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1. Einleitung

1. G-Protein vermittelte Signaltransduktion

1.1. G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Die Aktivitat fast jeder Korperzelle wird Uber extrazellulare Signale gesteuert,
die Uber verschiedene Plasmamembranrezeptoren in die Zelle gelangen.
Hormone oder Neurotransmitter vermitteln ihre Signale in der Mehrzahl der
Falle Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Ji et al., 1998, Wess 1997). Diese
sind auRerdem die wichtigsten Rezeptoren fiur das Riechen und Sehen. Mehr
als 3% des menschlichen Genoms codiert fur diese Rezeptorenklasse. Fast
2000 verschiedene Rezeptoren wurden schon beschrieben und ihre Vielzahl
und grolle Bedeutung lieken sie zu interessanten pharmakologischen
Zielstrukturen werden. Trotz der Vielzahl von Rezeptoren und den
dazugehdrigen Agonisten, wie Geruchs- und Geschmacksstoffe, Neuropeptide,
Proteasen, niedermolekulare Substanzen und sogar Photonen, gibt es
erstaunliche Ahnlichkeiten innerhalb dieser Rezeptorklasse.

Ein wesentliches Strukturmerkmal von G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind
die sieben a-Helices, welche die Zellmembran alternierend durchspannen.
Verbunden sind diese Helices, auch Transmembrandomanen genannt, durch
intra- und extrazellulare Schleifen (Abb. 1). Das extrazellulare Ende der
Polypeptidkette bildet der N-Terminus, der, neben den Transmembrandomanen,
bei manchen Rezeptoren flr die Bindung von Liganden von Bedeutung ist. Der
intrazellulare C-Terminus und die dritte intrazelluldare Schleife sind von
Bedeutung fur die Kopplung an das G-Protein, welches fur die Weiterleitung
des Signals in das innere einer Zelle verantwortlich ist (Strader et al., 1995,
Wess 1997). Diese postulierte Struktur konnte mit der Réntgenstrukturanalyse

von kristallisiertem Rhodopsin (Palczweski et al., 2000) bestatigt werden.
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Abbildung 1 | G-Protein-gekoppelter Rezeptor. Vereinfachte zweidimensionale Struktur eines G-Protein
gekoppelten Rezeptors. Die Polypeptidkette enthalt einen hydrophilen N-Terminus (extrazellular) und einen C-
Terminus (intrazellular) die durch sieben Transmembrandoménen (T1-T7) verbunden sind. Die
Transmembrandomanen wiederum sind durch intrazelludare (11-13) und extrazelluldre (E1-E3) Schleifen
verbunden. Die Spezifitét in der Bindung von Liganden wird in der Tertiarstruktur von mehreren miteinander
interagierenden Transmembrandomanen, dem N-Terminus, oder in der Kombination der beiden gesehen. Fur
die Kopplung der Antwort des Rezeptors sind die Lange und Tertidrstruktur der intrazellularen Schleifen und

des C-Terminus von Bedeutung, die mit dem G-Protein in Kontakt stehen.

Anders als andere Rezeptorenklassen, wie ligandengesteuerte lonenkanale,
geben G-Protein gekoppelte Rezeptoren ihr Signal nicht direkt weiter, sondern
uber zwischengeschaltete, intrazelluldre Botenstoffe (sog. ,second
messenger®), die wiederum durch Effektorenzyme oder lonenkanale zur
Verfugung gestellt werden.

Nach einer vorausgegangen ligandeninduzierten Konfirmationsanderung des
Rezeptors, erfolgt die weitere Kommunikation in Richtung Effektor Uber
heterotrimere G-Proteine, welche an den aktivierten Rezeptor binden und die
weitere Signalkaskade regulieren. Durch unterschiedliche Kombinationen von
Komponenten dieser Signalkaskade, kann ein Organismus die Antwort auf

einen Liganden variieren. Desweiteren kann die Signalkaskade zu einer



beachtlichen Verstarkung des Signals fluhren. Ein Rezeptor kann somit mehrere
G-Proteine aktivieren, welche anschlieliend mehrere Effektorenzyme oder
lonenkanale beeinflussen. Wahrend eines Aktivierungszyklus werden einige
tausend Moleklle eines second messengers produziert, um den gewunschten

zellularen Effekt auszulosen.

1.2. Der G-Protein Zyklus

G-Proteine stellen die vermitteinde und regulierende Einheit in der
Signaltransduktion zwischen Rezeptor und Effektor dar. Sie bestehen aus drei
Untereinheiten: einer a—Untereinheit, die Guaninnukleotide bindet und GTP
hydrolysieren kann, einer B-Untereinheit und einer y-Untereinheit, wobei die B-
und y-Untereinheit als eine funktionelle Einheit aufgefasst werden kann. Die
Familie der G-Proteine wird in funf Gruppen unterteilt: Gs, Gi, G4, Gt und Gys.
Diese Untergruppen weisen Unterschiede in der a—Untereinheit auf und viele
Rezeptoren koppeln nur an eine dieser vier G-Protein-Klassen. G5 und G; sind
die am besten charakterisierten G-Proteine, die die Adenylylcylase stimulieren
bzw. inhibieren (Farfel et al. 1999).

Der inaktive Zustand eines G-Proteins ist durch die heterotrimere
Proteinkonfirmation gekennzeichnet, das heil3t die drei Untereinheiten liegen
undissoziiert vor. Infolge einer ligandeninduzierten Konfirmationsanderung
bindet das G-Protein an den Rezeptor und es kommt zur Freisetzung des an
die a—Untereinheit gebundenen GDP. Aufgrund der hoheren intrazellularen
Konzentration von GTP im Vergleich zu GDP bindet nun GTP an die a-
Untereinheit, was anschlieBend zu einer Dissoziation der By-Untereinheit von
der a—Untereinheit flihrt. Die GTP-besetzten a-Untereinheiten sowie die
By-Untereinheiten koénnen dann bestimmte Effektormolekile beeinflussen.
Gleichzeitig wird die GTPase der a-Untereinheit aktiviert, die GTP zu GDP
spaltet, woraufhin Ga inaktiviert wird. Nach Reassoziation der By-Untereinheit
befindet sich das G-Protein nun wieder in seinem inaktiven Grundzustand
(Abb.2) (Gilman 1987).
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Abbildung 2| Der G-Protein Zyklus. Die Aktivierung eines G-Proteins erfolgt durch eine Konfirmationsédnderung des
Rezeptors, die zum Austausch von GDP zu GTP fuhrt. Daraufhin dissoziieren die Gagre und GBy-Untereinheiten
auseinander und kdénnen nun unabhangig voneinander Effektoren beeinflussen. Nach Hydrolyse von GTP durch die
intrinsische Ga-GTPase erfolgt die Abschaltung von Ga und die Reassoziation mit GBy. Das Protein liegt nun wieder

im inaktiven Zustand vor.

1.3. Die Adenylylcyclase

Die membrangebundene Adenylylcyclase ist ein Protein, welches aus zwolf a—
Helices besteht, die die Zellmembran alternierend durchspannen. Zehn
verschiedene Isoformen der Adenylylcyclase sind in Saugetierzellen bekannt.
Aktiviert werden alle Isoformen durch Gg. Die Adenylylcyclase hat zwei
katalytische Zentren, zum einen an der intrazellularen Schleife zwischen der 6.

und 7. Helix und zum anderen am intrazellularen C-Terminus. Nach Stimulation



durch G, erfolgt eine Konformationsanderung des Enzyms, aus der schlieB3lich
die Produktion von cAMP aus ATP resultiert (Sunhara et al., 1996).

Die meisten Effekte von cAMP in eukaryotischen Zellen werden durch eine
einzige Proteinkinase vermittelt: die Proteinkinase A.

Neben den schon langer bekannten cAMP abhangigen lonenkanalen und
Phosphodiesterasen konnten mit der Familie der EPAC (Exchange Protein
directly Activated by cAMP) oder cAMP-GEF (cAMP regulated Guanine
nucleotide Exchange Factor) weitere Proteine als Effektoren fur cAMP
gefunden werden (Springett et al., 2004).

2. B-adrenerge Rezeptoren

2.1. Physiologische Bedeutung

Adrenerge Rezeptoren bilden die Schnittstelle zwischen dem sympathischen
Nervensystem auf der einen Seite und den entsprechenden Zielorganen auf der
anderen Seite. Sie beeinflussen alle groRen Organsysteme. Das sympathische
Nervensystem vermittelt die Antwortreaktion des Korpers auf Stress- und
Fluchtreaktionen durch die Freisetzung von Katecholaminen, die zu einer
hdheren Leistungsbereitschaft und Leistungsfahigkeit des Organismus flhren.

HO OH

I
HO CH-CH,-NH-CH,

Abbildung 3| Strukturformel von Adrenalin. Adrenalin ist neben dem chemisch sehr ahnlichen
Noradrenalin das physiologische Katecholamin, welches aus dem Nebennierenmark freigesetzt wird.

Es vermittelt als Hormon die Antwortreaktionen des sympathischen Nervensystems auf aullere Reize.

Die hdéhere Leistungsbereitschaft resultiert aus zahlreichen Veranderungen.

Das Herz schlagt schneller und mit einer grolleren Auswurffraktion; der



Blutdruck steigt; das Bronchialsystem erweitert sich um einen maximalen
Luftfluss zu ermoglichen; Glykogen- und Fettreserven werden abgebaut, um
mehr Energie Dbereitzustellen und Gefalle, welche die Skelettmuskulatur
versorgen werden dilatiert. In der Haut dagegen werden die Gefalle enggestelit.
Die groRe Vielfalt an Antwortreaktionen auf Katecholamine lasst sich durch
mittlerweile neun bestimmte adrenerge Rezeptoren erklaren. Diese lassen sich
in drei Gruppen, die a,- Rezeptoren (aa, ois, aip), die op- Rezeptoren (oxa,
B, Ozc), und PB-Rezeptoren (Bi, B2, P3) untergliedern (Bylund et al., 1998),
wobei in dieser Arbeit insbesonders die -Rezeptoren betrachtet werden sollen.
Ihr gemeinsames Klassifizierungsmerkmal ist die Aktivierbarkeit durch
Isoprenalin sowie durch physiologische Konzentrationen von Adrenalin bzw.
Noradrenalin.

In der klassischen Unterteilung der p-adrenergen Rezeptoren gilt der B¢-
Rezeptor als kardiomyoztenstimulierender Subtyp, wohingegen der 2-Rezeptor
glatte Muskelzellen relaxiert (Lands et al., 1967). Diese beiden Lokalisationen

sind auch heute noch von besonderer medizinischer Bedeutung.



Tabelle 1 | Lokalisation und physiologische Effekte der humanen adrenergen Rezeptoren
Rezeptor Lokalisation Effekt bei Aktivierung
Glatte Muskulatur (GefaRe) Kontraktion
(oM M. Dilatator Pupillae Kontraktion (— Mydriasis)
Prostata Kontraktion
Postsynaptische ZNS-Rez. Wahrscheinlich viele Effekte
Thrombozyten Aggregation
)} Cholinerge und adrenerge Inhibition der Transmitterausschittung
Nervenenden
Teilweise glatte Muskulatur Kontraktion
Positive Inotropie
Herz Positive Chronotropie
By Positive Dromotropie
Niere Reninfreisetzung
Bronchien Bronchodilatation
Gefale (Skelettmuskuatur) Vasodilatation
schwangeren Uterus Tokolyse
B> Pankreas Insulinsekretion
Leber Glykogenolyse
Mastzellen verminderte Degranulation
Bs Braunes Fettgewebe Lipolyse

Mittlerweile wurden

im Herzen samtliche Subtypen detektiert, dennoch

dominieren die p1-Rezeptoren gegenuber den p,-Rezeptoren mit einem
Verhaltnis von 70 zu 30 (Brodde und Michel, 1999) und die maximale
Steigerung der Kontraktilitat kann nur Uber pi-Rezeptoren erreicht werden
(Kaumann et al., 1989). Auch in der glatten Muskulatur von Gefallen oder
Bronchien wurden die drei Subtypen gefunden. Fir die Relaxation ist jedoch
der Bo-Rezeptor der Bedeutenste (Guimardes und Moura, 2001). Der fs-
Rezeptor ist im Wesentlichen im Fettgewebe angesiedelt (Krief et al, 1993) und
kontrolliert die Lipolyse.

Unterschiede hinsichtlich der verschiedenen Subtypen zeigen sich auch in der
Affinitdt zu den endogenen Katecholaminen Adrenalin und Noradrenalin. p1-
Rezeptoren binden sie in gleicher Weise, wohingegen die >-Rezeptoren eine
deutlich hohere Affinitat zu Adrenalin haben. Die P3-Rezeptoren wiederum

binden Noradrenalin erheblich besser als Adrenalin (Hoffmann et al., 2004).



2.2. Die Signalkaskade eines -Rezeptors

B—adrenerge Rezeptoren gehoren zu den intensiv untersuchten Rezeptoren der
grollen Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Die uber diese
Rezeptorklasse gewonnenen Erkenntnisse haben viel zum allgemeinen
Verstandnis der G-Protein gekoppelten Rezeptoren beigetragen.

Die klassische Signalkaskade aller p-Rezeptorsubtypen beinhaltet die
Aktivierung der Adenylylcyclase vermittelt durch Gs, was in einem Anstieg von
cAMP resultiert (Dixon et al., 1986, Frielle et al., 1987, Emorine et al, 1989).

Es wurde jedoch auch gezeigt, dass sowohl der ,-Rezeptor als auch der 3;-
Rezeptor neben G auch an G; koppeln kénnen (Gauthier et al., 1996, Daaka et
al., 1997). Aullerdem kann der [B,-Rezeptor ohne Aktivierung des G-Protein
Mechanismus die Natrium-Protonen Pumpe in der Niere inhibieren (Hall et al.,
1998).

Die wesentliche Zielstruktur von cAMP ist die Proteinkinase A. In
Kardiomyozyten ist bekannt, dass die Proteinkinase A verschiedene Proteine
phosphoryliert, die wichtig flr die Funktion sind. Diese sind L-Typ Calcium
Kanale, Troponin I, Phospholamban, Ryanodin Rezeptoren, Myosin bindendes
Protein C und Phophatase Inhibitor 1. Alle genannten Proteine beeinflussen die
Kontraktilitdt am Herzen (Lohse et al., 2003). In glatten Muskelzellen, wie in der
Bronchialmuskulatur, wird durch Aktivierung B-adrenerger Rezeptoren und der
damit assoziierten cAMP Konzentrationssteigerung eine Kontraktion inhibiert.
Mit  pB-adrenergen  Agonisten behandelte glatte  Muskelzellen der
Trachealmuskulatur zeigen eine Abnahme der Konzentration von Kalzium, der
Phosphorylierung der Myosin Leichtketten Kinase (MLCK) und der Kraft (Tang
et al., 1992).

2.3. Rezeptorsubtypen und ihre Struktureigenschaften

Die codierenden Sequenzen der drei bekannten humanen B-Rezeptorsubtypen
sind von unterschiedlicher Lange und auf verschiedenen Chromosomen

lokalisiert. Der [4-Rezeptor besteht aus 477 Aminosauren und wurde auf



Chromosom 10 detektiert (Frielle et al., 1987). Der p,-Rezeptor ist mit 413
Aminosauren kleiner und wurde auf Chromosom 5 entdeckt (Dixon et al., 1986).
Diese beiden Rezeptoren weisen eine Gesamthomologie von 48.9% auf (72%
in den Transmembrandomanen), wohingegen der ps—Rezeptor zu 50.7%
beziehungsweise 45.5% mit den beiden zuvor genannten Rezeptoren homolog
ist (Emorine et al., 1989). Viele Aminosauren sind in allen drei Rezeptoren an
der gleichen Position konserviert (Dohlman et al., 1987). Der ;—Rezeptor ist
auf Chromosom 8 lokalisiert und 402 Aminosauren lang (Emorine et al., 1989).
Wichtige Informationen Uber die Interaktion von Liganden an [B-adrenergen
Rezeptoren wurden durch Mutationsstudien am p.—Rezeptor generiert.
Aufgrund der leichteren molekularbiologischen Handhabbarkeit wurden fast alle
bisherigen Erkenntnisse an diesem Rezeptor gewonnen und er gilt neben dem
Rhodopsin als einer der am besten untersuchten G-Protein gekoppelten
Rezeptoren. Diese  Mutationsstudien  beinhalteten  sowohl einzelne
Punktmutationen als auch den Austausch oder die Deletion von ganzen
Regionen. So konnte gezeigt werden, dass die Liganden in einer
Bindungstasche innerhalb der a—Helices der Transmembrandomanen binden.
Diese Erkenntnis beruhte auf der Beobachtung, dass ein mutierter 3,—Rezeptor
nach Deletion der hydophilen Schleifen nach wie vor Liganden binden kann
(Dixon et al., 1987).

Es folgten Erkenntnisse mit gezielten Punktmutationen. Fiir Asp'"™® in der dritten
Transmembrandomane (Abb. 4) konnte gezeigt werden, dass es fur die
Bindung der Aminogruppe von Agonisten und Antagonisten von Bedeutung ist.
Ein Austausch fihrte hier zu einem Verlust von Affinitat (Strader et al., 1987a).

203, Ser204 207 in der

Fir die Catecholgruppen von Agonisten wurden Ser und Ser
funften Transmembrandoméane als wichtige Aminosauren fur die Interaktion
beschrieben (Sato et al.,, 1999, Strader et al., 1989). In der sechsten
Transmembrandomane konnte mit Asn®*® eine Aminosaure gefunden werden,
deren Austausch Auswirkungen auf die stereospezifische Bindung von
Agonisten hat (Wieland et al., 1996). Sie ist auf der gleichen horizontalen
Ebene wie die zuvor beschriebenen Aminosauren angesiedelt und somit konnte

eine Bindungstasche flr Agonisten mit Wechselwirkungen zwischen der dritten,



funften und sechsten Transmembrandomane postuliert werden (Abb. 4). Da die
genannten Aminosauren interessanterweise in allen drei Subtypen an
derselben Stelle konserviert sind, kdnnen sie nicht fur ein subtypspezifisches

Bindungsverhalten verantwortlich sein.

Abbildung 4 | Bindungsmodell. Modell, welches die Bindungsverhaltnisse von (-) Isoproterenol am -
Rezeptor verdeutlicht (aus Wieland et al., 1996). Die Transmembrandomanen sind von der extrazellularen

Seite und um 20° geneigt betrachtet.

Fur die Ethergruppe von Antagonisten wie Alprenolol hingegen konnte mit der

Aminosaure Asn®'?

in der siebten Transmembrandomane ein spezifischer
Interaktionspartner gefunden werden, der die Vermutung nahe legte, dass die
dritte und siebte Transmembrandomane bei der Bindung von Antagonisten
miteinander interagieren (Surayanarayana und Kobilka, 1993).

AuBerdem wurden das N- und C-terminale Ende der dritten intrazellularen
Schleife und der Beginn der vierten Transmembrandomane mehrmals als
wichtige Region flr die Aktivierung des G-Proteins dargestellt (Strader et al.,

1987b, O'Dowd et al., 1988, Cheung et al., 1989)
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3. Liganden an -adrenergen Rezeptoren

Es existiert eine grol’e Anzahl von klinisch und experimentell eingesetzten
Liganden an B-adrenergen Rezeptoren. Die beiden klinisch am haufigsten
eingesetzten Substanzgruppen werden im folgenden vorgestellt. Im Anschluss

wird eine pharmakologische Ubersicht von ausgewéhlten Liganden prasentiert.

3.1. Betablocker

Betablocker wurden 1968 mit dem unselektiven Propanolol in die Klinik
eingefihrt und fortan weiterentwickelt. Pharmakologisch lassen sie sich
aufgrund ihrer Eigenschaften, wie B1-Selektivitat, intrinischer
sympathomimetischer Aktivitat (ISA) und membranstabilisierenden Effekten
weiter untergliedern. Die groRe Anzahl ihrer ursprunglichen Indikationsgebiete,
wie Angina pectoris, Bluthochdruck, Tachykardie und kardiale Arrhythmie
wurden in den letzten zehn Jahren um eine ehemalige Kontraindikation, der
chronischen Herzinsuffizienz, erweitert. Es sind dber 20 verschiedene
Betablocker auf dem Markt erhaltlich, wobei nur fur drei Betablocker eine
Verbesserung hinsichtlich der Mortalitat und Morbiditat fur herzinsuffiziente

Patienten in grof3en klinischen Studien nachgewiesen wurde.

Tabelle 2 | Klinische Studien liber die Senkung von Morbiditdt und Mortalitat mit Betablockern
bei Herzinsuffizienz

Betablocker Studie Referenz
Metoprolol CR/XL
Metoprolol Randomized Intervention | e\ i |nvestigators 1999

Trial in Congestive Heart
Failure (MERIT-HF)

. Cardiac Insufficiency
Bisoprolol Bisoprolol Study I CIBIS-II Investigators 1999
(CIBIS-II)

Carvedilol Prospective
Carvedilol Randomized Cumulative
Survival (COPERNICUS)
Study Group

Packer et al., 2002

Die Ergebnisse dieser und anderer Studien sind Bestandteile von Leitlinien fur
die tagliche klinische Praxis. Die COMET-Studie (Poole-Wilson et al., 2003)

belegt aullerdem, dass Carvedilol dem Metoprolol hinsichtlich der Mortalitat bei

1



herzinsuffizienten Patienten Uberlegen ist. (Bristow 2000, Fowler 2004). Diese
Studie gilt jedoch als umstritten, da fur Metoprolol falsche Dosierungen und ein
falsches Praparat verwendet wurden.

Die Nebenwirkungen von Betablockern leiten sich aus der Blockade der -
Rezeptoren ab und beinhalten unter anderem die Verschlechterung der
Herzfunktion bei plotzlichem, nicht einschleichendem Therapiebeginn, die
Neigung zu Bronchospasmen insbesondere bei Asthmatikern und die
Pradisposition zur Entwicklung einer Hypoglykdmie bei insulinabhangigen
Diabetikern. Eines der Ziele der Weiterentwicklung von Betablockern war es
deshalb, selektive Substanzen fur einen bestimmten [(-Rezeptorsubtyp zu
gestalten, wobei man am Beispiel des unselektiven Antagonisten Carvedilol
lernen musste, dass Selektivitat nicht immer mit klinischer Verbesserung

gleichzusetzen ist

3.2. B,-Agonisten

Die durch B,-Rezeptoren vermittelte Bronchodilatation wurde schon zu Beginn
des 20. Jahrhunderts durch die Injektion von Adrenalin, spater auch Isoprenalin,
bei Asthmatikern therapeutisch beeinflusst. Die unerwunschten Wirkungen
einer solchen Therapie waren auf Grund der Stimulation samtlicher adrenerger
Rezeptoren immens und es sollte bis in die spaten 60er Jahre dauern, als mit
den beiden Substanzen Salbutamol und Terbutalin zwei B,-selektive Liganden
entwickelt wurden, die als echte [,-Agonisten in der Therapie eingesetzt
werden konnten. Die Folgesubstanzen unterscheiden sich in der
Wirkungsdauer, Salmeterol und Formoterol sind klinisch eingesetzte
langwirksame  [(,-Agonisten, oder in anderen  pharmakologischen
Eigenschaften. Ein wichtiges Ziel in der Weiterentwicklung war dabei
Nebenwirkungen, wie die kardiale Stimulation, zu reduzieren oder anders
formuliert die Selektivitat zu erhdhen. Salbutamol und Terbutalin waren die
1968 und 1969 zuerst entwickelten B,-Agonisten, es folgten, basierend auf den
pharmakologischen Erkenntnissen, eine Reihe von weiterentwickelten

Substanzen, von denen jedoch einige nur experimentell eingesetzt werden.
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Salbutamol und Fenoterol sind die klinisch am haufigsten verschriebenen
Substanzen.

Inhalierte B,-Agonisten stellen nach wie vor die effektivste Form der
Bronchodilatation dar, die momentan verfligbar ist und sie sind neben den
Glukokortikoiden ein fester Bestandteil in den Richtlinien der Asthmatherapie
(Waldeck 2002).

3.3. Pharmakologische Ubersicht

Trotz der hohen Anzahl von Publikationen Uber die Interaktion von Liganden mit
B-adrenergen Rezeptoren und der grof3en klinischen und experimentellen
Bedeutung dieser Rezeptoren, gab es bis vor kurzem keine vergleichende
Studie, die eine Auswahl von Liganden an den drei humanen -
Rezeptorsubtypen in einer einheitlichen Zelllinie untersucht hat.

Hoffmann et al. (2004) konnten mit ihrer Arbeit vergleichbare Daten beitragen
und ein Bindungsprofil der humanen p-Rezeptorsubtypen erstellen. Viele
existierenden Ergebnisse konnten verifiziert werden und einige neue
Erkenntnisse wurden gewonnen. Als Zelllinie dienten CHO-Zellen, die anders
als andere Zellen eine vernachlassigbare Anzahl von endogenen [-Rezeptoren
exprimieren. Neben den endogenen Agonisten Adrenalin und Noradrenalin
wurde das Bindungsprofil sowohl von experimentellen Substanzen (z.B. CGP-
20712) als auch von im klinischen Alltag gebrauchlichen Medikamenten wie
z.B. Salmeterol an den drei B-AR Subtypen untersucht

Eine Auswahl der Bindungsdaten (Tab.3) wird im Folgenden besprochen. Wie
erwartet hat der B,-Rezeptor keine Praferenz in der Bindung der endogenen
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin. Der B,-Rezeptor hingegen bindet
Adrenalin 35fach besser als Noradrenalin, er konnte deshalb laut den Autoren
als ,adrenerger” Rezeptor bezeichnet werden. Der [;-Rezeptor zeigt im
Gegensatz dazu eine 30fach hohere Affinitat fur Noradrenalin und ist

demzufolge der ,noradrenerge” Rezeptor.
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Tabelle 3 | Bindungsdaten von ausgewihlten Liganden an den humanen B-Rezeptorsubtypen.
Dargestellt sind Ki-Werte [nM], die mit Hilfe von Verdrangungsexperimenten mit ?*l-CYP wurden (aus
Hoffmann et al., 2004).
Substanz B B2 Bs
Noradrenalin 3,570 26,400 4,300
Adrenalin 3,970 735 126,000
Isoprenalin 224 458 1,570
Fenoterol 13,600 719 55,700
Salbutamol 2,440 2,170 53,700
Salmeterol 1,600 24.6 7,180
Broxaterol 1,310 1,290 3,990
Terbutalin 31,300 15,400 79,800
ICI-118551 49.5 0.7 611
CGP-20712 4.7 4,040 2,360

Die in der Klinik gebrauchlichen B,-Agonisten Terbutalin und Salbutamol zeigen
sowohl fur den B;-Rezeptor als auch fur den B,-Rezeptor eine ahnlich hohe
Affinitat und nur Salmeterol und, in geringerem Ausmal}, Fenoterol erweisen
sich als B,-selektiv.

In der Gruppe der Betablocker (hier nicht dargestellt) sind Pindolol, Carvedilol
und S-Propanolol unselektiv hinsichtlich des ; und B,-Rezeptors. Atenolol,
Bisoprolol und Metoprolol hingegen zeigen die erwartete 3;-Selektivitat.

In der Gruppe der experimentellen Substanzen zeigte CGP-20712 die grote
Selektivitat fur B1-AR gegenliber den B2- und B3- Subtypen, ICI-118551 die
groldte Selektivitat fur B2-AR gegenuber den anderen Subtypen.
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Tabelle 4 |Aktivierung der Adenylylcylase liber humane pB-Rezeptorsubtypen durch ausgewdhlte
Liganden. Die Daten sind Prozentangaben und auf die maximale Antwort mit dem vollen Agonisten
Isoproterenol (=100%) normiert. Inverser Agonismus wird als negative Prozentangabe auf die
Basalaktivitat normiert. Die Konzentration der Liganden entspricht dem 100fachen Wert fir K. (aus
Hoffmann et al., 2004).

Substanz B B2 B3
Adrenalin 133 110 106
Noradrenalin 123 103 122
Fenoterol 66 76 110
Salmeterol -33 44 -13
Salbutamol 2 33 87
Broxaterol -11 20 42
Terbutalin 6 41 45
IC1-118551 -22 -32 -30
CGP-20712 -25 -30 -20

Mit den gleichen Zelllinien wurden auch funktionellen Daten generiert (Tab.4).
Gezeigt sind prozentuale Werte der Adenylylcyclaseaktivitat, die auf die
maximale Antwort des vollen Agonisten Isoprotenerol normiert sind. Die
Substanzen konnen auf Grund ihres funktionellen Verhaltens in verschiedene
Klassen untergliedert werden. So gibt es eine Gruppe die an allen pB-
Rezeptorsubtypen agonistisch wirkt, zum Beispiel Isoprotenerol, Adrenalin,
Noradrenalin und Fenoterol. Die B,-Agonisten Terbutalin, Salbutamol und
Broxaterol sind partielle Agonisten am f,-Rezeptor sowie am p;-Rezeptor und
Antagonisten am B,-Rezeptor. Fur Broxaterol wurde dieses Verhalten schon vor
langerer Zeit beschrieben (Conti et al., 1998), fur die beiden anderen
Substanzen stellt diese funktionelle Selektivitdt eine neue Erkenntnis dar.
Salmeterol ist der einzige B,-Agonist der keine agonistische Aktivitat an den
anderen Rezeptorsubtypen aufzeigt. Alle anderen Substanzen waren sowohl
am [, als auch am B,-Rezeptor Antagonisten oder inverse Agonisten (Hoffmann
et al., 2004).
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4. Zielsetzung

Basierend auf der Beobachtung, dass Terbutalin, Salbutamol und Broxaterol

Antagonisten am f;-Rezeptor und Agonisten am f,- und Bs;-Rezeptor sind,

stellte sich die Frage, ob auf molekularer Ebene Unterschiede gefunden werden

konnen, die diese unterschiedliche Aktivierbarkeit von pB-Rezeptoren erklaren

konnten. Dazu sollten im Rahmen dieser Arbeit Mutanten des p,-Rezeptors mit

verandertem Aktivierungsverhalten hergestellt werden. Das Ziel dabei war,

solche Mutanten zu finden, die sich durch Terbutalin oder Broxaterol aktivieren

lassen.
1.

Herstellung der Mutanten Zur Suche nach Kandidaten zur Mutation
wurden zuerst die Aminosauresequenzen der drei Rezeptoren
verglichen (Abb. 5). Die naheliegende Systematik der Suche bestand
darin, Aminosaurepositionen in den Rezeptoren zu finden, die das
funktionelle Verhalten der drei Substanzen widerspiegeln. Das
Auswahlkriterium war demzufolge: B¢+ # B2 = Bs. An 17 Positionen
innerhalb der drei Rezeptoren unterscheidet sich die Aminosaure des
B1-Rezeptors von der des B.- und B3-Rezeptors. Die sieben Positionen
V120, L154, 1185, D212, K253, F362 und [375, die bis auf eine
Ausnahme alle in den Transmembrandomanen lokalisiert sind, wurden
ausgewahlt, um sie naher zu charakterisieren. Im [4-Wildtyprezeptor
sollte jeweils eine dieser Aminosauren durch die korrespondierende
Aminosaure des B2- / B3-Rezeptors mittels zielgerichteter Mutagenese
ersetzt werden, um die entsprechende Mutante anschliellend auf eine
eventuelle Aktivierbarkeit durch Broxaterol und Terbutalin zu testen.

Generierung stabiler Zelllinien Um die Mutanten zu charakterisieren,
musste eine Zelllinie gefunden werden, die mdglichst frei von
endogenen [(-Rezeptoren ist. Diese Zellen sollten dann mit den

entsprechenden Konstrukten transient oder stabil transfiziert werden.
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3. Pharmakologische Untersuchung der Mutanten In der folgenden
pharmakologischen und funktionellen Charakterisierung sollte analysiert
werden, ob die eingefuhrten Mutationen Auswirkungen auf das
Bindungsverhalten und die Aktivierbarkeit durch verschiedene

Substanzgruppen haben.

53 .. LSOOWTAG M- GLLMALIV IVAGNVLV IVAIAKTPRL QTLTNLFI[VS LASADLVMGL 109
28 .. RDEVWVVG M- GI VMSLIV LAJIVEGNVLV ITATAKFERL QTVTNYFITS LACADLVMGL 84
31 .. PGVPWEAA_LAGALLALAV LIATVGGNLLY IVAIAWTPRL QTMTNVFMIS LAAADLVMGL 88

™ 1 ™ 2
110 LVVPFGATIV MAGRWEYGSF FCELWTSVDV LCVTASIETL CVI RYLA ITSPFRYQSL 169 ..
85 AVVPFGAAHI VMKMNVTFGNF WCEFWTSI DV LCVTASIETL CVI RYFA ITSPFKYQSL 144 ..
89 LVVPPAATLA [LUTGHWPLGAT GCELWTSVDV LCVTASIETL CAL RYLA VTNPLRYGAL 148 ..
™ 3

%

. 176 RGLVCTVW]W SALVSFLPIL MHWWRAESD- EARRCYHjPK CCDFVTNRAY AIASSVVSFY 234
|

.151 RVI I LMWVWI|V] SGLTSFLP1Q MHWYRATHQ- EAI NCYANET CCDFFTNQAY AIASSIVSFY 209

. 155 RTAVVLVW\MV| SAAVSFAPIM SOWWRVGADA EAQRCHSNPR CCAFASNMPY VLLSSSVSEY 214
™ 4 ™ 5

235 VPLCIMAFVY LRVFREAQ 0 VKKIDSC:*R FLGG...... VALR ALK TLGIIMEVFT 334
210 VPLVIMVFVY SRVFQEAKRRQ LQKIDKS GR FHVQ. .. ... FCLK ALK TLGIIMETFT 283
215 LPLLVMLEVY ARVFVVATRR |URLLRGELGR FPPE...... LPLR LC TLGLIMGETFT 302

%

335 LCWLPFFLAN VVKAFHR- EL VPDRLFV]TN WLGYANSAFN aWIYCRSPDF RKAFQRLLC 392 .
L

284 LCWLPFFI VN | VHVI QD- NL | RKEVYI LILN WI GYVNSGFN I'YCRSPDF RI AFQELLC 341 .
302 LCWLPFFLAN VLRALGGPSL VPGPAELALN WLGYANSAFN PLIIYCRSPDF RSAFRRLLC 361 .
™ 6 ™ 7

Abbildung 5| Aminoséaurevergleich der B-adrenergen Rezeptorsubtypen. Dargestellt ist ein Auszug
der Aminosauresequenz  der drei B-adrenergen  Rezeptorsubtypen. Innerhalb  der
Transmembrandomanen ist die Aminosaureabfolge haufig homolog (mit schwarzen Buchstaben
hervorgehoben). Mit Kasten hervorgehoben sind solche Positionen, an der sich die Aminosaure im f3;-
Rezeptor von der im .- und B;-Rezeptor unterscheidet. Mit Pfeilen gekennzeichnet sind die in dieser

Arbeit hergestellten und pharmakologisch charakterisierten Mutanten.
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I1. Material & Methoden

1. Material

1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Adrenalin
Ampicillin-Natriumsalz
Agarose, Elektrophoresegrad
[a-*P]ATP

Broxaterol

CGP-20712
DNA Gel Extraction Kit
DNA-Langenstandards:

100 bp-Ladder (500 pg/ul)

1 kb-Ladder (500 ug/ul)
Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
EndoFree Plasmid Maxi Kit
Effectene® Transfection Reagent
Fotales Kalberserum (FCS)
FuGene 6 Transfection Reagent
(-)-3-"?°I-Cyanopindolol ('?°I-CYP)

IC1-118551

Isoprenalin

Noradrenalin
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Sigma

Carl Roth GmbH
Gibco BRL
Perkin-Elmer
LifeScience

Prof. M. De Amici
(Istituto di Chimica
Farmaceutica e
Tossicologica, Uni-
versita degli Studi di
Milano)

Sigma

Millipore

New England

Biolabs

PAN™
QIAGEN
QIAGEN
Sigma
Roche
Amersham
Biosciences
RBI

Sigma
Sigma



PBS (steril, Zellkultur) PAN™

Penicillin/Streptomycin (Zellkultur) PAN™

Protein Assay-Reagenz Bradford Biorad

Quiagen Maxi Kit QIAGEN
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN
Salmeterol GlaxoSmithKline
Select Agar Gibco BRL
Select Peptone 140 Gibco BRL
Select Yeast Extract Gibco BRL
Terbutalin Sigma

Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid (Tris-HCI)  Merck
Trypsin-EDTA-L6sung (0.5 g/l Trypsin, 0.2 g/l EDTA) Sigma

Zellukulturschalen Nunc

Nicht aufgefuhrte Chemikalien stammten in der Regel von Merck, Roth oder

Sigma.

1.2. Puffer und Medien

1.2.1. Puffer fur molekularbiologische Arbeiten

10x DNA-Ladepuffer 100 mM EDTA

30% Glycerol

0.5% Bromphenolblau
0.5% Xylencyanol

50x TAE Tris 242 gl

Borsaure 57,1 g/l
37,2 g Na,EDTA/I

pH eingestellt auf 8,5
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TE

10 mM Tris pH 7.4
1 mM EDTA pH 8.0

1.2.2. Puffer fur proteinchemische Arbeiten
PBS 137 mM NaCl
2.7 mM KCI

4.3 mM Na;HPOq4
1.4 mM KH2PO4

pH 7.4
5/2 Puffer 2mM EDTA

5 mM Tris

pH eingestellt auf 7.4
REA-Mix (5x) 42.5 ml H,O

25 ml 250 mM Tris pH 7.4
5 ml 0.5 mM cAMP

10 ml 1 % BSA

5ml 50 uyM GTP

5ml 0.5 mM ATP

5 ml 5 mM MgCI,*6H,0
2.5 ml 2.5 mM IBMX
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1.2.3. Medien fiir Bakterien

LB-Medium, autoklaviert

1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt

1 % NaCl

pH eingestellt auf 7,4 mit 1 M NaOH

Ampicillinhaltiger LB-Agar

1 % Trypton

0.5 % Hefeextrakt

1.5 % Agar

1 % NaCl

pH eingestellt auf 7,4 mit 1 M NaOH
Ampicillin bis zur Endkonzentration 100

ug/mi
hinzugeben

TSB-Puffer

LB-Medium

10 % (w/v) PEG 3.000
5 % (v/v) DMSO

20 mM MgS04

pH eingestellt auf 5.0

1.2.4. Medien fur eukaryotische Zellen

Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) — mit 1g/l Glukose
+ 10% fotales Kalberserum (FCS)
+ 1% Penicillin (10,000 U/ml) / Streptomycin (10,000 ug/ml)

Dulbecco’s modified Eagle's medium (DMEM) und der Nahrstofflosung F-12
(DMEM F-12) — mit 1g/I Glukose

+ 10% fotales Kalberserum (FCS)
+ 1% Penicillin (10,000 U/ml) / Streptomycin (10,000 pg/ml)
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1.3. Biologisches Material

1.3.1. Oligonukleotide
Die Oligonukleotide mit der Bezeichnung Seq sind Sequenzierungsprimer, die
von der Firma MediGenomix hergestellt wurden. Alle anderen Oligonukleotide

wurden von der Firma MWG-Biotech AG geliefert.

Name Sequenz (5'-3") Schnittstellen- Orientierung
anderung
GCG GGG GTG CTC GIC CTG G&C
BstEll-beta1 vorwarts
GCC TCC
TTC GGG GCC ACC ATC GTG CTG
P2-V120L BstX1 silent vorwarts

TGG GGC CEC TGG GAG TAC GEC

GCC GTA CTC CCA GCG GCC CCA
P3-V120L BstX1 silent rickwarts
CAG CAC GAT GGI GEC CCC GAA

CTG TGT GIC ATT GCC GIC GAC
P2-L154V Hincll neu vorwarts
CGC TAC CTC GCC ATC

GAT GGC GAG GTA GCG GIC GAC
P3-L154V Hincll neu rickwarts
GGEC AAT GAC ACA CAG

TGC ACC GIG TGG GCT GIC TCG
P2-1185V Xcml silent vorwarts
GCT CTG GIG TCC TTC

GAA GGA CAC CAG AGC CRA GAC
P3-1185V Xcml silent rickwarts
AGC CCA CAC CCT GCA

GAT GCA CAG GGG CAC GTA GAA

P4-Ascl rickwarts
GGA GAC
GAC GAG GCG CCC CGG TGC TAC

P5Ascl SgrAl neu vorwarts
AAC GAC
GAC GAG GCG CCC CGG TGC TAC

P5Ascl/D212N SgrAl neu vorwarts

AAC CCC AAG TCC

GIG TTC CGC GAG GCC CAG AGG
P2-K253R vorwarts
CAG GIG AAG AAG ATC GAC

GIC GAT CTT CIT CAC CTG CCT
P3-K253R ruckwarts
CTG GGC CTC GCG GAA CAC

CCC GIT G&C CAG CGG GGC GGT

P6Notl rickwarts
G&C
ATC GAC AGC TGC GAG CGC CGT

P7Notl TTC vorwarts
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CTC GIG GCC CTA CGC GAG CAT
AAG GCG CTC AAG ACG CTG

CAG CGT CTT GAG CGC CTIT ATG
P3-Q320H rickwarts
CTC GCG TAG GEC CAC GAG

GAC CGC CTC TTC GIC TTC TTA
P2-F362L vorwirts
AAC TGG CTG GGC TAC GCC

GGEC GITA GCC CAG CCA GIT TAA
P3-F362L ruckwarts
GAA GAC GAA GAG GCG GIC

AAC TCG GCC TTC AAC CCC CTC
P2-1375L vorwarts
ATC TAC TGC CGC AGC CCC

GGG GCT GCG GCA GTA GAT GAG
P3-1375L rickwarts
GGG GIT GAA GGC CAA GIT

CTC GIC CAG GCT CGA GIC GCT

P8Xhol GTC CoC OGC GaC CoC GoC GTT Sacll neu ruckwarts
Seq 14 GCG GG GIG CTC GIC CTG GGC vorwarts
Seq 23 TGG GCC ATC TCG GCC CTG GIG vorwarts
Seq 33 ATC GAC AGC TGC GAG CGC car vorwarts
Seq 41 CAC ATT CTG GEC TGI TAC GGA ruckwarts
1.3.2. Plasmidvektoren

FUr die Expression von rekombinanten Proteinen in eukaryotischen Zellen

wurde ausschliefl3lich das pcDNA3-Vektorsystem benutzt.

Vektor Eigenschaften Bezugsquelle
pcDNA3 CMV-,T7-,SV40- SP6- Promotor; Amp"; Hind Ill, Kpn | Invitrogen

I, BamH [, BstX |, EcoR |, Eco RV, Not I, Xho |, Xba

I, Apa |
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* There is an ATG upstream
of the Xba | site. Bsml

A-150228

Abbildung 6 | Schema des pcDNA3 Vektors der Firma Invitrogen. Dargestellt ist der

pcDNA3 Vektor der Firma Invitrogen inklusive der Antibiotikaresistenzgene (Abbildung von der

Firmenhomepage www.invitrogen.com).

1.3.3. Plasmide

cDNA Beschreibung Referenz

B4-WT Wildtyp des pBi-adrenergen Rezeptors mit den| Hoffmann et al. 2004
Polymorphismen 49-Ser und 389-Gly. GenBank
Eintrag J03019

Ba-WT Wildtyp des PB,-adrenergen Rezeptors mit den| Hoffmann et al. 2004
Polymorphismen 16-Arg, 27-Gin und 164-Thr.
GenBank Eintrag Y00106

B1-V120L Wildtyp des pBs-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit
Punktmutation Valin zu Leucin an Position 120
enthalt

B1-L154V Wildtyp des pBi-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit
Punktmutation Leucin zu Valin an Position 154

B41-1185V Wildtyp des pBs-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit

Punktmutation Isoleucin zu Valin an Position 185
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B+-D212N Wildtyp des pBs-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit
Punktmutation Asparaginsaure zu Asparagin an
Position 212
B1-K253R Wildtyp des pBi-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit
Punktmutation Lysin zu Arginin an Position 253
B4-F362L Wildtyp des pBi-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit
Punktmutation Phenylanalin zu Leucin an Position
362
B1-1375L Wildtyp des pBi-adrenergen Rezeptors mit der| diese Arbeit
Punktmutation Isoleucin zu Leucin an Position
375
1.3.4. Bakterienstamme
Stamm Genotyp Bezugsquelle
E. coli XL1 endA1, hsdR17 (rK° mK"), supE44, lambda’, recA1, gyrA1,| Stratagene
blue gyrA96, relA1, (lac’), (F', proAB, lac®ZAM15, Tn10[tetR])
1.3.5. Eukaryotische Zellinien
humane embryonale Nierenzellen
e Zelllinie 1: HEK-293 Zellen (Lattion et al., 1999)
HEK.293 o Zelllinie 1l: HEK-A,4 Zellen (Klotz et al., 1998)
o Zelllinie lll: HEK Zellen aus dem Labor Castro
e Zelllinie IV: HEK-tsA201 Zellen (Gao et al., 2000)
e Zelllinie V: HEK-293 Zellen aus dem Labor Klotz
CHO-K1 »,Chinese Hamster Ovary” Zellen (Hoffmann et al., 2004)
COSs7 SV40-transformierte Nierenzellen des ,African green monkey*
1.3.6. Enzyme

T4-DNA-Ligase
Restriktionsenzyme

Dephosphorylierungskit
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2. Methoden

2.1. Molekularbiologische Methoden

211. Polymerase-Kettenreaktion

Grundlage der PCR ist eine selektive, enzymatische in vitro Vermehrung von
DNA-Fragmenten. Durch Erhitzen von DNA-Doppelstrangen (dsDNA, double
stranded DNA) I6sen sich die Bindungen innerhalb der dsDNA, so dass zwei
DNA-Einzelstrange (ssDNA, single stranded DNA) entstehen. Nach Absenken
der Temperatur stehen diese nun in Gegenwart von zwei Oligonukleotiden
(,Primer®, komplementar zur DNA) fur eine Auffullreaktion zur Verfligung. Ein
Einzelstrang wird hierbei unter Verwendung einer DNA-Polymerase und den
entsprechenden Primern zum DNA-Doppelstrang (dsDNA) aufgeftllt. FUr diese
wiederholbare Reaktion wird eine hitzestabile Polymerase verwendet. Jeder
Zyklus setzt sich aus der Denaturierung der dsDNA (1. Schritt), dem
nachfolgenden Annealing (Hybridisierung) der Oligonukleotide (Primer) an die
ssDNA (2. Schritt) und der Polymerisation (3. Schritt) zusammen. Die
Annealingtemperatur wird aus der Nukleotidanzahl und Zusammensetzung der

verwendeten Primer wie folgt berechnet:

Tw = 2 x (A+T) + 4 x (G+C) °C

Bei der PCR wird die DNA-Polymerase eines thermophilen Bakteriums
(Aktivitatsmaximum bei 72°C) eingesetzt, welches den zyklisch auftretenden
Denaturierungstemperaturen von 95° standhalt. Nach 25-30 Zyklen kann man
durch die stetige Verdoppelung, ausgehend von einigen wenigen DNA-

Molekulen gentigend DNA flr die Weiterverarbeitung erhalten.

100 yl Reaktionsansatz:

4 ul einer 10mM L6sung der vier Desoxynukleotidtriphosphate
1 yl (200 pmol) der beiden Primer
150 ng Template
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2 ul Mg*™ (2 mM)

5 ul DMSO

10 ul Vent-Polymerasepuffer (10x)
2ul (4 U) Vent®-Polymerase

ad 100 ul H.0

Fir die 30 Zyklen wurden die folgenden Temperaturen im Thermocycler (Perkin
Elmer DNA Thermal Cycler 480) gewahlt, wobei je nach Experiment die

Annealingtemperatur optimiert wurde.

1. Zyklus: 4 min 94°C
1 min 50°C
2 min 72°C
2.-29. Zyklus: 1 min 94°C
1 min 50°C
2 min 72°C
30. Zyklus 1 min 94°C
1 min 50°C
4 min 72°C

nach Reaktionsende 4°C

2.1.2. GroRenauftrennung von DNA durch Agarose-
Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden in einer Gelkammer in 0.8%iger bis 1.5%iger Agarose

in TAE bei konstanter Spannung (80-100 V) fur ca. 30 Minuten aufgetrennt. Die

Agarose-Gele wurden mit 0.1%o0 Ethidiumbromid zur Sichtbarmachung der DNA

unter UV-Licht versetzt. Zur besseren optischen Kennzeichnung der Proben auf

dem Gel, wurde die DNA mit 10x DNA- Ladepuffer versetzt.
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Die Darstellung der DNA-Fragente erfolgte unter UV-Licht (A=365 nm) durch
Fluoreszenz von interkaliertem Ethidiumbromid. Die GréRe der DNA-Fragmente
wurde anhand des Vergleichs mit DNA-Grélenstandards (100 Basenpaar

DNA-Leiter, bzw. 1 Kilobasenpaar DNA-Leiter: 0.5 pg pro Geltasche) bewertet.

2.1.3. DNA-Extraktion mit DNA Gel Extraction Kit

Die DNA wurde auf Agarosegelen der Grofle nach elektrophoretisch
aufgetrennt. AnschlieRend wurden die gewlinschten DNA-Banden unter UV-
Licht ausgeschnitten. Zur Extraktion der DNA wurde das DNA Gel ExtractionKit
(Millipore) verwendet. Das entsprechende Gelstuck wurde in ein Ultrafree Cap
(mit eingebautem Filter) gegeben und fur zehn Minuten bei 5,000 xg
zentrifugiert. Das Volumen der entstandenen DNA-L&sung wurde bestimmt und
mit TE-Puffer auf 400 ul aufgeflllt. Im Folgenden wurden 1.5 pl Glykogen, 140
Ml Ammoniumacetat sowie 1 ml Ethanol (100%) hinzugegeben. Nach kraftigem
durchmischen wurde die Losung fur 30 Minuten bei —80°C gelagert und
anschlieBend mit der Tischzentrifuge fir zehn Minuten bei 7,000 xg
zentrifugiert. Das nun sichtbare DNA-Pellet wurde mit Ethanol gewaschen, in

TE-Puffer gelost und mittels der Agarosegel-Elektrophorese quantifiziert.

214, Enzymatische Behandlung von DNA

Restriktionsenzymverdau
Die Menge von etwa 1 ug DNA wurde mit 10-20 U eines Restriktionsenzyms,

2 pl des vom Hersteller empfohlenen Puffers und bei manchen Enzymen
aullerdem mit gereinigtem Rinderserumalbumin versetzt und schliel3lich mit
vollentsalztem H,O auf ein Endvolumen von 20 ul aufgefullt. Ein
Restriktionsenzymverdau sollte eigentlich unter den idealen, vom Hersteller
empfohlenen Bedingungen ablaufen. In einem kombinierten Verdau mit zwei
Enzymen mussten jedoch gegebenenfalls suboptimale Umstande akzeptiert
werden, die durch Erhdhung der Enzymkonzentration im Ansatz oder Verdau

bei unterschiedlichen Temperaturen zumeist ausgeglichen werden konnten.
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Dephosphorylierung und Ligation von DNA-Fragmenten
Eine Ligation dient der EinfUgung eines DNA-Fragmentes in einen DNA-Vektor.

Vektor und Fragment werden zuvor mit der gleichen Doppelenzymkombination
verdaut. Um die Wahrscheinlichkeit einer Religation des pCDNA3 Vektors zu
reduzieren, sollten die Enden des Vektors dephosphoryliert werden. Aul3erdem
kann damit der Einbau des DNA-Fragements (Insert) erleichtert werden. Nach
erfolgter Reinigung des verdauten Vektors wurden ca. 200 ng der DNA in einem
Gesamtvolumen von 9 ul zusammen mit 0,9 ul des 10x Dephosphorylierungs-
puffers und einer Einheit Shrimp Alkalischer Phosphatase fir eine Stunde bei
37°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die vollstandige Inaktivierung des Enzyms
durch eine Inkubation bei 65°C fur 15 min.

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase in wassriger
Losung entsprechend den Herstelleranweisungen durchgefihrt. Die
Mengenverhaltnisse zwischen Vektor und Fragment wurden variiert, um ein

optimales Ligationsverhaltnis zu erhalten.

2.1.5. Transformation von E. coli mit Hitzeschock

200 pl kompetenter Bakterien wurden mit 200 - 400 ng DNA gemischt. Der 15
min andauernden Inkubation auf Eis folgte ein Hitzeschock bei 42°C, der fiur 40
sec durchgefuhrt wurde. Danach wurden die Zellen mit 800 pl ampicillinfreien
LB-Medium versetzt und 30 min lang bei 37°C unter standigem Schutteln inku-
biert. Nach funf Minuten andauernder Zentrifugation mit der Tischzentrifuge bei
4,000 rpm wurde das entstandenen Pallet mit dem Rucklaufvolumen geldst. Die
Bakteriensuspension wurde anschlielend auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte

ausplattiert.

2.1.6. Isolation von Plasmid-DNA mit Qiagen-Saulen
Qiagen Midi/Maxi Kit
Grole Mengen von Plasmid-DNA wurden mit dem Qiagen Midi/Maxi-Kit

aufgereinigt. Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse mit
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anschlieBender  chromatographischer  Reinigung uber  Anionenaus-
tauschersaulen.

Fur die Maxipraparation der Plasmid-DNA wurden E. coli-Bakterienstamme mit
den entsprechenden Plasmiden transformiert und die Bakterienkulturen Uber
Nacht in 200 ml LB/Amp-Medium bei 37°C unter standigem Schitteln
herangezogen. Der Zentrifugation bei 7,000 rpm im JA 14 Rotor (Beckmann) fur
5 Minuten bei 4°C folgte die Resuspendierung des Bakterienpellets in 10 ml
Puffer P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNAse). An-
schlieBend wurden 10 ml Puffer P2 (0.2 M NaOH, 1% SDS) hinzugegeben und
5 min bei Raumtemperatur lysiert. Dieser Vorgang wurde mit 10 ml Losung P3
(3 M Kaliumacetat, pH 5.5) gestoppt und anschlieRend das Lysat bei 17,000
rom im JA 17 Rotor (Beckmann) 30 min lang bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde unter Zuhilfenahme eines Filters, der grobere
Schwebeteilchen zurickhalt, auf eine mit 10 ml QBT-Puffer (50 mM MOPS,
pH 7.0; 400 mM NaCl; 0.15% Triton X-100) aquilibrierte Qiagen-Anionenaustau-
schersaule aufgetragen. Die Saule wurde zweimal mit 30 ml QC-Puffer (50 mM
MOPS, pH 7.0; 750 mM NaCl; 15% Ethanol) gewaschen. AnschlieRend wurde
die DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert (50 mM MOPS, pH 8.2; 1.25 M NaCl; 15%
Ethanol). Das Eluat wurde mit 10.5 ml Isopropanol (70% (w/v)) gefallt und
einige Stunden bei 4°C aufbewahrt. Anschlieend wurde 30 min lang bei
15,000 xg zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde zweimal in 70% (w/v) Ethanol

gewaschen, getrocknet und in ca. 100 pl vollentsalztem H,O aufgenommen.

EndoFree Plasmid Maxi Kit
Um die Transfektionseffiziens von eukaryoten Zellen zu erhdhen, wurde die

Reinheit der DNA mit der Verwendung eines EndoFree Plasmid Maxi Kit der
Firma Qiagen verbessert. Samtliche in diesem Kit verwendeten Lésungen sind
endotoxinfrei.

Die Praperation verlauft bis auf einen Zwischenschritt analog des Protokolls des
Qiagen Midi/Maxi-Kit. Nach Zentrifugation des Lysates wird der Uberstand hier
in die QIlAfilter Patrone gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlie®end wird das Lysat durch die Patrone gepresst, gefiltert und etwa 25
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ml werden aufgefangen. Nach Zugabe von 2,5 ml des ER-Puffers (keine
Herstellerangaben bezlglich der Zusammensetzung) wird das Lysat nochmals
gemischt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgen die beschriebenen
Schritte der chromatographischen Reinigung Uber die Qiagen-Anionenaus-
tauschersaulen, mit dem einzigen Unterschied, dass statt QF-Puffer der QN-
Puffer (50mM MOPS, pH 7.0, 1.25 M NaCl, 15% Isopropanol) zur Elution

verwendet wird.

21.7. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die DNA-Konzentration einer Probe kann durch photometrische Bestimmung
der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt werden.
Hierzu wurde die DNA in einem Verhaltnis von 1 zu 200 verdinnt und mit einem
Photometer im Vergleich zu reinem H,O gemessen. Eine ODy von 1.0 bei
Doppelstrang-DNA entspricht 50 ng/ul. Somit ergibt sich die DNA-Konzentration

OD 40, % 50Nng / d x 200(Verdiunungsfaktor)
1000 '

Eine zweite photometrische Messung der Probe bei einer Wellenlange von 280

in ug/pl mit der Formel

nm dient der Bestimmung der Proteinkontamination. Der Quotient
OD260nm/OD2gonm kontrolliert den Reinheitsgrad und sollte mdglichst grélRer als

1.8 sein.

2.1.8. Zielgerichtete Punktmutationen

Der in einer fruheren Arbeit beschriebene [4-Wildtyprezeptor (Hoffmann et al.
2004) diente als Template fur die PCR-basierte zielgerichtete Mutagenese. An
diversen Positionen im [4-Wildtyprezeptor wurde eine Aminosaure durch die
korrespondierende Aminosaure im B2-Wildtyprezeptor bzw. Bs-Wildtyprezeptor
ersetzt.

Die Oligonukleotide P2 und P3 (siehe 1.3.1), die jeweils exakt komplementar
sind, enthalten in ihrem Zentrum das Codon der zu mutierenden Aminosaure.

Im ersten Schritt wurden nun, unter Anwesenheit des Template, zwei
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unabhangige PCRs angefertigt, zum einen P1 versus P3 und zum anderen P2

versus P4.

Schnittstelle Schnittstelle
Enzym1 Enzym 2
B1-pcDNA3
P1 P3
R <+
P2 P4
—P e 4

Abbildung 7 | Grundschema des PCR-Designs

Die generierte DNA dieser beiden PCRs wurde isoliert, gereinigt und
quantifiziert. Sie diente nun als Template fur die folgende Fusions-PCR, die in
Anwesenheit der Oligonukleotide P1 und P4 durchgefihrt wurde. Das
aufgereinigte PCR-Produkt wurde mit zwei geeigneten Enzymen verdaut, und
das entstandene Fragment als Insert in die entsprechende Position im (-
Wildtyprezeptor, der mit den gleichen Enzymen verdaut worden war, ligiert.
Lediglich die Mutante p1-D212N wurde abweichend von dem oben
beschriebenen Schema hergestellt. Das Codon der zu mutiernden Aminosaure
wurde in den Primer P1 integriert (hier P5 Ascl/D212N) und somit entfiel der
Schritt der Fusions-PCR.

Bei der Planung der Punktmutationen im [4-Wildtyprezeptor (Lange: 1,560 bp)
musste der limitierten Anzahl der Einfach-Restriktionsenzymsschnittstellen,

sowie deren Kompatibilitat im Restriktionsenzymverdau, Rechnung getragen

werden.
BstEll Ascl Notl Xhol
998 1573 1768 2338
bp bp bp bp
I I I I 31-pcDNA3
B4-V120L B1-D212N B4-Q320H
B4-L154V B1-K253R B1-F362L
B4-1185V B+-1375L

Abbildung 8 | Schematische Verteilung der Einfachschnittstellen und Mutanten im B,-pcDNA3 Vektor
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Die verschiedenen Mutanten wurden gemal} ihrer Position im Rezeptor in
unterschiedlichen Abschnitten der codierenden Sequenz generiert, um das
PCR-Produkt moglichst klein zu halten. Jede Mutante des B¢-Wildtyprezeptor
enthalt auRerdem eine Restriktionsenzymschnittstellenveranderung gegenuber
dem Wildtyprezeptor, um nach erfolgreicher Vermehrung der Plasmid-DNA in

Bakterien, sowie Isolation derselben, in einem Restriktionsenzymverdau ein

Screening durchflhren zu kénnen.

Kilobasen

© =2=2dhw o
m Oouvuoo o

Abbildung 9| Ergebnis eines Restriktionsenzymverdaues von Plasmid —-DNA auf einem Agarosegel. Dargestellt ist
der Screening-Verdau von unterschiedlicher DNA des klonierten Konstruktes p-1375L pCDNA3 mit dem Enzym Sacll.
Links und rechts der neun Konstrukte sind die DNA-Leitern zur GréRenorientierung aufgetragen. Das Konstrukt 6
enthalt nicht die neu eingebaute Schnittstelle Sac Il und wird somit nicht in die gesuchten DNA-Fragmente der Grolie

180, 1.120 und 5.600 Basenpaare geschnitten. Konstrukt 8 wurde erfolgreich sequenziert.

Jeweils ein Plasmid mit veranderter Restriktionsmuster wurde anschliel3end von
der Firma MediGenomix sequenziert. Bei korrektem Ergebnis wurde dann eine

groliere Menge dieser DNA hergestellt.
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2.2. Zellkultur

2.21. Kultivierung von E. coli

E.coli-Kulturen wurden als Einzelkolonie oder als Vorkultur angeimpft.

FUr den Ansatz einer Vorkultur wurde eine Einzelkolonie in 3 ml LB-Amp
Medium (Ampicillin (100 mg/ml)) zur Selektion angeimpft und Uber zwdlf
Stunden in einem Thermoschattler bei 37°C inkubiert.

Die Vorkultur wurde dann in 200 ml LB-Medium mit 200 ul Ampicillin in einem
11-Schittelkolben bei 37°C in einem Rotationsschuttler Gber zwolf Stunden
angezogen.

Die ampicillinhaltigen Agarplatten wurden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.2.2. Kultivierung von eukaryotischen Zellen

HEK-293 und COS 7 Zellen wurden bei 37°C und 7% CO2 unter mdglichst
keimfreien Bedingungen kultiviert. Als Nahrmedium diente DMEM, welches mit
10% fotalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 0.1 mg/ml Streptomycin
versetzt worden war. Die CHO-K1 Zellen wurden bei 37°C und 5% CO;
kultiviert. Als Nahrmedium diente hier DMEM/F12, welches ebenfalls mit 10%
fotalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 0.1 mg/ml Streptomycin versetzt
worden war.

Zum Passagieren der Zellen wurde unter moglichst keimfreien Bedingungen
das Medium von den konfluent gewachsenen Monolayern abgesaugt und die
Zellen mit PBS-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde Trypsin-EDTA-LOsung
(0.5 g/l Trypsin, 0.2 g/l EDTA; Sigma) hinzugegeben. Diese dient der Losung
der Zellen von dem Monolayer. Nach zwei Minuten wurde die Trypsinlésung
abgesaugt und mit Medium von dem Monolayer gespult, resuspendiert und im
gewulnschten Verhaltnis auf neue Kulturschalen verteilt.

Das Verhaltnis, mit dem die Zellen zur Weiterzucht passagiert wurden, variierte
je nach folgendem Experiment zwischen 1:4 und 1:9. Die Zellen wurden

zumeist im Zweitagesrhythmus passagiert.
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2.2.3. Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Calciumphosphatprazipitation
Zur transienten Transfektion von HEK-293 Zellen fand die Calcium-

phosphatprazipitation nach Chen und Okayama (1987) Verwendung.
FUr ein optimales Transfektionergebnis wurden Zellen am Abend vor der
Transfektion auf Petrischalen (& 10 cm) gesplittet.

Zur Transfektion wurden folgende Lésungen (steril gefiltert) verwendet:

e Aqua bidest

e 25MCaCl,

e 2xBBS (pH 6.95) 280 mM NaCl
1.5 mM Naz;HPO4 x H,0O
50 mM BES

Es wurde folgender Transfektionsansatz benutzt:

pro Petrischale (& 10 cm)

DNA 10-20 ug
Wasser 450 ul
CaCl, 50 pl
2x BBS 500 pl

Die Prazipitation wurde durch gutes Schutteln induziert. Nach 10-20 min konnte
der Ansatz auf die Zellen pipettiert werden. Diese wurden anschlielsend flr
zwoIf Stunden bei 37°C und 3% CO; inkubiert. Innerhalb dieser Zeit erfolgte die
Phagozytose der gebildeten DNA-Calciumphosphat-Kristalle durch die Zellen.
Im Anschlu® wurden die Zellen mit PBS gewaschen und unter Hinzugabe von
neuem Medium fur weitere 24 h bei 37°C und 7% COz, kultiviert.
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Transfektion mit Effectene®
CHO-K1 Zellen wurden mit dem Effectene®Reagenz transfiziert, welches auf

dem Verfahren der Lipofektion beruht. Dazu wurden die Zellen vier Stunden vor
Transfektion auf Petrischalen (& 10 cm) gesplittet.

Zur Transfektion wurden folgende Losungen bendtigt:

o Buffer EC
e Enhancer
o Effectene
e DMEM/F12 Medium

Es wurde folgender Transfektionsansatz benutzt:

pro Petrischale (& 10 cm)

Buffer EC 300 pl
Enhancer 16 pl
Effectene 60 pl
DNA 2 ug

Am Tag der Transfektion wurden die Zellen mit PBS Lésung gewaschen und
mit 7 ml DMEM/F12 Medium versetzt. Die DNA wurde in Buffer EC gelost und
nach Zugabe des Enhancers fur eine Sekunde intensiv geschattelt. Nach 3 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde dem Reaktionsansatz die Effectene-
Ldsung hinzugefigt und nach mehrmaligen durchmischen flr weitere zehn
Minuten inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde dann mit 3 ml Medium vermischt,
gleichmaldig Uber die Petrischale verteilt und 48 h bei 37°C und 5% CO;
inkubiert.

Transfektion mit FUGENE 6
CHO-K1 Zellen wurden aufRerdem mit FUGENE 6 transfiziert. Auch dies ist ein

lipofektionsbasiertes Verfahren. Dazu wurden die Zellen 24 h vor Transfektion

auf Petrischalen (& 10 cm) gesplittet.
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Es wurde folgender Transfektionsansatz benutzt:

pro Petrischale (& 10 cm)

DNA 4 ug
FUGENE 12
DMEM/F12 200 pl

Das FUGENE Reagens wurde in serumfreies DMEM/F12 Medium pipettiert.
Daraufhin wurde die DNA hinzugegeben, vorsichtig mit dem Reaktionsansatz
vermischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde

das Gemisch gleichmafig uber die Petrischale verteilt.

224, Stabile Transfektion eukaryotischer Zellen

CHO-K1 Zellen wurden stabil mit Plasmid-DNA transfiziert. Der erste Schritt
bestand aus der Transfektion dieser Zellen mit dem Effectene® Reagenz.

Am darauf folgenden Tag begann die Selektion durch Zugabe von Geneticin
(G-418) zum Medium in einer Konzentration von zunachst 1 mg/ml, die
innerhalb von sieben Tagen schrittweise auf die Standardkonzentration von 0,2
mg/ml  reduziert wurde. Diese Standardkonzentration dient der
Aufrechterhaltung des Selektionsdruckes. In dieser Arbeit wurden keine Klone
isoliert, sondern eine heterogene Zellpopulation, mit unterschiedlicher
Rezeptorexpression, generiert. Samtliche unter 1.3.3 aufgefuhrten Plasmide
wurden stabil transfiziert und die Sattigungsexperimente mit '*°I-CYP zeigten

vergleichbare Expressionsniveaus fur die verschiedenen Mutanten.
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2.3. Proteinchemische Assays

2.3.1. Membranpraperation

Die auf den Monolayern prakonfluent gewachsenen Zellen wurden mit
eiskaltem PBS-Puffer gewaschen, mit einem Gummischaber von der Platte
gelést und in eine Pufferlosung (5 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 7.4)
transferiert. Um Schaden an den Membranproteinen vorzubeugen, fand die
anschlieliende Praparation in einem mit 4°C temperiertem Kuhlraum, oder auf
Eis statt. AnschlieRend wurden die Zellen durch Ultra-Turrax-Behandlung (2x
15 Sekunden bei hochster Geschwindigkeit im UltraTurrax T25 von
Janke&Kunkel) im Kuhlraum homogenisiert. Der nun folgende erste
Zentrifugationsschritt bei 3.000 xg, 10 min. (Beckman JA 17 Rotor, 3200 rpm)
diente der Entfernung von groben Bestandteilen, wie noch intakte Zellen und
Zellkerne. Der Uberstand wurde anschlieBend vorsichtig dekantiert und bei
30.000 xg, 40 min. (Beckman Ti70 Rotor, 37.000 rpm) ultrazentrifugiert. Das
nun entstandene Pelett wurde in ca. 200 pl Tris-Puffer (pH 7,4, 50 mM)
aufgenommen und in einem Glaspotter homogenisiert. Fur die funktionellen
Studien wurden die Membranen stets frisch angefertigt, bei der Erstellung von
Bindungsstudien ist es moglich, die Membranen nach der Praparation zu

aliquotieren, und in flussigem Stickstoff zu lagern.

2.3.2. Quantifizierung von Protein nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen wurden photometrisch mit dem Protein-Assay-Kit
(Biorad) nach der Methode von Bradford (1976) bestimmt. Grundlage dieser
Methode ist die Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nach 595 nm
bei Bindung des Farbstoffs Coomassie-Brilliant-Blue G-250 an Proteine. Die
Proteinmenge wurde anhand von Eichgeraden bestimmt, welche zuvor mit
einer Rinderserumalbumin-Standardiésungen erstellt worden waren. Dabei

wurde nach den Herstellerangaben verfahren.
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2.3.3. Reinigung von [a-*?P]ATP

[a-*?P]JATP (ca. 4 x 10° cpm/ml, Perkin Elmer LifeScience) wurde (iber
lonenaustauschersaulen, die mit ca. 800 yl DOWEX-1 Cl—form; 1*2-200
angefullt waren, gereinigt. Die Saulen wurden anfangs mit 5 ml H,O gewaschen
und nachfolgend die [a-**PJATP Lésung darauf pipettiert. AnschlieRend wurden
diese zweimal mit 5 ml einer HCI-Losung (pH 1.5, 0,0316 N) gespult. Daraufhin
wurde das gereinigte, radioaktiv markierte ATP nach Zugabe von 3x 1 ml HCI
(0,25 N) in drei Aliquots eluiert und jeweils 1 ul nicht radioaktives ATP (10mM)
hinzupipettiert. Nun wurde der pH-Wert auf pH <7 mit 50 % Triethanolamin
eingestellt und das gereinigte [a-**P]JATP in Aliquots bei -20°C gelagert.

2.3.4. Stimulation der Adenylylcyclase

Zur Messung der cAMP-Akkumulation wurde die von Jakobs (1976)
beschriebenen Methode verwendet. Sie sollte im folgenden als erstes
Screening fur die generierten B4-Mutanten dienen, um zu sehen, ob die
jeweilige Punktmutation eine Auswirkung auf die Stimulierbarkeit hat. Die

Zellmembranen wurden vor jedem Versuch frisch prapariert.

Es wurde folgender Inkubationsansatz verwendet:

pro Inkubationsansatz (100 pl)

Membranprotein (50 ug) in Tris-Puffer suspendiert 30 ul
Testsubstanz (Isoprenalin, B2-Agonisten) 10 pl
REA-Mix 400 pul/ml einer vorbereiteten Losung

(siehe 1.2.2, REA-Mix 5x)

5.9 mg/ml Phosphokreatin

0.8 mg/ml Kreatinkinase 50 ul
[a-**P]ATP (ca. 4 Mio cpm/ml, 0,2 mCi/Probe) ad 100yl

Der Reaktionsansatz wurde nach grundlichem Mischen fur 20 min bei 37°C

inkubiert. Die anschlieRende Lagerung der Proben auf Eis beendete die
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Reaktion. Es folgte die Zugabe von jeweils 400 uyl ZnAc (125 mM, frisch
angesetzt) und 500 ul Na,COj3; (144 mM), der eine Inkubationszeit von 10 min
folgte. Der gebildete Zn,CO3-Niederschlag wurde 5 min. bei 14.000 rpm in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die Alumina-Saulen
mit 2x 5 ml Tris (pH 7.4, 100 mM) aquilibriert und anschliefend 800 ul des
Uberstandes auf diese aufgetragen. Die Elution erfolgte mit 2x 2 ml Tris (pH
7.4, 100 mM). Die gewonnenen Proben konnten nun in einem B-Counter
(Beckman LS 1801) fur 5 min. gezahlt werden. Mit der Software Origin 6.1°

wurden die Daten ausgewertet.

2.3.5. Radioligandenbindung

Zunachst wurde die Dissoziationskonstante Kp von '*I-CYP an den B4-AR
Mutanten in Sattigungsexperimenten bestimmt, welche eine Veranderung im
funktionellen Verhalten zeigten. Wenn nicht anders angegeben, diente Tris (pH

7.4, 50 mM) als Versuchspuffer. Der Inkubationsansatz wurde auf Eis pipettiert.
Es wurde folgender Inkubationsansatz verwendet:

pro Inkubationsansatz (200 pl)

125|_.CYP in acht verschiedenen Konzentrationen

(variabel von etwa 5 pM bis 500 pM) 50 ul
Zellmembran (zwischen 0.6 und 3 ug) 50 pl
Tris oder Alprenolol 400 uM 50 ul
GTP 400 uM 50 pl

Alprenolol ist ein unselektiver B-AR-Rezeptorantagonist, der zur Bestimmung
der unspezifischen Bindung eingesetzt wurde. Fir die Bestimmung der totalen
Bindung wurde Alprenolol durch den Versuchspuffer Tris ersetzt. Das

eingesetzte GTP dient der Entkopplung der B-adrenergen Rezeptoren von Gg
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und ermdglicht somit die Messung von monophasischen Verdrangungskurven
bei Agonisten.

Fiar die Verdrangungsexperimente wurden die Versuchsbedingungen variiert.
Es wurde eine konstante Konzentration von '®I-CYP ( ca. 80 pM), sowie eine
konstante Membrankonzentration (5 pg/50 pl) neben den zu testenden
Substanzen in sieben Verdlnnungsstufen eingesetzt, die symmetrisch ober-
und unterhalb des K festgesetzt wurden. Als Anhaltspunkt fur den K; sind
existierende Daten (Hoffmann et al., 2004) herangezogen worden.

Nach Inkubation bei 30°C fir 90 Minuten und Einstellung des Aquilibriums
wurde der Reaktionsansatz durch eine aus zwdlf parallel angeordneten
Metallrohrchen bestehenden Absaugvorrichtung der Firma Skatron (Semi-
automated cell harvester Type 7019) auf einen Glasfaserfilter (Whatman GF/C)
transferiert. Nach jeder Absaugung wurden die Metallrdhrchen dreimal mit
kaltem Tris (pH 7.4, 50 mM) gewaschen. In den Sattigungsexperimenten
musste die Absaugvorrichtung jedoch bei groRen Unterschieden in der
Konzentration der Radioaktivitat zwischen den einzelnen Messungen sechsmal
gewaschen werden, um Kontaminationen der folgenden Messreihe zu
minimieren. Die Proben wurden aus dem Glasfaserfilter ausgestanzt und in
einem y-Counter (Wallac 1480 wizard 3”) fir 1 min gezahlt. Die Bestimmung
der Kp-Werte erfolgte mit der Software SCTFIT durch nicht lineare
Regressionsanalyse. Die ICso-Werte der Verdrangungsbindungsexperimente
hingegen wurden mit der Software Microsoft Excel® errechnet und in Ki-Werte
umgewandelt (Cheng und Prussof 1976). Bei den Sattigungsexperimenten
wurden Dreifachwerte fur die totale und Doppelwerte fur die unspezifische
Bindung generiert, bei den Verdrangungsexperimenten stets Doppelwerte. Die
angegebenen Kp bzw. Ki-Werte wurden aus mindestens drei voneinander

unabhangigen Experimenten mit 95 % Konfidenzintervallen gemittelt.
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I11. Ergebnisse

1. Herstellung von 4-Mutanten im pcDNA3 Vektor

Als Wildtyp diente ein B1-Rezeptor mit den Polymorphismen 49-Ser und 389-
Gly (GenBank Eintrag J03019). Dieser war bereits im pCDNA3-Vektor
vorhanden (Hoffmann et al., 2004).

Sieben verschiedene Konstrukte mit Punktmutationen wurden, wie im
Methodenteil beschrieben, im [4-Wildtyprezeptor kloniert. Die erfolgreich

sequenzierten Konstrukte waren im einzelnen:

Valin 120 zu Leucin V120L
Leucin 154  zu Valin L154V
Isoleucin 185 zu Valin 1185V

Asparaginsaure 212  zu Asparagin D212N
Lysin 253  zu Arginin K253R
Phenylalanin 362 zu Leucin F362L
Isoleucin 375 zu Leucin 1375L

2. Auswahl der Zelllinie

Um die verschiedenen B4-Rezeptormutanten auf ihre Eigenschaften zu testen,
musste zuerst eine Zelllinie gefunden werden, die keine endogenen adrenergen
Rezeptoren enthalt, die mit den Messungen interferieren. Um mdglichst schnell
die ersten Daten zu generieren, sollte sie aullerdem transienten transfizierbar
sein. Zu diesem Zweck wurden HEK 293, COS-7 und CHO-K1 Zellen mit dem
nichtselektiven B-Agonisten Isoprenalin stimuliert und die Aktivierung der

Adenylylcyclase gemessen.
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21. COS-7 Zellen

In unseren Handen zeigten untransfizierte COS-7 Zellen mit Isoprenalin eine
Stimulation der Adenylylcyclase. Um zu testen, ob in dieser Zelllinie im
wesentlichen der B4-Rezeptor oder der B,-Rezeptor exprimiert wird, fuhrten wir
die Stimulation von Isoprenalin in Anwesenheit des Bz-selektiven Antagonisten

ICI-118551 oder des B+-selektiven Antagonisten CGP-20712 aus.

(e}
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o
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o
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N
o
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-
o
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o

Adenylylcyclaseaktivitat [pmol/mg/min]
w
o

Basal Isoprenalin ICI-118551 CGP-20712

Abbildung 10| Endogene adrenerge Rezeptoren in COS-7 Zellen. Links dargestellt ist die Aktivierung
der untransfizierten COS-Zellen mit Isoprenalin (10 uM) im Vergleich zum Basalwert. Rechts dargestellt
ist die Stimulation der Zellen mit Isoprenalin (10 uM) unter Anwesenheit der Antagonisten 1CI-118551
(Konzentrationen ansteigend 10 nM, 100 nM und 1 pM) sowie CGP-20712 (Konzentrationen ansteigend
0.1 uM, 1 uyM und 10 pyM ). Bei dem dargestellten Versuch handelt es sich um ein Einzelexperiment mit
dreifach Werten.

Die untransfizierten COS-7 Zellen zeigten nach Stimulation ein Aktivitatsniveau,
welches 7.1 pmol/mg/min Uber der Basalaktivitdt von 49.8 pmol/mg/min lag. Die
Stimulation war somit sehr gering. Zusatzlich scheinen steigenden
Konzentrationen der Antagonisten [CI-118551 sowie CGP-20712 die
Stimulation zu unterdricken. Der Experimentaufbau als Einzelexperiment mit
dreifach Werten und hohen Ligandenkonzentrationen lasst jedoch keinen

Ruckschluss auf die Verteilung der pB-Rezeptorsubtypen zu. Aufgrund der
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hohen Basalaktivitat wurde diese Zelllinie fur die Charakterisierung der p4-

Rezeptormutanten zurickgestellt.

2.2. HEK-293 Zellen

Untransfizierte HEK-293 Zellen konnten mit Isoprenalin aktiviert werden. Um in
dieser Zelllinie B1-Rezeptoren oder ,-Rezeptoren zu detektieren wurden auch
hier die Antagonisten ICI-118551 sowie CGP-20712 zu den untransfizierten
HEK-293 hinzugegeben.

— — — —
o N A O O O N & O
I I I I I I I

Adenylylcyclaseaktivitat [pmol/mg/min]

Basal Isoprenalin ICI-118551 CGP-20712

Abbildung 11| Endogene adrenerge Rezeptoren in HEK-293 Zellen. Links dargestellt ist die
Aktivierung der untransfizierten HEK-293 Zellen mit Isoprenalin (10 uM) im Vergleich zu dem
Basalwert. Rechts dargestellt ist die Stimulation der Zellen mit Isoprenalin (10 uM) unter Anwesenheit
der Antagonisten ICI-118551 (Konzentrationen ansteigend 10 nM, 100 nM und 1 pM) sowie CGP-
20712 (Konzentrationen ansteigend 0.1 yM, 1 yM und 10 uM ). Bei dem dargestellten Versuch handelt
es sich um ein Einzelexperiment mit dreifach Werten.

Die Aktivierung der Zellen betragt hier etwa 13 pmol/mg/min bei deutlich
niedrigerer Basalaktivitat im Vergleich zu den COS-7 Zellen. In dieser Zelllinie
kann auRerdem eine Dominanz der B,-Rezeptoren verzeichnet werden, da nur
nach Zugabe des B,-selektiven Antagonisten ICI-118551 die Stimulation durch

Isoprenalin konzentrationsabhangig gehemmt werden kann.
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Die hohe Stimulierbarkeit dieser Zellen (ca. die 6fache Basalaktivitat ) lie3 auch
diese Zelllinie als wenig geeignet fur eine Charakterisierung der B4-
Rezeptormutanten erscheinen. Allerdings ist die niedrige Basalaktivitat fur die
Messungen von Vorteil, so dass im folgenden verschiedene HEK-Zelllinien aus
aus dem Institute de Pharmacologie et Toxicologie der Universitat Lausanne
und dem Institut fir Pharmakologie der Universitat Wirzburg auf endogene

adrenerge Rezeptoren getestet wurden.
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Abbildung 12| Vergleich von endogenen adrenergen Rezeptoren innerhalb verschiedener HEK-
Zelllinien. Dargestellt ist die Aktivierbarkeit von fiinf verschiedenen Zelllinien mit 10 uM Isoprenalin
(graue Saulen) im Vergleich zur Basalaktivitat (weile Saulen). Bei dem dargestellten Versuch handelt

es sich um ein Einzelexperiment mit dreifach Werten.

Alle getesteten Zelllinien weisen endogenen adrenerge Rezeptoren auf, wobei
Zelllinie | die geringste Cyclaseantwort (ca. 2.5fache Basalaktivitat) zeigt. Sie
hat aulerdem eine niedrige Basalaktivitat und ware somit die am besten
geeignete HEK-Zelllinie, um B4-Rezeptormutanten zu charakterisieren. Alle
anderen HEK-Zelllinien sind besser durch Isoprenalin stimulierbar und weisen

somit mehr endogene adrenerge Rezeptoren auf.
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2.3. CHO-K1 Zellen

CHO-K1 Zellen sind aus friheren Arbeiten mit B-adrenergen Rezeptoren
(Lohse 1992, Hoffmann et al., 2004) fur eine relativ geringe endogene
adrenerge Rezeptorendichte bekannt. Sie finden haufig bei stabilen
Transfektionen Verwendung, werden jedoch auf Grund einer geringen
Transfektionseffizienz fir transiente Transfektionen gemieden. In dieser Arbeit
wurde dennoch zunachst versucht die CHO-K1 Zellen mit einem geeigneten

Verfahren transient zu transfizieren.
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Adenylylcyclaseaktivitat [pmol/mg/min]
»

Basal Isoprenalin

Abbildung 13| Stimulationsversuch von CHO-K1 Zellen. Nach Stimulation von untransfizierten
CHO-K1 Zellen mit Isoprenalin (10uM) bleibt die Antwortreaktion aus. Die Zellen sind somit nahezu
frei von endogenen adrenergen Rezeptoren. Bei dem dargestellten Versuch handelt es sich um ein

Einzelexperiment mit dreifach Werten.

In untransfizieten CHO-K1 Zellen lie sich die Adenylylcyclase nicht mit
Isoprenalin stimulieren, was fur das weitgehende Fehlen von endogenen
adrenergen Rezeptoren spricht. Die CHO-K1 Zelllinie stellt unter diesem Aspekt
somit die am besten geeignete dar. Im folgenden wurde sie deshalb auf eine

geeignete Transfektionsmethode untersucht.
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Zur Analyse der Transfektionseffizienz wurde wieder die rezeptorvermittelte

Stimulierung der Adenylylcyclase herangezogen.

2.31. Calciumphosphatprazipitation

Die Calciumphosphatprazipitation stellt eine kostengunstige
Transfektionsmethode dar. Zur Transfektion von HEK-293 Zellen ist sie etabliert
(Chen und Okayama, 1987) und es sollte im folgenden werden, sie fur die
transiente Transfektion mit CHO-K1 Zellen zu nutzen.

Die minimale Stimulation des p4-Rezeptors legt eine niedrige
Transfektionseffizienz nahe, mit der keine verlasslichen und reproduzierbaren
Aussagen uber Veranderungen der Stimulierbarkeit der Mutanten gewonnen
werden konnen. Daraus folgte fur dieses Projekt, dass weiter nach alternativen

Transfektionsmethoden gesucht werden musste.
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Abbildung 14| Transfektion von CHO-K1 Zellen mit der Calciumphosphatprazipitation. CHO-K1
Zellen wurden mit Hilfe der Calciumphosphatprazipitation mit der DNA des B1-Wildtyprezeptors sowie
zweier Mutanten transfiziert. Die minimale Stimulation mit 10 pM Isoprenalin (graue Saulen;
Basalaktivitat: weille Saulen) am B1-Rezeptor lasst eine niedrige Transfektioneffizienz vermuten, was
eine eingeschrankte Aussagefahigkeit, im Hinblick auf die Aktivierung der Mutanten, bedingt. Bei dem

dargestellten Versuch handelt es sich um ein Einzelexperiment mit dreifach Werten.
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2.3.2. FuGENE 6 und Effectene®

Aufgrund der niedrigen Transfektionseffizienz mit der Calciumphosphat-
prazipitation wurden zwei kommerziell erhaltliche Lipofektions-
Transfektionsmedien getestet, die laut Herstellerangaben beide in der Lage

sind, CHO-K1 Zellen zu transfizieren.

N
o

Adenylylcyclaseaktivitat [pmol/mg/min]
oON A O ® O B SO D

FuGene FuGene FuGene Effectene Effectene
B-WT 5ug  B+-WT 9ug  pCDNA3 B-WT pCDNA3

Abbildung 15| Transfektion mit FUGENE 6 und Effectene®. CHO-K1 Zellen wurden mit FUGENE 6
und Effectene® transfiziert. Die Stimulation mit Isoprenalin (10 uM, in grau dargestellt) wurde mit der
Basalaktivitat (in weild dargestellt) verglichen. Beide Transfektionen waren erfolgreich, wobei Effectene
eine etwas hohere Effizienz aufweist. In der Transfektion mit FUGENE wurde auflerdem die DNA-
Menge variiert. Mehr DNA bedeutete hier eine verbesserte Transfektionseffiziens. Bei dem

dargestellten Versuch handelt es sich um ein Einzelexperiment mit dreifach Werten.

Die Transfektion mit kommerziell erhaltlichen Reagenzien war im Gegensatz
zur Calciumphosphatprazipitation erfolgreich. In der Transfektion mit Effectene
konnte eine 1.8fache Stimulation der Basalaktivitdt erreicht werden. Die
Transfektionseffizienz mit FuGene war mit einer 1.3fachen (5 ug DNA)
beziehungsweise 1.5 fachen (9 pyg DNA) Stimulation der Basalaktivitat im
Vergleich geringer. Die bessere Effizienz sowie die langere Haltbarkeit
sprechen dafiir, das Effectene®-Reagenz fiir die Transfektion von CHO-K1

Zellen zu favorisieren.
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2.3.3. Endotoxinfreie DNA

Die Qualitdt und Reinheit der DNA sind wichtige Faktoren fur die
Transfektionseffizienz. Laut Herstellerangaben liefert die endotoxinfreie DNA-
Praparation bessere Transfektionsergebnisse als die herkdbmmliche. Um zu
testen, welche Auswirkungen eine endotoxinfreie DNA-Praparation auf unser
Zell- und Transfektionssystem hat, wurde die Plasmid-DNA eines (1-Rezeptors
mit dem kommerziell erhaltichen EndoFree Maxi Kit der Firma Qiagen

aufgereinigt und mit 34-Rezeptor DNA der herkdbmmlichen Qualitat verglichen.
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Standard-DNA Praparation Endotoxinfreie DNA-Praparation

Abbildung 16| Endotoxinfreie und Standard-DNA-Praparation im Vergleich. Unterschiedlich
praparierte DNA eines p1-Rezeptors wurde mit Effectene in CHO-K1 Zellen transfiziert. Dargestellt ist
die Stimulation mit Isoprenalin (10 yM, in grau) im Vergleich zur Basalaktivitat (weil). Die Stimulation
der mit endotoxinfreier DNA transfizierten Zellen ist groRer als die Stimulation, die mit der
herkémmlichen DNA-Praparationsmethode erreichbar ist. Bei dem dargestellten Versuch handelt es

sich um ein Einzelexperiment mit dreifach Werten.

Die Stimulation der CHO-K1 Zellen, die mit herkdmmlich aufgereinigter DNA
transfiziert wurden, war geringer (1.9fache Basalaktivitat) als jene, die mit
endotoxinfreier DNA (2.3fache Basalaktivitat) behandelt wurden. Unter
Verwendung von endotoxinfreier DNA ist also eine groRere Stimulation

erreichbar.
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2.34. Cotransfektion

Im folgenden Experiment sollte versucht werden, die mit Isoprenalin erreichbare
maximale Stimulation zu vergrofRern. Zu diesem Zweck wurde neben der DNA
des B+1-Wildtyprezeptors auch die DNA der G-Protein Untereinheit as und der
Adenylylcyclase in unterschiedlicher Kombination cotransfiziert. Hintergrund
dieser Vorgehensweise ist die Uberlegung, dass méglicherweise ein Mangel an
zelleigenem G-Protein beziehungsweise zelleigener Adenylylcyclase ursachlich
fur das relativ kleine Signal sei. Durch Transfektion der entsprechenden DNA
konnte ein hypothetischer Mangel durch Produktion des entsprechenden

Proteins ausgeglichen werden.

Adenylylcyclaseaktivitat [pmol/mg/min]
oON B O ® O N RO

ﬁ1-WT B1-WT ﬁ1—WT B1-WT B1-WT
+Gq +2xGg +Gs+Ac +2xGs+Ac

Abbildung 17| Cotransfection von Gs und Ac. CHO-K1 Zellen wurden mit dem B4-Wildtyprezeptor
sowie mit as und AC in verschiedenen Kombinationen transfiziert. Als Transfektionsreagenz diente
Effectene. Dargestellt ist die Stimulation der unterschiedlich transfizierten CHO Zellen mit 10 yM
Isoprenalin ( graue S&ulen) im Vergleich zur Basalaktivitat (wei3e Saulen). Mit der Cotransfection konnte
unter diesen Bedingungen keine nennenswerte VergroRerung der Stimulation erreicht werden. Bei dem

dargestellten Versuch handelt es sich um ein Einzelexperiment mit dreifach Werten.

Die Cotransfection von as sowie der Adenylylcyclase hatte unter unseren

experimentellen Bedingungen keine wesentlichen Auswirkungen auf die
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maximal modgliche Rezeptorstimulation. Daraus folgt, dass weder die Menge
von as hoch der Adenylylcyclase in unseren Zellen flr die Rezeptorstimulation

ein limitierender Faktor zu sein scheint.

2.3.5. Heterogene stabile Transfektion

Mit  keiner der verschiedenen  bisher untersuchten transienten
Transfektionenmethoden konnte eine Stimulation erreicht werden, die mehrfach
uber der Basalaktivitat gelegen war. Aus diesem Grund wurde nun eine stabile
Transfektion versucht. Dies geschah ohne eine Selektion von Zellklonen, so
dass im folgenden heterogene stabil transfizierte Zellen hergestellt wurden. Die
CHO-K1 Zellen wurden mit Effectene und der entsprechenden DNA transfiziert,
anschlielend wurden die transfizierten Zellen mit dem Antibiotikum G-418

selektiert.
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Abbildung 18| Heterogene stabile Transfektion. Der B;- sowie der B,-adrenerge Wildtyprezeptor
wurden heterogenen stabil transfiziert. Dargestellt ist die Stimulation mit Isoprenalin (10 pM, in grau)
im Vergleich zur Basalaktivitat (weil). Heterogene stabile Zelllinien zeigten eine 1.4-fache (B;)
beziehungsweise 1.5-fache (B,) Stimulierbarkeit Uber der Basalaktivitat. Dargestellt ist das

geometrische Mittel aus mindestens drei Versuchen mit dreifach Werten.
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Die erreichbare Stimulation mit Isoprenalin lag in diesem Experiment bei
1.4facher Basalaktivitat fur den B¢-Rezeptor beziehungsweise bei 1.5facher
Basalaktivitat fur den B,-Rezeptor. AulRerdem fallt die relativ hohe Basalaktivitat
auf. Dennoch konnte in Folgeexperimenten mit den (1-Rezeptormutanten eine
sehr konstante Stimulation erreicht werden, so dass diese heterogenen stabilen
Zelllinien schlieBlich als Melsystem flr die folgende Charakterisierung der 4-

Rezeptormutanten gewahlt wurden.

3. Charakterisierung der 31-Rezeptormutanten

3.1. Funktionelle Unterschiede

Um einen Eindruck zu bekommen, ob unter den hergestellten [4-
Rezeptormutanten solche existieren, die eine veranderte Aktivierbarkeit mit
einem Bs-Antagonisten/B-Agonisten zeigen, wurde in heterogen stabil
transfizierte CHO-K1 Zellen die Adenylylcyclase mit verschiedenen Agonisten
stimuliert.

Aulerdem wurden sowohl der +- als auch der B-Wildtyprezeptor als Kontrollen
heterogen stabil in CHO-K1 Zellen transfiziert. Terbutalin (100 yM) und
Broxaterol (130 uM) wurden als po-Agonisten zur Stimulation der f-
Wildtyprezeptoren und der 4-Rezeptormutanten gewanhlt, und diese Stimulation
wurde in Beziehung zur der von Isoprenalin (10 uM), einem potenten Agonisten,
gesetzt. Die Ergebnisse der Adenylylcyclasestimulation mit Agonisten sind als
prozentuale Aktivitat im Verhaltnis zur Stimulierbarkeit mit Isoprenalin (diese
normiert die Adenylylcyclaseaktivitat auf 100%) dargestellt (Abb. 19).

Die Substanz Broxaterol stimuliert den p¢-Wildtyprezeptor nicht, den [,-
Wildtyprezeptor hingegen mit annahernd 60%, was auch schon in fruheren
Arbeiten gefunden wurde (Hoffmann et al., 2004, Conti et al., 1998). Sowohl die
Mutante B4-1185V als auch die Mutante (4-D212N hingegen sind durch
Broxaterol mit 42% beziehungsweise 49% der Isoprenalinaktivitat aktivierbar.

Dies entspricht also fast der Aktivierbarkeit des B2-Wildtyprezeptors. Die
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Mutanten B4-L154V und B41-F362L, B4-V120L und B1-K253R sind praktisch nicht
mit Broxaterol stimulierbar.

Die Substanz Terbutalin stimuliert den B4-Wildtyprezeptor geringfugig mit 18%,
den B2-Wildtyprezeptor hingegen deutlich mit 76% der Isoprenalinaktivitat. Auch
dies ist mit Literaturdaten (Hoffmann et al., 2004) vereinbar, wenngleich die
Aktivierung des B+4-Wildtyprezeptors mit Terbutalin hier etwas niedriger ist. Die
mit Broxaterol stimulierbaren Mutanten p4-1185V und B4-D212N kdénnen auch
durch Terbutalin mit 45% beziehungsweise 53% der Isoprenalinaktivitat
stimuliert werden. Die Stimulation der beiden Mutanten (4-V120L und B4-
K253R betragt 69% der Isoprenalinaktivitat und steht damit im Kontrast der nur
geringfugigen  Aktivierbarkeit mit dem Bz-Agonisten Broxaterol. Die
Stimulierbarkeit ist also auch hier wieder mit der des p,-Wildtyprezeptors
vergleichbar. Die Mutanten (1-L154V und B4-F362L sind wie mit Broxaterol
auch mit Terbutalin nur ahnlich gering wie der Wildtyp stimulierbar.

Fir die Mutante B+-1375L sind keine Daten in der Abbildung dargestellt, da es
aus unbekannten Griinden nicht gelungen ist, reproduzierbare Ergebnisse zu

erzielen.
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Adenylylcyclaseaktivitat
[% von Isoprenalin]

B-WT Bp-WT B-V120L  B-L154V  B,-1185V  B-D212N  B.K253R  B;-F362L

Abbildung 19| Aktivierung der Bi-Rezeptormutanten mit Broxaterol und Terbutalin. Dargestellt ist zum einen die Stimulation der beiden Wildtyprezeptoren
mit Broxaterol (130 pM in weill) und zum anderen mit Terbutalin (100 uM in grau). Die gezeigten Daten sind jeweils prozentuale Angaben der
Adenylylcyclasestimulation einer Substanz im Vergleich zur Stimulation mit Isoprenalin (10 uM). Die Daten wurden jeweils aus mindestens drei voneinander
unabhangigen Experimenten mit dreifach Werten generiert. Zur besseren Orientierung innerhalb der Grafik sind jeweils die Stimulationswerte der beiden
Substanzen am B4-Wildtyprezeptor mit einer Hilfslinie eingezeichnet, um diese Ausgangsstimulation als Referenz fur die Betrachtung der Rezeptormutanten zu

gebrauchen.
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3.2. Rezeptorexpression

Im folgenden fuhrten wir Sattigungsexperimente mit den sechs B4-Mutanten
durch, deren Aktivierung mit Broxaterol und Terbutalin im vorangegangenen
Absatz untersucht wurde. Die Sattigungsexperimente dienten der Bestimmung
der exprimierten Rezeptorzahl Bnax sowie der Affinitdt des Radioliganden '2°I-

CYP ausgedriuckt durch die Affinitatskonstante Kp.

Tabelle 5| Sattigungsexperimente mit den B4-Mutanten. Die Affinitat fur '2°I.CYP, sowie die
exprimierte Rezeptorzahl ist innerhalb der Mutanten vergleichbar. Jedes
Sattigungsbindungsexperiment wurde mindestens dreimal wiederholt; jeder Messpunkt resultiert aus
der Mittelung von Dreifachwerten.
Rezeptor Kp-Wert 95 % Bmax + SEM
[pM] Konfidenzintervall [fmol/mg Protein]
B4 38.5 26.6 -55.9 398 + 84
B2 16.7 9.1-30.6 124 + 7
B1-V120L 13.9 7.4—-26.5 411+ 21
B1-L154V 33.6 254 -445 273 £16
B1-1185V 12.7 7.5-216 576 £ 125
B1-D212N 23.5 12.7-43.4 370 £ 54
B1-K253R 45.5 35.2-58.9 205+£19
B+1-F362L 27.6 22.0-34.7 287 + 31

Die Kp-Werte der Mutanten bewegen sich zwischen 12.7 und 45.5 pM. Der Kp.
Wert des p+-Wildtyprezeptors betragt 38.5 pM beziehungsweise 16.7 pM flur
den Bo-Wildtyprezeptor. Hoffmann et al. (2004) haben flr zwei verschiedenen
Klone des stabil transfizierten p+-Wildtyprezeptors Werte von 61.9 und 95.5 pM
beschrieben. Fiur den B»-Wildyprezeptor konnten Kp-Werte zwischen 44.3 und
50.7 pM gezeigt werden. Tate et al. (1991) hingegen fanden Kp-Werte von
17pM am B4-Wildtyprezeptor beziehungsweise 31 pM am B.-Wildtyprezeptor.
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Die Werte der 1-Mutanten sind demnach mit dem Wildtyprezeptor vergleichbar
und es kann kein wesentlicher Affinitdtsunterschied festgehalten werden.

Die Bmax-Werte fir die Mutanten des 1-Rezeptors liegen zwischen 205 und 576
[fmol/mg Membranprotein] und liegen daher in derselben GrofRenordung wie die

des parallel exprimierten Wildtyprezeptors.

3.3. Pharmakologische Charakterisierung

Das pharmakologische Profil aller Mutanten, welche ein unterschiedliches
Stimulationsverhalten im Vergleich zum B4-Wildtyprezeptor zeigten, sollte
abschlieRend mit ausgewahlten Substanzen bestimmt werden. Das
Bindungsprofil von Isoprenalin, Adrenalin und Noradrenalin, den B.-Agonisten
Terbutalin, Broxaterol und Salmeterol sowie von den experimentellen
Substanzen ICI-118551 und CGP-20712 wurde in Verdrangungsexperimenten
mit '#°I-CYP als Radioligand bestimmt.

Die Ki-Werte der verschiedenen Substanzen an den (4-Mutanten wurden mit
denen des B4-Wildtyprezeptor (Daten aus Hoffmann et al. 2004) verglichen
(Tab.6). Interessanterweise zeigt sich fur keine der verwendeten Substanzen
ein wesentlicher Affinitatsunterschied innerhalb der verschiedenen p1-Mutanten
oder im Vergleich zum p¢-Wildtyprezeptor. Auch die sehr ahnlichen
Affinitatswerte fur CGP-20712, das wie bereits erwahnt die grofite Selektivitat
fur den B4-Wildtyprezeptor gegenuber den B2- und B3- Wildtyprezeptoren
besitzt, sprechen dafur, dass die $1-Mutanten pharmakologisch gesehen immer
noch p4-Rezeptoren sind und durch die Punktmutation wirklich nur das

beschriebene funktionelle Verhalten geandert wurde.
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Tabelle 6] Verdrangungsexperimente mit verschiedenen Substanzen an B1-Mutanten. Dargestellt sind Bindungsdaten von diversen Substanzen an vier
B1-Mutanten sowie dem B4-Wildtyprezeptor. 80 pM '25_CYP wurde als Radioligand verwendet. Die Ki-Werte [nM] wurden nach der Cheng-Prussow
Gleichung errechnet und sind Mittelwerte von mindestens drei voneinander unabhangigen Experimenten; jeder Messpunkt wurde durch die Mittelung
von Doppelwerten bestimmt. In Klammern sind die 95%-Konfidenzintervalle angegeben.
S I IS = = -1 N SR
Adrenalin 4,000 5,400 5,600 4,500 6,900
(2,800 — 5,500) (2,700 — 10,700) (3,600 — 8,700) (3,400 — 5,900) (2,800 — 17,000)
Noradrenalin 3,600 2,100 3,800 2,600 3,100
(2,400 - 5,200) (1,100 — 3,800) (1,400 - 10,400) (1,900 - 3,600) (1,000 —9,300)
Isoprenalin 220 280 260 300 450
(150 - 340) (210 — 360) (170 — 400) (200 - 400) (170 - 1,190)
Broxaterol 1,300 1,100 1,400 910 870
(930 —1,900) (1000 —1,100) (980 —2,000) (560 - 1,500) (560 — 1,400)
Terbutalin 31,000 34,000 40,000 48,000 50,000
(19,000 - 52,000) | (30,000 —39,000) |(22,000—73,000) |(24,000—-98,000) | (39,000 - 63,000)
Salmeterol 1,600 1,400 900 1,300 1,200
(1,100 — 2,300) (1,100 —1,700) (700 —1,200) (560 — 3,000) (780 —2,000)
ICI1-118551 50 53 56 100 85
(40 - 361) (32 -89) (32 -98) (44 — 240) (56 —130)
CGP-20712 4.7 2.9 2.8 3.9 4.7
(4.0-5.5) (1.8-4.7) (1.8-4.2) (1.6 —9.9) (2.5-8.7)
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1V, Diskussion

1. Endogene adrenerge Rezeptoren in Zelllinien

Zelllinien sind seit langem bekannte und geeignete Modelle zur Untersuchung
von menschlichen Rezeptoren. Eine Voraussetzung daflr ist jedoch, dass man
eine Zelllinie findet, die idealerweise frei von endogenen Rezeptoren ist. Viele
Zelllinien haben endogene adrenerge Rezeptoren und ihr Einfluss auf
Messungen in Rezeptor-Zellsystemen muss stets, und selbstverstandlich nicht
nur bei endogenen adrenergen Rezeptoren, berlcksichtigt werden.
Schonnbrunn A. und Steffen D. sind flr eine sehr hilfreiche Datenbank
verantwortlich, in der alle bekannten endogenen Rezeptoren in diversen
Zelllinien aus verschiedenen Berichten zusammengetragen sind (The
endogenous GPCR list, www.tumor-gene.org/GPCR/gpcr.html).

Fir COS-Zellen wurden analog zu den in dieser Arbeit gefundenen Daten,
endogenen [-adrenerge Rezeptoren ohne nahere Angaben zur Menge
beschrieben. In HEK-293 Zellen konnten B-adrenerge Rezeptoren in Mengen
von 7-20 fmol/mg Protein gefunden werden. Auch diese Beobachtung steht im
Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, wenngleich hier aufgrund einer
anderen Fragestellung keine Bindungsexperimente (um Bpax-Werte zu
ermitteln), sondern funktionelle Experimente in Form der rezeptorvermittelten
Stimulation der Adenylylcyclase durchgefihrt wurden. Die Mengenangabe ist
also nicht direkt vergleichbar. In der vorliegenden Arbeit wurde aul3erdem ein
deutliches Uberwiegen der B.- adrenergen Rezeptoren in der getesteten HEK-
293 Zelllinie beschrieben, wohingegen die Datenbank in dieser Zelllinie nicht
zwischen B-adrenergen Subtypen unterscheidet.

Betrachtet man die Angaben zu CHO-K1 Zellen, so ist in dieser Datenbank eine
Menge von 30 fmol/mg Protein an B-adrenergen Rezeptoren verzeichnet. Diese
Angabe beruht auch wieder auf Bindungsexperimenten. In unserer CHO-K1
Zelllinie konnten durch Messung der rezeptorvermittelten Stimulation der

Adenylylcyclase keine B-adrenergen Rezeptoren identifiziert werden. Die am
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Beispiel der HEK-293 Zellen gefundene hohe Variation der Menge von
endogenen B-adrenergen Rezeptoren lasst jedoch den Schluss zu, dass auch
hier CHO-K1 Zelllinien, mit unterschiedlicher Qualitdt im Hinblick auf das
Vorhandensein von endogenen Rezeptoren, parallel existieren. Ein
vergleichbares Phanomen, namlich eine stark divergierende Menge von
endogenen Rezeptoren in einer Zelllinie, wurde auch schon bei den Aga-

Adenosinrezeptoren in PC12 Zellen beschrieben (Arslan et al., 1999).

2. Transfektionsmethoden

CHO-K1 Zellen werden schon lange als Modell ohne endogene B-adrenerge
Rezeptoren verwendet (Lohse 1992). Die transiente Transfektion dieser Zellen
gestaltet sich jedoch schwierig. So verwundert es nicht, dass viele Arbeiten,
welche die Vorzige der CHO-K1 Zelllinie nutzen wollen, auf stabile
Transfektionen  zurlckgreifen, deren  Protokolle initial mit einer
Calciumphosphatprazipitation (Lohse 1992, Hoffmann et al., 2004) oder mit
einer Lipofektion (Granneman et al., 1998) beginnen. In dieser Arbeit wurde
versucht, ein transientes Transfektionssystem zu verwenden, um in einem
Screeningversuch einen ersten Eindruck Uber das funktionelle Verhalten der f3+-
Rezeptormutanten zZu bekommen. Da mit herkdmmlichen
Transfektionsmethoden, wie der Calciumphosphatprazipitation oder der DEAE-
Dextran Methode keine durch Adenylylcyclasestimulation messbare
Transfektion erzielt wurde, griffen wir auf die kommerziell erhaltlichen
Lipofektionsmedien FUGENE 6 und Effectene zurtck. In den Anfangen der
Lipofektionsmethode konnten je nach Zelllinie schon 5 bis 100 fach hoéhere
Transfektionsraten als mit den herkbmmlichen Methoden erzielt werden
(Felgner et al., 1987, Keown et al., 1990). Die Transfektion war nun erfolgreich,
doch die Stimulierbarkeit in der Adenylylcyclase, namlich etwa die 1.8fache
Basalaktivitat, war fur ein transientes Mef3system noch nicht zufriedenstellend.

Die anschlieliende mit endotoxinfreier DNA gemessene Transfektionseffizienz-

steigerung ist mit den Herstellerangaben vereinbar.
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Zusammenfassend muissen samtliche getesteten transienten Verfahren mit
CHO-K1 Zellen, unter dem Hintergrund der hohen Basalaktivitat, als nur bedingt
erfolgreich eingestuft werden, so dass zum Screening und anschlieRender

Charakterisierung der 34-Rezeptormutanten stabile Zelllinien generiert wurden.

3. Biologische Bedeutung der 1-Mutanten

3.1 Beschriebene (1- Mutanten

Auf molekularer Ebene ist der Bs-adrenerge Rezeptor im Vergleich zum f,-
Subtyp, trotz der schon seit langem bekannten Aminosauresequenz (Frielle et
al., 1987), ein erstaunlich gering untersuchter G-Protein gekoppelter Rezeptor.
Tabelle 7 listet die bisher publizierten Punktmutationen auf.

Alle 25 Punktmutanten am humanen B4-Wildtyprezeptor sind nur im Rahmen
von drei Publikationen (Isogaya et al., 1999, Lattion et al., 1999 und Sugimoto
et al., 2002) beschrieben. Rechnet man noch Mutanten hinzu, bei denen mehr
als eine Aminosaure ausgetauscht wurde, so kommt man auf insgesamt 29
publizierte Mutanten am (4-Rezeptor (Datenbanken MuteXT und tGRAP

www.gpcr.org/7tm ). Neben den experimentell hergestellten Mutanten im -

adrenergen Rezeptor sind des weiteren noch sieben Polymorphismen mit
Tausch einzelner Aminosauren in diesem Rezeptor bekannt. Beschrieben
wurden S49G, A59S, R389G, R399C, H402R, T404A und P418A. R389G ist
die pharmakologisch bedeutsamste, da hier klare funktionelle Unterschiede in
vitro detektiert wurden, die jedoch nicht in vivo nachvollzogen werden konnten.
Samtliche  Polymorphismen befinden sich auferhalb der sieben
Transmembrandomanen (Hein, 2001).

FUr den humanen B,-Wildtyprezeptor hingegen wurden Uber 250 Mutationen,
also fast die zehnfache Anzahl, hergestellt. Dies wirft die Frage auf, ob der 3+-
adrenerge Rezeptor moglicherweise weniger interessant ist, als der [»-

Rezeptor.
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Tabelle 7| Publizierte Punktmutationen am humanen pq-adrenergen Rezeptor. Aufgelistet sind alle
veroffentlichen experimentellen Punktmutanten (Stand Januar 2005) am humanen pBi-adrenergen
Rezeptor. Die Mutationen konzentrieren sich auf die Transmembrandomanen zwei, sechs und sieben.
M98A ™ 2 Isogaya et al., 1999
S102A ™ 2 Isogaya et al., 1999
L110A ™ 2 Isogaya et al., 1999
T117A ™ 2 Isogaya et al., 1999
1118A ™ 2 Isogaya et al., 1999
V119A ™ 2 Isogaya et al., 1999
V120A ™ 2 Isogaya et al., 1999
W121A E 1 Isogaya et al., 1999
L323A ™™ 6 Lattion et al., 1999
L323C T™M 6 Lattion et al., 1999
L323E ™™ 6 Lattion et al., 1999
L323F T™M 6 Lattion et al., 1999
L323] ™ 6 Lattion et al., 1999
L323K ™™ 6 Lattion et al., 1999
L323T T™M 6 Lattion et al., 1999
P355A E3 Sugimoto et al., 2002
D356A E3 Sugimoto et al., 2002
R357A ™7 Sugimoto et al., 2002
L358A ™7 Sugimoto et al., 2002
F359A ™7 Sugimoto et al., 2002
V360A ™7 Sugimoto et al., 2002
F361A ™7 Sugimoto et al., 2002
F362A ™7 Sugimoto et al., 2002
L365A ™7 Sugimoto et al., 2002
I375A ™7 Sugimoto et al., 2002

Betrachtete man die aktuelle intensive Forschung im kardiovaskularen Bereich
mit klinischen Multizenterstudien Uber den Einsatz von Betablockern auf der
einen Seite (Packer et al., 2002, Poole-Wilson et al., 2003), sowie die zu
klarenden Fragen in der Grundlagenforschung Uber die Funktion des p4-
Rezeptors in der Herzinsuffizienz (Lohse et al.,, 2003), oder die
pathophysiologische Rolle der Polymorphismen des (1-Rezeptors auf der
anderen Seite (Liggett 2004), so kann man keineswegs von einem weniger
interessantem Rezeptor sprechen.

Vielmehr stellt die Generierung von Mutanten an diesem Rezeptor ein grof3eres

Problem dar, da in der Oligonukleotidsequenz die Cytosin-Guanosin Haufigkeit
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bei Uber 80% liegt. Dieses Basenpaar fuhrt bedingt durch Dreifachbindung zu
einer erhohten Stabilitdit des DNA-Doppelstranges. Dies wiederum fuhrt zu
schwierigen PCR-Bedingungen mit einer hoheren Fehlerwahrscheinlichkeit fur
die DNA-Polymerase. In der vorliegenden Arbeit wurde diesem Problem
insofern begegnet, als dass auch quantitativ gesehen sehr kleine PCR-
Produkte, welche auf dem Agarosegel die richtige Lange besalien,
weiterverarbeitet und schlieRlich in den Wildtyprezeptor ligiert wurden. Die
anschliellende Sequenzierung der DNA verdeutlichte die Probleme der DNA-
Polymerase, denn oft existierten Fehler in der Sequenz trotz richtig eingebauter
Mutation. Demzufolge mussten bestimmte Mutationsversuche wiederholt
werden, um die gewunschte Mutatante erfolgreich herzustellen.

Die publizierten Mutationen am p1-adrenergen Rezeptor geben im Vergleich zu
anderen GPCRs nur wenig Informationen Uber die molekulare Funktionsweise
dieses Rezeptors. Die Aminosaure Leu®?® in der Transmembrandomane sechs
wurde zur Generierung von konstitutiv aktiven - Rezeptoren, wie auch schon
fur andere GPCRs an der gleichen Position gezeigt, durch verschiedene
Aminosauren ersetzt (Lattion et al., 1999). Die Mutation L323K zeigte die
deutlichste Erhohung der Basalaktivitat, die neunfach hoher war, als am
Wildtyprezeptor. Berucksichtigt man die Tatsache, dass in unserer
Untersuchung auch mit dieser HEK 293 Zelllinie (Lattion et al., 1999) der
Nachweis von endogenen [-adrenergen Rezeptoren gelang, so ware hier
moglicherweise noch eine hohere prozentuale Stimulation zu erwarten
gewesen. Zusammenfassend vermuten die Autoren, dass mit dieser
Aminosaure ein wichtiger Schalter fur die Aktivierung des [¢-adrenergen
Rezeptors gefunden wurde. Mit der Position dieser Aminosaure an der
intrazellularen Seite der sechsten Transmembrandomane, steht sie jedoch nicht

in Beziehung zu den in dieser Arbeit beschriebenen Mutanten.
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3.2 Ligand- 3-Rezeptor Interaktion

Wie bereits in der Einleitung erlautert, existieren fur den pi-Rezeptor im
Gegensatz zum f,-Rezeptor deutlich weniger Daten und Details Uber die
Ligand—Rezeptor-Interaktion. Bindungsexperimente, die am [4-adrenergen
Rezeptor getatigt wurden (Isogaya et al., 1999, Sugimoto et al., 2002), zeigten
erstmals anhand von Mutationsstudien Aminosaurepositionen, die fur die
Bindung von pi-selektiven Agonisten verantwortlich sind. Die Aminosauren
Leu™®, Thr'", val'® und Phe®®im p-adrenergen Rezeptor wurden durch den
Austausch zu Alanin an den entsprechenden Positionen als Interaktionspartner
der B4-selektiven Agonisten Denopamine, T-0509 oder (-)-RO363 identifiziert.
Einschrankend muss man zu diesen Ergebnissen hinzufugen, dass in beiden
Arbeiten COS 7 Zellen zur transienten Transfektion verwendet wurden, die in
unseren Handen eine storende Komponente von endogenen adrenergen
Rezeptoren enthielten. Aus diesen Ergebnissen folgt jedoch, dass die
Transmembrandomanen zwei und sieben bei der Bindung von groRmolekularen
B1-selektiven Agonisten von Bedeutung sind. Dies ist im Zusammenhang mit
den schon friher detektierten Aminosauren im po-adrenergen Rezeptor zu
sehen, die in allen drei B-adrenergen Subtypen konserviert sind und somit nicht
fur subtypspezifisches Bindungsverhalten verantwortlich sein konnen. Die
Aminogruppe von Catecholaminen interagiert mit Asp'" in der dritten
Transmembrandomane (Strader et al., 1987a). Ser’®, Ser®® und Ser®® in der
funften Transmembrandomane interagieren mit den am aromatischen Ring
lokalisierten Hydroxylgruppen der Catecholamine (Strader et al., 1989, Wieland
et al.,, 1996). AuRerdem wird die Catecholgruppe und die B-Hydroxylgruppe
von Catecholaminen als Interaktionspartner der Aminosauren Phe?® (Strader et
al, 1994) und Asn®®*® (Wieland et al, 1996) in der sechsten

Transmembrandomane gesehen.
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Abbildung 20| Bindungsmodell eines Agonisten in einem B-adrenergen Rezeptor. Dargestellt ist

ein simplifiziertes Bindungsmodell fiir ein Catecholamin innerhalb eines Rezeptors aus der Familie der

B-adrenergen Rezeptoren (aus Kobilka 2004).

3.3 B4-Mutanten dieser Arbeit

Mit der Zielsetzung, den Bs-adrenergen Rezeptor durch eine Punktmutation so
zu verandern, dass er sich von einem [B,-Agonisten wie Terbutalin aktivieren
lasst, wurden Mutanten gemaR den in der Fragestellung beschriebenen
Kriterien konstruiert. Ohne das Bindungsprofil des Bi-adrenergen Rezeptors
verandert zu haben, ist es in dieser Arbeit gelungen, Punktmutanten im f3¢-
Rezeptor herzustellen, die sich nun durch die am B4-Wildtyp antagonistisch

wirkenden Liganden Broxaterol und Terbutalin aktivieren lassen.

64



O,
90000@00000000900@09000@0@000@9099@

®
O

GGG@OGO@@GOO@O@@9900600@0@0099900

65

Abbildung 21| Zweidimensionales Modell des
B.-adrenergen Rezeptor mit einer Ubersicht
der postulierten Bindungspositionen und
angefertigten Punktmutationen. Dargestellt ist
ein  zweidimensionales Modell des f;-
adrenergen Rezeptor. Die am fy-adrenergen
Rezeptor  beschriebenen Aminosaure-
positionen, welche verantwortlich fir die
Bindung von Katecholaminen sind, sind farblich
hervorgehoben. Die bekannte B,-Nummerierung
wurde hier zur besseren Orientierung belassen.
In grau unterlegt sind drei Aminosauren, welche
fur die ps-spezifische Bindung beschrieben
wurden und in schwarz, die in dieser Arbeit
angefertigten Mutanten am B¢-adrenergen
Rezeptor. Alle in dieser Arbeit angefertigten
Mutationen mit Wirkung auf die Aktivierbarkeit
liegen aulerhalb der bindungsrelevanten

Regionen.



Die Mutanten 1185V und D212N des B1-Rezeptors kbnnen nun durch Broxaterol
aktiviert werden. Dies ist auch mit der Substanz Terbutalin mdglich, diese

aktiviert jedoch interessanterweise aulierdem die Mutanten V120L und K253R.

Br OH
/
?\:&\‘/\Nk /@\(\ J<
H HO N
OH OH H

Broxaterol Terbutalin

Abbildung 22| Struktur von Broxaterol und Terbutalin. Mit der bromsubstituierten Isoxazolgruppe
unterscheidet sich Broxaterol von Terbutalin, das an der aquivalenten Position einen Phenylring mit

zwei Hydroxylgruppen in den Positionen 3 und 5 hat.

Betrachtet man die unterschiedlichen Strukturformeln der Substanzen im
Zusammenhang mit deren aminosaurenspezifischen Aktivierungsmuster, so
uberrascht, dass subtile molekulare Veranderungen, sei es am fs-adrenergen
Rezeptor oder am Liganden, die beschriebenen Effekte nach sich ziehen,
obwohl beide Liganden den py-adrenergen Rezeptor aktivieren. Die
unterschiedliche Beschaffenheit mit der Isoxazolgruppe sowie dem Bromatom
beim Broxaterol auf der einen Seite und dem aromatischen Ring mit den zwei
Hydroxylgruppen an den Positionen 3 und 5 beim Terbutalin auf der anderen
Seite lasst vermuten, dass den Liganden durch die Mutationen im (-
adrenergen Rezeptor unterschiedliche Erreichbarkeit von Schaltstellen fur die
Aktivierung desselben zur Verfligung stehen. Eine mogliche Erklarung fir die
Tatsache, dass mit Terbutalin vier Mutanten aktiviert werden konnen, im
Gegensatz zu nur zwei Mutanten, fur die Broxaterol zum Agonisten wird, ist die
gréRere strukturelle Ahnlichkeit des Terbutalins mit einem Katecholamin. Fir
den Bo-adrenergen Rezeptor konnte gezeigt werden, dass die Katecholstruktur
eine grol’e Bedeutung fur die Rezeptoraktivierung besitzt (Swaminath et al.,
2005).
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Zwei der Mutationen dieser Arbeit, V120L und F362L, stehen in raumlicher
Beziehung zu den vorgestellten Bindungspositionen von [¢-selektiven
Agonisten (Isogaya et al., 1999, Sugimoto et al., 2002). Die Position Val'®
wurde im 4-adrenergen Rezeptor durch den Austausch mit Alanin als relevante
Aminosaure fur die Bindung der B¢-selektiven Agonisten T-0509, Denopamin
und Xameterol beschrieben (Isogaya et al., 1999). Bei der Messung der
Affinitatskontante Kp fand sich jedoch bei diesen Mutanten auch keine
Veranderung im Vergleich mit dem Wildtyp. Auflerdem sind die getesteten
Liganden durch ungewohnliche N-Substitutionen erheblich groRer als das
Broxaterol und Terbutalin, so dass diese Experimente nicht direkt mit den Daten
dieser Arbeit verglichen werden konnen. AulRerdem attestieren die Autoren der

|120 0

Aminosaure Val'?’, genau wie Leu''®, nur einen indirekten, durch hydrophobe

Wechselwirkungen bedingten Einfluss auf die Bindung ihrer ausgewahlten

selektiven Agonisten. Die Aminosadure Phe®?°

im B¢-Rezeptor wurde als
relevante Aminosaure fur den B4-selektiven Agonisten (-)-RO363 beschrieben
(Sugimoto et al., 2002). Auch hier I&sst sich analog zu den Positionen Leu'™
und Val'® sagen, dass der getestete Ligand sehr groR ist und somit keine
Vergleiche mit unseren Experimenten maoglich sind.

Fiar alle bekannten GPCRs liegt die Ligandenbindungsstelle auerhalb der G-
Protein aktivierenden Region (Ji et al., 1998). Es muss also zwischen der
Bindung eines Liganden und der Aktivierung des G-Proteins ein
Signaltransduktionsmechanismus existieren, der als agonisteninduzierte
Konfirmationsanderung des Rezeptors verstanden wird. Die p-Rezeptor-
mutanten V120L, 1185V, D212N und K253R sind aufllerhalb der bekannten
Bindungsregion bestehend aus den Transmembrandomanen drei, finf und
sechs lokalisiert. Die veranderte Aktivierbarkeit dieser Mutanten mit den
vorgestellten Liganden lasst den Rickschluss auf eine Beeinflussung der
Konfirmationsanderung im Rezeptor zu.

Betrachtet man ein in Kooperation mit Prof. Gianluca Ottolina, Istituto di
Chimica del Riconoscimento Molecolare CNR, Milano angefertigtes
Rezeptormodell des Bq-adrenergen Rezeptors , so bestatigt sich die aus den

Bindungsexperimenten gezogene Schlussfolgerung, dass die Mutationen die
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Bindungsstelle fir alle untersuchten Agonisten und Antagonisten nicht
verandert. Samtliche mutierten Aminosauren sind auch in diesem

dreidimensionalen, auf der Rhodopsinstruktur basierten Modell zu weit von der

bindungsrelevanten Region entfernt.

Abbildung 23| Modell des humanen B;-adrenergen Rezeptors.

A Dargestellt sind die Aminosauren, welche nach der erfolgten Mutation mit Broxaterol und/ oder
Terbutalin aktiviert werden kénnen. B Dargestellt sind Aminosauren, fiir die eine Interaktion in der
Bindung von Agonisten vermutet wird. AuRerdem sind zwei der mutierten Aminosauren ( 1185 und
D212) gezeigt. Die kiirzeste Distanz zwischen Terbutalin und einer mutierten Aminosaure ist mit einer

weillen Linie zu 1185 dargestellt.

Der kurzeste Abstand zwischen dem in die Bindungsstelle gedockten Terbutalin
und einer mutierten Aminosdure betragt 7.7 A und zeigt sich zwischen
Terbutalin und der Aminosaure 1185. Somit ist es sehr unwahrscheinlich, dass
die mutierten Aminosauren direkt mit dem Liganden interagieren.

Im pBg-adrenergen Rezeptor konnte mit fluoreszenzspektroskopischen
Messungen gezeigt werden, dass wahrend einer agonisteninduzierten
Konfirmationsanderung die Transmembrandomanen drei und sechs (Gether et
al., 1997), sowie die Transmembrandomanen funf und sechs (Ghanouni et al.,
2001) miteinander interagieren. In der zuletzt genannten Publikation wurde die

Aminosaure Glu*®**, die sich an der intrazellularen Seite der
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Transmembrandomane funf befindet, mutiert und mit einem fluoreszensaktivem
Reagenz markiert. In der Folge konnten mit der ebenfalls fluoreszenzmarkierten
Aminosaure Cys®® in der Transmembrandoméne sechs Absténde der beiden
Aminosauren wahrend einer Aktivierung gemessen werden.

Bezient man die gewonnen Daten aus dieser Arbeit mit ein, so ist es gut
vorstellbar, dass die Aminosaureposition Lys®>*, welche sich im pi-adrenergen
Rezeptor nur vier Aminosauren von der korrespondierenden Aminosaure Glu?**
des B2- Rezeptors befindet, in den Aktivierungsprozess einbezogen ist und als
ein mdglicher Schalter fir die Aktivierung des G-Proteins agiert.

Das Konzept, dass durch eine Mutation in einem B-adrenergen Rezeptor ein
Ligand vom Antagonist zum Agonist wird, ist nicht neu. Granneman et al. (1998)
haben im B+1-Wildtyprezeptor der Ratte eine Doppelmutante an der Position 350
und 351 (F350A und F351L) hergestellt. Es wird beschrieben, dass die Affinitat,
die Potenz und die maximale Wirkung des ps-Agonisten CL 316,243 (ein
volumindser N-substituierter Ligand) an dieser Doppelmutante gesteigert war.
Die Affinitatszunahme wird mit 100fach, die Potenzzunahme mit 1000fach
angegeben. Die B4-Doppelmutante lasst sich nun mit CL 316,243, welches am
B1-Rezeptor antagonistisch wirkt, vergleichbar mit Noradrenalin aktivieren.
Somit unterscheidet sich diese Publikation inhaltlich von dem vorliegenden
Ergebnis, da hier wie erwahnt, durch die Punktmutationen keine
Veranderungen in der Affinitat fur die eingesetzten Liganden zu verzeichnen ist.
Das wesentliche Ergebnis dieser Arbeit, dass der 1-adrenerge Rezeptor durch
Punktmutationen funktionelle Eigenschaften eines pz-adrenergen Rezeptors
erhalt, ohne Veranderungen der pharmakologischen Charakteristika des f1-

Subtyps aufzuweisen, wurde bisher noch nicht beschrieben.
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4. Perspektiven

Mit dem vorliegenden Ergebnis sogenannte reine ,gain-of-function® Mutanten
am P4-adrenergen Rezeptor generiert zu haben ist ein wichtiger Schritt fur das
Verstandnis des bedeutsamen, aber molekular wenig charakterisierten, p1-
adrenergen Rezeptors gelungen.

Ein solches Ergebnis wirft naturlich neue Fragen auf: Wie erklart man die
dramatischen Effekte, die durch biochemisch gesehen sehr konservative
Aminosaurenaustausche stattfinden? Wieso kdnnen subtile Veranderungen in
der Struktur des Liganden dazu fuhren, dass manche Rezeptormutanten
aktiviert werden und andere nicht, obwohl sie sich nur in einer einzigen
Aminosaure voneinander unterscheiden? Wie funktioniert ein
Aktivierungsmechanismus, der neben den bekannten Aminosauren in der
Ligandenbindungsstelle auch solche, welche aullerhalb der Bindungsstelle
lokalisiert sind, miteinschlief3t?

Ein Weg zum weiteren Verstandnis der gewonnen Erkenntnisse ist die
Generierung von Rezeptormodellen mit diesen Daten. Dockingstudien von
funktionell verschiedenen Liganden an dem mutierten Rezeptor konnten weitere
Aufschlisse Uber die Struktur-Wirkungsbeziehung dieser Liganden an
adrenergen Rezeptoren liefern und somit letztendlich auch neue Erkenntnisse
fur G-Protein gekoppelte Rezeptoren im allgemeinen liefern. Allerdings ist es
hierzu notig, Modelle aktivierter Rezeptoren zu entwickeln, um sie mit den zur
Verfugung stehenden Modellen der nicht aktivierten Rezeptoren vergleichen zu
kdnnen.

So konnte diese Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Ligand-Rezeptor-
Interaktion und der daraus resultierenden molekularen Mechanik der
Aktivierung beitragen. Sollte dieser Schritt vollzogen sein ware ein
spezifischeres ,Drug Design“ an den p-adrenergen Rezeptoren moglich.

Eine der wichtigsten unerwlinschten Wirkungen von einem (-Blocker ist die
Bronchialobstruktion durch gleichzeitige Blockade des ,-Rezeptors. Umgekehrt
zeigen sich bei der Verwendung von B2-Agonisten in der Asthmatherapie

kardiale unerwunschten  Wirkungen wie Tachykardie und andere
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Herzrhythmusstorungen. Daher ware es winschenswert (-Blocker ohne
bronchial-obstruktive Nebenwirkungen oder p2-Agonisten mit (-Blocker
Eigenschaften zu entwickeln.

Obwohl die Arbeit zum Ziel hatte, pharmakologische Unterschiede von
Liganden an [-Rezeptorsubtypen zu erklaren, haben die gewonnenen
Erkenntnisse moglicherweise weiterreichende Bedeutung. Die Ergebnisse
legen nahe, dass neben den Rezeptor-Liganden-Interaktionen auch strukturelle
Elemente auBerhalb der Ligandenbindungsstelle die intramolekularen

Bewegungen bei der Aktivierung eines Rezeptors beeinflussen.
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V. Zusammenfassung

Eine durch Aktivierung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors induzierte
Konfirmationsanderung resultiert in einer Signaltransduktion durch das G-
Protein zu einem Effektorenzym wie der Adenylylcyclase. In dieser Arbeit
konnten Aminosauren in dem zur G-Protein gekoppelten Rezeptorfamilie
zugehdrigen Bi-adrenergen Rezeptor identifiziert werden, welche flr dessen
Aktivierung von Bedeutung sind. Der Analyse von [¢-adrenergen
Rezeptormutanten lag die Erkenntnis zu Grunde, dass therapeutisch genutzte
Liganden wie Terbutalin, oder das experimentell eingesetzte Broxaterol
Agonisten am f2- und PBs-adrenergen Rezeptor, jedoch Antagonisten am f3¢-
adrenergen Rezeptor sind. Dieses Verhalten wurde zum Anlass genommen
spezifische Aminosauren zu identifizieren, welche eine bedeutende Funktion in
der Aktivierung von [-Rezeptorsubtypen haben konnten. Nach einem
Aminosaurevergleich innerhalb der Familie der B-adrenergen Rezeptoren
konnten Aminosaurepositionen identifiziert werden, die identisch im - bzw. B3-
Rezeptor sind und sich von denen des [34- Rezeptors unterscheiden und damit
das Aktivierungsprofil von Broxaterol und Terbutalin widerspiegeln. Mit
zielgerichteten Punktmutationen wurden nun insbesondere im Bereich der
Transmembranregionen solche Aminosauren im B4-adrenergen Rezeptor durch
die entsprechende des B2- (B3-) Rezeptors ersetzt. Obwohl keine der getesteten
Mutanten Unterschiede im pharmakologischen Bindungsprofil zeigten, konnten
vier Mutanten gefunden werden, welche partiell oder vollstandig durch
Broxaterol oder Terbutalin aktiviert wurden. Die beiden Mutanten 1185L sowie
D212N konnten mit Broxaterol und Terbutalin aktiviert werden, zwei Liganden,
die Antagonisten am B4- Wildtyprezeptor sind. AuRerdem konnten zwei weitere
Mutanten, V120L und K253R, durch Terbutalin aktiviert werden. Betrachtet man
die Struktur von Terbutalin, so ist dieser Ligand den endogenen
Katecholaminen ahnlicher als Broxaterol. Ein Rezeptormodell zeigt, dass die
vier relevanten Aminosauren auf3erhalb der Ligandenbindungsregion liegen und

somit eine direkte Interaktion mit dem Liganden unwahrscheinlich erscheint.
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Diese These wird durch das im Vergleich zum Wildtyp nicht veranderte
Bindungsprofil der Bi-Rezeptormutanten unterstitzt. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Aminosauren V120, 1185, D212 und K253 in der
ligandeninduzierten Konfirmationsanderung des [4-Rezeptors von Bedeutung

sind.
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VII. Abkiirzungsverzeichnis

CGP-20712

DMSO

EDTA

GDP
GPCR
GTP

H

I
IC1-118551

K

L
LB-Medium
M

N

P

PBS

PCR

kontextabhangig Alanin oder Adenin
Adenosintriphosphat

Basenpaar

kontextabhangig Cystein oder Cytosin
((£)-2-hydroxy-5-[2-[[2-hydroxy3-
[4-[1-methyl-4-(trifluoromethyl)-1H-imidazol-2-yl]
phenoxy]propyllJamino]ethoxy]-benzamide)
Asparaginsaure

Dimethylsulfoxid

kontextabhangig Glutaminsaure oder Extrazellullarer
Loop

Essigsauredinatriumtetraacetat

Phenylalanin

kontextabhangig Glycin oder Guanin
Guanosindiphosphat

G-Protein gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Histidin

kontextabhangig Isoleucin oder Intrazellularer Loop
((£)-1-[2,3-(dihydro-7-methyl-
1H-inden-4-yl)oxy]-3-[(1-methylethyl)amino]-2-butanol)
Lysin

Leucin

Liquid-Broth Medium zur Kultivierung von E.Coli
Methionin

Asparagin

Prolin

Phosphate Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion

Glutamin
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R Arginin

RT Raumtemperatur

S Serin

T kontextabhangig Threonin oder Thymin

TAE-Puffer Elektrophoresepuffer, enthalt Tris, Essigsaure und EDTA
™ Transmembrandomane

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid

Vv Valin

W Tryptophan

Y Tyrosin
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VIII. Anhang

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

TGCTACCCGC
CCCGCCCCCG
AGCCCGGTAA
TGCTGGTGCC
CGCTGICTCA
TCGTGECEEG
TCACCAACCT
TGCCGTTCGG
AGCTGIGGAC
TTGCCCTGEA
GCECECEEEC
TGCCCATCCT
ACCCCAAGTG
CCTTCTACGT
AGAAGCAGGT
CGCCCTCCCC
CCGCCGECCEC
CGCGCCTCGT
TCTTCACGCT
AGCTGGTGCC
TCAACCCCAT
GCTGCGCCCG
CGCECCTGICT
ACGACGATGT
ACGCECGEEEC
CCTCGGAATC
GGGAACGAGG
CCTCGTCTGA
TTTGGGAAGG

GCCCCECTT
GCCTCCCCAG
CCTGTCGICG
CGCGTCECCG
GCAGITGGACA
CAATGICCTG
CTTCATCATG
GGCCACCATC
CTCAGTGGAC
CCGCTACCTC
GCGEEECCTC
CATGCACTGG
CTGCGACTTC
GCCCCTGTGC
GAAGAAGATC
CTCGCCCTCG
CGCCGCCACC
GGCCCTACGC
CTGCTGECTG
CGACCECCTC
CATCTACTGC
CAGGGECTGCC
GECCCEECee
CGTCaEEECe
GCCGEECGGAC
CAAGGTGTAG
AGATCTGIGT
ATCATCCGAG

CTGEEGTGIT
CTCGGCATGG
GCCGCACCGC
CCCaeCCTCGT
GCGEECATGG
GIGATCGT GG
TCCCTGGCCA
GIGGTGTGEG
GIGCTGIGCG
GCCATCACCT
GI'GI'GCACCG
TGECGEECEGE
GI'CACCAACC
ATCATGECCT
GACAGCTGCG
CCCGTCCCCG
GCCCCCCTGG
GAGCAGAAGG
CCCTTCTTCC
TTCGTCTTCT
CGCAGCCCCG
CGCCEECECe
GGACCCCCGEC
ACGCCGCCCG
AGCGACTCCGA
GECCCEECEC
TTACTTAAGA
GCAAAGAGAA

CCCCAACCAC
GCCCEEEEGET
TCCCCGACGG
TGCTGCCTCC
GICTGCTGAT
CCATCGCCAA
GCGCCGACCT
GCCGCTGGEA
TGACGGECCAG
CGCCCTTCCG
TGTGGGECCAT
AGAGCGACGA
GGGCCTACGC
TCGTGTACCT
AGCGCCGTTT
CGCCCECECe
CCAACGEECG
CCCTCAAGAC
TGGECCAACGT
TCAACTGCECT
ACTTCCGCAA
ACGCGACCCA
CATCGCCCGG
CGCGCCTECT
GCCTGGACGA
GGGGECCCEEA
CCGATAGCAG
AAGCCACGGA

GGCCCAGCCC
GCTCGICCTG
CGCGECCACC
CGCCAGCGAA
GGCCCTCATC
GACGCCCCCG
GGTCATGEGEG
GIACGCECTCC
CATCGAGACC
CTACCAGAGC
CTCGECCCTG
GECECECCEC
CATCGCCTCG
GCGEEGTGITC
CCTCGEECEEC
GCCGCCCGEA
TGCGGGTAAG
GCTGGECECATC
GGTGAAGECC
GGECTACGCC
GCECCTTCCAG
CCGAGACCGG
GCECCECCTCG
GGAGCCCT GG
GCCGTGECCEC
CTCCGGEGCAC
GIGAACTCGA
CCGITGCACA

GATGGGAGAG TGECTTGCTG ATGITCCTTG TTG

TGCCACACCC
GGECECCTCCG
GCGECECEEC
AGCCCCGAGC
GIGCTGCTCA
CTGCAGACGC
CTGCTGGTGG
TTCTTCTGCG
CTGIGTGICA
CTGCTGACGC
GIGIcCcrTCC
TGCTACAACG
TCCGTAGICT
CGCGAGECCC
CCAGCGECEEC
CCCCCECECC
CGECGEECCCT
ATCATGGEECG
TTCCACCGECG
AACTCGECCT
GGACTCGCTCT
CCGCGECECCT
GACGACGACG
GCCGECTGCA
CCCCECTTCG
GCCTTCCCAG
AGCCCACAAT
AAAAGGAAAG

Anhang 1| DNA-Sequenz des Bi-adrenergen Rezeptors . Dargestellt ist die Basenabfolge des B1-

adrenergen Rezeptors, GenBank Eintrag J03019 (Frielle et al., 1987), welche fiir die Herstellung der

Mutanten verwendet wurde.
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