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Chapter 8

Samenvatting

Signaal transductie van de histamine H; receptor

De histamine Hj receptor wordt door velen beschouwd als een attractief drug-
target voor de ontwikkeling van medicijnen voor de behandeling van vetzucht en
een aantal cognitieve ziekten zoals alzheimer en ADHD. Het onderzoek in dit
proefschrift beschrijft de farmacologische karakterisering van nieuwe
signaaltransductie routes van de humane histamine Hj; receptor (hH3zR) en
verschillende isovormen. In het kort, we hebben de constitutieve activiteit van de
hH;R en de farmacologische verschillen tussen twee H3;R isovormen
gekarakteriseerd, evenals de specificiteit van de G-eiwit koppeling van vier hH3;R
isovormen bestudeerd. Ook beschrijven we de karakterisering van twee nieuwe
signaaltransductie routes van de hH3;R, namelijk de activatie van de Akt/GSK-3p as
en de hH;R-gemedieerde mobilisatie van intracellulair calcium ([CaZ+]i). De
opgedane kennis in dit proefschrift draag bij aan het begrip omtrent de werking van
de histamine Hj receptor.

Het ontdekking van het hHzR gen in 1999 door Lovenberg et al. opende de
mogelijkheid tot het recombinant tot expressie brengen van de hH3;R in zoogdier
cellijnen (Lovenberg et al., 1999). Zoals vele andere G-eiwit gekoppelde
receptoren (GPCRs) (Costa and Cotecchia, 2005; Bond and ljzerman, 2006) is ook
aangetoond dat de histamine H; receptor en histamine H, receptor constitutief
actief zijn als ze recombinant tot expressie worden gebracht in cellijnen (Alewijnse
et al., 1998; Bakker et al., 2000). Het bepalen of een GPCR constitutief bepaalde
signaal transductie routes activeerd is van belang, omdat het bepaald of
antagonisten zich gedragen als een neutrale agonist of een inverse agonist. Een
inverse agonist kan namelijk een extra effect teweeg brengen, namelijk het
verhogen van de expressie van een GPCR en daardoor het effect van een
endogene agonist verhogen (Smit et al., 1996; Bakker et al., 2000; Devlin et al,
2004; Sadee et al., 2005; Salamone et al., 2007).

Om te bepalen of de hH3R constitutieve activiteit vertoond is deze GPCR stabiel tot
expressie gebracht in een neuroblastoma cellijn (SK-N-MC cellen) en konden we
laten zien dat ook de hH3;R constitutief actief is (Hoofdstuk 3, 6). De hH3zR
signaleert in een constitutieve manier naar adenylyl cyclase (AC) (Hoofdstuk 3) en
naar de Akt/GSK-3p as (Hoofdstuk 6). Tevens laten we zien dat vele klassiek H;R
antagonisten (b.v. thioperamide, clobenpropit, ciproxyfan) egenlijk inverse
antagonisten zijn voor de hH;R-gemedieerde signaaltransductie via AC. Ook
hebben we een neutrale antagonist gevonden, namelijk VUF4904, en laten we zien
dat kleine verandingen van dit molecuul kunnen leiden tot een agonist, neutrale
antagonist of een inverse agonist (Hoofstuk 3). Neutrale antagonisten zijn mogelijk
van extra belang in het hH;R onderzoek aangezien de hH3;R een van de weinige
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receptoren is waarvoor de constitutieve activiteit ook in vivo is aangetoond en
derhalve een neutrale antagonist mogelijk de voorkeur verdient over een inverse
agonist in de behandeling van cognitieve ziekten. (Morisset et al., 2000; Adan and
Kas, 2003; Schwartz et al., 2003). De constitutieve activiteit van de hH3R is niet
alleen te meten wanneer de hH3;R recombinant tot expressie wordt gebracht in SK-
N-MC cellen, maar ook in andere cellijnen zoals, C6 cellen (rat glioma cellijn,
Hoofdstuk 4) en COS-7 cellen (Afrikaanse groene aap nier fibroblast cellijn,
Hoofdstuk 5).

In deze laatste twee cellijnen vonden we dat een van de isovormen van de hH3R,
de hH3R(365), een hoge mate van constitutieve activiteit laat zien. We laten dit
zien door middel van [®*S]GTPyS binding en door het meten van de ‘second
messenger’ cAMP. In Hoofdstuk 4 beschrijven we dat de hoge constitutieve
activiteit van de hH3;R(365) de farmacologie beinvlioedt. We hebben gevonden dat
inverse agonisten minder potent zijn en een lagere affiniteit hebben voor deze
isovorm ten opzichte van de hH3;R(445). Het omgekeerde geldt voor agonisten,
m.a.w. een hogere functionele potentie en hogere bindingsaffiniteit. Dit is mogelijk
ook in vivo van belang aangezien beide isovormen hoog tot expressie komen in
het centrale zenuwstelsel (Hoofstuk 4).

In Hoofdstuk 5 gebruiken we een cAMP-reportergen methode voor het meten van
de functionele respons van vier van de hH3R isovormen. In deze assay wordt een
lucifers-eiwit aangemaakt als het ‘cAMP-responsive element’ (CRE) wordt
geactiveerd. Vervolgens wordt het substraat luciferine dat is toegevoegd aan de
cellen omgezet in licht door het lucifers-eiwit; m.a.w. de hoeveelheid gemeten licht
weerspiegeld de activiteit van de hH3;R. Deze techniek hebben we gebruikt om te
onderzoeken wat de invloed van de verschillende G-eiwitten is op de farmacologie
van de hH3;R en hoe G-eiwitten de farmacologie beinvioeden van verschillende
isovormen van de hH3;R die een deletie hebben in de derde intracellulaire loop
(IL3). Voor de IL3 is aangetoond dat deze belangrijk is voor de koppeling van
GPCR met de G-eiwitten. In Hoofdstuk 5 vergelijken we vier hH3R isovormen, de
hH;R(445), hH3R(415), hH3R(365) en hH3R(329); waarvan de laaste drie ten
opzichte van de hH3R(445), deleties in de 3IL van respectievelijk, 30, 80 en 116
amino zuren. Van deze isovormen vertoond alleen de hH;R(365) een zeer hoge
constitutieve activiteit en vooralsnog is ons onbekend waarom de hH3;R(365) ten
opzichte van de andere geteste isovormen zo constitutief actief is. Door het
vergelijken van de eiwitsequentie weten we dat het C-terminale gedeelte in de 3IL
waarschijnlijk van belang is. Aangetoond is dat dit gebied belangrijk kan zijn voor
de koppeling van G-eiwitten, beweging van helix VI, maar ook voor de interactie
met verschillende ‘scaffold’ eiwitten (Johnston and Siderovski, 2007a; Johnston
and Siderovski, 2007b; Hubbell et al., 2003; Wang et al., 2005; Hoffmann et al.,
2001; Welsby et al., 2002).

151



Chapter 8

Het onderzoek naar de specificiteit in G-eiwit koppeling hebben we uitgevoerd door
het tot expressie brengen van pertussis toxin (PTX)-ongevoelige G-eiwitten in
COS-7 cellen. Hierdoor konden we alleen het door ons tot expressie gebrachte
Goip-eiwit onderzoeken aangezien de endogene Gaj,-eiwitten kunnen worden
geinactiveerd door PTX. Dit onderzoek beschreven in Hoofdstuk 5 leerde ons dat
de verschillende geteste hH3;R isovormen (hH3R(445), hH3R(415), hH3R(365),
hH3;R(329)) allemaal kunnen koppelen aan de geteste G-eiwitten, behalve de
hH3R(329) voor welke we geen signaal konden meten met co-expressie van PTX-
insensitieve Ga,s-eiwit. Voor de agonist-gemedieerde response vonden we geen
verschillen voor de verschillende G-eiwitten, echter voor de inverse agonist
thioperamide laten we zien dat deze potenter is in de aanwezigheid van de PTX-
insensitieve Ga,-eiwit en Gaop-eiwit.

In Hoofstuk 6 beschrijven we een nog niet eerder beschreven signaal transductie
van de hH3R, namelijk de activering van de Akt/GSK-3f as. Dit laten we zien in
neuroblastoma cellijn (SK-N-MC cellen), primaire gekweekte cortical-neuronen en
in geisoleerde stukjes striatum van Spaque-Dawlley ratten. De activering van deze
Akt/GSK-3p3 as is PI-3-kinase afhankelijk en in SK-N-MC cellen constitutief
activeert door de hHzR. Aangezien de modulatie van de Akt/GSK-3p as van belang
is voor verschillende belangrijke functies van het brein, levert hoofdstuk 6 een
belangrijke aanvulling omtrent onze kennis over de rol van de hH3R in het brein.

In Hoofdstuk 7 laten we zien dat activering van de hH3R in SK-N-MC cellen ook
leidt tot een snelle Gaj,-afthankelijk vrijgave van intracellulair calcium uit inositol
1,4,5-trisphosphate gevoelige opslag. Tevens laten we zien dat dit onafhankelijk is
van extracellulair calcium en ryanodine receptoren, maar afhankelijk is van
phospholipase C.

Samenvattend, de hH3;R wordt door velen gezien als een attractief eiwit voor het
genezen van verschillende ziekten, zoals vetzucht en verscheidene brein-
gerelateerde ziekten, e.g. de ziekte van Alzheimer en ADHD. Het onderzoek is met
name complex geworden door het bestaan van de verschillende hH3R isovormen.
Dit proefschrift draagt tot een beter begrip over de moleculaire eigenschappen van
een aantal hH3R isovormen, met name met betrekking tot de signaaltransductie.
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