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Einleitung

1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Rezeptoren, die an der Zellmembran oder auch intrazellular lokalisiert sind, sind
verantwortlich fiir die Signalweiterleitung einer grofen Zahl extra- und intrazellularer Stimuli.
Neben zytosolischen Rezeptoren existieren in eukaryotischen Zellen Membranrezeptoren,
die weiter in ligandengesteuerte lonenkanale (Synonym: ionotrope Rezeptoren),
enzymgekoppelte sowie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (Synonym: metabotrope
Rezeptoren) unterteilt werden.

Die bei Weitem grofte der Rezeptorfamilien stellt die der GPCR (G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren; Synonyme: 7-TMR, 7-Transmembrandomanen-umspannende Rezeptoren,
heptahelikale Rezeptoren) dar, die extrazellulare Signale Uber G-Proteine (Guaninnukleotid-
bindendes Protein, GTP-bindendes Protein) in das Zellinnere weiterleitet. Es existieren etwa
1000 Gene, die flir Rezeptoren der GPCR-Familie im humanen Genom codieren [1]. GPCR
dienen als Regulatoren nahezu aller bis dato bekannten physiologischen Prozesse in
Mammalia (Saugetieren), nicht zuletzt durch lhre Fahigkeit auf eine grof’e Anzahl
verschiedener sensorischer und chemischer Stimuli, wie Licht, Geruch, Geschmack,
Pheromone, Hormone sowie Neurotransmitter, zu antworten. Als solche reprasentieren sie
wichtige pharmakologische Angriffspunkte von bis zu 40 % aller klinisch verwendeten
Substanzen [2, 3].

1.1.1 Klassen

GPCR werden, basierend auf phylogenetischen Analysen, nach dem System der
NC-IUPHAR (International Union of Pharmacology, Committee on Receptor Nomenclature
and Classification) in finf Klassen eingeteilt [4, 5] Die Sekretin- (Klasse B), Glutamat-
(Klasse C), Adhasions- (Klasse D) oder Frizzled-Taste2-Familie (Klasse E). Diese 4 Klassen
teilen nur einige wenige strukturelle Charakteristika mit der groRten der Rezeptorfamilien [6-
9], der Familie rhodopsinahnlicher GPCR (Klasse A), die in struktureller wie funktioneller
Hinsicht von besonderer Bedeutung ist:

Klasse A-Rezeptoren koénnen in zwei Hauptunterfamilien, die a- und B-Rezeptoren,
untergliedert werden, die sich in Gewebelokalisation und Ligandenspezifitdt, G-Protein-
Kopplung, sowie nachgeschalteten Effektormechanismen unterscheiden [10]. Nach ihrer
Ligandenspezifitat koénnen sie weiter unterteilt werden in Opsin-, Amin-, Peptid-,
Cannabinoid-, oder olfaktorische Rezeptoren. Entsprechend groR3 ist die Bandbreite
unterschiedlicher Liganden, die von Retinal Uber kleine Molekile, wie biogene Amine (z.B.
Adrenalin und Noradrenalin), Purin- und Pyrimidinnukleotide bis hin zu Peptidhormonen
reicht und entsprechend  weitgefachert ist das  ,Netzwerk®  aktivierbarer
Signaltransduktionswege.
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Die Sequenzhomologie zwischen Rezeptoren der Rhodopsin-Familie ist sehr gering und
beschrankt sich auf einige wenige Aminosauren und Sequenzmotive, die aber wegen ihres
hohen Konservierungsgrades eine strukturelle und funktionelle Bedeutung nahe legen.
Charakteristische Elemente der rhodopsinahnlichen Rezeptoren sind die in Abbildung 2
schematisch dargestellten Motive Glu/Asp-Arg-Tyr (E/DRY-Motiv) auf der zytoplasmatischen
Seite der Transmembrandoméane Ill [4, 11] und Asn/Asp-Pro-xx-Tyr (NPxxY-Motiv) auf der
zytoplasmatischen Seite der Transmembrandomane VII, (wobei x jeder beliebigen genetisch
kodierten Aminosaure entsprechen kann). Die als DRY-Motiv bekannte Aminosaureabfolge
ist in etwa 72 % der GPCR der Rhodopsin-Familie existent.

Abbildung 2: Schematische zweidimensionale Darstellung der Struktur eines GPCR der Klasse A. Die
sieben Transmembrandomanen (blau) sind Uber drei extra- und intrazelluldre Schleifen (grau) miteinander
verbunden. Die rot hervorgehobenen strukturellen Elemente, wie das E/DRY-Motiv am zytoplasmatischen Ende
von TM3 (2) oder das NPXXY-Motiv in TM7 (1), sind hochkonserviert in GPCR der Rhodopsin-Familie. Grin
dargestellt: 2 konservierte zur Disulfidbriickenbildung befahigte Cysteinreste (3).

1.1.2 Grundstruktur

Obwohl GPCR keine allgemeine Proteinsequenzhomologie aufweisen [4, 11], teilen sie die
folgenden strukturellen und funktionellen Charakteristika: Sie zeichnen sich topologisch
durch sieben a-helikale Transmembrandomanen (auch als TM-Doméanen, TMD oder a-
Helices bezeichnet) aus [12], die jeweils 20-27 Aminosaduren umfassen und durch drei
alternierende intra- und extrazellulare Schleifen (je 5-230 Aminosauren) miteinander
verbunden sind. Zudem tragen GPCR einen extrazellularen Amino-Terminus (N-Terminus)
und einen  intrazellularen  Carboxyl-Terminus  (C-Terminus), der  potentielle
Phosphorylierungsstellen fiir eine bzw. mehrere Proteinkinasen besitzt [13]. In der zweiten
extrazellularen Schleife und am Anfang der dritten transmembranaren Domane des
Rezeptors befinden sich zwei konservierte, zur Disulfidbrickenbildung befahigte Cysteine,
die durch die Verknlpfung der Transmembrandomane Ill mit der Extrazellularschleife die
Struktur des Rezeptors stabilisieren. Die grofte Sequenzhomologie weisen die GPCR
innerhalb der hydrophoben TM-Doméanen auf (a,-Adrenorezeptor-Subtypen zeigen hier
beispielsweise 75 % Sequenzhomologie).
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Die variabelsten Bereiche innerhalb der GPCR-Familie stellen der C-Terminus, der
intrazellulare Bereich zwischen TM5 und TM6 sowie der N-Terminus dar [14]. Der N-
Terminus umfasst, je nach Rezeptorgruppe, zwischen 10-50 Aminosauren bei Monoaminen
(Klasse A GPCR) und bis zu 600 Aminosauren bei Rezeptoren der Glutamat-Familie (Klasse
C GPCR) [15].

Der C-Terminus wie auch die dritte intrazellulare Schleife (Intrazellularloop 3, IL3,) zeigen
ebenfalls rezeptorspezifische Variabilitat.

1.1.3 Kristallstrukturen

Erste Informationen Uber den strukturellen Aufbau von GPCR konnten aus der
zweidimensionalen Kristallstruktur bovinen Rhodopsins abgeleitet werden [16, 17], die
zusammen mit nachfolgenden computergestitzten Methoden von Baldwin [18] die
Grundlage fir viele molekulare GPCR-Modelle bildete. Im Jahre 2000 gelang es Palcewski
et al., die dreidimensionale Struktur bovinen Rhodopsins in seinem inaktiven Zustand zu
I6sen. Die geringe Membranexpression und ungunstige physiochemische Eigenschaften
erschwerten die Kristallisation und Strukturaufklarung weiterer G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren. Nach der Strukturaufklarung des bovinen Rhodopsins konnte daher erst im Jahr
2007 die dreidimensionale Struktur des G-Protein-gekoppelten beta2-adrenergen Rezeptors
(B2AR) aufgeklart werden [19-21]. Da zur Kiristallisation des B.AR das native
Rezeptormolekil experimentell durch das Einfligen des T4-Lysozyms (Enzym des
Bakteriophagen T4) bzw. eines Antikérper Fab-Fragments in der dritten Intrazellularschleife
modifiziert und der C-Terminus geklrzt werden musste, ist ein detaillierterer
Strukturvergleich der beiden ,Modellrezeptoren® B,AR und Rhodopsin kritisch zu betrachten
[22, 23]. Dennoch legte die allgemeine strukturelle Ahnlichkeit der beiden GPCR den
Schluss nahe, dass auch andere Rezeptoren den gleichen (Grund-)Aufbau aufweisen.
Abbildung 3 zeigt, neben der ahnlichen Allgemeinstruktur des B>AR und Rhodopsin, auch
die leicht unterschiedliche Anordnung der 7TM-Helices.

Der Vergleich der derzeit bekannten Rdntgenkristallstrukturen: Bovines Rhodopsin mit 11-cis
Retinal, Opsin mit oder ohne G,-Peptid, Carazolol- oder Timolol-gebundener (,AR, BsAR mit
Cyanopindolol, Adenosin A,,-Rezeptor mit ZM241385 und Tintenfisch-Rhodopsin mit 11-cis
Retinal [19-21, 24-34], konnte den allgemeinen strukturellen Aufbau G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren bestatigen.

Jedoch reprasentieren fast alle dieser Strukturen Rezeptoren in ihrer inaktiven Konformation,
so dass nur bedingt Riuckschlisse auf den/die jeweiligen Aktivierungsmechanismus/-en der
verschiedenen GPCR gezogen werden kdnnen. Einzig die Struktur des Opsins im Komplex
mit dem C-terminalen Peptid der a-Untereinheit Transducin dirfte, trotz des Fehlens des
Agonisten All-trans Retinal, eine dem aktiven Rezeptorzustand ahnliche Konformation
darstellen [23, 35].
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Abbildung 3: Vergleich der Orientierung der Helices von Rhodopsin und dem ;AR-T4Lysozym (T4L). (A)
Uberlagerung der Kristallstrukturen. In Abhangigkeit von den beobachteten Abstanden zwischen den Doméanen
der beiden Strukturen sind die jeweiligen Rezeptorbereiche des Bandermodells Rot bis Blau eingefarbt. Die
Position der Helix 2 in den beiden Strukturen ist im Gegensatz zu Helix 3, 4 und 5 ahnlich. Helix 8 sowie die
(extra- und intrazelluldren) Schleifen (hellbraun) wurden in den Vergleich nicht einbezogen. (B) Lokalisierung der
Helix 1 und 5 in Rhodopsin relativ zum B>AR-T4L. (C) Relative Position der Helices 3, 4 und 6. (D) Gezeigt ist
die Ligandenbindungsdomane. Carazolol ist durch die gelben Kohlenstoffatome reprasentiert. Basierend auf
dem Grad der Abweichung von der Position des Rhodopsin-Molekuls im Bereich der Ligandenbindungsstelle,
sind die Helices des B2AR farblich von Blau bis Rot markiert. (Entnommen aus: Cherezow, V. et al., 2007 [20])

1.1.4 Aktivierung

Hinweise auf Konformationsanderungen der Transmembrandomanen sowie der C-Termini
wahrend der Aktivierung vieler GPCR resultieren aus biochemischen wie auch
biophysikalischen Studien. Farrens et al. (1996) und Altenbach et al. (1996) erbrachten den
ersten direkten Hinweis, dass wahrend der Photoaktivierung des Rhodopsin-Molekils eine
Bewegung von TM3 und TM6 erfolgt. Erste Hinweise auf eine Schliisselrolle entsprechender
Bewegungen in GPCR, die durch diffusionsfahige Liganden aktiviert werden, resultierten aus
Ergebnissen von ,zink crosslinking studies® [36, 37], Messungen chemischer Reaktivitat
konstitutiv aktiver Rezeptormutanten [38, 39], IR-Spektroskopie, der Monobromobiman-
Methode [40] wund nicht zuletzt fluoreszenzspektroskopischen Messungen. Als
Hauptmechanismen der Rezeptoraktivierung ist zum einen der sogenannte ,rotamer toggle
switch®, eine Rotationsbewegung der TM6 [37, 41-44], zum anderen das Aufbrechen
ionischer Interaktionen zwischen dem E/DRY-Motiv am zytoplasmatischen Ende der TM3
und konservierten Strukturen am zytoplasmatischen Ende der TM6 (,ionic lock®) beschrieben
[41, 45]. Biophysikalische Experimente an gereinigten B,AR lassen vermuten, dass die
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beiden postulierten Strukturveranderungen (,rotamer toggle switch“ und ,onic lock®)
unabhangig voneinander und abhangig vom jeweiligen Agonisten aktiviert werden kénnen
(Tabelle 1). So kann Katechol (1,2-Benzendiol), im Gegensatz zu Salbutamol oder Dopamin,
die Interaktionen zwischen TM3 und TM6 (,ionic lock®) nicht trennen, wahrend der nicht-
Katecholamin Agonist Salbutamol die mit dem ,rotamer toggle switch“ assoziierten
Konformationsdnderungen nicht induzieren kann [46, 47] (Strukturen der Substanzen finden
sich im Abschnitt ,Material und Methoden® sowie im Anhang). Die Katecholamine
(Brenzcatechinamine) Isoproterenol und (Nor-)Adrenalin wiederum scheinen sowohl den
.fotamer toggle switch® als auch den ,ionic lock® zu aktivieren.

Ligand .Rotamer toggle switch® Jonic lock”
Isoproterenol + +
Adrenalin + +
Noradrenalin + +
Salbutamol - +
Dopamin + +
Katechol + -

Tabelle 1: Zusammenfassung der Effekte unterschiedlicher BAR-Liganden auf die zwei molekularen
Aktivierungsmechanismen des B2AR, ,rotamer toggle switch® und ,ionic lock® (Yao, X. et al., 2006 [40]).

Demzufolge scheinen strukturell unterschiedliche Liganden verschiedene Kombinationen von
Interaktionen, die einen Rezeptor im inaktiven Zustand stabilisieren, wie den ,toggle switch®
und den ,ionic lock®, zu zerstdren. Entweder direkt durch die Bindung an Aminosauren, die in
den unterschiedlichen intramolekularen Interaktionen involviert sind, oder aber indirekt durch
die Stabilisierung neuer intramolekularer Interaktionen. Jede dieser Liganden/Rezeptor-
Interaktionen erhéht die Wahrscheinlichkeit fir nachfolgende Wechselwirkungen zwischen
Ligand und Rezeptor, so dass letzten Endes ein aktiver Rezeptorzustand Uber eine Serie
intermediarer Konformationen induziert werden duirfte (Abbildung 4) [47-50].
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Abbildung 4: Schema sequentieller Agonistenbindung und Rezeptoraktivierung. (A) Schematische
Darstellung struktureller Komponenten eines GPCR-Liganden. (B) Anordnung der TMD eines GPCR von der
extrazelluldren Seite aus betrachtet. Die Agonisten-Bindungsdoméanen sind in Rot (TMD3), Blau (TMDG6) und Griin
(TMD5) hervorgehoben. (C) In Abwesenheit eines Liganden besitzt der Rezeptor eine flexible Struktur (RO). Bei
Ligandenbindung werden durch multiple Rezeptor/Liganden-Interaktionen von R°  verschiedene
Rezeptorkonformationen (AR'??) induziert/stabilisiert. Somit induziert bzw. stabilisiert die sequenzielle Bindung
eines Liganden (ber verschiedene Zwischenkonformationen (AR1, ARZ) eine aktive Rezeptorkonformation (AR3).

Entsprechend weist die Ligandenbindungsstelle vermutlich keine starre Struktur auf, sondern
wird bei Bindung eines Liganden durch die steigende Zahl der Rezeptor/Liganden-
Interaktionen dynamisch geformt.

Nach diesem Modell ,,sequentieller Agonistenbindung und Konformationsselektion*
(“sequential binding and conformational selection model“; [51]) kénnten sowohl Isoproterenol
als auch Adrenalin beide, wie in Tabelle 1 dargestellt, den ,ionic lock® trennen sowie den
»foggle switch“ aktivieren und einen aktiven Rezeptorzustand (R*) induzieren, wobei die
beiden Konformationen (R*agrenaiin UNd R*isoproterenot) Nicht zwangslaufig identisch sein missen
[52].

Das diesem Konzept zugrunde liegende Modell ,,multipler Rezeptorkonformationen*
wurde erstmals von Kenakin et al., 2002 und Schwartz, 1996 postuliert nachdem mehr und
mehr Beobachtungen nicht mehr durch das klassische pharmakologische ,,Modell zweier
Rezeptorzustande® (,two state model* [53]) erklart werden konnten. Gemall dem aus den
Beobachtungen von Clark (1937), Ariens (1954), Stephenson (1956) und Furchgott (1966)
entwickelten ,two-state model of agonist activation“ fungiert ein Rezeptor als Schaltstelle
zwischen einem inaktiven (,off state“, R) und einem aktiven (,on state“, R*) Zustand. Die
Wirksamkeit eines Liganden besteht demnach in dessen Fahigkeit, das Gleichgewicht
zwischen R und R* zu verschieben. In Abwesenheit eines Agonisten ware der Grad basaler
Rezeptoraktivitdt durch das Gleichgewicht zwischen aktivem und inaktivem Zustand
bestimmt [54]. Bei Rezeptorstimulation mit einem Agonisten wiirde sich dieses Gleichgewicht
dann mehr zur Seite der aktiven Rezeptorkonformation (R*) verschieben. Ein solcher Agonist
wlrde alle mit einem gegebenen Rezeptor ,verknipften® Signalwege in gleichem Ausmal
wie der/die endogene/n Rezeptorligand(en) aktivieren. Entsprechend geht die klassische
pharmakologische Sichtweise davon aus, dass ein Antagonist, welcher einen Signalweg
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antagonisiert, auch alle weiteren Signalwege, die mit dem entsprechenden Rezeptor
gekoppelt sind, blockt (korrelierte Wirksamkeit [55]).

Ein inverser Agonist wiirde bevorzugt an den inaktiven Rezeptor (R) binden und somit den
Anteil aktivierter Rezeptoren (Basalaktivitat) vermindern [56, 57]. Als neutrale Agonisten
wirde man demnach Liganden bezeichnen, die sowohl an R als auch an R* binden und
keinen Einfluss auf das Gleichgewicht ausiiben [54]. Basierend auf diesem Modell reflektiert
der Begriff ,Ligand Efficacy“ die Fahigkeit eines Liganden, das Gleichgewicht zwischen
aktiven und inaktiven Zustand des Rezeptors zu andern. Der Begriff ,Efficacy” kann nach
dem klassischen Modell der Rezeptoraktivierung also durch das Verhaltnis der Affinitat einer
Substanz zum inaktiven Rezeptorzustand zur Affinitdt dieser Substanz zum aktiven
Rezeptorzustand beschrieben werden.

Diese Sichtweise mag flir Rhodopsin zutreffen. Die Absorption eines Lichtphotons reicht in
diesem System aus, um eine maximale Aktivierung hervorzurufen (inverser Agonist cis-
Retinal transformiert zu vollem Agonisten trans-Retinal). Mehr und mehr Studien haben
jedoch gezeigt, dass die Signalprozesse von GPCR weitaus komplexer sind, als bislang
angenommen.

So konnen einige Rezeptoren an mehr als eine G-Protein-Isoform binden [58]. Dies sei
beispielhaft am Cannabinoid-CB1-Rezeptor dargestellt: Der Ligand Desacetyllevonantradol
wirkt bezlglich G;; und G;; als positiver Agonist, stellt jedoch einen inversen Agonisten fir Gis
dar. Ahnlich ist Methanandamid ein inverser Agonist fiir Gi; und Gj,, und ein positiver Agonist
fur Giz [59]. Entsprechende Beobachtungen kdnnten durch unterschiedliche
ligandenselektive Konformationen der G-Protein-Bindedomanen begriindet werden. Diese
Hypothese ware jedoch mit dem klassischen Konzept des ,two state models* nicht vereinbar.

Die Entdeckung, dass die Mutation einiger Serine in TM5 des Dopamin-D,-Rezeptors die
Affinitdt der Ligandenbindung kaum beeinflusst, jedoch nach Stimulation mit einigen
Agonisten zu einem Verlust der funktionellen Kopplung fihrt, wahrend andere den
Mutantenrezeptor voll aktivieren [60], konnte ebenfalls nur schwer im Sinne des ,two state
models® interpretiert werden. Weiterhin konnte das ,klassische Modell zweier
Rezeptorzustande® nicht erklaren, warum unterschiedliche konstitutiv-aktive Mutanten des
aig-Rezeptors, trotz ahnlicher agonistenunabhangiger Aktivitdt, in unterschiedlichem
Ausmal’ phosphoryliert und internalisiert werden [61] und warum manche GPCR in der Lage
sind Uber G-Protein-unabhangige Signalwege zu agieren [62-64]. Zudem war die
Beobachtung, dass ein Agonist eines gegebenen Rezeptors einen betrachteten Signalweg A
verglichen zu einem zweiten Signalweg B in deutlich starkerem Ausmass aktiviert, ein
zweiter Agonist jedoch B starker als A induziert mit dem klassischen Rezeptorkonzept nicht
in Einklang zu bringen; ein Phanomen, das beim Dopamin- und PACAP-Rezeptor
beobachtet werden konnte. So war der Ligand PACAP(1-27) verglichen zu einem zweiten
Rezeptoragonisten PACAP(1-38) potenter beziiglich der cAMP-Produktion. Ein Umgekehrtes
Aktivierungsmuster lie® sich bei der Untersuchung der Inositolphosphatbildung erkennen
[65]. Unabhangig davon machten Kilts et al. (2002) [66] und Mottola et al. (2002) [67]
ahnliche Beobachtungen des gleichen Phanomens an Dopamin-D2L-Rezeptoren. Die
Resultate dieser Studien, wie auch die Hinweise, dass verschiedene Liganden flr einen
gegebenen Rezeptor unterschiedliche Wirkungsprofile flr die Kopplung an verschiedene
Signalwege zeigen [68, 69], waren mit dem ,two state model” nicht vereinbar und lielen die



Einleitung

Vermutung zu, dass unterschiedliche Agonisten unterschiedliche Rezeptorkonformationen
stabilisieren. Entsprechend konnten auch Ghanouni et al. (2001) [42] Uber Fluoreszenz-
Lebenszeit-spektroskopische  Untersuchungen unterschiedliche Konformationen der
G-Protein-Kopplungsdomane in Abhangigkeit vom jeweils verwendeten Liganden (Agonist,
partieller Agonist, Antagonist) detektieren.

Das neuere ,Konzept multipler Rezeptorkonformationen® (zusammengefasst von Kenakin
et al., 1995) [58] ist im Vergleich zum ,two state model* weitaus komplexer, und postuliert die
Existenz multipler, ligandenabhangiger Rezeptorkonformationen, welche zZu
unterschiedlichen Aktivierungsmustern nachgeschalteter Signalwege flihren (siehe auch
Abschnitt ,biased agonism®).
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1.2 ,klassische*” GPCR-Signaltransduktion

Abbildung 5: Schematische Darstellung der ,klassischen® GPCR-Signaltransduktion. Der
Ligandenbindung (1) folgt die Aktivierung heterotrimerer G-Proteine (2). Die Phosphorylierung der Rezeptoren
durch Kinasen (3) fuhrt zu hochaffiner Bindung des Signalproteins B-Arrestin (4), welches sterisch die Bindung
des jeweiligen G-Proteins an den Rezeptor inhibiert und somit G-Protein-abhangige Signalwege terminiert (5). In
der Funktion eines Adapterproteins verkniipft B-Arrestin GPCR mit Elementen der Endozytosemaschinerie. Die
Rezeptor/Adapterprotein-Komplexe gelangen ins Zellinnere (6) Abkiirzungen: AP-2, Adapterprotein 2, p2-
Adaptin; P, phosphorylierte Aminosaure; a, a-Untereinheit; By, By-Komlex.

Ligandenspezifische = Rezeptorkonformationen  kénnen  multiple  Effektorantworten
hervorrufen, unter anderem auch die Aktivierung von G-Proteinen oder B-Arrestinen. In der
Folge kann es zur Phosphorylierung, Desensibilisierung und Internalisierung von
Rezeptoren, sowie deren Interaktion mit Membran- und zytosolischen Proteinen kommen
(Abbildung 5) [70, 71].

1.2.1 G-Protein-Aktivierung

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus einer a-, einer B- sowie einer y-Untereinheit und
dienen als Informationsvermittler zwischen aktiviertem Rezeptor und intrazellularen
Effektorsystemen. Mittels einer am N-Terminus der a-Untereinheit vorliegenden
Myristoylierung und der Farnesylierung eines Cysteinrestes der y-UE sind die G-Proteine an
der Membran verankert. Wahrend die a-Untereinheit Bindungsstellen fir GDP bzw. GTP
besitzt, sind die 8- und y-Untereinheit zu einem By-Komplex verknupft.

1.21.1 Mechanismus der Aktivierung - der ,,GTPase Zyklus*

Im inaktiven Zustand ist die Guaninnukleotid-Bindestelle der Ga-Untereinheit durch GDP
besetzt. Bindet das G-Protein an den aktivierten Rezeptor, induziert dieser eine
Konformationsanderung im jeweiligen G-Protein und GDP wird durch zellulares GTP ersetzt
[72], wobei der Rezeptor als GTP-Austauschfaktor (GTP exchange factor, GEF) fir das
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gebundene G-Protein fungiert. Im Folgenden kommt es zur Dissoziation der Ga-Untereinheit
von der By-Untereinheit [73, 74]. Sowohl die a-Untereinheit als auch der By-Komplex [75-78]
kénnen nun die Aktivitat von Effektormolekllen regulieren [79]. Zur Terminierung des
Effektes wird das in der Ga-Untereinheit gebundene GTP durch die intrinsische GTPase-
Aktivitdt der a-Untereinheit unter Freisetzung eines Phosphatrestes zu GDP und H,O
hydrolysiert, ein Vorgang, der durch RGS-Proteine (Regulator of protein signalling)
beschleunigt werden kann. Dieser Vorgang flhrt zur Reassoziation der Untereinheiten [80]
und zur Herstellung des inaktiven Ausgangszustandes des heterotrimeren G-Proteins.

Neben diesem als ,collision coupling“ Modell beschriebenen Mechanismus wird diskutiert, ob
der Rezeptor mit dessen G-Protein nicht auch in Abwesenheit eines Agonisten einen stabilen
Komplex bildet [81]. Nach diesem alternativen Modell (,precoupling® Modell) wirde die
Aktivierung des Rezeptors zu einer Konformationsanderung innerhalb des Rezeptor/G-
Protein Komplexes und nachfolgend zur Effektoraktivierung fuhren [82].

1.2.1.2 G-Proteine und ihre Effektoren

Bis heute sind 20 a-, 6 B- und 12 y-Untereinheiten bekannt [72, 83], die verschiedene
heterotrimere G-Proteine bilden und nachfolgend eine Vielzahl von
Signaltransduktionswegen beeinflussen kénnen. Basierend auf ihrer Sequenzhomologie und
funktionellen Ahnlichkeiten der a-Untereinheit, werden G-Proteine vier Klassen zugeteilt [84],
deren Eigenschaften in Tabelle 2 zusammengefasst sind.
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G-Protein- a-Untereinheit Effektorproteine Sekundare Beispiele Rezeptoren
Subfamilien Botenstoffe
Gs-Familie
Gs Os Adenylylzyklase 1 cAMP 1 B-Adrenorezeptoren
Goir Ooif Adenylylzyklase 1 cAMP 1 Olfaktorische Rezeptoren
Gq-Familie
Gq Og, 11, 14, 15, 16 Phospholipase CB 1 IP37; DAGT; Purinerge Rezeptoren
ca?
G1213-Familie
Gians Q12,13 Rho-Proteinet Rho-Kinasen? Hormon-/Neurotrans. Rezeptoren
Gi-Familie
Giro aj, 1,2,3 Oo Adenylylzyklase | cAMP| Hormon-/Neurotrans. Rezeptoren
Gt Ot (Transducin) PDEG6% cGMP-Abbau Rhodopsin
Ggust Ogust (Gustducin) PDE67; PLCB cGMP-Abbau Geschmacksrezeptoren
G, (o8 Adenylylzyklase |

Tabelle 2: Einteilung heterotrimerer G-Proteine (a-Untereinheiten) und ihre Signaleigenschaften
SpleilRvarianten einzelner Ga-Proteine sind nicht aufgefuhrt. Abkilirzungen: cAMP, zyklisches Adenosin-3°,5'-
monophosphat; Gi s, of inhibitorisches/stimulierendes/olfaktorisches G-Protein; Gq, historisch bedingte,
alphabetische Bezeichnung einer G-Protein-Subfamilie; cGMP, cyclisches Guanosinmonophosphat; UE,
Untereinheit; Rho-Proteine, Untergruppe der Ras-Superfamilie kleiner G-Proteine; Neurotrans. Rezeptoren,
Neurotransmitter Rezeptoren; 1, Aktivierung/Bildung

Auch wenn GPCR klassischer Weise je nach Kopplung an einen Ga-Subtyp und G-Proteine
gemal ihrer Bindung an einen GPCR kategorisiert werden (siehe vorne), weifl man heute,
dass GPCR nicht nur ,bindre Schaltstellen darstellen, sondern verschiedene
Kopplungsmuster mit unterschiedlichen Effektorproteinen zeigen und verschiedene
Signalwege aktivieren: Seit Mitte der 90-er Jahre nimmt die Zahl an Beobachtungen, die auf
G-Protein unabhangige Signaltransduktionsmechanismen hindeuten, standig zu [85-88].
Beispielsweise konnen GPCR, neben den heterotrimeren G-Proteinen, auch an B-Arrestine
binden, die wiederum G-Protein-unabhangig alternative Signalwege aktivieren kdnnen. Diese
Vielfalt der Signaltransduktionsmechanismen setzt sich auch bei den Prozessen der
Signaltermination/Desensibilisierung fort.

1.2.2 Rezeptordesensibilisierung

Der Prozess der Rezeptordesensibilisierung, d.h. die Abnahme der Ansprechempfindlichkeit
von Rezeptoren gegeniiber einem Stimulus Uber die Zeit, stellt einen wichtigen

-11 -




Einleitung

Ruckkopplungsmechanismus dar, der den Rezeptor sowohl vor akuter wie auch chronischer
Uberstimulation schiitzt. GPCR-Desensibilisierung dient jedoch auch als ,Informationsfilter”,
um aus multiplen Rezeptorinformationen (Uber sekundare Botenstoffe sowie Proteinkinase-
abhangige Phosphorylierung) ein spezifisches biologisches Signal zu generieren und
schwachere rezeptorvermittelte Signale zu inaktivieren. Der Mechanismus der
Desensibilisierung kann allerdings auch die therapeutische Wirksamkeit von Rezeptor-
agonisten limitieren.

1.2.21 Involvierte Familien regulatorischer Proteine

Drei Familien regulatorischer Proteine sind bekannt, die im Prozess der Desensibilisierung
involviert sind: G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK), die durch sekundare
Botenstoffe (,second-messenger®) regulierten Proteinkinasen-A (PKA) und -C (PKC), sowie
(B-)Arrestine [89, 90]. Der Prozess der Desensibilisierung umfasst eine Kombination
mehrerer unterschiedlicher Mechanismen: 1) Die Entkopplung des Rezeptors von dessen
G-Protein, 2) Rezeptorinternalisierung sowie 3) Herabregulation der zellularen
Rezeptormenge (,downregulation). Im engeren Sinne bezeichnet der Begriff der
Desensibilisierung nur den Mechanismus der Rezeptorentkopplung von dessen G-Protein.
Diese Definition soll auch im Folgenden verwendet werden.

1.2.21.1 Kinasen

Induziert wird der Mechanismus der Rezeptordesensibilisierung durch die Phosphorylierung
von Rezeptoren mit Hilfe spezifischer Rezeptorkinasen infolge von
Konformationsanderungen des jeweiligen Rezeptors. Zwar befindet sich der Uberwiegende
Teil potentieller Phosphorylierungsstellen in  Serin- und Threonin-reichen Regionen
intrazellularer Rezeptordomanen, v.a. dem Rezeptor C-Terminus sowie der dritten
intrazelluldaren Domane [91-94]. Jedoch gibt es auch Hinweise auf eine Phosphorylierung
innerhalb der ersten und zweiten Intrazellularschleife [95-97] und die Phosphorylierung von
Rezeptor-Tyrosinresten [98]. Vermittelt wird der Prozess der GPCR-Phosphorylierung durch
eine Fille unterschiedlicher Kinasen:

Sowohl die Proteinkinasen-A und -C als auch die G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen
konnen Serin- und Threonin-Reste im IL 3 und/oder dem Rezeptor C-Terminus
phosphorylieren [99-104]. Wahrend die PKA unter anderem durch das, bei der Aktivierung
der Adenylylzyklase gebildete cAMP aktiviert wird, erfolgt die Stimulation der PKC durch die
Freisetzung von Diacylglycerin und/oder Ca®* nach Gq-Aktivierung.

Von den sieben bekannten GRK Isoformen befinden sich die GRK1, GRK2 [105], sowie die
GRK3 [106] in unstimulierten Zellen im Zytosol und werden erst bei Aktivierung von
Rezeptoren und nachfolgender Interaktion mit der Gg,-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine
an die Zellmembran transportiert. Die GRK4, 5 und 6 sind hingegen konstitutiv mit der
Zellmembran assoziiert [103, 107]. Aus historischen Grinden (Entdeckung am B,AR bzw.
Rhodopsin) werden die GRK1, 2 und 3 auch als Rhodopsinkinase (GRK1) bzw. BAR-
Kinase1/2 (GRK2/3) bezeichnet. Die GRK besitzt eine katalytische Domane, die die am
hochsten konservierte Region des Enzyms darstellt und von zwei &hnlich grofien Doméanen
flankiert ist. Die Sequenz der katalytischen GRK-Domane ist zu etwa 33 % identisch mit
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jener der PKA bzw. PKC [108]. Sowohl die PKA und PKC als auch die GRK kénnen am
Desensibilisierungsgeschehen von GPCR beteiligt sein [91, 109]. Neben diesen drei gut
charakterisierten Kinaseformen, ist auch der Einfluss anderer Ser-/Thr Proteinkinasen, wie
der CaM (Ca?‘/Calmodulin-abhangigen)-Kinase [110, 111] auf das Phosphorylierungs-
geschehen von GPCR beschrieben.

Ob die unterschiedlichen Kinasen verschiedene (zell-)spezifische Phosphorylierungsmuster
induzieren, ist Gegenstand der aktuellen Forschung und wird kontrovers diskutiert [112, 113].

1.2.21.2 B-Arrestine

Die GRK-Phosphorylierung hat per se keine inhibitorischen Eigenschaften auf das
Rezeptorsignal. Sie erhdht indes die Affinitdt des Rezeptors flr eine Familie zytosolischer
Proteine, die B-Arrestine [114, 115]. So besitzen B-Arrestine eine 20-40-fache Praferenz flr
phosphorylierte gegeniber unphosphorylierten Rezeptoren [116].

1.2.2.1.2.1 Expression

Es sind vier verschiedene Formen von Arrestinen bekannt, die, wie auch einige G-Protein-
gekoppelte Rezeptorkinasen, eine gewebespezifische Expression zeigen. Das 404
Aminosauren (AS) grol’e Arrestin1 wird auch als visuelles Arrestin oder S-Arrestin
bezeichnet. Arrestin1 wird vor allem in der Retina aber auch dem Kleinhirn sowie primaren
Leukozyten exprimiert und reguliert zusammen mit der GRK1 (Rhodopsinkinase) in den
Stabchen des visuellen Systems die Funktion des Lichtrezeptors Rhodopsin. Arrestind (388
AS), das aufgrund der Lokalisierung des entsprechenden Gens auf dem X-Chromosom auch
als x-Arrestin bezeichnet wird, ist ebenfalls hauptsachlich in der Retina, aber auch
beispielsweise in der Hypophyse und der Lunge lokalisiert. Arrestin4 und GRK7 [117]
steuern in Zapfen die Funktion von (Farb-)Opsin. Die beiden beschriebenen Arrestin/GRK-
Systeme regulieren somit die Funktion von Rhodopsin-Photorezeptoren. Dabei erleichtert die
Farnesylierung eines C-terminalen CAAX-Motives die Licht-induzierte Translokation von
GRK1 aus dem Zytosol an die Plasma-Membran [118]. Erst die Klonierung visuellen
Arrestins durch Shinohara (1987) [119] flhrte zur Isolierung von Klonen des 418 AS grol3en
Arrestin-Homolog, dem p-Arrestin1 [114]. Zu der, aufgrund ihrer gegeniber Rhodopsin
hdheren Praferenz an B,AR zu binden (die zwei hauptsachlichen GPCR-Modellsysteme zur
Zeit der Entdeckung von [B-Arrestin) als B-Arrestine bekannten Proteinfamilie zahlt auch
B-Arrestin2 (410 AS). Die synonym als Arrestin2 (B-Arrestin1) bzw. Arrestin3 (B-Arrestin2)
bezeichneten Proteine werden ubiquitér exprimiert [120-122] und sind zusammen mit der
ebenfalls ubiquitar exprimierten GRK2 (B-adrenerge Rezeptorkinase1; BARK1; [105]), GRK3
(B-adrenerge Rezeptorkinase2; BARK2; [106]), 5 [123] und 6 [124] an der Regulation vieler
GPCR beteiligt.

Den sieben bekannten GRK (und deren Spleiss-Varianten) und vier (3-)Arrestinen steht eine

grolte Zahl verschiedener Rezeptoren gegeniiber. Die gewebespezifische Lokalisierung der

(B-)Arrestine/GRK kdnnte einen Beitrag zur Generierung zellspezifischer Signale leisten.
1.2.2.1.2.2 »Aktivierung“

In Abwesenheit von Agonisten befinden sich visuelles Arrestin und B-Arrestin1 im
Zytoplasma und im Nukleus, wahrend B-Arrestin2 nur im Zytoplasma lokalisiert ist [125]. Die
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initiale Affinitdt far die Bindung an aktivierte Rezeptoren wird zunachst durch N-terminale
Bereiche des Molekiils vermittelt [126].

Im Grundzustand stellen (B-)Arrestine gestreckte Molekile, bestehend aus einer N- und
einer C-Domane sowie einem C-terminal verlangerten Ende (C-Terminus), dar
(Abbildung 6). Wahrend der Rezeptor/(3-)Arrestin-Bindung werden durch
Wechselwirkungen zwischen der Phosphatsensorregion des (B-)Arrestin-Molekils und dem
C-terminalen Teil des Rezeptors intramolekulare Interaktionen zerstort, welche (B-)Arrestin in
seiner inaktiven Konformation fixieren (Abbildung 6).

Abbildung 6: Modell der inaktiven (oben) und aktiven (unten) Konformation von B-Arrestin2. Im inaktiven
(nicht rezeptorgebundenen) Zustand ist das als ,polar core” bezeichnete Netzwerk stabilisierender Salzbriicken
an der Verbindungsstelle der N- und C-Domane intakt und befindet sich in raumlicher Nahe zum C-Terminus. Die
Aktivierung von B-Arrestin2 Uber Interaktion mit einem aktiven Rezeptor flhrt zur Zerstérung des ,polar core® und
zur Exposition der Clathrin- und AP2-Bindedomane. (Enthommen aus Xiao, et al., 2004; [127]).

Im Wesentlichen handelt es sich dabei um ein als ,polar core“ bezeichnetes Netzwerk von
Salzbricken [128, 129] und hydrophobe Interaktionen des C-Terminus mit der N-Domane
bzw. der N- und C-Domane des (B-)Arrestin Molekiils [130]. Daraufhin wird der C-terminale
Bereich des (B-)Arrestin-Molekls ,freigelegt”, was zur Reorientierung der C- und N- Doméane
und hochaffiner Bindung an den phosphorylierten Rezeptor fuhrt [131, 132]. Erste Hinweise
auf die Ausbildung einer ,aktiven® (B-)Arrestin-Konformation, die eine hochaffine
Rezeptorbindung ermoglicht, ergaben sich beispielsweise aus Mutagenesestudien [131],
Ergebnissen limitierter Proteolyse [133] und nicht zuletzt aus der Kristallstruktur des
(B-)Arrestin-Molekiils [129].

Das auf diese Weise ,aktivierte“ (B-)Arrestin-Molekll besitzt nun die Fahigkeit, mit
verschiedenen Bindungspartnern zu interagieren.
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1.2.2.2 Homologe Desensibilisierung

B-Arrestin

Abbildung 7: Schema homologer Rezeptordesensibilisierung. a = Gy Untereinheit, By = Gg, Untereinheit,
GRK = G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase (turkis), P = phosphorylierte Aminosaure (hellblau), B-Arrestin =
B-Arrestin1/2 (grin). Die Bindung eines Liganden (braun) an einen GPCR fihrt zu GRK-vermittelter
Phosphorylierung des ligandenbesetzten, aktivierten Rezeptors und anschlieRend hochaffiner 3-Arrestin-Bindung.

Im Falle einer ,homologen® Desensibilisierung (Abbildung 7) bindet der Kofaktor 3-Arrestin
beispielsweise mit hoher Affinitdt an GRK-phosphorylierte, agonistenaktivierte GPCR und
blockiert somit sterisch die Bindung des Rezeptors an G-Proteine [89, 101, 134, 135] ein
Mechanismus, der innerhalb von Sekunden bis Minuten nach Agonistenstimulation zu
beobachten ist.

Dabei agiert (3-)Arrestin vermutlich, wie bereits angedeutet, nicht nur als ,Phosphorezeptor-
spezifischer Sensor‘. Vielmehr vermutet man, dass (B-)Arrestine auch die aktive(n)
Konformation(en) eines Rezeptors erkennen [136, 137]. D.h. (B-)Arrestine besitzen
moglicherweise neben einer ,Phosphorylierungs-Erkennungsdomane® [128] auch eine
~sensorregion® fur die Erkennung aktiver Rezeptorzustande [133, 138]. Eine hochaffine
Bindung kann nach diesem Modell erst induziert werden, wenn beide ,Sensorregionen” des
B-Arrestin-Molekuls an den Rezeptor binden [138]. Aktuelle Studien identifizierten die
Verbindungsdoméane zwischen den B-Faltblattstrukturen 5 und 6 als Schlisselstelle zur
Erkennung aktiver Rezeptorkonformationen. Im ,aktiven* (rhodopsingebundenem) Zustand
des Arrestin-Molekuls soll die ,Schleife“ in Richtung der N-Domane gefaltet sein, im
»inaktiven“ (rhodopsinungebundenem) Zustand wiederum von dieser wegweisen und eine
a-helikale Konformation einnehmen [139]. Gemal dem ,sequential multisite binding model*
von Gurevich et al. (2004) [138] handelt es sich bei der Bindung des (3-)Arrestin-Molekuls
um einen mehrstufigen Prozess. Darlber hinaus stellten Shukla et al. (2008) [140] wie auch
Gurevich et al. (2004) die Hypothese auf, dass (B-)Arrestine, mdoglicherweise in Abhangigkeit
unterschiedlicher Rezeptorphosphorylierungsmuster [92, 141], multiple aktive Konfor-
mationen einnehmen kdnnen.
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Die Phosphorylierung durch GRK ist in manchen Fallen persistent, so dass eine erneute
Rezeptorstimulation aufgrund der Vorphosphorylierung des Rezeptors zu einer rascheren
B-Arrestin-Bindung flhrt [136]. Somit konnte die GRK-Phosphorylierung als der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der B-Arrestin-Translokation identifiziert werden [136,
142].

1.2.2.3 Heterologe Desensibilisierung

Abbildung 8: Schematische Darstellung heterologer Rezeptordesensibilisierung. a = G, Untereinheit, By =
Ggy Untereinheit, PKA/PKC = Proteinkinase A/C (rosa), P = phosphorylierte Aminosaure (hellblau), Effektor =
hellgriin = inaktiver/griin = aktiver Zustand. Bindung eines Liganden (braun) an einen GPCR fuhrt zur Aktivierung
von Effektorproteinen wie Adenylylzyklase oder Phospholipase C. Sekundare Botenstoffe wiederum stimulieren
die PKA/PKC, die aktivierte, ligandenbesetzte Rezeptoren, wie auch Rezeptoren im inaktiven Zustand
phosphorylieren kénnen.

Im Gegensatz zur GRK konnen die durch sekundare Botenstoffe aktivierten Proteinkinasen
PKC/PKA nicht nur durch den aktivierten Rezeptor selbst, sondern auch durch Stimuli
anderer Rezeptoren aktiviert werden. Beispielsweise kann sowohl ein B,AR-Agonist, wie
auch Prostaglandin E; als Stimulus zur Aktivierung der cAMP-abhangigen PKA dienen.

Somit kénnen PKA und PKC auch nicht-Agonisten besetzte Rezeptoren phosphorylieren
(Abbildung 8) [100, 101, 143], was zu sogenannter agonistenunspezifischer (,heterologer)
Desensibilisierung flhrt. Durch diesen zweiten Mechanismus wird die Signaltransduktion
aufgrund der verminderten Affinitat des phosphorylierten Rezeptors zu dessen G-Proteinen
unterbrochen. Allerdings verlauft die heterologe Phosphorylierung langsamer (t,, etwa
3,5 min) als die homologe (t;, 20 s) [144] und bendtigt zur Entkopplung des Rezeptors von
dessen G-Protein keine Kofaktoren wie (B-)Arrestin [145].

Bei Regulation der Rezeptordesensibilisierung durch die PKA bzw. PKC handelt es sich
zudem um einen negativen Rickkopplungsmechanismus [146], da die Kinasen direkt durch
das jeweilige G-Protein (PKA durch Gs; PKC durch G,) aktiviert werden kénnen, jedoch auch
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selber in der Lage sind, den Rezeptor zu phosphorylieren. Neben B,AR findet sich der PKA-
induzierte Mechanismus der Signaltermination beispielsweise auch bei Gs-gekoppelten
Histamin-(H,)- und Prostaglandin-(PGE)- Rezeptoren. Eine Phosphorylierung durch PKC ist
ebenfalls beim B,AR, vor allem aber bei G4-gekoppelten Rezeptoren, wie dem P2Y4R [109],
anzutreffen.

Das Ausmal der Desensibilisierung variiert je nach Rezeptorstruktur und zellularem Milieu
von vollstandiger Signalterminierung im visuellen und olfaktorischen System bis zur
Abschwachung der Wirkstarke (,potency”) und der maximalen Ansprechbarkeit des B.AR
[147, 148].

1.2.3 Rezeptorinternalisierung

Einen Hinweis darauf, dass die beiden Desensibilisierungsmechanismen (GRK- bzw.
PKA/PKC-vermittelt) vermutlich auch einen funktionell bedeutenden Unterschied auf den
nachfolgenden Prozess der Rezeptorinternalisierung, d.h. der Translokation der Rezeptoren
in das Zellinnere haben, ergibt sich aus den folgenden Beobachtungen: Verschiedene ;AR-
Mutanten, die entweder nicht durch PKA oder GRK phosphoryliert werden konnten, nutzten
verschiedene Internalisierungswege [149]. Zudem konnten auch Arbeiten am metabotropen
Glutamatrezeptor-1A Unterschiede hinsichtlich PKA- bzw. PKC-vermittelter Internalisierung
zeigen [150].

Der Prozess der Internalisierung (Endozytose) kann innerhalb von Minuten bis zu Stunden
nach Rezeptor-Stimulation beobachtet werden, wobei die an Adapterproteine gebundenen
Rezeptoren von der Zelloberflache tUber ,Stachelsaumgribchen® (clathrin-coated vesicles;
CCVs) in intrazellulare Membrankompartimente transportiert werden [151-153]. Als
Dynamine bezeichnete GTP4n haben bei diesem Vorgang vornehmlich die Aufgabe, neu
gebildete Vesikel von der Membran eines Zellkompartiments abzuschnuren [154]. Die sich in
den Vesikeln befindenden Rezeptoren, die sich zunachst direkt unterhalb der Zellmembran
befinden, bezeichnet man zu diesem Zeitpunkt auch als ,sequestrierte“ Rezeptoren.

Diese sogenannte clathrinvermittelte Internalisierung, deren exakte Geschwindigkeit
rezeptorspezifisch ist, scheint in der Aktivierung zytosolischer Signalproteine, wie Mitogen-
aktivierter Proteinkinasen (MAP-Kinasen), involviert zu sein [155, 156].

Die Internalisierung kann gefolgt sein vom sogenannten ,Recycling” der intakten Rezeptoren,
die damit an die Zelloberflache zurlicktransportiert werden [147, 152, 157, 158] oder aber
auch dem Abbau der internalisierten Rezeptoren (,Degradation®). Eine dauerhafte
Verminderung der zellularen Empfindlichkeit gegenilber Liganden (,Downregulation®) ist
jedoch erst nach Stunden (bis Tagen) detektierbar und wird durch eine Abnahme der
Rezeptordichte an der Zellmembran vermittelt: Eine verminderte Transkription und
Translation sowie der vermehrte Abbau membranarer wie auch Ilysosomaler
Rezeptorproteine hat eine Abnahme der totalen zelluldren Rezeptormenge zur Folge und
fuhrt zu einem langfristigen Verlust der zellularen Ansprechbarkeit [116, 159-161].
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1.2.4 B-Arrestin als Adapterprotein

Als ein wichtiges Adapterprotein im Internalisierungsprozess von GPCR konnte das
zytosolische Protein (B-)Arrestin identifiziert werden. Dieses besitzt die Fahigkeit, in seiner
»aktiven“ Form (siehe auch Abbildung 6), mit den Elementen der Endozytosemaschinerie,
AP-2 (Adapterprotein 2, Bo-Adaptin) sowie Clathrin, direkt zu interagieren [162, 163]. Dabei
bindet B-Arrestin Uber das C-terminale Ende (Sequenz 373-377) an Clathrin [164, 165],
wahrend die Interaktion mit dem heterotetrameren AP-2 Komplex Uber dessen 3-Untereinheit
verlauft [166, 167]. Die Bindung von B-Arrestin an (,-Adaptin ist dabei unabhangig von der
Bindung an Clathrin. So kdnnen Mutationen der B-Arrestin-Bindungsregion zwar nicht die
Bindung von AP-2 an den Rezeptor verhindern, jedoch wird der Transport des
B-Arrestin/Rezeptor-Komplexes zu clathrinbesetzten Vesikelchen (,Stachelsaumgriibchen®)
unterbunden [166]. Interessanterweise besitzt B-Arrestin2 in diesem Zusammenhang eine 6-
mal hoéhere Affinitat flur die Bindung an Clathrin gegenlber dem B-Arrestin1-Subtyp, wahrend
visuelles Arrestin Uberhaupt nicht an Clathrin bindet [164]. Die strukturelle Basis flir diese
unterschiedlichen Effekte visuellen Arrestins und des B-Arrestins im Prozess der
Internalisierung scheint im C-Terminus des Moleklls begriindet zu sein [168]. Clathrin kann
jedoch nicht nur mit B-Arrestin, sondern auch dem AP2-Komplex selber interagieren. Dieser
bindet wiederum Dynamin und EPS-15 (Epidermal growth factor receptor substrate 15) und
vermittelt die Bildung von ,Stachelsaumgriibchen® an der Plasmamembran [169]. Eine ganze
Reihe weiterer endozytotischer Proteine ist bekannt, die durch B-Arrestin gebunden werden
[170, 171]

Proteomik-Studien wiesen darauf hin, dass die beiden B-Arrestine, B-Arrestin1 und
B-Arrestin2, selektiv unterschiedliche Interaktionspartner binden [172]. Arbeiten an
Fibroblastenlinien von Mausembryonen (MEFs), welchen entweder [B-Arrestin1 oder
B-Arrestin2 fehlt, zeigten zudem, dass die beiden [B-Arrestine auch unterschiedliche
funktionelle Spezifikation besitzen [173]. So ist die Desensibilisierung von (3-adrenergen und
AT a-Rezeptoren in [(-Arrestin1-, B-Arrestin2- und Doppel-Knockout-Zellen reduziert.
Dahingegen ist die B.AR-Internalisierung in B-Arrestin2- und Doppel-Knockout-, jedoch nicht
in B-Arrestin1-Knockout-Zellen stark vermindert. Die Rekonstitution der [p-Arrestin-
Expression in Doppel-Knockout MEFs zeigte, dass B-Arrestin2 im Gegensatz zu 3-Arrestin1
100-mal potenter ist, was die pAR-Endozytose anbelangt. Auch die ATia
Rezeptorsequestrierung scheint vor allem durch B-Arrestin2 beeinflusst zu sein. (Einen guten
Uberblick unterschiedlicher B-Arrestin1- bzw. B-Arrestin2-vermittelter Signaleffekte gibt auch
die Publikation: Shenoy et al. aus dem Jahr 2005 [174]).

Neben der beschriebenen B-Arrestin-/Clathrin-vermittelten Internalisierung besteht allerdings
auch die Moglichkeit, dass alternative Endozytosewege beschritten werden. So ist fur den
Bradykinin(B)-2- und zum Teil auch fir den M>-Muskarin Acetylcholin-Rezeptor eine sowohl
Clathrin- als auch B-Arrestin-unabhangige Internalisierung beschrieben [175, 176]. Der 5-
HT.a-Serotonin-Rezeptor bendtigt hingegen zwar Clathrin, jedoch kein B-Arrestin zur
Internalisierung. Anderson beschrieb 1998 zudem eine Internalisierung Uber caveolinhaltige
Vesikel. Alternative Endozytosewege sind auch von Schmid etal. (1997) [177]
zusammengefasst beschrieben.
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1.2.5 ,Klasse A und Klasse B Rezeptoren*

Abbildung 9: Charakteristika von ,Klasse A und Klasse B Rezeptoren“ (nach Oakley et al., 2000, [178]).
»Klasse A Rezeptoren binden B-Arrestin2 mit héherer Affinitat als B-Arrestin1. Das gebundene [(-Arrestin2
dissoziiert direkt nach der Internalisierung vom Rezeptor ab und das aus dem Rezeptor/Adapterprotein-Komplex
freigesetzte p-ERK gelangt in den Nukleus. ,Klasse A Rezeptoren® zeigen schnelles ,Recycling” zur
Zellmembran. ,Klasse B Rezeptoren“ wiederum binden B-Arrestin1 und B-Arrestin2 mit gleicher Affinitat,
internalisieren in B-Arrestin-gebundener Form (Komplex ist in endosomalen Vesikeln zu finden) und werden nur
langsam zur Zellmembran zurlcktransportiert. In diesem Fall verbleibt p-ERK im Zytosol. Abkiirzungen: p-ERK,
phosphorylierte extrazellular regulierte Kinase, gehoért zur Familie der MAPK (Mitogen-aktivierte Protein
Kinasen); MEK, MAPK-Kinase (MAPKK); Raf, MAPKK-Kinase (MAPKKK); weitere Abkirzungen: Siehe
Abbildung 7.

Der Verbleib der B-Arrestine im Komplex mit internalisierten Rezeptoren ist rezeptor-
abhangig: In einigen Fallen diffundieren die gebundenen B-Arrestine direkt nach der
Internalisierung (direkt nach der Bildung von CCVs) vom jeweiligen Rezeptor ab, so dass in
endosomalen Vesikelchen nur der B-Arrestin-ungebundene Rezeptor zu finden ist
(Abbildung 9). Dies ist der Fall bei sogenannten ,,Klasse A Rezeptoren", die eine hohere
Affinitat fir B-Arrestin2 gegeniiber B-Arrestin1 aufweisen [152]. Beim B.AR ist die Affinitat
von B-Arrestin2 beispielsweise um das 2,5-fache héher als fur B-Arrestin1, der MomAChR
weist eine 1,5-fach héhere Affinitat fir B-Arrestin2 auf [179]. Andere Rezeptoren wie der
Neurokinin NK-1-Rezeptor gelangen zusammen mit 3-Arrestin in frihe endosomale Vesikel.
Rezeptoren, die in B-Arrestin-gebundener Form internalisieren und B-Arrestin1 und 2 mit
gleicher Affinitat binden, werden als ,,Klasse B Rezeptoren“ bezeichnet [152]. Diese Klasse
von Rezeptoren interagiert zudem, im Gegensatz zu Rezeptoren der ,Klasse A®, mit
visuellem Arrestin. Darliber hinaus scheint ein rascher Recyclingprozess aufgrund geringerer
Bindungsaffinitat fir das p-Arrestin-Molekll mit ,Klasse A Rezeptoren“ assoziiert zu sein,
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wahrend ein im Vergleich langsamerer Ricktransport an die Zellmembran bei Rezeptoren
vom , Typ B* zu beobachten ist [180].

1.2.6 B-Arrestin als Signalinduktor

Aus in vivo- und in vitro-Studien ist bekannt, dass B-Arrestine, neben ihrer ,klassischen”
Rolle als negative Regulatoren der GPCR-Signalwirkungen, auch als Aktivatoren einiger G-
Protein-unabhangiger Signalwege agieren kénnen und somit einen wichtigen Beitrag zu
einer selektiven, ligandenabhangigen Zellantwort leisten [62, 181-183]. Das zytosolische
Protein B-Arrestin reguliert in seiner Eigenschaft als Signalinduktor die Aktivierung [184], und
subzelluldre Lokalisierung einer Vielzahl von Signalmolekilen verschiedenster GPCR
(zusammengefasst von DeFea etal. (2008) [185] und Shenoy et al. (2005) [174]), wie
beispielsweise der Mitogen-aktivierten Proteinkinase ERK1/2 [185].

Die durch B-Arrestin induzierte Aktivierung von ERK ist im Unterschied zur klassischen,
G-Protein-vermittelten Regulation der MAP-Kinasen verzégert, dauert langer an und
aktiviertes (phosphoryliertes) ERK verbleibt im Zytosol (Abbildung 9). Im Gegensatz zur
B-Arrestin-bedingten Stimulation der MAP-Kinase kann die G-Protein-induzierte ERK-
Aktivierung zudem durch PKC-Inhibitoren geblockt werden, flihrt zu nukledrer Translokation
aktivierten ERKs und kann auf diese Weise die Transkription beeinflussen [141, 186]. Im
Falle der ,Klasse B Rezeptoren® ist ERK langer aktiv als im Falle von ,Klasse A Rezeptoren®.
Dies mag damit zusammenhangen, dass phosphoryliertes ERK in Endosomen vor
MAPKinase Phosphatasen geschiitzt ist. Ahnlich wie bei B-Arrestin-vermittelten
Rezeptorinternalisierung (siehe oben) fallt auch bei Betrachtung der ERK-Aktivierung die
unterschiedliche Spezifitdt der beiden B-Arrestin-Isoformen auf: So wird die [B-Arrestin-
abhangige ERK-Aktivierung beim AT,y Rezeptor durch [-Arrestin2 vermittelt, wahrend
B-Arrestin1 als Inhibitor des ERK-Signalwegs dient [187].

B-Arrestine haben also neben ihrer urspringlich endeckten Funktion, Rezeptor-
signalprozesse zu terminieren, die Aufgabe, als Adapterproteine Rezeptoren mit
Komponenten der Endozytosemaschinerie zu verknipfen. Zudem agieren B-Arrestine als
Aktivatoren G-Protein-unabhangiger Signalwege.

1.3 ,,Biased agonism*

Stimulieren Liganden alleine solche B-Arrestin-abhangigen Signalwege (wie z.B. die MAP
Kinase Kaskade) wahrend G-Protein-vermittelte nur zu einem geringen Ausmall oder
Uberhaupt nicht aktiviert werden, so spricht man von ,B-Arrestin bias“. Ganz allgemein wird
das Phanomen, dass Liganden selektiv nur bestimmte mit einem gegebenen Rezeptor
verknlpfte Signalwege aktivieren und somit unterschiedliche Signalmuster induzieren, als
,biased agonism“ bezeichnet. Ein Prozess, das seinen Ursprung in ligandeninduzierten,
selektiven Rezeptorkonformationen (siehe auch ,Modell multipler Rezeptorkonformationen®
unter 1.1.4.) zu haben scheint.
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1.3.1 Begriffsbestimmung

Die grundlegende Idee, dass die Induktion ligandenspezifischer Rezeptorkonformationen die
selektive Aktivierung eines Teils der verfigbaren zellularen Signalwege (Abbildung 10A) zur
Folge hat, erhielt auch den Namen ,stimulus trafficking“ [58]. In der Literatur finden sich
synonym die Begriffe: ,Ligand-directed trafficking of receptor signaling®, ,agonist-directed
trafficking of receptor stimulus® [58, 188], ,functional selectivity®, ,biased agonism* [189],
sligand-biased efficacy®, ,collateral efficacy”, ,pluridimensional efficacy“ [190].

Wie in Abbildung 10B graphisch dargestellt, existieren verschiedene Formen des ,biased
agonism®, die im Folgenden naher erlautert werden.

1.3.1.1  ,perfect bias*

Vermag ein Ligand ein einziges mit einem gegebenen Rezeptor assoziiertes Signal zu
aktivieren, spricht man von ,perfect bias“. So beobachtet am AT1-Rezeptor: Ang2 (S2) kann
am AT,-Rezeptor G-Protein-unabhangige, p-Arrestin-vermittelte Effekte, wie die Aktivierung
von ERK, induzieren [186, 191]. Diese G-Protein-unabhangigen Effekte konnten auch in vivo
gezeigt werden [192]. In diesem besonderen Beispiel spricht man auch von (perfect)
~B-Arrestin-bias“.
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"perfect bias” "imperfect bias"

Abbildung 10: Schemata zur Erkldrung des ,,biased agonism“. (A) Schematische Darstellung einiger GPCR-
aktivierter Signalwege und involvierter Signalproteine. (B) Der erste Ligand (braun) stimuliert alleine G-Protein-
abhangige Signalwege (,perfect G-Protein bias“), wahrend die Rezeptoraktivierung mit dem zweiten Liganden
(turkis) ausschlieBlich zu B-Arrestin-vermittelten Signaleffekten fiihrt (,perfect B-Arrestin bias”). Der dritte Ligand
(violett) vermittelt sowohl G-Protein-, wie auch B-Arrestin-abhangige Effekte, besitzt jedoch eine héhere relative
Wirksamkeit (,efficacy”) fir B-Arrestin-induzierte Signalwege (,imperfect B-Arrestin bias“). Abkiirzungen: a =
Gasfion2n3ignt, BY = By Untereinheit, P = phosphorylierte Aminoséaure

Ein weiteres interessantes Beispiel flir das Phanomen des ,B-Arrestin-bias*
(Abbildung 10B) stellt der PTH-1-Rezeptor dar: Fir die drei bekannten PTH-1-Rezeptor-
vermittelten Signalwege (Gs-, G4-, und B-Arrestin-vermittelt) existieren PTH-Analoga, welche
entweder alle nur B-Arrestin- oder G-Protein-vermittelte Signalwege aktivieren kénnen [193].
2008 publizierten Gesty-Palmer etal. die physiologischen Konsequenzen [(-Arrestin-
vermittelter, G-Protein-unabhangiger Signaleffekte am PTH-1-Rezeptor in vivo [194]. Eine G-
Protein-unabhangige, B-Arrestin-vermittelte Signalwirkung wurde auch von Lefkowitz et al.
[62, 195] sowie Terrillon und Bouvier [196] postuliert. Eine ganze Reihe von Antagonisten am
PTH-, 5-HT2A-, CCR5,- CXCR4-, CRF1-, NPY-1-Rezeptor ist zudem bekannt, welche zwar
zur Internalisierung, nicht jedoch zur Aktivierung von G-Protein-Signalen fuhren. Auch die
Entdeckung nicht-desensibilisierender Agonisten, welche zwar G-Protein-abhangige
Signalwege aktivieren, jedoch keine 7TM-Rezeptor-Phosphorylierung, [-Arrestin-
Translokation sowie Rezeptorinternalisierung zeigen (perfect ,,G-protein bias*) [197],
bestarken das neue pharmakologische Modell des ,biased agonism®. Umgekehrt konnten
auch Liganden identifiziert werden, die zu einer B-Arrestin-Rekrutierung fihren und/oder
Rezeptorinternalisierung induzieren ohne ein detektierbares G-Protein-Signal zu aktivieren
[193, 198].
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1.3.1.2 »imperfect bias“

Stimuliert ein Ligand hingegen mehrere Signalwege eines Rezeptors, jedoch in
unterschiedlichem Ausmald, spricht man von ,imperfect bias“. Ein solches Phdnomen konnte
sowohl bei Rezeptor-Agonisten, als auch -Antagonisten beobachtet werden. Beispielsweise
aktivieren verschiedene Katecholamine und Imidazole sowohl Ca*- als auch cAMP-
abhangige Signalwege, jedoch mit unterschiedlicher relativer Wirksamkeit (,efficacy®) [199].
Zudem konnten Pommier et al. [200] zeigen, dass der CCK2-Rezeptor-Antagonist L365260
hinsichtlich der Inositolphosphatbildung und Freisetzung von Arachidonsaure ahnlich effektiv
wie eine ganze Reihe von CCK2-Agonisten agiert. Der Antagonist RB213 wiederum zeigte
stark unterschiedliche (100-fach) Fahigkeiten, die beiden Agonistenantworten zu blocken
und verhalt sich somit ,biased".

Eine ganze Reihe weiterer Untersuchungen an Serotonin-, Dopamin-, Opioid- Vasopressin-
und adrenergen Rezeptoren, wie auch in physiologischen Systemen [192, 194] deuten auf
das Phanomen des ,biased agonism* als einen ubiquitar existierenden Mechanismus hin.

Entsprechende  Studien demonstrieren zwar die Existenz  ligandenselektiver
Rezeptorkonformationen und/oder weisen auf spezifische, von der jeweiligen
Rezeptorkonformation abhangige Signalmuster hin. Aufgrund der groflen strukturellen
Variabilitdt von Liganden und Rezeptoren ist es jedoch bis dato nicht mdglich eine
Vorhersage daruber zu treffen, welche Rezeptoren bzw. Liganden zum Phanomen des
.biased agonism* befahigt sind. Zudem dirfte eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen,
eine enorme Zahl unterschiedlicher Signal- und Adapterproteine und nicht zuletzt die
Kopplung von Rezeptoren an verschiedene G-Protein-Subtypen das Phanomen des ,biased
agonism* beeinflussen. Die Schwierigkeit ,biased agonism“ zu untersuchen besteht somit
zum einen darin zu analysieren, welche biologischen Effekte von ,biased ligands® sich auf
welche Weise von denen der ,unbiased ligands® unterscheiden. Zum anderen ist es
essentiell, zwischen den moglichen Ursachen der selektiven Aktivierung rezeptorvermittelter
Signale/-wege zu differenzieren.

1.3.2 ,,Biased agonism” versus ,,conditional efficacy*

Die bevorzugte Aktivierung bestimmter mit einem Rezeptor verknlpfter Signalwege durch
einen Liganden koénnte ihren Ursprung entweder in der Variation der Agonisten-Signalstarke
haben (,Zell-basierte funktionelle Selektivitat® oder auch ,conditional efficacy“) oder durch
rezeptorbasierte, selektive Anschaltung zellularer Signalwege (,stimulus trafficking®; ,agonist-
trafficking®) hervorgerufen werden. Der erste Mechanismus geht nicht mit der Formation
einer spezifischen Rezeptorkonformation einher, sondern basiert auf der Tatsache, dass
schwache Signale fast nur den sensitivsten Signalweg aktivieren. Ein starkeres Signal
hingegen durfte mehrere verschiedene Signalwege anschalten. Dies sollte nicht mit dem
Phanomen des ,stimulus-trafficking“ (,biased agonism“) verwechselt werden. Dieser Begriff
basiert auf der Idee, dass die chemische Struktur eines Liganden die Konformation des
Rezeptors dahingehend veréndert, dass dieser bevorzugt mit bestimmten zelluléren
Proteinen interagiert und somit die Aktivierung eines oder mehrerer verschiedener mit dem
gegebenen Rezeptor verknlpfter(n) Signalwege(s) vermittelt. Beide Mechanismen kénnen
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zwar zu selektiver Aktivierung zellularer Signalwege fuhren. Die Ursachen des ,stimulus-
trafficking® liegen jedoch nicht in zellularen Strukturen sondern der molekularen Struktur des
Liganden begrundet. Selektive Effekte, die durch die relative Stéchiometrie bzw. die
Sensitivitat beteiligter Signalkomponenten hervorgerufen werden (kontrolliert z.B. durch die
unterschiedliche physiologisch oder pathologisch bedingte Expression von Proteinen, die die
GPCR-Funktion regulieren), sind somit therapeutisch nicht so gut kontrollierbar wie die durch
ligandeninduzierte, selektive Rezeptorkonformationen vermittelten Signalwirkungen eines
Rezeptors (kontrolliert durch die chemische Struktur eines Liganden). Dass beispielsweise
die relative Stochiometrie zellularer Komponenten zur Entkopplung des G-Proteins von
dessen Rezeptor und zur Interaktion mit B-Arrestin fliihren kann, soll an folgendem Beispiel
erlautert werden: In geschlossenen Systemen, in denen die Rezeptorkonzentration in der
Plasmamembran der limitierende Faktor zellularer Signalwirkung ist, reduziert die
B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion die Affinitat des Rezeptors flir das jeweilige G-Protein. In
diesem Fall dirfte die beobachtete G-Protein-unabhangige, B-Arrestin-vermittelte Aktivierung
des ERK-Signalweges von der relativen Stéchiometrie der zellularen Komponenten, welche
mit dem Rezeptor interagieren und nicht notwendiger Weise von ligandeninduzierten
Rezeptorkonformationen abhéangig sein. Ein weiteres Beispiel ,zellbasierter funktioneller
Selektivitat“ ware die G-Protein Spezifitat des Calcitonin- oder auch des a.a-Adrenorezeptors
in Abhangigkeit der Rezeptorexpression [201, 202]. Multiple Kopplungsmechanismen
kénnen somit in Systemen beobachtet werden, in denen, zum Beispiel durch
Uberexpression, hohe Konzentrationen des Rezeptors oder von G-Proteinen vorliegen. Vor
allem bei sehr hohen Rezeptorkonzentrationen (die die Konzentration von G-Proteinen weit
Ubersteigen) kdnnen unterschiedliche Agonisten unterschiedliche relative Mengen an
Komplexen mit beispielsweise zwei vorliegenden G-Proteinen bilden. Costa und Mitarbeiter
konnten entsprechende Beobachtungen an Opioid-Rezeptoren machen: Der Agonist [DAla
2-DLeu 5]-Enkephalin flhrt zur Stimulation der hochaffinen GTPase, jedoch zur Inhibierung
der basalen Adenylylzyklase-Aktivierung in NG 108-115-Zellen. Nach Verminderung des
Rezeptorstimulus ber Alkylierung konnte keine GTPase-Antwort (am wenigsten sensitive
Antwort) mehr beobachtet werden.
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1.4 Verwendete GPCR

In der folgenden Arbeit wurde zum einen der B,AR, zum anderen die beiden purinergen
Rezeptoren P2Y;und P2Y; untersucht.

1.4.1 B,AR

Bei den drei klonierten humanen BAR-Subtypen B4, B> und B; handelt es sich um typische
G.-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die ihre Wirkung Uber das Adenylylzyklasesystem
vermitteln. Die codierenden Sequenzen der drei humanen BAR-Subtypen sind von
unterschiedlicher Lange und auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert [203-205].
Wahrend der B3-Subtyp in braunem Fettgewebe zu finden ist, wird der B1AR vornehmlich im
Herzen exprimiert [206, 207]. Der vor allem in Glattmuskelzellen des Koérpers lokalisierte
B-AR-Subtyp soll im Folgenden genauer beleuchtet werden.

B-AR kénnen dank der Entwicklung spezifischer Affinitatschromatographiesaulen seit Mitte
der 1980er Jahre aufgereinigt werden [208]. Eine Vielzahl von biophysikalischen und
biochemischen Studien und nicht zuletzt die 2007 publizierte Kristallstruktur des B.AR
machen diesen zu einem interessanten Modellsystem, um Strukturen und Funktionen
weiterer GPCR zu untersuchen.

1411 physiologische und therapeutische Relevanz

B-.AR spielen in der Regulation pulmonaler [209, 210] Funktionen, jedoch auch anderer
physiologischer Prozesse eine kritische Rolle. Insbesondere die durch die Aktivierung von
B-AR induzierte Relaxation glatter Muskelzellen [206], wie in den Bronchien oder dem Uterus
zu finden, wird therapeutisch ausgenutzt. Entsprechend finden Liganden des (3,AR nicht nur
in der Behandlung von Asthma Anwendung, sondern werden auch zur Tokolyse eingesetzt
[211-213]. Desweiteren vermittelt die Stimulation von B,AR physiologischer Weise in
GefalRen der Skelettmuskulatur eine Vasodilatation, in der Leber kommt es zur Aktivierung
der Glukoneogenese und Glykogenolyse, im Pankreas zur Insulinsekretion und in den
Mastzellen zu einer verminderten Degranulation. Die Lokalisierung von B,AR im Herzen und
ihre kardiovaskularer Funktion [214] konnten ebenfalls nachgewiesen werden. Allerdings
dominiert hier das Vorliegen des B4-Subtyps im Verhaltnis B;AR:B.AR = 70:30 [215] und die
maximale Kontraktilitat des Herzmuskels kann nur Uber eine Stimulation des B1AR erreicht
werden [216].
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1.4.1.2 Liganden

Die Verfugbarkeit eines grollen Repertoires an [(,AR-Antagonisten und -Agonisten
unterschiedlicher Wirksamkeit (,efficacy“ bezlglich Gs-Aktivierung) stellt ein attraktives
Werkzeug zur Untersuchung ligandenabhangiger Rezeptorstrukturen und Signalwege dar.
Besonders die beiden strukturell sehr &hnlichen endogenen Liganden, Noradrenalin und
Adrenalin, machen den ;AR zu einem interessanten Untersuchungsobjekt.

1.4.1.21 Grundstrukturen

Liganden am B.AR weisen strukturell gesehen gro3e Homologie auf: Die Grundstruktur
beinhaltet ein primares oder sekundares Amin, eine chirale B-Hydroxyl-Gruppe und einen
aromatischen Ring. Bei Agonisten sowie Partialagonisten ist die aromatische Ringstruktur
des Amins durch zwei Kohlenstoffatome getrennt, bei Antagonisten und inversen Agonisten
durch drei Kohlenstoffatome und ein Sauerstoffatom. Es gibt Hinweise darauf, dass die
Aminstruktur von Agonisten, Partialagonisten und Antagonisten mit der Position Asp113 in
TM3 des PB2AR interagiert [217]. Die strukturellen Unterschiede der aromatischen
Komponente durften flir die unterschiedlichen Liganden-Efficacies® verantwortlich sein.
B-.AR-Agonisten besitzen meist aufgrund der B-OH-Gruppe an der Ethanolamin-Funktion ein
asymmetrisches Zentrum [218]. Das Vorliegen dieses Asymmetriezentrums resultiert in der
Existenz zweier optischer Isomere (R oder S bzw. - oder +), die als racemisches Gemisch
vorliegen. Fenoterol hingegen besitzt zwei asymmetrische Zentren und somit vier
Enantiomere.

1.41.2.2 Endogene Liganden

Noradrenalin sowie Adrenalin sind wichtige Botenstoffe im sympathischen Nervensystem
und werden aus den a-Aminosauren L-Tyrosin und L-Phenylalanin gebildet. Der Abbau der
aufgrund ihrer Katecholaminstruktur auch als endogene Katecholamine bezeichneten
Substanzen zu sympathisch/biologisch unwirksamen Abbauprodukten erfolgt Gber die beiden
spezifischen Enzyme, Katecholamin-O-Methyltransferase (COMT) und die
Monoaminoxidase (MAOQ). Strukturell gesehen unterscheiden sich die beiden endogenen
B-AR-Agonisten nur im Vorhandensein bzw. Fehlen einer Methylgruppe am Amin (siehe
Strukturen unter ,Material und Methoden® unter 2.1.4.).

Wahrend der B,AR eine leicht hohere Affinitdt flir Adrenalin aufweist, bindet der B;AR
Noradrenalin starker. Der B/AR wiederum bindet die beiden endogenen Agonisten mit
vergleichbarer Affinitat [219]. Noradrenalin ist im sympathischen Nervensystem und einigen
Regionen des Zentralnervensystems, wie dem Hypothalamus und vegetativen Zentren im
Hirnstamm, in hoher Konzentration vorhanden. Noradrenalin dient als Neurotransmitter des
zweiten sympathischen Neurons und wird auf Grund von elektrischen Aktionspotentialen aus
den Speichervesikeln der Varikositaten an der prasynaptischen Membran postganglionarer
sympathischer Nervenfasern in den synaptischen Spalt freigesetzt. Adrenalin hingegen wirkt
primar als zirkulierendes Hormon, wird im Nebennierenmark gebildet (und auch anderen
chromaffinen Zellen verschiedener Gewebe) und gelangt Uber die Blutbahn zum
Erfolgsorgan. Da Noradrenalin sowohl im Nebennierenmark als auch in sympathischen
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Nervenendigungen gebildet wird, Ubersteigt dessen Plasmakonzentration die von Adrenalin.
Noradrenalin kann also ebenfalls als zirkulierendes Hormon agieren, bt jedoch als
Ubertragersubstanz priméar eine lokal begrenzte Wirkung aus, wahrend Adrenalin aufgrund
seiner humoralen Verteilung systemische Wirkung besitzt. Die Wirkung der beiden
endogenen Katecholamine erfolgt Uber drei Familien G-Protein-gekoppelter Rezeptoren,
zum einen den [(-adrenerger Rezeptoren, zum anderen den ay- sowie dy-adrenergen
Rezeptoren.

1.4.2 P2YR

Burnstock beschrieb 1978 die P2- und P1-Rezeptoren als Targets fir Adenosin, ATP und
ADP. 1994 wurden die Rezeptoren der P2-Rezeptor Familien von Abbracchio und Burnstock
[220] in P2Y (G protein-coupled receptors) und P2X (ligand-gated cation channels)
untergliedert.

Die P2Y-Rezeptorfamilie unterscheidet sich von anderen bekannten Familien G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren durch stark variable Aminosauresequenzen der acht verschiedenen
Subtypen und zeigt in der Konsequenz signifikante pharmakologische und funktionelle
Unterschiede. Der humane P2Y4- und P2Y,.-Rezeptor besitzen beispielsweise insgesamt
nur eine etwa 33 %ige Sequenzhomologie. Mit bovinem Rhodopsin teilt der P2Y,-Rezeptor
sogar nur eine 19 %ige Sequenzhomologie. Trotz ahnlich geringer struktureller Homologie
zwischen dem P2Y,R und bovinem Rhodopsin zeigten Strukturvergleiche (mittels
Computersimulation) bovinen Rhodopsins mit dem humanen P2Y,- bzw. dem Carazolol-
gebundenem B.-AR eine etwas hdéhere Ahnlichkeit des P2Y,-Rezeptors mit bovinem
Rhodopsin gegeniber dem B,AR [19, 20, 221].

Spezifische Muster polarer Aminosauren in TM6 und 7 der P2Y-Rezeptoren dlrften fir die
Ligandenspezifitat der Subtypen verantwortlich sein [222]: P2Y; & und P2Y,,-Rezeptoren
werden hauptsachlich von Nukleosiddiphosphaten, die Subtypen P2Y, sowie P2Y, vor allem
durch Nukleosidtriphosphate aktiviert. Basierend auf ihrer Selektivitdt gegenuber der
Grundstruktur des gebundenen Nukleotids lassen sich die P2Y-Subtypen P2Y,, P2Y,; und
P2Y 4, den purinselektiven P2YR zuordnen; wohingegen der P2Y, 4 und der P2Yg sowohl
durch Purin- und Pyrimidin-Nukleotide aktiviert werden [223]. Je nach P2Y-Rezeptorsubtyp,
fuhrt eine Aktivierung durch Agonisten entweder zur Stimulation der PLC und Freisetzung
intrazelluldren Calciums, oder es kommt zur Aktivitatsanderung der Adenylylzyklase und in
der Folge zu veranderten cAMP-Spiegeln. In Tabelle 3 sind die Lokalisierung und
strukturellen Charakteristika der einzelnen P2YR-Subtypen zusammengefasst.
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AG Expressionsorte Agonisten ey || e ATEGITENLE
Subtyp P 9 9 mechanismus Referenzen
P2Y, Epithel-/Endothelzellen, 2-MeSADP > 2- MRS2279, Gq/G111; PLCB? finy:s"iﬁ';as",iﬁaﬁgéi%

Blutplattchen, MeSATP = ADP > MRS 2179 Leon ot al, 1996/97;
Immunzellen, ATP Palmer et al., 1998;
Osteoklasten
P2Y, Immunzellen, Epithel-/ UTP = ATP Suramin Gy/G117; PLCRp; FParetal, 1994
. i Lazarowski et al., 1995;
Endothelzellen, moglicherweise Gi  Lustig et al., 1993;
Nierentubuli, Burnstock et al., 2007
Osteoblasten
P2Y, Endothelzellen UTP > ATP Reactive Gg/G117; PLCPR?;  Nicholas etal, 1996;
. . Communi, et al., 1995
Blue2, moglicherweise G;
PPADS
P2Ys Einige Epithelzellen, UDP > UTP >> Reactive Gq/G111; PLCB? Chang et al., 1995;
Communi, et al., 1996;
Plazenta, T-Zellen, ATP Blue2, Nicholas et al., 1996
Thymus PPADS,
Suramin
P2Y 11 Milz, Darm, Granulozyten ~AR-C67085MX >  Suramin, Gy/G111; PLCB?T fgg’/‘:;’;i;’é’i’;tal
Bz-ATP 2 ATPyS  Reactive 2001; White et al., 2003
> ATP Blue 2
P2Y 1, Blutplattchen, Gliazellen ADP = 2-MeSADP AR- Gi(2); AC| Hollopeter et al., 2001;
Takasaki et al., 2001;
C67085MX, Chatriwala et al., 2004
AR-
C69931MX
P2Y 3 Milz, Hirn, Lymphknoten,  ADP = 2-MeSADP Gi Communi et al., 2001;
Zhang et al., 2003;
Knochenmark >> ATP/2- Fumagalii et al., 2004
MeSATP
P2Y 14 Plazenta, Fettgewebe, UDP-Glukose = Gipo Chambers et al., 2000;

Magen, Darm, einzelne
Hirnregionen

UDP-Galaktose

Freeman et al., 2001

Tabelle 3: Lokalisierung und strukturelle Charakteristika 8 klonierter, in Sdugetieren exprimierter P2YR-
Subtypen. (King et al., 2002 [224]; von Kligelgen et al., 2006 [225]). Abkiirzungen: ARC67085, 2-Propylthio-f,y-
dichloromethylen-D-ATP; ATPyS, Adenosin-(O-3-Thiotriphosphat); Bz-ATP, 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl ATP; 2-
MeSADP, 2-Methylthio-ATP; PPADS, Pyridoxal-Phosphat-6-Azophenyl-2°,4"-Disulfonsaure

Die Aktivierung von nativen P2Y-Rezeptoren kann dartber hinaus auch zur Stimulation
weiterer Effektoren, wie der PKC, aber auch zur G-Protein-vermittelten Aktivierung der MAP-
Kinasen fiihren. Auch die Bildung aus dem Endothelium freigesetzter Relaxationsfaktoren
[226] ist beobachtet worden. Welche der intrazellularen Transduktionsmechanismen aktiviert
werden, dirfte nicht alleine durch den jeweils aktivierten Subtyp bestimmt werden, sondern
auch von der zelltypspezifischen Expression der Rezeptoren abhangen [226]. Die
Unterschiede in den G-Protein Kopplungseigenschaften der P2Y-Rezeptorsubtypen kdénnten
zu einem ,fine tuning“ der zellularen Antworten beitragen.
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1.4.2.1 P2Y,R

14211 Physiologische Relevanz

Der urspringlich von Webb etal. (1993) klonierte P2Y,-Rezeptor ist hauptsachlich in
Endothel- und Epithelzellen, Blutplatichen, Osteoklasten, Immunzellen, aber auch in
neuronalem Gewebe exprimiert und spielt eine groRe Rolle bei der Blutplatichenaggregation
[227-229]. Entsprechend verlangert das Fehlen des Rezeptors die Blutungszeit und schitzt
vor ADP-induziertem Thromboembolismus [230, 231]. Der P2Y-Rezeptor vermittelt zudem
die  Adeninnukleotid-induzierte  Ausschittung des vom  Endothel freigesetzten
Relaxationsfaktors Stickstoffmonoxid und durfte auch in der Modulation neuronaler
Signalweiterleitung involviert sein.

1.4.21.2 Liganden

Sowohl der humane, als auch der P2Y-Rezeptor der Ratte zeigen eine Praferenz fir die
Bindung von Diphosphat- gegenlber Triphosphatnukleotiden. Letztere kdnnen, je nach
Versuchsbedingungen und vermutlich auch in Abhangigkeit von der Rezeptordichte, am
humanen P2Y-Rezeptor jeweils als Agonisten, Partialagonisten oder auch Antagonisten
wirken [232, 233].

Neben MRS2179 [234] vermitteln auch Suramin, PPADS und ,Reactive blue 2°
antagonistische Wirkung am P2Y,R [235].

Die Ligandenbindungsstelle des P2Y,-Rezeptors ist detailliert charakterisiert [236-240], was
das Design selektiver Agonisten und Antagonisten fir diesen Rezeptorsubtyp erlaubt [225,
230]. Einige Aminosauren im EL 1,2 und 3 sollen eine groRe Bedeutung bei der
Ligandenbindung haben [238, 239].
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1.4.2.2 P2Y;R

1.4.2.21 Physiologische und therapeutische Relevanz

Der P2Y,-Rezeptor wurde zunachst von Lustig et al. (muriner P2Y,R) [241] kloniert und ist in
einer Reihe physiologischer wie auch pathologischer Prozesse involviert: So besitzt der
P2Y,R beispielsweise Einfluss auf die Kontrolle des Chloridionenflusses (erhéht diesen) im
Lungenepithel und dient aufgrund dessen als Target fir die Behandlung zystischer Fibrose
[242]. Der durch Aktivierung des Rezeptors vermittelte Anstieg der Salz- und H,O-Sekretion
macht ihn zudem zu einem potentiellen Target fir die Behandlung des ,dry eye syndroms®
[243]. Desweiteren spielt der P2Y,-Rezeptor auch im Prozess der Atherosklerose, bei
neurodegenerativen Erkrankungen [244-246], dem Schmerz- und Enziindungsgeschehen
[247], sowie dem Tumorwachstum [248] eine Rolle und ist am Prozess der Vasodilatation
[249] beteiligt.

1.4.2.2.2 Liganden

Wie bereits angedeutet, besitzt der P2Y,-Rezeptor die Besonderheit, dass seine beiden
endogenen Agonisten, sowohl ATP als auch UTP, den Rezeptor mit gleicher Wirksamkeit
und Wirkstarke (,efficacy® und ,potency”) stimulieren kénnen [250]. Als ein Nukleosid-
triphosphat-sensitiver Rezeptor reprasentiert der P2Y,-Rezeptor somit eine ,Verbindung®
zwischen den Adenin- (P2Y, 2 11.43) und den Pyrimidin- (P2Y;, 4, 6, 14) Nukleotid-aktivierten
Rezeptorsubtypen der P2Y-Familie. Auch Dinukleotide, wie Diuridin-Tetraphosphat oder
Diadenosin-Tetraphosphat, kénnen den P2Y,-Rezeptor aktivieren und durften ebenfalls als
physiologische Agonisten fungieren [251]. Es sind zwar noch keine (hoch-)selektiven
Agonisten fur den P2Y,-Rezeptorsubtyp bekannt; jedoch zeigen einige von El-Tayeb et al.
[252] und Ivanov et al. [253] synthetisierte UTP-Analoga gewisse Selektivitat fir den P2Y,-
Subtyp.

Trotz ihrer eher moderaten Selektivitat, Wirkstarke (,potency“) und Wirksamkeit (,efficacy”)
befanden sich zwei P2Y,;R-Liganden mit Dinukleotidstruktur bereits 2004/2005 in der
klinischen Prifung als neue Behandlungsmethode fur das ,dry eye syndrom® oder der
zystischen Fibrose [245]. 2009 wies eine klinische Studie von Chang [254] den positiven
Effekt oralen Uridins in der Behandlung des ,dry eye syndroms® nach. Im Oktober 2008
konnte die Phase-3-Studie ,TIGER-2“ die therapeutische Wirksamkeit des P2Y,-
Antagonisten Denufosol (2'-Desoxycytidin(5')tetraphospho(5')uridin) zur Behandlung der
zystischen Fibrose gegenuber Placebo zeigen (Inspire Pharmaceuticals, Durham). Schon
einige Jahre zuvor sprachen Kellerman et al. und Nour et al. einigen P2Y,-Nucleotidliganden
ein gewisses Potential zur Behandlung der zystischen Fibrose [255, 256] sowie der
Netzhautablésung [257] zu.
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1.5 Zielsetzung

Der Mechanismus der Signaltransduktion und die damit verbundenen strukturellen und
biochemischen Eigenschaften von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sind schon seit
langerer Zeit Bestandteil intensiver Forschung. Es handelt sich hierbei um ein sehr
komplexes ,Netzwerk® einer Vielzahl an Proteinen und Rezeptorcharakteristika. In diesem
Zusammenhang hat besonders die Familie der B-Arrestine in den letzten Jahren allgemeines
Interesse erlangt. Neben ihrer Funktion der Signaltermination, dienen die multifunktionellen
Adapterproteine auch als Signaltransduktoren GPCR-verkniipfter Signalwege.

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es nun sein, durch verschiedene Ansatze sowohl die
molekulare Basis, als auch die Ligandenabhangigkeit der B-Arrestin-Rekrutierung, wie auch
weiterer B-Arrestin-(un-)abhangiger Signaltransduktionsmechanismen zu untersuchen.

Die Arbeit ist in die folgenden beiden Teile untergliedert:
1. Schlusselrolle C-terminaler Phosphorylierungsstellen des

a) P2Y,R im Prozess der B-Arrestin2-Rekrutierung, Rezeptorinternalisierung und
-desensibilisierung

b) B2AR im Prozess der B-Arrestin2/Rezeptor-Interaktion
2. Ligandenabhangige Signalmuster (,ligand bias®) des

a) PB.AR (G-Protein-Aktivierung, B-Arrestin2-Translokation/-Rezeptor-Interaktion,
Rezeptorinternalisierung)

b) P2Y,R (Rekrutierung von sowohl B-Arrestin1, als auch [B-Arrestin2, ERK-
Aktivierung)

In Teil 2. stand vor allem die Untersuchung des ,biased agonism“ als ein endogenes
Phanomen im Vordergrund.
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2 Materialien/Methoden

2.1 verwendete Losungen und Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Chemikalien und Losungen von
den Firmen Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland) oder
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Der Reinheitsgrad betrug in der Regel ,pro
analysi“ (p.a.).

2.1.1 Medien fiir die Bakterienkultur

e LB-Medium (Lysogeny Broth Medium): 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/I NaCl,
pH 7,2

e LB-Agar: LB-Medium versetzt mit 10 g/l Agar

¢ Ampicillinhaltiges LB-Medium/LB-Agar: LB-Medium/LB-Agar mit 100 mg/l Ampicillin

2.1.2 Medien fir die eukaryote Zellkultur

¢ Modifiziertes DMEM fiur HEK-293 Zellen und 1321N1 Astrocytoma-Zellen: Dulbecco’s
Modified Eagle Medium mit 4,5 g/l Glucose (PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland)
versetzt mit 10% (V/V) fetalem Kalberserum, 100 mg/l Streptomycin, 100000 U/I
Penicillin-G und 2 mmol/l L-Glutamin (letzten drei Komponenten Gibco-Life
Technologies, Eggenstein, Deutschland)

¢ Modifiziertes Medium fiir CHO-Zellen: Dulbecco’s Modified Eagle Medium mit 4,5 g/l
Glucose, angereichert mit Nahrfaktor F12 (PAN-Biotech), 10 % (V/V) fetalem
Kalberserum, 100 mg/l Streptomycin, 100000 U/l Penicillin und 2 mmol/I L-Glutamin

e Modifiziertes DMEM mit G(Geneticin)-418 (Gibco-Life Technologies) fir stabile
Zelllinien: Analoge Zusammensetzung wie DMEM fir den jeweiligen Zelltyp mit
zusatzlich 200 mg/l G-418 versetzt.

¢ Modifiziertes DMEM zum Einfrieren von Zellen: 70 % (V/V), fir den jeweiligen Zelltyp
entsprechend modifiziertes, DMEM, 20 % (V/V) fetales Kalberserum, 10 % (V/V)
Dimethylsulfoxid
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2.1.3 Puffer und Losungen

10XTAE-Puffer: 400 mM Tris-HCI (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland),
50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH 8,0
Agarosegel: 1XTAE-Puffer mit 1 % (M/V) Agarose und 0,0001 % Ethidiumbromid

versetzt

10XDNA-Laufpuffer flr Agarosegelelektrophorese:

100 mM EDTA, 30% (V/V)

Glycerol, 0,05 % (M/V) Bromphenolblau, 0,05 % (M/V) Xylencyanol
KCM-Puffer: 150 mM CacCl,, 250 mM MgCl,, 500 mM KCI (alles AppliChem)
PBS-Puffer: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 12 mM Na,HPO,/KH,PO,, pH 7,4
10xSDS-Laufpuffer: 250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1 % SDS (AppliChem)
Zusammensetzung SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

gelelektrophorese)-Gel(-puffer) sieche Tabelle 4/5

Komponente Untergelpuffer (4X) Obergelpuffer (4X)
SDS 4,09 209
Tris-HCI 500 ml 3 M, pH 8,8 250 ml 1 M, pH 6,8
H20 Ad 1,01 Ad 500,0 ml

Tabelle 4: Zusammensetzung des Unter- bzw. Obergelpuffers zur Herstellung eines SDS-PAGE-Gels

Komponente Trenn-/Untergel (10 %) Sammel-/Obergel (4 %)
Acrylamid (30 %)/Bisacrylamid (0,8 %) 8,2 ml 1,3 ml
(NH4)2S2058 (10 %) 125 l 75 pl
H:0 4,0 ml 3,6 ml
TEMED (N,N,N*,N*- 13 8 ul

Tetramethylethylendiamin)

Ober-bzw. Untergelpuffer 12,5 ml 5,0 ml

Tabelle 5: Zusammensetzung eines 4 %igen SDS-PAGE-Ober- bzw. 10 %igen Untergels
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10XTBS (Tris-buffered saline): 24,2 g/l Tris Base, 80 g/l NaCl, pH 7,6

1XTBS/T: 1XTBS-Puffer mit 0,1 % Tween-20

Blockpuffer 1 (fir Western blotting): 1XTBS, 0,1 % Tween-20 mit 5 % fettfreiem
Milchpulver

Antikérper-Puffer: 0,25 % Bovines Serum Albumin (BSA; Fraktion V; AppliChem),
50 mM Tris, pH 7,6, 0,2 % NP 40, 150 mM NacCl

Detektionslosung: 14,77 mg/ml p-Cumarsaure, 44,3 mg/ml Luminol, Perhydrol in
100 mM Tris (pH 8,3)

Stripping-Puffer: 100 mM Glycin, 0,1 % SDS

Blockpuffer 2 (fur ELISA): PBS versetzt mit 1 mM CaCl, und 3 % BSA
Zamboni-Ldésung [258]: 15 ml doppelt gefilterte 1,2 %ige Pikrinsdureldsung, 2 g
Paraformaldehyd, mit 2,5 %iger NaOH neutralisiert; ad 500,0 ml mit Phosphatpuffer
nach Soérensen, pH 7,3, auffillen.

HBSG: 10 MM HEPES (pH 7,2; AppliChem), 150 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 4 mM
CaCl,, 10 mM Glukose

REA-Mix (fur Adenylylzyklase-Assay): 100 mM Tris (pH 7,4), 0,2 mM cAMP, 0,4 %
BSA, 20uyM GTP, 02mM ATP, 2mM MgCl,6H,O, 1mM RO-20-1724
(Phosphodiesterasehemmer), Phosphokreatin 0,59 % (Roche), Kreatinkinase 0,08 %
(Roche Holding GmbH, Grenzach, Deutschland), gereinigtes o-*’P-ATP (GE
Healthcare, Amersham), ca. 200000 cpm/Probe

Messpuffer 1 (fir die Konfokal- bzw. FRET-Mikroskopie): 10 mM HEPES, 140 mM
NACI, 5,4 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCly; pH 7,3

Messpuffer 2 (fir Ca*-Messungen): Zusammensetzung analog zu Messpuffer 1
Anstatt CaCl, ist jedoch 5 mM EGTA zugesetzt.
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2.1.4 Verwendete Agonisten/Antagonisten

Agonist Endkonzentration Strukturformel Abschnitt
NH, 1
ADP 100 M odota (IS
(eingesetzt als Natriumsalz) onon
NH, 1
2-Methylthio-ADP (2-MeSADP) 10 nM LY
(eingesetzt als Trinatriumsalz) Ho,ﬁ,oj,u_k:?
ATP o e 5
(eingesetzt als Dinatriumsalz) 100 uM Ho-f-o-p-o-b-o_ < \NJN
OH OH OH o
OHOH
UTP 5
100 pM HO’?’O’(‘;’O@’O : N/KD
(eingesetzt als Trinatriumsalz) oH oi on | O
(R)-(-)-Isoproterenol oM 2/4
. ) 10 uM HO N.__CH,
(eingesetzt als Hydrochlorid) he
HO CH,
(R)-(-)-Adrenalin oH 4
(eingesetzt als Bitartrat) 101M HO:©/‘\
HO HN‘CH3
(R)-(-)Noradrenalin o 4
(eingesetzt als Bitartrat) 300 uM "o
HO NH,
(R)-(-)Terbutalin oH 4
. . HO NH__CH,
(eingesetzt als Hemisulfat) 150 uM ECHa
OH
Fenoterol (RR)-Enantiomer (oben) o °” s 4
und (SS)-Enantiomer (unten) 10 uM \©)”v mm
(eingesetzt als Hydrobromid) H o
AIprenoIoI (als Racemat eingesetzt) 10 uM ©\/VCHZ CH, 4
(eingesetzt als Hydrochlorid) o/\oc\” CH,
HSC\NH 1
O
MRS2179 100 nM - 1 uM o Lok
(eingesetzt als Tetranatriumsalz) T o
Ho—g—o

Tabelle 6: Endkonzentrationen der, firr die in den einzelnen Abschnitten des Ergebnisteils (rechte Spalte)
beschriebenen Experimente, verwendeten Substanzen und deren Strukturformeln. Die Strukturformeln
verwendeter Agonisten finden sich vergrof3ert auch im Anhang.
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2.2 Biologisches Material und Zellkultur

2.2.1 Prokaryote Zellsysteme

e E.coliDH5a bzw. JM 109 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

2.2.2 Prokaryote Zellkultur

E.coli DH5a wurden in LB-Medium bzw. auf LB-Agarplatten mit dem, fir die jeweilige
Resistenz des transformierten Plasmides, entsprechendem Selektionsmedium versetzt
und im Brutschrank bzw. Schittler Gber Nacht bei 37 °C kultiviert.

2.2.3 Eukaryote Zellsysteme

e HEK-293, humane, embryonale Nierenepithel-Zellen, Adenovirus 5-transformiert

e CHO-Zellen, Ovarzellen des chinesischen Hamsters

e 1321N1 Astrozytoma-Zellen, aus humanen Astrozytoma-Zellen gewonnene Zellinie
(ECACC 860304402, Porton Down, Whiteshire, UK; 42/87)

2.2.4 Eukaryote Zellkultur

Die Zellen wurden in entsprechend fiir den jeweiligen Zelltyp modifiziertem DMEM bei
37 °C und 7 % CO, kultiviert. Zur Weiterzucht wurden die konfluenten Zellen alle 48-72 h
mit Hilfe von 0,5 ml Trypsin-EDTA (0,5 g/l) von der Zellkulturschale abgel6st, mit DPBS
(Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline) (beides von Pan-Biotech) gewaschen, in Medium
resuspendiert und im Verhaltnis 1:6 gesplittet (1 Teil Zellsuspension:5 Teile frisches
Medium)

2.2.5 Plasmid-DNA

e Humaner-P2Y,R [239] - im Folgenden als wt-P2Y 1R bezeichnet

e Humaner-HA-P2Y,R Gruppe 1-3-GFP (auch als P2Y-Clustermutanten bezeichnet)
(Leon, C., Instiut National de la Sante, Strasbourg, Frankreich)

e Humaner-HA-P2Y,R ST/AA -CFP (auch als P2Y,-Doppelmutante bezeichnet)

(diese Arbeit)
e Humaner-HA-P2Y,R S352A-, S354A-, T358A-, T371A-, S372A-GFP (P2Y4-

Punktmutanten) (Leon, C., Instiut National de la Sante, Strasbourg, Frankreich)
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Humaner-HA-P2Y,R S352A- bzw. T358A-CFP (auch als P2Y-Punktmutanten
bezeichnet) (diese Arbeit)

Humaner-HA-P2Y,R A363-YFP (Leon, C., Instiut National de la Sante, Strasbourg,
Frankreich)

Humaner-,AR (Im Haus vorhanden)

Humaner-B,AR-YFP [219]

Humaner-P2Y2R (University of Missouri-Rolla)

Humaner-P2Y,R-YFP [259]

Humaner P2Y,-CFP [259]

Bovines B-Arrestin1-GFP [136]

Bovines B-Arrestin2-YFP [136]

Bovines (B-Arrestin2-CFP, Bovines B-Arrestin1-CFP oder —Cer (Zabel, U., Institut fur
Pharmakologie, Wirzburg)

Bovine GRK2 (Im Haus vorhanden)

Humaner-g,AR PD-, PD-N-, PD-C-, AC2-, AC2-PD-, AAsn405-YFP (auch als
Mutanten B,AR bezeichnet) [260]

Gas-YFP, GB, CFP-Gy; (S.lkeda, Guthrie Research Institute, Sayre, PA)

Als Expressionssystem der rekombinanten Proteine in eukaryotischen Zellen wurde der
pcDNA3 Vektor (Invitrogen, Carlsbad, CA) verwendet. Die essentiellen Proteinsequenzen
der im Laufe der Arbeit konstruierten/verwendeten Plasmide sind in den jeweiligen
Abschnitten des Ergebnisteils dargestellt.

2.2.6 Stabile Zelllinien

HEK-293-humaner-3,AR (diese Arbeit)
HEK-293-humaner-B,AR-YFP (diese Arbeit)
CHO-humaner-B,AR [219, 261]
HEK-293-humaner-HA-P2Y-Gr 1-3-GFP (diese Arbeit)
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2.2.7 Oligonukleotid-Primer

Alle PCR-Primer, zur Klonierung der unter 2.3.1.4 beschriebenen Konstrukte, wurden von
der Firma MWG-Biotech GmbH (Hilden, Deutschland) synthetisiert.

Bezeich- Sequenz Schnittstelle
nung

SRO1 5-GCAAATTTGCAAGCCAAGAGTGAAGACATGGCCCTCAATATTTTACCT-3

SR02 5-AGGTAAAATATTGAGGGCCATGTCTTCACTCTTGGCTTGGCTTGCAAATTTGC-3

SR03 5-CAGAATGGAGATACAAGCCTGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-5

SR04 5-CAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCAGGCTTGTATCTCCATTCTG-3

SR05 5-GGCATGGACGAGCTATACAAGTGACTCGAGAAATCAAAATCTGAGATA-3 BSrG1/Xho1
JK1 5-ATCTTCGGGGATGCCATGTGTAAACTGCAGAGG-3

Tabelle 7: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer. Die Schnittstellen von Restriktionsenzymen sind
unterstrichen. Durch die rot hervorgehobene Mutation wurde die Bsrg1-Schnittstelle entfernt.

2.2.8 Enzyme

o Pfu DNA-Polymerase (Promega, Madison, USA)

e Taq DNA-Polymerase (Perkin EImer, Massachusetts, USA)
e Restriktionsenzyme (NEB, New England Biolabs)

e T4 DNA-Ligase (NEB)

2.2.9 Antikorper

¢ Anti-HA Antikorper (Prof. S. Schultz, Jena, Deutschland)

e Polyklonaler Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)-konjugierter
Antikérper aus der Ziege gegen Kaninchen-Antikdrper gerichtet (Dianova, Hamburg,
Deutschland)

e Polyklonaler Anti-Phospho-p44/42 MAPK (Trh-202/Tyr-204) Antikdérper aus dem
Kaninchen (Cell Signaling, Danvers, MA)

¢ Polyklonaler p44/42 MAPK-AK (Cell Signaling)

Die Antikérper wurden, je nach Versuch, in PBS-Puffer oder OPTI-MEM® 1 (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) auf die erwlinschte Endkonzentration verdinnt.
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2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden

2.3.1.1 DNA-Transformation

e Kompetente JM 109 E.coli Bakterien wurden mit 0,1 ug Plasmid-DNA versetzt,
10 Minuten auf Eis inkubiert und anschlie®end 50 s bei 42 °C erhitzt. Nach Zugabe
von 900 ul LB-Medium, erfolgte eine 50-minttige Inkubationsphase bei 37 °C. Etwa
10 % (V/V) der Bakteriensuspension wurden auf LB-Platten mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum ausplattiert.

e Alternativ wurde die KCM-Methode angewendet: 5-10 ul Ligationsansatz oder 0,1 ug
Plasmid-DNA wurden mit 25 yl 5XKCM-Puffer und 100 pyl kompetenten DH5a E.coli
Bakterien gemischt. Der Ansatz wurde flir 20 min auf Eis belassen und anschlieend
10 min bei RT inkubiert. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde entsprechend der
Hitzeschock-Methode auf LB-Platten mit Selektionsmedium Uberimpft.

2.3.1.2 DNA-Praparation

Die DNA-Isolation und Aufreinigung groRerer DNA-Mengen erfolgte gemal der
Herstelleranweisung (QIAGEN-tip 500, Qiagen, Hilden, Deutschland). Der entsprechend
dem Protokoll durchgefiihrten alkalischen Lyse der Bakterien, folgte die chromatographische
Reinigung der gewonnenen DNA Uber Anionenaustausch. Die DNA-Konzentration wurde
photometrisch durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm (Extinktion) bestimmt. Einer
optischen Dichte von 1,0 bei 260 nm entspricht 50 ng/ul doppelstrangige DNA. Entsprechend
wurde die vorliegende DNA-Konzentration Uber das Lambert-Beersche-Gesetz ermittelt. Die
teilweise Uberlagerung der Absorption von Nukleinsiuren bei 260 nm und Proteinen bei
280 nm wurde genutzt, um die Reinheit der Nukleinsaurepraparation abzuschatzen. Lag der
Quotient Uber 1,8, so wurde die Reinheit der Praparation als ausreichend angesehen.

2.3.1.3 DNA-Aufreinigung

Zur Trennung, ldentifizierung und Reinigung von DNA-Fragmenten wurden 1% (M/V)
Agarosegele verwendet. Die Detektion, der nach GroRe in 1XTAE-Laufpuffer
gelelektrophoretisch getrennten DNA-Fragmente, erfolgte durch Interkalation von
Ethidiumbromid zwischen den Basen der Nukleinsduren. Nach Anregung mit UV-Licht,
(365 nm) erschien der Ethidiumbromid/Nukleinsaure-Komplex im sichtbaren Bereich (500-
590 nm) als fluoreszierende Bande. Banden erwarteter Grofle wurden ausgeschnitten und
mit Hilfe des Quiaquick Gel Extraction Kit (Quiagen) nach Protokoll des Herstellers (durch
Absorption an Glasmilch) aufgereinigt.
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2.3.1.4 Konstruktion von P2Y, ST/AA-eCFP bzw. Fusion von P2Y, S352A oder T358A an
eCFP

Entsprechend der graphischen Darstellung (Abbildung 11), wurde die erwlinschte DNA-
Sequenz der jeweiligen Template-DNA (Tabelle 8: PCR 1 und PCR 2) dber die
angegebenen (Mutanten-)Primer (Tabelle 7), mit Hilfe der Technik der Uberlappenden PCR
(Ho etal., 1989), modifiziert und mit Hilfe der Pfu DNA-Polymerase bzw. der Tag DNA-
Polymerase entsprechend den Angaben des Herstellers, amplifiziert. Es folgte die Detektion
und Aufreinigung der DNA-Fragmente aus PCR 1 und PCR 2 (Tabelle 8) (2.3.1.3). Die
aufgereinigten PCR-Produkte wurden in einem weiteren PCR-Schritt (Tabelle 8: PCR 3)
fusioniert und das erhaltene PCR-Fragment anschlielend aufgereinigt. Gemall dem
Herstellerprotokoll (New England Biolabs) wurden sowohl das aus PCR 3 erhaltene DNA-
Fragment als auch das gewinschte Vektorkonstrukt, jeweils mit den Restriktionsenzymen
Agel und Xhol, geschnitten, erneut aufgereinigt und entsprechend den Herstellerangaben
unter Verwendung der T4 DNA-Ligase ligiert.

[~ Fragment | Fragment |
SRO1 SR03
@  eCFP [,
1. P2Y4R-C44 ———w————3>pcDNA3 1. P2Y{R-C44 —-ec—n':;-» pcDNA3
NZ01 NZ01
oc JKO1
JKO1
& phy eCFP = eCFP
2. P2Y4R-C44 i%_-_L. pcDNA3 2. P2Y{R-C44~ e &—L» pcDNA3
SR02 SR04
entlll entlll
JKO1 JKO1
eCFP FP
3. & Artr—mde—_» Fragment | 3. & #r————» Fragment |
= =
L NZz01 NZz01
> Agel Xhol Agel Xhol
©
j=
: K K K K
>
g
o eCFP eCFP
€ entlll - L s ent Il entlll — % ! [ ent Il
5
wv
]
o
Agel Xhol
QK QK Vektor
P2Y,R-C44 pcDNA3
cr
2 eCFP eCFP
‘g P2Y4R-C44 — gt +» pcDNA3 P2Y1R-C44 — ! » pcDNA3
g

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Klonierung von P2Y, S352A/T358A-eCFP (links) und
P2Y, S352A- oder T358A-eCFP (rechts). Die Sternchen repréasentieren eingeflgte Punktmutationen,
die Pfeile die verwendeten Primer aus Tabelle 7. JKO1, SR01 und SRO3 wurden als Vorwartsprimer,
NZ01, SR02 und SR04 als Rickwartsprimer verwendet. eCFP (enhanced CFP) ist durch schwarze
Balken gekennzeichnet. Agel und Xhol dienten als Restriktionsenzyme.
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PCR Template Vgrwarts- Rgckwarts- PCR Template VgnNans- Rgckwarts-
primer primer primer primer
1.
Wt-P2Y1R- SRO1 NZA1 1. Wt-P2Y1R- SRO03 NZ1
C44 —CFP C44-CFP
pcDNA3 pcDNA3
2.
Wt-P2Y1R- JK1 SR02 2. P2Y R-C44 JK1 SR04
C44 —CFP S352A- bzw.
pcDNA3 T358A-CFP
pcDNA3
3.
1.+ 2. JK1 NZ1 3. 1.+ 2. JK1 NZ1

Tabelle 8: Angegeben sind die flr die jeweiligen PCR-Schritte als Template eingesetzten cDNA sowie die
verwendeten Primer. Links: Template-DNA und Primer zur Klonierung von. P2Y; S352A/T358A-CFP. Rechts:
Template-DNA und Primer zur Klonierung von P2Y1 S352A- oder T358A-CFP.

Die cDNA der erhaltenen Rezeptorkonstrukte wurde wie unter 2.3.1.1 beschrieben in
E. coli transformiert und die amplifizierte DNA anschlieRend aufgereinigt (2.3.1.2). Zur
Kontrolle der generierten Konstrukte wurde die Lange und Anzahl der Schnittprodukte
Uber einen Restriktionsverdau Uberprift (bei erfolgreichem Inserteinbau in den Vektor
sollte eine der beiden im Vektor vorhandenen BsrgI-Schnittstellen fehlen). Zusatzlich
erfolgte eine Sequenzierung durch die Eurofins Medigenomix GmbH (Martinsried,
Deutschland) mit Hilfe der Primer SP6 und T7 oder speziell synthestisierten Primern.

2.3.1.5DNA-Transfektion

Die gewlinschte cDNA wurde unter Verwendung des Effectene Transfektionskit von
Quiagen (Hilden, Deutschland) in HEK-293 Zellen transfiziert. Fur jeden Versuch
wurden die optimalen Mengen an Transfektionsreagenz hinsichtlich der
Transfektionseffizienz individuell bestimmt. Zelldichte: 60-80 % konfluent.

Die Transfektion von CHO-Zellen erfolgte mit Hilfe des Transfektionsreagenz PEI
(Polyethylenimin; Sigma Aldrich). 1-2 uyg DNA/well und 2,5 ug PEl/well werden jeweils
mit 100 yl OPTI-MEM® (ohne Antibiotika) gemischt und fiir 30 min bei RT inkubiert.
Nach Zugabe von 800 ul OPTI-MEM® wurde das Transfektionsgemisch auf die Zellen
gegeben. Zelldichte: 70-80 % konfluent.

Zur Transfektion der cDNA in Astrozytoma 1321N1-Zellen habe ich die Methode der

Elektroporation [262] verwendet. Nach Anweisung des verwendeten Amaxa Kit 5
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(Amaxa Biosystems, Gaithersburg, MD), wurde die Zellsuspension, in Gegenwart
einer DNA-LGsung, einem kurzen elektrischen Puls ausgesetzt. Durch die in der
Zellmembran entstandenen Poren gelangt die DNA in die Zelle (Sukharev et al.,
1994). Zelldichte: 70-85 % konfluent; Zellmenge: etwa 1x10°/Probe

Die jeweils verwendeten Mengen an cDNA fur je 3 wells einer 6-well Platte sind in Tabelle 9
angegeben.

Transfektion B-Arrestin Rezeptor GRK/G-Protein-UE Abschnitt
Effectene 600 ng 900 ng 1,5
Elektroporation 2,3 ug 1
Effectene 500 ng 450 ng 200-300 ng GRK2 2,3,4
PEI Stabile Zellinie Gaos-YFP 1,6 pg; GB+ 4

0,5 ug; CFP-y, 0,2 ug

PEI 2,4 ug 4

Tabelle 9: Eingesetzte cDNA-Mengen/3wells fiir verschiedene Transfektionsmethoden. Der Abschnitt des
Ergebnisteils, in welchem die jeweilige Methode/cDNA-Menge fir die dort beschriebenen Experimente
eingesetzt wurde, ist in der rechten Spalte angegeben.

Die zur Transfektion vorgesehenen Zellen wurden maximal 12 h vor der Transfektion in 6-
well Zellkulturschalen ausgesaht, um das Vorliegen einzelner Zellen zu Versuchsbeginn zu
gewahrleisten. Die Experimente wurden 24 h nach Elektroporation der Zellen bzw. 40-48 h
nach der Transfektion mit den anderen Transfektionsreagenzien durchgefuhrt.

2.3.1.6 Generierung stabiler Zelllinien

HEK-293 Zellen wurden wie unter 2.3.1.5 beschrieben mit der erwiinschten DNA transfiziert,
24 h lang in modifiziertem DMEM Kkultiviert und anschlieRend mit 1 mg/ml G-418 selektiert.
Uberlebende Zellen wurden als einzelne Klone getrennt und wie beschrieben (2.2.4) weiter
passagiert. Die Untersuchung der Expression von Zelllinien, die stabil ein fluoreszentes
Konstrukt exprimieren, erfolgte mit Hilfe der Konfokalmikroskopie.

-43 -



Material und Methoden

2.3.2 Messtechniken

2.3.2.1 Konfokalmikroskopie

Alle konfokalmikroskopischen Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden mit einem
Leica SP2 System (Leica, Wetzlar, Deutschland) mit Olimmersionsobjektiv (HCXPL APO
63x1,32) durchgefihrt. Die zuvor auf Poly-D-Lysin beschichteten Coverslips ausgesahten
und transfizierten Zellen wurden jeweils in eine Attofluor-Halterung (Invitrogen, Leiden,
Niederlande) eingespannt und die Zellen mit Messpuffer 1 Uberschichtet. Das jeweilige
fluoreszente Protein wurde mit Laserlicht definierter Wellenlange (moglichst
Anregungsmaximum des fluoreszenten Proteins) angeregt (Tabelle 10) und die
Fluoreszenzintensitat des emittierten Lichtes detektiert.

Fluorophor Laser Strahlenteiler Anregungs- Emissionsbereich
Wellenlange
eYFP Argonlaser DD 458/514 514 nm 525-600 nm
eGFP Argonlaser RSP 500 488 nm 500-550 nm
eCFP Doppeldiodenlaser RSP 455 430 nm 467-550 nm

Tabelle 10: Bedingungen zur Anregung der fluoreszenten Proteine eYFP, eGFP und eCFP im SP2-
Konfokalmikroskop.

Die Einstellungen fiir die Aufnahmen wurden konstant gehalten: 512x512 Pixelformat,
400 Hz. Die Erfassungszeit fur ein Bild betrug 7 s. Zeitserien wurden mit Hilfe des Standard
Leica Software Package (Version 2.61) aufgenommen, wobei, je nach Versuch, alle 30 s bis
1 min ein Bild aufgenommen wurde.

Die quantitative Auswertung erfolgte ebenfalls unter Verwendung des Standard Leica
Software Package (Version 2.61): Je nach Experiment wurde die Fluoreszenzintensitat
definierter Bereiche innerhalb der Membran bzw. im Zytosol (ROl = Region of interest) tber
die Zeit quantifiziert. Bei Auswahl der ROl wurde insbesondere darauf geachtet, dass es
durch Zellbewegung nicht zu Veranderungen/Verschiebung der betrachteten Membran-
/zytosolischen Bereiche kam. Wie auch in Abbildung 12 gezeigt, wurde zusatzlich die
Fluoreszenzintensitat der Gesamtzelle sowie des Hintergrundes Uber die Zeit detektiert, um
eventuelles Photobleichen und Hintergrundfluoreszenz  korrigieren zu  koénnen.
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Rezeptor-YFP

Abbilung 12: Schema der Konfokalmikroskopie am Beispiel der Rezeptorinternalisierung. (A)
Schematische Darstellung eines YFP-markierten GPCR. (B) Das Konfokalbild zeigt mit einem YFP-markierten
Rezeptor transfizierte HEK-293 Zellen vor Stimulation mit einem Agonisten. Zur Quantifizierung der agonisten-
induzierten Rezeptorinternalisierung wurden die Abnahme der Membran- bzw. der Gesamtzellfluoreszenz
(Bleichen) und/oder die Zunahme der zytosolischen Fluoreszenzintensitat in definierten Regionen (ROI Zytosol,
grin; ROl Membran, orange; ROI ganze Zelle, violett) Uiber die Zeit detektiert (C) Um eventuell auftretende
Hintergrundfluoreszenz korrigieren zu kénnen, wurde die Fluoreszenz entsprechender Bereiche auflerhalb der
Zellen detektiert (roter Kreis in (B), im Graphen rechts nicht angegeben).

Die resultierenden Fluoreszenzintensitatswerte wurden jeweils auf die initiale Fluoreszenz
bei t =0 min normalisiert, um das Photobleichen und die Hintergrundfluoreszenz korrigiert
und als Balkendiagramm (z.B. Fluoreszenz im Zytosol nach 15 min) oder gegen die Zeit
aufgetragen (Abbildung 13)

A B

Fluoreszenz
@

40 - B-Arrestin2-YFP

204 ffcczozg

relative cytosol.
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Fluoreszenz

relative cytosol.
%B-Arrestin
Translokation
oy
o

B-Arrestin2-YFP B-Arrestin2-YFP

Abbildung 13: Quantitative Auswertung eines Konfokalexperiments. (A) Schematische Darstellung der
agonisteninduzierten  Translokation von YFP-markiertem [B-Arrestin2 an einen membranstandigen,
phosphorylierten (P) GPCR. Die Emission des bei 514 nm angeregten YFP-Fluorophors wird bei 535 nm detektiert
(B) Die auf die initiale zytosolische (cytosol.) Fluoreszenz des gewahlten ROl bezogene Abnahme der
Fluoreszenzintensitat (relative Fluoreszenz) Uber 15 min ist dargestellt. (C) Zeigt die relative zytosolische

Fluoreszenz 15 min nach Agonistenexposition. (D) Reprasentiert das Ausmal der aus (C) berechneten relativen
B-Arrestin-Translokation (100 % - zytosol. Fluoreszenz).
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2.3.2.2 FRET-Mikroskopie

2.3.2.2.1 Prinzip/Voraussetzungen fiir FRET

Das Prinzip des Forster-Resonanzenergietransfers (auch als Fluoreszenz-Resonanz-
energietransfer bezeichnet) beruht darauf, dass die Energie eines angeregten Donor-
Fluorophors nicht in Form eines Photons abgegeben wird (Forster, 1948), sondern
stahlungslos (ber Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf einen zur Strahlungsemission
befahigten Akzeptor Ubertragen wird. In diesem Zusammenhang nimmt die Emission des
Donor-Molekils ab, wahrend die des Akzeptors zunimmt. Zugleich nimmt die Verweildauer
des Donors im angeregten Zustand und somit seine Fluoreszenzlebensdauer ab. In
Abbildung 14 ist der Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer von einem Donor auf einen
Akzeptor schematisch dargestellt.

Donor (CFP)

fluorescence

Abbildung 14: FRET Schema: Die Donor (CFP)-Fluoreszenz (dargestellt durch den blauen Pfeil) wird beim
Ubergang in einen energetisch niedrigeren Zustand freigesetzt. Bei Anwesenheit eines Akzeptormolekiils wird
die Donorfluoreszenz verringert (gestrichelter blauer Pfeil) und Energie wird auf den Akzeptor Ubertragen
(gestrichelter blauer Pfeil), der daraufhin Photonen mit Akzeptor-Wellenlange (griin-gelber Pfeil) freisetzt (aus
Siegel R.M., Protocol 2000).

Um eine mdglichst effiziente strahlungsfreie Energielibertragung von einem Donor auf einen
Akzeptor Uber den Forster-Resonanzenergietransfer zu ermdglichen, missen drei
wesentliche Kriterien erfullt sein:

1. Spektrum: Das Emissionsspektrum des Donors muss mit dem Absorptionsspektrum

des Akzeptors Uberlappen

2. Abstand: Da die FRET-Effizienz von der sechsten Potenz des Abstandes zwischen
Donor und Akzeptor abhangt, sollten die Fluorophore nur wenige Nanometer
(1-10 nm) voneinander entfernt sein. Die Distanz zweier zum FRET befahigter
Farbstoffe, bei der die Effizienz E des strahlungsfreien Energietransfers halbmaximal
ist, wird als Forster-Radius (Rp) bezeichnet (Abbildung 15).
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A B
1.0 1

N 0.8 -

.§ 0.6 - \ FRET-Effizienz

E 0.4 - . . .
0.2 R, Exr/(r°+Rg")
0.0 T T "| T 1

0 2 4 6 8 10
Abstand (nm)

R <10 nm R >>10 nm

Abbildung 15: Einfluss des Abstandes von Donor zu Akzeptor auf die FRET-Effizienz. (A) Zur Detektion von
FRET sollten der Abstand zwischen Donor und Akzeptor 1-10 nm betragen. Ro = Férster-Radius (Ro). Ro betragt
fir das FRET-Paar CFP/YFP etwa 5 nm. (B) Einflussfaktoren der FRET-Effizienz: R = Distanz zwischen den
Fluorophoren; Ro = Forster-Radius. Ist der Forster-Radius konstant, ist die FRET-Effizienz direkt von der Distanz
der Fluorophore zueinander abhangig. (C) Schematische Darstellung von FRET zwischen YFP und CFP in
Abhangigkeit von ihrer Distanz. Bei einem Abstand der Fluorophore zueinander (C) von R <10 nm findet FRET
statt. (D) R >> 10 nm: Kein strahlungsloser Energietibertrag (FRET) detektierbar.

3. Orientierung: Donor und Akzeptor sollten mdglichst parallele elektromagnetische

Schwingungsebenen haben (Abbildung 16).

senkrecht parallel

Abbildung 16: Schema des strahlungslosen Energielbertrags (FRET) von einem Donor- (CFP) auf ein
Akzeptor-Fluorophor in Abhangigkeit von der Orientierung der Fluorophore zueinander. Stehen die Dipolachsen
senkrecht zueinander, findet kein FRET statt. Sind die Dipolachsen parallel zueinander angeordnet, kommt es
zum strahlungslosen Energietransfer.

Da der Fdrster-Radius sowohl von der Orientierung der Fluorophore zueinander
(K? = Orientierungsfaktor der Dipol-Dipol-Interaktion der Fluorophore) als auch der spektralen
Uberlappung zwischen Donor-Emission und Akzeptor-Exzitation (J) abhangig ist, gehen
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beide Faktoren, zusammen mit der Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit des
Akzeptors (Q) und dem refraktiven Index des umgebenden Mediums (n) in die sogenannte
Forster-Gleichung zur Beschreibung des Forster-Radius, und somit auch indirekt in die
Bestimmung der FRET-Effizienz (Abbildung 15B) ein:

Forster-Radius

Ro = (JK?2Qon™) 1/6 X 9,7 X 103 A

2.3.2.2.2 FRET-Messungen

Alle FRET-Messungen dieser Arbeit wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 der
Firma Zeiss (Jena, Deutschland), ausgestattet mit einem 63X Ol-Objektiv und einem dualen
Emissionssystem (Till Photonics, Grafeling, Deutschland), durchgefiuhrt. Die Anregung der
Probe erfolgte Uber ein Polychrom IV (Till Photonics). Um Photobleichen zu minimieren,
wurde, je nach Fluoreszenzintensitat der Probe, eine Belichtungszeit von <60 ms bei einer
Frequenz von 10 Hz (in Abhangigkeit der Kinetik der detektierten Protein/Protein-Interaktion)
gewahlt. In allen FRET-Experimenten wurde das cyanfluoreszierende Potein (CFP, cyan
fluorescent protein) als Donor und das gelbfluoreszierende Protein (YFP, yellow fluorescent
protein) als Akzeptor verwendet. Unter Verwendung eines Strahlenteiler (DCLP 505 nm)
konnte die Fluoreszenz des Donorproteins bei 480nm (F4g), die des Akzeptors bei 535nm
(Fs35) gemessen werden (Abbildung 17A). Die Anregung erfolgte mit Licht der Wellenlange
360 nm (Strahlenteiler DCLP 460 nm, Chroma Technology). Fir jedes Experiment wurden
mdglichst (Einzel-)Zellen ahnlicher Fluoreszenzintensitat und -verteilung ausgewahlt. Um
agonisteninduzierte Anderungen des FRET-Signals zu detektieren, wurden die Zellen mit
MeRpuffer 1 mit bzw. ohne Agonist mit Hilfe eines Superfusions-Systems (ALA Scientific
Instruments) perfundiert. Die Signale wurden durch Photodioden detektiert, Uber einen
analogen/digitalen A/D-Wandler digitalisiert. (Digidata 1322A, Axon Instruments, Union City,
CA) und die Fluoreszenzintensitaten der Einzelkanale (Fponor bZW. Fakzeptor) SOWie das
ratiometrische FRET-Signal (Fakzeptor/Fponor) mittels der Clampex 8.1 Software (Axon
Instruments, Foster City, C.A) dargestellt. Die detektierte Emission wurde um das
Durchbluten des Donors in den Akzeptorkanal sowie die direkte Akzeptoranregung
(gemessen am Ende eines jeden Experiments) korrigiert (Origin 8. Software).
Abbildung 17B zeigt beispielhaft ein reprasentatives FRET-Experiment.

-48 -



Material und Methoden
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie Transfers (FRET).(A) Die
Anregung von CFP (Donor) mit Licht der Wellenlange 436 nm resultiert in einer Emission bei 480 nm, wahrend
die Anregung des Akzeptorfluorophors (YFP) zu einer Lichtemission bei 535 nm fuhrt. Befinden sich Akzeptor
und Donor in raumlicher Néhe zueinander, kann ein strahlungsloser Energietransfer (Donor — Akzeptor)
stattfinden (FRET). (B) Die Fluoreszenzintensitat der YFP- (Fyrp, 535 nm, gelbe Spur)- bzw. CFP- (Fcrp,
480 nm, blaue Spur) Emission einzelner Zellen sowie der Quotient Fyrp/Fcrp sind gezeigt.

2.3.2.3 Rezeptorinternalisierung

2.3.2.3.1 EIA (Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest)

Stabil den HA-markierten B,AR exprimierende HEK-293 Zellen wurden in Poly-D-Lysin
beschichteten 24-well Zellkulturschalen (pro well etwa 1x10° Zellen) ausgesaht. 24 h spéter
wurden die etwa 85 % konfluenten Zellen mit anti-HA Antikorper (AK) in OPTI-MEM® 1, in
einer Verdiinnung von 1:2000, 2 h lang bei 4 °C inkubiert und im AnschluR mit OPTI-MEM® 1
gewaschen. Um unspezifische Bindung des Zweit-AK (Hintergrund), z.B. an die
Zellkulturschale, quantifizieren zu kénnen, wurden je 3 wells mit OPTI-MEM® 1 ohne AK
behandelt. Es folgte die Stimulation der Zellen mit dem jeweiligen Ligand (in OPTI-MEM® 1
geldst) bzw. mit OPTI-MEM® 1 ohne Agonist (100 %-Wert) fiir die erwiinschte Dauer bei
37 °C. Um die ligandeninduzierte Rezeptorinternalisierung zu beenden, wurden die Zellen
dreimal mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen und 40 Minuten lang mit Zamboni-Fixierldsung
bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Puffer, wurden die Zellen 1 h lang mit
Blockpuffer 2 und anschlielend 1,5 h lang mit HRP-konjugiertem AK in Blockpuffer 2
(1:2500), jeweils bei RT, inkubiert. Nach vier weiteren Waschschritten mit PBS + 1 mM
CaCl,, erfolgte die Detektion der an der Zelloberflaiche verbliebenen Rezeptoren durch
Zugabe des Peroxidase-Substrates ABTS ((2,2 -Azino-di-[3-ethylbenzthiazolin Sulfonat (6)]
in wassriger Losung). Nach einer Inkubationszeit von 25 min wurde die Absorption/well
photometrisch bei 405 nm vermessen. Die an der Zelloberflache verbliebenen Rezeptoren
wurden wie folgt quantifiziert:

(Mittelwert der Absorption ligandenstimulierter Zellen - Hintergrund)/(100 %-Wert —
Hintergrund) = % an der Zelloberflache verbliebene Rezeptoren
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2.3.2.3.2 [PHJCGP12177

Stabil den B,AR exprimierende HEK-293 Zellen wurden auf Poly-D-Lysin beschichteten 6-
well Zellkulturschalen ausgesaht. Bei einer Konfluenz der Zellen von etwa 80 % wurde das
Medium durch HBSG ersetzt und fir 30 min bei RT inkubiert. Es folgte die Stimulation mit
den zu testenden Agonisten zu definierten Zeitpunkten bei 37 °C in Triplikaten. Unstimulierte
Zellen dienten als Vergleich. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Zellen auf Eis dreimal
mit eiskaltem PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden anschlieRend mit [PH]CGP12177
(nicht subtypspezifischer Radioligand B-adrenerger Rezeptoren) in HBSG bei 4 °C flr 2 h
inkubiert. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde ein Teil der Zellen zusatzlich
mit Alprenolol behandelt. Jedes well wurde dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und die
Zellen 30 min lang bei RT mit 0,5 M NaOH lysiert. Das Lysat wurde in Szintillationsflussigkeit
(LumaLSC) uberfihrt und die Menge des unspezifisch bzw. spezifisch gebundenen
Radioliganden im Betacounter LS 1801 (Beckmann) ermittelt.

2.3.2.4Ca**-Messungen

Die mit dem wt-P2Y,R bzw. der P2Y,R Gruppe-1- oder Gruppe-2-Mutante transient
transfizierten 1321N1 Astrozytoma-Zellen wurden auf Poly-D-Lysin behandelten Coverslips
in 6-well Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von etwa 60 % kultiviert. Um die Zellen mit
dem Ca?*-Indikator Fura-2 Acetoxymethylester (AM) (Invitrogen/Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) zu beladen, folgte eine 35-minltige Inkubation der Zellen bei 37 °C in
MeBpuffer 1 mit Fura-2 AM (1 pg/ul). Die Zellen wurden dreimal mit Messpuffer 1
gewaschen, 30 min lang im Dunkeln bei RT belassen und anschlieend direkt mit einem
Fluoreszenzmikroskop der Firma Nikon (Nikon TE-2000U; 455 DCLP, 340 und 380 nm
Exzitation-Filter, 520/20 Emissions-Filter; NikonTokyo, Japan) vermessen. Zu diesem Zweck
wurden die Zellen mit Hilfe eines Perfusionssystems mit Messpuffer 2 bzw. in Messpuffer 2
geldstem Agonisten perfundiert, wobei einige Zellen zuvor mit 500 nM Phorbol-12-Myristat
13-Acetat (PMA) 5 min lang behandelt wurden. Zur Detektion des freigesetzten
intrazelluldren Ca®* in definierten Regionen (ROI) wurde der Quotient (Fura-2 an Ca®'
gebunden/freies Fura-2) nach wechselnder Anregung mit Licht der Wellenlange 340 nm
(Ca?*-gebundenes Fura-2) und 380 nm (freies Fura-2) {iber das MethaMorph/MetaFluor-
Bilderfassungssystem/Analysesoftware erfasst.

2.3.2.5Western blotting

HEK-293 Zellen, welche stabil den C-terminal mit YFP-markierten P2Y,R exprimieren,
wurden in Poly-D-Lysin beschichteten 6-well Zellkulturschalen so ausgesaht, dass nach etwa
48 h eine Konfluenz von 80 % erreicht war. Nach dem Western-Immunoblotting Protokoll von
Cell Signaling Technology wurden die Zellen mit dem erwlinschten Agonisten stimuliert,
lysiert, einer kurzen Ultraschallbehandlung unterzogen und ein Aliquot jeder Probe auf 95-
100 °C erhitzt. Einer kurzen Abkihlphase auf Eis folgte eine 5-mintitige Zentrifugation bei RT
(8600 g). Etwa 20 ul des Uberstandes/Tasche wurden auf ein SDS-Gel (Hoefer,
Zusammensetztung siehe Tabelle 2) geladen und die Proteine bei einer konstanten
Stromstarke von 70 mA in 1xSDS-Laufpuffer nach ihrer GroRe aufgetrennt. Nach
Elektrotransfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Millipore) mit Hilfe einer Semi-
dry blot Apparatur (Biorad) (1,5 h, 100 V), folgten einer 1-stiindige Inkubation der Membran
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in Blockpuffer 1 drei Waschschritte mit TBS/T bei RT. Die Inkubation mit dem gewahlten
Primarantikorper, Anti-Phospho-p44/42 MAPK (1:1000) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Nach
Auswaschen des Uberschissigen Primarantikérpers wurde die Membran mit dem HRP-
konjugierten Sekundarantikérper (1:10000 in Blockpuffer) fir 1 h bei RT inkubiert. Zur
Detektion des Proteins wurde die Membran im Dunkeln unter leichtem Schwenken mit
Detektionslosung Uberschichtet. Durch die entstehende Chemolumineszenz konnte das
Protein Uber Belichtung (Schwarzung) eines Films und mit Hilfe eines Fuji LAS-1000
Systems (FujiFilm) visualisiert und quantifiziert werden. Um die totale ERK-Menge zu
bestimmen, wurden die AK durch eine 1-stiindige Inkubation in Stripping-Puffer von der
Membran abgeldst (,strippen®). Die Membran wurde erneut mit Blockmilch behandelt und im
Anschluss mit p44/42 MAPK-AK (1:1000) inkubiert. Das weitere Vorgehen erfolgte analog
wie oben beschrieben.

2.3.2.6 Rezeptorphosphorylierung

Zu etwa 80 % konfluente HEK-293 Zellen wurden transient mit dem gewunschten
Rezeptorkonstrukt in 6-well Zellkulturschalen transfiziert und 48 h spater flir 2 h bei 30 °C mit
[*?P]Orthophosphat in Phosphat-freiem DMEM markiert. Die Zellen wurden mit 10 nM
2-MeSADP in DMEM bzw. mit DMEM ohne Agonist 7 min lang behandelt und anschliel3end
30 min auf Eis solubilisiert [263]. Die HA-markierten Rezeptorkonstrukte wurden Uber anti-
HA-(12CA5)-AK beladene Sepharosekugeln immunprazipitiert. Proben der phosphorylierten
Rezeptoren wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen und anschlieRend uber ein
Phosphoimager-System (GE Healthcare, Chalfont, St. Giles, Buckinghamshire, UK)
quantifiziert.

2.3.2.7 Adenylylzyklase-Assay

Fir einen Ansatz von 100 pyl wurde jeweils 100 ul Testsubstanz in gewlnschter
Konzentration, 40 pl des jeweiligen Membranproteins (75-150 ug) und 50 yl REA-Mix 20 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 400 pl 125 mM Zn,Ac und 500 pl
144 mM Na,CO; auf Eis. Zum Abtrennen des entstehenden Zn,CO;-Prazipitats wurden die
Proben 5 min (20800 g) zentrifugiert. 800 pyl Uberstand wurden auf eine Alumina (Al,O3)-
Saule aufgetragen und mit 100 mM Tris-Puffer (pH 7,4) eluiert. Das Eluat wurde mit Hilfe
eines Betacounter LS 1801 (Beckmann) vermessen. Als Blindprobe wurde der Ansatz aus
50 yl H,O und 50 pl REA-Mix und der zu untersuchenden Probe analysiert. Fir jede
Bedingung wurden Triplikate erstellt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch nach der Bradford-
Methode, gemaf dem Protokoll des Biorad-Proteinassays (Bio Rad Laboratories GmbH).
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3 Ergebnisse

3.1 -Abschnitt| -

C-terminale Phosphorylierung des humanen P2Y -
Rezeptors als strukturelle Basis agonisteninduzierter
Internalisierung, Desensibilisierung und B-Arrestin-
Translokation

Um den Einfluss potentieller Phosphorylierungsstellen im C-Terminus bzw. in der dritten
Intrazellularschleife (Intracellular loop 3; IL3) des humanen P2Yq-Rezeptors (P2Y4R)
hinsichtlich der ADP-induzierten B-Arrestin-Translokation, Internalisierung und Ca®-
Mobilisierung des Rezeptors zu analysieren, wurde die cDNA dreier verschiedener P2Y -
Mutantenrezeptoren verwendet.

Konstrukt IL 3 C-Terminus
proximal distal
241 258 329 350 373
Wi-P2Y, VEALIYKDLDNSPLERKS DTFRRRLSRATRKASRR SEANCQSKSEDMTLNILPEFKQNGDTSL
P2Y; Gruppe-1 VEALIYKDLDNSPLRRKS DAFRRRLARBARKAARRARANCQSKSEDMTLNTLPEFKQNGDT ST.
P2Y; Gruppe-2 VEALIYKDLDNSPLRRKS DTFRRRLSRATRKASRR SEANCQAKAEDMALNILPEFKQNGDAAL
P2Y; Gruppe-3 VRALTAKDLDNAPLRRKA DTFRERLSEATRKASRRSEANCQSKSEDMTLNILPEFKQNGDT SL

Abbildung 18: (A) Schema der drei verwendeten Clustermutanten, P2Y Gruppe-1 (Gr-1; griin), -2 (Gr-2; rot)
und -3 (Gr-3; blau). (B) Schematische Darstellung der Aminosauresequenzen der dritten Intrazellularschleife und
des C-Terminus des humanen wt-P2Y4R bzw. der Clustermutanten-P2Y1R. Potentielle Phosphorylierungsstellen
(Ser-, Thr- oder Tyr-Reste) des wt-Rezeptors bzw.die entsprechenden Alanin-Reste der Mutantenrezeptoren sind
hervorgehoben.

Es wurden drei Mutanten konstruiert, in denen jeweils Cluster von drei bis finf der in der
dritten intrazellularen Schleife bzw. dem C-Terminus konservierten Serin(Ser)-,
Threonin(Thr)- oder Tyrosin(Tyr)- Reste zu Alanin(Ala) mutiert und somit potentielle
Phosphorylierungsstellen entfernt wurden. Wie in Abbildung 18 gezeigt, fehlen der als P2Y/
Gruppe-1 bezeichneten Clustermutante alle potentiellen Phosphorylierungsstellen im
proximalen C-Terminus (Position 329-346). In einer zweiten Rezeptormutante wurden alle
potentiellen Phosphorylierungsstellen im distalen C-Terminus (Gruppe-2; Position 352-373),
im dritten Mutantenkonstrukt (Gruppe-3) die der dritten Intrazellularschleife (Position 241-

-53 -



Ergebnisse

258) zu Alanin mutiert. Wie im Ergebnisteil beschrieben, zeigten alle drei Konstrukte einem
dem Wildtyp(wt)-P2YR &hnlichen Anstieg intrazelluldrer Ca®*-Konzentrationen in 1321N1
Astrozytoma-Zellen (fir Gr-1 und Gr-2 in Abbildung 27 oben gezeigt) und unterschieden
sich somit in funktioneller Hinsicht nicht von diesem.

3.1.1 Internalisierung

Um zunachst die Hypothese zu testen, dass ein Zusammenhang zwischen der
Phosphorylierung im C-Terminus bzw. dem IL3 des P2Y:-Rezeptors und dessen
Internalisierung besteht, wurde jedes Konstrukt C-terminal mit dem griin-fluorezierenden
Protein (GFP) fusioniert. Die cDNA aller P2Y 4-Clustermutanten wurden transient in HEK-293
Zellen ftransfiziert und die Zunahme der intrazelluldren Fluoreszenz (als ,Indikator®
internalisierter Rezeptoren) mittels Konfokalmikroskopie vor sowie innerhalb von 15 min
nach Stimulation mit Adenosindiphosphat (ADP) (100 uM final) in vivo detektiert.

Alle Konstrukte wiesen eine gute Membranlokalisierung auf (Abbildung 19A, linke Spalte).
Der wt-P2Y-Rezeptor sowie auch die Gruppe-1- und Gruppe-3-Rezeptormutanten zeigten
nach Stimulation mit dem Agonisten ADP eine rasche Internalisierung, die sich in einer
Abnahme der Membranfluoreszenz und dem Erscheinen intrazellularer fluoreszenter
»<Zusammenlagerungen® von Rezeptoren wiederspiegelte (Abbildung 19A, rechte Spalte).
Die Zunahme der intrazellularen Fluoreszenz innerhalb von 15 min wurde, wie in ,Material
und Methoden® (2.3.2.1) detailliert beschrieben, quantifiziert und ist in Abbildung 19B
dargestellt. Interessanterweise zeigte die Gruppe-2-Rezeptormutante keine detektierbare
agonisteninduzierte Internalisierung Abbildung 19A/B.

Um mit einer zweiten unabhangigen Methode die konfokalmikroskopischen Ergebnisse zu
Uberprufen, wurden die Rezeptormutanten N-terminal mit einem Hamagglutinin(HA)-tag
markiert und stabil in HEK-293 Zellen exprimiert. Da kein Radioligand fur die Bestimmung
der Expression von P2Y.R erhéltlich ist, wurden flr die Internalisierungsexperimente
Zelllinien verwendet, die eine ahnliche Fluoreszenzintensitat und somit vergleichbare
Expression der HA-P2Y -Mutantenkonstrukte aufwiesen. Die Menge der Rezeptoren an der
Zelloberflaiche vor bzw. nach Stimulation wurde mittels EIA (Enzymgekoppelter
Immunadsorptionstest) bestimmt.

Wie unter Material und Methoden (2.3.2.3.1) ausflhrlich beschrieben, folgte einer
Markierung der Oberflachen HA-P2Y-Rezeptoren mit anti-HA Antikérpern die Stimulation
der Rezeptor/Antikérper-Komplexe mit 100 uM ADP. Nach Fixierung der Zellen erfolgte die
Detektion HRP-gebundener Rezeptoren an der Zelloberflache Uber
Chemolumineszenzmessungen. Wiederum konnte durch ADP-Stimulation des P2Y, Gruppe-
2-Konstruktes keine, bei Stimulation des wt-P2Y R sowie der Gruppe-1- und Gruppe-3-
Rezeptoren hingegen eine deutliche Internalisierung induziert werden (Abbildung 19C).
Nach etwa 10-15 Minuten erreichten die membranaren Rezeptorlevel ein konstantes Niveau
(,steady state®).

Somit konnte mit zwei unabhangigen Methoden gezeigt werden, dass die Mutation einer
bzw. mehrerer potentieller Phosphorylierungsstellen im distalen C-Terminus des P2Y-
Rezeptormolekiils zu einem Verlust der Rezeptorinternalisierung fihrt. Entsprechend weisen
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diese Beobachtungen darauf hin, dass die Phosphorylierung des distalen C-Terminus eine
kritische Rolle im Internalisierungsprozess des P2Y-Rezeptors spielt.
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Abbildung 19: Agonisteninduzierte Internalisierung GFP-markierter P2Y,;R-Konstrukte in HEK-293 Zellen.
(A) Die linke Spalte zeigt die Membranlokalisierung GFP-markierter P2Y1R-Clustermutanten bzw. des wt-P2Y R
vor Stimulation mit ADP. Die rechte Spalte reprasentiert die gleichen Zellen 15 min nach ADP-Zugabe (100 uM
Endkonzentration). Die Konfokalbilder stellen reprasentative Beispiele aus jeweils =5 unabhangigen
Experimenten dar. Der Maf3stabsbalken entspricht 10 um. (B) Quantifizierung der Rezeptorinternalisierung. Die
Daten aus (A) wurden wie unter ,Material und Methoden“ beschrieben ausgewertet. Der Anstieg intrazellularer
Fluoreszenz ist in % Anstieg bezogen auf die Anfangsfluoreszenz des betrachteten Bereiches zum Zeitpunkt
t = 0 min angegeben und gegen die Zeit aufgetragen. Die Einzelspuren reprasentieren jeweils den Durchschnitt
aus = 15 Zellen + S.E. aus 5 unabhangigen Experimenten. o, Wt-P2Y (schwarz); O, P2Y1 Gr-1 (grin); ¢, P2Y
Gr-2 (rot); A, P2Y¢ Gr-3 (cyan). Statistik: ANOVA (p < 0,01, ~). (C) Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels
EIA. HA-markierte P2Y;-Rezeptorkonstrukte wurden stabil in HEK-293 Zellen exprimiert. Die
Oberflachenexpression wurde vor und 2, 5, 10, 20 und 30 min nach ADP-Stimulation (100 uM Endkonzentration)
bestimmt. Die Abnahme der an der Zelloberflaiche exprimierten HA-P2Y-Konstrukte in % der
Oberflachenrezeptoren zum Zeitpunkt t=0 min aus = 3 unabhangigen Experimenten in Dreifachbestimmung
wurde gegen die Zeit aufgetragen (Mittelwert + S.E.). Statistik: Einseitiger ANOVA (p < 0,01, «).

Um die Rolle der einzelnen Serin- bzw. Threonin-Reste des distalen C-Terminus im
Internalisierungsprozess zu untersuchen, wurden Mutantenrezeptoren verwendet, in denen
jeweils eine der funf potentiellen Gruppe-2-Phosphorylierungsstellen, S352, S354, T358,
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T371 oder S372, zu Alanin mutiert wurde. Zudem wurde untersucht, welche Auswirkung die
Deletion der letzten elf C-terminalen Aminosauren (P2YA363) auf die Internalisierung hat
(Abbildung 20). Alle Konstrukte wurden C-terminal mit GFP markiert, transient in HEK-293
Zellen exprimiert und die ADP-induzierte (100 uM final) Internalisierung mittels Konfokal-
mikroskopie analysiert.

Konstrukt Intrazellulare Schleife 3 C-Terminus
proximal distal

241 258 329 350 373
P2Y, \\‘ild-t}-‘pe VEALIYKDLDNSPLEEES D'!FRRR’_gPATRKA S_RR §EANCQ§K EE DME;NI LPEFEQN GD? EZ
P2Y;A363 VEALIYKDLDNSPLRRKS DTFRRELSEATRKASERSEANCQSKSEDMTINIL
P2Y;S352A VEALIYKDLDNSPLRRKS DTFRRRLSRATRKASRRSEANCQAKSEDMT LNILPEFKQNGDTSL
P2Y1S354A VEALIYKDLDNSPLRRKS DTFRRRLSRATRKASRRSEANCQSKAEDMT LNILPEFKQNGDT SL
P2Y 1 T358A VEALIYEDLDNSFLERES DTFRRR’_SPATEKASRESEANCQSKSEDM.E;NI;PEFKQNGDT SL
P2Y;T371A VEALIYKDLDNSPLRRKS DIFRRRLSRATRKASRRSEANCQSKSEDMT LNILPEFKQNCDASL
P2Y1S372A VEALIYKDLDNSPLRRKS DTFRRRLSRATRKASRRSEANCQSKSEDMTLNILPEFKQNGDTAL
P2Y1ST/AA VEALIYEDLDNSFLERES DTFRERLSRATRKASRRSEANCQAKSE DM%:NI LPEFEQNGDT SL

Abbildung 20: Schematische Darstellung der Aminosduresequenzen der dritten Intrazelluldrschleife und
des C-Terminus des humanen wt-P2Y R bzw. der 6 Punktmutanten, P2Y,; S352A, S354A, T358A, T371A,
S372A, ST/AA sowie des C-terminal verklirzten Mutantenkonstruktes P2Y1A363. Potentielle
Phosphorylierungsstellen (Ser-, Thr- oder Tyr-Reste) des wt-Rezeptors bzw. zu Alanin mutierte Aminosauren der
Mutantenrezeptoren sind  hervorgehoben. Fehlende Rezeptorsequenzen reprasentieren  verkirzte
Rezeptorbereiche.

Wahrend die die Mutation aller finf potentiellen Phosphorylierungsstellen im distalen C-
Terminus des P2Y-Rezeptors (P2Y; Gr-2) die Internalisierung vollstandig hemmte
(Abbildung 19/21A), schien die Mutation einzelner Phosphorylierungsstellen einen nur
geringen bzw. keinen Einfluss auf den Internalisierungsprozess zu haben (Abbildung 21A).
Die quantitative Analyse der Daten (Abbildung 21B) zeigte dementsprechend eine
signifikante Reduktion, jedoch keine vollstdndige Inhibition der Internalisierung der beiden
Punktmutanten P2Y, S352A (Kreis) und T358A (Dreieck nach unten gerichtet), wahrend das
Internalisierungsverhalten der Punktmutanten S354A (Dreieck nach oben gerichtet), T371A
(Funfeck) sowie S372A (Dreieck nach links gerichtet) mit dem des wt-Rezeptors (Quadrat)
vergleichbar war. Trotz des Fehlens zweier potentieller Phosphorylierungsstellen (Thr 371
und Ser 372) wie auch der C-terminalen PDZ (Postsynaptic density protein-95/Disc
large/Zonula occludens-1)-Doméane [264], beeinflusst die C-terminale Verkirzung
(Rezeptormutante P2Y1-A363) den Internalisierungsprozess kaum (Abbildung 21A).
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Nur die potentiellen Phosphorylierungsstellen S352 und T358 scheinen also die P2YR-
Internalisirung zu beeinflussen.
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Abbildung 21: Agonisteninduzierte Internalisierung GFP-markierter P2Y R-Konstrukte in HEK-293 Zellen.
(A) Lokalisierung der GFP-markierten P2Y1R-Mutanten bzw. des wt-P2Y1R vor bzw. 15 min nach Stimulation mit
ADP (100 uM). Die Konfokalbilder stellen reprasentative Beispiele aus jeweils =5 unabhangigen Experimenten
dar. MaRstabsbalken: 10 ym. (B). Die Daten aus (A) wurden wie unter ,Material und Methoden* beschrieben
quantitativ ausgewertet. Der Anstieg intrazelluldrer Fluoreszenz ist in % des Ausgangswertes bei t=0 min
angegeben und gegen die Zeit aufgetragen. n = 15 Zellen aus 5 unabhangigen Experimenten + S.E. wt-P2Y/
(schwarz), P2Y, Gr-2 (rot); P2Y4 S352A (gelb); T358A (orange); S354A (grau); ST/AA (orange/gelb); S372A
(hellgrau); T371A (dunkelgrau).

Um 2zu untersuchen, ob diese beiden Phosphorylierungsstellen zusammen den
Internalisierungsprozess vollstandig inhibieren, wurden Serin 352 und Threonin 358 zu
Alanin  mutiert und die Internalisierung des auf diese Weise erhaltenen
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Doppelmutantenkonstrukts P2Y; ST/AA analysiert. Die Doppelmutante P2Y; ST/AA
blockierte, vergleichbar mit der P2Y, Gr-2-Clustermutante, die Rezeptorinternalisierung
vollstéandig (Abbildung 21A/B, Sternchen).

Serin in Position 352 und Threonin in Position 358 spielt demnach eine wichtige Rolle im
Internalisierungsprozess.

3.1.2 Einfluss verschiedener Kinasen auf die Internalisierung

In der Literatur finden sich mannigfaltige Hinweise auf den Einfluss unterschiedlicher
Kinasen auf den Internalisierungsprozess des P2Y,-Rezeptors. Insbesondere die CaM-
Kinase2 und die a- und d-Isoformen der PKC sollen am Prozess der Internalisierung beteiligt
sein [111, 265]. Aufgrund dessen wurde der Einfluss flinf kommerziell erhaltlicher CaM-
Kinase- und PKC-Inhibitoren, wie auch der Effekt des PKC-Aktivators PMA (Phorbol-12-
Myristat-13-Acetat) auf die ADP-induzierte wt-P2Y 1R-Internalisierung getestet.

Zu diesem Zweck wurde der C-terminal mit GFP fusionierte wt-P2Y R transient in HEK-293
Zellen exprimiert und nach einer 10-miniitigen Vorinkubation mit den Ca?*/Calmodulin(CaM)-
Kinase Inhibitoren KN-62 und KN-93 bzw. den PKC-Inhibitoren G6-6850, G6-6976 und G6-
6983 (1-10 uM) mit 100 uM ADP stimuliert.

Wie in Abbildung 22A/B deutlich zu sehen, konnte die Internalisierung der Rezeptoren
durch keinen der verwendeten Inhibitoren geblockt werden. In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen konnte auch die Zugabe des PKC-Aktivators PMA keine detektierbare
Internalisierung induzieren (Abbildung 22B unten). Unsere Gruppe konnte mittels eines
FRET-basierten PKC-Sensors zeigen, dass die gewahlten Kinaseinhibitoren in ausreichend
hohen Konzentrationen in die Zelle diffundieren, um die Kinaseaktivitdt zu blocken
(Abbildung 22C). Somit kann ausgeschlossen werden, dass das Ausbleiben eines
inhibitorischen Effektes auf zu geringe intrazellulare Inhibitorkonzentrationen zurtickzufuhren
ist.

Die PKC sowie CaM-Kinase scheinen demzufolge unter den von uns gewahlten
Versuchsbedingungen keinen Einfluss auf die Internalisierung des P2Y;-Rezeptors zu
haben.
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Abbildung 22: Effekt verschiedener Kinase-Inhibitoren auf die Internalisierung des GFP-markierten wt-
P2Y1R in HEK-293 Zellen. (A/B) Konfokalbilder links: Zellen nach einer 10-mindtigen Vorinkubation mit den
PKC-Inhibitoren G6-6850, G6-6976 und G3-6983 (1 uM) bzw. den CaM-Kinase2-Inhibitoren KN-62 und KN-93
(10 uM). Konfokalbilder rechts: Dieselben Zellen 15 min nach Stimulation mit 100 yM ADP (final). Letzte Zeile
(PMA): Die linke Abbildung zeigt die Zellen direkt vor, die rechte Darstellung die Zellen 15 min nach PMA-
Zugabe (500 nM Finalkonzentration). n = 4; Malstabsbalken: 10 pm. (C): Einfluss des PKC-Aktivators PMA und
des PKC-Inhibitors G6-6983 auf die, mittels eines FRET-basierten Sensors (CFP-KCP-2-FLASH [266])
detektierte, PKC-Aktivitdt in HEK-293 Zellen. Anregungswellenldnge: 436 nm; Detektion der
Fluoreszenzemission: bei 480 und 535 nm. Die detektierte Emission wurde um das Durchbluten und
Photobleichen korrigiert und das FRET-ratio (635/480 nm) berechnet. Nach 5-minutiger Inkubation mit 200 nM
PMA erfolgte eine zusatzliche Exposition mit 500 nM G6-6983.

3.1.3 B-Arrestin2-Translokation

Eine Reihe von Untersuchungen hat die Funktion des zytosolischen Proteins B-Arrestin als
~Adapter im Prozess der Internalisierung verschiedener GPCR gezeigt [164, 167]. Wie
bereits in Studien von Mundell et al. [267] und einer friheren Arbeit unserer Gruppe [259]
erlautert, besitzt auch der P2Y R die Fahigkeit, agonistabhangig B-Arrestin1 und B-Arrestin2
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zu rekrutieren, ein Prozess, der phosphorylierungsabhangig verlauft [115, 126, 133, 268].
Jedoch erwies sich die Fahigkeit des P2Y-Rezeptors zur Rekrutierung von -Arrestin2 unter
den gewahlten Versuchsbedingungen als weitaus starker im Vergleich zur Translokation von
B-Arrestin1 (Abbildung 23). Aus diesem Grund wurde im Folgenden ausschliellich der
Zusammenhang zwischen der agonistenabhangigen Bewegung (Translokation) des
B-Arrestin2 Subtyps an den P2Y;R und dessen Phosphorylierung in HEK-293 Zellen
analysiert. Nicht mit Rezeptor transfizierte HEK-293 Zellen zeigten keine [B-Arrestin-
Translokation nach ADP-Stimulation [259].
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Abbildung 23: Agonisteninduzierte B-Arrestin-Translokation an P2Y-Rezeptoren. wt-P2Y R wurden mit
B-Arrestin1-GFP oder B-Arrestin2-YFP in HEK-293 Zellen kotransfiziert und mit 100 uM (final) ADP stimuliert. (A)
zeigt beispielhaft die Lokalisierung von B-Arrestin1-GFP bzw. B-Arrestin2-YFP vor und 15 min nach Stimulation.
(B) Quantifizierung der B-Arrestin1- (Kreise) und B-Arrestin2-Translokation (Quadrate) an P2YR. Die relative
zytosolische Fluoreszenz (% von t = 0 min) aus 3 unabhangigen Experimenten mit je 10-12 Zellen wurde ermittelt
(,Material und Methoden®) und gegen die Stimulationszeit aufgetragen.

3.1.4 Einfluss C-terminaler Phosphorylierungsstellen auf die
B-Arrestin-Translokation

Zur Visualisierung der agonisteninduzierten B-Arrestin-Translokation mittels der Konfokal-
Technik, wurden die CFP-markierten Mutantenrezeptoren, P2Y; Gr-1, -2 und -3, ST/AA
sowie der wt-P2Y,R-CFP mit B-Arrestin2-YFP in HEK-293 Zellen koexprimiert. Die ahnliche
Fluoreszenzintensitat der an der Zellmembran lokalisierten, CFP-markierten Konstrukte lief3
auf eine vergleichbare Expression der drei Mutanten sowie des wt-Rezeptors schlielRen
(Abbildung 24A, linke Spalte).
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Abbildung 24: (A) Reprasentative Konfokalaufnahmen agonisteninduzierter 3-Arrestin2-Translokation an P2Y -
(Mutanten-)Rezeptoren. Linke Spalte: Membranlokalisierung CFP-markierter wt-P2Y{R und zytosolische
Verteilung von YFP-markiertem B-Arrestin2 (mittlere Spalte) vor Stimulation mit ADP. Die rechte Spalte
reprasentiert dieselben Zellen 15 min nach Stimulation mit 100 yM ADP (final). Der Mal3stabsbalken entspricht
10 um. (B) HEK-293 Zellen wurden mit B-Arrestin2-YFP und dem wt-P2Y+R transient transfiziert. Nach einer 10-
mindtigen Vorinkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen des spezifischen P2Y-Antagonisten MRS2179
erfolgte eine Stimulation mit 100 yM ADP.

Innerhalb von 15 min nach ADP-Stimulation (100 uM) konnte in P2Y;R Gruppe-1 oder
Gruppe-3 koexprimierenden Zellen eine rasche B-Arrestin-Translokation beobachtet werden
(Abbildung 24 a/c). Weder kotransfizierte P2Y; Gruppe-2-Rezeptoren noch die P2Y;-
Doppelmutante ST/AA zeigten hingegen eine detektierbare [-Arrestin2-Translokation
(Abbildung 24 b/d). Die in der Doppelmutante ST/AA enthaltenen Punktmutationen in
Position S352 und T358 zeigten als Einzelmutanten (S352A und T358A) eine gegenliber der
Gr-1 und Gr-3 verminderte Translokation von B-Arrestin2-YFP (fur S352 beispielhaft in
Abbildung 24 e gezeigt).

Die Spezifitat der beobachteten B-Arrestin2-Translokation wurde durch den Einsatz des
selektiven P2Yi-Antagonisten MRS2179 [225, 234] gezeigt. Dieser hemmte
konzentrationsabhangig die ADP-vermittelte B-Arrestin2-Translokation an Membran-P2Y -
Rezeptoren (Abbildung 24B).
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Um Uber eine zweite Methode auch die direkte Interaktion von B-Arrestin und dem wt-P2Y R
zu analysieren, wurden B-Arrestin2-YFP und der CFP-markierte wt-P2Y4R transient in HEK-
293 Zellen exprimiert. Das cyanfarbene Protein CFP diente fur die in der Folge
durchgefiihrten FRET-Messungen als Donorfluorophor, wahrend das gelbfarbene YFP als
Akzeptorfluorophor agierte. Eine ausfiihrliche Beschreibung zum Prinzip, der Durchfiihrung
und Auswertung des Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfers, FRET, findet sich unter
.Material und Methoden* (2.3.2.2.). Als Konsequenz der ADP-induzierten Interaktion
zwischen B-Arrestin2-YFP und dem CFP-markierten wt-P2Y,R konnte ein Anstieg des
ratiometrischen FRET-Signals (FRET-ratio; Fyrp/Fcrp) detektiert werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: B-Arrestin2/P2Y-Rezeptor-Interaktion. HEK-293 Zellen wurden transient mit B-Arrestin2-YFP
und dem P2YR-CFP transfiziert und das Donor-Fluorophor CFP mit Licht der Wellenldnge 436 nm angeregt. Die
ADP-induzierte B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion wurde als Anstieg der Akzeptorfluoreszenz bei 535 nm (Fyre,
gelbe Spur) und als Abfall der Donorfluoreszenz bei 480 nm (Fcrp, blaue Spur) detektiert. Rote Spur: FRET-ratio
(Fyep/Fcrp) einer Einzelzelle.

3.1.5 Phosphorylierung des P2YR

Um zu uberprifen ob eine Phosphorylierung des distalen P2Y R C-Terminus tatsachlich
Voraussetzung flr die beobachtete agonistabhangigen Internalisierung und quantitative
B-Arrestin2-Translokation ist, habe ich im Folgenden den Phosphorylierungsstatus des wt-
P2Y R mit jenem der P2Y; Gr-2 Clustermutante und der P2Y,; Doppelmutante ST/AA vor
bzw. nach Agonist-Stimulation verglichen (Abbildung 26).

Alle Mutantenrezeptoren wiesen eine mit dem wt-Rezeptor vergleichbare basale
Phosphorylierung auf. 7 min nach Stimulation mit dem spezifischen P2Y,-Agonisten
2-MeSADP war nur einen Anstieg der Wildtyp-P2Y ;-Rezeptorphosphorylierung zu erkennen,
wahrend die Gr-2-Mutante sowie die Doppelmutante ST/AA nur marginal phosphoryliert
wurden (Abbildung 26B). Die quantitative Analyse der Phosphorylierungsdaten zeigte
entsprechend eine verminderte Phosphorylierung der beiden Mutantenrezeptoren gegeniber
dem Wildtyp-P2Y 1-Rezeptor (Abbildung 26A).
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Abbildung 26: P2Y1R-Phosphorylierung. HEK-293 Zellen wurden mit den drei HA-P2Y 1-CFP-Konstrukten, wt-
P2Y4, P2Y1 Gr-2 und P2Y: ST/AA transient transfiziert und in phosphatfreiem DMEM mit [32P]-Orthophosphat
markiert. (A) 7 min nach Stimulation mit 10 nM 2-MeSADP wurde die Phosphorylierung jedes Konstruktes
quantitativ analysiert. Die Resultate stellen den Mittelwert vier unabhangiger Experimente + S.E. bezogen auf
den Basalwert dar. Statistik: ANOVA (p <0,05; +). (B) zeigt ein reprasentatives Experiment basaler und
agonisteninduzierter Phosphorylierung der drei verwendeten P2Y s-Konstrukte.

3.1.6 Einfluss C-terminaler Phosphorylierungsstellen auf die PKC-
vermittelte heterologe Desensibilisierung

Fam etal. (2003) [109] wiesen auf die Rolle der PKC im Prozess der Rezeptor-
desensibilisierung hin. Insbesondere die Relevanz der Phosphorylierungsstelle Thr 339 ist in
diesem Zusammenhang beschrieben, die auch in der Clustermutante Gr-1 zu Alanin mutiert
wurde (Abbildung 18). Um die flr die Desensibilisierung des P2Y-Rezeptors essentiellen
Phosphorylierungsstellen zu identifizierten, habe ich die PKC-vermittelte Reduktion der
rezeptorvermittelten Ca?*-Ausschiittung untersucht (Abbildung 27).

Da 1321N1 Astrozytomazellen keine endogenen P2Y-Rezeptoren exprimieren [269], wurden
Zellen als Expressionssystem flr den Wildtyp-P2Y 1-Rezeptor bzw. die P2Y, Gruppe-1 oder -
2-Mutanten-Rezeptoren gewahlt. Zur Detektion des freigesetzten Ca®* wurden die Zellen mit
dem fluoreszenten Ca?*-Indikator Fura-2 AM beladen. Wie in Abbildung 27 zu sehen, flhrte
die Stimulation aller drei Konstrukte mit 2-MeSADP zu vergleichbaren Ca?*-Antworten.
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Abbildung 27: ADP-induzierte Ca®*-Antwort verschiedener P2Y;-Konstrukte. 1321N1 Astrozytoma-Zellen
wurden mit den entsprechenden P2Y-CFP-Konstrukten transient transfiziert und mit dem Ca®"-sensitiven
Farbstoff Fura-2 Acetoxymethyl-Ester beladen. Die obere Zeile zeigt reprasentative Ca”-Spuren einzelner
Zellen nach Stimulation mit 10 nM 2-MeSADP. Unten: Ca2+-Spuren einzelner Zellen nach Vorinkubation mit dem
PKC-Aktivator PMA (12-Myristat 13-Acetat; 500 nM) und nachfolgender 2-MeSADP-Zugabe (10 nM).

Um nun die PKC-vermittelte (heterologe) Rezeptordesensibilisierung zu stimulieren, wurden
die Zellen bis zu funf Minuten mit PMA (12-Myristat 13-Acetat) vorinkubiert [270, 271]. Die
nachfolgende ADP-Stimulation filhrte zu keiner detektierbaren Ca*-Antwort des Wildtyp-
P2Y;- bzw. des P2Y; Gruppe-2-Rezeptors. Das Ca®*-Signal des P2Y; Gruppei-
Mutantenrezeptors hingegen wurde durch die PMA-Vorinkubation nicht beeintrachtigt und
war vergleichbar mit beobachteter Ca**-Antwort vor PMA-Behandlung.

Die in der P2Y, Gruppe-2 zu Alanin mutierten Phosphorylierungsstellen Ser 352 und Thr 358
scheinen also an der PMA-induzierten B-Arrestin2-Translokation und Internalisierung des
P2YR beteiligt zu sein, wahrend die Desensibilisierung des Rezeptors durch eine oder
mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen in der dritten Intrazellularschleife beeinflusst
werden dirfte.

3.2 -Abschnittll -
Identifikation C-terminaler Phosphorylierungsstellen als
Schliusselpositionen der B,AR/B-Arrestin-Interaktion

In der Literatur sind funf potentielle Phosphorylierungsstellen der Serin(Ser)-/Threonin(Thr)-
Kinase GRK2 im C-terminalen Bereich des B,AR zwischen den Aminosauren 384 und 411
[272] bzw. 355 und 364 [273-276] beschrieben. Wie auch beim P2Y;-Rezeptor fehlen jedoch
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detailliertere Erkenntnisse Uber die Rolle potentieller Phosphorylierungsstellen im C-
Terminus des B,AR fur die B-Arrestin2-Bindung und Rezeptorinternalisierung. Bouvier et al.
zeigten bereits 1988, dass die Mutation aller distal zu Aminosaure 354 lokalisierten elf Ser-
bzw. Thr-Reste die agonistenvermittelte Phosphorylierung des B.AR sowie (detektierbare)
B-Arrestin-Rekrutierung inhibiert. Ausgehend von der von Bouvier etal. beschriebenen
Rezeptormutante (PD-Mutante, phosphorylierungsdefiziente Mutante), wurden sechs weitere
B.AR-Mutantenrezeptoren konstruiert (Abbildung 28). Der Austausch einer proximalen
Gruppe von funf Serin-/Threonin-Resten zwischen Position 355 und 364 (zu Alanin und
Glycin) im B,AR C-Terminus fuihrte zur Formation der sogenannten PD-N Mutante, wahrend
zur Konstruktion der PD-C Mutante ein distales Cluster aus Ser-/Thr -Resten ab Position 384
mutiert wurde. Zusatzlich wurden drei C-terminal verkirzte Mutanten generierten: B,AR AC2
weist einen ab Position 381 verkirzten C-Terminus auf. Die Mutante B,AR AC2-PD
unterscheidet sich von (AR AC2 durch das Fehlen der potentiellen Ser-/Thr-
Phosphorylierungsstellen der PD-N Mutante zwischen Position 355 und 364 (B.AR AC2-
PD = quasi C-terminal verkirzte PD-N-Mutante). Die dritte, um den C-terminalen Bereich ab
Position 405 verkirzte B,AR-Mutante, erhielt die Bezeichnung B.AR AAsn405. Alle
Rezeptormutanten zeigten vergleichbare Ligandenbindungsaffinitat [260].

356 408
355 360 364 384 393396 401 407 411
Y v Y Yy Y wy

wild-type (WT) F,

PD: F

PD-N F,

PD-C F,,:QELLCLR

\C2: Fa1,,0ELLCLR

AC2-PD: F..:QELLCLRRS

AAsn405: F33,0QELLCLRRSSLKAYGNGYSSNGNTGEQSGYHVEQ

Abbildung 28: Sequenzvergleich des humanen wt-82AR mit den verwendeten B.AR-Mutantenrezeptoren.
Gezeigt sind die Sequenzen ab Phenylalanin 336 zu Beginn des intrazellularen C-Terminus. Serine und
Threonine sind mit Pfeilen tber der wt-Sequenz gekennzeichnet. Aminosauren, die mutiert wurden, sind grau
hinterlegt sowie rot unterstrichen.

Um mittels FRET Rezeptor/B-Arrestin-Interaktionen detektieren zu kénnen, wurden die C-
terminal mit YFP markierten B,AR-Konstrukte mit B-Arrestin2-CFP in HEK-293 Zellen
transient koexprimiert. Aufgrund der postulierten GRK-Abhangigkeit der B-Arrestin/Rezeptor-
Interaktion [136], wurde zusatzlich die cDNA der GRK2 kotransfizierten. Wie zuvor beim
P2Y,-Rezeptor wurde aufgrund der héheren Affinitat von B-Arrestin2 gegenuber (B-Arrestin
[178] ausschliel3lich die Translokation des (B-Arrestin2-Konstruktes an B.AR untersucht. Zur
Detektion von agonisteninduzierten Interaktionen von B-Arrestin und dem P2Y,R, wurde CFP
als Donor- und YFP als Akzeptorfluorophor verwendet. Abbildung 29A zeigt einen
reprasentativen Signalverlauf (FRET-Spur) agonistenstimulierter Interaktion zwischen wt-
B2AR-YFP und B-Arrestin2-CFP in Anwesenheit von GRK2.
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Abbildung 29: Interaktion des wt-8,AR bzw. der phosphorylierungsdefizienten B,AR-Mutanten mit
B-Arrestin2, detektiert mittels FRET. HEK-293 Zellen wurden transient mit dem jeweiligen Rezeptor-YFP-
Konstrukt, GRK2 sowie B-Arrestin2-CFP transfiziert. Die Zellen wurden mit 10 uM Isoproterenol (Iso) stimuliert
und die Emission bei 480 nm und 535 nm detektiert; Anregungswellenldnge: 436 nm. Gezeigt ist die korrigierte
Ratio Fyrp/Fcrp (Fs3s/Faso) (rot). Interaktionen von B-Arrestin2-CFP mit dem (A) wt-B2AR-YFP (B) B2AR PD-YFP
(C) B2AR PD-N-YFP (D) B2AR PD-C-YFP. Die Daten zeigen reprasentative Experimente aus mindestens finf
unabhangigen Experimenten.

Entsprechende Experimente wurden im Folgenden mit verschiedenen B.,AR-Mutanten
durchgeflhrt:

Durch FRET-Messungen zwischen B,AR-PD-YFP und B-Arrestin2-CFP konnte ich zeigen,
dass die Mutation aller elf C-terminalen Ser- und Thr-Reste die Interaktion des
YFP-markierten Rezeptors mit B-Arrestin2-CFP verhindert (Abbildung 29B), wodurch
beschriebene Beobachtungen von Bouvier et al. [104] (siehe Beginn Abschnitt Il) bestatigen
werden konnten. Das Fehlen aller distal lokalisierten potentiellen Phosphorylierungsstellen
ab Aminosaure 384 (B.AR PD-C) hingegen blockierte die B-Arrestin2-Translokation nur leicht
(Abbildung 29D), wahrend die Interaktion zwischen B,AR PD-N-YFP und (-Arrestin2-CFP
zZu einem deutlich verringerten FRET-Signal fuhrte (Abbildung 29C).
konfokalmikroskopische Daten bestatigten die beobachteten Resultate der FRET-
Experimente [260].

Die im distalen C-Terminus lokalisierten potentiellen Phosphorylierungsstellen des (,AR
scheinen somit keinen Einfluss auf die Translokation von B-Arrestin2 an membranstandige
B2AR zu besitzen.

Um herauszufinden, ob der distale Teil des B,AR C-Terminus zur B-Arrestin2-Bindung
Uberhaupt in irgendeiner Hinsicht beitrdgt, habe ich den Mutantenrezeptor B,AR AC2,
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(Abbildung 28) auf dessen Fahigkeit mit B-Arrestin2 zu interagieren, getestet. Wie in
Abbildung 30A erkennbar, beeintrachtigte die Verklirzung des Rezeptor C-Terminus distal
zu Aminosaure 381 die B-Arrestin/B,AR-Interaktionen nicht. Die Kombination aus Mutationen
der Ser-/Thr-Reste zwischen den Aminosauren in Position 355 und 364 und der Verkirzung
des distalen C-Terminus hingegen resultierte in einem nur schwach detektierbaren FRET-
Signal, beeintrachtigte die B-Arrestin-Bindung also stark (Abbildung 30B).
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Abbildung 30: Interaktion des AC2 B2AR bzw. der AC2 PD Rezeptormutante mit B-Arrestin2. Agonisten-
induziertes FRET zwischen den YFP-markierten Rezeptormutanten (A) AC2 oder (B) AC2 PD und B-Arrestin2-
CFP in HEK-293 Zellen. Die Zellen wurden mit 10 uM Isoproterenol (Iso) stimuliert. Nach Anregung bei 436 nm,
wurde die Emission bei 480 nm (Fcrp; cyan) und 535 nm (Fyep; gelb) detektiert. Die unterste Zeile reprasentiert
jeweils die korrigierte Ratio Fyrp/Fcrp (Fsas/Faso; rot). Die Spuren stellen reprasentative FRET-Signale aus 12
unabhangigen Experimenten dar.

Aus diesen Untersuchungen lasst sich ableiten, dass die Phosphorylierung proximaler Ser-
/Thr-Reste des B,AR C-Terminus eine wichtige Voraussetzung fur eine effiziente B-Arrestin2-
Translokation darstellt. Trotz geringer B-Arrestin-Bindung an die aktivierte B,AR AC2-PD
Mutante, konnten wir die zwischen den Aminosauren 355 und 364 lokalisierten Ser-/Thr-
Reste als Schlisselbereiche der GRK-Phosphorylierung und nachfolgender (-Arrestin2-
Bindung identifizieren.

Die kinetische Analyse der FRET-Daten des wt-f,AR zeigte einen nur langsamen Anstieg
des FRET-Signals nach einem ersten Isoproterenol-Stimulus. Perfundierte man
anschlieRend die Zellen mit Messpuffer ohne Agonist bis zum Erreichen der Basislinie und
stimulierte die Zellen erneut mit Isoproterenol, war eine im Vergleich zum ersten Agonisten-
puls deutlich schnellere FRET-Anderung zu erkennen (Abbildung 29A). Krasel et al. [136]
postulierten, dass die Kinetik der ersten Stimulation die Kinetik der GRK-Phosphorylierung
wiederspiegelt, wahrend die Kinetik des FRET-Signals nach einem zweiten Agonistenpuls
bzw. folgender Stimuli die Geschwindigkeit der B-Arrestin-Translokation an die
vorphosphorylierten Rezeptoren reprasentiert. Die FRET-Daten der vorliegenden Arbeit
lassen demnach auf eine leicht schnellere Phosphorylierung der B,AR PD-C Mutante
verglichen zum wt-B,AR schlieRen (Tabelle 11). Nachfolgende Stimulationen der ,AR PD-C
Mutante (t,, 1,5 sec) mit Isoproterenol zeigten vergleichbare Kinetiken wie der wt-f,AR
(t, 1,1 sec) nach entsprechender Stimulation. Entsprechend deuten diese Ergebnisse auf
eine ahnlich schnelle Translokation von B-Arrestin2 an die PD-C-Mutante bzw. den wt-
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Rezeptor hin. Neben den kinetischen Unterschieden zeigte die B.AR PD-C-Mutante im

Vergleich zum wt-B,AR zudem reproduzierbar kleinere FRET-Signale (Abbildung 29D).

Erster Stimulus Zweiter Stimulus
Rezeptor-Konstrukt K (s ty, (s) K(s™) ty (s)
Wt 0,08 + 0,04 8,30 0,64 + 0,03 1,10
PD Keine Bindung Keine Bindung
detektierbar detektierbar
PD-N Keine Bindung Keine Bindung
detektierbar detektierbar
PD-C 0,16 £ 0,02 4,30 0,46 + 0,05 1,50
AC2 0,06 + 0,01 11,00 0,91 £0,11 0,80
AC2-PD Nicht auswertbar Nicht auswertbar
AAsn405 0,07 £ 0,01 10,50 0,68 + 0,03 1,00

Tabelle 11: Kinetische Konstanten der B-Arrestin2-YFP-Bindung an verschiedene Rezeptormutanten.
B-Arrestin2-YFP zeigte keine Bindung an $2AR PD und PD-N und nur eine schwache Bindung an AC-PD. Die
Kinetiken der FRET-Antwort nach einem ersten Stimulus waren nicht signifikant unterschiedlich zueinander, die
Kinetik der AC2-PD Mutante nicht auswertbar. Die Bindung von B-Arrestin2 an AC2 nach einem zweiten Stimulus
erwies sich als signifikant schneller als die Interaktion mit dem wt-B,AR (p < 0,05, **; einseitige ANOVA und
Bonferroni-Korrektur).

3.3 -Abschnitt Il -
Wie gut ist das ,,Phosphorylierungsgedachtnis* des
B2AR?

Wenn es zutrifft, dass die nach einer ersten Stimulation anhaltende Rezeptor-
phosphorylierung zu einer schnelleren B-Arrestin2-Translokation infolge eines zweiten
Rezeptor-Stimulus fihrt [136], so sollten die Translokationskinetiken aufgrund von
Rezeptordephosphorylierung nach einem gewissen Zeitraum wieder langsamer werden
[277]. Um diese Hypothese zu testen, habe ich zunachst den B,AR-YFP ftransient mit
B-Arrestin2-CFP in HEK-293 Zellen koexprimiert und mit Isoproterenol oder Adrenalin
stimuliert. Die Zellen wurden anschlielend bis zum Erreichen der Basislinie mit
agonistenfreiem FRET-Puffer perfundiert und erneut stimuliert. Die durch einen initialen bzw.
einen zweiten Agonistenpuls bedingte Kinetik der detektieten FRET-Signale wurde
analysiert (wt-,AR, Abbildung 29 und Abbildung 31). Nach einer Auswaschphase von bis
zu 8 Minuten wurden die Zellen ein drittes mit Mal dem jeweiligen Agonist perfundiert
(beispielhaft flr Isoproterenol in Abbildung 31 dargestellt).
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Abbildung 31: Die Anderung der FRET-Ratio (Fyvep/Fcep) reprasentiert die Isoproterenol-induzierte Interaktion
von B2AR-YFP mit B-Arrestin2-CFP in HEK-293 Zellen. Die Einzelspuren zeigen beispielhaft die Kinetik der
Interaktion nach einem 1. Stimulus (cyan), einem 2. Stimulus (blau) bzw. einem 3. Stimulus (rot) mit 10 uM Iso
nach einer Auswaschphase von 8 min. Reprasentatives Beispiel aus n = 3 Experimenten.

Eine erste Stimulation mit Iso 10 yM fiihrte zu einer langsameren FRET-Anderung im
Vergleich zu einem zweiten Iso-Puls gleicher Konzentration (Abbildung 31 und Tabelle 11).
Die gleiche Zelle wurde im Anschluss 8 Minuten mit (agonistenfreiem) FRET-Puffer
perfundiert. Um ein ,Bleichen“ der Fluorophore zu verhindern, wurden die Zellen in diesem
Zeitraum nicht belichtet. Eine erneute Stimulation mit 10 uM Iso fihrte zu vergleichbar
schneller FRET-Anderung wie ein zweiter Iso-Puls (Abbildung 31). Ahnliche Ergebnisse
ergaben sich aus Messungen mit Adrenalin (Tabelle 12).

1. Stim. vor Auswaschen t (s) | 2. Stim. vor Auswaschen t (s) 1. Stim. nach Auswaschen 7 (s)

10,36 £ 4,00 (t,, = 7,18) 2,09 £ 1,17 (t,, = 1,44) 2,07 £ 0,93 (t,, = 1,43)

Tabelle 12: Kinetik der B-Arrestin-B.AR-Interaktion. Im Vergleich zu einer ersten Stimulation (Stim.) mit
Adrenalin 10 uM fihrt ein zweiter Adrenalin-Puls zu einer deutlich schnelleren Kinetik der B-Arrestin-YFP Bindung
an CFP-markierte B2AR. Gezeigt ist der Mittelwert aus n = 7 Experimenten + S.E..

Diese Daten lassen darauf schlieffen, dass die Phosphorylierung des B.AR unter den
gewahlten Bedingungen mindestens 8 min anhalt.
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3.4 -Abschnitt IV-
Das Phanomen des ,,biased agonism“ am Beispiel des
BAR

In der Literatur finden sich mannigfaltige Hinweise darauf, dass unterschiedliche Substanzen
unterschiedliche Praferenzen fir bestimmte mit einem Rezeptor verknlpfte Signalwege
besitzen (siehe unter Einleitung Abschnitt ,biased agonism®) So ist beispielsweise die
bevorzugte  Aktivierung  B-Arrestin-vermittelter  gegenlber  G-Protein-assoziierten
Signaleffekten (,B-Arrestin bias“) beschrieben. Der Fokus dieses Teilprojektes lag auf der
Untersuchung des ,biased agonism*“ als einen endogenen Mechanismus des (.,AR.

3.4.1 G-Protein-Aktivierung

Zu diesem Zweck wurde zunachst die Gs-Aktivierung in lebenden Zellen nach Stimulation mit
den endogenen [B,AR-Agonisten Adrenalin und Noradrenalin analysiert. Als
Vergleichssubstanzen dienten der volle Agonist (hinsichtlich der G-Protein-Aktivierung)
Isoproterenol sowie die beiden Partialagonisten Terbutalin und Fenoterol. CHO-Zellen, die
stabil den wt-B,AR exprimierten [219] wurden mit der YFP-markierten Gas-Untereinheit, der
CFP-markierten Gy,- und der GB-Untereinheiten kotransfiziert und die agonisteninduzierte
Dissoziation der Gas- von der Gy,-Untereinheit als ,Indikator der G-Protein-Aktivierung
mittels FRET detektiert. Abbildung 32 zeigt beispielhaft ligandeninduzierte FRET-
Anderungen zwischen der CFP-markierten Gy,- (Donor) und der YFP-markierten Gas-
Untereinheit (Akzeptor) nach Stimulation mit 10 yM Isoproterenol. Vergleichbare
Experimente wurden sowohl mit (Nor-)Adrenalin als auch Terbutalin und Fenoterol in jeweils
sattigenden Konzentrationen (etwa 10-fach Kp. entspricht etwa 90 % Rezeptorbesetzung;
[219]) durchgefiihrt. Die Maximaleffekte wurden auf den mit Isoproterenol beobachteten
Effekt normiert und in Abbildung 32B dargestellt.
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Abbildung 32: Agonisteninduzierte Gs-Aktivierung. CHO Zellen, die stabil den B2AR exprimieren, wurden mit
Gas-YFP, GB+ und CFP-y, transient transfiziert und die agonisteninduzierte FRET-Anderung detektiert (siehe
.Material und Methoden®). (A) Der Isoproterenol(lso)-bedingte Anstieg des CFP-Signals (Fcrp) wird durch die
mittlere blaue Spur reprasentiert. Die entsprechende Abnahme des YFP-Signals (Fyrp) und die resultierende
FRET-Ratio-Spur (Fyrp/Fcep) sind in gelb (YFP) bzw. rot (Fyrp/Fcep) dargestellt. (B) Vergleichbare Experimente
wie in (A) wurden mit verschiedenen B,AR-Agonisten durchgefiihrt. Die FRET-Anderungen (AFvyep/Fcrp)
reflektieren die durch 10 yM Adrenalin, A; 300 yM Noradrenalin, NA; 10 uM Fenoterol, Feno oder 150 M
Terbutalin, Terb induzierte Gs-Aktivierung (% Iso). Jeder Balken stellt den Mittelwert + S.E. aus = 4 unabhangigen
Experimenten dar.

In diesen Experimenten konnte ich keine signifikanten Unterschiede zwischen Isoproterenol,
Adrenalin und Noradrenalin beobachten. Dagegen zeigte Fenoterol im Vergleich zu
Isoproterenol eine um 20-25 % geringere Gs-Protein-Aktivierung. Terbutalin fihrte zu keiner
detektierbaren FRET-Anderung.

Vergleicht man die quantitativen Daten der beobachteten Gs-Protein-Aktivierung mit
Resultaten der agonisteninduzierten cAMP-Produktion (als eine indirekte Konsequenz der
Gs-Protein-Aktivierung), so ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen den beiden
Parametern (Abbildung 33A). Wie zuvor fiir die quantitative Analyse, wurde auch flr eine
kinetische Betrachtung der cAMP-Freisetzung ein maRig exprimierender Klon des wt-f,AR
verwendet [219]. Die Akkumulation von [a-*?P]-cAMP verhielt sich {iber den Zeitraum von
5-20 min fir alle Substanzen unter gewahlten Versuchsbedingungen (,Material und
Methoden®) linear (Abbildung 33B).
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Abbildung 33: Indirekte Bestimmung der Adenylylzyklase-Aktivitat durch Messungen des cAMP-Anstiegs
in CHO Zellen. (A) Vergleich der agonisteninduzierten cAMP-Bildung (x-Achse) mit der entsprechenden G-
Aktivierung (y-Achse) aus Abb. 32 (jeweils % von Iso) (B) Linearer Anstieg der kummulativen cAMP-
Konzentration Uber die Zeit nach Stimulation mit Isoproterenol 10 uM (Flnfeck), Noradrenalin 300 uM (Quadrat),
Adrenalin 10 uyM (Kreis), Fenoterol (Dreieck nach unten gerichtet). Die nach links gerichteten Dreiecke
reprasentieren basale cAMP-Konzentrationen unstimulierter CHO Zellen (Basalwert). Terbutalin-induzierte
Effekte wurden nicht analysiert. Abkiirzungen siehe Abb.32. cpm = counts per minute.

3.4.2 B-Arrestin2-Translokation

3.4.21 Quantitative Betrachtung (Amplitude) der B-Arrestin-
Translokation

Da der B,AR zur Quantifizierung nicht ausreichend B-Arrestin1 transloziert, [178], wurde
ausschlielllich die agonisteninduzierte Membrantranslokation von B-Arrestin2 untersucht.
Abbildung 34A zeigt die Lokalisierung von YFP-markiertem BArrestin2, in wt-f,AR
exprimierenden HEK-293 Zellen, vor und 20 min nach Zugabe von Isoproterenol (10 uM),
den endogenen Agonisten Noradrenalin (300 uM) sowie Adrenalin (10 uM) bzw. den beiden
synthetischen Partialagonisten (hinsichtlich der G-Protein-Aktivierung) Terbutalin (150 uM)
und Fenoterol (10 uM).

Die Fluoreszenzzunahme in definierten Membranregionen Gber die Zeit wurde detektiert und
die Resultate jeweils mit dem durch Isoproterenol ausgelosten Effekt (=100 %) ins
Verhaltnis gesetzt. In Abbildung 34B ist die durch sattigende Konzentrationen (10-fach Kp)
der getesteten Substanzen induzierte mittlere B-Arrestin-Translokation (n = 8) nach einer
Stimulationsdauer von 20 min gezeigt. Diese Daten lassen eine beinahe volle agonistische
Aktivitat von Adrenalin und Fenoterol im Hinblick auf die Rekrutierung von (3-Arrestin2 an die
Membran erkennen, wahrend Noradrenalin und Terbutalin nur partielle Effekte induzieren
(NA = 50%; Terb = 60%).
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Abbildung 34: Agonisteninduzierte Translokation von B-Arrestin2-YFP an die Oberflaiche von HEK-293
Zellen. (A) Die Stimulation der Zellen mit den gleichen Agonisten in gleichen Konzentrationen, wie in Abbildung
33, fuhrte zur Translokation von [-Arrestin2-YFP aus dem Zytosol an die Plasmamembran. (B) Die
Fluoreszenzénderung in definierten Bereichen der Membran wurde, wie unter ,Material und Methoden®
beschrieben, vor und 20 min nach Agonistenstimulation bestimmt. Die Balken reprasentieren jeweils den
Mittelwert + S.E. aus 8-24 unabhangigen Experimenten (% von Iso 10 pM). Statistik: Die Durchfiihrung eines
ANOVA-Signifikanztests mit Bonferroni-Korrektur zeigte signifikante Unterschiede der NA-vermittelten
B-Arrestin2-Translokation im Vergleich zu Iso (p <0,01; =) und zu allen anderen Substanzen (p <0,05; -).
Terbutalin vs. alle anderen Substanzen: p < 0,05; -

Um die Rekrutierung von [-Arrestin2 an membranstandige B,AR mit einer zweiten
unabhangigen Methode zu untersuchen, wurde die agonistenabhangige Annaherung der
beiden transient in HEK-293 Zellen exprimierten fluoreszent markierten Konstrukte,
B-Arrestin2-CFP und B,AR-YFP mittels FRET detektiert. Die Ergebnisse wurden, wie zuvor
unter ,Material und Methoden® beschrieben, korrigiert und auf 100 % normiert. Alle
Agonisten wurden in den gleichen Konzentrationen, wie flir die gezeigten
Konfokalmessungen (Abbildung 34), eingesetzt. Als Beispiel ist in Abbildung 35A die
Anderung des Verhaltnisses zwischen YFP- und CFP-Fluoreszenz (Fyep/Fcep) in Folge
dreimaliger Stimulation mit Isoproterenol 10 uM gezeigt. Ahnliche Experimente wurden auch
mit Adrenalin, Noradrenalin, Terbutalin und Fenoterol durchgefuhrt, und die Resultate auf
den durch Isoproterenol ausgelosten Effekt bezogen. Wie in Abbildung 35B dargestellt,
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wies auch die direkte Interaktion von B-Arrestin2 und dem B.AR (detektiert mittels FRET)
deutliche ligandenabhangige Unterschiede auf. Abbildung 35C zeigt den Zusammenhang
der aus FRET- wund Konfokalmessungen erhaltenen Daten der [(-Arrestin2-
Membrantranslokation bzw. B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion: Tragt man die quantitativen
Resultate der Konfokalmethode (Fluoreszenzzunahme an der Membran) gegen die der
FRET-Technik (Signalamplitude) auf, so zeigt sich eine klare, wenn auch nicht perfekte,
Korrelation der Daten (Abbildung 35C).

Die dargestellten Experimente zeigen, dass Adrenalin sich bezuglich der Rekrutierung von
B-Arrestin2 an B,AR wie ein voller Agonist verhalt, wahrend die anderen Substanzen nur
partielle Effekte auslosen
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Abbildung 35: B-Arrestin2/B;AR Interaktion in HEK-293 Zellen. Transient B-Arrestin2-CFP und B2AR-YFP
exprimierende HEK-293 Zellen wurden mit den jeweiligen Agonisten stimuliert und die Interaktion zwischen den
fluoreszent markierten Proteinen mittels FRET detektiert. (A) Zeigt die normalisierte FRET-Ratio-Spur (Fyrp/Fcrp)
eines reprasentativen Experiments nach dreimaliger Stimulation mit Isoproterenol 10 uM (waagerechte Linie) in
einer einzelnen HEK Zelle. Ahnliche Experimente wurden mit allen Agonisten in gleichen Konzentrationen, wie in
vorhergehenden Experimenten durchgefiihrt. (B) Jeder Balken stellt den Mittelwert von = 12 Experimenten + S.E.
(% von Iso 10 uM) dar. Statistische Analyse: ANOVA-Signifikanztest mit Bonferroni-Korrektur. Die durch
Terbutalin, Fenoterol und Noradrenalin ausgeldsten Effekte sind signifikant kleiner im Vergleich zu den anderen
Agonisten (p <0,01; ~). Die durch Terbutalin induzierte B-Arrestin2/Rezeptor-Interaktion ist zudem signifikant
geringer im Vergleich zu Noradrenalin und Fenoterol (p<0,05; ). (C) Vergleich der mit Hilfe der
Konfokalmikroskopie gemessenen B-Arrestin2-YFP-Membrantranslokation und der mittels FRET detektierten
B-Arrestin2-CFP/B.AR-YFP-Interaktion. Jeder der Datenpunkte stellt den Mittelwert aus n > 3 Experimenten dar.
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3.4.2.2 Kinetische Betrachtung der B-Arrestin-Translokation

Wahrend die FRET-Amplituden aller drei Isoproterenol-Stimuli vergleichbar sind, bewirkt der
erste Puls, verglichen zu nachfolgenden Stimulationen, eine deutlich langsamere FRET-
Anderung (Abbildung 35A). Eine entsprechende Beschleunigung der FRET-Anderung
wurde auch nach Mehrfachapplikation von Adrenalin, Terbutalin, Noradrenalin und Fenoterol
beobachtet (Vergleich Abbildung 36A und B und Tabelle 13). Wahrend die Kinetik des
FRET-Signals nach einem ersten Agonistenpuls fir alle getesteten Substanzen ahnlich ist
(Abbildung 36A), induzierte ein zweiter Isoproterenol-Stimulus die vergleichsweise
schnellste FRET-Anderung, gefolgt von Adrenalin und Fenoterol (Tabelle 13 und
Abbildung 36B). Eine zweite Stimulation des B,AR mit Noradrenalin hingegen bewirkt die
signifikant langsamste B-Arrestin2-Translokation (Tabelle 13 und Abbildung 36B). Die
beschriebenen kinetischen Unterschiede der p-Arrestin-Translokation sind unabhangig vom
Agonisten, der fur eine erste Stimulation verwendet wurde (Daten nicht gezeigt).

A
Agonist/Konz. w8 (s
1.Stimualtion 2.Stimulation W 12-
£ 104 T
Isoproterenol 70+1,3 1,40+ 0,17 ® 84
B T
C
10 UM 5 6
— 41
Adrenalin 7,8+1,7 2,0+0,2 3 2-
0
10 uM Iso A NA  Feno
B
Noradrenalin 9,3+2,1 29+04
— 44
300 IJM Q/ **/*
T
Fenoterol 7.8+1,9 2,020,2 g .
= ol
10 uM o T
NERE
Terbutalin Nicht Nicht S
auswertbar auswertbar 0 Iso A NA Feno
150 pM

Tabelle 13 und Abbildung 36: Kinetiken agonisteninduzierter B-Arrestin2/B.AR Interaktion. Ahnliche FRET-
Messungen wie in Abbildung 35A mit Isoproterenol (Iso) beispielhaft dargestellt, wurden mit allen weiteren
Substanzen durchgefiihrt. Die Zeitkonstanten t (s) der agonisteninduzierten FRET-Signale nach einer ersten
Stimulation mit verschiedenen Agonisten (A) bzw. folgender Agonistenpulse (B) wurden analysiert und
tabellarisch bzw. grafisch (A und B) dargestellt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus =5 Experimenten £
S.E.. Statistik (ANOVA mit Bonferroni-Korrektur): Adrenalin (p < 0,05; -) und Noradrenalin (p < 0,01; «) vs. Iso
und Noradrenalin vs. Adrenalin (p < 0,05; +) sind statistisch signifikant.
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3.4.3 Agonisteninduzierte Internalisierung
(Methode: Radioligandenbindung)

3.4.3.1 Quantitative Betrachtung der Internalisierung

In der Literatur wird sowohl eine p-Arrestin-abhangige, als auch -unabhangige
Internalisierung  G-Protein-gekoppelter Rezeptoren beschrieben [175-177]. Um zu
Uberprifen, ob die Internalisierung B,-adrenerger Rezeptoren, wie zuvor bei der B-Arrestin-
Rekrutierung beobachtet, ebenfalls ein agonistenabhangiges Signalmuster aufweist, wurde
der YFP-markierte B,AR stabil in HEK-293 Zellen exprimiert. Das Ausmall der
Rezeptorinternalisierung wurde lber die Abnahme der Zelloberflachenrezeptoren innerhalb
von 30 min nach Stimulation durch die Bindung des hydrophilen Radioliganden
[*H]CGP12177 bestimmt. Abbildung 37A zeigt die exponentielle Abnahme der Rezeptorzahl
an der Zelloberflache uber die Zeit nach Stimulation mit 10 uM Isoproterenol, Fenoterol oder
Adrenalin, bzw. der Zugabe von 150 uM Terbutalin oder 300 yM Noradrenalin (jeweils 10 *
Kp). Die Zahl der Oberflachenrezeptoren erreichte 20 min nach Stimulation mit jeder der flinf
Substanzen einen stabilen (Minimal-)Wert bzw. die Internalisierung ihren Maximalwert. Flr
eine quantitative Analyse wurde daher die Internalisierung 20 min nach Stimulation mit dem
jeweiligen Agonisten ausgewertet (Abbildung 37B). Isoproterenol wies eine Internalisierung
von knapp uber 50 % auf. Fenoterol und Adrenalin zeigten eine dem Isoproterenol
entsprechende Internalisierung, wahrend Noradrenalin im Vergleich zu Isoproterenol eine um
etwa 38 %, Terbutalin gar eine um 62 % geringere Internalisierung aufwies.
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Abbildung 37: Agonistenabhéngige Internalisierung des B2AR. Stabil in HEK-293 Zellen exprimierte B.AR-
YFP wurden 0, 2, 5, 10, 20 bzw. 30 min lang mit jeweils einem der 5 zu testenden Agonisten stimuliert und die
Menge verbleibender Rezeptoren an der Zelloberfliche Uber Bindung des Radioliganden [*H]CGP12177
bestimmt. (A) Abnahme von Zelloberflachenrezeptoren Uber die Zeit nach Zugabe verschiedener Agonisten,
normalisiert auf den initialen Wert bei t = 0 min. Jeder Datenpunkt stellt den Mittelwert aus n > 5 Experimenten
(jeweils Dreifachbestimmung) dar. Die Linien reprasentieren exponentielle Kurvenanpassungen erster Ordnung
(B) Das Ausmal der Rezeptorinternalisierung wurde 20 min nach Agonistenexposition aus den Daten aus (A)
bestimmt. Statistik: ANOVA mit Bonferroni-Korrektur: Terbutalin induziert im Vergleich zu allen anderen
Substanzen signifikant geringere Rezeptorinternalisierung (Terb vs. Iso p <0,01; « und Terb vs. alle anderen
Substanzen p < 0,05; +).
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3.4.3.2 Kinetik der Internalisierung

Ein etwas anderes Muster ergab die kinetische Analyse der Internalisierung. Wie sich aus
Abbildung 38 entnehmen lasst, induzieren Isoproterenol und Adrenalin eine &hnlich
schnelle Abnahme von Membranrezeptoren an der Zelloberflache. Es folgt Terbutalin mit
einer vergleichsweise leicht verlangsamten Internalisierungskinetik, wahrend Noradrenalin
eine gegenulber Terbutalin nochmals verlangsamte Kinetik zeigt. Fenoterol induzierte, trotz
einer in quantitativer Hinsicht dem Isoproterenol ahnlichen Internalisierung (Abbildung 37B),
die langsamste Rezeptorinternalisierung.

T (min)
v
_|

Iso A NA Feno Terb

Abbildung 38: Aus den Daten aus Abbildung 37A bestimmte Zeitkonstante t (min) der agonisteninduzierten
B2AR Internalisierung.

Diese Daten indizieren, dass nicht nur das Ausmalf, sondern auch die Kinetik der Abnahme
membranlokalisierter B,AR ligandenabhangig ist.

3.4.4 Agonisteninduzierte Internalisierung
(Methode: Konfokalmessungen)

Um diese Daten mit einer zweiten Methode zu bestatigen, habe ich die Internalisierung stabil
in HEK-293 Zellen exprimierter, C-terminal mit YFP markierter B,AR mit Hilfe der Konfokal-
mikroskopie untersucht. Zur Stimulation der Rezeptoren wurden die gleichen Liganden-
konzentrationen verwendet wie zuvor fir die entsprechenden FRET-Experimente. Die
quantitative Analyse der Internalisierung erfolgte erneut 20 min nach Stimulation. Die
Konfokalbilder in Abbildung 39 reprasentieren die Lokalisierung der fluoreszent markierten
B2AR vor und 20 min nach Applikation der verschiedenen Agonisten.

Die Stimulation von B,AR-YFP mit Isoproterenol, Adrenalin und Fenoterol fihrte zu massiver
Rezeptorinternalisierung. Noradrenalin und Terbutalin hingegen bewirkten nur eine
schwache Zunahme intrazellularer Fluoreszenz; was gleichbedeutend mit einer geringen
Abnahme der Rezeptorzahl an der Zelloberflache ist. Auch wenn die quantitative Auswertung
der Konfokalbilder verglichen zur quantitativen Analyse der Radioaktiv-Daten
(PHICGP12177) geringere Werte fiir die Internalisierung ergab (Daten nicht gezeigt),
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konnten wir dennoch mit beiden Methoden die gleiche Reihenfolge fiir die Fahigkeit der
getesteten Liganden, Rezeptorinternalisierung zu induzieren, beobachten: Terbutalin <
Noradrenalin << Fenoterol < Adrenalin = Isoproterenol.

0 min 20 min

0 min 20 min

A 10 uM Iso 100 uM
Feno 10 uM

Terb 150 uM

300 pM

Abbildung 39: Analyse der B2AR-Internalisierung mittels Konfokalmikroskopie. Die Bilder der linken Spalte
reprasentieren jeweils stabil in HEK-293 Zellen exprimierte, YFP-markierte B2AR vor, die rechten Abbildungen
die gleichen Zellen 20 min nach Stimulation mit dem jeweiligen Agonisten (je 10 « Kp).

3.5 -AbschnittV -
»B-Arrestin1/2 bias“ am P2Y2R

3.5.1 B-Arrestin-Translokation

B-Arrestin1 und [B-Arrestin2, weisen in Abwesenheit von Liganden unterschiedliche
Lokalisierung auf [125] und sind in unterschiedlichem Ausmall am Endozytoseprozess
verschiedener GPCR beteiligt [173, 187]. Um die Rekrutierung von B-Arrestin1 bzw. -2 in
Abhangigkeit der endogenen Agonisten des P2Y,-Rezeptors mittels der Konfokalmikroskopie
zu untersuchen, wurde zunachst der P2Y,R mit B-Arrestin1-GFP oder B-Arrestin2-YFP
transient in HEK-293 Zellen koexprimiert. Wie Abbildung 40 zeigt, weist der P2Y,-Rezeptor
ein ligandenabhangiges B-Arrestin-Translokationsmuster auf.
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Abbildung 40: B-Arrestin-Translokation an membranstindige P2Y2R in Abhéangigkeit der endogenen P2Y--
Liganden. (A) HEK-293 Zellen wurden mit wt-P2Y, und jeweils B-Arrestin1-GFP oder B-Arrsetin2-YFP bzw. zur
Kontrolle nur mit den beiden B-Arrestin-Konstrukten transfiziert. (B) Die Daten aus (A) wurden um das
Photobleichen korrigiert (,Material und Methoden®) und die innerhalb von 15 min nach Stimulation mit 100 yM
ATP (links) bzw. UTP (rechts) verbleibende zytosolische Fluoreszenz (% von t = 0 min) wurde als Parameter der
B-Arrestin1-GFP- (griin) bzw B-Arrestin2-YFP- (gelb) Translokation quantifiziert. Die Datenpunkte reprasentieren
jeweils den Mittelwert aus = 3 unabhangigen Experimenten und 10-12 Zellen. (C) Die zytosolische Fluoreszenz
15 min nach Stimulation wurde als % Translokation (100 % minus die jeweils verbleibende zytosolische
Fluoreszenz) berechnet. Die gelben Balken reprasentieren die Translokation von B-Arrestin2-YFP, die griinen
jene von B-Arrestin1-GFP 15 min nach UTP- (rechter Graph) oder ATP- (linker Graph) Zugabe.

-79 -



Ergebnisse

Stimulation mit 100 uM ATP flihrte zu einer starkeren Bewegung von [(-Arrestin2-YFP
gegenlber B-Arrestin1-GFP an membranstandige Rezeptoren, wahrend 100 pM UTP
B-Arrestin1-GFP und (-Arrestin2-YFP gleich stark zu rekrutieren schien (Abbildung 40A/B).
Die quantitative Analyse der maximalen Translokation (15 min nach Stimulation) zeigte
jedoch eine starkere UTP-vermittelte Translokation von B-Arrestin1 im Vergleich zu
B-Arrestin2 (Abbildung 40C).

Im Gegensatz zum P2Ys- und P2Y,-Rezeptor [259], konnte die flr den P2Y,-Subtyp
beschriebene B-Arrestin1- bzw B-Arrestin2-Translokation ohne zusatzliche Kotransfektion
von GRK visualisiert und quantifiziert werden.

Um die beobachtete Liganden/B-Arrestin-Selektivitat zu bestatigen, bedienten wir uns der
FRET-Technik. Wie bereits unter Materialien und Methoden (Abbildung 17) beschrieben,
lasst sich die Anndherung von fluoreszent markiertem [-Arrestin (Donor-Protein) an
Membranrezeptoren (markiert mit einem entsprechenden Akzeptor-Fluorophor) Uber einen
Anstieg des FRET-Signals detektieren [136]. Entsprechende FRET-Experimente mit C-
terminal an YFP-fusionierten P2Y,-Rezeptoren und Cer-(Cerulean; CFP-ahnliches Protein)
markiertem B-Arrestin1 bzw. B-Arrestin2-CFP bestétigten die mittels der Konfokalmikroskopie
beobachteten  agonistenabhangigen  Translokationsmuster in  HEK-293  Zellen
(Abbildung 41): Im Falle des B-Arrestin1 bewirkte ATP einen geringeren Anstieg des FRET-
Signals verglichen mit der UTP-bedingten FRET-Anderung. Der gegenteilige Effekt lieR sich
mit B-Arrestin2 beobachten. In diesem Fall fihrte ATP verglichen mit UTP zu einer groReren
FRET-Anderung.
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Abbildung 41: Agonistenabhangigkeit der P2Y,R/B-Arrestin-Interaktion. HEK-293 Zellen, die transient den
B2AR-YFP und B-Arrestin2-CFP (A) bzw. B-Arrestin1-Cer (B) exprimieren, wurden mit 100 yM ATP oder UTP
stimuliert. Die Interaktion zwischen den fluoreszent markierten Proteinen wurde mittels FRET detektiert. (A/B)
Die Graphen zeigen jeweils die normalisierte FRET-Ratio (Fyrp/Fcrp) eines reprasentativen Experiments nach
Mehrfachstimulation mit ATP und UTP (waagerechte Linie) in einer einzelnen HEK Zelle.

Wahrend ATP also bevorzugt B-Arrestin2 transloziert und sich somit ,(3-Arrestin2 biased®
verhalt, fihrt die Stimulation mit UTP zu einer starkeren Membrantranslokation von
B-Arrestin1 (,B-Arrestin1 biased ligand*).
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Diese Ergebnisse weisen auf eine ligandenvermittelte Regulation der B-Arrestin1/2-
Translokation an P2Y,-Rezeptoren hin.

3.5.2 Internalisierung

Eine mdgliche Folge der B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion stellt die Internalisierung der P2Y-
Rezeptoren dar, ein Prozess, dessen Agonistenabhangigkeit bereits in friheren
Publikationen gezeigt werden konnte [267, 270, 278]. Um zu Uberprifen ob die
Internalisierung des P2Y,R ebenfalls einem ligandenabhdngigen Muster folgt, habe ich
mittels der Konfokalmikroskopie das Internalisierungsverhalten fluoreszent markierter P2Yo-
Rezeptoren untersucht. Eine 15-minltige Stimulation transient in HEK-293 Zellen
exprimierter, YFP-markierter P2Y,-Rezeptoren mit 100 uM ATP/UTP hatte kein
unterschiedliches ligandenspezifisches Internalisierungsverhalten zur Folge
(Abbildung 42A).

0 min 15 min
wt-P2Y2-YFP B

ATP UTP
PERK[ == w= e @] pERK[= = == == — |
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Abbildung 42: P2Y;R-Internalisierung bzw. ERK-Aktivierung in Abhédngigkeit der endogenen Liganden. (A)
Zeigt stabil mit YFP-markierten wt-P2YR transfizierte HEK-293 Zellen vor (linke Spalte) und 15 min nach (rechte
Spalte) Zugabe von jeweils 100 uM ATP oder UTP. Die fluoreszenten Cluster im Zytosol 15 Minuten nach
Stimulation reprasentieren internalisierte Rezeptoren. (B) Agonisteninduzierte ERK-Aktivierung. Stabil den wt-
P2Y,R-YFP exprimierende HEK-293 Zellen wurden 2-20 min lang mit UTP oder ATP (je 100 uM) stimuliert und
im Anschlu® die Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK sowie die totale ERK-Konzentration mit spezifischen
Antikdrpern bestimmt. Vor Agonistenzugabe (t = 0 min) zeigte sich eine nur schwache ERK-Phosphorylierung.
Nach Stimulation mit ATP (links) bzw. UTP (rechts) konnte eine zeit- und ligandenabhéngige Phosphorylierung
von ERK beobachtet werden. Die Blots stellen reprasentative Beispiele aus 6 Experimenten (pro Experiment
wurden parallel immer ATP und UTP getestet) dar.
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3.5.3 ERK-Aktivierung

Neben ihrer Funktion als negative Regulatoren G-Protein-vermittelter Signaleffekte kénnen
B-Arrestine auch als Signaltransduktoren dienen. Beispielsweise ist in der Literatur die
B-Arrestin-induzierte, G-Protein-unabhangige Aktivierung und Regulation der ERK1/2-
Signalkaskade beschriecben [64, 195]. In diesem Zusammenhang ist auch die
unterschiedliche Regulation des ERK-Signalwegs durch [B-Arrestin1 und B-Arrestin2 bei
einigen GPCR bekannt [186]. Um die Hypothese zu testen, dass die beiden B-Arrestin-
Subtypen auch eine funktionelle Spezifikation am P2Y,R zeigen, wurde die
agonisteninduzierte Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK untersucht.

Eine Analyse der ERK-Phosphorylierung erfolgte mittels Phospho-ERK1/2 spezifischen
Antikérpern vor und 2, 5, 10 und 20 min nach Stimulation mit UTP bzw. ATP (je 100 uM
Finalkonzentration). Da kein Radioligand fir den P2Y,-Rezeptor verfligbar ist um die
Rezeptorexpression zu ermitteln, wurden stabil in HEK-293 Zellen exprimierte P2Y,-YFP-
Rezeptoren verwendet. Kontrollexperimente mit untransfizierten HEK-293 Zellen zeigten
keine UTP/ATP-bedingte ERK1/2-Phosporylierung (nicht gezeigt). Wie in Abbildung 42B
deutlich zu erkennen, induzierten UTP und ATP in stabil exprimierten HEK-293 Zellen
zeitabhangig unterschiedliche ERK1/2-Aktivierungsmuster. Wahrend UTP zu einer
transienten Aktivierung mit einem Maximum nach 10 min fuhrte, zeigte ATP eine anhaltende
ERK1/2-Phosphorylierung Uber den betrachteten Zeitraum.
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4 Diskussion

4.1 -Abschnitt| -
C-terminale Phosphorylierungsstellen regulieren die
Internalisierung, B-Arrestin-Translokation und
Desensibilisierung des P2Y,R

Durch Liganden aktivierte GPCR besitzen die Fahigkeit definierte Interaktionen mit
Effektorproteinen, wie dem multifunktionellen Adapterprotein B-Arrestin, einzugehen. In der
Folge kommt es zur Aktivierung oder auch Inhibierung nachgeschalteter intrazellularer
Signalwege. Da die B-Arrestin-Translokation in der Regel phosphorylierungsabhangig
verlauft, wurde im ersten Teil der Arbeit der EinfluR verschiedener
Rezeptorphosphorylierungsstellen als molekulare Basis der B-Arrestin-Translokation sowie
potentiell B-Arrestin-vermittelter Signaleffekte untersucht.

Eine Reihe biophysikalischer Studien weist auf Bewegungen insbesondere der TM3 und 6 im
Aktivierungsprozess G-Protein-gekoppelter Rezeptoren hin [40, 279, 280]. Diese Studien
betrachteten allerdings nur die Bewegung zweier Fluorophore relativ zueinander, so dass
auch eine Bewegung des C-Terminus nicht ausgeschlossen werden konnte. Granier et al.
zeigten 2007 die Bewegung des C-Terminus relativ zur dritten intrazellularen Schleife. Und
auch die 2008 aufgeldste Struktur des partiell aktiven Rhodopsins liel3 ebenfalls auf eine,
wenn auch nur geringe, Bewegungen des C-terminalen Rezeptorbereiches wahrend der
Aktivierung des Rezeptors schlielen [28]. Der also an der Aktivierung von GPCR beteiligte
Rezeptor C-Terminus, spielt eine wichtige Rolle in der agonisteninduzierten
Phosphorylierung sowie der Interaktion mit einer Vielzahl von Effektorproteinen [113, 281]
und ist in der Konsequenz an der Regulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren beteiligt
[282]. Auch Motive in der dritten Intrazellularschleife (intracellular loop; IL3) dienen als
Angriffspunkte spezifischer Kinasen und vermitteln wichtige Rezeptor/Effektorprotein-
Interaktionen. Der Interessensschwerpunkt des ersten Abschnittes dieser Arbeit lag daher
auf der Untersuchung potentieller Phosphorylierungsstellen im C-Terminus sowie des IL3
des P2YR als strukturelle Basis fur die Rekrutierung des zytosolischen Effektorproteins
B-Arrestin  [114] sowie der potentiell B-Arrestin-vermittelten Signalwege, der
Rezeptorinternalisierung und -desensibilisierung.

Aufgrund der hoéheren Affinitat des P2Y,R fir die Bindung von B-Arrestin2 gegentber
B-Arrestin1 (Abbildung 23), lag der Fokus meines Interesses in diesem Zusammenhang auf
der Untersuchung des B-Arrestin2-Subtyps. Als Expressionssystem dienten HEK-293 Zellen.
In der Literatur ist zwar die Expression endogener P2Y-Rezeptoren in HEK-293 Zellen
beschrieben [223, 283]. Unsere Arbeitsgruppe konnte jedoch zeigen, dass diese nicht zu
einer detektierbaren Translokation von B-Arrestin-YFP an die Zelloberflache fihren [259].
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Es ist bekannt, dass der P2Y,;R agonistenabhangig desensibilisiert und internalisiert [259,
265, 278, 284]. Die fur die beiden Signalprozesse relevanten Rezeptordomanen sind in der
Literatur bis dato allerdings noch nicht detailliert charakterisiert. Auch die molekulare Basis
agonisteninduzierter Translokation von B-Arrestin2 an membranstandige P2Y:R ist nicht
entschlusselt.

Fir viele GPCR ist eine phosphorylierungsabhangige Bindung des zytosolischen Proteins an
GPCR beschrieben [113]. Es besteht allerdings auch die Médglichkeit, dass der P2Y;-
Rezeptor GRK-unabhangig B-Arrestin rekrutiert [113, 285]. Auch eine phosphorylierungs-
und/oder B-Arrestin-unabhangige Internalisierung von GPCR ist in der Literatur beschrieben
[286-288]. Die Beobachtung, dass die P2Y-Subtypen P2Yg und P2Y44 nur nach zusatzlicher
Kotransfektion von GRK2 internalisieren und B-Arrestin rekrutieren [259], weist jedoch auf
die Rolle von Phosphorylierung im Prozess der B-Arrestin-Translokation sowie der
Internalisierung zumindest einiger P2Y-Rezeptorsubtypen hin. Ein weiterer Hinweis auf den
Einfluss einer P2Y R-Phosphorylierung auf die betrachteten P2Y,R-Signalprozesse, stellt die
agonistenabhangige Inkorporation radioaktiven Phosphats dar [111].

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Fahigkeit dreier P2Y,R-Clustermutanten
untersucht, ADP-abhangig zu internalisieren und B-Arrestin2 zu rekrutieren. In jeder der
Mutanten wurden jeweils 3-5 potentielle Phosphorylierungsstellen im C-Terminus bzw. der
dritten Intrazellularschleife zu Alanin mutiert (Abbildung 18). Die quantitative Auswertung
der EIA-Experimente, wie auch der konfokalmikroskopischen Daten zeigte deutlich, dass
eine Substitution von Serin- bzw. Threonin-Resten in der dritten intrazellularen Schleife
(P2Y4 Gruppe-3) und dem proximalen C-Terminus (P2Y, Gruppe-1) keinen negativen Effekt
auf die agonisteninduzierte Rezeptorinternalisierung besitzt. So wiesen sowohl die P2Y,
Gruppe-1- wie auch die Gruppe-3-Mutante eine dem Wildtyp-P2Y,-Rezeptor vergleichbare
Internalisierung auf. Die Substitution potentieller Phosphorylierungsstellen im distalen Teil
des Rezeptor C-Terminus (P2Y; Gruppe-2) hingegen blockierte die Internalisierung der
P2Y-Rezeptoren vollstandig (Abbildung 19). Wie bereits frlhere Studien C-terminal
verkirzter P2Y-Rezeptoren gezeigt haben [289], beeinflussen die Mutationen potentieller
Ser- und Thr-Reste, in den von mir verwendeten Clustermutanten, die G-Protein-vermittelten
Signaleffekte (in diesem Fall den agonisteninduzierten Anstieg intrazellulérer Ca?*-Spiegel)
nicht (Abbildung 27). Durch individuelle Mutationen potentieller Phosphorylierungsstellen im
distalen Rezeptor C-Terminus (Gruppe-2), konnten desweiteren Ser 352 und Thr 358 als
Schlisselstellen der P2Y-Rezeptorinternalisierung identifizieren werden: Das Fehlen einer
der beiden potentiellen Phosphorylierungsstellen verminderte jeweils die Internalisierung und
die Mutation von Ser 352 und Thr 358 (P2Y,; ST/AA) inhibierte die agonistenvermittelte
Rezeptorendozytose praktisch vollstandig (Abbildung 21). Da auch die agonistenstimulierte
Phosphorylierung der P2Y, Gruppe-2 sowie der Doppelmutante P2Y, ST/AA im Vergleich
zum wt-Rezeptor signifikant vermindert war (Abbildung 26), konnte der Schluss gezogen
werden, dass die beiden distalen Phosphorylierungsstellen (Ser 352 und Thr 358) flir den
Prozess der P2Y;R-Internalisierung verantwortlich sind. Durch Konfokalmessungen einer
koexprimierten dominant negativen Dynamin-Variante wies unsere Arbeitsgruppe zudem auf
die Dynaminabhangigkeit der Internalisierung des P2Y:-Rezeptors sowie anderer P2Y-
Subtypen hin [259].

Wie bereits angedeutet, ist B-Arrestin als Adapterprotein im Endozytoseprozess vieler GPCR
involviert [290] und transloziert in der Regel phosphorylierungsabhangig an aktivierte
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Membranrezeptoren [114, 291]. Um die Hypothese zu testen, dass B-Arrestin2 in der
Internalisierung membranstandiger P2Y R involviert ist und die Translokation des
zytosolischen Adapterproteins in der Konsequenz die gleiche strukturelle Basis wie die
Internalisierung besitzt, wurde die agonisteninduzierte Rekrutierung von B-Arrestin2 an die
unterschiedlichen P2Y;-Mutantenkonstrukte mit Hilfe der Konfokalmikroskopie analysiert. Es
wurde eine deutliche Translokation von B-Arrestin2 an diejenigen P2Y,-Mutantenkonstrukte
detektiert, denen potentielle Phosphorylierungsstellen in der dritten Intrazellularschleife
(Gruppe-3) oder dem proximalen C-Terminus (Gruppe-1) fehlen. Die Mutation distaler
Phosphorylierungsstellen (P2Y;, Gruppe-2; P2Y, ST/AA) hingegen inhibierte die agonisten-
induzierte Translokation von B-Arrestin2 aus dem Zytosol an die Zelloberflache vollstandig
(Abbildung 24). Die vorliegenden Daten zeigen also, dass die zwei distal lokalisierten
Phosphorylierungsstellen, Ser 352 und Thr 358, an der Internalisierung und Rekrutierung
von B-Arrestin2 an membranstandige P2Y R beteiligt sind. Die Beobachtungen dirften
zugleich auch einen Hinweis auf die B-Arrestin-Abhangigkeit der P2Y;R-Internalisierung
geben.

Die Notwendigkeit der Phosphorylierung mehrerer Ser-/Thr-Reste flir eine effektive
Internalisierung und B-Arrestin-Membrantranslokation konnte ich auch durch entsprechende
Untersuchungen am B,AR bestétigen (siehe unten). Ahnliche Beobachtungen multipler
Phosphorylierung als Voraussetzung fur eine effiziente Internalisierung sind auch fur den
Lichtrezeptor Rhodopsin beschrieben [292]. Entsprechend postulierten Gurevich et al. [126]
und andere Autoren [93, 293] das Vorliegen von mindestens zwei Phosphorylierungsstellen
(bzw. negativ geladener Bereiche) in raumlicher Nahe zueinander als Voraussetzung die
Arrestin-Aktivierung und —Rezeptorbindung. Jedoch scheint es sich, bei den von uns flir den
Prozess der Rezeptorinternalisierung und B-Arrestin-Rekrutierung als Schlisselstellen
identifizierten Aminos&uren nicht um allgemein fur die GPCR-Internalisierung und B-Arrestin-
Translokation entscheidende Bereiche zu handeln. Denn schaut man sich entsprechende
Daten fir die Regulation der Signalprozesse anderer in der Literatur beschriebener GPCR
an, so findet man neben dem C-Terminus auch die IL2 und IL3 als Schliisseldomanen fir
den Prozess der Internalisierung und B-Arrestin2-Translokation [294]. Beispielsweise sollen
die intrazellulare Schleife 2 und der C-Terminus des GPR54R maligeblich an der Regulation
der Internalisierung und Rekrutierung von B-Arrestin beteiligt sein. Anders beim TRH-
Rezeptor: In diesem Falle ist die Phosphorylierung im distalen C-Terminus als essentieller
Mechanismus fur die B-Arrestin-vermittelte Internalisierung beschrieben. Entsprechende
Bereiche scheinen jedoch keinen Einfluss auf die Interaktion zwischen Rezeptor und
B-Arrestin2 zu besitzen [295]. Die SchlUsselstellen fir die Rekrutierung von B-Arrestin an
TRHR sollen C-terminal zu den fiir die Internalisierung wichtigen Bereichen lokalisiert zu
sein. Unsere Daten zeigen hingegen, dass die Eliminierung von Ser- und Thr-Resten im
distalen C-Terminus des P2Y,R die Translokation von B-Arrestin2 vollstdndig inhibiert,
wahrend eine Verkirzung des Rezeptors C-terminal zu diesen Schliisselbereichen (P2Y
A363) keinen Einfluss auf die Internalisierung besitzt (Abbildung 21). Wie in Abschnitt Il
ausfihrlich diskutiert zeigten Untersuchungen einer distal zu Aminosaure 381 verkirzten
B.AR-Mutante hingegen keine Inhibition der B-Arrestin2-Translokation. Die Verkirzung des
C-Terminus fuhrte jedoch zum Verlust der agonisteninduzierten Rezeptorinternalisierung.
Die Elimination aller Serine und Threonine distal zu Position 381 wiederum beeinfluRte
weder die B-Arrestin-Translokation noch die B,AR-Internalisierung, wahrend die Mutation der
vier Serin- und Threoninreste zwischen Position 355 und 364 zu Alanin die B-Arrestin-
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Translokation inhibierte. Eine solche rezeptorspezifische molekulare Regulation p-Arrestin-
assoziierter Signaleffekte lieBe sich durch die Existenz unterschiedlicher negativ geladener
Rezeptorbereiche erklaren. Wie bereits angedeutet, ist eine multiple Phosphorylierung eines
Rezeptors Grundlage fir eine effiziente B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion. Die negativ
geladenen Cluster (Phosphorylierungsstellen) missen sich zwar in raumlicher Nahe
zueinander befinden. Der sequentielle Kontext, in dem sich die phosphorylierten Bereiche
befinden, scheint jedoch nur eine untergeordnete Rolle zu spielen [128]. Die flr die
B-Arrestin-Translokation relevanten Phosphorylierungsstellen verschiedener GPCR kdnnen
also in unterschiedlichen zytoplasmatischen Elementen des jeweiligen Rezeptors lokalisiert
sein [113].

Diese Befunde zeigen, dass die Regulation der Internalisierung und B-Arrestin-Translokation
innerhalb der GPCR-Familie nicht universell ist, sondern vielmehr von Rezeptor zu Rezeptor
variieren kann. Die Vielfalt der zu Grunde liegenden Mechanismen macht die Komplexitat
der Internalisierung und p-Arrestin-Translokation von GPCR deutlich.

In Ubereinstimmung mit der Uber die Konfokalmikroskopie detektierten B-Arrestin-2-
Translokation an membranstandige wt-P2Y,R, konnte auch eine deutliche
Rezeptor/B-Arrestin2-Interaktion mittels FRET gezeigt werden (Abbildung 25). Ein zunachst
zu den Ergebnissen der Konfokaltechnik kontrovers erscheinendes Resultat in diesem
Zusammenhang stellt die Uber die FRET-Mikroskopie detektierte Interaktion zwischen
B-Arrestin2 und der P2Y R Gr-2 dar (Abbildung 43). Kinetische Auswertungen deuteten
zudem auf eine vergleichbar schnelle Interaktion des P2Y; Gr-2-Mutantenkonstruktes und
des wt-P2Y 1R mit B-Arrestin2 hin (erster ADP-Stimulus: Gr-2: 3,38 + 0,89 (s); wt: 3,44 + 0,88
(s)). Die vielleicht einfachste Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse der P2Y, Gr-2
mit der FRET- bzw. Konfolkalmikroskopie ware eine héhere Sensitivitdt der FRET-Technik
zur Detektion von Rezeptor/B-Arrestin-Interaktionen. Da zur quantitativen Auswertung der
B-Arrestin-Membrantranslokation der Anstieg der Membran- oder der Verlust zytosolischer
Fluoreszenz nur in x-y-Ebene detektiert wird, unterschatzt die Konfokalmikroskopie
moglicherweise das tatsachliche Ausmal} der Translokation innerhalb einer Zelle. Jedoch
konnte ich in der vorliegenden Arbeit fir den B,AR eine recht gute Korrelation der Uber
FRET- bzw. die Konfokalmikroskopie detektierten B-Arrestin-Rekrutierung zeigen, sowohl flr
volle als auch partielle Agonisten (Abbildung 35). Diese Daten weisen eher auf eine
vergleichbare Sensitivitat der beiden Methoden hin. Da FRET nur zwischen einem Donor-
und einem Akzeptor-Fluorophor beobachtet werden kann, sind auch unspezifische
Interaktionen mit anderen endogen exprimierten Proteinen  unwahrscheinlich.
Moglicherweise detektiert man Uber die beiden verwendeten Methoden jedoch
unterschiedliche Signaleffekte. Die rasche Rezeptor/B-Arrestin-Assoziation und -Dissoziation
(Abbildung 25, 43) weist auf eine eher transiente (3-Arrestin/Rezeptor-Interaktion (detektiert
durch FRET) hin, wahrend die Konfokaldaten verstarkt auf eine stabilere Interaktion
schlieen lassen (Abbildung 23).
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Abbildung 43: B-Arrestin2/P2Y-Rezeptorinteraktion. Verlauf des ADP-induzierten (100 uM final) FRET-
Signals (FRET ratio = Fyrp/Fcrp) zwischen der CFP-markierten P2Y; Gr-2-Mutante und B-Arrestin2-YFP. Die
waagerechten Striche reprasentieren die Stimulationsdauer in Sekunden (s). Die Abbildung ist reprasentativ fir

n < 6 Experimente.

Geht man davon aus, dass die FRET- und Konfokaltechnik jeweils andere Parameter
detektieren und anderen Einflussfaktoren unterliegen, so koénnten fir eine transiente
Rezeptor/B-Arrestin-Interaktion andere Phosphorylierungsstellen verantwortlich sein als flr
eine dauerhafte Translokation von B-Arrestin an membranstandige P2YR (detektiert durch
konfokalmikroskopische Messungen). Méglicherweise handelt es sich bei einer transienten
Interaktion von B-Arrestin und dem P2YR auch um einen phosphorylierungsunabhangigen
Prozess. Hinweise darauf, dass unterschiedliche Phosphorylierungsmuster die Ursache
unterschiedlicher nachgeschalteter Signalmuster darstellen kénnten, wurden beispielsweise
von Tobin et al. [112] zusammengefasst [91, 296]. 2010 konnten Busillo et al. [297], eine
derartige ,bar code Hypothese*® flir den CXCR4 bestatigen.

Die in HEK-293 Zellen, unter den gleichen Bedingungen wie die Gr-2, mit B-Arrestin2
koexprimierte P2Y; Gr-3-Mutante, wies ein kleineres FRET-Signal im Vergleich zur Gr-2 und
dem wt-P2Y R auf (Abbildung 44).
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Abbildung 44: B-Arrestin2/P2Y-Rezeptorinteraktion. Verlauf des ADP-induzierten (100 uM final) FRET-
Signals (FRET ratio = Fyrp/Fcrp) zwischen der P2Y4 Gr-3-CFP und B-Arrestin2-YFP. Die waagerechten Striche
reprasentieren die Stimulationsdauer in Sekunden (s). Die Abbildung ist reprasentativ fur n < 6 Experimente.
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Dies konnte auf den Einfluss der dritten Intrazellularschleife des P2Y 1R auf dessen Fahigkeit
mit B-Arrestin2 zu interagieren hindeuten. Wie bereits angedeutet, ist FRET zudem nicht nur
von der Distanz der Fluorophore abhangig, sondern wird auch durch deren Orientierung
zueinander beeinflusst (siehe ,Material und Methoden® 2.3.2.2.1). Entsprechend kann eine
zur Detektion von FRET leicht glinstigere Orientierung des Donors zum Akzeptor in der P2Y,
Gr-2-Mutante bzw. dem wt-Rezeptor ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Dennoch muss
die Moglichkeit weiterer Interaktionsstellen am P2Y4R fir die Bindung von [(-Arrestin in
Betracht gezogen werden. So beschrieben beispielsweise Gurevich et al. [133] die Bindung
des Arrestin-Molekiils als einen mehrstufigen Prozess (,sequential multisite binding model®),
wobei nicht notwendigerweise alle potentiellen Interaktionsstellen beider Interaktionspartner
an der hochaffinen B-Arrestin-Bindung beteiligt sein missen. Entsprechende
Untersuchungen am delta-Opioid Rezeptor zeigten ebenfalls, dass die Bindung von Arrestin
Uber Interaktionen mit mehreren unterschiedlichen Rezeptorbereichen erfolgt [298].

Um die fiur die beschriebenen Signalprozesse verantwortlichen Kinasen zu identifizieren,
wurde der Einfluss unterschiedlicher Kinase-Inhibitoren, bzw. des PKC-Aktivators PMA, auf
die agonisteninduzierte Internalisierung des wt-P2Y R untersucht (Abbildung 22). Auch
wenn der PKC- sowie CaM-Kinase2 eine wichtige Funktion im Internalisierungsprozess von
P2Y-Rezeptoren zugesprochen wird [111, 265], so deuten die Resultate dieser Arbeit eher
darauf hin, dass die beiden Kinasen nicht in der Internalisierung von P2Y;-Rezeptoren
involviert sind [299]. Unsere zu friheren Studien kontroversen Ergebnisse lassen sich durch
die Verwendung unterschiedlicher Zelllinien erklaren. Ein entsprechendes Phanomen wurde
bereits durch Clark und Rich [300] beschrieben. Und auch Violin et al. [142] wiesen bereits
auf die unterschiedliche Regulation der B-Arrestin-Translokation B,-adrenerger Rezeptoren in
Abhangigkeit vom jeweiligen Zelltyp hin. In diesem Zusammenhang sollte auch die
Méglichkeit der in einigen Zelltypen beobachteten nicht PMA-abhangigen PKC-Aktivitat
bertcksichtigt werden [301]. Eine solche alternative Regulation von P2Y,-Signalprozessen in
anderen Zelltypen als den von uns verwendeten HEK-293 Zellen, kann durch die
vorliegenden Experimente nicht ausgeschlossen werden und bleibt zu untersuchen. Der
Einfluss der GRK bleibt ebenfalls fraglich. Die Reduktion der Expressionslevel der GRK2 und
GRK6 durch siRNAs scheint zumindest nur einen geringen Effekt auf die P2Y4-
Internalisierung zu besitzen [111, 284]. Zudem konnten wir, wie bereits oben beschrieben,
bei einigen P2Y-Subtypen erst nach zusatzlicher Transfektion der GRK2 eine Rekrutierung
von [(B-Arrestin, sowie eine Internalisierung der jeweiligen Subtypen beobachten [259]. Der
P2Y,R hingegen wies auch ohne GRK-Kotransfektion eine deutliche Internalisierung und
B-Arrestin-Translokation auf. Maoglicherweise spiegeln diese Beobachtungen die eher
untergeordnete Rolle der GRK im Endozytoseprozess des P2Y,R wieder. Allerdings kénnten
auch endogene Expressionslevel verschiedener GRK-Isoformen ausreichen, um die
Signaleffekte des P2Y.R zu beeinflussen. Auch der Einfluss anderer Kinasen bzw.
alternativer [302, 303], mdglicherweise auch phosphorylierungsunabhangiger [304],
Regulationsmechanismen muf} in Betracht gezogen werden.

Um nun auch die fir die Desensibilisierung des P2Y;R verantwortliche(-n)
Phosphorylierungsstelle(-n) zu identifizieren, wurde nicht nur die Anderung intrazellularer
Ca?*-Spiegel nach Stimulation der Gruppe-2-Clustermutante untersucht, sondern auch der
Einfluss potentieller Phosphorylierungsstellen in der dritten Intrazellularschleife (Gruppe-1)
auf das Ca**-Signal analysiert. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Fam et al.
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[109], zeigte der wt-P2Y R nach Vorstimulation mit dem PKC-Aktivator PMA eine deutliche
Inhibition des agonisteninduzierten Ca2+-SignaIs, d.h., eine deutliche Desensibilisierung. Die
Gruppe-1-Mutante, in welcher das vermutlich fir die Rezeptordesensibilisierung
verantwortliche Threonin 339 [109] zu Alanin mutiert wurde, wies entsprechend keinen
Verlust des ADP-induzierten Ca?*-Signals nach PMA-Vorikubation auf. Die P2Y, Gruppe-2
hingegen zeigte eine dem wt-P2Y,R vergleichbare Inhibition des Ca®*-Signals. Aus diesen
Daten Iasst sich ableiten, dass die Desensibilisierung des P2Y,R PKC-abhangig verlaufen
kann, wobei ein oder mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen in der dritten
Intrazellularschleife (Gr-1), wahrscheinlich aber das von Fam et al. publizierte Thr 339, den
Desensibilisierungsprozess regulieren.

Somit konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Desensibilisierung und
Internalisierung des P2Y.R durch unterschiedliche C-terminale Phosphorylierungsstellen,
und eventuell auch unterschiedlichen Kinasen kontrolliert werden. Fir den Prozess der
B-Arrestin-Translokation hingegen scheinen die gleichen Rezeptorbereiche, die auch fur die
Internalisierung des P2Y, als Schlusselstellen identifizierte werden konnten, relevant zu sein.

In Ubereinstimmung mit unseren Daten, ist auch die Relevanz C-terminaler Bereiche anderer
GPCR, wie dem P2Y,- [270, 301], dem Somatostatin sst2A- [94], oder auch dem aqg-
Rezeptor [305], fir die agonisteninduzierte Desensibilisierung und Internalisierung
beschrieben.

Die unterschiedliche molekulare Regulation der P2Y,R-Desensibilisierung und B-Arrestin-
Rekrutierung lasst die Frage offen, ob die Desensibilisierung des P2Y R B-Arrestin-
unabhangig verlauft. Friihere Untersuchungen am B,AR weisen darauf hin, dass B-Arrestin
keine Rolle bei der Rezeptordesensibilisierung spielt. Stellt man dennoch die Hypothese
einer zumindest partiell B-Arrestin-vermittelten B,AR Desensibilisierung in den Raum, muss
allerdings berticksichtigt werden, dass in der vorliegenden Arbeit nur der B-Arrestin2-Subtyp
untersucht wurde. Moglicherweise besitzt jedoch auch B-Arrestin1 einen Einfluss auf die
Rezeptordesensibilisierung. Eine solche subtypspezifische Regulation von Signalwegen ist
beispielsweise fir die B-Arrestin-vermittelte ERK-Aktivierung des AT:sR beschrieben:
Wahrend B-Arrestin2 als Aktivator der ERK-Aktivitat fungiert, agiert B-Arrestin1 als Inhibitor
[186, 187]. Dariber hinaus ist auch der Einfluss von (-Arrestin1 im Prozess der
phosphorylierungsabhangigen Internalisierung des &-Opioid-Rezeptor (DOR) beschrieben,
wahrend das Vorliegen von endogenem B-Arrestin2 flir eine phosphorylierungsunabhangige
DOR-Internalisierung essentiell zu sein scheint [306]. Weitere selektiv B-Arrestin1- bzw. -
Arrestin2-vermittelte Signaleffekte sind sowohl fir ,Klasse A* als auch ,Klasse B Rezeptoren®
bekannt. Abbildung 45 zeigt ein mogliches Modell der P2Y,;R-Regulation.

-89 -



Diskussion

|
Arg 333 und 334
G-Protein-
Aktivierung/-

~ Kopplung

Ser 352 wnd Thr 356

Internalisierung und
B-Arrestin2-Translokation

= Thr 339

=
= Desensibilisierung

Abbildung 45: Modell moéglicher P2Y:-Regulation: Die Bindung von ADP aktiviert den Rezeptor. Die
nachfolgende Interaktion des Rezeptors mit dessen G-Protein erfolgt Uber Interaktionen mit den Ariginin-Resten
333 und 334 [307]. Die Phosphorylierung potentieller Phosphorylierungsstellen im proximalen C-Terminus
(Abbildung 20), wahrscheinlich in Position Thr 339 [109], dirfte die G-Protein/Rezeptor-Interaktion schwéachen.
In HEK-293 Zellen scheint es sich dabei um eine PMA-abhangige PKC-Phosphorylierung zu handeln. Dafiir
spricht die Beobachtung, dass die Aktivierung der PKC durch PMA-Vorstimulation zur agonisteninduzierten
Desensibilisierung des P2Y{R-vermittelten Ca?*-Signals filhrt (Abbildung 27). Zudem scheint die
Phosphorylierung von Ser 352 und Thr 358 im distalen Rezeptor C-Terminus die Translokation von B-Arrestin2
an den P2Y{R zu vermitteln (Abbildung 24). B-Arrestin2 kann in der Folge die Interaktion zwischen dem
Rezeptor und dessen G-Protein sterisch behindern, und somit klassische G-Protein-assoziierte Signalwege
terminieren. In der Funktion eines Adapterproteins ist B-Arrestin2 zudem in der Lage, den Rezeptor mit
Komponenten der Endozytosemaschinerie zu verknlpfen, was zur Internalisierung des Rezeptors fihrt
(Abbildung 21). Sowohl die Rekrutierung von B-Arrestin2 als auch die P2YR-Internalisierung scheinen in HEK-
293 Zellen PKC- wie auch CaMK-unabhéngig zu verlaufen (Abbildung 22).

Die Untersuchung der der B-Arrestin-Translokation und P2Y;R-Internalisierung zugrunde
liegenden molekularen Prozesse dirfte nicht nur einen wichtigen Beitrag zur Erforschung
ligandeninduzierter Signaltransduktion leisten, sondern auch eine klinische Relevanz
besitzen. So beschreiben Baurand etal. [308] den Prozess der P2Y,-Rezeptor-
internalisierung als relevanten Mechanismus fir die fehlende Sensitivitat von Thrombozyten,
auf einen zweiten ADP-Stimulus zu antworten. Das Verstdndnis der molekularen
Mechanismen, die diesen Prozess beeinflussen, ist in diesem Zusammenhang essentiell, um
das System der Thrombozytenaggregation besser zu verstehen und das therapeutische
Potential von Nukleotiden und P2Y;-Rezeptoren in der Therapie der Thrombose
ausschopfen zu koénnen. Unter diesem Gesichtspunkt sollten die in HEK-293 Zellen
durchgeflhrten Experimente in Thrombozyten Uberprift werden. Arbeiten von Sickmann
et al. [309] zeigten, dass der P2Y;R in Thrombozyten an Position Ser 352 und Ser 354
phosphoryliert wird. Ob die beiden Phosphorylierungsstellen einen Einfluss auf die P2YR-
Internalisierung in Thrombozyten besitzen, wurde jedoch noch nicht analysiert.
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4.2 -Abschnittll -
C-terminale Phosphorylierungsstellen des 2AR als
Schlusselstellen der B,AR/B-Arrestin2-Interaktion

Auch wenn die molekulare Basis der Desensibilisierung und Internalisierung fur den B,AR
besser charakterisiert ist als fur den P2YR, so fehlen dennoch detaillierte Kenntnisse Uber
die zugrunde liegenden regulatorischen Mechanismen. Die im Prozess der [(-Arrestin-
Translokation an AR involvieten GRK [290] scheinen keine definierten
Konsensussequenzen zu erkennen: So sind sowohl die Sequenzen zwischen den
Aminosauren 384 und 411 [272] als auch zwischen den Positionen 355 und 364 [91, 273-
276] als potentielle Bereiche der GRK2-Phosphorylierung identifiziert worden. Darlber
hinaus weisen die zytoplasmatischen Bereiche G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, die durch
GRK phosphoryliert werden und an der Bindung von [B-Arrestin beteiligt sind, starke
strukturelle Variabilitat auf [113] und sind in den derzeit bekannten Kristallstrukturen nur
unzureichend aufgeldst. Aufgrund dessen stellt die Analyse der fiur die B-Arrestin-
Rekrutierung verantwortlichen Schlisselstellen des B.AR eine Herausforderung dar.

Im zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit habe ich mich darauf konzentriert, die Rolle des
B2AR C-Terminus fir die Interaktion mit B-Arrestin genauer zu analysieren.

Wie wir bereits fir den P2Y,R zeigen konnten [259], weist auch der B.AR eine hohere
Affinitat fir den B-Arrestin2-Subtyp auf [178], so dass wiederum ausschlieBlich die
Translokation von B-Arrestin2  analysiert wurde. Resultate agonisteninduzierter
B-Arrestin2/Rezeptor-Interaktion weisen darauf hin, dass die Mutation aller potentiellen Ser-
/Thr-Reste im C-terminalen Bereich des [B,AR [104] zum Verlust der Bindung des
B-Arrestin2-Molekiils an den aktivierten Rezeptor fiihrt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimente lassen erkennen, dass flr die Rekrutierung von B-Arrestin2 an den 3,AR jedoch
nicht alle C-terminalen Phosphorylierungsstellen notwendig sind. Bereits einige Jahre zuvor
wurde postuliert, dass ein Cluster von vier Aminosauren zwischen Ser-355 und Ser-364
essentiell fur die Interaktion von B-Arrestin und dem [(,AR ist [91, 273, 274, 276]. In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnte ich nur eine marginale Interaktion
zwischen der PD-N Mutante [260] und B-Arrestin2 detektieren (Abbildung 29).
Entsprechend zeigte die Analyse konfokalmikroskopischer Messungen der [-Arrestin-
Translokation an B,AR PD-N keine detektierbare Anderung der intrazelluldren Fluoreszenz
[260]. Die Mutation der proximalen Gruppe von Ser- und Thr-Resten zwischen Position 355
und 364 (zu Alanin und Glycin) im B,AR C-Terminus (PD-N) flihrte zudem zum Verlust der
agonistenvermittelten Internalisierung [260]. Interessanter Weise konnte zwischen der AC2-
PD-Mutante, die, zusatzlich zu den Mutationen proximaler Ser- und Thr-Reste, einen distal
zu Aminosaure 381 verkirzten C-Terminus besitzt, und B-Arrestin eine schwache Interaktion
detektiert werden (Abbildung 30). Diese Beobachtung kdénnte auf zwei verschiedene
Weisen interpretiert werden. Madoglicherweise vermindert die Verkirzung des Rezeptor
C-Terminus die Distanz zwischen den beiden Fluorophoren oder verbessert deren
Orientierung im Vergleich zur Situation der PD und PD-N Mutanten. Alternativ kdnnte die
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Hypothese einer erleichterten Bindung des B-Arrestin-Molekiils an den C-terminal verkiirzten
Rezeptor gegentiber den ungekirzten Rezeptorkonstrukten (PD und PD-N) zur Erklarung
herangezogen werden. Ein solcher Mechanismus ist beispielsweise auch beim Dopamin D1-
Rezeptor beobachtet worden [310]: Der Verlust aller GRK-Phosphorylierungsstellen
resultierte in einem Mutantenkonstrukt des D1-Rezeptors, welches zur B-Arrestin-Bindung
befahigt ist und agonistenabhangig desensibilisiert. Die Internalisierung des verkirzten D1-
Rezeptors war hingegen stark vermindert. Der Vergleich von FRET-Messungen zwischen
B-Arrestin2 und dem AC2 Rezeptor bzw. der AC2-PD Mutante weisen jedoch auf die
Notwendigkeit der Phosphorylierung im proximalen Bereich des B,AR C-Terminus fir eine
Translokation von B-Arrestin an den B,AR hin: Die AC2 Mutante zeigte eine deutliche
Rekrutierung von B-Arrestin2 an (AR, wahrend der Verlust potentieller GRK-
Phosphorylierungsstellen im proximalen C-Terminus zu einem Verlust des detektierten
FRET-Signals fuhrte (Abbildung 30). Daruber hinaus fallt bei der Betrachtung der Bindung
von B-Arrestin an die B.AR AC2-PD Mutante die Agonistenabhangigkeit der Interaktion auf.
Diese Beobachtung gibt einen Hinweis auf die Existenz weiterer B-Arrestin-Bindestellen.
Zusatzliche Bindestellen des zytosolischen Proteins an den B,AR wurden beispielsweise in
der zweiten Intrazellularschleife identifiziert [311]. Studien anderer GPCR deuten zudem auf
eine B-Arrestin-Interaktionsstelle in der dritten intrazelluldren Domane hin [113]. Die
Resultate der vorliegenden Arbeit stehen zudem im Einklang mit dem von Gurevich et al.
(2004) postulierten Modell der sequentiellen B-Arrestin-Bindung (vergleiche ,Einleitung®,
Punkt 1.2.2.2). Die kinetische Betrachtung der B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion kdnnte zudem
auf einen negativen Einfluss des Rezeptor C-Terminus auf die Bindung von B-Arrestin an
andere Rezeptorbereiche hindeuten: Denn trotz GRK-Phosphorylierung, induziert durch
einen ersten Agonistenpuls [136], wies die Interaktion von B-Arrestin2 an die AC2-PD
Mutante eine etwas schnellere Kinetik gegeniber dem wt- B,AR auf (Tabelle 11). In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen zeigten auch Untersuchungen anderer Labore
einen ahnlichen inhibitorischen Effekt der dritten Intrazellularschleife am M2-Rezeptor auf die
B-Arrestin-Bindung [296, 312]. Entsprechend konnten Kim etal. [310] zeigen, dass die
Substitution aller Serin- und Threoninreste in der dritten Intrazellularschleife des Dopamin
D1-Rezeptors eine geringere Phosphorylierung sowie eine verminderte Fahigkeit des
Mutantenrezeptors B-Arrestin zu rekrutieren zur Folge hat. C-terminal verkirzte Mutanten
des D1-Rezeptors hingegen zeigten ebenfalls eine verminderte Phosphorylierung, jedoch
eine deutliche B-Arrestin-Translokation. Die Autoren dieser Studien stellten die Hypothese
auf, dass der Verlust bzw. die Phosphorylierung definierter Bereiche diese inhibitorischen
Effekte vermindert/aufhebt.

Die Ergebnisse des zweiten Abschnittes dieser Arbeit konnten durch folgendes Modell erklart
werden: B-Arrestin interagiert zunachst mit agonistenaktivierten GRK-phosphorylierten 3,AR
[114, 136]. Die fir die Interaktion mit B-Arrestin essentiellen Phosphorylierungsstellen sind im
proximalen C-Terminus zwischen den Positionen Ser-355 und Ser-364 lokalisiert. Das an
den Rezeptor gebundene B-Arrestin ermdglicht zusammen mit dem distalen Rezeptor C-
Terminus in der Folge eine effiziente Internalisierung des 3.AR [260].
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4.3 - Abschnitt Il -
Das ,,Phosphorylierungsgedachtnis® des ;AR

In der Literatur ist die GRK-Phosphorylierung als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der B-Arrestin2-Translokation beschrieben [136]. Entsprechend sollte ein Uber die FRET-
Technik beobachtetes langsameres FRET-Signal nach einem ersten Agonistenpuls
(Abbildung 35A) die Geschwindigkeit der GRK-Phosphorylierung reprasentieren. Die im
Vergleich zu diesem ersten Puls schnellere Kinetik eines zweiten Stimulus soll hingegen die
Kinetik der [(-Arrestin-Translokation zu den bereits vorphosphorylieten Rezeptoren
wiederspiegeln. Eine derartige Beschleunigung der Kinetik detektierter FRET-Signale nach
multipler Agonistenexposition konnte ich nicht nur mit den vollen Agonisten Isoproterenol und
Adrenalin  zeigen. Entsprechende FRET-Experimente in [(-Arrestin- und B,AR-
koexprimierenden HEK-293 Zellen, lieRen dasselbe Phanomen auch nach Stimulation mit
Noradrenalin, Fenoterol und Terbutalin erkennen (Tabelle 13 und Abbildung 36). Dabei war
es interessanter Weise unerheblich, mit welchem der Agonisten eine erste Stimulation
erfolgte. Ein zweiter Stimulus fUhrte immer zu einer, im Vergleich zu einem ersten Puls etwa
doppelt so schneller Kinetik des FRET-Signals (Tabelle 13 und Abbildung 36). Jeder der
getesteten Agonisten scheint demzufolge den B.AR flir eine nachfolgende Rekrutierung von
B-Arrestin in ausreichendem Male zu phosphorylieren.

Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung des Rezeptors mindestens
Uber einen Zeitraum von etwa 2 min erhalten bleibt, so dass auch eine zweite Agonisten-
exposition zur Detektion schneller Rezeptor/B-Arrestin-Interaktionen fuhrt [136]. Als Ursache
eines solchen ,Phosphorylierungsgedachtnisses” des B,AR wird die Akkumulation GRK2-
phosphorylierter Rezeptoren an der Zelloberflache postuliert. Stimmt diese Hypothese, so
dirfte die Kinetik der [B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion, ausgelést durch einen dritten
Agonistenpuls, nach einer ldngeren Auswaschphase mit agonistenfreiem Puffer, aufgrund
von Rezeptordephosphorylierung (,nachlassendes Phosphorylierungsgedachtnis®), wieder
langsamer werden. Die Ergebnisse der hier durchgeflihrten Messungen zeigten eine nur
minimale Verlangsamung der Kinetik der agonistenstimulierten B-Arrestin/Rezeptor-Bindung
nach einer 8-minutigen Auswaschphase (Vergleich der Kinetik des FRET-Signals eines
zweiten und dritten Agonistenstimulus). Diese Beobachtung konnte ich nicht nur mit dem in
Abbildung 31 exemplarisch verwendeten Isoproterenol sondern auch mit dem endogenen
B-AR-Agonisten Adrenalin machen (Tabelle 12). Allerdings zeigen friihere Studien, dass die
Kinetik der Dephosphorylierung GRK- bzw. PKA-phosphorylierter B,AR unter verschiedenen
Bedingungen variiert (t, etwa 10-20 min) [277, 313]. D.h. es besteht die Moglichkeit, dass
innerhalb von 8 min nur ein geringer Teil der Rezeptoren im dephosphorylierten Zustand
vorliegt und entsprechend eine Verlangsamung der FRET-Kinetik nicht bzw. kaum detektiert
werden kann. Handelt es sich bevorzugt um eine GRK-Phosphorylierung des B.AR, so ware
es mdglich, dass die Zugabe eines Antagonisten nach Agonistenstimulation zu einer
starkeren Dephosphorylierung [277] und somit einer deutlicheren Verlangsamung des
detektierten FRET-Signals fuhrt. Eine weitere Option ware die Zugabe abbauender Enzyme
bei Versuchen mit den endogenen B,AR-Agonisten (Nor-)Adrenalin. Auf diese Weise konnte
eine standige Stimulation des Rezeptors und eine nachfolgende Phosphorylierung durch den
noch in der Loésung vorhandenen Agonisten verhindert werden. Simulationen
agonisteninduzierter Phosphorylierung weisen zudem darauf hin, dass unterschiedliche
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Stimulations- und Auswaschfrequenzen den zeitlichen Verlauf der Rezeptorphosphorylierung
und -dephosphorylierung beeinflussen [314]. Diese Daten deuten zudem darauf hin, dass
eine Auswaschphase von 8 min vermutlich zu kurz ist, um eine starkere
Rezeptordephosphorylierung und in der Konsequenz deutlichere Verlangsamung der FRET-
Kinetik beobachten zu kénnen. Darlber hinaus zeigt diese Arbeit jedoch auch, dass die fir
die vorliegende Arbeit gewahlten Agonisten in ausreichend hohen Konzentrationen zur
Induktion einer raschen Rezeptorphosphorylierung eingesetzt wurden.

Zusammengefasst konnten diese Experimente somit zeigen, dass eine Auswaschphase von
acht Minuten zu einer nur leicht verlangsamten Kinetik der agonistenbedingten
B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion fiihrt (Abbildung 31 und Tabelle 12). Darliber hinaus
dirften die vorliegenden Daten die Bobachtungen friiherer Studien [136] bestarken, dass
GRK die B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion regulieren: Denn in Abhangigkeit von der jeweils
phosphorylierenden Kinase kann die Dephosphorylierung des B.AR deutlich langsamer als 8
Minuten verlaufen. So betragt die Halbwertszeit (t,) flir die Dephosphorylierung GRK-
phosphorylierter Rezeptoren etwa 20 min [315].

Leichte Variationen der in der vorliegenden Arbeit beschrieben Experimente (Dauer der
Auswaschphasen, Zugabe eines Antagonisten oder/und Agonisten-abbauenden Enzyms,...)
dirften mehr Aufschluss Uber die Persistenz des ,Phosphorylierungsgedachnisses” geben.

4.4 - Abschnitt IV -
,Blased agonism* als ein endogenes Phanomen am
Beispiel des ;AR

In der vorliegenden Arbeit konnte nicht nur die Beschleunigung der B-Arrestin2/B,AR-
Interaktion nach multipler Agonistenstimulation beobachtet werden, sondern es wurde in
diesem Zusammenhang auch die Agonistenabhangigkeit der B-Arrestin2-Translokations-
kinetik deutlich (Abbildung 36; Tabelle 13). Violin etal. postulierten 2006, dass
unterschiedliche GRK-Phosphorylierungsmuster eines Rezeptors zu unterschiedlichen
B-Arrestin-Translokationskinetiken flihren kénnen [142]. Daraus lasst sich die Existenz
spezifischer agonisteninduzierter Phosphorylierungsmuster als mogliche Erklarung der
beobachteten ligandenabhangigen Kinetiken der [-Arrestin/Rezeptor-Bindung ableiten.
Ursache einer solchen ligandenspezifischen Rezeptorphosphorylierung ist mdglicherweise
die Induktion agonistenspezifischer Rezeptorkonformationen. Die Agonistenabhangigkeit
sowohl der B-Arrestin-Translokation (Abbildung 34, 35) als auch der Rezeptor-
internalisierung (Abbildung 37) bestarkt ebenfalls das Konzept multipler aktiver
Rezeptorkonformationen [58, 70], die jede Uber eine Serie intermediarer Konformationen
induziert werden durfte [46, 69, 316]. Gemal diesem Konzept werden, je nach Agonist,
verschiedene intramolekulare Interaktionen aufgebrochen und/oder neue geknupft [40]. Die
auf diese Weise induzierten bzw. stabilisierten Rezeptorkonformationen sind moéglicherweise
die Ursache definierter ligandenspezifischer Signalmuster [46, 317, 318]. Es ware denkbar,
dass solche agonisteninduzierten Rezeptorkonformationen unterschiedliche
Phosphorylierungsmuster bedingen bzw. diese die Induktion/Stabilisierung unterschiedlicher
aktiver Rezeptorzustdnde fordern, was im Hinblick auf nachgeschaltete Signalwege
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unterschiedliche Effekte haben koénnte [319]. Folglich ware das Konzept multipler
Rezeptorkonformationen auch mit der Erklarung, dass eine ligandenabhangige
Rezeptorphosphorylierung die Kinetik der B-Arrestin2-Translokation beeinflusst, in Einklang
zu bringen. Eine Reihe von Studien untersuchte die Existenz derartiger ligandenabhangiger
Rezeptorkonformationen im Zusammenhang mit der Fahigkeit von synthetischen Agonisten,
unterschiedliche mit einem gegebenen Rezeptor verknipfte Signalwege in definiertem
Ausmald zu aktivieren [190, 320]. Jedoch blieb ungeklart, ob es sich bei dem Phanomen des
sogenannten ,biased agonism“ um einen endogenen, von der Rezeptorkonformation
abhangigen Mechanismus handelt.

Die Daten der vorliegenden Arbeit lassen erkennen, dass Noradrenalin zu vergleichbarer
Aktivierung der Adenylylzyklase (bzw. des Gs-Proteins) wie Adrenalin und Isoproterenol fuhrt
(Abbildung 33A), wahrend Terbutalin nur partielle Signale induziert. Vergleicht man
hingegen die agonisteninduzierte [(-Arrestin2-Translokation (Konfokalmessungen) mit
entsprechenden Daten der B-Arrestin/B,AR-Interaktion (FRET) als zwei MessgroRen der
B-Arrestin-Rekrutierung, so fallt die im Allgemeinen gute Korrelation zwischen den beiden
Parametern auf (Abbildung 35C). Bei genauerer Betrachtung zeigt sich jedoch, dass die
Stimulation mit Fenoterol, wie auch Terbutalin, zu einer etwas starkeren Translokation von
B-Arrestin2 an die Zelloberflache flihrt und im Vergleich dazu zu schwacherer
B-Arrestin/B.AR-Interaktion. Zudem scheint Fenoterol interessanterweise ein gegentber den
anderen Substanzen unterschiedliches Internalisierungsmuster zu induzieren (grof3e
Amplitude, langsame Kinetik; Abbildung 37). Besonders auffallig ist jedoch die im Vergleich
zu Adrenalin schwachere und langsamere Internalisierung und B-Arrestin2-Rekrutierung
nach Stimulation mit Noradrenalin (Abbildungen 35, 36, 37, 38 Tabelle 13). Adrenalin und
Isoproterenol hingegen verhalten sich beide wie volle Agonisten im Hinblick auf die
betrachteten Signaleffekte.

Diese Ergebnisse stehen auf den ersten Blick im Kontrast zu den Beobachtungen anderer
Studien. So sollen die Interaktionen zwischen dem B,AR und den vier polaren Gruppen,
NH,"-R, B-OH sowie den zwei Katechol-OHs [321], die ja sowohl im Noradrenalin- wie auch
im Adrenalin-Molekil existent sind, zur Induktion eines voll aktiven Rezeptorzustandes
fihren [322]. Der Begriff des ,voll aktiven Rezeptorzustandes” basiert in diesen, wie auch
anderen, Studien [323] auf der Betrachtung maximaler Adenylylzyklase-Stimulation bzw. G-
Aktivierung. Wie bereits erwahnt, kann ein Ligand jedoch die Fahigkeit besitzen, mehrere mit
einem Rezeptor verknlpfte Signalwege in unterschiedlichem Ausmaf} zu aktivieren. Eine
Beobachtung, die mit den Resultaten meiner Arbeit in Einklang steht. Das in der Literatur
beschriebene Modell ,sequentieller Agonistenbindung und Rezeptoraktivierung“ kdnnte die
Erklarung der Beobachtung unterschiedlicher ligandenabhangiger Signalmuster liefern [47]
(Abbildung 49): Jedes Element  der Katecholaminstruktur interagiert mit
Aminosaureseitengruppen in der Ligandenbindungstasche des (,AR [47, 322]: Im basalen
Zustand (R) besitzt der Rezeptor eine dynamische und flexible Struktur [42, 324, 325] und es
steht nur eine niedrigaffine Bindungsstelle fir die Interaktion zwischen Rezeptor und einer
oder mehreren funktionellen Gruppen des Agonisten zur Verfugung. Die initiale(n)
Interaktion(en), zwischen den aromatischen Strukturen der Katecholamine und Phe**® ™ wie

M

Die Nummerierung erfolgte nach der Nomenklatur von Ballesteros/Weinstein: Der am starksten konservierte Aminosaurerest (X) jeder Transmembrandoméane wird mit
der Nummer 50 gekennzeichnet. Alle weiteren Positionen werden je nach Lokalisierung relativ zu X bezeichnet. Beispiel: Befindet sich eine Aminoséaure in Position 6.55,
so ist diese in TM6 und fiinf Aminosauren C-terminal zu X in TM6 (Position 6.50) lokalisiert.
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auch Phe®® in TM6 [323, 326-328], sowie Wechselwirkungen (Wasserstoffbriicken) von
Katechol-OHs mit Serin 203542 [324], 204°*® und 207°“¢ [329] in TM5 des B,AR, kdnnen zu
einer raschen Konformationsanderung im Rezeptormolekul fuhren. Der auf diese Weise
induzierte Rezeptorzustand (R') kann im Folgenden iber weitere Agonist/Rezeptor-
Interaktionen, wie zum Beispiel zwischen der protonierten Aminstruktur und Asp113*3? in
TM3 [329], stabilisiert werden (R?). Diese Interaktionen wiederum haben eine ganz spezielle
Anordnung der TM3 relativ zu TM5 und TM6 [46] und eine deutlich hdéhere Aktivitat
gegenluber Gs zur Folge. Die N-CH;-Gruppe von Adrenalin oder Isoproterenol hingegen
interagiert vermutlich mit TM7 [330]. Nachfolgende intermediare Rezeptorkonformationen
werden im Fall der Katecholamine durch Interaktionen der chiralen 3-Hydroxyl-Struktur von
Liganden mit Asn293°%°° in TM6 des Rezeptors [323] gefestigt (R®). Die Induktion aktiver
ligandeninduzierter Rezeptorkonformationen dirfte also Uber eine Serie intermediarer
Konformationen verlaufen, wobei jede Liganden/Rezeptor-Interaktion die Wahrscheinlichkeit
fr nachfolgende Interaktionen zu erhdéhen scheint [47-50, 331].

A B
( -1 ) '/ ™
/l \‘"—/,/ 1\
‘o“‘
TMD 1-7 des B2AR
C

\W
(@R=
Noradrenalin .J

A+R? AR!

Abbildung 46: Modell sequentieller Ligandenbindung. (A) Interaktionsstellen zwischen strukturellen
Komponenten von Noradrenalin und Aminosauren des B2AR. (B) Anordnung der Transmembrandoméanen des
B2AR von der extrazellularen Seite aus betrachtet. Die Agonistenbindungsdoméanen sind in Rot (TMD3), Blau
(TMDG6) und Griin (TMD5) hervorgehoben. (C) Die sequentielle Bindung von Noradrenalin erfolgt Gber mehrere
intermediare Rezeptorkonformationen. In Abwesenheit eines Liganden besitzt der Rezeptor eine flexible
Struktur. Die Rezeptorkonformation R' wird durch Interaktionen zwischen dem Katecholring und TM5 bzw. TM6
stabilisiert. Bindet Asp 113 in TM3 die Amin-Struktur, wird die Zwischenkonformation R? fixiert. Der langsame
Ubergang von R?zu R erfolgt durch Interaktionen zwischen der chiralen 3-OH-Gruppe und Asn 293 in TM6.
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Nach diesem Modell kénnten sowohl Isoproterenol als auch Adrenalin definierte
.Microswitches” induzieren [332], die zu einer vollen Aktivierung aller betrachteten
Signalwege fuhren, wobei die beiden agonisteninduzierten/-stabilisierten Konformationen
nicht zwangslaufig identisch sein missen ([333]; Abbildung 49). Ebenso schlie3t ein
solches Modell multipler Rezeptorkonformationen nicht aus, dass Fenoterol und Terbutalin
unterschiedliche partiell aktive Rezeptorkonformationen stabilisieren bzw. induzieren und in
der Konsequenz G; in unterschiedlichem Ausmal} aktivieren (Abbildung 32).

Die Beobachtung, dass Dopamin den ,ionic lock” (sieche Abbildung 47) genauso effektiv wie
das strukturverwandte Isoproterenol aufbrechen, jedoch den B.AR nicht voll aktivieren kann
(cAMP-Messungen; [40]), bestarkt die Hypothese ligandeninduzierter Rezeptor-
konformationen. Darlber hinaus zeigte das Katechol-Analogon U-0521 (3, 4'-Dihydroxy-2-
Methylpropio-Phenon), wie auch Isoproterenol, positiv chronotrope Effekte in Ratten [334]
und erhdhte die Schlagfrequenz isolierter ventrikularer Myozyten. U-0521 fuhrte jedoch nicht
zur Akkumulation von cAMP. Diese Daten deuteten bereits sehr frih auf einen von
Isoproterenol verschiedenen U-0521-induzierten/stabilisierten Rezeptorzustand hin. Auch die
biphasische Kinetik der Bindung von Agonistpeptiden an den Neurokinin A-Rezeptor
unterstitzt die Vermutung, dass verschiedene ligandenbedingte Rezeptorkonformationen
existieren, die unterschiedliche Signaleffekte zur Folge haben: Die schnelle Komponente der
Bindung der Agonistpeptide scheint mit einer zellularen Calciumantwort, die langsame
Komponente der Bindung mit der Bildung von cAMP assoziiert zu sein [335]. Auch beim
AT1-Angiotensin- [336] und M;j-muskarinischen-Acetylcholinrezeptor [337] wurde die
Existenz ligandenspezifischer Konformationen postuliert (gereinigte Systeme). In
Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen, konnte unsere Gruppe Kkirzlich auch in
lebenden Zellen agonisteninduzierte FRET-Anderungen zwischen der IL3 des B,AR und
dessen C-Terminus zeigen (Ambrosio, M., Universitat Wirzburg, Abbildung 48).

Ein weiterer Hinweis auf die Induktion unterschiedlicher aktiver bzw. intermediarer
Rezeptorkonformationen kénnte auch der Strukturvergleich der beiden Modellsysteme ($,AR
und Rhodopsin geben: Die Beobachtung, dass der Carazolol-B,AR-Fab- bzw. der B,AR-T4L-
Komplex eine etwas offenere Struktur im Bereich von TM3/TM6 (,ionic lock®) [338] jedoch
einen geschlossenen ,toggle switch® aufweist (Abbildung 47), kénnte die verbleibende
konstitutive Aktivitat (ca. 50 %) des Carazolol-gebundenen (3,AR [19] im Gegensatz zur nicht
bzw. kaum detektierbaren Basalaktivitdt von Rhodopsin [339] wiederspiegeln. Diese
Beobachtung gibt zugleich einen Hinweis darauf, dass der B,AR méglicherweise eine vom
inaktiven Zustand des Rhodopsins verschiedene, intermediare Konformation einnimmt.
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Toggle switch -

Toggle switch

lonic lock -

Abbildung 47: (A) Zerstorung des ,,ionic lock” am Modell der TM3 und TM6 des B2AR. Die am ,ionic lock"
beteiligten Aminosduren am zytoplasmatischen Ende der TM-Doménen sind hervorgehoben. (Entnommen aus:
Kobilka, B. etal., 2007 [316]). (B) Vergleich der postulierten Aktivierungsmechanismen ,ionic lock® und
,rotamer toggle switch® im inaktiven Rhodopsin-Molekil (hellrosa) und dem Carazolol-gebundenen (,AR
(hellblau). Die relativen Positionen der an den beiden Aktivierungsmechanismen beteiligten Aminoséuren sind
mit Pfeilen gekennzeichnet. Trotz der perfekten Uberlagerung der am ,toggle switch® beteiligten Strukturen in
beiden Rezeptoren, ist die TM6 des B.AR aufgrund des ,gedffneten” ,ionic lock etwas weiter von der TM3
entfernt. Die VergroRerung des im ,toggle switch® involvierten Clusters aromatischer Aminosauren lasst
vermuten, dass Phe290 in B,AR (blau) die Funktion des B-lonon-Rings in Retinal (grau) Ubernimmt.
(Entnommen aus: Audet, M. et al., 2008; [340]).

Die erhohte Affinitdt der B,AR-T4-Chimare, verglichen zum wt-3,AR, gibt ebenfalls einen
Hinweis auf eine dem aktiven Rezeptorzustand ahnliche, d.h. eine partialaktive, intermediare
Struktur [19]. Die Konformation (open onic lock®, closed ,rotamer toggle switch“) des
Carazolol-gebundenen B,AR kdnnte allerdings auch eine aktive ligandeninduzierte Struktur
des Rezeptors darstellen, an welche das G-Protein nur in geringem Ausmass binden kann.
Der inverse B,AR-Agonist Carvedilol wiederum scheint eine Rezeptorkonformation zu
induzieren, die eine Praferenz fir die Interaktion mit B-Arrestin besitzt [341]. Ein solches
Auftreten agonistenabhangiger Rezeptorkonformationen, die praferenziell zur Aktivierung
definierter Signalwege flhren, wirde man allgemein als ,biased agonism® bezeichnen.
Werden verstarkt B-Arrestin-vermittelte Signaleffekte induzierte, spricht man auch von
.B-Arrestin bias“. Wie bereits angedeutet, weisen die analysierten Parameter der
B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion (B-Arrestin2-Translokation an die Zelloberflache, FRET
zwischen B-Arrestin2-CFP und B,AR-YFP und die B,AR-Internalisierung) nach Stimulation
mit Terbutalin und Fenoterol auf deutlich starkere B-Arrestin-assoziierte Effekte, im Vergleich
zu den G-Protein-verknipften Signalen (G-Protein-Aktivierung und cAMP-Signal), hin
(Abbildung 34, 35B, 33). Entsprechend kénnen Fenoterol und Terbutalin als ,B-Arrestin
biased” Liganden charakterisiert werden [320, 342].

Interessanterweise schien das Uber Konfokalmikroskopie analysierte Ausmall der
B-Arrestin2-Translokation nach Stimulation mit Terbutalin und Fenoterol grof3er zu sein, als
die durch dieselben Substanzen stimulierte B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion (FRET)
(Abbildung 35). Mdglicherweise beruhen diese Beobachtungen darauf, dass FRET die
Interaktionen zwischen Rezeptor und B-Arrestin aufgrund einer flr die Detektion von FRET
ungunstigen Anordnung der Molekile zueinander oder ungulnstigen FRET-Bedingungen
unterschatzt. Da FRET nicht nur von der Distanz, sondern ebenfalls von der Anordnung der
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Fluorophore zueinander abhangig ist, bestiinde zudem die Mdglichkeit, dass die detektierten
ligandeninduzierten FRET-Anderungen nicht nur die Translokation von B-Arrestin an den
Rezeptor, sondern moglicherweise auch Konformationsanderungen im Rezeptor bzw. dem
B-Arrestin-Molekil reprasentieren. Eine alternative Erklarung ware die Translokation von
B-Arrestin zur Zelloberflache, ohne dass das zytosolische Protein notwendigerweise mit dem
Rezeptor interagieren misste.

Im Gegensatz zu Fenoterol und Terbutalin stimuliert Noradrenalin B-Arrestin-assoziierte
Signaleffekte in einem, im Vergleich zur Gs-Aktivierung und cAMP-Produktion, geringeren
Ausmal. Die verglichen zu den anderen Substanzen langsamere Kinetik der Noradrenalin-
induzierten B-Arrestin2/B,AR-Interaktion (Abbildung 36, Tabelle 13) deuten zudem auf die
verminderte Fahigkeit von Noradrenalin hin, eine Interaktion von B-Arrestin mit dem (B,AR zu
induzieren. Aus diesen Beobachtungen lasst sich folglich ableiten, dass Noradrenalin sich
vergleichsweise ,Gs-Protein biased“ verhalt. Diese Hypothese ware kompatibel mit der
Beobachtung, dass Noradrenalin in der Lage ist, auch bei sehr geringer Rezeptorexpression,
eine B.,AR-Reserve zu rekrutieren [219] und entsprechend eine annahernd maximale
Aktivierung des Gs-Proteins/cCAMP-Produktion zu induzieren (Abbildung 33). Die
Untersuchung Noradrenalin-stimulierter Rezeptorinternalisierung bestarkt die Behauptung,
dass Noradrenalin im Hinblick auf die Aktivierung B-Arrestin-vermittelter Signalprozesse
weniger effizient ist. So konnte gezeigt werden, dass Noradrenalin, im Vergleich zu Adrenalin
und Isoproterenol eine geringere und langsamere Internalisierung (,-adrenerger Rezeptoren
stimuliert. Terbutalin wies in kinetischer Hinsicht den anderen Substanzen vergleichbare
Effekte auf, wahrend die quantitative Analyse der Terbutalin-induzierten Internalisierung die
im Vergleich geringsten Werte ergab. Der als ,B-Arrestin-biased” identifizierte Ligand
Fenoterol zeigte zwar eine sehr langsame Internalisierung, stimulierte jedoch die
Internalisierung des Rezeptors in gleichem Ausmald wie Isoproterenol oder Adrenalin
(Abbildung 37). Fenoterol induziert also nur eine geringe B-Arrestin/Rezeptor-Bindung,
jedoch eine deutlich starkere Rezeptorinternalisierung. Dies kénnte auf eine alternative,
moglicherweise partiell B-Arrestin-unabhéngige Internalisierung des B,AR hindeuten. Ahnlich
konnten Untersuchungen an 5-HT,s-Serotonin- und Mj,-Muskarin Acetylcholin-Rezeptoren
durch Verwendung dominant negativer B-Arrestin-Mutanten zeigen, dass die Carbachol-
(m2mAChR) bzw. Quipazin- und Clozapin- (5-HT2AR) induzierte Rezeptorinternalisierung
(partiell) B-Arrestin-unabhangig verlauft [175, 176, 287].

Zusammengefasst zeigen die beschriebenen Daten, dass der durch den endogenen (B,AR-
Agonisten Noradrenalin aktivierte Rezeptor die Fahigkeit zu besitzen scheint, eine Rezeptor-
reserve zu rekrutieren, um trotz geringer Konformationsdnderung am Rezeptormolekiil
(Abbildung 48) eine beinahe maximale Gs-Protein-Aktivierung und cAMP-Produktion zu
induzieren. Im Vergleich mit dem synthetischen Agonisten Fenoterol erwies sich die durch
Noradrenalin stimulierte Gs-Aktivierung als leicht starker, wohingegen die Fahigkeit zur
Internalisierung und B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion vergleichsweise niedrig war. Der zweite
endogene B,AR-Agonist Adrenalin aktivierte hingegen alle betrachteten Signalwege in einem
mit Isoproterenol vergleichbaren Ausmald. Diese Beobachtungen zeigen, dass es sich beim
Phanomen des ,biased agonism“ um ein endogenes Phanomen handelt. Noradrenalin
konnte somit als ein praferenziell ,,Gs-Protein biased” Ligand charakterisiert werden, wahrend
Fenoterol (und zu einem geringeren Ausmall auch Terbutalin) verstarkt B-Arrestin-
assoziierte Effekte induzierte und sich somit ,-Arrestin biased” verhielt. Die Untersuchung
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einer ganzen Reihe von Signaleffekten und die Beobachtung umgekehrter Wirkungsprofile
von Fenoterol (,B-Arrestin bias“) und Noradrenalin (,Gs-Protein bias®) bestarken, dass es sich
bei den beobachteten ligandenspezifischen Signalmustern tatsdchlich um ,biased agonism®
handelt [71]. Untersuchungen am CC Chemokin Rezeptor 7 unterstiitzen dariber hinaus die
Hypothese des ,biased agonism“ als eines endogenenen Phanomens [343, 344]. Die
Ursache der unterschiedlichen agonisteninduzierten Signalmuster scheinen
agonistenspezifische Rezeptorkonformationen zu sein (Abbildung 48, Ambrosio, M.,
Wirzburg).

140 -
120 <
100 <
80 -
60 -
40 -
20

A FYFP/FCFP

Iso A NA Feno Terb

Abbildung 48: Ligandeninduzierte Konformationsdnderung eines FRET-Sensors. CFP befindet sich im IL3
zwischen den Aminosauren 251 und 252. Der C-Terminus wurde ab Position 369 gekirzt und an YFP fusioniert.
Jeder Balken représentiert den Durchschnitt der agonisteninduzierten FRET-Anderung aus n = 3 Experimenten
(% von Iso).

In Abbildung 49 sind die Effekte der verwendeten .AR-Agonisten auf die untersuchten
Signalparameter zusammengestellt.
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B-Arrestin-vermittelte Signalwege

ﬂ[ﬁﬁ][?)ﬂﬂﬁ[ﬂ]@]@ (% von t = 0 min oder % Iso)

B-Arr2/B,AR- 98,2+6,4 68,0 £2,0 57,1+8,7 406+36 Iso=A>>NA>
Interaktion 100 (n=14) (n=12) (n=16) (n=11) Feno
>>Terb
B-Arr2- 845+7,6 . _ 85,4 +3,0 62,8 + 6,1 Iso>Feno=A
Translokation 100 (n=3) 49.3+4,0(n=3) (n=3) (n=3) >>Terb>NA
Internalisierung 579+21 48 £4,0 36,2149 51,8+ 3,0 22,0+49 Iso=Feno>A
PHICGP (n=13) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) >NA>Terb
Internalisierung 30,1+1,6 27,0+£3,5 10,2 +3,5 286 +3,4 92+12 Iso=Feno>A
Konfokal (n= 3) (n=4) (n=3) (n=3) >NA>Terb
B-Arrestin-vermittelte Signalwege
1]
Kiinetik (tins)
F'frr’iiAR' 70413 78£17 9.3£2,1 7819 na Iso>Feno=A
nteraktion -a.
n=21 n=6 n=14 n=5
1. Stimulus ( ) (n=6) ( ) (n=5) >>NA
B-Arr/B2AR-
Interaktion 1,4+0,2 2,0+0,2 29+04 1,99 + 0,24 na Iso>Feno=A
2. + 3. Stimulus (n=11) (n=12) (n=5) (n=5) o
Stimulus >>NA
Internalisierung 41+1,0 43+0,8 8,108 8409 56042 | Iso=A>Terb
3 - - - - -
["HICGP (n=3) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) >>NA=Feno
Abbildung 49: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt4. Oberste Zeile: Isoproterenol, Iso;

(Nor-)Adrenalin, NA/A; Fenoterol, Feno und Terbutalin, Terb induzieren spezifische Rezeptorkonformationen, was zu
unterschiedlicher Aktivierung der betrachteten Signalwege (linke Spalte) fiihrt. Die Internalisierung (Amplitude) ist
jeweils in % von t = 0 min + S.E. angegeben. Die ubrigen Werte sind auf den durch Iso ausgeldsten Effekt bezogenen
(%) £ S.E.. Die Kinetiken werden durch die Konstante t (s) reprasentiert. In der rechten Spalte ist die Reihenfolge der
Effizienz der verwendeten Liganden, einen betrachteten Signalweg zu stimulieren, angegeben. Linker Wert, rechte
Spalte: Substanz (Sz), die den grofiten (Amplitude) bzw. schnellsten (Kinetik) Effekt auslost. B-Arr, B-Arrestin2.

Bis dato ist nicht bekannt, ob therapeutische Unterschiede zwischen Liganden, die ein und
denselben GPCR als ,Target® verwenden, auf das Phanomen des ,biased agonism®
zurtickzufiihren sind. Jedoch ware es durchaus interessant, eine solche Hypothese zu
Uberprufen. In diesem Zusammenhang ist besonders ein Ergebnis meiner Arbeit von
Bedeutung: Die beiden von mir untersuchten Substanzen Terbutalin und Fenoterol werden
beide klinisch dazu eingesetzt, vorzeitige Wehen zu verhindern (Tokolyse). Wie der
Mechanismus tokolytischer Effekte von (B,AR-Agonisten in Abbildung 50 zeigt, fuhrt die
Aktivierung der Adenylylzyklase, Uber das B.AR-aktivierte Gs-Protein im Uterus zu einem
schnellen Anstieg des cAMP-Spiegels. Uber die Aktivierung cAMP-abhéngiger Kinasen wird
die Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) phoshoryliert, was zu einer deutlich geringeren
Affinitat der MLCK fir die Bindung der CaM-Kinase flihrt. Somit kommt es im Folgenden zu
einer verminderten Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten und zur Relaxation des
Myometriums [345].
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Aktin/Myosin +~—

K Kontraktion

Abbildung 50: Schema der Uber die Stimulation des B2AR induzierten Kontraktion glatter Muskulatur.
B2AR-Agonisten, die zu einer starken Akkumulation von cAMP und geringer Rezeptorinternalisierung fiihren,
dirften nach diesem Modell zu einer effizienten und stabilen Kontraktion glatter Muskulatur fiihren.
Abkiirzungen: (3,AR, beta2-adrenerger Rezeptor; Gs, stimulatorisches G-Protein; MLCK, Myosin-Leitketten-
Kinase; cAMP, zyklisches Adenosin-3°,5 -monophosphat.

Die rasche Abnahme des tokolytischen Effektes nach Mehrfachapplikation der B.AR-
Agonisten wurde sowohl in klinischen [346], wie auch experimentellen Studien [347], gezeigt.
Als Ursache des nur kurzfristig anhaltenden tokolytischen Effektes wurde die
Rezeptordesensibilisierung bzw. -internalisierung identifiziert. Ich konnte in diesem Abschnitt
meiner Arbeit im Zellkultursystem zeigen, dass die Stimulation B,-adrenerger Rezeptoren mit
Fenoterol zu einer beinahe maximalen cAMP-Produktion (ca. 80 % gegenuber der Kontrolle)
fuhrt. Somit konnte ich das tokolytische Potential von Fenoterol bestatigen. Jedoch flhrte die
Exposition mit humanen B,AR transfizierten HEK-293 Zellen innerhalb von 20 min zu einer,
gegenuber dem Anfangswert (t=0min) etwa 50 %igen Internalisierung. Diese
Beobachtungen deuten auf die eher verminderte Wirksamkeit von Fenoterol bei langerer
Anwendung zur Tokolyse hin. Diese Resultate decken sich mit den Beobachtungen von
Frambach et al. (2005), der am weiblichen Myometrium nach langerer Fenoterol-Applikation
eine etwa 50 %ige B.AR-Desensibilisierung (<48 h) zeigen konnte. Im Gegensatz zu
Fenoterol zeigte Terbutalin zwar nur eine 20 %ige Internalisierung humaner 3,AR in HEK-
293 Zellen. Allerdings konnte ich auch nur eine minimale Terbutalin-bedingte Aktivierung der
Adenylylzyklase detektieren. Terbutalin scheint nach diesen Daten keine optimalen
Eigenschaften zur Anwendung fir die Tokolyse zu besitzen. Die entsprechenden
Experimente wurden zwar im Zellkultursystem durchgefiuhrt, jedoch wiesen auch
Beobachtungen an humanem Myometrium auf die suboptimalen Eigenschaften von
Terbutalin zur Verhinderung frihzeitiger Wehen hin [348]. Allerdings darf die Regulation der
Uterusrelaxation durch andere Mechanismen als die cAMP-bedingte Relaxation nicht ausser
Acht gelassen werden. Dennoch findet sich, in Ubereinstimmung mit den vorliegenden
Daten, auch in den ,Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe
(DGGG) zur medikamentosen Wehenhemmung bei Friihgeburt® sowie der ,Cochrane Library
(2009)“ kein praferenziell zur Wehenhemmung empfohlenes ,first-line“ Tokolytikum. Die
Untersuchung der Aktivierungsmuster unterschiedlicher B,AR-Agonisten, im Hinblick auf ihr
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moglicherweise tokolytisches Potential, dirfte vor diesem Hintergrund von besonderem
Interesse sein.

In den Abschnitten (4.2-4.4) konnte ich somit zeigen, dass die agonistenbedingte
Induktion/Stabilisierung spezifischer Rezeptorkonformationen vermutlich die Ursache
definierter intrazellularer Signalmuster darstellt. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass
die beiden ,Klasse A Rezeptoren® B,AR und P2Y,R agonistenabhangig internalisieren und
zur  Rekrutierung  von B-Arrestin befahigt  sind,  wobei unterschiedliche
Phosphorylierungsstellen im proximalen (8,AR) oder distalen (P2Y;R) Rezeptor C-Terminus
als molekulare Basis der 3-Arrestin-Translokation identifiziert werden konnten.

4.5 -AbschnittV -
Agonisteninduzierte B-Arrestin-Translokation an P2Y;R

Der P2Y,R weist zwar nur eine geringe Sequenzhomologie mit dem P2Y R oder auch dem
B.AR auf. Jedoch scheint auch beim P2Y,R der C-terminale Teil an dessen
Desensibilisierung und Internalisierung beteiligt zu sein [270, 301]. Die molekularen
Grundlagen der fur diese beiden Signalprozesse moglicherweise relevanten Rekrutierung
von B-Arrestin sind bis dato noch nicht identifiziert worden. Wie auch fiir den P2Y 4R, konnte
ich auch fir den P2Y,R sowohl eine Translokation von (-Arrestin1 als auch B-Arrestin2
beobachten. Wahrend der P2Y,R B-Arrestin2 mit weit hdherer Affinitat bindet und somit als
.Klasse A Rezeptor® identifiziert werden konnte, zeigten entsprechende Messungen an
P2Y,R ein agonistenabhangiges B-Arrestin-Translokationsprofil: Wie in Abbildung 40 B-C
(rechts) verdeutlicht, rekrutierten UTP-stimulierte P2Y,-Rezeptoren B-Arrestin1 und -
Arrestin2 gleich stark. Dieses UTP-induzierte Translokationsverhalten klassifiziert den P2Y ,-
Rezeptor als ,Klasse B Rezeptor®. ATP hingegen fuhrt nur zu einer schwachen Bewegung
von [-Arrestin1, jedoch zu einer starken Translokation von [B-Arrestin2 an P2Y,-
Membranrezeptoren (Abbildung 40 A-C (links)). Demnach ware der P2Y,R eher den
.Klasse A Rezeptoren® zuzuweisen. Das gleiche ligandenabhangige [(-Arrestin-
Translokationsmuster konnte auch bei Untersuchung der direkten Rezeptor/p-Arrestin-
Interaktion mit Hilfe von FRET detektiert werden (Abbildung 41). Der P2Y,R ist somit, je
nach Ligand, der zur Stimulation verwendet wird, den ,Klasse A* oder ,Klasse B Rezeptoren®
zuzuweisen. Die Beobachtung, dass UTP zu einem im Vergleich zur
Recyclinggeschwindigkeit anderer GPCR langsameren Recycling internalisierter P2Y,R an
die Zelloberflache flihrt [349], mag die Einteilung UTP-stimulierter P2Y,R zu den ,Klasse B
Rezeptoren® bestarken [180]. Als weiterer Parameter B-Arrestin-vermittelter Signalwirkung
wurde die Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Protein Kinase ERK untersucht. Wie
auch die B-Arrestin-Translokation erwies sich die Phosphorylierung von ERK als ein
ligandenabhangiger Prozess. Verglichen zur transienten, UTP-vermittelten ERK-
Phosphorylierung, dauerte die ATP-induzierte ERK-Phosphorylierung langer an
(Abbildung 42B). Der Zeitverlauf der ATP-vermittelten ERK-Aktivierung deutet auf einen
sowohl B-Arrestin- (verzogerte, stabile ERK-Aktivierung), als auch G-Protein-vermittelten
Mechanismus (rasche, transiente ERK-Aktivierung) hin [62]. Die UTP-vermittelte ERK-
Aktivierung hingegen scheint vor allem B-Arrestin-vermittelt zu verlaufen. Ob es sich bei der
ATP-induzierten ERK-Stimulation tatsachlich um einen partiell G-Protein- und B-Arrestin-
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vermittelten Effekt handelt und ob B-Arrestin1 und B-Arrestin2 im Falle einer B-Arrestin-
vermittelten ERK-Aktivierung sequentiell oder simultan agieren, bleibt offen. In der Literatur
ist sowohl die von B-Arrestin1 und B-Arrestin2 abhangige ERK-Phosphorylierung fir den
B2AR, als auch die rein B-Arrestin2 induzierte ERK-Aktivierung des AT1,R und des V2R
beschrieben [187, 350]. Handelt es sich bei einer verzdgert auftretenden und transienten
ERK-Phosphorylierung tatsachlich um einen B-Arrestin-vermittelten Effekt (P2Y.R mit ATP),
so ware eine weitere interessante Frage in diesem Zusammenhang, wie ein transienter
Komplex aus einem ,Klasse A Rezeptor” und B-Arrestin dennoch eine im Vergleich zu einem
.Klasse B Rezeptor® (P2Y,R mit UTP) langere B-Arrestin-vermittelte ERK-Aktivierung
induzieren kann. Beobachtungen stabiler B-Arrestin-vermittelter ERK-Aktivierung wurden
beispielsweise fur den B,AR und den LPA Rezeptor publiziert [141, 351].

Da eine ligandenabhangige ERK-Phosphorylierung durch den P2Y,-Rezeptor bis dato noch
nicht analysiert wurde, konnten mit den vorliegenden Ergebnissen zum ersten Mal
Unterschiede der beiden endogenen Agonisten UTP und ATP auf das Signalverhalten des
P2Y,-Rezeptors gezeigt werden. Darlber hinaus wurde deutlich, dass Agonisten nicht nur
bezlglich der Aktivierung G-Protein-gekoppelter vs. B-Arrestin-vermittelter Signalwege eine
gewisse Selektivitdt aufweisen kdénnen (Abschnitt IV). Vielmehr kann der sogenannte
,biased agonism* auch im Hinblick auf die Interaktion von B-Arrestin1 versus B-Arrestin2 mit
dem P2Y,R, sowie der B-Arrestin1/2-vermittelten ERK-Aktivierung beobachtet werden. Die
Entdeckung ligandenabhangiger 3-Arrestin1/2-Translokation fuhrte zudem zur Klassifizierung
des P2Y,R als sowohl ,Klasse A-“ als auch ,Klasse B-Rezeptor®.

Eine aktuelle Studie zeigte eine leicht unterschiedliche Interaktion von UTP und ATP mit
Aminosauren innerhalb der P2Y,R-Bindungstasche und eine daraus folgende leicht starkere
Bindung von UTP [221]. Die beobachteten Bindungsunterschiede weisen auf eine
moglicherweise unterschiedliche Aktivierung nachgeschalteter Signaleffekte hin und stehen
im Einklang mit den von mir detektierten agonistenabhangigen B-Arrestin1/2-Effekten. Die
Autoren der Studie ziehen aus den von ihnen beobachteten Resultaten allerdings den
Schluss, UTP ware ein potenterer Agonist am P2Y,R als ATP. Jedoch wurde in genannter
Studie ausschlieBlich der agonisteninduzierte Anstieg intrazelluldren Ca** untersucht.
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass UTP nicht fur alle mit dem Rezeptor
verknupften Signalwege der potentere Agonist ist. So flihrte die Stimulation mit ATP zu einer
deutlich starkeren B-Arrestin2-Translokation. Die Internalisierung wies zudem keine
agonistenabhangigen Unterschiede auf. Bringt man das unterschiedliche Bindungsverhalten
von ATP und UTP an den P2Y,R mit dem beobachteten ligandenabhangigen B-Arrestin-
Translokationsprofil in Verbindung, so liel3e sich die Hypothese aufstellen, dass fur die (UTP-
bedingte) Interaktion von B-Arrestin1 und dem P2Y.R eine starkere Bindung notwendig ist,
als fir jene mit B-Arrestin2 (ATP-vermittelt). In Ubereinstimmumg mit dieser Hypothese
deuteten Gurevich et al. an, dass nicht notwendigerweise alle potentiellen Interaktionsstellen
beider Interaktionspartner (B-Arrestin und Rezeptor) an der B-Arrestin-Bindung beteiligt sein
missen. Derjenige B-Arrestin/Rezeptor-Komplex, der durch eine geringe Zahl an
Interaktionen zusammengehalten wird, dirfte eine nur geringe Stabilitdt und B-Arrestin-
Bindungsaffinitdt besitzen. Komplexe, die durch eine grolkere Zahl intermolekularer
Interaktionen stabilisiert werden, sollten hingegen eine hohe Affinitat von B-Arrestin an den
Rezeptor zeigen. Dieser Mechanismus konnte die Basis der funktionellen Unterschiede
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zwischen ,Klasse B Rezeptoren®, die zusammen mit 3-Arrestin in endosomalen Vesikeln zu
finden sind und ,Klasse A Rezeptoren®, die B-Arrestin nur transient binden darstellen.

4.6 - Fazit -

owawvn owawvi \ Quwawvi niowavi

"KIasseE“ "Klasse A'L

spezifische Interaktionen 6 spezifische Interaktionen
mit nachgeschalteten Effektorproteinen mit nachgeschalteten Effektorproteinen |

Abbildung 51: Schematische Darstellung ligandeninduzierter B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion. Abkirzung:
Ligand X bzw. Y, strukturell unterschiedliche GPCR-Liganden; P, phosphorylierte Aminoséure (hellblau),
B-Arrestin, B-Arrestin1/2 (grin)

Aus den funf Abschnitten dieser Arbeit (4.1-4.5) koénnte man folgendes Szenario
ligandenbedingter B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion herleiten (Abbildung 51):

Binden strukturell unterschiedliche Liganden an einen Rezeptor induzieren bzw. stabilisieren
diese definierte Rezeptorkonformationen (Abbildung 48 und 49) 1, die vermutlich liganden-
und zelltypspezifische Phosphorylierungsmuster aufweisen [297, 315, 319] 2.

Existieren mindestens zwei Phosphorylierungsstellen im C-Terminus des B,AR (zwischen
Position 355 und 364) (Abschnitt Il Ergebnisteil) bzw. des P2YR (S352, T358) (Abschnitt |
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Egebnisteil) in raumlicher Nahe zueinander 2, kann es je nach B-Arrestin-Subtyp und in
Abhangigkeit vom verwendeten Liganden im Folgenden zu Interaktionen unterschiedlicher
B-Arrestin- und Rezeptorstrukturen 3 und somit zur Ausbildung unterschiedlich stabiler
B-Arrestin/Rezeptor-Komplexe kommen (,Klasse A bzw. B Rezeptoren®; Abbildung 40) 4.

Als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion wurde die
Phosphorylierung 2 des jeweiligen Rezeptors identifiziert [136]. Diese bleibt fir mindestens
acht Minuten nach Stimulation erhalten und bedingt die Beschleunigung der
B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion in Folge multipler Stimuli (Abbildung 31).

In  Abhangigkeit der Konformation, sowie des liganden- und zelltypabhangigen
Phosphorylierungsmusters des jeweiligen Rezeptors, kann es dariber hinaus auch zu
Konformationsanderungen im B-Arrestin-Molekil kommen [112, 140] 5.

Die Ausbildung definierter B-Arrestin/Rezeptor-Komplexe fiuhrt zur spezifischen Bindung und
Aktivierung nachgeschalteter Effektorproteine [172] 6 und im Folgenden zu liganden-
spezifischen Signalmustern (Abschnitt 37, 38, 42).
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5 Zusammenfassung/Summary

5.1 Zusammenfassung

-EIA , vy Ca2*-Produktion
- Messungen mit [BH]CGP 12177 ERK-Aktivierung - Messungen mit FURA-2-AM

- Western Blot

Abbildung 51: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten B-Arrestin- und
G-Protein-abhédngigen Signaleffekte sowie der zur Analyse verwendeten Methoden. Durch Liganden
stimulierte GPCR (blau) besitzen die Fahigkeit sowohl mit heterotrimeren G-Proteinen als auch 3-Arrestinen zu
interagieren. Einige der in Folge aktivierten G-Protein-vermittelten bzw. G-Protein-unabhangigen, B-Arrestin-
vermittelten Signaleffekte, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, sind genannt. Die unter dem
jeweiligen Signaleffekt mit Spiegelstrichen angegebenen Methoden wurden jeweils zur Analyse verwendet.
Abkiirzungen: q, By, a-, bzw. By-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins.

Die Bedeutung der B-Arrestine als multifunktionelle Adapterproteine GPCR-vermittelter
Signaltransduktion hat in den letzten Jahren immer mehr zugenommen. In der vorliegenden
Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung der molekularen Basis und der
Ligandenabhangigkeit sowohl der B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion als auch B-Arrestin-
(un-)abhangiger Signaltransduktionsmechanismen (Abbildung 51).

Im ersten Teil wurde der EinfluR potentieller Phosphorylierungsstellen im C-Terminus des
B2AR bzw. im C-Terminus und der TM3 des P2Y;R auf die agonisteninduzierte
B-Arrestin/Rezeptor-Interaktion, Internalisierung und Desensibilisierung untersucht.
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Durch Mutationsanalysen konnten Ser 352/Thr 358 im distalen C-Terminus des P2Y4R als
Schlusselstellen der B-Arrestin-Translokation und Internalisierung identifiziert werden,
wahrend ein oder mehrere Phosphorylierungsstellen im proximalen P2Y R C-Terminus die
molekulare Grundlage der Rezeptordesensibilisierung darstellen. Dartiber hinaus machte die
Anwendung verschiedener PKC- oder CaMK-Inhibitoren sowie der Einsatz des PKC-
Aktivators PMA deutlich, dass die P2Y;R-Desensibilisierung und B-Arrestin-Translokation
durch unterschiedliche Kinasen kontrolliert werden.

Zudem konnte mit Hilfe der FRET-Technik gezeigt werden, dass die
Phosphorylierungsstellen zwischen den Positionen 355 und 364 im proximalen B.AR C-
Terminus essentielle Bereiche der B-Arrestin-Translokation darstellen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Agonisten am B,-adrenergen Rezeptor bzw.
dem P2Y,R auf ihre Fahigkeit hin untersucht verschiedene mit dem jeweiligen Rezeptor
verknlupfte G-Protein- bzw. B-Arrestin-Funktionen (Abbildung 51) in unterschiedlichem
Ausmald zu aktivieren (,biased agonism“). Da eine solche ligandenselektive Aktivierung
rezeptorvermittelter Signalwege bis dato nur mit synthetischen Liganden detailliert untersucht
wurde, galt das besondere Interesse der Analyse der durch die endogenen Substanzen
induzierten Signalmuster.

Die Betrachtung der Noradrenalin- bzw. Adrenalin-induzierten B-Arrestin/Rezeptor-
Interaktion, B-Arrestin2-Translokation, Rezeptorinternalisierung, G-Protein-Aktivierung sowie
cAMP-Produktion am B,AR machte deutlich, dass es sich beim Phanomen des ,biased
agonism“ um einen endogenen Mechanismus handelt. Daruber hinaus konnte gezeigt
werden, dass auch zur Tokolyse eingesetzte B.,AR-Agonisten spezifische Signalmuster
induzieren.

Die Beobachtung, dass UTP und ATP sowohl unterschiedliche -Arrestin1/2-Translokations-
als auch ERK-Aktivierungsmuster am P2Y,R induzieren bestarkte das Konzept des ,biased
agonism® als  endogenes Phanomen. Das ligandenabhéngige  B-Arrestin-
Translokationsverhalten des P2Y,R lieR zudem die agonistenbedingte Zuteilung des
Rezeptors zu den ,Klasse A* oder ,Klasse B“ Rezeptoren zu.

Die detaillierte Untersuchung agonisteninduzierter Rezeptor/Effektor-Interaktionen und
Signalmuster dirfte helfen die Anwendung klinisch relevanter Substanzen zu optimieren.

5.2 Summary

In recent years, the significance of B-arrestins as multifunctional adapter proteins of GPCR-
mediated signal transduction has steadily been increasing. In this thesis the main focus is to
research the molecular basis and the ligand dependence of the B-arrestin recruitment as
well as B-arrestin-(in-)dependent signal transduction mechanisms (figure 51).

In the first part, the influence of potential phosphorylation sites in the C-terminus of the B,AR
or the C-terminus and the TM3 of the P2Y4R, respectively, on the agonist-induced
B-arrestin2/receptor-interaction, receptor internalization and desensitization was examined.
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Zusammenfassung/Summary

Using mutation analysis, Ser 352 and Thr 358 were identified as key points of the B-arrestin2
translocation and receptor internalization in the distal C-terminus of the P2Y,R. In contrast,
one or more phosphorylation sites in the proximal P2Y 1R C-terminus represent the molecular
basis of receptor desensitization. In addition, the use of different PKC- or CaMK inhibitors
and the application of the PKC activator PMA made it clear that the P2Y,R desensitization
and B-arrestin translocation are controlled by different kinases.

Using the FRET technique we were able to show that the phosphorylation sites between
position 355 and 364 in the proximal C-terminus of the B,AR represent essential areas of the
B-arrestin2 translocation.

In the second part of the study at hand, agonists of the B.AR or the P2Y,R were examined
with respect to their ability to activate distinct receptor associated G-protein or B-arrestin
functions (figure 51) to varying degrees (“biased agonism”). Since this kind of ligand-
selective activation of receptor-mediated signaling pathways has only been studied in detail
with synthetic ligands to this day, special interest in the analysis of the signaling pattern
induced by the endogenous substances was taken.

The analysis of norepinephrine- or epinephrine-induced [-arrestin/receptor interaction,
B-arrestin translocation, receptor internalization, G-protein activation and cAMP production at
the B.AR made clear that “biased agonism” is an endogenous phenomenon. Moreover, it has
also been shown that B,AR agonists used for tocolysis induced a specific signaling pattern.

The observation that UTP and ATP both induce different B-arrestin translocation as well as
ERK activation patterns at the P2Y,R confirmed the concept of “biased agonism” as an
endogenous phenomenon. The ligand dependent B-arrestin behavior of the P2Y,R also
allowed the allocation of the receptor to the “class A” or “class B” receptors depending on the
agonist used for stimulation.

The detailed testing of agonist induced receptor/effector interactions and signaling pattern
could help to optimize the application of clinically relevant substances.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Strukturformeln

Substanzname (IUPAC) Strukturformel
OH
HO N _cH
(R)-(-)-Isoproterenol (eingesetzt als Hydrochlorid) e
(4-[1-Hydroxy-2-(isopropylamino)ethyl]benzen-1,2-diol) CH,
HO
OH
. HO.
(R)-(-)-Adrenalin (eingesetzt als Bitartrat)
(R)-4-[1-Hydroxy-2-(methylamino)ethyl]benzen-1,2-diol HN._
HO CH3

(R)-(-)Noradrenalin (eingesetzt als Bitartrat)
4-[(1R)-2-Amino-1-hydroxyethyl] benzen-1,2-diol

Fenoterol (rRR)- (oben) und (SS)-Enantiomer (unten)

(eingesetzt als Hydrobromid) OH
5-[1-Hydroxy-2-[1-(4-hydroxyphenyl)propan-2-
ylamino]ethyl]benzen-1,3-diol
OH
. OH
(R)-(-)Terbutalln (eingesetzt als Hemisulfat) HO NH _CH
5-[2-(Tert-butylamino)-1-hydroxyethyl]benzen-1,3-diol \’< 3
CH,
CH,
OH
o}
UTP (eingesetzt als Trinatriumsalz)
[5-(2,4-dioxopyrimidin-1-yl)- 3,4-dihydroxyoxolan-2-yljmethyl 2 9 9 |
HO—P—0—-P—-0—P—0 N
hydroxy-phosphonooxyphosphoryl) hydrogenphosphat N” 70
(hydroxy-phosp yphosphoryl) hydrogenphosp o o on o
OHOH
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Anhang

Substanzname (IJUPAC)

ATP (eingesetzt als Dinatriumsalz)
[(2R,3S,4R,5R)-5-(6-aminopurin-9-yl)-3,4-dihydroxyoxolan-2-
yllmethyl(hydroxy-phosphonooxyphosphoryl)hydrogen phosphat

ADP (eingesetzt als Natriumsalz)
Adenosin 5'-(trihydrogen diphosphat)

2-MeSADP (eingesezt als Trinatriumsalz Hydrat)
2-(Methylthio)adenosin-5'-(trihydrogen diphosphat) trinatrium
salz

Strukturformel
NH2
N
? ¢ 9 ST
HO—P—-0—P—-0—P—0 < M
1 | | N N
OH OH OH o
OHOH
NH,
[e] o N A
o0 ¢ N
HO—P—0—P—0. _
I I NN
OH OH O.
OH OH
H,C.
®7 NH
N
NT N
(P
I N N
HO—P—0 o
OH
?
HO—-P—0
OH
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