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Zusammenfassung

Endotheline sind vasoaktive Peptidhormone, die Ulber die Stimulation der beiden
G-Protein-gekoppelten Endothelin-Rezeptor-Subtypen A und B die Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) und somit einen Anstieg der intrazelluldren Ca’*-Konzentration
induzieren. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G protein coupled receptors, GPCRs)
unterliegen einer fein abgestimmten Regulation, um einer Uberstimulation der Zelle
vorzubeugen. Der klassische Desensibilisierungsmechanismus beinhaltet die Phospho-
rylierung des aktivierten Rezeptors durch GPCR-Kinasen (GRKs). Eine Phosphorylierung
durch diese Serin/Threonin-Kinasen erhoht die Affinitat des Rezeptors zu Arrestin,
welches daraufhin bindet und zu einer sterischen Blockade und somit zur Entkopplung
des Rezeptors vom G-Protein fiihrt. Die Rezeptor-Phosphorylierung spielt fir viele GPCRs
ebenfalls eine Rolle in der Agonisten-induzierten Rezeptor-Endozytose (Internalisierung).
Im Endothelin A (ETa)-Rezeptor sind 15 Phosphorylierungsstellen (13 hiervon
Serin/Threonin-Reste) bekannt, die sich hauptsachlich in der Sequenz, die der
C-terminalen Palmitoylierungsstelle folgt, befinden. Diese Sequenz (im Folgenden als
C-terminale Extremitadt (CTE) bezeichnet) enthélt drei Serin- und sieben Threonin-Reste.
Sechs dieser zehn Phosphorylierungsstellen befinden sich in einem proximalen, vier in

einem distalen Cluster.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Desensibilisierung des ET,-Rezeptors untersucht. Ob
die GRK2, deren Beteiligung an diesem Prozess bekannt ist, hier die Funktion einer Kinase
einnimmt und welche Phosphorylierungsstellen gegebenenfalls involviert sind, ist nicht
eindeutig geklart. Daher wurden durch den Austausch von Serin und Threonin gegen
Alanin phosphorylierungsdefiziente ETa-Rezeptoren hergestellt und in der Zelllinie
HEK 293 transient exprimiert. Wahrend kontinuierlicher Endothelin-1 (ET-1)-Stimulation
wurde die PLC-Aktivitat analysiert, um Aufschluss Uber die Regulation der phospho-
rylierungsdefizienten ETx-Rezeptor-Mutanten zu erhalten.

Die kombinierte Substitution der in der CTE befindlichen Serin/Threonin-Reste, jedoch
nicht die Substitution aller proximalen oder aller distalen Phosphorylierungsstellen, flihrte
zu einer gestorten Desensibilisierung, was sich in einer Erhéhung des PLC-Signals unter
kontinuierlicher ET-1-Stimulation manifestierte. Fir eine physiologische Desensibili-
sierung schien das Vorhandensein mindestens eines intakten Serin/Threonin-Clusters
obligatorisch zu sein, denn die PLC-Aktivitdt jeder untersuchten Mutante mit einer
Kombination aus proximalen und distalen Substitutionen war gegeniber der PLC-Aktivitat
des Wildtyps signifikant erh6ht.
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Des Weiteren wurde die ET-1-induzierte PLC-Aktivitdt von Zellen untersucht, die den
ETa-Rezeptor und GRK2 transient koexprimierten. Neben der wildtypischen Kinase
(GRK2-WT) kamen die beiden Mutanten GRK2-D110A und GRK2-D110A/K220R zum
Einsatz. Die Mutation K220R wurde gewahlt, da sie in einer katalytisch inaktiven GRK2
resultiert. Die Mutation D110A beeintrachtigt hingegen die Bindung von GRK2 an Ga,. Die
rekombinante Expression von GRK2-WT fiihrte sowohl beim wildtypischen ETa-Rezeptor
(ETA-WT) als auch bei der phosphorylierungsdefizienten Mutante ETa-6PD (mit einer
Kombination aus proximalen und distalen Substitutionen) zu einer Reduktion der
PLC-Aktivitat. Durch eine Expression von GRK2-D110A wurde die ETo-WT-, jedoch nicht
die ETa-6PD-vermittelte PLC-Aktivitat inhibiert. Beide Signale waren von einer GRK2-
D110A/K220R-Expression unbeeintrachtigt. Diese Ergebnisse belegen, dass in die
Desensibilisierung des ETa-Rezeptors mindestens zwei unabhangige GRK2-vermittelte
Komponenten involviert sind: 1) ein phosphorylierungsunabhangiger Mechanismus, der
durch die Bindung der Kinase an Goq realisiert wird und 2) ein Mechanismus, der die
Phosphorylierung von Serin/Threonin-Resten in der CTE des Rezeptors beinhaltet und in
redundanter Weise in der Lage ist, entweder proximale oder distale Phosphorylierungs-
stellen zu involvieren. Das Vorhandensein eines phosphorylierungsabhangigen Desensi-

bilisierungsmechanismus konnte durch GRK2-Knockdown-Experimente bestatigt werden.

In HEK 293-Zellen wurde zusatzlich die Internalisierung von ETA-WT und einer Mutante,
bei der alle bekannten Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstellen entfernt wurden,
untersucht. Hierfir wurden die auf der Zelloberflache exprimierten Rezeptoren mit HiLyte
Fluor 488-gekoppeltem ET-1 markiert. Die Internalisierung der fluoreszenzmarkierten
Rezeptoren wurde im konfokalen Laser Scanning-Mikroskop beobachtet. Es wurden keine
Unterschiede in der Endozytosegeschwindigkeit des wildtypischen und des phospho-
rylierungsdefizienten Rezeptors festgestellt. Dies lasst den Schluss zu, dass die

Internalisierung des ETa-Rezeptors phosphorylierungsunabhangig geschieht.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse deuten auf eine komplexe ETa-Rezeptor-
Regulation hin. Die gleichzeitige Beteiligung von phosphorylierungsabhangigen
und -unabhédngigen Komponenten an der Desensibilisierung und Internalisierung geht
Uber das klassische Paradigma der GPCR-Regulation hinaus und kdonnte im Zusammen-

hang mit einer Zelltyp-spezifischen Feinabstimmung des Endothelin-Signals stehen.



Summary

The vasoactive peptide hormones of the endothelin family activate phospholipase C (PLC)
via stimulation of the G protein coupled endothelin A and B receptors to induce an
increase of the intracellular Ca** concentration. G protein coupled receptors (GPCRs) are
tightly regulated to prevent cellular overstimulation. A well-known desensitization
mechanism involves the phosphorylation of the activated receptor by GPCR kinases
(GRKs). Phosphorylation of the receptor by these serine/threonine kinases promotes
binding of arrestin to the receptor which subsequently is uncoupled from its G protein by
steric inhibition. Receptor phosphorylation is also involved in the agonist induced
receptor endocytosis (internalization) of many GPCRs. The endothelin A (ET,) receptor
contains 15 confirmed phosphorylation sites (including 13 serine/threonine residues)
which are essentially located in the sequence following the C-terminal palmitoylation site.
This sequence is subsequently referred to as C-terminal extremity (CTE). It contains three
serine and seven threonine residues which are located in a proximal cluster (including six

phosphorylation sites) and a distal cluster (including four phosphorylation sites).

In this work the desensitization of the ET, receptor was analyzed. Involvement of GRK2 in
this process was shown in previous studies. Unclear however is whether GRK2 acts as a
kinase in this process or rather mediates ET, receptor desensitization in a
phosphorylation independent way. Furthermore, in the case of a phosphorylation
dependent desensitization mechanism, the phosphorylation sites are unknown.
Therefore, various phosphorylation deficient ET, receptor mutants were created by
substitution of serine/threonine-phosphoacceptor sites by alanine in different
combinations. The phospholipase C (PLC) activity of mutant receptors transiently
expressed in HEK-293 cells was analyzed during continuous endothelin-1 (ET-1)
stimulation to gain information about their regulation and an involvement of

phosphorylation in this process.

The total deletion of phosphoacceptor sites in the CTE affected receptor regulation
resulting in an increased PLC activity during continuous ET-1 stimulation. However,
proximal as well as distal Serine/Threonine-phosphoacceptor sites both turned out to be
sufficient to induce wild type-like desensitization. In this context, the integrity of either
the proximal or the distal phosphoacceptor cluster seemed to be mandatory for the wild
type-like desensitization because the second messenger production of any investigated
ETa receptor containing combined substitutions of proximal and distal Serine/Threonine-
phosphoacceptor sites was significantly increased.
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Additionally, the ET-1 induced PLC activity of cells transiently coexpressing the ETa
receptor and GRK2 was analyzed. Besides the wild type GRK2 (GRK2-WT) the mutants
GRK2-D110A and GRK2-D110A/K220R were used. The mutation K220R was chosen
because it results in the loss of kinase activity. The mutation D110A affects GRK2's
coupling to Ga,. Recombinantly expressed GRK2-WT decreased the PLC activity mediated
by both the wild type ET, receptor (ETa-WT) and the phosphorylation deficient mutant
ETA-6PD containing proximal and distal substitutions. The expression of GRK2-D110A
suppressed ETA-WT signaling but did not impact PLC activity mediated by the
phosphorylation-deficient mutant ET,-6PD. Moreover, GRK2-D110A/K220R failed to
inhibit signaling of ETA-WT and ETa-6PD. This demonstrates that ET, desensitization
involves at least two autonomous GRK2-mediated components: 1) a phosphorylation-
independent signal decrease mediated by blocking of Gag and 2) a mechanism involving
phosphorylation of serine and threonine residues in the CTE of the receptor in a
redundant fashion, able to incorporate either proximal or distal phosphoacceptor sites.
The existence of a phosphorylation dependent mechanism of desensitization was

confirmed by GRK2 knockdown experiments.

Furthermore, the internalization of ET,-WT and a mutant lacking all known
serine/threonine phosphorylation sites were analyzed. For this purpose, receptors
expressed on the cell surface were labeled by the addition of HiLyte Fluor 488 coupled
ET-1. The internalization of fluorescently labeled receptors was observed by confocal
laser scanning microscopy. No differences in the kinetics of endocytosis of the wild type
and the phosphorylation deficient receptors were detected. This suggests a

phosphorylation independent internalization mechanism for the ET, receptor.

The results of this work hint at a complex regulation of ET, receptor signaling. The
coexistence of diverse phosphorylation-dependent and -independent components of
desensitization and internalization exceeds the classical paradigm of GPCR regulation and

may be associated with cell specific fine-tuning of endothelin signaling.



1 Einleitung

1.1 Signaltransduktion

Die Fahigkeit, auf extrazelluldre Signale zu reagieren, ist eine fundamentale Eigenschaft
von lebenden Systemen. Chemische Stoffe binden dabei an spezifische Rezeptoren auf
der Zelloberflache, die das Signal ins Zellinnere ibertragen, wo es liber Second Messenger
weitergegeben wird und in Folge dessen z.B. die Genregulation der Zelle steuert. Die
Spezifitat eines Rezeptors fiir bestimmte Liganden sowie die zellspezifische Rezeptor-
Expression in mehrzelligen Organismen ermdglichen es der Zelle, trotz der groBen Menge
an verschiedenen Signalen, spezifisch auf einen biologischen Reiz zu reagieren. Die hohe
Affinitat der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung bewirkt zudem eine hohe Empfindlichkeit
gegeniber kleinen Konzentrationen an extrazelluldren Signalmolekiilen. Diese Sensitivitat
wird gegebenenfalls durch die Amplifikation des Signals mit Hilfe intrazellularer

Enzymkaskaden verstarkt.

Die Vielzahl biologischer Signale wird durch einige wenige grundlegende Mechanismen
verarbeitet. So diffundieren kleine unpolare Liganden wie z.B. Steroide in die Zelle und
binden an nukledre Rezeptoren, welche als Transkriptionsfaktoren fungieren und die
Transkription von Zielgenen Liganden-abhangig aktivieren oder reprimieren [1]. Bei einem
weiteren Mechanismus kdnnen Liganden an lonenkanéle binden und diese 6ffnen oder
schlieRen, wodurch der Ein- bzw. Ausstrom von lonen und somit deren intrazelluldre
Konzentration reguliert wird [2]. Ein dritter Mechanismus stellt die Signallibertragung
durch Rezeptorenzyme wie z.B. Rezeptorkinasen dar. Hier wird nach Ligandenbindung an
eine extrazelluldre Domane des Rezeptors dessen intrazelluldre enzymatische Domane
aktiviert und das Signal (iber die Produktion eines Second Messengers in die Zelle liber-
tragen [3]. Die Aktivierung von Sieben-Helix-Rezeptoren stellt eine vierte Moglichkeit der
Signaltransduktion dar. Diese Rezeptoren steuern die Produktion von Second Messenger-
Molekilen im Zellinnern Uber die Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen und
werden daher auch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G protein-coupled receptors,
GPCRs) genannt [4].

1.2 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Mit etwa 800 identifizierten Genen, die GPCRs im humanen Genom kodieren [5], machen
diese Rezeptoren eine der groRten Proteinfamilien im Menschen aus. Die Liganden dieser
aulRergewohnlich heterogenen Rezeptor-Superfamilie sind sowohl strukturell als auch

funktionell sehr verschiedenartig. Es gibt Rezeptoren fiir Hormone, Neurotransmitter,
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Chemokine, Ca**-lonen sowie fiir Duft- und Geschmacksstoffe [6]. Auch durch Photonen
[7] und durch mechanische Stimulation [8] werden GPCRs aktiviert. Da viele physio-
logische Prozesse durch GPCRs gesteuert werden, spielen Pharmaka, die diese Rezep-
toren beeinflussen, in der Therapie vieler Krankheiten eine grofRe Rolle. 50 - 60 % aller

derzeit entwickelten Arzneimittel zielen auf GPCRs ab [9,10].

Trotz der Diversitat der GPCRs besitzen alle Mitglieder dieser Superfamilie eine gemein-
same Membrantopologie mit einem extrazelluldren N-Terminus, sieben a-Helices (Helix |-
Helix VII), die die Plasmamembran durchspannen, und einem intrazellularen C-Terminus.
Die helikalen Membrandomanen sind durch drei extrazelluldre (extracellular loop, ECL1-
ECL3) und drei intrazellulare (intracellular loop, ICL1-ICL3) Schleifen miteinander ver-
bunden. In der C-terminalen Domane vieler GPCRs befindet sich eine Palmitoylierungs-
stelle. Durch die Verankerung dieser Stelle an der Plasmamembran wird eine vierte intra-
zelluldre Schleife ausgebildet. Der Bereich jenseits der Palmitoylierungsstelle wird in

dieser Arbeit als C-terminale Extremitat (CTE) bezeichnet.

Beruhend auf phylogenetischen Analysen lassen sich die humanen GPCRs nach dem
GRAFS-Klassifizierungssystem in flinf Hauptfamilien unterteilen: in die Glutamat-,
Rhodopsin-, Adhdasions-, Frizzled/Taste2 und Secretin-Familie [11]. Die gréRte und am
besten untersuchte Familie ist die Rhodopsin-Familie mit 701 Rezeptoren. Dazu gehoren
241 nicht-olfaktorische Rezeptoren, welche den vier Hauptgruppen o, B, y und & zuge-
ordnet werden konnen. Fast alle GPCRs der Rhodopsin-Familie besitzen in Helix VIl ein
NSxxNPxxY-Motiv und am Ubergang von Helix Ill zur ICL2 ein E/DRY-Motiv.

1.2.1 Ligandenbindung

Die Ligandenbindung geschieht in den unterschiedlichen GPCRs auf vielerlei Arten [12].
Kleine Liganden und Peptid-Liganden binden bei Rezeptoren der Rhodopsin-Familie an
tief in der Membran gelegene Stellen zwischen den a-Helices [13] bzw. an extrazelluldre
Domanen [14,15]. Andere Liganden wie etwa Glykoprotein-Hormone interagieren mit
leucine-rich repeat-Motiven im N-Terminus und mit den ECLs ihrer Rezeptoren [16,17].
Thrombin oder andere proteolytische Enzyme aktivieren Protease-aktivierte Rezeptoren
hingegen durch Abspaltung ihres N-Terminus [18]. Durch Interaktion mit der ECL2 akti-

viert der neue N-Terminus den Rezeptor als gebundener Ligand [19].

Es wird angenommen, dass GPCRs in Abwesenheit eines Liganden in einem dynamischen
Gleichgewicht zwischen inaktivem und weniger bevorzugtem aktiven Zustand sind [20].
Durch Ligandenbindung wird dieses Gleichgewicht zugunsten des aktiven Zustandes ver-
schoben [21]. Abhangig von der Art des Liganden werden dabei unterschiedliche
Rezeptor-Konformationen stabilisiert. [22,23]. In der Pharmakologie werden Agonisten

und Antagonisten unterschieden. Durch die Bindung eines Agonisten wird eine aktive
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Rezeptor-Konformation eingenommen, welche die Interaktion intrazelluldrer Domanen
mit einem heterotrimeren G-Protein ermoglicht. Bindet eine Substanz an den Rezeptor
ohne die Signaltransduktion zu induzieren, wird sie als Antagonist bezeichnet. Der
Rezeptor ist bis auf Weiteres blockiert. Wird ein Rezeptor durch einen Liganden nicht in
vollem MaRe, sondern nur teilweise aktiviert, spricht man von einem partiellen Ago-
nisten. Die aktive Konformation, die nach der Liganden-Bindung eingenommen wird, ist
manchmal vom Typ des Agonisten abhdngig. So konnte fiir den Ms muskarinischen
Acetylcholin-Rezeptor [24], den a,a-adrenergen Rezeptor [25] und den B,-adrenergen
Rezeptor [26] gezeigt werden, dass verschiedene Agonisten unterschiedliche Rezeptor-
Konformationen induzieren. Dies kann sich darin auswirken, dass unterschiedliche
Signalwege aktiviert werden. Wenn verschiedene Liganden Uber denselben Rezeptor
jeweils ein spezifisches Signal induzieren, spricht man von funktionell-selektiven oder
biased Agonisten [27-29].

1.2.2 Rezeptoraktivierung

Der Ubergang vom Grundzustand in den aktivierten Zustand beinhaltet bei GPCRs
mehrere Konformationsianderungen [20,30]. Ein wichtiges Ereignis ist hierbei eine
Bewegung der Helix VI. Im inaktiven Zustand von Rhodopsin wird zwischen E134 und
R135 des hochkonservierten E/DRY-Motivs in Helix Ill und E247 in Helix VI ein Netzwerk
aus Wasserstoffbriicken und ionischen Wechselwirkungen ausgebildet [31]. Dieses
Zusammenspiel wird als jonic lock [32,33] bezeichnet und ist an der Arretierung des
Grundzustandes beteiligt, indem es die beiden Transmembranhelices zusammenhalt
[34,35]. Der Rezeptoraktivierung geht das Aufbrechen des ionic lock voraus, was im Falle
von Rhodopsin eine Protonierung von E134 beinhaltet [36]. Daraufhin kommt es zu einer
Rotations- und Kipp-Bewegung der Helix VI [37,38]. Durch die nach auRen gerichtete
Bewegung dieser Helix wird deren Abstand zur Helix lll vergroRert [39] und es bildet sich
eine Spalte in der intrazelluldren Oberflache des Rezeptors aus, wodurch die Bindung
eines heterotrimeren G-Proteins ermoglicht wird [40,41]. Dementsprechend konnte fir
Rhodopsin gezeigt werden, dass eine chemische Verknilipfung der beiden Helices die
G-Protein-Aktivierung verhindert [37,42]. Fur einige GPCRs wurde die Anwesenheit eines
ionic lock im Grundzustand durch die Aufklarung der jeweiligen Kristallstrukturen belegt
[43,44]. Die in den letzten Jahren stetig ansteigende Zahl an verfiigbaren Kristall-
strukturen [45] lasst jedoch den Schluss zu, dass nicht alle GPCRs der Rhodopsin-Familie
ein ionic lock ausbilden [46] und alternative Moglichkeiten zur Arretierung des inaktiven
Zustandes bestehen [20,47].
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1.2.3 Signaltransduktion iiber heterotrimere G-Proteine

Die klassische Signaltransduktion der GPCRs wird durch die Aktivierung heterotrimerer
G-Proteine vermittelt. Diese bestehen aus den drei Untereinheiten o, B und y. Durch eine
Myristoylierung oder Palmitoylierung am N-Terminus der a-Untereinheit (Ga) [48] sowie
durch eine Farnesylierung oder Geranylgeranylierung am C-Terminus der y-Untereinheit
[49] ist das G-Protein an der Plasmamembran verankert [50]. Ga besitzt eine GTPase-
Aktivitat und kann eines der Guanin-Nukleotide GDP und GTP binden, wobei die Identitat
des Nukleotids den Aktivierungszustand bestimmt. Die beiden anderen Untereinheiten
sind im By-Komplex (GBy) fest miteinander assoziiert [51]. 16, 5 bzw. 12 humane Gene
kodieren 23 a-, 6 B- und 12 y-Untereinheiten [52,53]. Die Anzahl der tatsachlich
realisierten Kombinationen ist jedoch unbekannt. Ebenso ist wenig tber die Funktion der
unterschiedlichen G-Protein-Kompositionen in spezifischen Signalwegen bekannt.
Heterotrimere G-Proteine werden jeweils nach ihrer a-Untereinheit benannt. So enthalt
der heterotrimere Komplex G beispielsweise die a-Untereinheit Ga,. Basierend auf
Sequenzhomologien und funktionellen Aspekten werden vier G-Protein-Subfamilien
unterschieden [54]: Gs-Proteine stimulieren die Adenylylzyklase (AC); G; Proteine
inhibieren diese bzw. aktivieren einwartsgleichrichtende Kalium-Kandle; Gg-Proteine
aktivieren die Phospholipase C (PLC); und Gi,-Proteine aktivieren GEFs (guanosid
exchange factors), die zur Aktivierung des kleinen G-Proteins RhoA (Ras homology gene
family, member A) fihrt [6].

Im Grundzustand, d.h. wenn ein GDP an die a-Untereinheit gebunden hat, bindet das
heterotrimere G-Protein mit der C-terminalen Helix von Ga an einen stimulierten
Rezeptor [41], welcher als GEF fungiert und die Freisetzung des GDP bewirkt. Durch eine
darauffolgende Konformationsidnderung des G-Proteins wird ein hoch affiner Komplex
zwischen Rezeptor und G-Protein gebildet [4] bis ein GTP bindet. Durch diesen Nukleotid-
Austausch wird das G-Protein aktiviert und verliert seine Affinitdt zum Rezeptor. Nach
Abspaltung von diesem dissoziiert es in die a-Untereinheit und den By-Komplex. Sowohl
das durch GTP aktivierte Ga (Ga(GTP)) als auch der freie By-Komplex kénnen Uber die
Aktivierung von Effektorproteinen [55] und die Regulation von Second Messenger-Kon-
zentrationen zellspezifische Reaktionen auslosen [35]. Durch eine intrinsische GTPase-
Aktivitat von Ga wird das Signal terminiert. Die inaktive GDP-Form reassoziiert erneut mit
einem By-Komplex. Die Dauer des Signals wird somit vom Zeitpunkt der GTP-Hydrolyse
bestimmt, welche von RGS (regulator of G protein signaling)-Proteinen [56,57], die zu den
GAPs (GTPase-activating proteins) gehoren, beschleunigt wird. Es wird angenommen,
dass unterschiedliche kinetische Profile der Konzentrationen von Ga(GTP) und GBy zur
Signalspezifitdt der GPCRs beitragen [58]. Zudem wird Signalspezifitat durch raumliche

Kompartimentierung verschiedener Signale erreicht [59,60].
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Dem oben beschriebenen Mechanismus, bei dem das an der Plasmamembran verankerte
G-Protein durch laterale Diffusion an den aktivierten Rezeptor bindet, liegt das collision
coupling-Modell [61] zugrunde. Alternativ dazu schldgt das precoupling-Modell [62,63]
eine Interaktion zwischen Rezeptor und G-Protein schon vor der Rezeptoraktivierung vor
[64].

Zwei wichtige Effektorproteine, die durch aktive Ga-Untereinheiten aktiviert werden, sind
die AC und die PLC. Die durch Gos stimulierte und durch Ga; inhibierte AC ist ein Trans-
membranprotein und katalysiert die Bildung des Second Messengers cAMP aus ATP
(Abb. 1-1). Phosphodiesterasen bauen cAMP schnell und kontinuierlich zu AMP ab. Durch
einen Anstieg der cAMP Konzentration wird die cAMP-abhdngige Proteinkinase (PKA)
aktiviert. Diese ist im inaktiven Zustand ein Tetramer aus zwei katalytischen und zwei
regulatorischen Untereinheiten. Bindet cAMP an die regulatorischen Untereinheiten,
zerfallt der Komplex und die aktiven katalytischen Untereinheiten werden freigesetzt. Die
aktive PKA reguliert durch Ser/Thr-Phosphorylierung diverse Zielproteine und beeinflusst
somit - abhdngig vom Zelltyp - zahlreiche unterschiedliche Prozesse wie Glykogenabbau
[65], Zellmotilitat [66], Kontraktilitdt [67] und Transkription [68,69].

—_— s —_— ATP
GoP © New © 5
. cAMP
i ot
PKA
PKA (aktiv)

(inaktiv)

Abb. 1-1. Signaltransduktion G-gekoppelter Rezeptoren. Nach Aktivierung des Rezeptors
durch einen extrazelluldren Liganden (1) bindet das inaktive heterotrimere G-Protein an den
Rezeptor (2). Daraufhin kommt es in dessen a-Untereinheit (a) zu einem Austausch von GDP
durch GTP, wodurch diese aktiviert wird (3) und die Adenylylzyklase (AC) stimuliert (4). Die AC
katalysiert die Bildung von cAMP aus ATP (5). Der Second Messenger cAMP bindet an die
regulatorischen Untereinheiten der Proteinkinase A (PKA), wodurch die katalytischen Unter-
einheiten freigesetzt und somit aktiviert werden.
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Die Aktivierung der Membran-assoziierten Phospholipase C (PLC) geschieht Uber Gq
(Abb. 1-2). PLC hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Beide Spaltprodukte fungieren als Signal-
molekiile. Das wasserlosliche IP; bindet an IP; Rezeptoren, die Ca**-Kanile im endo-
plasmatischen Retikulum (ER) darstellen, und veranlasst so einen Ausstrom an Ca** ins
Zytosol. Die Ca2+—abhéngige Proteinkinase C (PKC) transloziert daraufhin zur Plasma-
membran und wird dort von DAG aktiviert. Ahnlich wie die PKA kann die PKC Zelltyp-
spezifische Effekte durch Ser/Thr-Phosphorylierung von diversen Zielproteinen auslésen.
Die Terminierung des Ca2+—SignaIs wird Uber die rasche Dephosphorylierung von IP3 zu
Inositol-4,5-bisphosphat (IP,) und durch aktive Ca2+—Transporter gewabhrleistet.

1.2.4 Desensibilisierung von GPCRs

Nach der Stimulation von GPCRs kommt es oftmals selbst bei kontinuierlicher
Anwesenheit des Agonisten zu einer schnellen Abschwachung des Signals. Dieses

Phdanomen ist eine Konsequenz verschiedener regulatorischer Mechanismen und wird

ER-Lumen

Abb. 1-2. Signaltransduktion G,-gekoppelter Rezeptoren. Nach Aktivierung des Rezeptors
durch einen extrazelluldren Liganden (L) (1) bindet das inaktive heterotrimere G-Protein an
den Rezeptor (2). Daraufhin kommt es in dessen a-Untereinheit (a) zu einem Austausch von
GDP zu GTP, wodurch diese aktiviert wird (3) und die Phospholipase C (PLC) stimuliert (4). PLC
katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) (5). IP; bindet an den IPs;-Rezeptor in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) (6), woraufhin dieser sich 6ffnet und ca”
ins Zytosol freisetzt (7). Aufgrund des Anstiegs der Ca’*-Konzentration wird die Protein-
kinase C (PKC) zur Plasmamembran rekrutiert (8), wo sie durch DAG aktiviert wird.
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Desensibilisierung genannt [70]. Hierdurch wird einer Uberstimulation durch akute oder
chronische Agonistenprdsenz vorgebeugt. Es werden zwei Arten der Desensibilisierung
unterschieden: Homologe Desensibilisierung betrifft direkt das stimulierte Signal. Von
heterologer Desensibilisierung spricht man hingegen, wenn ein Rezeptor stimuliert wird
und dadurch ein Prozess ausgelost wird, der dazu fiihrt, dass das Signal anderer

Rezeptoren abnimmt.

Desensibilisierungsmechanismen kdnnen sowohl auf Rezeptorebene geschehen als auch
nachgeschaltete zelluldre Prozesse, wie z.B. die G-Protein-Aktivitdt [71,72], beeinflussen.
Die Rezeptor-Desensibilisierung kann prinzipiell drei Ereignisse beinhalten: 1.) Die Ent-
kopplung vom G-Protein, 2.) die Internalisierung membranstandiger Rezeptoren durch
Endozytose und 3.) die Herunterregulation der zelluldren Rezeptormenge durch vermin-

derte Synthese und/oder vermehrte lysosomale Degradation (Down Regulation) [73].

Klassischerweise wird die Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein durch die
Phosphorylierung der dritten intrazelluldren Schleife und/oder der C-terminalen Doméne
[74,75] ausgeldst, was zur Bindung von Arrestin fihrt [76-78]. Die Rezeptor-
Phosphorylierung wird entweder durch Second Messenger-abhangige Kinasen wie z.B.
PKA oder PKC [79] oder durch die Familie der GPCR-Kinasen (GRKs) [80,81] (s. Abschnitt
1.2.4.1) vermittelt. Second Messenger-abhangige Kinasen werden durch den GPCR-
induzierten Anstieg der zytosolischen Second Messenger-Konzentration aktiviert und
erkennen und phosphorylieren in einem Rickkopplungsmechanismus spezifische
Konsensus-Sequenzen des Rezeptors. Dabei wird nicht nur der stimulierte Rezeptor selbst
phosphoryliert. Es kommt auch zur Phosphorylierung und heterologen Desensibilisierung

von nicht aktivierten Rezeptoren.

Bei einigen GPCRs wie Rhodopsin [82], dem C5a-Rezeptor [83] oder dem &-opioid-
Rezeptor [84] findet eine hierarchische Phosphorylierung statt. Zunachst wird eine
bestimmte Schlisselstelle, eine initiale Phosphorylierungsstelle, phosphoryliert und erst

danach kommt es zur Phosphorylierung weiterer Ser/Thr-Reste.

1.2.4.1 GPCR-Kinasen (GRKs)

GRKs sind aktivierbare Ser/Thr-Kinasen und spielen in der Regulation von GPCRs eine
wichtige Rolle, indem sie durch Rezeptor-Phosphorylierung die homologe Desensibi-
lisierung einleiten (Abb. 1-3). Die Aminosduresequenzen der intrazelluldren Domanen von
GPCRs sind sehr variabel. Daher basiert die Rezeptorbindung nicht auf der Erkennung von
speziellen Konsensus-Sequenzen im Rezeptor. Vielmehr wird von der Kinase ein akti-
vierter Rezeptor, der gleichzeitig Substrat und allosterischer Aktivator ist [41], spezifisch
erkannt und phosphoryliert. Die GRK-Familie besteht aus den Isoformen GRK1-7 [85-92],
wobei die Expression von GRK1 und GRK7 hauptsachlich auf retinale Zapfen und Stabchen
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beschrankt ist. Nahezu jede Sdugerzelle exprimiert verschiedene, nicht-visuelle GRK-
Isoformen. Die zellspezifische Isoform-Zusammensetzung - obwohl gréRtenteils noch
unbekannt - ist sehr wahrscheinlich eine wichtige Determinante der Spezifitat der GRK-
Funktion [93] und ist z.B. flir die Embryogenese von Bedeutung [94-96].

Aufgrund von Homologien der Sequenzen und Genstrukturen werden drei GRK-Unter-
familien unterschieden. Die GRK1-Unterfamilie besteht aus GRK1 und GRK7, die GRK2-
Unterfamilie aus GRK2 und GRK3 und die GRK4-Unterfamilie aus GRK4, GRK5 und GRK6
[97]. Alle GRKs bestehen aus einer N-terminalen Region, die spezifisch fir die jeweilige
GRK-Unterfamilie ist und die fir die GPCR-Bindung verantwortlichen Elemente enthalt
[98]. Diese wird von einer konservierten RGS-Homologie (RH)-Doméane und einer konser-
vierten katalytischen Domane gefolgt [80,99]. Der C-Terminus enthalt Isoform-spezifisch
unterschiedliche Elemente, die der Verankerung an der Plasmamembran dienen.

Der Mechanismus der GRK-Aktivierung durch einen aktiven Rezeptor ist nicht vollstandig
verstanden. Aufgrund der Kristallstruktur von GKR6 in einer Konformation, die der einer
aktiven Kinase dhnelt [100], wird jedoch angenommen, dass die intrazellulare Oberflache
des aktiven Rezeptors beziglich Struktur und Ladung komplementar zur aktiven GRK-
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Abb. 1-3. ,Klassische” Rezeptor Desensibilisierung. Der aktivierte Rezeptor wird von der
GPCR-Kinase (GRK) phosphoryliert (1). Durch eine hochaffine Bindung von Arrestin an den
aktivierten phosphorylierten Rezeptor (2) wird die G-Protein-Kopplung unterbunden (3). Uber
eine Interaktion des Arrestins an das Adapterprotein AP-2 kann eine Clathrin-vermittelte
Endozytose eingeleitet werden (4).
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Konformation ist und diese somit stabilisiert. Als Folge wird der Rezeptor, aber auch alle
Substrate, die sich in ndherer Umgebung befinden, durch die Kinase phosphoryliert,

sobald diese an einen Rezeptor gebunden hat [93].

Neben der Fahigkeit, aktive Rezeptoren zu phosphorylieren, um die Arrestin-Bindung zu
initileren, sind GRKs auch an phosphorylierungsunabhangigen Desensibilisierungs-
Mechanismen beteiligt [73]. GRK2 ist in der Lage, an aktiviertes Gag, Gai1, Goyg [101-104]
und Gas [105] zu binden und somit die IPs-Bildung zu inhibieren [81]. Die Interaktion wird
Uber die RH-Domdne von GRK vermittelt. An der GRK2-Gog-Interaktion sind unter
anderem die Aminosduren R106 und D110 des GRK2 eingebunden, welche zu Y261 des
Ga Wasserstoffbriicken ausbilden [106]. Ein Austausch dieser Aminosduren in GRK2
(GRK2-R106A bzw. GRK2-D110A) verhindert die Gag-Bindung [107], wodurch die

phosphorylierungsunabhangige Desensibilisierung inhibiert wird [108].

Im Zusammenhang mit der phosphorylierungsunabhdngigen Desensibilisierung sind zahl-
reiche weitere Interaktionspartner von GRKs bekannt [109,110]. Die Bindung von GRK2 an
GPy spielt z.B. in der raschen, nicht-enzymatischen Desensibilisierung von GIRK eine Rolle
[111]. Des Weiteren kann GRK2 an Clathrin binden. Diese Bindung wird Uber den
C-Terminus von GRK2 vermittelt [112] und spielt eine Rolle in der Arrestin-unabhangigen
Internalisierung von B-adrenergen Rezeptoren [113]. Ein weiterer GRK2-vermittelter
phosphorylierungsunabhangiger Desensibilisierungsmechanismus involviert die direkte
Interaktion mit dem Rezeptor, wodurch dieser sterisch blockiert wird. Beispiele hierfir
sind die GRK2-Bindung an den ETs Rezeptor [114] und den metabotropen Glutamat-
Rezeptor 1a [115,116].

1.2.4.2 Arrestine

Die Desensibilisierung von GPCRs wird oft tiber die Bindung von Arrestinen [117,118]
vermittelt, wobei deren Bindungsaffinitditen zum Rezeptor durch die Phosphorylierung
des Rezeptors erhoht werden [78,119]. Es sind die vier humanen Arrestine 1-4 bekannt,
wobei die Expression der Arrestine 1 [120,121] und 4 [122,123] hauptsachlich auf Zapfen
bzw. Stabchen in der Retina beschrankt ist, wo sie als visuelle Arrestine am Sehprozess
beteiligt sind. Die ubiquitdren, nicht-visuellen [124,125] Arrestine 2 und 3 werden auch
als B-Arrestine 1 und 2 bezeichnet, da sie urspringlich im Zusammenhang mit der

Desensibilisierung des B,-adrenergen Rezeptors identifiziert wurden [124,126].

Fiir die Bindung von Arrestin 1 an Rhodopsin wurde ein sequenzielles Modell postuliert,
welches von einem Aktivierungssensor und einem Phosphatsensor im Arrestin ausgeht
[127,128]. Der Aktivierungssensor ist in der Lage, durch ionische Interaktionen spezifisch
an Elemente des Rezeptors zu binden, die ihre Konformation im Zuge der Rezeptor-

aktivierung andern. Dadurch werden Wechselwirkungen zwischen einer N- und einer C-
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Domane gelockert. Des Weiteren ist zwischen den beiden Arrestin-Domanen ein Netz-
werk aus Wasserstoffbriicken (polar core) ausgebildet, welches als Phosphatsensor
fungiert und das Protein in einer inaktiven Konformation halt. Der Kontakt zu Phospho-
Clustern des mehrfach phosphorylierten Rezeptors bricht das polar core auf und die
aktive Konformation kann eingenommen werden. Ist ein Rezeptor im aktiven Zustand und
gleichzeitig phosphoryliert, binden beide Sensoren und es werden zusatzlich hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Arrestin ausgebildet, die eine hochaffine

Bindung ermoglichen.

Nicht ganz so eindeutig scheint der Fall fiir die nicht-visuellen Arrestine zu sein. So wurde
fir eine Reihe nicht-phosphorylierter GPCRs eine B-Arrestinbindung beschrieben [129-
134]. Verglichen mit den visuellen Arrestinen haben B-Arrestine allgemein eine weniger
stark ausgepragte Praferenz fir phosphorylierte aktive Rezeptoren gegeniiber
phosphorylierten inaktiven bzw. nicht-phosphorylierten aktiven Rezeptoren. Dennoch
wird ein dhnlicher Mechanismus der Bindung von B-Arrestinen an GPCRs vermutet [128].
Auch hier kann die Bindungsaffinitdt des Rezeptors zum Arrestin durch eine Rezeptor-
Phosphorylierung erhoht werden [78]. Im Gegensatz zu den visuellen Arrestinen sind die
B-Arrestine an der Regulation vieler hundert verschiedener GPCRs mit geringer
Sequenzhomologie der intrazelluldren Bereiche und mit unterschiedlichen
Phosphorylierungsmustern beteiligt [135]. Daraus ergeben sich unterschiedlich stark
ausgepragte Rezeptor-Arrestin-Affinitaten. Basierend auf ihrer Fahigkeit B-Arrestine zu
binden, werden zwei Klassen GPCRs unterschieden [136,137]. Klasse A-Rezeptoren wie
z.B. der B,-adrenerge Rezeptor oder der ETo-Rezeptor binden bevorzugt an B-Arrestin 2.
Diese Bindung ist jedoch transient. Der Rezeptor-Arrestin-Komplex dissoziiert nach der
Bildung von clathrin coated pits [138,139]. Klasse B-Rezeptoren wie der Angiotensin Il
Typ 1A-Rezeptor oder der Neurotensin 1-Rezeptor hingegen binden gleichermalien stabil
an beide B-Arrestine. Diese Bindung bleibt nach der Endozytose der Rezeptoren erhalten
[138,139].

Arrestine beeinflussen die Signaltransduktion von GPCRs auf vielfaltige Weise. Durch die
Bindung an den Rezeptor wird die Rezeptor-G-Protein-Kopplung sterisch inhibiert.
Zusatzlich zur Entkopplung des aktiven Rezeptors vom G-Protein initiieren Arrestine die
Degradation von Second Messenger-Molekiilen. So werden Phosphodiesterasen [140]
und Diacylglycerolkinasen [141] Arrestin-abhangig zum Rezeptor rekrutiert, wodurch die
Spaltung von cAMP bzw. der Abbau von DAG zu Phosphatidsdure katalysiert wird.
Weiterhin sind Arrestine an der Rezeptor-Internalisierung beteiligt, indem sie (iber das
Adapterprotein AP-2 an Clathrin binden [142] und so die Clathrin-vermittelte Endozytose

veranlassen [143].
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1.2.5 G-Protein-unabhadngige Signaltransduktion

B-Arrestine sind nicht nur als negative Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signal-
transduktion wirksam, sondern sind auch an einer G-Protein-unabhangigen Signaltrans-
duktion maRgeblich beteiligt [77,144]. Sie fungieren in diesem Zusammenhang als multi-
funktionelle Adapterproteine und rekrutieren eine Vielzahl von Signalmolekiilen zum
Rezeptor [145]. So wird z.B. die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade
aktiviert und die Kinasen ERK1 und ERK2 (extracellular signal regulated kinases) phospho-
ryliert. Im Gegensatz zur klassischen, G-Protein-vermittelten ERK-Aktivierung ist die durch
Arrestin induzierte ERK-Phosphorylierung verzogert und halt langer an [146]. Des
Weiteren sind B-Arrestine in der Lage, ihr Signal Gber Src [147], nuclear factor-kB und die
Phosphoinositid-3-Kinase zu vermitteln [148]. Die Uber B-Arrestine vermittelten alter-
nativen Signale unterscheiden sich funktionell und physiologisch von den klassischen

G-Protein-abhéangigen Signalen.

Ob fur die B-Arrestin-vermittelte Signaltransduktion eine andere Rezeptor-Konformation
als fur die B-Arrestin-vermittelte Desensibilisierung erforderlich ist, wurde bisher nicht
untersucht [148]. Es ist jedoch eine Rezeptor-Phosphorylierung an der Aktivierung
G-Protein-unabhangiger Signalwege beteiligt, wobei das Phosphorylierungsmuster eine
entscheidende Rolle zu spielen scheint. Wie bei einem Barcode kann die Komposition der
Phosphogruppen das Signal beeinflussen [21,149-151]. Wahrscheinlich nehmen
B-Arrestine aufgrund verschiedener Rezeptor-Phosphorylierungsmuster bestimmte aktive
Konformationen ein [152]. Erfolgt die Rezeptor-Phosphorylierung durch Kinasen mit
unterschiedlicher Substratspezifitat und gewebsspezifischer Expression, kann somit eine

Zelltyp-spezifische Antwort vermittelt werden [153].

1.2.6 Internalisierung von GPCRs

Die Endozytose von GPCRs nach der Stimulation mit einem Agonisten ist ein haufig
beobachtetes Phanomen. Urspriinglich wurde angenommen, dass es sich - neben der
bereits beschriebenen funktionellen Entkopplung vom G-Protein - um einen weiteren
Desensibilisierungsmechanismus handelt, da der Rezeptor ins Zellinnere gebracht wird
und somit physisch vom G-Protein entkoppelt ist [154]. Mittlerweile geht man jedoch
davon aus, dass die Rezeptor-Internalisierung vor allem der Resensibilisierung bereits
entkoppelter Rezeptoren dient [155,156]. Zusatzlich sind internalisierte Rezeptoren an
alternativen Signaltransduktionsmechanismen beteiligt [157,158].

Bei der Endozytose liber sogenannte Stachelsaumgriibchen (clathrin coated pits) lagern
sich an der Plasmamembran hexamere Clathrin-Einheiten an, die zu einem nach innen
gestlilpten polyedrischen Clathrinmantel zusammenwachsen [159]. Dadurch wird eine
Invagination der Plasmamembran herbeigefiuhrt. Clathrin wird dabei vom Adapter-
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komplex AP-2 mit der Membran verknlipft. AP-2 interagiert ebenfalls mit Membran-
proteinen, um diese fir die Endozytose in den Stachelsaumgriibchen anzureichern.
Dynamin, eine GTPase, fuhrt schlieBlich zur Ablésung des sich formenden Vesikels
(clathrin coated vesicle) [160,161]. Internalisierte Rezeptoren werden anschliefend
sortiert und gelangen entweder Uber Recycling-Endosomen zur Plasmamembran zuriick
oder werden zum Abbau in Lysosome befordert [162,163].

Fiir eine Vielzahl von Rezeptoren nehmen B-Arrestine eine Schlisselrolle bei der Clathrin-
vermittelten Internalisierung ein [164]. Als Adapterproteine binden sie an AP-2 und an
Clathrin [165,166] und interagieren mit Phosphoinositiden [167]. Somit werden
gebundene GPCRs zur Endozytosestelle rekrutiert (Abb. 1-3). Des Weiteren fungieren
B-Arrestine als Gerist fir Proteinkomplexe, die in die Rezeptor-Internalisierung einge-

bunden oder am Prozess der Sortierung der Rezeptoren beteiligt sind [143].

GPCRs kénnen neben der Clathrin-vermittelten Endozytose auch (ber weitere, weniger
gut charakterisierte Mechanismen internalisiert werden [168,169]. So kann die Endo-
zytose in Caveolae [170] initiiert werden [171]. Diesen sackformigen Einbuchtungen wird
neben der Fahigkeit zur Endozytose von Zelloberfldchenrezeptoren auch eine Rolle in der
Signaltransduktion zugeschrieben [172]. In Caveolae ist ebenfalls Dynamin lokalisiert,

welches unter GTP-Hydrolyse an der Abschniirung der Vesikel beteiligt ist [173—175].

Es existieren weitere sowohl Clathrin- als auch Caveolae-unabhingige GPCR-

Internalisierungsmechanismen (zusammengefasst in [176—-178]).

1.3 Endothelin-Rezeptoren

1.3.1 Das Endothelin-System

Das Peptidhormon Endothelin 1 (ET-1) besteht aus 21 Aminosduren und besitzt einen
hydrophoben C-terminus. Am N-terminus befinden sich zwei Cysteinbriicken. Die beiden
strukturell sehr dhnlichen Peptide ET-2 und ET-3 unterscheiden sich lediglich durch zwei
bzw. sechs Aminosdauren vom Hauptmitglied der Endothelin-Familie.

Im Menschen wird das Endothelin-Signal Gber die zwei Endothelin-Rezeptoren ET, und
ETg vermittelt, welche zur Superfamilie der GPCRs gehoéren. Der ETp-Rezeptor besteht aus
427 Aminosduren und bindet die Endothelin-Isoformen mit unterschiedlichen Affinitaten
in der Reihenfolge ET-1 > ET-2 >> ET-3 [179,180]. Der ETg-Rezeptor mit 442 Aminosauren
hingegen bindet ET-1, ET-2 und ET-3 mit anndhernd gleicher Affinitat [181]. Aufgrund der
hohen Affinitat der Endothelin-Rezeptoren fiir deren Agonisten bleiben diese nach der
Bindung fir lange Zeit mit dem Rezeptor assoziiert [114,182-185]. Obwohl die
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Endothelin-Rezeptoren hauptsachlich an Gg/11-gekoppelt sind [186,187], kann das Signal
Zelltyp-spezifisch auch Uber Gs [188,189], Gi/o [190-193], Gz [194] und G313 [195,196]
vermittelt werden, wobei eine Vielzahl unterschiedlicher Signalkaskaden involviert ist
[197]. Die beiden Endothelin-Rezeptoren l6sen oftmals gegensatzliche Zellantworten aus
[198,199].

Neben den verschiedenen Endothelin-Isoformen und deren Rezeptoren gehéren auch die
Endothelin-Konversionsenzyme (endothelin-converting enzymes, ECEs) zum Endothelin-
System. Diese membrangebundenen Metalloproteasen sind in die Endothelin-Synthese
eingebunden: ET-1 entsteht durch einen mehrstufigen proteolytischen Abbau des 212
Aminosauren umfassenden Preproendothelin-1 [200]. Als erstes wird eine kurze Signal-
sequenz entfernt, um Proendothelin-1 zu erhalten, welches weiter zu Big-ET-1, bestehend
aus 38 Aminosduren, prozessiert wird [201]. Big-ET-1 kann sowohl intra- als auch extra-

zelluldr von ECEs gespalten werden, wodurch das reife ET-1 entsteht.

1.3.2 Physiologische Relevanz des Endothelin-Systems

ET-1 wird von einer Vielzahl an unterschiedlichen Zellen gebildet. Dazu gehdren vaskulare
Endothelzellen, vaskuldre Glattmuskelzellen, Epithelzellen der Atemwege, Makrophagen,
Fibroblasten, kardiale Myozyten, Neuronen und Pankreas-Inselzellen [200]. Urspriinglich
wurde ET-1 auf der Suche nach einem vom Endothelium sekretierten kontraktilen Faktor
[202] aus dem Kulturliberstand von porcinen Endothelzellen der Aorta isoliert [203]. In
der Tat gilt ET-1 bis heute als der potenteste Vasokonstriktor. Es ist jedoch auch in
zahlreiche andere physiologische und pathophysiologische Zusammenhéange involviert
[204]. Im vaskuldren System hat ET-1 durch die Stimulation des ETa-Rezeptors der Glatt-
muskelzellen eine basale vasokonstriktive Funktion und tragt zur Entwicklung von
Bluthochdruck und Atherosklerose bei [205]. Die Stimulation des von Endothelzellen
exprimierten ETg-Rezeptors fuhrt hingegen zu einer Stickstoffmonoxid-Ausschiittung und
somit zur Relaxation der Glattmuskelzellen [206]. Im Herzen wirkt ET-1 positiv chronotrop
[207], positiv inotrop [208] sowie arrhythmogen [209] und ist am durch Herzversagen
verursachten Remodelling-Prozess beteiligt [210]. Ebenso wird das Myozyten-Wachstum
angeregt [211]. In der Lunge steuert das Endothelin-System den Gefalitonus der
Bronchien sowie die Proliferation der Blutgefalle und kann somit zur Entstehung einer
pulmonaren Hypertonie beitragen [212]. Unter physiologischen Bedingungen reguliert
ET-1 den renalen Natrium- und Wassertransport sowie den Blutfluss im Nierenmark [206].
Im Gehirn werden kardiorespiratorische Zentren sowie die Ausschiittung von Hormonen
reguliert [204]. Des Weiteren beeinflusst das Endothelinsystem das Immunsystem, den
Glukosehaushalt sowie diverse Vorgdnge in Leber, Muskel, Knochen, Haut, Prostata,

Fettgewebe und im Reproduktionstrakt [213].
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1.3.3 Desensibilisierung der Endothelin-Rezeptoren

Obwohl Endotheline lang anhaltende physiologische Antworten auslosen kénnen [214],
unterliegen deren Rezeptoren wahrend kontinuierlicher Stimulation einer homologen
Desensibilisierung [215]. Den Kinasen GRK2 [114,216,217] und GRK3 [215] wird eine
Beteiligung hieran zugeschrieben. Der zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch nicht
eindeutig geklart. In einer Studie von Freedman et al. [114] wurden ETa- und
ETg-Rezeptoren in HEK 293-Zellen nach Stimulation mit ET-1 durch GRK2 phosphoryliert.
Sowohl die ET-1-induzierte Phosphorylierung des ETa-Rezeptors als auch dessen Desensi-
bilisierung wurde durch eine Inhibition von GRK2 beeintrachtigt. Auch in arteriellen
Glattmuskelzellen konnte sowohl durch GRK2-Knockdown als auch durch die Expression
einer katalytisch inaktiven GRK2-Mutante die ETa-Desensibilisierung gehemmt werden
[217]. Die Regulation des ETa-Rezeptors konnte demzufolge liber einen phospho-
rylierungsabhangigen GRK2-vermittelten Mechanismus ablaufen. Tatsdchlich wurden im
ETA-Rezeptor massenspektrometrisch 15 Phosphorylierungsstellen nachgewiesen [218].
Unter diesen sind 13 Ser/Thr-Reste, welche in der dritten intrazelluldren Schleife und in

der C-terminalen Doméne des Rezeptors lokalisiert sind (Abb. 1-4).

Es ist allerdings nicht auszuschlieRen, dass weitere, phosphorylierungsunabhangige GRK-
vermittelte Mechanismen an der Regulation des ETa-Rezeptors beteiligt sind (siehe auch
Kapitel 1.2.4.1). So wurde in der oben erwdhnten Studie von Freedman et al. [114] das
Signal des ETa-Rezeptors durch die Expression der katalytisch inaktiven GRK2-K220R-
Mutante in dhnlicher Weise inhibiert wie durch die Expression der katalytisch aktiven
Wildtyp-Form. Die Autoren schlugen einen phosphorylierungsunabhangigen Desensibili-

sierungsmechanismus vor und wiesen eine Assoziation von GRK2 mit dem Rezeptor nach.

1.3.4 Internalisierung und Trafficking der Endothelin-Rezeptoren

Die beiden Endothelin-Rezeptoren ET, und ETg werden Agonisten-induziert internalisiert
[219,220]. Hierfiir existieren verschiedene Endozytosemechanismen. In CHO-Zellen wurde
fir beide Endothelin-Rezeptoren ein Mechanismus beschrieben, der von GRK, Arrestin,
Dynamin und Clathrin abhangig ist [221,222]. Fir den ETa- sowie fir den ETg-Rezeptor
wurde in HEK 293-Zellen ein B-Arrestin-abhangiger, jedoch Clathrin-unabhdngiger Inter-
nalisierungsmechanismus belegt [142]. Claing et al. [223] wiesen in HEK 293-Zellen eine
B-Arrestin-unabhangige aber Dynamin-vermittelte Internalisierung des ETg-Rezeptors
nach, wobei es sich vermutlich um eine Endozytose lber Caveolae handelte [224].
Tatsachlich sind beide Rezeptoren in Caveolae lokalisiert [225-228]. Okamoto et al. [229]
beschrieben fir den ETs-Rezeptor einen vom oxidativen Zustand des sich in der
Zellmembran befindlichen Cholesterins abhangigen Prozess: Bevorzugt wird in CHO-Zellen
eine Caveolae-vermittelte Endozytose; nach Oxidation des Cholesterins wird jedoch ein
zweiter, Arrestin-abhangiger Clathrin-vermittelter Endozytoseweg eingeschlagen.
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Nach der Internalisierung wird der ETg-Rezeptor zusammen mit dem gebundenen
Agonisten lysosomal abgebaut [221,222] und nimmt somit eine Rolle in der Beseitigung
von ET-1 aus dem Blut ein [230,231]. Der ETa-Rezeptor hingegen gelangt erneut an die
Zellmembran [221]. Das Recycling des ETa-Rezeptors ist von einem im C-Terminus
befindlichen internen Ligandanden fiir PDZ-Adapterproteine determiniert [232,233]. PDZ-
Proteine, welche nach drei ihrer Familienmitglieder (postsynaptic density protein,
Drosophila disc large tumor suppressor und_zonula occludens-1 protein) benannt sind,
konnen eine Vielzahl membranassoziierter Proteine und Signalmolekile in kurzlebigen
funktionellen Einheiten assemblieren und sind somit z.B. am Transport vieler GPCRs
beteiligt [234].

distal

Abb. 1-4. Posttranslationale Modifizierungen des ET,-Rezeptors. Gezeigt ist die Aminosdure-
sequenz des humanen ET,-Rezeptors. Die Plasmamembran ist als grauer Balken dargestellt. In
dieser Arbeit wurden Punktmutationen an bekannten Phosphorylierungsstellen des
ET,-Rezeptors eingefligt (schwarz gekennzeichnet). Palmitoylierungen sind durch Zickzack-
Linien reprasentiert. Posttranslationale Modifizierungen sind [218], Transmembrandomanen
dem NCBI-Eintrag P25101 entnommen. Cluster an Phosphorylierungsstellen treten in der
Sequenz nach den Palmitoylierungsstellen auf. Diese Sequenz (Aminosduren Y389 bis N427)
wird in dieser Arbeit als C-terminale Extremitdt (CTE) bezeichnet. Unterschieden werden
hierbei die Phosphorylierungsstellen in einem proximalen und einem distalen Cluster.



1.4 Zielsetzung der Arbeit

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) unterliegen fein abgestimmten Regulations-
mechanismen, um einer Uberstimulation der Zelle vorzubeugen. So nimmt auch das
Signal des ETa-Rezeptors bei kontinuierlichem oder wiederholtem Stimulus ab. Das
klassische Paradigma der GPCR-Desensibilisierung, welches vor allem fir den
B,-adrenergen Rezeptor beschrieben wurde, beinhaltet eine GPCR-Kinase
(GRK)-vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors in der dritten intrazelluldaren Schleife
und in der C-terminalen Domane. Daraufhin kommt es zur Bindung von B-Arrestinen. Wie
Studien aus den letzten beiden Dekaden gezeigt haben, kdnnen GRKs die Interaktion
zwischen Rezeptor und G-Protein allerdings auch phosphorylierungsunabhangig

unterbinden.

Die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors wird durch GRK2 vermittelt. Ob jedoch phospho-
rylierungsabhdngige oder -unabhdngige Mechanismen involviert sind oder ob beides
zutrifft, ist bisher ungeklart. Ebenso gibt es bisher keine Informationen Uber die Position
eventuell eingebundener Phosphorylierungsstellen und dariber, ob gegebenenfalls eine
hierarchische Phosphorylierung erfolgt. Massenspektrometrisch wurden bereits zahl-
reiche phosphorylierte Ser/Thr-Reste in der dritten intrazelluldren Schleife und im
C-Terminus des ETa-Rezeptors gefunden.

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit bestand in der Untersuchung der Desensibilisierung des
ETa-Rezeptors. Es sollte gepruft werden, ob hierbei ein phosphorylierungsabhangiger
Mechanismus vorliegt und falls ja, welche Phosphorylierungsstellen relevant sind. Dazu
wurden verschiedene Rezeptor-Mutanten mit deletierten Phosphorylierungsstellen
generiert und in der Zelllinie HEK 293 exprimiert. Die Second Messenger-Produktion der
phosphorylierungsdefizienten Rezeptoren wahrend kontinuierlichem ET-1-Stimulus
wurde als Indikator fir die Desensibilisierung verwendet. In Zellen, die den wildtypischen
oder einen phosphorylierungsdefizienten ETa-Rezeptor exprimieren, sollte der
Mechanismus der GRK2-vermittelten Desensibilisierung aufgeklart werden. Hierfir
wurden einerseits verschiedene GRK2-Mutanten Uberexprimiert und andererseits die
endogene GRK2-Expression mit Hilfe von siRNA herunterreguliert.

Ein weiteres Ziel bestand in der Analyse der Rezeptor-Phosphorylierung im Zusammen-
hang mit der Internalisierung des ETa-Rezeptors. Hierflr wurde die Agonisten-induzierte
Endozytose des wildtypischen und eines phosphorylierungsdefizienten Rezeptors im
Fluoreszenzmikroskop beobachtet.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerdte

Tab. 2-1. Ubersicht iiber die verwendeten Gerite.

Gerat

Bezeichnung/Modell

Hersteller

CCD-Kamera, Fluoreszenzmikroskopie

Dokumentationsanlage

Elektrophoresekammer,
Agarosegelelektrophorese

Elektrophoresekammer, SDS-PAGE

Fluoreszenzmikroskop

Gamma-Zahler

Inkubator, Bakterien
Inkubator, Zellkultur

Laser Scanning-Mikroskop
Mikrotiterplatten-Lesegerat
Proteintransfer-System
Real-Time-PCR System
Sequenzierautomat

Thermocycler

UV-Photometer

Zentrifuge

- CCD-1300B
- C9100

MultilmagewI Light Cabinet

OWL Seperation Systems

Mini-PROTEAN® 3 Cell

- Eclipse TE2000-U
- IX71

- Multi Crystal LB2111
- PC-RIA

BE 600

AutoFlow NU-4500E

LSM 780

Infinite® M1000

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
StepOnePIusTNI

ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer

-T3
- T-Gradient

NanoDrop ND2000

- Proteomelab™ SP
-5810R

- Biofuge 13

- Universal 30 RF

VDS Vosskiihler GmbH
Hamamatsu

Alpha Innotech Corporation

Thermo Scientific

Bio-Rad

Nikon
Olympus

Berthold Technologies
STRATEC Biomedical AG

Memmert

Nuaire

Zeiss

Tecan

Bio-Rad

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Biometra
Biometra

Peglab

Beckman Coulter
Eppendorf

Heraeus Instruments
Hettich

2.1.2 Chemikalien

ET-1 und Isoprenalin wurde von Sigma-Aldrich, HiLyte Fluor™ 488-markiertes ET-1 von

AnaSpec bezogen. Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden,

sofern nicht anders angegeben, von den Firmen Sigma-Aldrich, Roth, Merck, Promega,

Biozym, Biomol, PAA oder Biochrom AG bezogen und entsprachen der jeweils héchsten

verfliigbaren Reinheitsstufe.
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2.1.3 Puffer, Medien und Losungen

Tab. 2-2. Ubersicht liber die verwendeten Puffer, Medien und Lésungen.

Bezeichnung

Hersteller/Zusammensetzung

Antikorperlosung
BCA-CuSO4-Lésung
Bindepuffer A

Bindepuffer B

DMEM®

DMEM-Wachstumsmedium

dNTP-Mix

Ladepuffer,
Agarosegelelektrophorese

Lysepuffer

LB-Medium (Lennox)*
Magermilchpulver-Losung
PBS

Pfu-Puffer1

Ponceau-S Lésung

Probenpuffer, SDS-PAGE

Ringer-Losung
SDS-PAGE-Laufpuffer
TBE-Puffer

TE-Puffer

TBST

Transferpuffer

Trypsin/EDTA

TBST; 0,5 % (v/v) Magermilchpulver
Bicinchoninsaure; 2 % (v/v) CuSO,
10 mM Tris; 154 mM NaCl; pH 7,4

Hanks’ balanced salt solution mit 20 mM HEPES; 0,2 % (w/v) BSA und
0,1 % Glucose; pH 7,4

Gibco®
4,5 g/L Glukose; L-Glutamin; 25 mM HEPES; Phenolrot

DMEM; 10% (v/v) FCS (PAA); 100U/mL Penicillin; 100 pg/mL
Streptomycin

10 mM dATP; 10 mM dCTP; 10 mM dGTP; 10 mM dTTP

TE-Puffer; 50 % (v/v) Glycerol; 1 uM EDTA; 0,5 % (w/v) Xylencyanol

PBS; 0,2% (v/v) Triton® X-100; Proteinase-Inhibitor-Cocktail (Sigma-
Aldrich #P2714; Einsatz: 0,32-fach)

Carl Roth

TBST; 5 % (v/v) Magermilchpulver

PAA Laboratories

Fermentas

0,5 % (w/v) Ponceau-S; 1 % (v/v) Essigsdure

125mM  Tris; 4% (w/v) SDS; 20% (v/v) Glycerin; 1% (v/v)
B-Mercaptoethanol; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau; pH 7,0

147 mM NacCl, 4 mM KCl; 2,3 mM CaCl,

25 mM Tris; 200 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

90 mM Tris; 90 mM Borsaure; 20 mM EDTA; pH 8,0

10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 7,4

100 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl; 0,1 % (v/v) Tween 20; pH 7,5
50 mM Tris; 40 mM Glycin; 1,3 mM SDS; 20 % (v/v) Methanol

Biochrom
PBS; 0,05 % (w/v) Trypsin; 0,02% (w/v) EDTA

1N
Die Zusammensetzung kann den Herstellerangaben entnommen werden.
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2.1.4 Reagenziensatze

Tab. 2-3. Ubersicht liber die verwendeten Reagenziensitze.

Bezeichnung

Verwendung

Hersteller

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing-Kit
cAMP HiRange-Kit

DyeEx 2.0 Spin-Kit

IP-One Th-Kit

QIAGEN Plasmid Midi-Kit

QlAprep Spin Miniprep-Kit

QIAquick Gel Extraction-Kit

QlAquick PCR Purification-Kit

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis-Kit
RNeasy® Mini-Kit

TagMan® Gene Expression Master Mix

TOPO® TA Cloning Dual Promoter-Kit

Sanger-Sequenzierung
cAMP Messung
Sanger-Sequenzierung
IP; Messung
Plasmidisolierung
Plasmidisolierung
DNA Reinigung

DNA Reinigung

Zielgerichtete Mutagenese

RNA-Isolierung
Real-Time PCR

Klonierung

Applied Biosystems
Cisbio Bioassays
Qiagen

Cisbio Bioassays
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Agilent Technologies
Qiagen

Applied Biosystems

Invitrogen

2.1.5 Antikorper

Tab. 2-4. Ubersicht iiber die verwendeten Antikoérper.

Antikorper Antigen / Beschreibung Hersteller und
Katalognr.
GRK 2/3 synthetisches GST-Fusionsprotein gemaR Aminosduren Upstate #05-465

Maus, monklonal 767-688 der GRK3

ETA-Rezeptor
Kaninchen, polyklonal

anti-Maus IgG
Ziege, polyklonal

anti-Kaninchen IgG
Esel, polyklonal

GAPDH
Maus, monoklonal

des Ratten-ET,-Rezeptors

Kaninchenmuskel-GAPDH

synthetisches Peptid gemaR den Aminosauren 413-426

sekundar-Antikérper, HRP-konjugiert

sekundar-Antikérper, HRP-konjugiert

Alomone Labs #AER-
001

BD Biosciences
#554002

GE Healthcare
#NA934

Abcam #ab8245
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2.1.6 Enzyme

Tab. 2-5. Ubersicht liber die verwendeten Enzyme.

Enzym Verwendung Hersteller
HotStarTag DNA Polymerase Kolonie-Kontroll-PCR Qiagen

Pfu-Polymerase PCR Fermentas
Superscript®ll Reverse Transkriptase cDNA Synthese Invitrogen
Restriktionsendonukleasen Restriktion Fermentas
T4 DNA Ligase Ligation Fermentas

Tag-Polymerase

Anfligen eines 3‘-Adenosins

GE Healthcare

2.1.7 Plasmide

Tab. 2-6. Ubersicht iiber die in dieser Arbeit eingesetzten bzw. als Ausgangsplasmid fiir
Klonierungen verwendeten Konstrukte. Die im pBSK-Vektor befindlichen DNA-Sequenzen
wurden durch ATG:biosynthetics synthetisch hergestellt.

Konstrukt

Insert

Verwendung

pBSK-
partial_ETA-10PD

pBSK-
partial_ETA-4PD

pBSK-
partial_ETA-6PD

pBSK-
partial_ETA-6E

pBSK-
partial_ETA-8PD

pBSK-
partial_ETA-PD

pBSK-
partial_ETA-
PDZPD

pcDNA3-
B-Arrestin 2-YFP
pcDNA3-GRK2

PCMV-XL5-ETA
pLPCX

pmRuby-N1

C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(205 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 10 Punktmutationen (Ser/Thr = Ala).
C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(205 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 4 Punktmutationen (Ser/Thr - Ala).
C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(205 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 6 Punktmutationen (Ser/Thr = Ala).
C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(205 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 6 Punktmutationen (Ser/Thr = Glu).
C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(205 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 8 Punktmutationen (Ser/Thr = Ala).
C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(656 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 14 Punktmutationen (Ser/Thr 2 Ala).
C-terminaler Bereich des ET,-Rezeptors
(205 bp), gefolgt von einer Notl-Schnittstelle;
enthalt 6 Punktmutationen (Ser/Thr = Ala).
B-Arrestin 2-YFP

humane GRK2

humaner ET,-Rezeptor

mRuby  (Konstrukt entspricht
(Clontech) mit mRuby statt eCFP)

pECFP-N1

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-10PD

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-4PD

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-6PD

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-6E

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-8PD

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-14PD und pLPCX-ETA-
15PD

Ausganskonstrukt zur Klonierung von
pLPCX-ETA-PDZPD

B-Arrestin 2-Trans-
lokationsexperiment
IP-One Thb-Assay;
GRK2-D110A
D110A/K220R
Template fir PCR zur Klonierung von
pLPCX-ETA-WT

Leervektor fur Kontrollen; Zielvektor
fur Klonierung von pLPCX-ETA-WT
Zielvektor zur Klonierung von ETA-
WT-mRuby und ETA-14PD-mRuby

Klonierung von
und GRK2-
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2.1.8 Oligonukleotide

Nicht-markierte Oligonukleotide wurden von Microsynth und TagMan Sonden bei
TIB MOLBIOL bezogen. Eine Auflistung der verwendeten Oligonukleotide und Sonden
befindet sich im Anhang.

2.1.9 siRNA

Fir Knockdown-Experimente wurde validierte, unmodifizierte Silencer® siRNA von
Ambion bezogen. Es wurde GRK2-spezifische siRNA (siRNA ID: 147) und Kontroll-siRNA
(Silencer® Negative Control #1 siRNA) verwendet.

2.1.10 Bakterienstamme

Mit dem QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)
zielgerichtet mutierte Konstrukte wurden in den mitgelieferten Bakterienstamm XL-10
Gold transformiert. Fiir alle anderen molekularbiologischen Methoden wurde der E. coli-
Stamm DH5a verwendet (s. Tab. 2-7).

Tab. 2-7. Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp Referenz

DH5aMCR F~ endAl supE44 thi-1 A~ recAl gyrA96 relAl deoR A(lacZYA- [235]
argF)u169 $80dlacZAM15 mcrA A(mrr hsdRMS mcrBC)

XL10-Gold Tet'A (mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 Agilent
recAl gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB laclZAM15 Tn10 (Tet") Amy Technologies
Cam']

2.1.11 Zelllinien

Fiir Zellkulturexperimente wurde die adharent wachsende Zelllinie HEK 293 [236] aus

humaner embryonaler Niere verwendet.

2.2  Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Zur praparativen Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde die Polymerase-Ketten-
Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) unter Verwendung der Pfu-Polymerase

(Fermentas) eingesetzt. Ein typischer Reaktionsansatz und das PCR-Programm fiir die
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Standard-PCR ist Tab. 2-8 zu entnehmen. Eine optimale Hybridisierungstemperatur wurde

jeweils im Bereich zwischen 55 und 65 °C mit Hilfe eines Temperaturgradienten ermittelt.

Tab. 2-8. PCR mit der Pfu-Polymerase. A) Zusammensetzung eines typischen 25 plL
PCR-Reaktionsansatzes B) PCR-Standardprogramm

A B

Vol [uL] Substanz Schritt Temp. [°C] Zeit [min] Zyklen
16 - x ddH,0 init. Denaturierung 95 2 1

2,5 Pfu-Puffer Denaturierung 95 0,5

2,5 dNTP-Mix Hybridisierung 55 - 65 0,5 35
je1,0 Oligonukleotide (10uM) Elongation 72 2 pro kb

X Template-DNA (100 ng) finale Elongation 72 15 1

1,75 DMSO

0,25 Pfu-Polymerase

2.2.2 Kolonie-Kontroll-PCR

Fir die Analyse von Plasmid-DNA in Bakterienkolonien wurde die Kolonie-Kontroll-PCR
mit der HotStarTag-DNA-Polymerase (Qiagen) und vektorspezifischen Oligonukleotiden
durchgefihrt. Hierflir wurde ein Teil der Bakterienkolonie in den PCR-Reaktionsansatz,
der Tab. 2-9 zu entnehmen ist, tiberfihrt.

Tab. 2-9. Kolonie-Kontroll-PCR. A) Zusammensetzung des 20 puL PCR-Reaktionsansatzes
B) PCR-Programm

A B

Vol [uL] Substanz Schritt Temp. [°C] Zeit [min] Zyklen
14,5 H,0 init. Denaturierung 95 15 1

2 Tag-Puffer Denaturierung 94 1

1 MgCl, (25mM) Hybridisierung 55 - 65 1 35

0,4 dNTP-Mix Elongation 72 1 pro kb

jel Oligonukleotide (10 uM) finale Elongation 72 10 1

0,1 HotStarTaqg DNA Polymerase

2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Identifizierung und Reinigung von PCR-Produkten bzw. geschnittener DNA wurden die
DNA-Fragmente in Ladepuffer in einem 1 %igen (M/V) Agarosegel in TBE-Puffer elektro-
phoretisch aufgetrennt und durch den interkalierenden Farbstoff Gelstar’ Nucleic Acid Gel
Stain (Cambrex) nach Anregung mit UV-Licht sichtbar gemacht. Zur GroRenabschatzung
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wurde der 1 kb DNA Ladder von Fermentas verwendet. Die Dokumentation erfolgte im

Multilmage™ Light Cabinet (Alpha Innotec Corporation).

2.2.4 DNA-Reinigung

Die Reinigung von DNA wurde mit Kits von Qiagen entsprechend den Herstellerangaben
durchgefihrt. Dabei bindet die DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silicagel-
membran und kann mit einem basischen Puffer niedriger Salzkonzentration eluiert
werden. PCR-Produkte wurden zur Reinigung und zur Volumenreduktion vor einer
hydrolytischen Spaltung mit dem QIAquick® PCR Purification Kit behandelt. Enzymatisch
gespaltene DNA-Fragmente, die zur Ligation eingesetzt werden sollten, wurden nach
einer Agarosegelelektrophorese mit dem QIAquick@ Gel Extraction Kit aus dem Gel

extrahiert.

2.2.5 Restriktion

Hydrolytische Spaltung von DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen der Firma
Fermentas entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir eine praparative
Restriktion wurde der Reaktionsansatz mind. 1 h bei 37°C inkubiert; bei einer Kontroll-
spaltung von Plasmid-DNA 20 min.

2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten, welche zuvor mit Restriktionsenzymen geschnitten
wurden und daher entsprechende sticky ends enthielten, wurde mit der T4 DNA-Ligase
(Fermentas) gemalR Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Reaktionszeit betrug mind. 2 h
bei einer Temperatur von 16 °C.

Alternativ konnten nicht-geschnittene PCR-Produkte in den linearisierten pCR®II—TOPO®—
Vektor unter Verwendung des TOPO" TA Cloning Dual Promoter Kits entsprechend den
Herstellerangaben (Invitrogen) ligiert werden. Hierfiir wurde das PCR-Produkt zuvor mit
Tag-Polymerase (GE Healthcare) inkubiert (10 min, 72 °C), um einen 3‘-Adenosin-Uber-

hang zu generieren.

2.2.7 Zielgerichtete Mutagenese

Der Austausch einer oder mehrerer Basen eines Basentripletts erfolgte mit dem Quick
Change Lightning Kit (Agilent Technologies) nach Herstellerangaben oder alternativ mit
der Splicing-by-Overlap-Extension-PCR (SOEing-PCR). Diese Methode ist eine Kombination
dreier PCRs mit der Pfu-Polymerase. Man erhadlt nach der dritten PCR ein Amplifikat,
welches die Mutation beinhaltet. Die Amplifikation dieses Abschnittes erfolgt mit einem
forward- und einem reverse-Primer, welche mit Stellen auf der Template-DNA
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hybridisieren, die upstream bzw. downstream von dem zu mutierenden Codon liegen. Als
Template werden hierfir zwei PCR-Produkte eingesetzt, die zuvor mit dem oben
genannten forward-Primer und einem reverse mismatch-Primer (1. PCR) bzw. mit dem
oben genannten reverse-Primer und einem forward mismatch-Primer (2. PCR) generiert
wurden. Die beiden mismatch-Primer enthalten - flankiert von jeweils 15 bis 20 komple-

mentaren Basen - die einzufiigende Mutation und sind komplementar zueinander.

2.2.8 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli in FlUssigkeit erfolgte bei 37 °C in LB-Medium, welchem
Antibiotika fiir die Plasmid-Selektion (100 pg/mL Ampicillin bzw. 50 pg/mL Kanamycin)
zugefiigt wurden.

Die Langzeitlagerung der Bakterien erfolgte bei -80 °C. Zuvor wurden die Bakterien in
einem 1:1 (v/v) LB-Medium/Glycerin-Gemisch resuspendiert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

2.2.9 Herstellung chemisch kompetenter E. coli mit der CaCl,-Methode

Fir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli wurden 250 mL LB-Medium mit 5 mL
einer Glycerin-freien E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C bis zum Erreichen
einer ODsgp von 0,5 - 0,8 inkubiert. Nach zehnminitiger Zentrifugation bei 4 °C und
3.000 x g wurden die Bakterien auf Eis in 25 mL einer eiskalten 50 mM CaCl,-Lésung
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Sediment auf Eis in 10 mL 50 mM CaCl, resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde mit 1,5 mL einer 87 %-igen Glycerinlésung versetzt und zu je
200 pL in vorgeklhlte 1,5 mL ReaktionsgefdlRe gegeben. Diese wurden in fllissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.10 Transformation in chemisch kompetente E. coli

Zur Transformation der chemisch kompetenten Bakterien wurden diese auf Eis aufgetaut,
mit Plasmid-DNA bzw. dem Ligationsansatz versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschock fir 2 min bei 42 °C. Nach einer Inkubation fir 2 min auf Eis wurden
750 uL LB-Medium zugefiigt und die Bakterien eine Stunde bei 37 °C Uber Kopf
geschittelt. Die transformierten Bakterien wurden auf LB-Agar-Platten mit Antibiotika flr
die Plasmid-Selektion (100 pg/mL Ampicillin bzw. 50 ug/mL Kanamycin) ausgestrichen.
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2.2.11 Prdparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus E. coli mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits und des Plasmid
Midi Kits entsprechend den Herstellerangaben (Qiagen) gereinigt. Die Bestimmung der

DNA-Konzentration erfolgte photometrisch bei 260 nm.

2.2.12 Sequenzierung von DNA

Durch Sequenzierung nach Sanger [237] wurde die Basenabfolge der kodierenden
Bereiche samtlicher in dieser Arbeit generierten Plasmide verifiziert. Die Synthese des
komplementdren Einzelstrangs mit zufalligen Kettenabbriichen erfolgte mit dem BigDye®
Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben. Zur
Trennung von den im Reaktionsansatz verbliebenen fluoreszenzmarkierten dNTPs wurde
eine Gelfiltration mit Hilfe des DYE EX™ 2.0 Spin Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Nach Denaturierung bei 95 °C fiur 2 min wurden die Proben im Kapillar-
Sequenzierer ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) analysiert. Die Aus-
wertung erfolgte mit der Software Sechape®2.6 (Applied Biosystems).

2.2.13 Praparation von RNA aus HEK 293-Zellen

Um die Genexpression in HEK 293-Zellen zu analysieren, wurde zundchst die RNA mit
Hilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen nach Herstellerangaben isoliert. Zur Homoge-
nisierung der lysierten Zellen wurden diese vor der RNA-Prdparation in QIAshredder Spin
Columns 2 min bei 18.000 x g zentrifugiert.

2.2.14 Reverse Transkription

Die Synthese komplementadrer DNA (cDNA) aus RNA erfolgte mit der Reversen Transkrip-
tase SuperScript® Il (Invitrogen) nach Herstellerangaben. Dabei kamen hexamere Oligo-

nukleotide mit statistischer Basenverteilung (random primers) zum Einsatz.

2.2.15 Quantitative Real-Time-PCR

Die Analyse der Genexpression wurde mit Hilfe der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-
PCR) im StepOnePlus System (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben unter Ver-
wendung Sequenz-spezifischer TagMan® Sonden durchgefiihrt. Das Pipettierschema fiir
einen 20 uL Reaktionsansatz sowie das PCR-Programm ist in Tab. 2-10 aufgefiihrt. Als
endogene Kontrolle wurde die Expression des ribosomalen Proteins L32 analysiert. Die
Auswertung erfolgte nach der AAC;-Methode [238]. Die verwendeten Oligonukleotide

und Sonden sind im Anhang aufgefiihrt.
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Tab. 2-10. Quantitative Real-Time-PCR. A) Zusammensetzung des 20 uL-Reaktionsansatzes
B) PCR-Programm.

A B

Menge Substanz Schritt Temp (°C) Zeit Zyklenzahl
10 uL 2 x Mastermix UNG-Aktivierung 50 2 min 1

je 6 pmol Oligonukleotide init. Denaturierung 95 10 min 1

3 pmol TagMan® Sonde Denaturierung 95 15s

2ul cDNA Hybridisierungund 60 1 min 40

ad 20 pL H,0 Elongation

2.3  Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Lagerung von HEK 293-Zellen

HEK 293-Zellen wurden in DMEM-Wachstumsmedium im Warmeschrank bei 37 °C und
einem CO,-Gehalt von 5 % kultiviert. Die in Cellstar’ Tissue Culture Treated T-75-Flaschen
(Greiner Bio-One) wachsenden Zellen wurden beim Erreichen der Konfluenz subkultiviert.
Daftir wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen und mit 1 mL Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %
(w/v), Biochrom AG) fiir 5 min im Warmeschrank von der Wachstumsoberflache abgelost.
Nach der Inaktivierung des Trypsins durch Zugabe von 9 mL DMEM-Wachstumsmedium
wurden die Zellen in sterile Kulturgefdlle passagiert.

Fir die Langzeitlagerung wurden die Zellen 5 min bei 200 x g zentrifugiert und in DMEM-
Wachstumsmedium, welches mit 5 % DMSO versetzt wurde, resuspendiert. AnschlieRend
wurden die Zellen unter Zuhilfenahme des Mr. Frosty freezing containers (Nalgene)
langsam auf -80 °C abgekuhlt und nach 24 h in flissigen Stickstoff Gberfihrt.

2.3.2 Transfektion von HEK 293-Zellen

Die Liposomen-vermittelte Transfektion von HEK 293-Zellen mit Plasmid-DNA wurde mit
dem Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) durchgefiihrt. Die Menge an
Transfektionsreagenz pro pg Plasmid-DNA wurde zunachst im Western Blot exemplarisch
mit dem Konstrukt pLPCX-ETA-WT optimiert. Hierbei wurde die beste Transfektions-
effizienz mit 3 pL Lipofectamine™ 2000 pro pg DNA erzielt (Abb. 2-1), sodass diese Menge
in folgenden Experimenten zum Einsatz kam. HEK 293-Zellen, die in Ca**-Imaging-Experi-
menten zum Einsatz kamen, wurden am Vortag ausgesat und nach 24 h mit 1 ug DNA pro
35 mm Zellkulturschale transfiziert. Fir alle anderen Transfektionen wurde die Zell-
suspension nach der Trypsinbehandlung in DMEM-Wachstumsmedium verdiinnt und die
entsprechende Menge Zellen direkt zum DNA-Lipofektamin-Komplex gegeben, der nach
Herstellerangaben angesetzt wurde. Hierbei wurden 200 ng (Fluoreszenzmikroskopie und

Knockdown-Experimente) oder 400 ng (alle anderen Anwendungen) Rezeptor-kodierende
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Plasmid-DNA und 50 ng B-Arrestin 2-YFP-kodierende Plasmid-DNA pro cm? Wachstums-
oberflache verwendet.

Fir Knockdown-Experimente wurden die suspendierten HEK 293-Zellen 48 h vor Beginn
der Experimente mit validierter Silencer® siRNA von Ambion transfiziert.

2.3.3 Herstellung von Zelllysat aus HEK 293-Zellen

24 h nach der Transfektion wurde das Medium (iber den HEK 293-Zellen abgesaugt und
diese mit Lysepuffer fir 30 min bei 4 °C geschittelt. Nach Zentrifugation bei 21.000 x g
und 4 °C wurde der Uberstand bei -20 °C fiir maximal drei Tage gelagert.

2.3.4 Membranpraparation

In 6-Well-Platten wurden 2,85 x 10° HEK 293-Zellen transient mit Rezeptor-kodierender
Plasmid-DNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen, welches eine
Proteinase-Inhibitor-Mischung enthielt, und in 1,5 mL ReaktionsgefaBe liberfiihrt. Nach
einer zehnminiitigen Zentrifugation bei 800 x g wurde der Uberstand entfernt und die
Zellen durch Schockgefrieren in flissigem Stickstoff und Auftauen auf Eis lysiert. Nach
Zugabe von 1 mL 20 mM Tris (pH 7,5) mit einer Proteinase-Inhibitor-Mischung wurde
30-mal mit einem Dounce-Homogenisator homogenisiert. Nach dem Entfernen der
Zellkerne und nicht-lysierter Zellen durch eine zehnminitige Zentrifugation bei 800 x g

wurde der Uberstand 15 min bei 40.000 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 150 pL

— w— — — i GAPDH
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o o o -
~ o © o
1 1 1 ]

o
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o
|
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Abb. 2-1. Optimierung der Transfektion von HEK 293-Zellen. Die Zellen wurden transient mit
400 ng pLPCX-ET-WT-Plasmid-DNA pro cm’® Wachstumsoberfliche transfiziert. Hierfiir kamen
verschiedene Mengen an LipofectamineTM 2000 (Verhaltnis 1:1 bis 1:5 (ug DNA:uL Lipo-
fectamineTM 2000)) zum Einsatz. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und 7 pg Protein liber
eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Im Western Blot wurde die
Expression des ET,-Rezeptors und zur Ladekontrolle die GAPDH-Expression in Doppel-
bestimmung analysiert (oben). Die Auswertung des Verhiltnisses beider Proteine erfolgte
densitometrisch (unten).



2.4 Proteinbiochemische Methoden 32

Bindepuffer A mit einer Proteinase-Inhibitor-Mischung resuspendiert, aliquotiert und

bei -80 °C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bicinchoninsaure (BCA)-Test.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmung mit dem Bicinchoninsaure-Test

Die Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde photometrisch mit dem BCA-Test
gemessen. Zur Probe in einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden 200 pL BCA-CuSO,4-Lésung
pipettiert. Nach 30-minutiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die Messung bei 550 nm im
Mikrotiterplatten-Lesegerat Infinite®M1000 (Tecan). Zur Ermittlung der Protein-
konzentration wurde eine Kalibrierung aus verschieden konzentrierten BSA-Losungen

verwendet.

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vor der Auftrennung von Proteinproben wurden diese mit Probenpuffer versetzt und
10 min bei 95 °C denaturiert. Die elektrophoretische Trennung nach dem Molekular-
gewicht erfolgte in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel mit 5 %igem Sammelgel
und 12 %igem Trenngel bei einer Spannung von 50 V fiir 30 min und anschliefend 200 V
fir 1-2 h in SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)-Laufpuffer. Zur GroRRen-
abschitzung der Proteinbanden wurde der Precision Plus Protein™ All Blue-Standard (Bio-
Rad) verwendet.

2.4.3 Western Blot

Der Transfer der Proteinbanden aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrozellulose-
membran (0,45 um, Bio-Rad) erfolgte im Semi-Dry Blot-Verfahren zwischen in Transfer-
puffer getrankten Filterpapieren bei 15V fir 1 h in der Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell-Apparatur (Bio-Rad) und wurde im Anschluss mit Ponceau-S-Losung Uberprift.
Nachdem die Membran zum Blockieren der freien Bindestellen flir 60 min in Magermilch-
pulver-Losung geschwenkt wurde, erfolgte die Inkubation mit dem Primarantikorper
(1:1000 in Antikorperlosung) tiber Nacht bei 4 °C. Die Membran wurde dreimal fir 10 min
mit TBST gewaschen und fiir 1 h mit einem geeigneten HRP (horseradish peroxidase)-
gekoppelten Sekundarantikérper (1:2.000 in Antikorperlésung) bei RT inkubiert. Nach
6-maligem Waschen fir je 10 min wurde die Membran mit dem ChemiGlow West-
Chemilumineszenz-Substrat (Biozym) inkubiert. Die Detektion der Lumineszenz-Signale
erfolgte in der Dokumentationsanlage Multilmage™ Light Cabinet (Alpha Innotec

Corporation).
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2.5 Radiometrische Methoden

2.5.1 Quantitative Bindungsstudien

4 ug der Membranprdparation (Proteinmenge) wurde mit 10 — 1.000 pM 12ET-1 in
120 pL Bindepuffer A fir 4,5 h bei 37 C° inkubiert (totale Bindung). In Gegenwart von
100 nM ET-1 wurde zusatzlich die unspezifische Bindung bestimmt. Die Bindung wurde
jeweils durch Verdiinnung mit 10 mL Bindepuffer A beendet. Die Lésung wurde durch mit
0,1 % (v/w) BSA-getrankten 25 mm Glasfaser-Filter filtriert. Diese wurden anschlieRend
dreimal mit 10 mL Bindepuffer A gewaschen. Die 123_Aktivitat der Filter wurde mit einem
Gamma-Zahler ermittelt. Die spezifische Bindung ergab sich aus der Differenz zwischen
der totalen und der unspezifischen Bindung.

2.5.2 Ermittlung der Rezeptor-Zelloberflaichenexpression

Zum Vergleich der Zelloberflachenexpression verschiedener Rezeptoren auf HEK 293-

125ET-1 markiert. Die Zellen wurden mit

Zellen wurden diese mit dem Radioliganden
einer Dichte von 3 x 10> Zellen pro cm? Wachstumsoberfliche in 12-Well-Mikrotiter-
platten (8,4 x 10° Zellen pro Napfchen) ausgesat und transient mit der Rezeptor-Plasmid-
DNA transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit eiskaltem Bindepuffer B gewaschen
und mit 100 pM '*I-ET-1 in Bindepuffer B bei 10 °C fir 3 h inkubiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Zellen in PBS resuspendiert, auf einen 25 mm Glasfaser-
Filter (Millipore) tiberfiihrt und dreimal mit PBS gewaschen. Die '*’I-Aktivitat der Filter

wurde mit einem Gamma-Zahler ermittelt.

2.6 Untersuchung der Second Messenger-Produktion

2.6.1 Nachweis von cAMP

Die Konzentration des Second Messengers cAMP wurde in HEK 293-Zellen mit dem homo-
geneous time-resolved fluorescence (HTRF)-basierten cAMP HiRange Kit von Cisbio
Bioassays ermittelt. Beim HTRF, einem zeitlich aufgel6sten Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET), kommt ein Akzeptor mit langlebiger Fluoreszenz (hier ein Eu®"-
Kryptat) zum Einsatz. Durch eine Verzogerung der Fluoreszenz-Messung nach Anregung
des Donors (lag time), wird eine Elimination der kurzlebigen Hintergrund-Fluoreszenz
erzielt. Bei dem Versuch handelt es sich um einen kompetitiven Immunoassay. Im Kit ist
ein Eu3+—Kryptat—gekoppeIter anti-cAMP Antikorper und d2 (Donor-Farbstoff)-gekoppeltes
cAMP enthalten, welches mit zellgeneriertem cAMP um die Antikérperbindung
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konkurriert. Eine Abnahme des FRET-Signals entspricht also einer Zunahme der cAMP-

Konzentration.

Die Zellen wurden 24 h vor dem Assay in 96-Well half area-Mikrotiterplatten (Greiner Bio-
One #675083) mit Rezeptor-DNA transfiziert. Zum Nachweis der Gas-Aktivitdt wurde das
Medium abgenommen und die Zellen fiir 30 min bei Raumtemperatur mit 25 uL 100 nM
ET-1 stimuliert. Zum Nachweis der Go;-Aktivitat wurde durch gleichzeitige Gabe von
500 nM lIsoprenalin und 100 nM ET-1 stimuliert, sodass eine Abnahme des durch
Isoprenalin induzierten cAMP-Anstiegs einer Ga;-Stimulation durch ET-1 entsprach. Die
Stimulation erfolgte jeweils in PBS in Gegenwart des Phosphodiesterasehemmers IBMX
(1 mM), um den cAMP-Abbau zu inhibieren und dessen Konzentration kumulativ
bestimmen zu kénnen. Nach der Stimulation wurden die Zellen durch Zugabe von je
12,5 uL cAMP-d2 und anti-cAMP-Kryptat im Konjugat- und Lysepuffer lysiert. Nach einer
60-minitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Fluoreszenz im FRET-Kanal
(Anregung 317 nm; Emission 665 nm) und im Donor-Kanal (Anregung 317 nm; Emission
620 nm) mit jeweils 60 us lag time im Mikrotiterplatten-Lesegerat lnfinite@MlOOO (Tecan)
gemessen. Es wurde das Verhaltnis Fegs/Fs20 beider Fluoreszenzintensitaten ermittelt. Die
Auswertung erfolgte durch nichtlineare Regression der Fggs/Fs0-Ratio von cAMP-

Verdiinnungen.

2.6.2 Nachweis von Myoinositol-1-Phosphat (IP,)

Die Bestimmung der Myoinositol-1-Phosphat (IP1)-Konzentration erfolgte mit dem /P-One
Tb Kit von Cisbio Bioassays. Es handelt sich hierbei - wie beim cAMP HiRange Kit - um
einen HTRF basierten kompetitiven Immunoassay. d2-gekoppeltes IP; konkurriert mit
zellgeneriertem IP; um die Bindung an einen Tb*'-Kryptat-gekoppelten anti-IP; Anti-

korper.

HEK 293-Zellen wurden in einer Dichte von 10.000 — 75.000 Zellen pro Napfchen in 384-
Well-Mikrotiterplatten (Greiner Bio-One #781080) ausgesdt und mit Rezeptor-DNA
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde das Medium abgenommen und die Zellen
fur bis zu 2 h mit ET-1 stimuliert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 4,5 uL d2-gekop-
peltes IP; und 4,5 uL Terbium-Kryptat-markierter IP;-Antikorper zugegeben. Nach einer
60-minitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Fluoreszenz im FRET-Kanal
(Anregung 340 nm; Emission 665 nm) und im Donor-Kanal (Anregung 340 nm; Emission
620 nm) mit jeweils 60 us lag time im Mikrotiterplatten-Lesegerat lnfinite@MlOOO (Tecan)
gemessen. Es wurde das Verhaltnis Fegs/Fg20 beider Fluoreszenzintensitaten ermittelt. Die
Auswertung erfolgte durch nichtlineare Regression der Fggs/Fe0-Ratio von [IP;-

Verdiinnungen.
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2.7 Bildgebende Methoden

2.7.1 Ca**-Imaging

Veranderungen der intrazelluldaren Ca’*-Konzentration nach einem Zellstimulus wurden
mit dem Ca’*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 gemessen. Liegt der Farbstoff als
Acetoxymethyl (AM)-Ester vor, ist er zunachst unpolar und somit membranpermeabel.
Intrazelluldare Esterasen hydrolysieren den Farbstoff zu dem polaren Fura-2, welches in
der Zelle verbleibt. Das Fluorophor fungiert als Ca**-Chelator. Bei Bindung eines Ca**-lons
wird dessen Anregungswellenldnge verringert [239], sodass das Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitaten bei einer alternierenden Anregung mit Licht der Wellenlangen
von 340 und 380 nm Aufschluss tber die relative Ca**-Konzentration in der Zelle gibt.
Semikonfluente HEK 293-Zellen wurden in 35 mm-Glasboden-Schdlchen transient mit
Rezeptor-DNA transfiziert. Nach 24 h im Brutschrank (37°C, 5% CO,, 95% Luft-
feuchtigkeit) wurden die Zellen mit 3 uM Fura-2/AM (Invitrogen) beladen und fiir weitere
30 min im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit Ringer-Losung
gewaschen und Uberschichtet. Wahrend der Messung stromte Uber die im Fokus
befindlichen Zellen durch eine Kaniile permanent Ringer-Losung mit oder ohne ET-1 bzw.
ATP. Die Messung erfolgte an einem inversen Mikroskop (IX71, Olympus) mit einem
10x Objektiv (CPlanFL N, Olympus). Als Lichtquelle diente eine 150 Watt Xenon-Lampe
(MT20, Olympus). Durch ein Filtersystem wurde eine alternierende Anregungswellen-
lange von 340 nm und 380 nm gewahrleistet. Das Caz+—abhéngige Fluoreszenzsignal
wurde bei 510 nm mit Hilfe einer charge-coupled device (CCD)-Kamera (C9100,
Hamamatsu) aufgenommen und die Fsso/F3go-Ratio mit der Imaging Software cellR
(Olympus) als Video-Datei (100 Bilder/min) mit Falschfarbendarstellung gespeichert und
ausgewertet.

2.7.2 Weitfeld-Mikroskopie fluoreszenzmarkierter Rezeptoren

Fir die Weitfeld-Mikroskopie fluoreszenzmarkierter Proteine wurden 80.000 HEK 293-
Zellen in 8-Well Lab—TekTM—Kammerdeckglésern (Thermo Scientific) mit der
entsprechenden DNA transfiziert. Nach 24-stiindiger Inkubation in Phenolrot-freiem
DMEM-Wachstumsmedium wurden die Zellen am Eclipse TE 2000-U (Nikon) unter
Verwendung der in Tab. 2-11 aufgefiihrten Filtersets bei 37 °C mikroskopiert. Die
Datenaufnahme erfolgte mit der CCD-Kamera 1300 B (Vosskihler).
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Tab. 2-11. Kenndaten der zur Fluoreszenzmikroskopie eingesetzten Filtersets.

Filterset verwendet fiir Anregungsfilter  Strahlteiler Emissionsfilter
F41-007 (AHF Analysentechnik)  mRuby HQ 545/30 Q570 LP HQ 610/75
B-2E/C (Nikon) HilLyte Fluor 488 Ex 465-495 DM505 BA 515-555
F36-528 (AHF Analysentechnik)  YFP HC 500/24 HC BS 520 HC 542/27

2.7.3 Konfokale Laser Scanning-Mikroskopie

Zur Analyse der Rezeptor-Internalisierung wurde konfokale Laser Scanning-Mikroskopie

an transient transfizierten HEK 293-Zellen in Nunc Lab-Tek™

-Kammerdeckglasern mit
einem Zeiss LSM 780 und einem 63x Wasser-Immersionsobjektiv durchgefiihrt (Pinhole:
3,98 Airy-Units). Die Zellen wurden mit 100 nM HilLyte Fluor 488-markiertem ET-1 (ET-1-
HiLyte) bei 37 °Cund 5 % CO, inkubiert. Die Aufnahmen des HiLyte Fluor 488- und mRuby-
Signals erfolgten direkt nach der Zugabe des Liganden sowie 15, 30, 45 und 60 min spadter
bei einer Anregung mit der 488 nm-Linie eines Argon-Lasers bzw. mit einem DPSS-Laser
(561 nm). Die Emission wurde im Bereich von 493-551 bzw. 569-652 nm aufgenommen.
Es wurde ein 488/561 nm Strahlteiler verwendet. Die Signalverstarkung war bei allen

Messungen konstant.



3 Ergebnisse

Um den Einfluss der Rezeptor-Phosphorylierung auf die Regulation des ETa-Rezeptors zu
untersuchen, wurden diverse phosphorylierungsdefiziente Rezeptor-Mutanten generiert.
Anhand von Second Messenger-basierten Untersuchungsmethoden in HEK 293-Zellen
konnten zum einen Ser/Thr-Cluster in der C-terminalen Domane des ETa-Rezeptors
identifiziert werden, die in die Rezeptordesensibilisierung involviert sind und zum
anderen die Funktion der Kinase GRK2 in diesem Prozess analysiert werden. Ferner wurde
der Einfluss der Phosphorylierungsstellen auf die Rezeptor-Internalisierung anhand

konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht.

3.1 Klonierung der ETs-Rezeptor-Mutanten

Der DNA-Abschnitt des kommerziell erhéltlichen Plasmids pCMV-XL5-ETA (Origene),
welcher den ETa-Rezeptor kodiert, wurde mit den Oligonukleotiden Xhol_ETA_f und
ETA_Notl_r in einer PCR amplifiziert. Dabei wurden die Restriktionsschnittstellen Xhol
und Notl angefligt, Gber welche die Rezeptor-DNA in den pLPCX-Vektor (Clontech)
eingefligt wurde. Das so erhaltene Konstrukt pLPCX-ETA-WT wurde als Ausgangsvektor
fur alle weiteren Klonierungen von Rezeptoren herangezogen. Durch den Nachweis des
ETa-Rezeptors im Zelllysat von mit pLPCX-ETA-WT transfizierten HEK 293-Zellen anhand
eines Western Blot-Experimentes konnte die Identitat des auf dem Vektor kodierten
Proteins bestatigt werden (Abb. 3-1).
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Abb. 3-1. Western-Blot-Analyse zur Kontrolle der ET,-Rezeptor-Expression. HEK 293-Zellen
wurden transient mit pLPCX-ETA-WT transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen lysiert und 5 pg
Protein Uber eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Western Blot
erfolgte mit einem ET,-Rezeptor-spezifischen Antikoérper. Als Kontrolle wurde der pLPCX-
Leervektor transfiziert. Als Proteinstandard wurde Precision Plus Protein All Blue (Bio-Rad)
verwendet.
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Phosphorylierungsdefiziente Mutanten des ETa-Rezeptors (Abb. 3-2) wurden durch Punkt-
mutationen an Phosphorylierungsstellen hergestellt. Es wurde jeweils Tyr durch Phe und
Ser oder Thr durch Ala ersetzt. Die Klonierung erfolgte nach dem in Abb. 3-3 gezeigten
Schema durch das Einbringen synthetisch hergestellter DNA-Sequenzen mit den
entsprechenden Mutationen, sowie durch zielgerichtete Mutagenese. Der Austausch
gegen synthetische DNA-Abschnitte erfolgte Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI
bzw. EcoRl (beide innerhalb der wildtypischen Rezeptor-DNA) sowie liber Notl in der
multiple cloning site (MCS) des pLPCX-Vektors. Die phosphorylierungsdefizienten
Mehrfachmutanten des ETa-Rezeptors werden in dieser Arbeit mit ETa-xPD bezeichnet,

wobei x die Anzahl an Punktmutationen indiziert.

Zur Herstellung der mRuby-getaggten Rezeptor-Mutanten wurde die Rezeptor-DNA ohne
Stopcodon aus den entsprechenden pLPCX-ETA-Plasmiden amplifiziert und mit den
Restriktionsschnittstellen Xhol und Agel versehen. Die fir die PCR benutzten Oligo-
nukleotide sind dem Anhang zu entnehmen. Uber Xhol und Agel wurde das Amplifikat in
den Vektor pmRuby-N1 kloniert, welcher dem Vektor pECFP-N1 (Clontech) entspricht,
aber den roten Fluoreszenzfarbstoff mRuby [240] statt eCFP kodiert. Zwischen Rezeptor
und mRuby ergab sich die Linker-Sequenz Gly-Pro-Val-Ala-Thr.

3.2 Quantitative Bindungsstudien

Um einen eventuellen Einfluss der eingefligten Mutationen auf die Expression des
Rezeptors in HEK 293-Zellen zu untersuchen, wurde die Bindung von 122LET-1 an
Membranprdparationen transient transfizierter Zellen analysiert. Wie Tab.3-1 zu
entnehmen ist, wurde in der Membran von ET,-WT- und ETa-14PD-exprimierenden Zellen
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der spezifischen Bindungsstellen (Bmax)
festgestellt. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Expressionsstiarke der
Rezeptor-Mutanten mit weniger als 14 Mutationen entsprechend unverdndert war.
Ebenso war kein signifikanter Einfluss der Mutationen auf die Dissoziationskonstante Kqg

nachweisbar.

Tab. 3-1. Charakterisierung der Bindung von "Z1.ET-1 an ET,-WT und ET,-14PD. HEK 293-
Zellen wurden transient mit Rezeptor-DNA transfiziert. Die 125I-ET-l-Bindung an die
Membranpraparationen wurde analysiert, um die Anzahl der spezifischen Bindungsstellen
Bmax Und die Dissoziationskonstante Ky zu bestimmen. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM aus
sechs Experimenten. Fir Ky und B,.x ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Rezeptoren.

Ky [nM] Bmax [pmol/mg protein]
ETA-WT 0,28 £ 0,08 2,3+1,1
ET,-14PD 0,43 +0,11 2,0+1,16
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Abb. 3-2. In dieser Arbeit verwendete Mutanten des ET,-Rezeptors. Dargestellt sind die
Positionen 184, 289 und 295 sowie Teile der Aminosauresequenz der C-terminalen Domane
des wildtypischen ET,-Rezeptors (ET,-WT) und aller in dieser Arbeit verwendeten Einzel- und

Mehrfachmutanten

dieses

Rezeptors.

Bekannte

Phosphorylierungsstellen  und

Palmitoylierungsstellen im ET,-WT sind unterstrichen. Punktmutationen sind fett dargestellt.
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Abb. 3-3. Klonierungs-Strategie fiir die Gewinnung von ET,-Rezeptor-Mutanten. Ausgehend
von pLPCX-ETA-WT wurden Mutanten erzeugt, indem Abschnitte der Rezeptor-DNA durch im
pBSK-Vektor befindliche, synthetische DNA mit diversen Mutationen (gelb hinterlegt) ersetzt
wurden. Die Umklonierung erfolgte tiber EcoRI und Notl (griine Pfeile) bzw. Gber BamHI| und
Notl (blaue Pfeile). Weitere Mutanten des ET,-Rezeptors wurden durch zielgerichtete
Mutagenese generiert (rote Pfeile). Die hierflir verwendeten Oligonukleotide sind dem
Anhang zu entnehmen.
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3.3 Oberflachenexpression der ET5-Rezeptor-Mutanten

Zusatzlich zu den quantitativen Bindungsstudien an ausgewahlten Rezeptoren wurde die
Oberflachenexpression aller in dieser Arbeit verwendeten Rezeptoren miteinander
verglichen. Hierflir wurde die totale Bindung von 100 pM 122_ET-1 an intakte Zellen
gemessen. Wie in Abb. 3-4 dargestellt ist, war diese fiir alle Ansatze vergleichbar. Die
totale Bindung des Radioliganden an Kontrollzellen, die mit dem Leervektor transfiziert

wurden, war hingegen deutlich reduziert.
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Abb. 3-4. Oberflaichenexpression der verwendeten ET,-Rezeptor-Mutanten. HEK 293-Zellen
wurden transient mit Rezeptor-DNA transfiziert und nach 24 h mit 100 pM 1-ET-1 fiir 3 h bei
10°C inkubiert. Die totale Bindung des Radioliganden wurde im Gamma-Zahler gemessen und
auf die totale Bindung an ET,-WT normiert. Zur Kontrolle wurden HEK 293-Zellen mit dem
pLPCX-Leervektor transfiziert. Gezeigt ist der Mittelwert aus vier unabhangigen Experimenten
+SD. *, p < 0,1, One Way Anova mit Benferroni‘s Post Test gegenliber ET,-WT.

3.4 Ca**-Imaging

Durch die Aktivierung von IP3-Rezeptoren kommt es bei der Stimulation des Gog-PLC-
Signalwegs zu einem transienten Anstieg der intrazelluldaren Ca**-Konzentration
(Abb. 1-2). Das Caz"-SignaI in HEK 293-Zellen wurde nach einem ET-1-Stimulus mit dem
Farbstoff Fura-2 nachgewiesen, um die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors zu
analysieren. Es kamen ETa-WT- und ETa-14PD-exprimierende Zellen zum Einsatz. Als
Kontrolle wurden mit dem Leervektor transfizierte HEK 293-Zellen stimuliert. Hier wiesen
lediglich vereinzelte Zellen wahrend der Messung spontane bzw. mechanisch induzierte
Ca’*-Antworten auf.
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Eine ET-1-Applikation von 30 s fihrte bei beiden Ansatzen zu einem transienten Anstieg
der intrazellulidren Ca**-Konzentration, welche nach etwa 1 min wieder auf den Basalwert
zurilickging (Abb. 3-5 A). Nach einer 2,5-minitigen Waschzeit fihrte eine erneute ET-1-
Stimulation bei den meisten Zellen zu einer weniger starken Ca**-Antwort. Die Baseline-
korrigierte Amplitude des ETA-WT- und ETa-14PD-vermittelten Fluoreszenzsignals betrug
jetzt noch 46 + 57 und 45 + 89 % der ersten Ca**-Antwort (Abb. 3-5 B). Nach erneuter
Waschzeit und einem dritten ET-1-Stimulus betrug der Anstieg des Fluoreszenzsignals fiir
beide Ansitze noch 29 + 45 und 16 + 70 % des ersten Peaks. Ein ATP-induziertes Ca**-
Signal am Ende des Versuchs zeigte, dass die Zellen noch intakt waren und die Fahigkeit
zur Signaltransduktion nicht verloren hatten (Abb.3-5A). Die Amplituden der

Fluoreszenzsignale beider Ansatze unterschieden sich nicht signifikant voneinander.

Es wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, um die Desensibilisierung wahrend
kontinuierlicher Stimulation zu untersuchen. Wahrend einer flinfminitigen ET-1-
Stimulation wurde ein Ca®'-Signal beobachtet, das nach etwa 1 min wieder auf den
Basalwert zurlickging. Nach diesem lang anhaltenden Stimulus konnte fiir beide
Rezeptoren in den darauffolgenden 10 min bei erneuter ET-1-Applikation kein weiteres
Ca’*-Signal beobachtet werden (Abb. 3-5 C). Die Zellen reagierten jedoch noch auf eine
Stimulation mit ATP.

3.5 cAMP-Freisetzung

Uber die Freisetzung des Second Messengers cAMP wurde die Kopplung des
ETa-Rezeptors an Gos und Ga; in HEK 293-Zellen untersucht. Die Stimulation Gos-
gekoppelter Rezeptoren fiihrt tGber die Aktivierung der AC zu einem Anstieg der cAMP-
Konzentration, wahrend Gaj-gekoppelte Rezeptoren die AC hemmen. Die cAMP-
Freisetzung wurde mit Hilfe des cAMP HiRange Kits (Cisbio Bioassays) untersucht. Da in
HEK 293-Zellen B-adrenerge Rezeptoren endogen exprimiert werden [241,242], konnte
fir die Untersuchung der Ga;-Kopplung die cAMP-Produktion durch den B-adrenergen

Agonisten Isoprenalin stimuliert werden.

Zur Ermittlung der optimalen Zelldichte in 96-Well half area-Mikrotiterplatten wurden
zunachst 4.000 bis 250.000 HEK 293-Zellen ausgesat und nach 24 h mit 100 uM
Isoprenalin stimuliert (Abb. 3-6 A bis C). Bei 50.000 Zellen war die Differenz der Fees/Fe20-
Ratio zum Basalwert am gréBten. Anhand einer Isoprenalin-Konzentrations-
Wirkungskurve konnte gezeigt werden, dass mit 100 uM Isoprenalin die maximale
Stimulation erreicht wurde (Abb. 3-6 D).
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Abb. 3-5. Ca2+-Imaging-Experimente. Die Messung der ET,-WT- und der ET,-14PD-
vermittelten zytosolischen Ca”*-Konzentration erfolgte in transient transfizierten HEK 293-
Zellen mit dem Ca’*-sensitiven Farbstoff Fura-2. A) - B) Es wurde dreimal fiir 30 s mit 50 nM
ET-1 und zur Kontrolle einmal fur 10 s mit 100 pM ATP stimuliert. Gezeigt ist die F340/Fsg0-
Ratio von je einer Zelle pro Konstrukt (iber 10 min (A) sowie der Mittelwert + SD der Netto-
Amplitude (Baseline-korrigierter Wert) der einzelnen Ca”*-Peaks (B). Alle Netto-Amplituden
wurden auf den ersten Peak bezogen und sind in Prozent angegeben. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen mindestens 170 Zellen pro Konstrukt aus mindestens
zwei unabhangigen Experimenten festgestellt. C) Es wurde einmal fir 5 min mit 100 nM ET-1
und nach einer neunminitigen Pause einmal fir 30 s mit 50 nM ET-1 stimuliert. Zur Kontrolle
wurde fur 10s mit 100 uM ATP stimuliert. Gezeigt ist die F3s0/Fsg-Ratio von je einer
reprasentativen Zelle aus 128 Zellen pro Konstrukt iber 18 min.
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Die Gs- und Gi-Kopplung einiger Rezeptoren wurde mit 50.000 transient transfizierten HEK
293-Zellen durchgefiihrt. In ETAa-WT-exprimierenden HEK 293-Zellen konnte nach ET-1-
Stimulation keine cAMP-Produktion (iber dem Basalwert festgestellt werden (Abb. 3-7 A).
Ebenso wurden 15 verschiedene Rezeptor-Mutanten mit je einer Einzelmutation an den
Phosphorylierungsstellen sowie die Mutanten ETA-14PD und ETa-15PD untersucht. Bei
keinem Ansatz ergab sich ein ET-1-vermittelter Anstieg der cAMP-Konzentration. Zur
Analyse einer potentiellen Gi-Kopplung wurde mit 500 nM lIsoprenalin stimuliert (Abb.
3-7 B). Es wurde keine Inhibition der cAMP-Antwort durch die ETa-Konstrukte beobachtet.
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Abb. 3-6. Optimierung der cAMP-Bestimmung. A-C) Zur Optimierung der Zellzahl in 96-Well
half area-Mikrotiterplatten wurden 4.000 bis 250.000 nicht transfizierte HEK 293-Zellen pro
Napfchen ausgesat und nach 24 h fir 30 min mit 100 uM Isoprenalin stimuliert bzw. ohne
Stimulation inkubiert (basal). Die cAMP-Messung erfolgte mit dem cAMP HiRange Kit in
Dreifachbestimmung nach Herstellerangaben. A) Die FRET-Effizienz wurde als Fggs/Fso0-Ratio
im Mikrotiterplatten-Lesegerat bestimmt. B) Zur Ermittlung der cAMP-Konzentration aus der
Fess/Fsa0-Ratio wurde eine Standardkurve mit cAMP Verdinnungen erstellt. C) Gezeigt ist die
cAMP-Konzentration in Abhédngigkeit der Zelldichte. Diese liel sich mit Hilfe der Standard-
kurve aus der FRET-Effizienz ermitteln D) Durch Stimulation mit Isoprenalin wurde eine
Konzentrations-Wirkungskurve aufgenommen.
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Es ist daher auszuschlieBfen, dass der ETa-Rezeptor im untersuchten System an Gas oder
Ga; gekoppelt war und dass die Eliminierung einer oder mehrerer Phospho-

rylierungsstellen eine solche Kopplung induzierte.
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Abb. 3-7. Kopplung des ET,-Rezeptors an Ga, und Ga;. A) Zur Untersuchung der Gas,-
Kopplung wurden 50.000 HEK 293-Zellen mit ET,-Rezeptor-DNA transfiziert und nach 24 h fir
30 min mit 100 nM ET-1 stimuliert oder im Stimulations-Puffer inkubiert (basal). AnschlieRend
wurde die cAMP-Konzentration mit dem cAMP HiRange Kit bestimmt. Zur Kontrolle wurde
der Leervektor transfiziert. Die Messung wurde dreimal in unabhangigen Experimenten
durchgefiihrt. B) Die Analyse der Ga;-Kopplung erfolgte analog. Zur Aktivierung der Adenylyl-
zyklase wurde parallel mit 500 nM Isoprenalin stimuliert.
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3.6 Analyse der PLC-Aktivitat

Die Kopplung des ETa-Rezeptors an Gg wurde untersucht, indem die ET-1-induzierte
Akkumulation von IP; mit dem /IP-One Tb Kit (Cisbio Bioassays) bestimmt wurde. Dieses
Molekiil ist in Gegenwart von Li*-lonen stabil und spiegelt daher die PLC-Aktivitit wider.
Bevor die im Rahmen dieser Arbeit klonierten Rezeptoren in transient transfizierten HEK
293-Zellen analysiert wurden, mussten einige Parameter optimiert werden. Hierflr wurde

der wildtypische ETo-Rezeptor verwendet.

Zur Ermittlung der optimalen Zelldichte wurde die ET-1-stimulierte IP;-Akkumulation von
10.000 bis 75.000 Zellen in 384-Well-Mikrotiterplatten 24 h nach der Transfektion
gemessen und mit dem Basalwert verglichen (Abb. 3-8 A bis C). Das Verhiltnis der
IP1-Konzentrationen beider Ansdtze war bei 30.000 Zellen pro Napfchen mit 2,4 am
groBten. Diese Zelldichte wurde bei allen folgenden Versuchen verwendet, die 24 h nach
der Transfektion durchgefihrt wurden. In einem weiteren Versuch wurde die ET-1-
Konzentration ermittelt, die n6tig war, um die maximale IP;-Antwort (Enax) zu erreichen.
Hierfir wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve mit steigender ET-1-Konzentration
aufgenommen (Abb. 3-8 D). Eine Konzentration von 100 nM ET-1 wurde fir alle weiteren
IP;-Messungen ausgewahlt, da hiermit die maximale IP;-Antwort erzielt wurde.
SchlieBlich wurde gepriift, ob die Zellen iber einen Zeitraum von 2 h stimulierbar waren
(Abb. 3-8 D). Da die IP;-Konzentration wahrend der Stimulation in diesem Zeitrahmen
linear anstieg, wurden die Experimente mit einer Stimulationsdauer von bis zu 2 h

durchgeflhrt.

3.6.1 Einfluss der Rezeptor-Phosphorylierung auf die Desensibilisierung

Anhand der PLC-Aktivitat sollte die Desensibilisierung verschiedener Rezeptor-Mutanten
untersucht werden. Ist der Desensibilisierungsmechanismus beeintrachtigt, resultiert
hieraus eine erhohte IP;-Akkumulation. Um den Einfluss der Rezeptor-Phosphorylierung
auf die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors zu untersuchen, wurde zunachst die ET-1-
induzierte IP;-Akkumulation der Mutante ETa-15PD untersucht (Abb. 3-9 A). Bei diesem
Rezeptor wurden alle 15 bisher bekannten Phosphorylierungsstellen des ETs-Rezeptors
[218] gegen Phe bzw. Ala ausgetauscht. Unter kontinuierlicher ET-1-Stimulation ergab
sich nach Abzug der Basalaktivitdt eine dem Wildtyp-Rezeptor gegenliber um rund 70 %
erhohte Second Messenger-Produktion. Die Fahigkeit zur Desensibilisierung des
ETa-Rezeptors korrelierte also mit dem Vorhandensein von Phosphorylierungsstellen. Um
diese ausfindig zu machen, wurden Versuche mit weiteren Mutanten durchgefiihrt, bei

denen weniger Phosphorylierungsstellen gleichzeitig ausgetauscht waren.
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Abb. 3-8. Optimierung der IP;-Bestimmung. A-C) Zur Optimierung der Zelldichte wurden
10.000 bis 75.000 HEK 293-Zellen mit ET,-WT-Rezeptor-DNA in 384-Well-Mikrotiterplatten
transfiziert und nach 24 h fir 2 h mit 100 nM ET-1 stimuliert bzw. mit Stimulationspuffer
inkubiert (basal). Die IP,-Messung erfolgte mit dem /IP-One Tb Kit in Funffachbestimmung
nach Herstellerangaben. A) Die FRET-Effizienz wurde als Fggs/Fsa0-Ratio im Mikrotiterplatten-
Lesegerat bestimmt. B) Zur Ermittlung der IP;-Konzentration aus der Fggs/Fgy0-Ratio wurde
eine Standardkurve mit IP;-Verdinnungen erstellt. C) Gezeigt ist die IP;-Konzentration in
Abhangigkeit von der Zellzahl. Diese lieR sich mit Hilfe der Standardkurve aus der der Fggs/Fea0-
Ratio ermitteln D) Durch Stimulation von ET,-WT-exprimierenden Zellen mit ET-1 wurde eine
Konzentrations-Wirkungskurve aufgenommen. E) Gezeigt ist die IP;-Akkumulation von ET,-
WT-exprimierenden Zellen in Abhangigkeit der Stimulationszeit mit 100 nM ET-1.
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3.6.2 Identifizierung der in die Desensibilisierung des ET,-Rezeptors
involvierten Phosphorylierungsstellen

Am zytosolischen Ende der dritten Transmembranhelix befindet sich in allen GPCRs der
Rhodopsinfamilie das E/DRY-Motiv, welches an der Regulation der strukturellen Dynamik
des Rezeptors beteiligt ist. Bei der Mutante ETA-15PD wurde unter anderem Y184 im
ETa-Rezeptor, welches Teil dieses hochkonservierten Motivs ist, durch Phe ersetzt. Diese
Substitution kénnte einen massiven Eingriff in die Funktionalitat des Rezeptors darstellen.
Daher sollte zundchst Gberprift werden, ob auf die Mutation an Position 184 verzichtet
werden kann ohne den Phanotyp der Mutante ETA-15PD zu verlieren, und welche Folgen
eine isolierte Substitution von Y184 auf die Signaltransduktion hat. Hierfiir wurde die
ET-1-induzierte PLC-Aktivitdt der Mutante ET,-14PD mit intaktem E/DRY-Motiv
(Abb. 3-9 A) sowie die Mutante ETA-Y184F (Abb. 3-9 B) analysiert. ETo-14PD zeigte, wie die
Mutante ETa-15PD, eine gegenliber dem Wildtyp verringerte Fahigkeit zur Desensibili-
sierung. Es wurde die gleiche, erhdohte IP;-Akkumulation gemessen. Bei der Mutante ETx-
Y184F hingegen ergab sich ein signifikanter Einbruch der IP;-Akkumulation. Zur
Untersuchung, ob dieser Effekt durch eine fehlende Phosphorylierung an Position 184
zustande kam, wurde eine Substitution durch Asp (ETA-Y184D) und Glu (ETA-Y184E)
durchgeflhrt. Hierdurch kam es zu einer noch wirksameren Signalreduktion (Abb. 3-9 B).

Um die in die Desensibilisierung involvierten Phosphorylierungsstellen ausfindig zu
machen, wurde die PLC-Aktivitdt weiterer ETs-Rezeptor-Mutanten mit schrittweise
reduzierter Anzahl an Punktmutationen analysiert. Bei der Mutante ETA-12PD sind, im
Gegensatz zur Mutante ET,-14PD, die beiden in der ICL3 befindlichen Serinreste $S289 und
S$295 erhalten. ETA-12PD mit lediglich noch C-terminalen Substitutionen von Tyr-, Ser- und
Thr-Resten verhielt sich nach ET-1-Stimulation wie die bisher untersuchten phospho-
rylierungsdefizienten Mehrfachmutanten mit einer reduzierten Fahigkeit zur Desensibili-
sierung (Abb. 3-9 A). Auch konnten fiir die beiden Einzelmutanten ETA-S289A und
ETA-S295A sowie fur die Doppelmutante ETA-S289A/S295A mit Mutationen in der ICL3
keine dem Wildtyp-Rezeptor gegenlber veranderten Signale gemessen werden
(Abb. 3-9 C).

Bei der Mutante ETA-11PD sind alle elf bekannten C-terminalen Ser/Thr-Phospho-
rylierungsstellen gegen Ala ausgetauscht. Dieser Rezeptor zeigte ebenfalls eine erhéhte
IP;-Akkumulation (Abb. 3-9 A).

Die CTE des wildtypischen ETa-Rezeptors weist eine hohe Dichte an Phosphorylierungs-
stellen auf. Man kann hier zwei phosphorylierbare Ser/Thr-Cluster unterscheiden: in der
distalen Region 391 bis 404 wurden sechs Phospho-Ser/Thr identifiziert, wahrend in der
proximalen Region 417 bis 425 die Phosphorylierung von vier Ser/Thr nachgewiesen
wurde [218]. In der Mutante ETA-10PD wurden die zehn Phosphorylierungsstellen der CTE
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durch Alaninreste ersetzt. Diese Mutante des ETa-Rezeptors zeigte die bereits bei
ETA-15PD, ETA-14PD, ETA-12PD und ETA-11PD beobachtete, gestorte Regulation
(Abb. 3-9 A). Es kann also gefolgert werden, dass die in der CTE des ETa-Rezeptors
lokalisierten  Ser/Thr-Phosphorylierungsstellen  (CTE-Phosphorylierungsstellen) eine

wichtige Rolle in der Rezeptor-Desensibilisierung spielen.
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Abb. 3-9. Einfluss von Punktmutationen in der zweiten und dritten intrazelluldren Schleife
des ET,-Rezeptors auf die PLC-Aktivitdt. HEK 293-Zellen wurden mit Rezeptor-DNA
transfiziert und nach 24 h fir 2 h mit 100 nM ET-1 stimuliert oder mit Stimulationspuffer
inkubiert (basal). Die IP,-Konzentration im Zelllysat wurde mit dem IP-One Tb Kit ermittelt. Zur
Kontrolle wurde der Leervektor transfiziert. Die Versuche wurden dreimal mindestens in
Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Gezeigt sind die hieraus gemittelten Werte. *, p < 0,001,
One Way Anova mit Benferroni’s Post Test gegeniliber ET,-WT.
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In Bezug auf Lokalisierung und Funktion dieser CTE-Phosphorylierungsstellen ergaben sich

weitere Fragen:

1. Ist die Phosphorylierung einer bestimmten Aminosaure in der CTE essentiell fiir die
Desensibilisierung des ET,-Rezeptors?

Die Rezeptoraktivitdt von zehn Einzelmutanten mit den entsprechenden Ala-

Substitutionen wurde analysiert. Es ergab sich in keinem Fall eine Anderung der ET-1-

vermittelten IP;-Akkumulation (Abb. 3-10). Demzufolge muss die kombinierte

Substitution mehrerer Phosphorylierungsstellen zu einer gestorten Regulation der

Mutante ETA-10PD gefiihrt haben.

2. Wieviele CTE-Phosphorylierungsstellen sind essentiell fiir die Desensibilisierung des
ETa-Rezeptors?
In diesem Schritt wurde das Desensibilisierungsverhalten einer Serie von ETx-Rezeptor-
Mutanten untersucht. Ausgehend vom C-Terminus wurde die Anzahl an Mutationen in
der CTE schrittweise erhoht. Eine Analyse der IP;-Akkumulation zeigte, dass die Rezeptor-
aktivitdt der Mutanten ETa-2PD, ETA-3PD und ETa-4PD mit der des Wildtyps vergleichbar
war (Abb. 3-10). Das bedeutet, dass bis zu vier Phosphorylierungsstellen am distalen Ende
des C-Terminus ohne eine Beeintrachtigung der Desensibilisierung entfernt werden
konnten. Mit dem Entfernen der flinften Phosphorylierungsstelle (ETA-5PD) wurde jedoch

eine signifikante Reduktion der Rezeptordesensibilisierung induziert. Eine weitere
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Abb. 3-10. Aktivitat von ET,-Rezeptor-Mutanten mit Mutationen im C-Terminus. HEK 293-
Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit Rezeptor-DNA fiir 2 h mit und ohne 100 nM
ET-1 inkubiert. Die IP,-Konzentration im Zelllysat wurde mit dem IP-One Tb Kit gemessen. Der
Versuch wurde dreimal mindestens in Vierfachbestimmung durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Mittelwerte der IP;-Konzentrationen Uber dem Basalwert + SD. Der Basalwert war bei allen
untersuchten Rezeptoren vergleichbar und ist nicht dargestellt. *, p < 0,001, One Way Anova
mit Benferroni’s Post Test gegeniiber ET,-WT.
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Hemmung der Rezeptordesensibilisierung wurde bei der Mutante ETA-6PD erzielt, welche
sechs Ala-Substitutionen aufweist und deren Signal sich nicht von dem der Mutante ETx-
10PD unterschied. Ebenso war die IP;-Akkumulation der Mutanten ETa-7PD, ETA-8PD und

ETA-9PD auf dem gleichen, maximalen Niveau.

3. Spielt die Lokalisierung der Phosphorylierungsstellen innerhalb der CTE eine Rolle in
der Regulation des ETs-Rezeptors?
In den oben beschriebenen Versuchen erfolgte die Substitution der CTE-Phospho-
rylierungsstellen ausgehend vom C-Terminus. Die Phosphorylierung distaler Ser/Thr-Reste
scheint auf Grundlage dieser Daten nur in Kombination mit der Phosphorylierung
proximaler Ser/Thr-Reste fiir die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors von Bedeutung zu
sein. Ob dies tatsachlich der Fall ist, sollte in einem weiteren Versuch mit einer Mutante
geklart werden, deren proximale Phosphorylierungsstellen komplett entfernt wurden, die
aber sonst keine Mutationen aufweist (ETa-PDZPD). Erstaunlicherweise zeigte diese
Mutante eine dem Wildtyp entsprechende Desensibilisierung (Abb. 3-10). Die Rezeptor-
Phosphorylierung, die in die Desensibilisierung involviert ist, ist also nicht auf einen
Bereich innerhalb der CTE beschrankt, sondern kann in redundanter Weise im proximalen
(im Falle von ETa-4PD) oder im distalen (im Falle von ET,-PDZPD) Bereich der CTE

erfolgen.

4. Spielen die Aminosduren T403 und S404 eine besondere Rolle in der Regulation des
ETa-Rezeptors?
Wie oben dargestellt, kann die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors ohne Phospho-
rylierung der distalen Ser/Thr-Reste stattfinden (ETa-4PD). Sie wird aber durch das
zusatzliche Entfernen von T403 und S404 inhibiert (ETa-5PD, ETA-6PD). Um zu prifen, ob
die Anwesenheit von T403 und S404 hinreichend fir eine physiologische Rezeptor-
desensibilisierung ist, wurden - ausgehend von ETA-11PD - Mutanten generiert, bei denen
eine oder zwei dieser Stellen wieder eingefiigt wurden. Die beiden Mutanten ETA-11PD-
A404S und ETa-11PD-A403T/A404S verhielten sich wie die Mutante ETa-11PD
(Abb. 3-11 A). Die wildtypische Rezeptor-Regulation konnte also alleine durch das
Vorhandensein von T403 und S404 nicht wiederhergestellt werden. Des Weiteren sollte
die Frage beantwortet werden, ob T403 und S404 eine besondere Rolle in der Desensibili-
sierung von ET-4PD spielen oder ob das Entfernen jeglicher Ser/Thr-Reste im proximalen
Bereich zu einem Verlust der Desensibilisierung fihrt, wenn zuséatzlich die distalen Phos-
phorylierungsstellen fehlen. Dies wurde mit Mutanten untersucht, die ausgehend von
ETA-4PD zuséatzliche Punktmutationen im proximalen Bereich enthielten (Abb. 3-11 B). Die
Mutanten ETA-4PD-S391A, ETA-4PD-S393A, ETa-4PD-T396A, ETA-4PD-S397A, ETA-4PD-
T403A und ETa-5PD (jedoch nicht ETA-4PD (Abb. 3-10)) wiesen eine gestorte Regulation
auf, was sich in einer gegeniber dem Wildtyp signifikant erhohten IP;-Akkumulation

zeigte. Das maximale Signal von ETa-6PD wurde jedoch nicht erreicht. Es kann also
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festgehalten werden, dass 1.) die Signaltransduktion des ETa-Rezeptors bei alleinigem
Vorhandensein von T403 und S404 und bei Abwesenheit der anderen C-terminalen
Phosphorylierungsstellen nicht der wildtypischen Regulation unterliegt und dass 2.) bei
Abwesenheit der distalen Phosphorylierungsstellen jeder proximale Ser/Thr-Rest

essentiell fiir eine physiologische Rezeptor-Regulation ist.
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normiert auf ET,-6PD = SD

Abb. 3-11. Rolle von T403 und S404 in der Desensibilisierung des ET,-Rezeptors. Die PLC-
Aktivititen wurden entsprechend Abb.3-10 ermittelt. Proximale und distale Ala-
Substitutionen in der CTE des Rezeptors sind jeweils unterhalb der Positionsangabe fett
gekennzeichnet. A) Die alleinige Anwesenheit von T403 und S404 ist nicht hinreichend, um die
erhohte PLC-Aktivitdt der Mutante ET,-11PD zu kompensieren. Der Versuch wurde in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. *, p < 0,001, One Way Anova mit Benferroni’s Post Test
gegenliber ET,-11PD. B) Bei vollstandiger Substitution der distalen Phosphorylierungsstellen
ist flir eine dem Wildtyp entsprechende Rezeptor Regulation jede proximale Phospho-
rylierungsstelle notwendig. Der Versuch wurde zweimal mindestens in Dreifachbestimmung
durchgefuhrt. * und #, p<0,001, One Way Anova mit Benferroni’s Post Test gegeniber
ETA-WT (*) bzw. ETA-6PD(#).
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5. Ist die vollstindige Anwesenheit mindestens eines Clusters an CTE-Phospho-
rylierungsstellen essentiell fiir die physiologische ETA-Rezeptor-Regulation?

Wie oben gezeigt, hat der jeweils komplette Austausch eines Ser/Thr-Clusters keinen
messbaren Effekt, wenn das andere Ser/Thr-Cluster vollstéandig erhalten bleibt. Liegt eine
kombinierte Substitution von distalen und proximalen Phosphorylierungen vor (wie z.B.
bei der Mutante ETA-5PD), so hat dies jedoch einen Einfluss auf die Rezeptor-Desensibili-
sierung. In weiteren Versuchen sollten Hinweise gesammelt werden, ob die Regulation
generell bereits durch die kombinierte Substitution von Phosphorylierungsstellen beider
Ser/Thr-Cluster beeintrachtigt wird oder ob eher die Anzahl an Punktmutationen in der
CTE entscheident hierfir ist. Es wurden exemplarisch einige Mehrfachmutanten mit der
Punktmutation S404A im proximalen Ser/Thr-Cluster und ein bis drei zusatzlichen
Mutationen im distalen Ser/Thr-Cluster verwendet. Die IP;-Akkumulation dieser Rezeptor-
Mutanten war gegenliber der des wildtypischen Rezeptors erhéht (Abb. 3-12). Das Signal
zeigte allerdings bei keiner dieser Mutanten die maximale Auslenkung wie bei ETA-6PD.
Die Desensibilisierung war (ahnlich wie bei den Fiinffach-Mutanten aus Abb. 3-11 B)
jeweils weniger stark beeintrachtigt. Unabhangig von der Gesamtanzahl an in der CTE
verbliebenen Phosphorylierungsstellen scheint also die Unversehrtheit mindestens eines
der beiden Cluster eine Voraussetzung fiir eine physiologische Rezeptor-Regulation zu

sein.
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Abb. 3-12. Einfluss von wenigen Ala-Substitutionen auf das Signal des ET,-Rezeptors. Die
PLC-Aktivitaten wurden entsprechend Abb. 3-10 ermittelt. Proximale und distale Ala-
Substitutionen in der CTE des Rezeptors sind jeweils unterhalb der Positionsangabe fett
gekennzeichnet. Wenn eine Kombinatin aus proximalen und distalen Substitutionen vorliegt,
flihren selbst wenige Punktmutationen zu signifikant erhohter PLC-Aktivitdt. Der Versuch
wurde zweimal mindestens in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. * und #, p <0,001, One
Way Anova mit Benferroni’s Post Test gegenliber ET,-WT (*) bzw. ET,-6PD(#).
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3.6.3 Phosphomimetik

Um zu belegen, dass die Regulation von ETA-6PD aufgrund mangelnder Rezeptor-
Phosphorylierung und nicht durch das Fehlen der Ser/Thr-Reste an sich gestort war,
wurde die Mutante ETA-6E verwendet (Abb. 3-13). Diese enthalt sechs Glu-Substitutionen,
um einen phosphorylierten Rezeptor zu imitieren. Mit ETA-6E wurde im Vergleich zu
ETA-6PD eine geringere IP;-Akkumulation erreicht. Die Rezeptoraktivitdt war jedoch im

Vergleich zu der des Wildtyps erhoht.

3.6.4 Koexpression von ET,-Rezeptoren und GRK2

Es sollte der Einfluss von GRK2 auf die ETa-Rezeptor-vermittelte PLC-Aktivitat untersucht
werden. Hierdurch sollte gepriift werden, inwieweit eine Phosphorylierung der CTE durch
GRK2 an der Desensibilisierung des ETa-Rezeptors beteiligt ist. Die Kinase wurde hierfur
mit entweder ETA-WT oder ETA-6PD in HEK 293-Zellen koexprimiert und die ET-1-
induzierte IP;-Akkumulation gemessen. Fir diese Versuche kamen neben der wild-
typischen GRK2 (GRK2-WT) die beiden Mutanten GRK2-D110A und GRK2-D110A/K220R
zum Einsatz. Die Punktmutation D110A [81,107] in der RH-Domane von GRK2 inhibiert die
Bindung der Kinase an Gag [106]. Die Mutation K220R hingegen befindet sich im aktiven
Zentrum der Kinase und resultiert in einer katalytisch inaktiven GRK2-Mutante [243].
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Abb. 3-13. Imitierung einer Rezeptor-Phosphorylierung. HEK 293-Zellen wurden mit Plasmid-
DNA, welche fiir den wildtypischen ET,-Rezeptor oder fiir die Mutanten ET,-6PD und ET,-6E
kodierten, transfiziert. Kontrollzellen wurden mit dem Leervektor transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurde fur 2 h mit und ohne (basal) 100 nM ET-1 inkubiert. Die IP,-Konzentration
im Zelllysat wurde mit dem IP-One Tb Kit gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD aus
zwei unabhadngigen Versuchen, die je mindestens in Dreifachbestimmung durchgefiihrt
wurden. * und #, p < 0,001, One Way Anova mit Benferroni’s Post Test gegeniber ET,-WT (*)
bzw. ET,-6PD(#).
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Humane GRK2 im pcDNA3-Vektor wurde freundlicherweise von Prof. Martin Lohse
(Universitat Wirzburg) zur Verfligung gestellt. Ausgehend von diesem Konstrukt wurden
die GRK2-Mutanten durch zielgerichtete Mutagenese gewonnen. Zundchst wurde
GRK2-D110A und hieraus die Doppelmutante GRK2-D110A/K220R kloniert. Mittels
Western Blot konnte belegt werden, dass beide Mutationen keinen Einfluss auf die
Protein-Expressionsstarke von in HEK 293-Zellen heterolog exprimierter GRK2 haben

(Abb. 3-14 A).
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Abb. 3-14. Einfluss der Kinaseaktivitdt und der Go,-Bindung von GRK2 auf das Signal des
ETa-Rezeptors. A) Zur Kontrolle der Proteinexpression wurde humane GRK2 sowie die beiden
Mutanten GRK2-D110A und GRK2-D110A/K220R in HEK 293-Zellen zusammen mit dem
ET,-Rezeptor transient exprimiert und mit einem GRK2-spezifischen Antikorper im Zelllysat
(7 ug Gesamtprotein) nachgewiesen (oben). Die Auswertung der Western Blot-Experimente
erfolgte densitometrisch (unten). In drei voneinander unabhangigen Versuchen konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Proteinexpression der drei GRK2-Formen nach-
gewiesen werden (One Way Anova mit Benferroni’s Post Test). Kontrollzellen wurden lediglich
mit ET,-Rezeptor-kodierender Plasmid-DNA transfiziert. B) HEK 293-Zellen wurden transient
mit ETA\-WT bzw. ET,-6PD und GRK2-Konstrukten wie angegeben kotransfiziert. Es kamen 0
(Kontrollzellen) oder 5 ng GRK2-kodierender Plasmid DNA pro cm’® Wachstumsoberfliche zum
Einsatz. Die Zellen wurden 30 min mit O (basal) oder mit 100 nM ET-1 stimuliert. Die IP;-
Konzentration im Zelllysat wurde mit dem /P-One Tb Kit in Dreifachbestimmung gemessen.
Von jedem Datenpunkt wurde der Basalwert nicht stimulierter Kontrollzellen abgezogen, um
die PLC-Aktivitat Gber dem Basalwert (PLC,:) zu erhalten. Die Inhibition der PLC-Aktivitat in
Prozent wurde wie folgt ermittelt: 100 x (PLC,.; von Kontrollzellen — PLCpe)/(PLCpret VON
Kontrollzellen). Die Ergebnisse wurden mit den Werten von Kontrollzellen (= 0) verglichen. C)
Fiir die Kotransfektion kamen 0 (Kontrollzellen) oder 25 ng GRK2-kodierender Plasmid-DNA
pro cm’ Wachstumsoberfliche zum Einsatz. Der Versuch und die Auswertung erfolgten
ansonsten analog zu B). *, p < 0,001; ** p < 0,01, One Way Anova mit Benferroni’s Post Test
gegenliber Kontrollzellen.
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Die ETAo-WT- und die ET,-6PD-vermittelte IP;-Akkumulation wurde durch die Anwesenheit
von heterolog exprimierter wildtypischer GRK2 um 79,3 + 3,6 bzw. 34,0 + 2,8 % reduziert
(Abb. 3-14 B). GRK2-D110A inhibierte das Signal von ETo-WT um 43,7 + 3,3 %, hatte aber
keinen signifikanten Einfluss auf die ETA-6PD-vermittelte PLC-Aktivitat. Dies |dsst darauf
schlieBen, dass hier zwei voneinander unabhangige, GRK2-vermittelte Mechanismen
involviert sind, deren Effekte sich addieren. Einerseits tragt die Phosphorylierung des
ETa-Rezeptors zur Regulation bei (ca. 45 %). Aulerdem wird ein zusatzlicher phospho-
rylierungsunabhdngiger Mechanismus liber die Bindung der Kinase an Ga, realisiert (ca.
35 %). Konsequenterweise beeintrachtigte die Doppelmutante GRK2-D110A/K220R die

Signale beider Rezeptoren in diesem experimentellen Ansatz nicht.

Eine Erhohung der GRK2-Plasmidmenge um das Finffache gegeniber den oben
beschriebenen Experimenten fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen (Abb. 3-14 C). Die Hemm-
effekte waren jedoch in allen Ansdtzen starker ausgepragt: GRK2-WT reduzierte das
Signal von ETA-WT nahezu vollstandig (95,8 + 1,8 % Inhibition) und das Signal von ETA-6PD
um 64,5 + 2,4 %. GRK2-D110A inhibierte die IP;-Akkumulation von ETA-WT und ETA-6PD zu
68,7 £ 2,7 bzw. 23,1 + 6,1 %. Selbst GRK2-D110A/K220R reduzierte die ET5-WT-induzierte
PLC Aktivitat noch um 27,7 + 5,3 %. Die zusatzliche Signalreduktion kann nur teilweise
durch die vermehrte GRK2-Expression erklart werden. Insbesondere die Inhibition des
ETA-6PD-Signals durch GRK2-D110A und des ETA-WT-Signals durch GRK2-D110A/K220R
lasst auf einen weiteren (dritten) Desensibilisierungsmechanismus schliellen, der erst bei

einer groReren GRK2-Konzentration zum Tragen kommt.

Es konnte also die Existenz mindestens dreier voneinander unabhangiger GRK2-vermit-
telter Komponenten im Desensibilisierungsprozess des ETa-Rezeptors nachgewiesen
werden. Ein Mechanismus fuhrt Gber die Kinaseaktivitdit von GRK2 und ein weiterer
Mechanismus tber die Bindung von GRK2 an Gog zur Inhibition der PLC-Aktivitat. Der

Mechanismus der dritten Komponente ist unbekannt.

3.6.5 GRK2-Knockdown

Der Einfluss von GRK2 auf die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors in HEK 293-Zellen
sollte durch einen Knockdown der endogenen GRK2 weiter analysiert werden. Hierfir
wurde zundchst die siRNA-Behandlung optimiert. Es wurden 30 bis 150 nM GRK2-
spezifische siRNA eingesetzt und nach 48 h die relative Konzentration der GRK2-mRNA
mittels gRT-PCR ermittelt (Abb. 3-15 A). Bei einer siRNA-Konzentration von 75 nM war die
Reduktion der GRK2-mRNA am effektivsten. Die GRK2-mRNA konnte gegeniiber dem
Kontrollansatz mit unspezifischer siRNA (ctr-siRNA) um 73 + 2,5 % gesenkt werden. Auf
Proteinebene konnte endogen exprimierte GRK2/3 in HEK 293-Zellen auf 12 + 2,8 %
gesenkt werden (Abb. 3-15 B).



3.6 Analyse der PLC-Aktivitat 57

Um den Einfluss des GRK2-Knockdowns auf die phosphorylierungsabhangige Desensibili-
sierung des ETa-Rezeptors zu untersuchen, wurden ETA-WT und ETA-6PD exprimierende
Zellen mit GRK2-spezifischer siRNA behandelt und deren ET-1-induzierte IP;-Akku-
mulation analysiert (Abb. 3-15 C). Wie erwartet wurden beide Signale durch den GRK2-
Knockdown verstarkt. Die IP;-Konzentration im ETa-WT-Ansatz wurde von 635 + 129 nM
(ctr-siRNA) auf 961 + 189 nM (GRK2-siRNA) angehoben. Die IP1-Konzentration im Zelllysat
der mit ET5-6PD transfizierten Zellen erhohte sich durch den GRK2-Knockdown von 1.111
+ 175 nM auf 1.481 £ 212 nM. Dies entsprach einer Steigerung des durch ETA-WT und ET,-
6PD vermittelten Signals um 47 + 6 bzw. 31 + 4% (Abb. 3-15 C). Die Auswirkung des
Knockdowns auf beide Signale war signifikant unterschiedlich (p < 0,001, Student’s t-Test).
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Abb. 3-15. Einfluss eines GRK2-Knockdowns auf das Signal des ET,-Rezeptors. A) Fir die
Optimierung des Knockdowns wurden HEK 293-Zellen mit den angegebenen Konzentrationen
an GRK2-spezifischer siRNA transfiziert und 48 h inkubiert. Fir die Referenzprobe (100%)
wurden Kontrollzellen mit 100 nM Silencer® Negative Controle siRNA (ctr-siRNA) transfiziert.
Aus dem Zelllysat wurde die mRNA isoliert. Die Quantifizierung der GRK2-mRNA erfolgte nach
reverser Transkription durch qRT-PCR mit L32 als endogener Kontrolle in Doppelbestimmung.
Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten + SD. B) Die Effizienz des
Knockdowns wurde in einem Western Blot-Experiment ermittelt. HEK 293-Zellen wurden mit
ET,-WT-kodierender Plasmid-DNA und 75 nM GRK2-spezifischer siRNA transfiziert. Flr die
Referenzprobe (100 %) wurden Kontrollzellen mit Rezeptor-DNA und 75 nM ctr-siRNA
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und GRK2/3 mittels Western Blot im Zelllysat
(7 ug Gesamtprotein) nachgewiesen (oben). Fir die Ladekontrolle kam ein GAPDH-
spezifischer Antikérper zum Einsatz. Die Quantifizierung erfolgte densitometrisch (unten).
Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhdngigen Experimenten + SD. C) Im /P-One Th-Assay
wurde der Einfluss eines GRK2-Knockdowns auf die ET,-WT- und ET,-6PD-vermittelte ET-1-
induzierte PLC-Aktivitat untersucht. Hierfiir wurden 15.000 HEK 293-Zellen mit der Rezeptor-
DNA und 75 nM GRK2-spezifischer siRNA transfiziert. Kontrollzellen wurden mit Rezeptor-
DNA und 75 nM ctr-siRNA transfiziert. Nach 48 h wurde fur 30 min mit 0 (Basalwert) und
100 nm ET-1 inkubiert. Der Basalwert wurde jeweils abgezogen, um die IP;-Akkumulation
Uber der Basalaktivitat (IP1,e) zu erhalten. Die prozentuale Zunahme der PLC-Aktivitat durch
den GRK2-Knockdown wurde wie folgt berechnet: 100 x ((IP1,et/IP1,e: der Kontrollzellen)-1).
Gezeigt ist der Mittelwert + SD aus zwei Experimenten in je Dreifachbestimmung. *, p < 0,001,
Student’s t-Test.
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3.7 Fluoreszenzmikroskopie

Um den ETa-Rezeptor in der Fluoreszenzmikroskopie nachzuweisen, wurde dieser
C-terminal mit mRuby, einem rot fluoreszierenden Protein, fusioniert, welches von
egFP611 aus Entacmaea quadricolor hergeleitet wurde [240]. In HEK 293-Zellen
exprimiert, war der mRuby-gekoppelte ETa-Rezeptor an der Plasmamembran lokalisiert
(Abb. 3-16 A). Ein grofRer Teil der Fluoreszenz stammte jedoch von intrazelluldren
Vesikeln. Ob es sich hierbei um neu synthetisierte Rezeptoren handelte, wurde mit dem
Translationshemmer Cycloheximid untersucht. Eine Behandlung mit 20 ng/mL Cyclo-
heximid hatte keine Auswirkung auf die intrazelluldre Fluoreszenz (Abb. 3-16 B). Des
Weiteren wurden Membran-durchgangige Liganden des ETa-Rezeptors zugegeben, um
die Proteinfaltung zu unterstitzen. Eine Inkubation mit dem ETa-Rezeptor-spezifischen
Antagonisten BQ123 (1 uM) und dem dualen ETa/ETg-Antagonisten Bosentan (1 pg/mL)
zeigte jedoch ebenfalls keinen Effekt auf die intrazelluldre Fluoreszenz (Abb. 3-16 C-D).

Abb. 3-16. Lokalisation des ET,-Rezeptors in HEK 293-Zellen. Die Zellen wurden transient mit
ET,-WT-mRuby-kodierender Plasmid-DNA transfiziert. Gezeigt sind unbehandelte Zellen (A)
sowie mit 20 ng/mL Cycloheximid fir 3,5 h (B), mit 1 pM BQ123 fiir 3,5 h (C) und mit 1 pg/mL
Bosentan fir 24 h (D) behandelte Zellen. Die Bilder wurden mit einem Weitfeld-Mikroskop
aufgenommen. MalSstab: 10 um.



3.7 Fluoreszenzmikroskopie 59

3.7.1 B-Arrestin 2-Translokation

B-Arrestine sind in die Desensibilisierung von GPCRs involviert und werden dement-
sprechend von Liganden-gebundenen Rezeptoren zur Zellmembran rekrutiert [244]. Um
die ETa-Rezeptor-vermittelte Translokation von [-Arrestin 2 zu untersuchen, wurde
ETA-WT-mRuby mit B-Arrestin 2-YFP in HEK 293-Zellen transient koexprimiert. Es konnte
nach ET-1-Stimulation keine Translokation von p-Arrestin 2-YFP zur Zellmembran
beobachtet werden (Abb. 3-17).

B-Arrestin 2-YFP ET,-WT-mRuby

merge

0‘ET-1

5ET-1

Abb. 3-17. B-Arrestin 2-Translokations-Experiment. ET,-WT-mRuby und pB-Arrestin 2-YFP
wurden in HEK 293-Zellen transient koexprimiert. Die Lokalisation von B-Arrestin 2 wurde vor
(oben) und 5 min nach (unten) einer Stimulation mit 100 nM ET-1 bei 37 °C in einem Weitfeld-
Mikroskop beobachtet. In finf unabhadngigen Versuchen konnte keine Translokation von
B-Arrestin 2 zur Zellmembran gesehen werden.

3.7.2 Rezeptor-Internalisierung

Der Einfluss der Phosphorylierungsstellen des ETs-Rezeptors auf dessen Internalisierung
sollte untersucht werden. Der mRuby-markierte ETa-Rezeptor war in HEK 293-Zellen
jedoch nicht nur auf der Zelloberflache, sondern zu einem groRRen Teil auch in intra-
zelluldren Vesikeln lokalisiert (Abb. 3-16). Daher war ein mikroskopischer Nachweis der
Rezeptor-Internalisierung durch die Beobachtung des mRuby-Signals schwer zu
realisieren. Um eine Agonisten-induzierte Internalisierung des Rezeptors eindeutig
nachzuweisen, wurden die Zellen mit HilLyte Fluor 488-markiertem ET-1 (ET-1-HilLyte)
behandelt. Zuvor wurde im IP-One Tb-Assay die ET-1-Hilyte-induzierte PLC-Aktivitat
Uberpruft. ETa-WT-exprimierende HEK 293-Zellen konnten durch den fluoreszierenden
Agonisten ebenso stimuliert werden wie durch das nicht markierte Molekil (Abb. 3-18 A).
In Abb. 3-18 B ist zu erkennen, dass ET-1-HilLyte direkt nach Zugabe an die Zellmembran
von ETa-WT-exprimierenden HEK 293-Zellen gebunden hatte. Nicht transfizierte Zellen
hingegen zeigten keine detektierbare ET-1-HilLyte-Bindung.
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Abb. 3-18.Charakterisierung von HilLyte Fluor 488-markiertem ET-1. A) HEK 293-Zellen
wurden mit ET,-WT-kodierender Plasmid-DNA transient transfiziert und nach 24 h mit
Stimulationspuffer (basal) mit 100 nM ET-1 oder mit 100 nM fluoreszenzgekoppeltem ET-1
(ET-1-HiLyte) inkubiert. *, p < 0,001, One Way Anova mit Benferroni’s Post Test gegeniiber
ET-1. B) ET\-WT-mRuby exprimierende HEK 293-Zellen wurden mit ET-1-HilLyte inkubiert. Die
Bilder wurden unmittelbar nach Zugabe des Agonisten mit einem Weitfeld-Mikroskop
aufgenommen. MaRstab: 10 um.

Fir die Analyse der Rezeptor-Internalisierung im konfokalen Laser Scanning-Mikroskop
wurden ETa-WT-mRuby und ETa-14PD-mRuby-exprimierende HEK 293-Zellen bei 37 °C mit
ET-1-HiLyte inkubiert (Abb. 3-19). Eine Bindung des Liganden an die Zelloberflache wurde
direkt nach der Zugabe festgestellt. Nach 15 min waren in beiden Ansatzen intrazellulare
Vesikel im griinen Kanal zu sehen, die eine Internalisierung der Agonisten-gebundenen
Rezeptoren anzeigten. Die Anzahl der Vesikel stieg nach 30, 45 und 60 min jeweils weiter
an. Das Entfernen der 14 untersuchten Phosphorylierungsstellen (einschlieBlich aller
bisher identifizierten Ser/Thr-Phosphorylierungsstellen [218]) hatte keinen Einfluss auf
die Rezeptor-Internalisierung. Hieraus kann gefolgert werden, dass die Internalisierung
des ETa-Rezeptors nicht phosphorylierungsabhangig ist.
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Abb. 3-19. Internalisierung des wildtypischen und eines phosphorylierungsdefizienten
ETa-Rezeptors. ET\-WT-mRuby- (A) und ETa-14PD-mRuby- (B) exprimierende HEK 293-Zellen
wurden mit ET-1-HiLyte bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Internalisierung des
fluoreszierenden Liganden wurde nach 1, 15, 30, 45 und 60 min im konfokalen Laser
Scanning-Mikroskop beobachtet. Malistab: 10 um. C) Gezeigt ist die semiquantitative
Auswertung der Internali-sierung von ET,-WT-mRuby und ET,-14PD-mRuby mit der Software
Imagel). Nach Abzug der Hintergrundfluoreszenz wurde die Signalintensitat ET-1-HilLyte-
positiver intrazellularer Vesikel einer Zelle aufsummiert. Um etwaiges Photobleaching zu
beriicksichtigen, wurde dieser Wert jeweils auf die Gesamtfluoreszenz der Zelle normiert und
mit 100 multipliziert, um den prozentualen Anteil der in intrazellularen Vesikeln befindlichen
Fluoreszenzintensitat zu erhalten. Das mRuby-Signal diente lediglich zur Kontrolle und wurde
in die Auswertung nicht einbezogen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM aus mindestens 25
Zellen pro Konstrukt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen ET,-WT-mRuby
und ET,-14PD-mRuby festgestellt.



4 Diskussion

4.1 Experimentelle Grundlagen

4.1.1 Kontrolle der Rezeptor-Expression

Durch das Einfigen von Punktmutationen kann sich die Expressionsstarke transient
exprimierter GPCRs in HEK 293-Zellen &ndern [155]. Daher wurde in Kontroll-
experimenten zunachst die Expression mutierter Rezeptoren untersucht. Die quantitative
Analyse der Radioligandenbindung an Membranen von Rezeptor-exprimierenden HEK
293-Zellen zeigte, dass das Einbringen von bis zu 14 Punktmutationen keinen Einfluss auf
die Expression des Rezeptors hatte, die zwischen 2,0 + 1,2 und 2,3 + 1,1 pmol pro mg
Protein lag (Tab. 3-1). Die Kg-Werte fiir die Bindung des Liganden an die beiden
untersuchten Rezeptoren entsprachen mit Werten zwischen 0,3 und 0,4 nM den Werten
aus der Literatur fir eine Bindung an den wildtypischen ETa-Rezeptor mit 0,1 bis 0,4 nM
[179,180,232,245,246)].

Durch die quantitative Analyse der Bindungsstellen in Membranpraparationen wurde
gezeigt, dass die Gesamtexpression von ETA-WT und ETa-14PD in HEK 293-Zellen
vergleichbar ist. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass zwischen
verschiedenen Rezeptor-Mutanten kinetische Unterschiede in der Proteinfaltung
und/oder im Transport zur Plasmamembran bestehen. Trotz identischer Gesamt-
expression verschiedener Mutanten ist es daher moglich, dass deren Rezeptordichte auf
der Zelloberflache variiert. Da jedoch alleine diese Oberflachenrezeptoren einer ET-1-
Stimulation ausgesetzt sind und zum Signal beitragen, konnten Schlussfolgerungen aus
der Analyse der PLC-Aktivitdt verfdlscht sein, wenn die Dichte verschiedener Rezeptoren

auf der Plasmamembran nicht verglichen wird.

Um die relative Oberflaichenexpression der in dieser Arbeit verwendeten Rezeptoren zu
bestimmen wurde zusatzlich zu den quantitativen Bindungsstudien die totale Bindung
von 100 pM 1251_ET-1 an intakte Zellen gemessen. Bei quantitativen Bindungsstudien wird
die spezifische Bindung aus der totalen und der unspezifischen Bindung errechnet. Die
unspezifische Bindung ist jedoch per Definition nicht vom Rezeptor abhangig. Es kann also
die Annahme gemacht werden, dass diese fir Zellen, die unterschiedliche Rezeptoren
exprimieren, konstant ist. Somit konnte die Oberflaichenexpression der verschiedenen
Rezeptoren anhand der totalen Bindung des Radioliganden an intakte Zellen miteinander
verglichen werden. Die geringfligige Bindung des Radioliganden an Kontrollzellen, die mit
dem Leervektor transfiziert wurden, ergab sich, wie in Vorversuchen gezeigt werden

konnte, hauptsachlich aus unspezifischer Bindung. Bei der Bestimmung der relativen
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Bindung kam nur eine Radioliganden-Konzentration (100 pM) zum Einsatz. Dadurch war
es technisch moglich, die Oberflichenexpression aller in dieser Arbeit verwendeten

Konstrukte zu vergleichen. Diese war bei allen Rezeptoren gleich (Abb. 3-4).

4.1.2 Analyse der homologen Rezeptor-Desensibilisierung

Der Nachweis einer homologen Desensibilisierung kann bei einigen GPCRs erbracht
werden, indem nach einer Vorstimulation mit einem Agonisten die Antwort auf eine
zweite Stimulation desensibilisierungsbedingt geringer ausfallt [247]. Da ET-1 mit einer K4
im subnanomolaren Bereich (Tab. 3-1) eine aulRergewdhnlich hohe Affinitat fir den ETa-
Rezeptor besitzt, bleibt der Ligand noch lange nach der initialen Bindung mit dem
Rezeptor assoziiert [114]. Folglich kann beim ETa-Rezeptor nur schwer eine Agonisten-
induzierte Desensibilisierung gesehen werden, wenn das Second Messenger-Signal nach
einem zweiten Stimulus untersucht wird. In dieser Arbeit wurde die Desensibilisierung
des ETa-Rezeptors daher durch zwei alternative Herangehensweisen untersucht.
Einerseits wurde versucht, die Desensibilisierung direkt in Ca**-Imaging-Experimenten zu
analysieren und andererseits wurde die Second Messenger-Antwort wahrend
andauernder ET-1-Stimulation untersucht. Anhand der relativen Hohe des akkumulierten
Signals konnte beim zweiten Ansatz indirekt auf die Regulation verschiedener Rezeptor-

Mutanten riickgeschlossen werden.

4.1.2.1 Ca2+-lmaging-Experimente

Die ET-1-Stimulation von mit ET,-WT transfizierten HEK 293-Zellen fiihrte wie erwartet zu
einem transienten Anstieg der Ca?*-Konzentration (Abb. 3-5 A). Das rasche Abklingen der
ET-1-induzierten Ca**-Antwort nach ca. 1 min wurde bereits mehrfach z.B. in HEK 293-
Zellen [248,249] beschrieben. Nach dem Waschen und einer erneuten ET-1-Applikation
erfolgte jeweils eine geringere Ca**-Antwort als die vorige (Abb. 3-5 A). Dieses Verhalten
kann durch eine Desensibilisierung des ETa-Rezeptors erklart werden und wurde bereits
in Glattmuskelzellen beobachtet [217]. Auch das ganzliche Ausbleiben einer ET-1-
induzierten Ca*-Antwort nach einer kontinuierlichen, funfminitigen ET-1-Stimulation

(Abb. 3-5 B) kann mit einer Desensibilisierung des ETa-Rezeptors erklart werden.

Die Regulation des Ca®'-Signals phosphorylierungsdefizienter ETa-Rezeptoren wurde
bisher noch nicht untersucht. In dieser Arbeit wurden bei wiederholtem und bei
andauerndem Stimulus keine Unterschiede in der Peak-Amplitude oder im
Desensibilisierungsverhalten zwischen der Mutante ET,-14PD und dem Wildtyp
festgestellt. Wie weiter unten diskutiert, bedeutet dies jedoch nicht, dass die Rezeptor-
Phosphorylierung keinen Einfluss auf die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors hat.

Aufgrund methodischer und mechanistischer Unsicherheiten wurde der Einfluss der
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Rezeptor-Phosphorylierung auf die Desensibilisierung zusatzlich durch die Analyse der

Second Messenger-Produktion analysiert.

4.1.2.2 Second Messenger-basierte Analyse der Signaltransduktion

Fiir Endothelin-Rezeptoren wurde Zelltyp-spezifisch eine Kopplung an unterschiedliche
G-Proteine nachgewiesen. Endotheline kénnen lber G, die PLC aktivieren [186,187], und
Uber G [188,189] oder G; [190,192,193] einen stimulierenden oder inhibitorischen Effekt
auf die AC ausliben. Zunachst sollte geklart werden, welche G-Proteine in HEK 293-Zellen

durch eine Stimulation des ETa-Rezeptors aktivierbar sind.

Um die Gs-Kopplung des ETa-Rezeptors zu analysieren, wurde die ET-1-induzierte cAMP-
Akkumulation gemessen. Es stellte sich heraus, dass der wildtypische ETa-Rezeptor im
verwendeten System nicht an Gs gekoppelt war und eine solche Kopplung auch nicht
durch das Entfernen von Phosphorylierungsstellen herbeigefiihrt wurde. Ebenso wurde
die Inhibition der Isoprenalin-induzierten cAMP-Produktion untersucht und mit keinem

verwendeten Rezeptor eine Kopplung an G; festgestellt.

Weiterhin wurde die PLC-Aktivitat analysiert, um eine G4-Kopplung zu untersuchen. Da IP;
eine geringe Halbwertszeit (< 30 s) besitzt und durch Phosphatasen in der Zelle Gber 1P
rasch zu Myo-Inositol hydrolysiert wird, ist die direkte IPs-Bestimmung schwer zu
realisieren [250]. Daher wurde die Produktion dieses Second Messengers indirekt durch
die Bestimmung der IP;-Konzentration mit dem IP-One Tb Kit [251] analysiert. IPq ist in
Gegenwart von Li*-lonen, welche die Myoinositol-1-Phosphatase hemmen [252], stabil
und kann mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen Kits von cisbio Bioassays quantifiziert
werden. Durch die Analyse von IP; konnte eine Kopplung an G4 nachgewiesen werden.
Die Stimulation ETA-Rezeptor-exprimierender HEK 293-Zellen fiihrte (iber einen Zeitraum
von mindestens 2 h zu einem linearen Anstieg der IP;-Akkumulation (Abb. 3-8). Dieser
Assay konnte also fiir die Untersuchung der ETa-Rezeptor-Desensibilisierung wahrend
kontinuierlicher Agonisten-Stimulation herangezogen werden. Eine verminderte

Desensibilisierung sollte sich hierbei in einer Erhéhung des Signals ausdriicken.

4.2 Die Rolle der Phosphorylierung in der Desensibilisierung
des ETA-Rezeptors

Die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors wird durch die Kinase GRK2 vermittelt [114,217].
Ob jedoch phosphorylierungsabhangige oder -unabhangige Mechanismen involviert sind
oder ob beides zutrifft, ist bisher ungeklart [253]. Durch eine Inhibition der GRK2 wird die
Phosphorylierung des ETa-Rezeptors zusammen mit dessen Desensibilisierung gehemmt
[114]. Das Modell eines phosphorylierungsabhdngigen Desensibilisierungsmechanismus
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scheint allerdings nicht auszureichen, um die ETa-Rezeptor-Regulation vollstandig zu
beschreiben denn die katalytisch inaktive Mutante GRK2-K220R inhibierte die ET-1-
induzierte PLC-Aktivitdt in ETa-Rezeptor-exprimierenden HEK 293-Zellen in &hnlicher
Weise wie die katalytisch aktive Wildtyp-Form [114].

4.2.1 Hinweise aus der Second Messenger- und Ca**-Freisetzung

Durch die erhohte IP;-Akkumulation ET-1-stimulierter, phosphorylierungsdefizienter
ETA-Rezeptor-Mutanten konnte in dieser Arbeit die Existenz einer phosphorylierungs-
abhangigen ETa-Rezeptor-Desensibilisierung gezeigt werden. (Abb. 3-9). Im Gegensatz
dazu konnten bei Ca**-Imaging-Experimenten keine Unterschiede in der Reduktion der
ETA-WT- und ETa-14PD-vermittelten Signale festgestellt werden (Abb. 3-5). Zum einen
konnten Griinde methodischer Art hierfiir verantwortlich gewesen sein, da es sich um
Einzelzell-Analysen handelte und die Zellantworten auf den ET-1-Stimulus mit einer
Heterogenitat behaftet waren. Durch die Betrachtung vieler Einzelzellen und der
Mittelung der Signale wurde zwar versucht, dies zu kompensieren, jedoch reichte die
Sensitivitdt dieser Methode nicht an die der IP;-Bestimmung heran, bei der die PLC-
Aktivitat einer ganzen Zellpopulation gemessen wurde. Daher ist es moglich, dass geringe
Anderungen im Desensibilisierungsverhalten durch die Analyse der Ca®*-Konzentration
nicht abgebildet werden konnten. Die phosphorylierungsabhangige Desensibilisierung ist
nur eine von mehreren Komponenten der ETa-Rezeptor-Regulation (Kap. 4.5). lhr Beitrag
war eventuell zu gering, um mit einer Methode, die auf der Messung von Einzelzellen

basiert, detektiert zu werden.

Weiterhin konnen Griinde mechanistischer Art zur Erklarung der Diskrepanz der
Ergebnisse beider Experimente herangezogen werden. Der Anstieg der Ca**-
Konzentration ist der IPs-Freisetzung nachgeschaltet. Der Ca**-Ausstrom wird durch die
Aktivierung des IPs-sensitiven Ca**-Kanals auf der Membran des ER induziert, wodurch
das IPs-Signal verstarkt wird. Es besteht eventuell ein nicht-linearer Zusammenhang
zwischen der Intensitat beider Signale. AuBerdem wirkt IPs zunachst aktivierend und dann
inhibitorisch auf den IPs-sensitiven Ca**-Kanal [254]. Eine Desensibilisierung dieses Kanals
war also in jedem Fall (unabhangig von der Anwesenheit von Phosphorylierungsstellen im

ETa-Rezeptor) zu erwarten.

Obwohl die Messung der intrazelluldren Ca**-Konzentration den Vorteil einer Echtzeit-
Analyse bietet, war diese Methode aus den genannten Griinden nicht geeignet, um die
Desensibilisierung des ETa-Rezeptors zu untersuchen. Aus der erhdhten IP;-Akkumulation
ET-1-stimulierter phosphorylierungsdefizienter ET,-Rezeptor-Mutanten kann geschlossen
werden, dass eine Rezeptor-Phosphorylierung an der Desensibilisierung des

ETa-Rezeptors beteiligt ist.
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4.2.2 Hinweise aus der Koexpression von ET,-Rezeptoren und GRK2

Eine Steigerung der PLC-Aktivitat konnte prinzipiell auch durch eine verstarkte Kopplung
des Rezeptors an das G-Protein induziert werden. Fiir den in dieser Arbeit, z.B. bei der
Mutante ETA-6PD, gesehenen Anstieg der PLC-Aktivitat (Abb. 3-10) ist diese Moglichkeit
jedoch auszuschlieRRen. Es handelte sich um eine durch fehlende Phosphorylierungsstellen
gestorte Desensibilisierung, die beim wildtypischen Rezeptor intakt war und durch die
Kinaseaktivitdit endogen exprimierter GRK2 vermittelt wurde. Dies wurde durch
Experimente belegt, in welchen HEK 293-Zellen ETx-Rezeptoren und GRK2 koexprimierten
(Abb. 3-14 B): Der Vergleich der Inhibition der ETa-WT-vermittelten PLC-Aktivitdt durch
GRK2-D110 und GRK2-D110A/K220R macht den Einfluss der GRK2-vermittelten
Phosphorylierung auf die Signalinhibition deutlich. Die katalytisch aktive GRK2-Mutante
(GRK2-D110A) inhibierte das ETA-WT-Signal um etwa 45 %, wahrend die Doppelmutante
ohne Kinaseaktivitat (GRK2-D110A/K220R) hier keinen signifikanten Einfluss ausibte. Auf
die ohnehin phosphorylierungsunabhangige Inhibition des ETa-6PD-Signals hatte die
Mutation K220R jedoch keine Auswirkung. Zusatzlich zu der Desensibilisierung durch die
endogene GRK2 fiihrte die Kinaseaktivitat der heterolog exprimierten GRK2-D110A beim
wildtypischen Rezeptor also zu einer weiteren Inhibition der PLC-Aktivitdt, hatte jedoch
keinen Einfluss auf die ET,-6PD-vermittelte PLC-Aktivitat. Der Unterschied im Signal von
ETA-WT und ETA-6PD in Abb. 3-10 beruhte folglich auf der Kinaseaktivitdt von GRK2 und
nicht auf einer verstarkten G-Protein-Kopplung des phosphorylierungsdefizienten

Rezeptors.

Bei den oben genannten Experimenten wurde eine GRK2-Mutante verwendet, die
katalytisch inaktiv war. Dies wurde durch die Punktmutation K220R erreicht. GRK2-K220R
wird oftmals eingesetzt, um zu prifen, ob eine Rezeptor-Phosphorylierung an der
Desensibilisierung von GPCRs beteiligt ist. So konnte durch Verwendung dieser GRK2-
Mutante fiir den ajz-adrenergen Rezeptor [255], den Angiotensin Il Typ 1A-Rezeptor
[256], den & opioiden Rezeptor [257] und den Calzitonin-Rezeptor [258] eine phospho-
rylierungsabhangige Inhibition des Signals nachgewiesen werden. Das Signal des Para-
thyroidhormon-Rezeptors [259], des Follikelstimulierendes Hormon (FSH)-Rezeptors
[260], des Thyrotropin-Rezeptors [102], des D, Dopamin-Rezeptors [155,261] und des
Histamin H2-Rezeptors [105] hingegen wird auch durch die katalytisch inaktive Mutante
GRK2-K220R inhibiert. Die Desensibilisierung dieser GPCRs ist demnach phospho-

rylierungsunabhangig.

4.2.3 Hinweise durch einen GRK2-Knockdown

Das Vorhandensein einer phosphorylierungsabhangigen Desensibilisierung des
ETa-Rezeptors, welches durch eine heterologe Expression von GRK2-K220R nachgewiesen
wurde (Abb. 3-14), konnte weiterhin durch den Knockdown von endogenem GRK2
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bestatigt werden (Abb. 3-15). Die endogene Expression von GRK2 in HEK 293-Zellen
wurde in dieser Arbeit (Abb. 3-14 A und 3-15 B) sowie an anderer Stelle [93] belegt. Das
Signal der Mutante ETA-6PD lieB sich durch den Knockdown zwar erhohen, allerdings nicht
in dem AusmaR wie das wildtypische Signal. Fiir die Signalerhéhung der Mutante ETA-6PD
war die Beeintrdachtigung von phosphorylierungsunabhangigen Desensibilisierungs-
mechanismen verantwortlich (siehe auch Kapitel 4.5). Da beim wildtypischen Rezeptor
durch den Knockdown zusatzlich die phosphorylierungsabhingige Desensibilisierung

gehemmt wurde, fiel hier die Signalerh6hung verstéarkt aus.

Trotz der effektiveren Steigerung des wildtypischen Signals gegeniiber dem Signal der
Mutante ETA-6PD lieB sich die IP;-Akkumulation beider Rezeptoren durch den Knockdown
nicht vollstdndig angleichen. Die ETA-6PD-vermittelte PLC-Aktivitat blieb gegeniber der
durch den Wildtyp induzierten PLC-Aktivitdt erhoht (1.481 + 212 gegeniiber 961 + 189 nM
IP1). Eine Erklarung fir die Diskrepanz beider Signale kénnte in dem unvollstdndigen
Knockdown liegen. 12 % des GRK2-Proteins blieben trotz GRK2-Knockdown erhalten
(Abb. 3-15 A). Die Kinaseaktivitdt dieser verbliebenen endogenen GRK2 beeinflusste
lediglich das Signal des wildtypischen Rezeptors.

4.2.4 Hinweise aus der Imitierung der Rezeptor-Phosphorylierung

Durch die Verwendung der Mutante ETA-6E mit sechs durch Glu-Reste ersetzten Ser/Thr-
Resten sollte eine Rezeptor-Phosphorylierung imitiert werden, um zu zeigen, dass das
erhohte ETA-6PD-Signal nicht durch die fehlenden Ser/Thr-Reste an sich, sondern durch
die hieraus resultierende Phosphorylierungsdefizienz ausgeldst wurde. Bei einer
bestmoglichen Imitierung des phosphorylierten Rezeptors sind eine konstitutive
Desensibilisierung und daher ein im Vergleich zum Wildtyp reduziertes Signal zu
erwarten. Ein solches Verhalten konnte beim Leukotrien B4-Rezeptor 1 beobachtet
werden. Hier wurde durch einen Austausch von Phosphorylierungsstellen durch Asp/Glu-

Reste eine reduzierte Antwort auf eine Leukotrien B4-Stimulation erzielt [134].

Tatsachlich konnte mit der Imitierung der ETa-Rezeptor-Phosphorylierung in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass das ET-1-induzierte Signal nicht mehr in dem MaRe anstieg wie bei
der Mutante ETa-6PD (Abb. 3-13). Die negative Ladung im C-Terminus der ETa-6E-
Mutante glich also die Phosphorylierungsdefizienz von ETA-6PD zum Teil wieder aus.
Dennoch wurde das Signal durch die eingefligten einfach negativ geladenen Aminosauren
nicht unter das wildtypische Niveau abgesenkt, sondern es wurde eine teilweise
reduzierte Desensibilisierung festgestellt. Dies zeigt, dass die eingebrachten negativen
Ladungen nicht ausreichten, um eine Phosphorylierung mit je doppelter negativer Ladung
vollwertig zu imitieren. Dadurch war unter Umstanden eine fiir die phosphorylierungs-

abhangige Desensibilisierung essentielle Arrestinbindung beeintrachtigt bzw. es wurde
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eine andere Arrestin-Konformation begiinstigt als es beim phosphorylierten wildtypischen
Rezeptor der Fall war. Auch beim Rhodopsin war die Substitution zweier fiir die Arrestin-
bindung verantwortlicher Phosphorylierungsstellen durch Glu nicht ausreichend, um eine
Arrestinbindung zu initiieren [262]. Ebenso war die GRK-vermittelte Desensibilisierung
des p,-adrenergen Rezeptors durch einen Asp-Austausch von putativen GRK-

Phosphorylierungsstellen reduziert [263].

4.3 Mapping der involvierten Phosphorylierungsstellen

Durch die erh6hte PLC-Aktivitat der Mutante ETA-15PD sowie durch heterolog exprimierte
GRK2-Mutanten konnte gezeigt werden, dass der ETp-Rezeptor einer phosphorylierungs-
abhangigen GRK2-vermittelten Desensibilisierung unterliegt (Kapitel 4.2.). Es gibt jedoch
bisher keine Daten Uber die Lokalisation von GRK2-Phosphorylierungsstellen im
ETa-Rezeptor. In dieser Arbeit wurden die in die Desensibilisierung involvierten Phospho-
rylierungsstellen ausfindig gemacht. Hierfiir wurde, ausgehend von ETA-15PD, die Anzahl
der Substitutionen von Phosphoakzeptor-Aminosduren schrittweise reduziert und die

PLC-Aktivitat der resultierenden Mutanten mit dem ET,-15PD-Signal verglichen.

4.3.1 Untersuchung der Position 184

GRK2 katalysiert die Phosphorylierung von Ser- und Thr-Resten [100]. Es ist allerdings
nicht auszuschlieBen, dass eine Regulation des ETs-Rezeptors auch lber Tyrosinkinasen
vermittelt wird, wie es fir andere GPCRs gezeigt wurde [264,265]. Fir den p-opioiden
Rezeptor wurde eine Beteiligung der Phosphorylierung von Y166 im E/DRY-Motiv an der
Desensibilisierung festgestellt [265]. Die beeintrachtigte Desensibilisierung der Mutante
ETA-15PD scheint jedoch nicht durch die Substitution des homologen Tyr an Position 184
gegen Phe verursacht worden zu sein. Darauf wies die PLC-Aktivitat der Mutante
ETA-14PD mit intaktem E/DRY-Motiv hin (Abb. 3-10 A). Diese war ebenso wie die PLC-
Aktivitat der Mutante ETA-15PD erhoht. Zusatzlich zeigte das Signal des Rezeptors mit der
Punktmutation Y184F gegeniiber dem wildtypischen Signal keine Erhéhung (Abb. 3-10 B).

Die PLC-Aktivitat, die durch die Mutante ETa-Y184F vermittelt wurde, war sogar
signifikant niedriger als die im Wildtyp-Ansatz. Durch den Einsatz der beiden Mutanten
ETA-Y184D und ET,-Y184E, welche eine Phosphorylierung an Position 184 imitieren
sollten, wurde das Signal noch weiter reduziert. Daher kann ausgeschlossen werden, dass
eine fehlende Tyr-Phosphorylierung ursachlich fir den Riickgang der Aktivitdt von
ETA-Y184F war. Vielmehr ist anzunehmen, dass das Fehlen des hoch konservierten Y184
flr den Verlust der Rezeptoraktivitat ausschlaggebend war. Es wurde bereits fiir viele
GPCRs gezeigt, dass eine Mutation des E/DRY-Motivs zu enormen Effizienzverlusten der
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Signaltransduktion fiihren kann [34]. So fuhrte z.B. beim Angiotensin Il Typ 1-Rezeptor
eine Substitution der ersten beiden Aminosauren des E/DRY-Tripletts zu einer kompletten
Entkopplung vom G-Protein. Auch die Substitution des Tyr hatte bei diesem Rezeptor
einen Einfluss auf die PLC-Aktivitdt [266]. Ein weiteres Beispiel ist der M; muskarinische
Acetylcholin-Rezeptor, bei dem eine Mutation im E/DRY-Motiv die Wirksamkeit von

Acetylcholin um mehr als das Hundertfache reduzierte [30].

Es kann also festgehalten werden, dass Y184 nicht an der phosphorylierungsabhangigen
Desensibilisierung des ETa-Rezeptors beteiligt war. Daher konnte die Suche nach den in
der Desensibilisierung des ETs-Rezeptors involvierten Phosphorylierungsstellen auf die
Phosphoakzeptor-Aminosduren reduziert werden, die in der Mutante ETa-14PD
substituiert sind. Da die Eigenschaften des Rezeptors durch die Mutation an Position 184
substanziell verandert waren, diese Effekte jedoch offensichtlich nicht auf einer Phospho-
rylierungsdefizienz beruhten, wurde in weiteren Versuchen darauf verzichtet,
ETa-Rezeptor-Mutanten mit einem Aminosdureaustausch an dieser Stelle zu verwenden.
Auch bei der Analyse der ETa-Rezeptor-Internalisierung (Kapitel 4.6) wurde auf die
Mutante ET,-14PD mit intaktem E/DRY-Motiv zurtickgegriffen.

4.3.2 Untersuchung von Phosphorylierungsstellen in der dritten
intrazellularen Schleife

Bei vielen GPCRs spielt die Phosphorylierung der ICL3 durch GRKs [267—270] sowie durch
andere Kinasen [271-278] eine Rolle in der Desensibilisierung. Daher wurde gepriift, ob
Mutanten des ETa-Rezeptors mit fehlenden Phosphorylierungsstellen an den Positionen
289 und 295 in der ICL3 eine Beeintrachtigung der Regulation aufweisen. Fiir diese beiden
Ser-Reste konnte durch Stannard et al. [218] mittels Massenspektrometrie eine Phospho-
rylierung nachgewiesen werden. Aullerdem befindet sich T279, eine weitere potentiell
phosphorylierbare Aminosaure, in der ICL3. Fir diese Aminosdure wurde jedoch keine
Phosphorylierung nachgewiesen [218], daher wurde T279 im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht. Da die PLC-Aktivitaten der beiden Einzelmutanten ETA-S289A und ET,-S295A
sowie der Doppelmutante ETA-S289A/S295A keine Auffilligkeit zeigten (Abb. 3-9 C), ist
davon auszugehen, dass eine Phosphorylierung der ICL3 nicht in die Desensibilisierung
des ETa-Rezeptors involviert ist. In Ubereinstimmung hiermit war das Signal der Mutante
ETA-12PD ebenso erhdht wie das der Mutanten ETA-14PD und ETa-15PD (Abb. 3-9 A). Als
Ursache flr die gestorte Desensibilisierung blieben fehlende Phosphorylierungsstellen in

der C-terminalen Domane des Rezeptors zu untersuchen.
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4.3.3 Untersuchung C-terminaler Phosphorylierungsstellen

Phosphorylierungen in der C-terminalen Domaéane sind innerhalb der GPCRs weit ver-
breitet [279-282]. Auch der ETa-Rezeptor enthalt zwolf C-terminale Phosphorylierungs-
stellen. Zehn Ser/Thr-Phosphorylierungsstellen befinden sich in der Sequenz, die der
Palmitoylierungsstelle folgt, in der CTE. Auf der Suche nach den Phosphorylierungs-
stellen, deren Abwesenheit bei der Mutante ET,-12PD zur erhohten PLC-Aktivitat flihrte,
wurden einmal alle C-terminalen (ETa-11PD) und einmal die zehn in der CTE enthaltenen
(ETA-10PD) Ser/Thr-Reste gemeinsam entfernt. Die beeintrachtigte Desensibilisierung
beider Mutanten l|asst darauf schliefen, dass die in die Desensibilisierung involvierte
GRK2-vermittelte Phosphorylierung in der CTE geschieht (Abb. 3-9). Eine Hdufung von
Ser- und Thr-Resten in der CTE ist vielen GPCRs gemein. Die GRK-vermittelte Phospho-
rylierung von Ser/Thr-Clustern in diesem Bereich ist bei den Klasse B-Rezeptoren fiir die
stabile Arrestin-Interaktion verantwortlich [137,283]. Auch bei Klasse A-Rezeptoren wie
dem B,-adrenergen Rezeptor [281] und beim Rhodopsin [262] sind in der CTE lokalisierte

Phosphorylierungsstellen in die Desensibilisierung eingebunden.

Die Untersuchung einzelner Phosphorylierungsstellen innerhalb der ETs-Rezeptor-CTE mit
Hilfe von Einzelmutanten ergab allerdings, dass keiner dieser zehn Ser/Thr-Reste fir die
Desensibilisierung des Rezeptors essentiell ist (Abb. 3-10). Eine sequenzielle Rezeptor-
Phosphorylierung mit der initialen Phosphorylierung einer bestimmten Stelle ist demnach

fir die ETa-Rezeptor-Regulation auszuschliel3en.

Die Phosphorylierungsstellen in der CTE des ETa-Rezeptors kdnnen einem proximalen und
einem distalen Ser/Thr-Cluster zugeteilt werden (Abb. 1-4). Das Vorhandensein aller
Phosphorylierungsstellen eines der beiden Cluster ist fir eine physiologische
ETa-Rezeptor-Desensibilisierung ausreichend. Dies ergaben weitere Versuche mit einer
Serie von ETa-Rezeptor-Mutanten, die in der CTE eine kombinierte Substitution von
Ser/Thr-Resten gegen Ala-Reste enthielten (Abb. 3-10). Eine funktionelle Redundanz von
Phosphorylierungsstellen wurde bereits fiir andere Rezeptoren beschrieben. So wird die
Desensibilisierung und Internalisierung des C5a-Rezeptors durch eine Phosphorylierung
an entweder der Position 327, 332, 334 oder 338 vermittelt, wie durch Mutanten mit
jeweils nur einer der vier Phosphorylierungsstellen gezeigt werden konnte [284]. Des
Weiteren wird die Internalisierung des M, muskarinischen Acetylcholin-Rezeptors (iber

die Phosphorylierung eines von zwei redundanten Ser/Thr-Clustern eingeleitet [285].

Die Erhohte Aktivitdit von Rezeptoren mit kombinierten Substitutionen von Ser/Thr-
Resten in beiden Clustern wies darauf hin, dass das Vorhandensein mindestens eines
kompletten Clusters eine Voraussetzung fiir die physiologische Regulation ist. Alle
untersuchten Rezeptoren, bei denen beide Cluster gleichzeitig mutiert waren, wiesen eine
eingeschrankte Desensibilisierung auf (Tab. 4-1). Bemerkenswerterweise war die Anzahl

an verbleibenden Ser/Thr-Resten in der CTE nicht entscheidend. Auch bei nur zwei Ala-
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Substitutionen war die phosphorylierungsabhangige Desensibilisierung beeintrachtigt,
wenn beide Cluster betroffen waren. In dieser Arbeit wurden jedoch nur einige
exemplarische Mutanten untersucht. Ein eindeutiger Beleg dafiir, dass jede Kombination
aus distalen und proximalen Ser/Thr-Substitutionen einen negativen Einfluss auf die
phosphorylierungsabhdngige Desensibilisierung hat, konnte im Rahmen dieser Arbeit

nicht erbracht werden. Hierflr ware eine Vielzahl weiterer Mutanten zu untersuchen.

Tab. 4-1. Ubersicht der Desensibilisierung phosphorylierungsdefizienter ET,-Rezeptor-
Mutanten. Gezeigt sind phosphorylierbare Ser (S)- und Thr (T)-Reste im proximalen (prox.)
und distalen Bereich der CTE entsprechend der Reihenfolge in der Primarsequenz des
ETA-Rezeptors. Dazwischenliegende Aminosauren sind nicht aufgefihrt. Durch Ala
substituierte Aminosauren sind mit einem Punkt als Platzhalter gekennzeichnet. Intakte
Ser/Thr-Cluster sind unterstrichen. P, Phosphorylierungsstellen in der CTE; Mut, Anzahl an
Mutationen in der CTE; Des, Desensibilisierung; ++, Desensibilisierung ist nicht eingeschrankt;
+, Zwischenformen; -, keine phosphorylierungsabhangige Desensibilisierung.

Rezeptor P, prox. P,distal Mut Des
ETA-WT SETETS TS 0 ++
ETA-S391A .STSTS TSSS 1 ++
ETA-S393A S.TSTS TSSS 1 ++
ET,-T396A SS.STS TSSS 1 ++
ETA-S397A SST.TS TSSS 1 ++
ET,-T403A SSTS.S TSSS 1 =+
ETA-S404A SSTST. TSSS 1 ++
ET»-PDZPD ..., TSSS 6 ++
ETA-T417A SSTETS .89 1 ++
ETA-S420A SSTSTS T.SS 1 ++
ETA-S421A SSTSTS TS.S 1 ++
ET,-S425A SSTSTS TSS. 1 +
ETA-2PD SSTSTS TS.. 2 ++
ET,-3PD SSTSTS T... 3 ++
ETA-4PD SOTETS oo 4 ++
ETA-S404A/T417A SSTST. .SSS 2 +
ETA-S404A/S420A SSTST. T.SS 2 +
ETA-S404A/S421A SSTST. TS.S 2 +
ETA-S404A/S425A SSTST. TSS. 2 +
ET,-5PD-A421S SSTST. ..S. 4 +
ETA-4PD-S391A .STSTS 5 +
ET,-4PD-S393A S.TSTS 5 +
ETA-4PD-T396A SS.STS 5 +
ETA-4PD-S397A SST.TS 5 +
ET,-4PD-T403A SSTS.S 5 +
ET,-5PD SSTST. 5 +
ETA-6PD SSTS. . 6 -
ET,-7PD SST. .. 7 -
ETA-8PD SS.... 8 -
ET,-11PD-A403T/A404S ....TS 8 -
ETA-9PD S..... 9 -
ET,-11PD-A404S ..... S 9 -

[
o
'

ET,-10PD ...
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In den meisten GPCRs liegen die GRK-Phosphorylierungsstellen in Clustern vor [128]. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die phosphorylierungsabhangige Desensibili-
sierung des ETa-Rezeptors nur bei der Anwesenheit eines vollstindigen Clusters
unbeeintrachtigt ist. Vermutlich muss ein komplettes Cluster phosphoryliert werden,
damit B-Arrestine in der richtigen Art und Weise binden. Eine Mehrfach-Phosphorylierung
ist auch eine Voraussetzung fiir die Arrestin-Bindung und Desensibilisierung beim
Rhodopsin [127,286-288]. Interessanterweise befinden sich im Phosphatsensor von
Arrestin  mehrere positive Ladungen [128,289]. Dieses Cluster positiver Ladungen
wechselwirkt bei einer stabilen Rezeptor-Arrestin-Interaktion mit dem Cluster an

negativen Ladungen in der C-terminalen GPCR-Domane [137].

Ob in der phosphorylierungsabhingigen Desensibilisierung des ETA-Rezeptors tatsachlich
Arrestine involviert sind, ist jedoch unklar. Zur Aufklarung der Interaktion zwischen
ETa-Rezeptor und B-Arrestinen sollten weitere Experimente beitragen, die in Kapitel 4.4
diskutiert werden.

Zusammenfassend kann folgender Mechanismus fir die phosphorylierungsabhéangige
Desensibilisierung des ETa-Rezeptors vorgeschlagen werden: Die vollstandige Phospho-
rylierung entweder des proximalen (sechs Phosphorylierungen) oder des distalen Ser/Thr-
Clusters (vier Phosphorylierungen) in der CTE durch GRK2 tragt - vermutlich durch die
Rekrutierung von Arrestin - zu einer eigenstandigen Komponente der Regulation des

ETA-Rezeptors bei.

4.4 Interaktion des ETA-Rezeptors mit B-Arrestin

Die Agonisten-induzierte Phosphorylierung von GPCRs fiihrt klassischerweise Uber eine
Rekrutierung von B-Arrestinen zur Desensibilisierung des Rezeptors. Die Phosphorylierung
des N-Formyl-Peptid-Rezeptors inhibiert die G-Protein-Kopplung jedoch unabhangig von
B-Arrestinen [290]. Ob bei der im vorigen Kapitel diskutierten phosphorylierungs-
abhdngigen Desensibilisierung des ETa-Rezeptors B-Arrestine beteiligt sind, sollte durch
die Analyse der B-Arrestin 2-YFP Translokation untersucht werden. Bei diesem Versuch
wird die ET-1-induzierte Translokalisation von B-Arrestin 2-YFP vom Zytosol zum in der
Plasmamembran befindlichen ETa-Rezeptor im Fluoreszenzmikroskop beobachtet.

In dieser Arbeit konnte keine Translokation von B-Arrestin 2-YFP nachgewiesen werden
(Abb. 3-17). An anderen Stellen wurde jedoch bereits eine ETs-Rezeptor-B-Arrestin 2-
Interaktion durch die ET-1-induzierte Translokation von B-Arrestin 2-GFP zur Plasma-
membran belegt [136,138,142]. Obwohl in einer Studie von Kara et al. eine Ko-Immun-
prazipitation des FSH-Rezeptors mit endogenem Arrestin in HEK 293-Zellen erfolgreich
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war, gelang es den Autoren leider ebenfalls nicht, die Arrestin-GFP-Rekrutierung zum

aktivierten FSH-Rezeptor zu visualisieren [282].

Ein Grund, warum in dieser Arbeit die B-Arrestin 2-YFP-Translokation zum ETa-Rezeptor
nicht gesehen wurde, konnte in dem Verhaltnis der Expressionsstirke beider Proteine
gelegen haben. Bei der Bindung von Arrestin an GPCRs handelt es sich um eine
1:1-Stochiometrie [291]. Bei einer starken zytosolischen B-Arrestin 2-YFP-Expression im
Zytosol kann eine Rekrutierung zum schwach auf der Zelloberfliche exprimierten
Rezeptor nicht detektiert werden, da die im Zytosol verbleibende Fluoreszenz das Signal
an der Plasmamembran (berstrahlt. Weitere Versuche sind also noétig, um die

Expressionsstdrke beider Proteine anzugleichen.

Bei in HEK 293-Zellen Uberexprimierten GPCRs ist eine geringe Oberflachenexpression
bereits mehrfach beobachtet worden (persénliche Mitteilung durch Prof. Martin Lohse,
Wirzburg). Das Fluoreszenzsignal des mRuby-gekoppelten ETa-Rezeptors stammte zu
einem grofRen Teil aus intrazelluldren Vesikeln (Abb. 3-16 A). Hierbei handelte es sich
entweder um endozytierte oder um neusynthetisierte Rezeptoren, die sich noch im
komplexen Faltungs- und Transportmechanismus befanden. Um letzteres zu Uiberprifen,
wurde die Proteinbiosynthese mit dem Translationshemmer Cycloheximid gehemmt
(Abb. 3-16 B). Durch Bindung eines membrandurchgédngigen Antagonisten an den noch
ungefalteten und/oder partiell gefalteten neusynthetisierten Rezeptor wurde auRerdem
versucht, den Faltungsprozess zu unterstiitzen (Abb. 3-16 C-D). Offensichtlich handelte es
sich bei dem beobachteten intrazellularen mRuby-Signal nicht um neusynthetisierte
Rezeptoren. Die Vesikelbildung liel sich durch die Hemmung der Proteinbiosynthese
nicht beeinflussen. Dementsprechend hatte auch der Einsatz der beiden hydrophoben
Antagonisten BQ123 und Bosentan keinen Effekt auf die in Vesikeln lokalisierte
Fluoreszenz. Diese dirfte also von endozytierten Rezeptoren stammen. Zukiinftige
Experimente mit einer spezifischen Farbung von Zell-Organellen wie z.B. den frithen und

spaten Endosomen kdnnen hier zur weiteren Klarung beitragen.

Durch eine Rekrutierung von B-Arrestin 2-GFP zur Plasmamembran konnte in fritheren
Studien zwar die ET-1-induzierte ETa-Rezeptor-B-Arrestin 2-Interaktion belegt werden,
dies konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht reproduziert werden. Daher kamen fir
dieses Experiment auch keine weiteren, mutierten Rezeptoren zum Einsatz. Der Einfluss
der Phosphorylierungsdefizienz des ETa-Rezeptors auf die B-Arrestin-Bindung konnte also

nicht untersucht werden.
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4.5 Phosphorylierungsunabhéangige Desensibilisierung

Eine phosphorylierungsunabhdngige GRK2-vermittelte Signalinhibition ist entweder auf
die selektive Regulation von Ga durch die RH-Domadne oder auf eine direkte Rezeptor-
GRK2-Interaktion zuriickzufiihren [105]. Wie in Kapitel 3.6.4 beschrieben, lieR sich die
GRK2-vermittelte phosphorylierungsabhdngige Desensibilisierung des ETa-Rezeptors
durch die heterologe Expression von GRK2-D110A belegen, welche das Signal des wild-
typischen aber nicht des phosphorylierungsdefizienten Rezeptors inhibierte. Eine weitere
Inhibition sowohl des ETA-WT- als auch des ET,-6PD-vermittelten Signals wurde durch die
heterologe Expression der wildtypischen GRK2 erreicht (Abb. 3-14 B). Hierdurch konnte
gezeigt werden, dass das Signal des ETa-Rezeptors auch Uber die Bindung der RH-Domane
an Gag reguliert wird.

Die Transfektion mit der funffachen Menge an GRK2-kodierender Plasmid-DNA fiihrte
offensichtlich zu einer starkeren GRK2-Expression, da hier die durch GRK2 induzierte
Inhibition aller Signale verstarkt war. Die verstarkte GRK2-Expression deutet auf einen
dritten, unbekannten Desensibilisierungsmechanismus hin, der zur Inhibition des ETo-WT-
und ETa-6PD-vermittelten Signals durch die Expression von GRK2-D110A/K220R bzw.
GRK2-D110A fuihrte (Abb. 3-14 C). Beides ist weder durch eine Rezeptor-Phosphorylierung
noch durch eine Gagy-Bindung zu begriinden. Fir diesen Effekt scheint eine hohe GRK2-
Expression erforderlich zu sein. Ahnliches wurde bei der Inhibition des ajz-adrenergen
Signals durch eine katalytisch inaktive GRK2-Mutante beobachtet. Mit 0,2 ug GRK2-
K220R-Plasmid-DNA pro 1 Mio. Zellen konnte keine Signalinhibition einer phospho-
rylierungsdefizienten Mutante des ajg-adrenergen Rezeptors beobachtet werden. Eine
phosphorylierungsunabhangige Desensibilisierung wurde jedoch beim Einsatz der
dreifachen Plasmidmenge nachweisbar [255]. Bei dieser dritten regulatorischen
Komponente der ETa-Rezeptor-Signaltransduktion handelt es sich sehr wahrscheinlich um
eine direkte Bindung der Kinase an den Rezeptor, wodurch dieser sterisch inhibiert wird.
Eine ETa-Rezeptor-GRK2-Assoziation wurde bereits durch Immunprazipitation beider in
HEK 293-Zellen rekombinant iberexprimierter Proteine nachgewiesen [114]. Auch fiir den
FSH-Rezeptor [260] und den D, Dopamin-Rezeptor [261] wurde eine direkte Assoziation
zwischen GRK2 und Rezeptor als Regulationsmechanismus vorgeschlagen.

Die Signalverstarkung von ETA-WT und ETA-6PD, die durch einen Knockdown der
endogenen GRK2 erzielt wurde, ist ein weiterer Beleg fiir das Nebeneinander von sowohl
phosphorylierungsunabhangiger als auch -abhangiger Desensibilisierung. Erstere driickte
sich durch die Signalerh6hung der Phosphorylierungsdefizienten Mutante ET,-6PD aus.
Der Fakt, dass das Signal des wildtypischen Rezeptors durch den Knockdown in groferem
Male erhéht wurde, zeigt, dass dariiber hinaus ein weiterer Mechanismus existiert, der
auf der Phosphorylierung des ETx-Rezeptors beruht.
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4.6 Internalisierung des ETA-Rezeptors

Fir die Analyse der Rezeptor-Internalisierung wurden ETa-Rezeptor-Konstrukte
verwendet, die zur Kontrolle der Rezeptor-Expression C-terminal mit einem
fluoreszierenden Protein fusioniert waren. Der Fluoreszenztag hat keinen Einfluss auf die
Internalisierung [221]. Es konnte gezeigt werden, dass die Internalisierung des
ETa-Rezeptors in HEK 293-Zellen unabhdngig von den Phosphorylierungsstellen geschieht.
Ahnliches wurde bereits mit einer verkiirzten ETa-Rezeptor-Mutante in CHO-Zellen
festgestellt [232]. In dieser Studie beeinflusste das Fehlen der letzten 38 Aminosauren
(inklusive der CTE mit ihren zehn Phosphorylierungsstellen) die Rezeptor-Internalisierung
nicht. Ubereinstimmend hiermit wurde in CHO-Zellen ebenso kein Einfluss von GRK2 auf
die Internalisierungskinetik festgestellt [221].

Eine Rezeptor-Arrestin-Interaktion konnte aus experimentellen Griinden zwar in dieser
Arbeit nicht bestatigt werden, es wurde aber in friiheren Studien gezeigt, dass fir die
Internalisierung von GPCRs eine B-Arrestin-Bindung essentiell ist [77,292,293].
Insbesondere fiir den ETa-Rezeptor ist eine Arrestin-abhangige Internalisierung in CHO-
Zellen [221] und in HEK 293T-Zellen [142] belegt. Da die Internalisierung des
ETA-Rezeptors, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte (Abb. 3-19),
phosphorylierungsunabhangig verlauft, liegt eine phosphorylierungsunabhangige
Rezeptor-Arrestin-Interaktion nahe.

Es wurde lange angenommen, dass die Rezeptor-Phosphorylierung eine Voraussetzung
fir die Arrestin-Bindung ist [294]. In diesem Zusammenhang konnte z.B. anhand einer
phosphorylierungsdefizienten Mutante des purinergen Rezeptors P2Y; in HEK 293-Zellen
gezeigt werden, dass sowohl die B-Arrestin-Translokation als auch die Rezeptor-
Internalisierung unterbunden wurde [295]. Auch beim B,-adrenergen Rezeptor wurde
durch das Entfernen von Ser-Resten die Internalisierung zusammen mit der B-Arrestin-
Translokation inhibiert [263].

Fiir eine Vielzahl von Rezeptoren wurde allerdings gezeigt, dass eine Phosphorylierung
nicht essentiell fir die B-Arrestin-Interaktion ist [83,131,155,283,296,297]. B-Arrestin
kann Uber den Aktivierungs-Sensor auch mit dem nicht-phosphorylierten Rezeptor
wechselwirken [128]. Bei der B-Arrestin-Wechselwirkung geht es jedoch nicht nur darum,
ob eine Bindung stattfindet oder nicht. Die B-Arrestin-Bindung ist differenziell zu
betrachten [298]. Dies wurde z.B. mit dem Protease-aktivierten Rezeptor 2 gezeigt. Dieser
Rezeptor geht nach der Aktivierung eine stabile Bindung mit B-Arrestinen ein, welche
auch nach der Internalisierung erhalten bleibt [299]. Durch eine Deletion des C-Terminus
wurde diese stabile B-Arrestin-Interaktion aufgehoben, wodurch auch die ERK2-
Aktivierung beeintrachtigt war [283]. Die B-Arrestin-vermittelte Rezeptor-Internalisierung
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hingegen blieb unbeeintrachtigt, da hierflir vermutlich eine schwachere B-Arrestin-
Interaktion benotigt ist, die trotz der Trunkierung gegeben war. Diese schwache
B-Arrestin-Interaktion resultierte vermutlich aus einer verbleibenden Wechselwirkung mit
den intrazelluldren Schleifen.

Auch beim ETa-Rezeptor scheint eine B-Arrestin-Interaktion trotz der Substitution von
Phosphorylierungsstellen erhalten zu bleiben und die Rezeptor-Internalisierung zu
vermitteln. Diese Wechselwirkung ist jedoch vermutlich schwacher als beim phospho-
rylierten wildtypischen Rezeptor und ist nicht in der Lage, den Rezeptor vom G-Protein zu
entkoppeln. Die Internalisierung und die phosphorylierungsabhdngige Desensibilisierung
des ETa-Rezeptors konnten also unterschiedliche Anforderungen an eine Rezeptor-
B-Arrestin-Interaktion haben. Anhand von phosphorylierungsdefizienten Mutanten des
CC Chemokin-Rezeptor 5 [300], des N-Formylpeptid-Rezeptors [301] sowie des
Somatostatin Subtyp 2A-Rezeptors [302] wurde bereits gezeigt, dass die beiden Prozesse
Internalisierung und Desensibilisierung auch bei diesen GPCRs nicht unbedingt korrelieren
und dass das klassische Paradigma, welches vor allem fiir den B,-adrenergen Rezeptor
beschrieben wurde, nicht immer anzuwenden ist.? Auch fir den Leukotrien B4-Rezeptor
besteht keine Korrelation beider Prozesse. Dessen Desensibilisierung wurde durch das
Entfernen C-terminaler Phosphorylierungsstellen inhibiert, wahrend die Rezeptor-
Internalisierung unbeeintrachtigt war [134]. Dies entspricht der Diskrepanz, die zwischen

der Desensibilisierung und der Internalisierung des ET,-Rezeptors zu beobachten war.

Wie oben beschrieben, ist eine Voraussetzung fiir dieses Verhalten vermutlich die
Komplexitdt der Rezeptor-B-Arrestin-Interaktion. Die Flexibilitdt von B-Arrestinen wird
auch im Falle Liganden-abhangiger Signalmuster deutlich. Hier kdnnen verschiedene
Arrestin-biased Agonisten durch Phosphorylierung an unterschiedlichen Stellen des
Rezeptors verschiedene Konformationen des multifunktionellen Adapterproteins Arrestin
und somit verschiedene funktionelle Konsequenzen hervorrufen [148,303,304]. Auch
wurde beobachtet, dass eine Rezeptor-Phosphorylierung des Angiotensin Il Typ 1A-
Rezeptors [305] und des V2 Vasopressin-Rezeptors [306] durch GRK2 und GRK3 andere
funktionelle Konsequenzen hat, als eine Phosphorylierung durch GRK5 oder GRK6.
Letztere ist nicht in die Desensibilisierung involviert, sondern induziert eine B-Arrestin
Konformation, die eine ERK1/2-Aktivierung zur Folge hat [149].

2 Beim B,-adrenergen Rezeptor ist sowohl fiir die Desensibilisierung als auch fir die Internalisierung eine
Phosphorylierung obligatorisch. Beides wurde durch das Entfernen von Ser-Resten inhibiert [263].



4.7 Fazit

In dieser Arbeit konnte fiir den ETa-Rezeptor ein Zusammenhang zwischen der
Anwesenheit von GRK2-Phosphorylierungsstellen in der CTE und der Fahigkeit zur
Rezeptor-Desensibilisierung hergestellt werden. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
auch phosphorylierungsunabhéngige Mechanismen zur Regulation des Endothelin-Signals

beitragen und in die Rezeptor-Internalisierung involviert sind.

Die Desensibilisierung des ETa-Rezeptors ist ein vielschichtiger Vorgang. Drei
verschiedene Funktionen der GRK2 sind hierin involviert (Abb. 4-1): Die Kinaseaktivitat
flihrt Gber eine Rezeptor-Phosphorylierung und sehr wahrscheinlich iber eine Bindung
von [-Arrestin zur phosphorylierungsabhidngigen Desensibilisierung. Die phospho-
rylierungsunabhangige Desensibilisierung wird durch eine Interaktion der RH-Domane mit

Gag und durch einen zweiten Mechanismus, der vermutlich eine direkte Rezeptor-
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Abb. 4-1. Postulierte Phosphorylierungsabhingige und -unabhangige GRK2-vermittelte
Desensibilisierung des ET,-Rezeptors. Der ET,-Rezeptor kann auf vielfiltige Weise reguliert
werden. A) Nach der vollstandigen Phosphorylierung mindestens eines Ser/Thr-Clusters in der
CTE durch GRK2 wird der Rezeptor in einem nachsten Schritt (wahrscheinlich durch die
Bindung von B-Arrestin) vom G-Protein entkoppelt. B) GRK2 interagiert tiber die RH-Domane
mit Ga, wodurch dessen Kopplung an den Rezeptor inhibiert wird. C) Der dritte Mechanismus
beinhaltet vermutlich die direkte Bindung der Kinase an den Rezeptor und somit eine
sterische Blockade fiir die G-Protein-Interaktion.
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Assoziation beinhaltet, realisiert. Die Komplexitdt der ETa-Rezeptor-Regulation mit einer
Beteiligung verschiedener, voneinander unabhangiger Desensibilisierungsmechanismen
konnte fiir eine Zelltyp-spezifische Feinabstimmung des Signals von Bedeutung sein.
Deren Aufklarung konnte zur Entwicklung von gewebsspezifisch wirkenden Pharmaka,

z.B. fiir die Behandlung der pulmonaren Hypertonie beitragen.

Aus Studien vor allem an Rhodopsin und dem B,-adrenergen Rezeptor wurde fiir GPCRs
urspriinglich ein Modell entwickelt, welches die Regulation eines G-Protein-vermittelten
Signals durch GRK-Phosphorylierung und Arrestin-Bindung beinhaltet (Abb. 1-3). In letzter
Zeit finden sich in der Literatur jedoch immer haufiger Begriffe wie G-Protein-
unabhangige Signaltransduktion [145], funktionelle Selektivitat [27], Zelltyp-spezifische-
[149] und Agonisten-spezifische [21] Phosphorylierungsmuster, Agonisten-selektive
Desensibilisierung [307], phosphorylierungsunabhdngige Desensibilisierung [73],
phosphorylierungsunabhadngige Rezeptor-Arrestin-Interaktion [297] und phospho-
rylierungsunabhangige Internalisierung [308], wodurch die Erforschung dieser Rezeptoren
spannend bleibt. Der ETs-Rezeptor (dessen Regulation gleich mehrere unabhéngige
Mechanismen beinhaltet) ist ein ausgezeichnetes Beispiel fir die Diversitat innerhalb der
GPCR-Familie und dafiir, dass sich Mechanismen der Signaltransduktion und der

Regulation von GPCRs nicht auf einfache Paradigmen beschranken lassen.

4.8 Ausblick

4.8.1 Untersuchung der ET,-Rezeptor-Desensibilisierung in Echtzeit

Schlussfolgerungen zur Desensibilisierung des ETx-Rezeptors basierten in dieser Arbeit auf
retrospektiven Analysen der G-Protein-Aktivierung. HEK 293-Zellen wurden nach der
ET-1-Stimulation lysiert und deren Second Messenger-Produktion bestimmt. Durch eine
Verifizierung dieser Experimente anhand der Untersuchung der Rezeptor-Aktivitat in
Echtzeit lieRe sich deren Aussagekraft erhdhen.

Mit FRET-basierten Experimenten lassen sich Aktivierung und Signaltransduktion von
GPCRs in Echtzeit untersuchen [60]. Eine direkte Methode zur Ermittlung der G-Protein-
Kopplung eines Rezeptors besteht z.B. darin, die Aktivierung des heterotrimeren
G-Proteins zu untersuchen. Dies kann realisiert werden, indem Ga mit einem und GBy mit
einem zweiten FRET-Partner gekoppelt werden [309-311]. Durch die Dissoziation des
heterotrimeren G-Proteins nach der Aktivierung durch den Rezeptor nimmt das FRET-
Signal ab. Bei Rezeptoren mit gestorter Desensibilisierung ware zu erwarten, dass diese
Abnahme des FRET-Signals mehr ausgepragt ist und/oder langer anhalt.
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4.8.2 Untersuchung der Rezeptor-B-Arrestin-Interaktion

Ein Schlisselereignis im Mechanismus der klassischen phosphorylierungsabhangigen
Desensibilisierung ist die Bindung von B-Arrestin an den Rezeptor. Der Vergleich der
B-Arrestin-Bindung an den wildtypischen und an einen phosphorylierungsdefizienten
ETa-Rezeptor konnte daher einen wichtigen Beitrag in der Aufklarung der phospho-
rylierungsabhangigen Desensibilisierung leisten. Deshalb wurde in dieser Arbeit versucht,
die Translokation von pB-Arrestin 2-YFP zum auf der Plasmamembran befindlichen,
stimulierten ETa-Rezeptor nachzuweisen. Dies gelang jedoch vermutlich aufgrund der

geringen Rezeptor-Oberflachenexpression nicht.

In zukilinftigen Experimenten konnte daher versucht werden, die Transfektion von
Rezeptor und B-Arrestin zu optimieren, um deren Expressionsstarken besser aufeinander
abzustimmen. Denkbar ware z.B. eine Transfektion durch Elektroporation. Neben der
angesprochenen Moglichkeit einer mikroskopischen Visualisierung fluoreszenz-markierter
B-Arrestine [134,283,296,298] kann die Translokation von B-Arrestinen zur Plasma-
membran auch durch eine Trennung der Membranfraktion durch Dichtegradienten-
Zentrifugation nachgewiesen werden [284]. Des Weiteren konnten Methoden wie Ko-
Immunprazipitation [132,282,298,312] Pulldown-Experimente [132], Biacore-Messungen
[132] FRET-Experimente [60,313] oder Split-YFP-Experimente zur Aufklarung der
Rezeptor-B-Arrestin-Interaktion beitragen. Da B-Arrestine als Signalmolekiile fungieren
und die Aktivierung von MAPK veranlassen, kann auch eine Analyse der ET-1-induzierten
ERK1/2-Aktivierung mit pERK1/2-spezifischen Antikorpern zur Aufklarung der B-Arrestin-
Involvierung beitragen. Fiir diese Experimente ware eine Unterbindung der G-Protein-
vermittelten ERK1/2-Aktivierung [314—-317] z.B. durch den Einsatz eines PKC-Inhibitors
wie Ro-31-8425 notwendig [146], damit lediglich die B-Arrestin-vermittelte ERK1/2-

Aktivierung erfasst wird.

4.8.3 Trafficking des ET,-Rezeptors

Die Internalisierung des ETa-Rezeptors wurde in dieser Arbeit semiquantitativ mit Hilfe
eines fluoreszierenden Agonisten im konfokalen Laser Scanning-Mikroskop untersucht.
Um die Ergebnisse zu bestatigen, kdnnen weitere Methoden zur Analyse der Interna-
lisierungskinetik von GPCRs angewendet werden. Dies kann z.B. durch die Bindung eines
Radioliganden an Zellen geschehen [221,233]. Bei dieser Methode wird der Ligand nach
einer variablen Inkubationszeit durch eine Sadurebehandlung von der Zelloberflache
entfernt. Die verbleibende Radioaktivitdt resultiert aus der y-Aktivitat des an interna-
lisierte Rezeptoren gebundenen Liganden.

Um den Internalisierungsmechanismus aufzuklaren, kdnnen pharmakologische
Inhibitoren der Caveolin- und der Clathrin-vermittelten Endozytose wie Nystatin und
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Filipin bzw. Chlorpromazin eingesetzt werden [142,229]. Des Weiteren besteht die
Moglichkeit, die ETa-Rezeptor-enthaltenen Vesikel mit Hilfe kommerziell erhaltlicher
Fluorophore, die unterschiedliche Zellkompartimente markieren, zu identifizieren, um das

weitere Schicksal internalisierter Rezeptoren untersuchen und vergleichen zu kénnen.
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AMP
Amp
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ATP
BCA

Bmax

BSA
cAMP
CCD
cDNA
CHO
CTE

D

DAG
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DPSS
E

E. coli
ECE
ECL
EDTA
ER
ERK
ET-1
ET-1-HiLyte
ET-2
ET-3

F

FAM
FCS
FRET
FSH

mit *°I markiertes ET-1
Alanin

Adenylylzyklase

Alanin

Acetoxymethyl
Adenosinmonophosphat
Ampicillin

Arginin

Aspartat
Adenosintriphosphat

Bicinchoninic Acid

Anzahl spezifischer Bindungsstellen
Bovines Serum Albumin

cyclic Adenosine Monophosphate
Charge-coupled Device
complementary DNA

Chinese Hamster Ovary

C-terminale Extremitat

Aspartat

Diacylglycerol

Dulbecco's modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid
Deoxyribonucleotide Triphosphate
Diode pumped solid State

Glutamat

Escherichia coli
Endothelin-converting Enzyme
extracellular Loop
Ethylendiamintetraacetat
endoplasmatisches Retikulum
extracellular Signal regulated Kinase
Endothelin 1

mit HiLyte FluorTM 488 markiertes ET-1
Endothelin 2

Endothelin 3

Phenylalanin

6-Carboxyfluorescein

fetal Calf Serum
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
follikelstimulierendes Hormon
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G Protein
GAP
GDP
GEF
Glu
GPCR
GRK
GTP
h
HEK
HRP
HTRF
IBMX
ICL
IgG

MAPK
MCS
mRNA
NCBI
oD
PAGE
PBS
PCR
Pfu
PH

pH
Phe
PIP,
PKA
PKC
PLC
gRT-PCR
R

RGS
RH
RhoA
RNA
RT

Guaninnukleotid-bindendes Protein
GTPase-activating Protein
Guanosindiphosphat

Guanosid Exchange Factor
Glutamat

G Protein-coupled Receptor
GPCR-Kinase

Guanosintriphosphat

Stunde

Human embryonic Kidney
Horseradish Peroxidase
Homogeneous Time-resolved Fluorescence
3-Isobutyl-1-methylxanthin
intracellular Loop

Immunglobulin G

Myoinositol-1-Phosphat
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Kanamycin

Kilo-Basen

Dissoziationskonstante

Lysogeny Broth
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
multiple Cloning Site

messenger RNA

National Center for Biotechnology Information
optische Dichte

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phosphate buffered Saline
Polymerase Chain Reaction
Pyrococcus furiosus

Pleckstrin Homologie

negativer dekadischer Logarithmus der H'-Konzentration
Phenylalanin
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
cAMP-abhangige Proteinkinase
Proteinkinase C

Phospholipase C

guantitative Real Time-PCR

Arginin

Regulator of G Protein Signaling
RGS-Homologie

Ras homology Gene Family, Member A
Ribonucleic Acid

Raumtemperatur

Sekunde

Serin
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SD Standard Deviation

SDS Sodium Dodecylsulfate

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SEM Standard Error of Mean

Ser Serin

siRNA Small interfering RNA
SOEing-PCR Splicing-by-Overlap-Extension-PCR
T Threonin

TAMRA 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin
Taq Thermus aquaticus

TBE TRIS-Borat-EDTA

TBS Tris buffered Saline

TBST TBS-Tween 20

TE Tris-EDTA

Thr Threonin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyr Tyrosin

UNG Uracil-DNA Glykosylase

uv ultraviolett

v/v Volume per Volume

w/v Weight per Volume

WB Western Blot

WT Wildtyp

Y Tyrosin

YFP yellow fluorescent Protein

verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz
(FAM, 6-Carboxyfluorescein
TAMRA, 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin)

Verwendung (K, Klonierung;
QCL, QuikChange Lightning;
S, Sequenzierung; SP, SOEing-PCR)

EosFP_Seq_rev ATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGG

ETA_A403T a CACTGGATGGCTGTTCCGTTCATGGGGACCGA
ETA_A403T_A404S_a TGGTTCTTCCACTGGATGCTTGTTCCGTTCATGGGGACCGC
ETA_A403T_A404S_s GCGGTCCCCATGAACGGAACAAGCATCCAGTGGAAGAACCA

ETA_A403T s TCGGTCCCCATGAACGGAACAGCCATCCAGTG
ETA_A404S_a GTTCTTCCACTGGATGCTTGCTCCGTTCATGGGG
ETA_A404S_s CCCCATGAACGGAGCAAGCATCCAGTGGAAGAAC
ETA_A417T a ATGGGCGGCCCGGTCTGTGTTGTGGTTGTTTTG
ETA_A417T_a2 ATGGCTGGCCCGGTCTGTGTTGTGGTTGTTTTG
ETA_A417T s CAAAACAACCACAACACAGACCGGGCCGCCCAT
ETA_A417T_s2 CAAAACAACCACAACACAGACCGGGCCAGCCAT
ETA_A420S_a2 CTGTCCTTATGGCTGCTCCGGTCTGCGTTGTG
ETA_A420S_Notl r  AAGCGGCCGCTCAGTTCATGGCGTCCTTATGGCTGCT
ETA_A420S_s2 CACAACGCAGACCGGAGCAGCCATAAGGACAG
ETA_A421S_a GGCGTCCTTATGGCTGGCCCGGTCTGCG

S

QCL (pLPCX-ETA-5PD)

SP (pLPCX-ETA-11PD-A403T/A404S)
SP (pLPCX-ETA-11PD-A403T/A404S)
QCL (pLPCX-ETA-5PD)

SP (pLPCX-ETA-11PD-A404S)

SP (pLPCX-ETA-11PD-A4045S)

QCL (pLPCX-ETA-3PD)

QCL (pLPCX-ETA-5PD-A417T/A421S)
QCL (pLPCX-ETA-3PD)

QCL (pLPCX-ETA-5PD-A417T/A421S)
QCL (pLPCX-ETA-S404A/T417A)

K (pLPCX-ETA-S404A/S425A)

QCL (pLPCX-ETA-S404A/T417A)

QCL (pLPCX-ETA-5PD-A4215)




Anhang
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ETA_A421S_s
ETA_A425S_a2
ETA_A425S_s2
ETA_Agel_r
ETA_Notl_r

ETA_S295A_a
ETA_S295A_s
ETA_S382A_a
ETA_S382A s
ETA_S391A_a2
ETA_S391A_s2
ETA_S393A_a

ETA_S393A_a2
ETA_S393A s

ETA_S393A_s2
ETA_S397A

ETA_S397A a
ETA_S404A_a
ETA_S404A s
ETA_S420A
ETA_S420A_a
ETA_S421A a
ETA_S421A_a3
ETA_S421A s
ETA_S421A_s3
ETA_S425A_a
ETA_S425A s
ETA_T396A a
ETA_T396A_s
ETA_T403A
ETA_T403A_a
ETA_T417A a
ETA_T417A s

ETA_Y184D_a
ETA_Y184D_s

CGCAGACCGGGCCAGCCATAAGGACGCC
GCCGCTCAGTTCATGCTGTCCTTATGGCTGGC
GCCAGCCATAAGGACAGCATGAACTGAGCGGC
ACCGGTCCGTTCATGCTGTCCTTATGGCTGCTC
GCGGCCGCCATAAAAGCTAGCCATGTACTTGAAAGC

ACGCTGCTTAAGATGTTCAGCGAGGGCAATTCTCAAGCTG
CAGCTTGAGAATTGCCCTCGCTGAACATCTTAAGCAGCGT
CAGCAGCAGCAGAGGCATGCCTGGAAACAATTTTTAAAT
ATTTAAAAATTGTTTCCAGGCATGCCTCTGCTGCTGCTG
GGTCATCAGACTTTTGGCCTGGTAACAGCAGCAGC
GCTGCTGCTGTTACCAGGCCAAAAGTCTGATGACC
GACCGAGGTCATCAGAGCTTTGGACTGGTAACAGCAGC

CGCGGCCATCAGAGCTTTGGACTGGTAACAGCAG
GCTGCTGTTACCAGTCCAAAGCTCTGATGACCTCGGTC

CTGCTGTTACCAGTCCAAAGCTCTGATGGCCGCG
CAAAAGTCTGATGACCGCGGTCCCCATGAACGG

CCGTTCATGGGGACCGCGGTCATCAGACTTTTG

GGTTCTTCCACTGGATGGCTGTTCCGTTCATGGGGA

TCCCCATGAACGGAACAGCCATCCAGTGGAAGAACC

CCACAACACAGACCGGGCCAGCCATAAGGACAGC

GCTGTCCTTATGGCTGGCCCGGTCTGTGTTGTGG

CATGCTGTCCTTATGGGCGCTCCGGTCTGTGTTG

CATGGCGTCCTTATGGGCGCTCCGGTCTGTGTTG

CAACACAGACCGGAGCGCCCATAAGGACAGCATG

CAACACAGACCGGAGCGCCCATAAGGACGCCATG

GGGTGGTCAGTTCATGGCGTCCTTATGGCTGCTC

GAGCAGCCATAAGGACGCCATGAACTGACCACCC

TTCATGGGGACCGAGGCCATCAGACTTTTGGAC

GTCCAAAAGTCTGATGGCCTCGGTCCCCATGAA

GTCCCCATGAACGGAGCAAGCATCCAGTGGA

TCCACTGGATGCTTGCTCCGTTCATGGGGAC

GGCTGCTCCGGTCTGCGTTGTGGTTGTTTTG

CAAAACAACCACAACGCAGACCGGAGCAGCC

GGAGGCAACTGCTCTGTCCCTGTCAACACTAAGAG
CTCTTAGTGTTGACAGGGACAGAGCAGTTGCCTCC

QCL (pLPCX-ETA-5PD-A4215)

QCL (pLPCX-ETA-5PD-A421S/A425S)
QCL (pLPCX-ETA-5PD-A421S/A425S)
K (ETA-mRuby)

K (pLPCX-ETA-WT); SP (pLPCX-ETA-
Y184E, pLPCX-ETA-S404A,
pLPCX-ETA-S420A,
pLPCX-ETA-S404A/S420A)

QCL (pLPCX-ETA-S295A)

QCL (pLPCX-ETA-S5295A)

QCL (pLPCX-ETA-11PD)

QCL (pLPCX-ETA-11PD)

SP (pLPCX-ETA-4PD-S391A)

SP (pLPCX-ETA-4PD-5391A)

QCL (pLPCX-ETA-S393A,
pLPCX-ETA-4PD-S393A)

QCL (pLPCX-ETA-9PD)

QCL (pLPCX-ETA-S393A,
pLPCX-ETA-4PD-S393A)

QCL (pLPCX-ETA-9PD)

QCL (pLPCX-ETA-S397A, pLPCX-ETA-
7PD, pLPCX-ETA-4PD-S397A)

QCL (pLPCX-ETA-S397A, pLPCX-ETA-
7PD, pLPCX-ETA-4PD-S397A)

SP (pLPCX-ETA-S404A);

QCL (pLPCX-ETA-S404A/S421A)

SP (pLPCX-ETA-S404A);

QCL (pLPCX-ETA-S404A/S421A)

SP (pLPCX-ETA-S420A,
pLPCX-ETA-S404A/S420A)

SP (pLPCX-ETA-S420A,
pLPCX-ETA-S404A/S420A)

QCL (pLPCX-ETA-S421A)

QCL (pLPCX-ETA-2PD)

QCL (pLPCX-ETA-S421A)

QCL (pLPCX-ETA-2PD)

QCL (pLPCX-ETA-S425A)

QCL (pLPCX-ETA-S425A)

QCL (pLPCX-ETA-T396A,
pLPCX-ETA-4PD-T396A)

QCL (pLPCX-ETA-T396A,
pLPCX-ETA-4PD-T396A)

QCL (pLPCX-ETA-T403A), SP (pLPCX-
ETA-4PD-T403A)

QCL (pLPCX-ETA-T403A), SP (pLPCX-
ETA-4PD-T403A)

QCL (pLPCX-ETA-T417A)

QCL (pLPCX-ETA-T417A)

QCL (pLPCX-ETA-Y184D)

QCL (pLPCX-ETA-Y184D)




Anhang
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ETA_Y184E_a
ETA_Y184E_s
ETA_Y184F
ETA_Y184F s
ETA12f
ETA14f
ETA16_f
ETALf

ETA3np_Agel_r
ETA3PD_Notl_r

ETA6f

GRK2_1f

GRK2_1r

GRK2_2f

GRK2_3f

GRK2_4f

GRK2_5f

GRK2_6f
GRK2_hs_D110A as
GRK2_hs_D110A_s
GRK2_hs_K220R_as
GRK2_hs_K220R_s
h-GRK2_for
h-GRK2_rev
h-GRK2_sonde
h-L32_for
h-L32_rev
h-L32_sonde
mRuby_Mitte_rev
mRuby_Ugang_rev
pLPCX_f

pLPCX_r

S289Af

S289Ar

S391Af

S391Ar
Xhol_ETA_f

CAGGAGGCAACTGCTCTCTCCCTGTCAACACTAAGAG
CTCTTAGTGTTGACAGGGAGAGAGCAGTTGCCTCCTG
GGAGGCAACTGCTCTGAACCTGTCAACACTAAG
CTTAGTGTTGACAGGTTCAGAGCAGTTGCCTCC
ACAACTATTGCCCACAGCAGA
ATGACTTTGGCGTATTTCTTTGCAAG
CGAGATGGACAAGAACCGATGTGA
CTCCATCTGGATCCTGTCCTTTATCCT

AAGACCGGTCCGTTCATGGCGTCCTTATGGGCG
AAGCGGCCGCTCAGTTCATGGCGTCCTTATGGGCG

GCCACATCAAAATTCATGGAG
GCCCTTGGTGGAATTCTATGAGGAG
GGATGCTGGGCTCGGGC
CTCAACATCCACCTGACCATGAATGA
CCAGCACGGGGTCTTCTCAGAG
CCTTCCGGCAGCACAAGA
TTGGCTCCTTCGATGAGGAG
CCCGCAGAGCCTGCTGA
CCTTCATGATGTATGAGGCGAAGATCTCCCGGCT
AGCCGGGAGATCTTCGCCTCATACATCATGAAGG
GCTTTTTGTCCAGGCACCTCATGGCGTACATCTTG
CAAGATGTACGCCATGAGGTGCCTGGACAAAAAGC
GCCCATTCATTGTCTGCATGT
CCGTTCATGAGGTCCAGGAT
FAM-ATACGCGTTCCACACGCCAGACAA-TAMRA
AAGTTCATCCGGCACCAGTC
TGGCCCTTGAATCTTCTACGA
FAM-CCCAGAGGCATTGACAACAGGG-TAMRA
GTAAACGAGACAGCCATCCTCAAGG
GCCGTTGACCGAACCTTCCAG
AGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATC
ACCTACAGGTGGGGTCTTTCATTCCC
GAAGGAATGGCGCCTTGAGAATT
AATTCTCAAGGCGCCATTCCTTC
GCTGTTACCAGGCCAAAAGTCTGATG
TCATCAGACTTTTGGCCTGGTAACAGC
CTCGAGTATTTCCTCAAATTTGCCTCAAGATGGA

SP (pLPCX-ETA-Y184E)

SP (pLPCX-ETA-Y184E)

QCL (pLPCX-ETA-Y184F)

QCL (pLPCX-ETA-Y184F)

S

S

S

S; SP (pLPCX-ETA-4PD-S391A,
pLPCX-ETA-4PD-T403A,
pLPCX-ETA-11PD-A403T/A404S,
pLPCX-ETA-S404A/S420A); K
(PLPCX-ETA-S404A/S425A)

K (ETA-14PD-mRuby)

SP (pLPCX-ETA-4PD-S391A,
pLPCX-ETA-4PD-T403A,
pLPCX-ETA-11PD-A403T/A404S)

nwu u nu v u . unu nu u

QCL (GRK2-D110A)

QCL (GRK2-D110A)

QCL (GRK2-D110A/K220R)

QCL (GRK2-D110A/K220R)
gRT-PCR (GRK2)

gRT-PCR (GRK2)

gRT-PCR (GRK2)

gRT-PCR (Ribosomales Protein L32)
gRT-PCR (Ribosomales Protein L32)
gRT-PCR (Ribosomales Protein L32)
S

S

S

S

SOEing-PCR (pLPCX-ETA-S289A)
SOEing-PCR (pLPCX-ETA-S289A)
SOEing-PCR (pLPCX-ETA-S391A)
SOEing-PCR (pLPCX-ETA-S391A)

K (pLPCX-ETA-WT);

SP (pLPCX-ETA-Y184E,
pLPCX-ETA-S404A, pLPCX-ETA-S420A)
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