Tieren, die mit einer eingeschränkten Reaktivierung einhergeht. 

7) Wildtyp- und GPR34-defiziente Mäuse wurden mit dem pathogenen Pilz Cryptococcus 

neoformans infiziert und der Erkrankungsverlauf beobachtet. Nach drei Monaten war die 

Keimlast in den Lungen, der Milz und im Gehirn von GPR34-defizienten Tieren im 

Vergleich zu WT-Tieren signifikant höher. Ähnlich wie im DTH-Test fanden sich nach der 

Infektion mit C. neoformans im Vergleich zum WT signifikant erhöhte Zytokinspiegel im 

Überstand von Pulmonallavage-Zellen. 

 

Momentan muss der GPR34 als orphan GPCR angesehen werden, da sowohl unsere eigenen 

Studien, als auch die Arbeiten anderer Gruppen die agonistische Wirkung von lyso-PS am 

humanen GPR34 nicht bestätigen konnten. Die Funktion des GPR34 ist für grundlegende 

Funktionen, wie z.B. Wachstum und Fertilität nicht notwendig. Jedoch scheint dieser evolutionär 

hoch konservierte Rezeptor eine wichtige Funktion in der Feinregulation der zellulären 

Immunabwehr auszuüben. Weiterführende Untersuchungen sollten sich der Identifizierung des 

endogenen Agonisten und der Funktion des GPR34 bei der Koordinierung der zellulären 

Immunreaktion widmen. 
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Anhang 
 

Tab. S1 Zusammenstellung der für die Genotypisierung verwendeten Primer 

 

Primer Name Beschreibung Sense primer (5'->3') Antisense primer (3'->5') 

LoxP-GP34-2 s 

Sense Primer: liegt 120 Bp 

5„ der ersten loxP Stelle und 

bindet sowohl am WT- als auch 

am KO-Mausgenom 

tccattgtgctgagatgtgattca  

LoxP-GP34-1-2 as 

Antisense Primer: liegt 150 Bp 

3„ der letzten loxP Stelle und 

bildet mit dem sense Primer im 

KO-Mausgenom ein 270 Bp-

Transkript 

 gtaagcttttctttgctttgaactac 

LoxP-GP34-3 as 

Antisense Primer: liegt 265 Bp 

3„ der ersten loxP Stelle und 

bindet nur im WT-Mausgenom, 

wo es zusammen mit dem sense 

Primer ein 385 Bp-Transkript 

ergibt 

 gaggactgtatgttgaaaccctaa 

 

 

Tab. S2 Zusammenstellung der für die quantitative Echtzeit-PCR verwendeten Primer 

 

Transkript Gensymbol Sense primer (5'->3') Antisense primer (3'->5') 

Clathrin Cla acagagacacagcccattgtt cccatacggtggtgcagtat 

Beta-2-Mikroglobulin β2m gctatccagaaaacccctcaaa ggcgggtggaactgtgtta 

RIKEN cDNA 2610024A01 Tmem163  caaacacaacgcagcagtct atgacgcgtctgtctcactct 

Dynein light chain Tctex-type 3 Dynlt3 gaggagcccgtatggatttc catggtacggttctcccatc 

Asporin Aspn cgtgtgagagagatacacttggaa ttggcactgttggacagaag 

Zinc Finger Protein 386 Zfp386 cgtgttttccagcttttgga catccggagagaagtcaacg 

G-Protein gekoppelter Rezeptor 34 GPR34 accggatggaagagcccagctg cagtgtgacttctcaacgtcttct 

choline phosphotransferase 1 Chpt  
tgtgaatacagagaaaacactctg

aag 
gtggggtgggtgttgctagt 

ATPase, Na/K transporting, alpha 2 

polypeptide 
ATP1a2 ttgggctgctagaagagacg ggtaccgccgtaggatgagctt 

5' nucleotidase, ecto Nt5e tgaccctcccaagctatctg gagaacttgatccgcccttc 

Phosphodiesterase 7A Pde7a accatttgggtgtgagtcca tgtccaagcatcgtctgtga 

THAP domain containing 4 Thap4 gtggaggagggtgaagtgaa tgccatagagaccgtctgttc 

zinc finger , DHHC domain 

containing 14 
Zdhhc14 agcaccatcaaatgggatca gcaaaacgaatttggtgctc 

neural precursor cell expressed 

developmentally down-regulated 

gene 4 

NEDD 4 tgggtttgctgaactctatgg tcgtcaaaggattcgtaggg 

Regulator of G-Protein signaling 5 Rgs5 agttctgggttgcctgtgag aagtcaaagctgcgaggaga 

D site albumin promoter binding 

protein 
Dbp acttttgaccctcggagacac cctcttggctgcttcattgt 
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hydroxysteroid (17-beta) 

dehydrogenase 7 
Hsd17b7 gtgtggctcttccaccaaaa acgcttttccagctccagta 

Eph receptor A4 Epha4 agtgggctgagacaatcctg acggtggagggtgtgttcta 

serine/threonine kinase 39, 

STE20/SPS1 homolog (yeast) 
Stk39 ggttgacggccatgatgtag acccgatcagcttcacttca 

Casein Kinase  CASK ctacatgagacacatactggaag ccaagtttaacaggtgccgagt 

thyroid responsive spot 14 Spot14 gtggtccacttctacacagatgct ccagggaggagaggtcgtagaga 

Prostaglandin E Rezeptor 4 (subtype 

EP4) 
Ptger4 tctggtggtgctcatctgct gcctgcaaatctgggtttct 

Prostaglandin I Rezeptor (IP) Ptgir ctgattctgctggccctcat  tcccccatctctctgctgtc 

 

 
Tab. S3 Organgewichte 

Aus 3-Monate-alten männlichen Tieren wurden die aufgelisteten Organe entnommen und die Feuchtgewichte 

prozentual zum jeweiligen Körpergewicht bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwert ± SD. 

 

WT (n=38) KO (n=34) 

Körpergewicht 33,6 ± 5,5 g 34,0 ± 7,0 g 

Leber 4,70 ± 0,21 4,90 ± 0,70 

Herz 0,46 ± 0,08 0,46 ± 0,07 

Gehirn 1,41 ± 0,21 1,42 ± 0,27 

Niere links 

Niere rechts 

0,69 ± 0,10 

0,68 ± 0,10 

0,65 ± 0,09 

0,68 ± 0,11 

Milz 0,28 ± 0,05 0,31 ± 0,13 

Lunge 0,67 ± 0,16 0,63 ± 0,12 

 

 
Tab. S4 Differenzialblutbild 

Aus 3-Monate-alten männlichen Tieren wurde mittels eines automatischen Hämatocytometer (Institut für 

Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik) das Differenzialblutbild erstellt. Dargestellt 

sind die Mittelwert ± SD. 

 
männlich weiblich 

WT (n=12) KO (n=7) WT (n=11) KO (n=6) 

WBC (10³/mm³) 9,9 ± 3,6 (20) 9,9 ± 4,6 (13) 11,2 ± 2,5 10,1 ± 2,3 

RBC (10
6
/mm³) 9,9 ± 0,8 (20) 9,6 ± 0,9 (13) 9,4 ± 0,4 9,1 ± 0,8 

HGB (g/dl) 15,8 ± 1,1 15,8 ± 1,1 16,2 ± 0,6 17,1 ± 1,4 

HCT (%) 47,7 ± 3,2 47,7 ± 3,2 50,1 ± 2,0 50,3 ± 5,4 

PLT (10³/mm³) 849 ± 311 (20) 870 ± 341 (13) 821 ± 256 801 ± 391 

MCV (µm³) 51,9 ± 2,3 51,9 ± 2,3 53,5 ± 0,8 54,7 ± 2,8 

MCH (pg) 17,2 ± 0,6 17,2 ± 0,6 17,3 ± 0,7 18,7 ± 0,7 

MCHC (g/dl) 33,1 ± 1,1 33,1 ± 1,1 32,3 ± 1,1 34,1 ± 1,8 

RDW (%) 11,8 ± 0,4 11,8 ± 0,4 12,0 ± 0,3 11,5 ± 0,3 

MPV (µm³) 5,1 ± 0,3 5,1 ± 0,3 5,3 ± 0,2 5,0 ± 0,3 

LYMPHO (%) 74,3 ± 6,4 74,3 ± 6,4 76,5 ± 2,9 79,4 ± 1,8 

LYMPHO (10³/mm³) 8,3 ± 3,1 8,3 ± 3,1 8,5 ± 1,8 9,0 ± 1,6 

MONO (%) 3,7 ± 0,6 3,7 ± 0,6 3,5 ± 0,3 3,4 ± 0,3 

MONO (10³/mm³) 0,40 ± 0,19 0,40 ± 0,19 0,30 ± 0,09 0,30 ± 0,05 

GRANULO (%) 22,0 ± 5,9 22,0 ± 5,9 19,9 ± 2,7 17,2 ± 1,5 

GRANULO (10³/mm³) 3,0 ± 2,2 3,0 ± 2,2 2,3 ± 0,6 2,0 ± 0,1 
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Tab. S5 Klinisch-chemische Laboruntersuchungen von Serum und Urin 

Im Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik wurden die aufgelisteten 

Serumparameter gemessen. Die Urinosmolalität wurde mittels eines Verdampfungsosmometers bestimmt (→3.6.4). 

Dargestellt sind die Mittelwert ± SD. 

 

WT (n=6) KO (n=3) 

ALAT µkat/l 0,77 ± 0,36 0,55 ± 0,13 

ASATµkat/l 2,0 ± 0,9 1,6 ± 0,1 

AP µkat/l 1,8 ± 0,3 1,9 ± 0,4 

Cholinesterase µkat/l 67,8 ± 21,8 64,0 ± 5,1 

GLDH µkat/l 0,25 ± 0,16 0,15 ± 0,05 

CK µkat/l 65,6 ± 58,2 23,7 ± 12,7 

Amylase µkat/l 52,7 ± 7,4 58,2 ± 18,9 

Kreatinin µkat/l 15,2 ± 3,3 16,0 ± 0,1 

Harnstoff mmol/l 11,9 ± 0,9 13,2 ± 1,0 

Calcium mmol/l 2,7 ± 0,2 3,0 ± 0,4 

Phosphat mmol/l 4,1 ± 0,6 4,4 ± 0,5 

Magnesium mmol/l 1,5 ± 0,3 1,7 ± 0,2 

Protein g/l 55,5 ± 4,0 59,5 ± 3,4 

Albumin g/l 32,6 ± 3,1 34,3 ± 3,0 

Triglyceride 2,1 ± 0,4 2,1 ± 0,4 

Cholesterol mmol/l 3,6 ± 0,9 4,0 ± 0,2 

GGT µkat/l <0 <0 

LDH µkat/l 12,9 ± 8,0 14,5 ± 8,6 

Lipase ukat/l 0,76 ± 0,18 0,91 ± 0,13 

Bilirubin µmol/l 5,9 ± 1,3 6,9 ± 2,7 

Urinosmolalität (mmol/kg) 1.642 ± 504 (21) 1.486 ± 503 (15) 

 

 

 
Tab. S6 Bestimmung von Aminosäuren und Acylcarnitinen im Blut 

Im Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik wurden die aufgelisteten 

Aminosäuren und Acylcarnitine mittels ESI-MS/MS in getrockneten Blutproben gemessen (→3.6.4). Dargestellt 

sind die Mittelwert ± SD. *p < 0,05 

 

 
männlich weiblich 

WT (n=35) KO (n=37) WT (n=17) KO (n=12) 

Aminosäuren 

Alanin µmol/l 1 370 ± 123 352 ± 109 341 ± 82 367 ± 54 

Arginin µmol/l 1 113 ± 29 108 ± 24 116 ± 20 116 ± 22 

Aspartat µmol/l 1 96 ± 30 96 ± 35 94 ± 17 83 ± 30 

Citrulin µmol/l 1 65 ± 11 64 ± 12 78 ± 16 70 ± 13 

Glutaminsäure µmol/l 1 332 ± 116 320 ± 109 256 ± 56 306 ± 83 

Glycin µmol/l 1 377 ± 86 357 ± 81 381 ± 48 346 ± 58 

Methionin µmol/l 1 46 ± 17 42 ± 20 55 ± 28 40 ± 22 

Ornithin µmol/l 1 58 ± 21 47 ± 9* 51 ± 13 51 ±12 

Phenylalanin µmol/l 1 70 ± 22 64 ± 24 67 ± 21 62 ± 17 

Prolin µmol/l 1 338 ± 116 294 ± 100 309 ± 121 277 ± 68 

Serin µmol/l 1 69 ± 22 62 ± 17 64 ± 44 67 ± 30 

Threonin µmol/l 1 99 ± 39 105 ± 58 151 ± 89 86 ± 22* 

Tryptophan µmol/l 1 15 ± 6 14 ± 5 11 ± 4 14 ± 4 

Tyrosin µmol/l 1 101 ± 30 90 ± 24 97 ± 29 94 ± 18 

Valin µmol/l 1 155 ± 30 146 ± 34 177 ± 45 151 ± 30 
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Acylcarnitine 

C16 µmol/l 1 1,4 ± 0,3 1,2 ± 0,3 1,2 ± 0,3 1,4 ± 0,3 

C16:1 µmol/l 1 0,12 ± 0,08 0,10 ± 0,06 0,07 ± 0,05 0,13 ± 0,05* 

C18 µmol/l 1 0,28 ± 0,09 0,31 ± 0,11 0,24 ± 0,10 0,28 ± 0,07 

C18:1 µmol/l 1 0,42 ± 0,13 0,40 ± 0,16 0,27 ± 0,12 0,43 ± 0,16* 

 

 

 
Tab. S7 Qualitative und quantitative Parameter des verwendeten SHIRPA-Protokoll 

 

Verhalten im Käfig 

 

 0 1 2 3 4 5 

Körperhaltung flach 
Auf Seite 

liegend 

Vornüber-

geneigt liegend 

Sitzend oder 

stehend 

Aufgerichtet 

auf 

Hinterpfoten 

Wiederholtes 

vertikales 

Springen 

Spontanaktivität 
Keine, 

ruhend 

Gelegentlich 

kratzen, putzen, 

langsame 

Bewegung 

Heftiges 

Kratzen, Putzen, 

moderate 

Bewegung 

Heftig, schnelle 

Bewegung 

Sehr heftig, 

sehr schnelle 

Bewegung 

 

Atemfrequenz 
Keuchen, 

unregel-

mäßig 

Langsam, flach normal 
Hyper-

Ventilation 
  

Tremor keiner mild merklich    

 

 

Verhalten in der Arena 

 

 0 1 2 3 4 5 6 

Verhalten nach 

Transfer 
Koma  

Ausgedehnte 

Starre,dann 

leichte 

Bewegung 

Verlängerte 

Starre, dann 

moderate 

Bewegung 

Kurze 

Starre 

(Sekunden), 

dann aktive 

Bewegung 

Momentane 

Starre, dann 

flinke 

Bewegung 

Keine 

Starre, 

sofortige 

Bewegung 

Extrem 

aufgeregt 

(„manisch“) 

Lidschluss 
Augen weit 

offen 

Augen halb 

offen 

Augen 

geschlossen 
    

Haarsträubung keine vorhanden      

Startle Response keiner 

Preyer 

Reflex 

(Zucken der 

Ohrmuschel) 

Sprung <1 cm 
Sprung >1 

cm 
   

Gang 

 

 

Normal 

 

 

 

Flüssig aber 

unnormal 

Nur 

eingeschränkte 

Bewegung 

Unfähigkeit 

zu laufen 
   

Beckenhebung 
Ausgeprägt 

flach 

Kaum 

berührend 

Normal (3 mm 

Hebung) 

Erhöht 

(>3mm) 
   

Schwanzhebung schleppend 
Horizontal 

gestreckt 

Angehoben 

(Straub 

Schwanz) 

    

Touch escape 
Keine 

Reaktion 
mild moderate heftig    

Abwehrverhalten  
Bei Halten 

am 

Schwanz 

Bei Halten 

am Nacken 

Bei Halten auf 

Rücken 

Bei Halten 

am 

Hinterbein 

Nicht 

vorhanden 
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Verhalten auf oder über der Arena 

 

 0 1 2 3 4 

Trunc Curl Nein  Ja     

Limb grasping Nein Ja     

Optische 

Lokalisierung 

Keine  Bei Kontakt mit 

Nase 

Bei Kontakt mit 

Tasthaaren 

Vor 

Tasthaarkontakt 

(18 mm) 

Zeitiges heftiges 

Ausstrecken der 

Vorderpfoten 

Griffstärke Keine  Leichter Griff, 

semi effektiv 

Moderater Griff, 

effektiv 

Aktiver Griff, 

effektiv 

Ungewöhnlich 

effektiv 

Körpertonus Nachgiebig  Leichte Resistenz Extreme Resistenz   

Ohrmuschelreflex Keiner Aktive Retraktion Hyperaktiv, 

wiederholtes 

Zucken 

  

Zehkniff Nicht vorhanden Leichtes 

Wegziehen 

Moderates 

Wegziehen 

Brüsk, rapides 

Wegziehen 

Sehr brüske 

wiederholte 

Extension und 

Flexion 

Draht Manöver Aktiver Griff mit 

Hinterpfoten  

Schwierigkeiten 

mit Hinterpfoten 

zu greifen  

Unfähig mit 

Hinterpfoten zu 

greifen  

Unfähig 

Hinterpfoten zu 

heben, fällt 

innerhalb von 

Sekunden 

Fällt unmittelbar 

 

Beobachtungen in Rückenlage 

 

 0 1 2 3 4 

Hautfarbe weißlich rosa gerötet   

Herzfrequenz bradykard normal tachykard   

Tonus der 

Extremitäten 

Keiner  Leicht Moderat  Spürbar  Extrem  

Bauchtonus Nachgiebig  Leicht  Extrem (bretthart)   

Lakrimation Nein  Ja    

Speichelfluss Nein  Leicht (kleiner 

Randsaum an 

Unterkiefer) 

Stark (ganzer 

Unterkiefer) 

  

Provoziertes Beißen Nein Ja    

Aufrichtreflex nach 

Rückwärtsflip 

Keine 

Beeinträchtigung 

bei Landung 

Landet auf Seite Landet auf 

Rücken 

Unfähig sich aus 

Rückenlage zu 

drehen 

 

Kontaktaufrichtreflex Nein  Ja     

Negative Geotaxis 

am unvermittelt 

gekippten Gitter  

Drehung und 

Aufwärtsklettern 

Drehung und Stop 

Bewegung 

Bewegung aber 

unfähig zur 

Drehung 

Keine Bewegung 

für 30 Sekunden 

Fällt runter 

Angst  Nein  Ja     

Reizbarkeit  Nein  Ja     

Aggression Nein  Ja    

Vokalisation Nein  Ja    
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Tab. S8 HPLC Bedingungen derMessung der Histaminfreisetzung 

 

Stationäre Phase: 

Vorsäule: 

Trennsäule: 

 

 

14 x 4 mm, Nucleosil 120-7 C6H5, Fa. Latek 

ET, 250 x 4 mm, Nucleosil 100-7 C6H5, 

Fa. Macherey-Nagel 

Mobile Phase: 

Eluent A: 

Eluent B: 

 

5 mM NaH2PO4 in 5% Acetonitril 

25 mM NaH2PO4 in 50% Acetonitril 

Flow: 1,5 ml/min 

Temperatur: isotherm, 20°C 

Injektionsvolumen: 50 µl 

Detektion: 

Retentionszeit Histamin: 

Gesamtzeit des HPLC-Laufs 

(incl. Re-Äquilibrierung der Säule): 

Fluoreszenzmessung: 

 

6,1 min 

  

14 min 

Excitation: 350 nm; Emission: 450 nm 
 

 

 

Tab. S9 Ergebnisse der SHIRPA-Untersuchungen 

Aus dem SHIRPA-Protokoll wurden nachfolgende Tests an männlichen WT- und GPR34-defizienten Mäusen 

durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwert der Scores (→3.7.1) ± SD. 

 

WT (n=10) KO (n=9) 

Körperhaltung 3,77 ± 0,46 3,37 ± 0,48 

Spontanaktivität 1,09 ± 0,41 0,88 ± 0,50 

Tremor 0,17 ± 0,17 0 

Lidschluss 0 0 

Fell 0 0 

Schnurrhaare 0 0 

Defäkation 2,60 ± 1,80 2,11 ± 1,52 

Transfer arousal 1,18 ± 0,36 0,98 ± 0,32 

Gang 0,50 ± 0,34 0,49 ± 0,28 

Schwanzhebung 1,20 ± 0,40 1,67 ± 1,12 

Touch escape 1,35 ± 0,34 1,33 ± 0,58 

Trunk curl 1 0,93 ± 0,14 

Limb grasping 1 1 

Griffstärke 3,23 ± 0,66 3,30 ± 0,60 

Abwehr bei Halten an Schwanz 100 % 100 % 

Abwehr bei Halten am Nacken 90 % 90 % 

Abwehr bei Halten auf Rücken 30 % 11 % 

Corneal Reflex 0 0 

Zehkniff 1,11 ± 1,07 1,44 ± 1,21 

Ohrmuschelreflex 0,43 ± 0,34 0,30 ± 0,29 

Kontakt Aufricht-Reflex 0,28 ± 0,38 0,22 ± 0,22 

Draht Manöver 1,83 ± 1,38 2,00 ± 1,17 

Negative Geotaxis 0 0 

Hot Plate (s) 3,44 ± 2,59 2,56 ± 1,07 

Beißen 50 % 100 % 

Krämpfe 0 % 0 % 
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Tab. S10 Open-Field-Test und Light-Dark-Test 

3-Monate-alte männliche Tiere wurden im OFT und LDT untersucht. Die Aufzeichnung und Auswertung des 

Verhaltens erfolgte automatisiert (→3.7.2). Dargestellt sind die wesentlichen Parameter als Mittelwerte ± SD. Die 

jeweiligen Einheiten sind in Klammern dargestellt.*<0,05, **<0,01 

 

WT (n=9) KO (n=9) 

Open-Field-Test 

Aktivität (s) 166 ± 31 132 ± 25* 

Aktivität (%) 55 ± 10 44 ± 8* 

Weg (m) 63 ± 10 50 ± 11* 

Weg Rand (m) 58 ± 9 44 ± 9** 

Weg Mitte (m) 5,8 ± 2,9 6,0 ± 3,7 

Weg Ecken (m) 30 ± 5 23 ± 5** 

Aufenthalt Mitte (%) 5,1 ± 4,1 5,7 ± 5,9 

Aufenthalt Rand (%) 94,9 ± 4,1 94,3 ± 6,0 

Light-Dark-Test 

Gesamt Aktivität (s) 141 ± 80 173 ± 55  

Gesamt Aktivität (%) 47 ± 27 58 ± 18 

Aktivität im Hellen (s) 36 ± 29 65 ± 24* 

Aktivität im Hellen (%) 12 ± 10 22 ± 8* 

Aktivität im Zwischenbereich (s) 13 ± 16 23 ± 13 

Aktivität im Dunkeln (s) 105 ± 86 110 ± 66 

Gesamt Weg (m) 54 ± 34 68 ± 26 

Weg im Hellen (m) 11 ± 8 22 ± 8* 

Weg im Zwischenbereich (m) 4 ± 4,5 9 ± 5* 

Weg im Zwischenbereich (%) 7 ± 3 14 ± 3** 

Weg im Dunkeln (m) 40 ± 35 45 ± 27 

Besuche im Hellen 11 ± 14 22 ± 13 

Besuche im Zwischenbereich 43 ± 41 63 ± 34 

Besuche im Dunkeln 10 ± 12 23 ± 14* 

 

 

Tab. S11 Microarray-Daten signifikant regulierter Gene im Herzmuskel von GPR34-defizienten Tieren im 

Vergleich zu Wildtyptieren. 

Die Daten sind MAS5-normiert und gefiltert im Hinblick auf Probe Sets, die mindestens in drei aus fünf 

Microarrays in mindestens einer Gruppe als Present detektiert wurden. Der p-Wert ist p ≤ 0,01. 

Probe Set ID Gensymbol Fold Change p-Wert 
Present Calls  

WT  Ko 

1422542_at Gpr34 0,533 0,000 4 0 

1452795_at 1110008B24Rik 1,107 0,000 5 5 

1459868_x_at Il11ra1 /// Il11ra2 1,404 0,000 4 5 

1458218_s_at Pde7a 0,820 0,000 5 5 

1427287_s_at Itpr2 0,924 0,000 5 5 

1426808_at Lgals3 1,132 0,000 0 5 

1435360_at Zfp651 1,213 0,000 5 5 

1442732_at --- 0,767 0,000 5 4 

1452057_at Actr1b 1,096 0,000 5 5 

1438211_s_at Dbp 3,156 0,000 5 5 

1428295_at Synpo2l 1,123 0,000 5 5 

1426381_at Pprc1 1,084 0,000 5 5 

1455153_at Zfp236 0,930 0,000 5 5 

1448667_x_at Tob2 1,310 0,000 5 5 

1426266_s_at Zbtb8os 0,955 0,000 5 5 
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1422629_s_at Shroom3 1,163 0,000 5 5 

1416260_a_at Snx1 1,030 0,000 5 5 

1435561_at Erf 1,111 0,000 5 5 

1426779_x_at Dag1 1,023 0,000 5 5 

1425991_a_at Ankrd25 1,067 0,000 5 5 

1438843_x_at Mtch2 1,130 0,000 4 4 

1422609_at Arpp19 0,903 0,000 5 5 

1433697_at AV312086 1,017 0,000 5 5 

1440219_at 4930413O22Rik 0,756 0,000 4 4 

1433776_at Lhfp 0,946 0,000 5 5 

1434180_at Plekhc1 0,911 0,000 5 5 

1428547_at Nt5e 0,697 0,001 5 5 

1428116_a_at Dynlt1 0,852 0,001 5 5 

1458217_s_at 2210018M11Rik 0,928 0,001 5 3 

1428077_at Tmem163 0,517 0,001 4 0 

1455968_x_at Tmed2 0,958 0,001 5 5 

1451606_at A530016L24Rik 1,276 0,001 5 5 

1454109_a_at Ptdsr 1,118 0,001 5 5 

1455558_at Gm114 0,992 0,001 5 5 

1425385_a_at Igh-6 0,848 0,001 4 2 

1434692_at 1110034B05Rik 0,839 0,001 5 5 

1453473_a_at Dynlt1 /// LOC671261 0,870 0,001 5 5 

1438104_at --- 0,985 0,001 5 5 

1419577_at A530089I17Rik 1,108 0,001 5 5 

1418038_s_at Dusp19 1,078 0,001 5 5 

1420543_at ORF28 0,972 0,001 5 5 

1441160_at D330050G23Rik 0,752 0,001 3 3 

1435472_at Kremen1 1,026 0,001 5 5 

1423583_at Fem1a 1,065 0,001 5 5 

1455700_at Mterfd3 1,000 0,001 5 5 

1429526_at Brd8 0,800 0,001 3 3 

1455405_at Pstpip2 0,791 0,001 5 5 

1415765_at Hnrpul2 1,046 0,001 5 5 

1437092_at Rsnl2 1,225 0,001 5 5 

1449339_at D10Ertd641e 0,953 0,001 4 2 

1453310_at Ppil6 0,816 0,001 5 4 

1434740_at Scarf2 0,987 0,001 5 1 

1432029_a_at Smap1 0,843 0,001 5 4 

1417291_at Tnfrsf1a 1,104 0,001 5 5 

1418329_at Pgpep1 1,167 0,001 1 4 

1437812_x_at Ganab 1,045 0,001 5 3 

1418338_at Wdr33 1,143 0,001 5 4 

1425201_a_at Hyi 1,189 0,001 4 2 

1453321_at Fndc1 1,913 0,001 3 5 

1452884_at Sfrs2ip 0,845 0,001 5 5 

1455706_at Stxbp4 0,978 0,001 3 1 

1451387_s_at Cuta 1,061 0,001 5 5 

1416371_at Apod 0,932 0,001 3 3 

1416152_a_at Sfrs3 0,993 0,001 5 5 
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1426240_at Chmp4b 1,009 0,001 5 5 

1439124_at 9530020G05Rik 0,981 0,001 4 0 

1454880_s_at Bmf 1,007 0,001 4 4 

1449002_at Phlda3 1,275 0,002 5 5 

1448647_at Man2a1 0,707 0,002 5 5 

1424135_at Rspry1 0,861 0,002 5 5 

1457054_a_at D130020L05Rik 1,050 0,002 2 4 

1435414_s_at Dctn1 1,181 0,002 5 5 

1424834_s_at Itpr2 0,854 0,002 5 5 

1435637_at Itfg1 0,880 0,002 5 5 

1417565_at Abhd5 0,904 0,002 5 5 

1416655_at C1galt1c1 0,835 0,002 5 5 

1427097_at Wwp1 0,774 0,002 5 5 

1430149_at Ndufa3 1,556 0,002 0 5 

1431020_a_at Fgfr1op2 0,861 0,002 5 5 

1429306_at Lzic 1,057 0,002 5 5 

1456831_at Arid5b 1,049 0,002 3 3 

1422548_at Dhdds 1,450 0,002 5 5 

1451197_s_at Gatad2a 0,888 0,002 5 5 

1437548_at Bicd1 0,732 0,002 5 4 

1450560_a_at Ppp2r5d 1,142 0,002 5 5 

1423850_at Nsun2 1,117 0,002 5 5 

1416409_at Acox1 1,040 0,002 5 5 

1428099_a_at Sfrs1 0,792 0,002 5 5 

1455849_at --- 1,484 0,002 1 4 

1451459_at Ahctf1 0,839 0,002 5 5 

1437948_x_at Eif3s6ip 0,893 0,002 4 5 

1431098_at Rsn 1,148 0,002 5 5 

1431997_at 3000002C10Rik 0,972 0,002 5 5 

1423482_at Uros 0,982 0,002 5 5 

1433671_at A130022J15Rik 0,987 0,002 5 5 

1442222_at Ifnar1 0,772 0,002 4 2 

1417757_at Unc13b 1,071 0,002 5 2 

1418975_at Nckipsd 1,073 0,002 3 2 

1419988_at Map3k7 1,088 0,002 5 4 

1456308_x_at Trim28 0,961 0,002 5 5 

1427729_at Ehd2 0,710 0,002 4 4 

1433879_a_at C130032J12Rik 0,997 0,002 5 5 

1416867_at Bet1 1,050 0,002 5 1 

1455863_at Spata5l1 2,135 0,002 0 3 

1443307_at Psmc2 0,831 0,002 4 1 

1426481_at Klhl22 1,065 0,002 5 5 

1429501_s_at Ppm1a 0,811 0,002 5 5 

1450478_a_at Ptpn12 0,838 0,002 5 5 

1447725_at C030034E14Rik 1,383 0,002 2 4 

1435391_at Prr8 0,691 0,003 5 2 

1446807_at Usp8 0,909 0,003 2 3 

1458351_s_at Klhl2 0,712 0,003 5 5 

1457070_at Uhrf2 0,865 0,003 3 0 
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1442148_at Psip1 1,006 0,003 5 1 

1441986_at Zcchc6 1,142 0,003 5 4 

1426180_a_at Smr2 1,317 0,003 5 5 

1420665_at Itgb3bp 1,151 0,003 5 0 

1455078_at Hsp90aa1 0,937 0,003 5 5 

1451552_at EG623661 0,956 0,003 5 5 

1449102_at Ebf2 2,256 0,003 1 5 

1438094_x_at Gtpbp9 0,958 0,003 5 5 

1452375_at Aldh4a1 0,981 0,003 5 5 

1441807_s_at --- 0,826 0,003 5 4 

1451211_a_at Lgtn 1,067 0,003 5 5 

1437432_a_at Trim12 1,011 0,003 5 2 

1438188_x_at Slc25a29 1,009 0,003 2 3 

1426851_a_at Nov 0,961 0,003 5 5 

1440836_at Setd1b 1,217 0,003 5 5 

1434359_at 6330500D04Rik 1,044 0,003 5 4 

1425771_at Akr1d1 1,285 0,003 2 5 

1426759_at Map4k3 /// LOC675560 0,902 0,003 5 5 

1437841_x_at Csdc2 1,057 0,003 5 5 

1445271_at 9230105E10Rik 0,995 0,003 3 0 

1425942_a_at Gpm6b 0,821 0,003 5 5 

1432416_a_at Npm1 0,890 0,003 5 5 

1421612_a_at H2afy3 /// H2afy2 0,958 0,003 4 5 

1455293_at Leo1 1,032 0,003 5 4 

1424129_at Mfsd1 1,090 0,003 5 5 

1436209_at Dnajc16 0,956 0,003 5 5 

1426831_at Ahcyl1 1,025 0,003 5 5 

1429279_at Wars2 1,065 0,003 5 5 

1447320_x_at Rpo1-3 1,044 0,003 5 5 

1435545_at BC032203 1,713 0,003 5 5 

1439748_at Dpp6 1,057 0,003 4 0 

1447219_at --- 1,317 0,003 2 5 

1437743_at Aebp2 0,996 0,004 4 2 

1417433_at Lypla2 0,986 0,004 5 5 

1426962_at Phf20 0,897 0,004 5 5 

1449745_at --- 1,095 0,004 4 4 

1449351_s_at Pdgfc 0,834 0,004 5 5 

1434901_at Zbtb2 1,068 0,004 5 5 

1416838_at Mut 0,897 0,004 5 5 

1440343_at Rps6ka5 0,815 0,004 5 5 

1426084_a_at Tor1aip1 1,196 0,004 5 5 

1426613_a_at Snrpb2 1,001 0,004 5 5 

1430577_at Cep27 1,231 0,004 5 5 

1450052_at Kif2a 0,829 0,004 3 2 

1416077_at Adm 0,857 0,004 5 3 

1415746_at Cic 1,027 0,004 4 5 

1429529_at Tsen54 1,047 0,004 4 1 

1416866_at Bet1 1,060 0,004 5 5 

1459679_s_at Myo1b 1,225 0,004 5 4 
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1427028_at Lgr6 1,204 0,004 3 5 

1436057_at Gtl2 1,031 0,004 3 0 

1430995_at --- 0,926 0,004 5 3 

1428052_a_at Zmym1 0,871 0,004 5 5 

1423099_a_at Mettl3 1,046 0,004 5 5 

1415706_at Copa 1,074 0,004 5 5 

1415961_at Itm2c 1,141 0,004 5 5 

1457250_x_at Nr1d2 1,025 0,004 5 5 

1428615_at P2ry5 0,804 0,004 5 5 

1456611_at D430015B01Rik 1,031 0,004 5 5 

1419012_at Zfpm2 1,013 0,004 4 4 

1439511_at --- 1,224 0,004 5 5 

1426432_a_at Slc4a4 1,025 0,004 1 4 

1419905_s_at Hpgd 0,859 0,004 5 5 

1420062_at --- 1,255 0,004 2 3 

1438110_at Zbtb1 0,798 0,004 4 1 

1435546_a_at 1810013L24Rik 0,978 0,004 5 5 

1456746_a_at Cd99l2 0,551 0,004 5 4 

1437198_at Lig3 1,008 0,004 5 5 

1429800_at 9130221H12Rik 1,032 0,004 5 5 

1430999_a_at Scoc 0,807 0,005 5 5 

1429469_at A930013F10Rik 0,854 0,005 5 4 

1416103_at Ywhaz 0,942 0,005 5 5 

1438627_x_at Pgd 0,979 0,005 5 5 

1455323_at Rbak 0,965 0,005 5 5 

1429092_at Vkorc1l1 1,063 0,005 3 4 

1416425_at Pex19 1,255 0,005 5 5 

1417871_at Hsd17b7 1,844 0,005 2 4 

1415701_x_at Rpl23 0,907 0,005 5 5 

1448516_at Tsn 1,090 0,005 5 5 

1436859_at 2700007P21Rik 0,930 0,005 5 5 

1424366_at Tmem15 1,081 0,005 5 5 

1435161_at D5Ertd135e 1,039 0,005 5 5 

1427446_s_at Ttn 0,970 0,005 5 5 

1420924_at Timp2 1,016 0,005 5 5 

1429390_at Acpl2 0,933 0,005 5 2 

1425726_x_at Ppp2r5c 0,909 0,005 5 5 

1449660_s_at Coro1c 1,283 0,005 1 5 

1436540_at 6720427I07Rik 0,783 0,005 5 4 

1428848_a_at Macf1 0,941 0,005 5 5 

1451508_at Larp2 0,927 0,005 5 5 

1450015_x_at Sgpp1 0,867 0,005 5 5 

1450013_at 2900073G15Rik 1,059 0,005 5 5 

1436600_at Tnrc9 0,992 0,005 5 5 

1417866_at Tnfaip1 1,029 0,005 5 5 

1449557_at 1600012F09Rik /// EG624446 0,800 0,005 5 5 

1435782_at LOC668206 1,074 0,005 1 4 

1424193_at Pwp2 1,100 0,005 5 5 

1438563_s_at Mrps24 1,171 0,005 5 5 
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1451628_a_at Ank3 1,076 0,005 5 5 

1447851_x_at --- 0,936 0,005 4 4 

1428819_at Mapre1 0,980 0,005 5 4 

1422538_at Extl2 1,119 0,005 5 5 

1452422_a_at Snrpb2 0,864 0,005 5 5 

1427730_a_at Zfp148 0,952 0,005 5 5 

1438153_x_at Coq10a 0,857 0,005 2 3 

1416082_at Rab1 0,911 0,005 5 5 

1436360_at Zscan22 0,923 0,005 0 3 

1455674_at Wdr76 0,844 0,005 1 4 

1456887_at Cmklr1 1,148 0,005 0 3 

1430875_a_at Pak1ip1 0,969 0,005 4 5 

1453165_at Mettl4 1,072 0,005 3 5 

1450295_s_at Pvr 1,117 0,006 1 3 

1426777_a_at Wasl 1,039 0,006 5 5 

1422880_at Sypl 0,809 0,006 5 5 

1446147_at C79248 1,059 0,006 5 4 

1425830_a_at 2810452K22Rik 1,130 0,006 5 5 

1445012_at Nek11 1,805 0,006 0 3 

1416257_at Capn2 1,025 0,006 5 5 

1427077_a_at Ap2b1 1,061 0,006 5 5 

1423960_at Mboat5 1,093 0,006 5 5 

1418749_at Psd3 0,837 0,006 5 5 

1419550_a_at Stk39 1,244 0,006 5 5 

1425287_at Zfp189 0,939 0,006 4 4 

1418521_a_at Mtx1 1,140 0,006 5 5 

1438157_s_at Nfkbia 1,057 0,006 5 5 

1434207_at 2900057K09Rik 0,993 0,006 4 2 

1424333_at Rg9mtd1 0,857 0,006 5 5 

1416177_at Rbmxrt 0,962 0,006 5 5 

1420075_at Atp8b1 1,266 0,006 5 3 

1426852_x_at Nov 1,045 0,006 5 5 

1420058_s_at 2410166I05Rik 0,977 0,006 5 5 

1421972_s_at Hcfc1 1,037 0,006 4 5 

1458439_a_at 2310047C04Rik 0,809 0,006 5 3 

1436145_at Igf2bp3 0,923 0,006 5 3 

1424577_at Msto1 1,008 0,006 5 5 

1440721_at 5930433N17Rik 0,799 0,006 4 0 

1437591_a_at Wdr1 1,008 0,006 5 5 

1437840_s_at LOC673662 1,480 0,006 5 5 

1431057_a_at Prss23 0,850 0,006 5 5 

1455964_at Crkrs 0,906 0,006 4 4 

1428433_at Hipk2 0,911 0,006 5 5 

1459760_at Ndufs4 1,011 0,007 4 4 

1439757_s_at Epha4 1,695 0,007 3 5 

1422862_at LOC669660 1,101 0,007 0 4 

1426314_at Ednrb 0,951 0,007 5 5 

1423992_at Gatad2a 0,968 0,007 5 5 

1424716_at Retsat 1,129 0,007 5 5 
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1428997_at Phf23 1,198 0,007 5 5 

1433768_at Palld 0,956 0,007 5 5 

1456365_at LOC629750 /// LOC639383 1,299 0,007 1 5 

1451076_s_at Ga17 0,953 0,007 5 5 

1450959_at D930014E17Rik 1,208 0,007 5 5 

1419647_a_at Ier3 1,469 0,007 5 5 

1434773_a_at Slc2a1 1,208 0,007 5 5 

1417862_at A830059I20Rik 1,086 0,007 3 2 

1452594_at Dusp11 0,910 0,007 5 5 

1435260_at --- 1,074 0,007 5 5 

1426940_at Sidt2 1,091 0,007 5 5 

1448173_a_at Top3b 1,047 0,007 3 4 

1452850_s_at Brms1l 0,854 0,007 5 5 

1423727_at Cnih 1,100 0,007 5 5 

1450392_at Abca1 0,721 0,007 3 3 

1429160_at Mtif3 1,288 0,007 5 4 

1419176_at Vps37a 0,789 0,007 5 4 

1429327_at Sdccag1 0,888 0,007 4 5 

1418168_at Zcchc14 1,001 0,008 5 5 

1450187_a_at Galt 1,086 0,008 5 5 

1424288_at Bcdin3 1,125 0,008 5 5 

1455702_at --- 1,027 0,008 5 5 

1428496_at Secisbp2 0,920 0,008 4 5 

1423461_a_at Ubl3 1,047 0,008 5 5 

1438504_x_at Tm7sf3 1,726 0,008 5 5 

1436618_at Sfxn5 1,303 0,008 3 5 

1426769_s_at Maml1 1,279 0,008 5 5 

1447865_x_at Pdzd11 0,906 0,008 5 5 

1425541_at Ddx27 0,719 0,008 3 2 

1428634_at Twistnb 0,915 0,008 5 4 

1460578_at Fgd5 1,058 0,008 5 5 

1434880_at Etv6 1,039 0,008 5 5 

1435056_x_at Pofut2 1,178 0,008 5 5 

1436351_at Coq3 1,059 0,008 5 5 

1428233_at Cpsf6 0,843 0,008 5 5 

1420381_a_at Rpl31 0,850 0,008 5 5 

1439452_x_at Dnpep 1,041 0,008 5 5 

1450129_a_at Socs6 0,963 0,008 5 5 

1449041_a_at Trip6 1,275 0,008 5 5 

1448688_at Podxl 0,989 0,008 5 5 

1458302_at --- 0,908 0,008 4 5 

1447754_x_at Thap4 1,554 0,008 5 5 

1451216_at Zfp330 0,998 0,008 5 5 

1418337_at Rpia 1,010 0,008 5 5 

1417389_at Gpc1 1,035 0,008 5 5 

1437643_at Cenpj 0,839 0,008 4 4 

1433589_at D6Wsu116e 1,186 0,008 5 5 

1416197_at Snrpc 1,062 0,008 5 5 

1436572_at Ccdc45 0,811 0,008 5 5 
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1440972_at Nsd1 1,762 0,008 3 5 

1442786_s_at Rufy3 1,354 0,008 4 5 

1426618_a_at Pomgnt1 0,989 0,008 5 5 

1451754_a_at Wdr45 1,158 0,009 4 5 

1427240_at Dock6 /// LOC670024 1,069 0,009 3 0 

1441767_at Zfp142 0,882 0,009 3 2 

1423206_s_at 2310003F16Rik 0,974 0,009 5 5 

1435869_s_at Ap2a2 1,106 0,009 5 5 

1423044_at Prosc 1,054 0,009 5 5 

1444640_at Pigg 0,796 0,009 5 4 

1451624_a_at Phospho2 0,949 0,009 5 5 

1445693_at Araf 0,857 0,009 4 1 

1454116_a_at Mterfd1 0,953 0,009 5 5 

1417190_at Pbef1 0,977 0,009 5 5 

1448917_at Thrap6 1,004 0,009 5 5 

1453300_at Slc35d2 0,890 0,009 5 3 

1415794_a_at Spin 1,225 0,009 5 5 

1429516_at Ubr2 1,260 0,009 3 0 

1430668_a_at Ankra2 0,960 0,009 5 5 

1439859_at 9630033F20Rik 1,080 0,009 5 5 

1417348_at 2310039H08Rik 1,060 0,009 5 5 

1447629_at 1810020G14Rik 1,013 0,009 4 0 

1440334_at Zfp90 1,259 0,009 1 3 

1424237_at Zfp639 0,982 0,009 4 3 

1421969_a_at Faah 1,099 0,009 5 5 

1418302_at Ppt2 1,049 0,009 5 5 

1417902_at Slc19a2 1,059 0,009 4 4 

1452000_s_at Sars 1,386 0,009 5 5 

1452160_at Tiparp 0,881 0,009 5 5 

1447900_x_at Entpd4 0,995 0,009 5 5 

1427411_s_at Dleu2 1,021 0,009 5 5 

1421236_at Ripk2 1,062 0,009 4 4 

1457666_s_at Ifi202b 0,547 0,009 5 3 

1424133_at Tmem98 1,400 0,009 5 5 

1423105_a_at Yeats4 0,993 0,009 5 5 

1455050_at E130203B14Rik 1,066 0,009 5 5 

1419736_a_at Eif1ay 1,000 0,009 5 5 

1424843_a_at Gas5 1,006 0,009 5 4 

1431285_at Mgrn1 1,062 0,009 5 5 

1426129_at Brms1 1,170 0,009 3 0 

1431054_at Lsm6 1,046 0,009 5 5 

1434732_x_at Tomm7 1,237 0,009 5 5 

1436174_at Atad2 0,918 0,009 5 5 

1452152_at F630206G17Rik 1,181 0,010 5 5 

1418387_at 4930548G07Rik 0,955 0,010 5 4 

1416563_at Ctps 0,866 0,010 5 5 

1430757_at A330102H22Rik 0,851 0,010 0 3 

1422644_at Sh3bgr 0,955 0,010 5 5 

1431381_at 3110005L24Rik 0,919 0,010 5 5 
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1418926_at Zfhx1a 0,933 0,010 5 5 

1451144_at Bxdc2 0,860 0,010 5 5 

1430604_a_at Dab2 0,943 0,010 4 4 

1434587_x_at Ptdss2 1,119 0,010 5 2 

 

 

 

 

 
 

Abb. S1 Expressionsvektor p416 GPD für GPCR in Hefen 

Dargestellt sind der verwendete Hefe-Expressionsvektor p416GPD und die singulären Restriktionsenzym-

Schnittstellen. Die URA3-Sequenz ermöglicht nur erfolgreich transfizierten Hefezellen das Wachstum in Uracil-

defizientem Medium. Durch Einführen einer β-Laktamase-Sequenz in den Vektor ist eine weitere Selektion in 

Ampicillin-versetztem Medium möglich. Abkürzungen: URA3: Orotidine-5'-Phosphat-Decarboxylase 
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Abb. S2 Expressionsvektor pcDps für GPCR in Säugerzellen 

Dargestellt sind der Säugerzell-Expressionsvektor pcDps und die singulären Restriktionsenzym-Schnittstellen. Die 

eingefügte β-Laktamase Sequenz ermöglicht ein selektives Wachstum der transformierter E. coli-Zellen in 

Ampicillin-versetztem Medium. 

 


