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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Dem S5HTi.-Rezeptor (SHT1.R) wird in der Familie der Serotoninrezeptoren besondere
Aufmerksamkeit zuteil, da er eine Schliisselrolle bei der Regulation des Serotonin-Systems im
Gehirn einnimmt.! Dariiber hinaus ist seine Funktion fiir physiologische Prozesse wie Schlaf
und Stressantwort, aber auch fiir Erkrankungen wie Depressionen und Angststorungen
wichtig.> Um die Pathomechanismen dieser Erkrankungen umfassend aufkliren zu kdnnen,
ist es von essentieller Bedeutung, die Funktion der beteiligten Rezeptoren vollstindig zu
verstehen. Dazu wird im Rahmen dieser Arbeit die Kinetik der f-Arrestin 2 Rekrutierung an
den 5HTi,R mit Hilfe von SHTi,R-NanoBiT®-Assays in transient transfizierten HEK 293
Zellen (HEK Zellen) analysiert. Der prototypische SHT1.R-Agonist 8-OH-DPAT kann dabei
auf Basis der aus der Kinetik der B-Arrestin 2 Rekrutierung zu bestimmenden Initialen Rate’
(IR) als Partialagonist eingestuft werden. Fiir den SHT.R-Agonist U92016A stellt sich eine
Initiation des Signals in vollagonistischer Weise dar, die Gegenregulation des Signals erfolgt
jedoch so stark, dass die iiber 60 min rekrutierte B-Arrestin 2 Menge der eines Partialagonisten

gleicht.

Das Verstdndnis von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) hat sich in den letzten
Jahrzehnten immer weiter dahin entwickelt, GPCR nicht als isolierte Einheiten zu verstehen,
sondern sie im Kontext ihrer Signalproteine sowie anderer GPCR zu sehen. Es ist zudem
bekannt, dass SHTi,R mit den Serotoninrezeptoren 5SHT2,® und SHT7’ (SHT2R, SHT7R)

oligomerisieren.

So wird mittels SHT1.R-NanoBiT®-Assays in HEK Zellen iiberpriift, wie sich die Koexpression
und Aktivierung der SHT2.R auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung an SHT1.R auswirken. Dabei ist

eine deutlich reduzierte Rekrutierung von B-Arrestin 2 an den SHT1.R zu verzeichnen.

Die Signaltransduktion von GPCR kann mafigeblich von der lateralen Mobilitét der beteiligten
Proteine in der Zellmembran abhingen.!®!! Im Rahmen von Single Particle Tracking (SPT)
Experimenten soll daher untersucht werden, wie sich die Koexpression des SHT2.R auf die
laterale Mobilitdt von SHT 2R auswirkt. Dazu werden HEK Zellen stabil transfiziert, die SNAP-
SHTi.R alleine oder in Kombination mit HiBiT-5HT2.R {iberexprimieren. Dabei ist unter
anderem festzustellen, dass SHT2.R die laterale Mobilitdt von SHT,R deutlich modulieren. So

nehmen besonders im unbehandelten Zustand in den langsam diffundierenden (S2) und
11



Zusammenfassung

immobilen Rezeptorzustinden (S1) die Diffusionskoeffizienten fiir SHT.R ab, der Anteil der
SHTi.R im schnell diffundierenden Zustand (S3) sinkt unter SHT2.R-Koexpression. Zu
welchem MaB die gezeigten Verdnderungen auf die Heteromerisierung der SHT-Rezeptoren
zuriickzufiihren ist, welche Rolle eine mogliche Internalisierung der SHT 1aR spielt oder welche
Einfliisse aufgrund von nachgeschalteten Signalkaskaden vermittelt werden, wird im Rahmen

dieser Arbeit nicht eindeutig geklart werden konnen.

Auch die Effekte der Koexpression und Aktivierung von SHT7R auf die B-Arrestin 2
Rekrutierung an den SHT1.R werden im SHT1,R-NanoBiT®-Assay analysiert. Dabei zeigt sich,
dass SHT7R die B-Arrestin 2 Rekrutierung an den SHT1.R nicht verdndern. Stattdessen kann
der SHT7R-Agonist AS-19 als inverser SHT1.R-Agonist identifiziert werden. Mit Hilfe von
SPT-Experimenten ist zu untersuchen, ob die Reduktion der konstitutiven SHT.R-Aktivitit
durch AS-19 oder den inversen SHTi.R-Agonisten Spiperon mit einer Verdnderung der
lateralen SHT.R-Mobilitdt einhergeht. Die Behandlung der hierfiir verwendeten HEK SNAP-
SHT1a Zellen mit AS-19 oder Spiperon hat keinen signifikanten Effekt auf die laterale SHT1.R-
Mobilitat.
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Einleitung

1. Einleitung

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) stellen eine groBle diverse Familie von
Membranproteinen dar, die an der Regulation vieler Zellfunktionen beteiligt sind und wichtige
Targets fiir die Arzneistoffentwicklung darstellen.!? Der SHTa-Rezeptor (SHT1aR) gehért zur
Familie der Serotoninrezeptoren, die in sieben verschiedene Untergruppen aufgeteilt sind

(SHT; bis SHT,)."?

Unter den Serotoninrezeptoren kommt dem 5SHT1.R besondere Aufmerksamkeit zuteil, da er
eine Schliisselrolle bei der Regulation des Serotonin-Systems im Gehirn einnimmt.!> Der
5HT1.R wird in den meisten Hirnregionen exprimiert, wie Banerjee et al. 2007'* diskutieren.
Dabei kommt er zum einen als présynaptischer Rezeptor auf serotonergen Zellkérpern und
Dendriten in Raphe Kernen vor.'>!® Die Aktivierung dieser prisynaptischen Autorezeptoren
fiihrt zu einer herabgesetzten Signalrate von serotonergen Neuronen.'> SHT1,R kommen zum
andern als postsynaptische Rezeptoren vor. Als solche werden sie in Regionen des
Vorderhirns!®* wie dem Cortex, Hippocampus und Hypothalamus exprimiert.!!7 SHTi,R
koppeln an Gi-Proteine, aktivieren die Phospholipase C und Extrazellular-Signal Regulierte
Kinasen (ERK).!®?° Die Aktivierung prisynaptischer Autorezeptoren hemmt die cAMP-
Akkumulation durch Gio-Kopplung.?! Gleichzeitig fiihrt die Gi-Kopplung postsynaptischer
Heterorezeptoren zur Erhohung des zelluliren cAMP-Spiegels durch die Aktivierung der

Adenylatcyclase AC,.!%2?

Die komplexen Funktionen des SHT1.R bedingen seine bedeutende regulatorische Rolle in der
serotonergen Neurotransmission sowohl pra- als auch postsynaptisch. Diese ist elementar in
physiologische Mechanismen wie Schlaf, Stressantwort, Appetit, Sexualverhalten, aggressives
Verhalten, Depression und Angst involviert.>* Um Pathomechanismen von Erkrankungen wie
Angst® und Depressionen,’ die sich immer mehr zu Volkskrankheiten entwickeln, vollstindig
verstehen und besser behandeln zu konnen, ist es von essentieller Bedeutung, die Funktion der

an der Pathogenese beteiligten Rezeptoren vollstindig zu verstehen.

Neben den G-Protein abhéngigen Signalwegen vermitteln SHT1.R auch G-Protein unabhéngige
Signaltransduktion.?*** Die GPCR-Aktivierung fiihrt dabei grundsitzlich zur Phosphorylierung

von C-terminalen Serin/Threonin Residuen durch GPCR Kinasen (GRK).>>?® Diese

27.28 welche sowohl

1

Phosphorylierung ermoglicht die Rekrutierung der Geriistproteine Arrestin,
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2930 yvon GPCR als auch fiir anderweitige nachgelagerte Signaltransduktion

fiir die Regulation
verantwortlich sind.*!*? Die Proteinfamilie der Arrestine besteht aus den vier Isoformen 1 bis
4 und ist in die visuellen (1 und 4) und nicht-visuellen (2 und 3) Arrestine zu unterteilen. Die
nicht-visuellen Arrestine sind in Sdugetierzellen ubiquitdr zu finden und werden auch als f-

Arrestin 1 und 2 bezeichnet.??

Es ist von groflem Interesse, die Signalwege des B-Arrestin 2 am SHT1.R besser zu verstehen.
Auch an anderen GPCR haben Arrestine wichtige Funktionen. So verbessert die Rekrutierung
von B-Arrestin I und 2 am Angiotensin 1-Rezeptor beispielsweise die Herzleistung von
speziellen Liganden im Tiermodell.** ¢ Am p-Opioidrezeptor ist die p-Arrestin 2 Rekrutierung
an Opioid-vermittelten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen wie der Toleranzentwicklung

beteiligt.’’’

Auch das Interesse an der Kinetik und Dynamik der GPCR-Signaltransduktion wird immer
groBer, da das therapeutische Potential von Liganden optimiert werden soll.*** Die
Quantifizierung der Signalkinetik mit niitzlichen Arzneimittelparametern wiirde die
Entwicklung kinetisch optimierter Molekiile unterstiitzen, die beispielsweise auf die Dauer der
Signalgeneration, den Zeitrahmen der Desensibilisierung und die Verweildauer in

signalgebenden Kompartimenten abgestimmt sind.*’

8-OH-DPAT ist ein Agonist am SHT.R und gilt an diesem als prototypischer Agonist. Aus
diesem Grund wird er in der Literatur hdufig als Referenzligand fiir Studien der
Radioligandbindung oder anderen funktionellen Untersuchungen am SHT.R genutzt.>?344-46
Ziel der Arbeiten im Rahmen dieser Dissertation ist es, die Kinetik der SHT1.R-vermittelten -
Arrestin 2 Rekrutierung zu charakterisieren und dadurch dynamisch zu zeigen, ob der SHT1.R-
Prototypagonist 8-OH-DPAT als Voll- oder Partialagonist auf die [-Arrestin?2
Signaltransduktion wirkt. Die 8-OH-DPAT vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung ist in der
Literatur sehr heterogen und ausschlieflich in Form von Endpunktbestimmungen

beschrieben, 323244748

Innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte ist das Verstindnis von GPCR-Signaltransduktion nicht
nur in Bezug auf nachgelagerte Signalkaskaden ausgeweitet worden. Man ist auch dazu
iibergegangen, GPCR weniger als einzelne, voneinander isolierte Einheiten anzusehen.
Stattdessen ist man sich mittlerweile einig, dass GPCR sowohl mit gleichen Rezeptoren als

49,50

auch anderen Rezeptoren der gleichen oder sogar verschiedener’'™® GPCR-Klassen

2
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oligomerisieren konnen. Eine solche gegenseitige Beeinflussung ist in der Literatur sowohl fiir
die Kombination aus SHT .- und SHT2,-%, als auch fiir die Kombination aus SHT - und SHT-

Rezeptoren’ besprochen.

SHT2.-Rezeptoren (SHT22aR) werden in weiten Teilen des humanen Gehirns mit hoher
Rezeptordichte neben dem 5HTi.R koexprimiert, wobei die SHT2.R-Dichte in Thalamus,
Mittelhirn und Pons eher gering ist.>*>¢ Eine SHT2.R-Aktivierung fiihrt bei den Rezeptor-
exprimierenden Neuronen zu einer erhdhten Erregbarkeit der Zellen.>” Abhingig davon, ob sich
die Rezeptoren auf exzitatorischen oder inhibitorischen Neuronen befinden, unterscheiden sich
auch die fiir die nachgeschalteten Zellen resultierenden Effekte.’®>° SHT2.R koppeln Gq-
Proteine,®® wobei Serotonin eine hohere Affinitit zu Rezeptoren aufweist, die sich in
Komplexen mit G-Proteinen befinden.®! Wie auch SHT1.R, spielen SHT2.R eine wichtige Rolle
bei der Entstehung und Therapie von psychiatrischen Erkrankungen. Im Falle des SHT2.R ist
ein Einfluss vor allem auf Depressionen, Schizophrenie, zwanghaften Verhaltensstérungen und
Essstorungen diskutiert.'* Die ersten Theorien iiber einen mdglichen Crosstalk von SHT1.R und
SHT2.R haben bereits Eison und Mullins 1996%% aufgestellt. Borroto-Escuela et al. 2017® weisen
das erste Mal Isorezeptorkomplexe nach. Aufgrund der entgegengesetzten Effekte, die
postsynaptische SHT1.R und SHT2.R an ihre Wirtsneuronen vermitteln, und ihrer Assoziation
mit psychiatrischen Erkrankungen ist von grolem Interesse, die physiologische

Wechselwirkung der beiden Rezeptoren zu verstehen.

Der 5HT7-Rezeptor (SHT7R) ist der zuletzt beschriebene Rezeptor der Familie der
Serotoninrezeptoren.®® Im menschlichen Gehirn wird er mit hoher Rezeptordichte v.a. in Teilen
des Hippocampus, in dorsalen Raphekernen und in der Substantia Nigra exprimiert.**% SHT;R
koppeln Gs-Proteine und aktivieren ERK.%¢-%8 Sie sind an der Serotonin-vermittelten Regulation
des zirkadianen Rhythmus®’ sowie an der altersabhingigen Verinderung der zirkadianen
Zeitbestimmung beteiligt.®” Dariiber hinaus sind SHT7R nicht nur bei der Entwicklung von
Angstzustinden und Depressionen, sondern auch an der Therapie von Depressionen beteiligt.”
Fiir das Zusammenspiel von SHT7R und 5SHTi.R ist bekannt, dass die SHTi.R-vermittelte
Signaltransduktion beeinflusst wird. So zeigen Renner et al. 2012,° dass die gleichzeitige
Expression von SHT7R die Gi-Kopplung am 5HT1.R spezifisch abschwécht. Die SHT1.R-
vermittelte Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 steigt an, wenn SHT7R
zusitzlich exprimiert werden. Des Weiteren beschreibt die Arbeitsgruppe, dass die

Heteromerisierung von SHT.R und SHT7R die Internalisierung von SHT1.R initiiert.
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Diese SHT7R-vermittelte Kointernalisierung des SHT1.R scheint die SHTi.R-vermittelte -
Arrestin-abhéngige ERK-Phosphorylierung zu verstirken. Denn wenn hauptséchlich SHT.R-
Monomere oder -Homodimere vorliegen, ist die SHT1.R-vermittelte ERK-Phosphorylierung in
erster Linie von der Aktivierung der Gi-Proteine abhingig.”! Dies wirft die Frage auf, welchen
Einfluss die Koexpression des SHT7R auf die Rekrutierung von B-Arrestin 2 an den SHT.R
hat.

Besonders fiir Depressionen scheint die Interaktion von SHT1.R und SHT7R eine wichtige Rolle
zu spielen, wie Naumenko et al. 201472 und Popova et al. 2022* diskutieren. Die Arbeitsgruppen
schlagen vor, dass das Verhéltnis von 5HTi.R-Homooligomeren zu SHT.R/SHT7R-
Heterooligomeren auf prd- und postsynaptischen Membranen eine unterschiedliche SHT.-
Rezeptordesensitivierung steuert. Als Grund dafiir nennen sie die SHT7R-vermittelte
Internalisierung von SHT1.R aus SHT1.R/SHT7R-Heterooligomeren. Threr Theorie zur Folge
liegen in der priasynaptischen Membran SHT R verstirkt in SHT1.R/SHT7R-Heterooligomeren
vor, verglichen mit der postsynaptischen Membran. Ist im synaptischen Spalt beispielsweise
durch die Therapie mit selektiven Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitoren (SSRI) die
Serotoninkonzentration erhoht, werden die prasynaptischen SHT1.R verstirkt internalisiert.
Hierdurch nimmt die Aktivitat dieser SHT1.-Autorezeptoren ab, was durch das Ausbleiben des
negativen Feedbackmechanismus die Aktivitdt des Serotonin-Systems im Gehirn erhdht.
Popova et. al 2022* fithren weiter aus, dass sie davon ausgehen, dass das Verhiltnis von
SHT1.R-Homooligomeren zu SHT1.R/SHT7R-Heterodimeren in priasynaptischen Neuronen bei
einer Depression in Richtung der SHT1.R-Homooligomere verschoben ist. Hierdurch kdme es
zu einer verzogerten Internalisierunug von 5HTi.-Autorezeptoren bei SSRI-Einnahme,
wodurch das fiir SSRI bekannte verspétete Einsetzen der Wirkung mdglicherweise zu erkldren
ist. Auf Basis dieses Regulationsmechanismus schreiben sie der Bildung von SHT.R/5SHT7R-
Heterooligomeren eine wichtige Rolle sowohl fiir die Entstehung als auch fiir die Therapie von
Depressionen zu. Uber die exakte Stochiometrie der Homo- sowie Heterooligomere liegen

bisher noch keine Informationen vor.

Die Signaltransduktion von GPCR beruht auf der funktionalen Interaktion von rdumlich und
zeitlich voneinander getrennten Proteinen der nachgeschalteten Signalkaskade. Die Dynamik
dieser Komponenten in der Zellmembran spielt daher eine wichtige Rolle fiir die Funktionalitit
von GPCR. Die Hypothese der mobilen Rezeptoren ist das erste Konzept, das diesen Aspekt

th

der rezeptorvermittelten Signaltransduktion formuliert hat.”” Biologische Membranen sind

fluide, was die laterale Diffusion ihrer Protein- und Lipidbestandteile ermoglicht. Weil die
4
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einzelnen Komponenten nicht die gleiche Affinitdt zueinander aufweisen, ergibt sich ein sehr
heterogenes Verteilungsmuster. Hieraus ergibt sich die Kompartimentierung in funktionale
Mikrodoméinen, deren  Eigenschaften  deutlich von den  durchschnittlichen

Membraneigenschaften abweichen.” Die Arbeitsgruppe um A. Kusumi'!’+7

schlégt fiir diese
Kompartimentierung in verschiedene Dominen zum einen das Fence-Picket-Modell vor.
Hierbei beschreiben sie das unter der Plasmamembran liegende Aktin-Skelett als
Zaunanalogon. Die in der Membran vorkommenden transmembranéren Proteine, die am Aktin-
Skelett verankert sind, fiihrt die Gruppe als Zaunpfahlanaloga ein. Zusammengenommen
hindern das Aktin-Skelett und die daran verankerten Transmembranproteine andere
Membrankomponenten an der freien Diffusion in der Zellmembran. Dariiber hinaus beschreibt
die Arbeitsgruppe eine von Lipid-Lipid-Wechselwirkungen gepriagte Bildung von sog. Lipid-
Rafts, in denen eine erhohte Cholesterin- und Glykosphingolipiddichte vorherrscht und die eine
wichtige Rolle fiir die Signaltransduktion spielen.''’%”7 Auch die Wechselwirkungen zwischen
Proteinen k&énnen laut Kusumi et al. 2012!"' zur Bildung von dynamischen
Proteinkomplexdoménen, wie zum Beispiel Clathrin-Coated Pits fiihren. Die laterale Diffusion
von GPCR kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Die Behandlung mit
Substanzen, die die Fluiditdt von Membranen verdndert, kann die laterale Mobilitit sowie die
Aktivitit von GPCR modifizieren.”®” Auch der Zustand des Aktin-Skeletts,®* die Ligand-
vermittelte Aktivierung von GPCR und ihr Oligomerisierungszustand haben einen Einfluss auf
die laterale GPCR-Diffusion.'** Daher soll im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss einer SHT-

Rezeptorkoexpression oder der Behandlung mit diversen Liganden auf die laterale SHT.R-

Mobilitéat untersucht werden.
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2. Ziel und Herangehensweise

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Kinetik der B-Arrestin 2 Rekrutierung an den SHT1.R zu
untersuchen und mit Hilfe dieser die SHT.R-Agonisten als Voll- oder Partialagonisten zu
charakterisieren. Zu diesem Zweck erfolgt die Etablierung eines SHT1,-NanoBiT®-Assays in
HEK Zellen, der die Darstellung der B-Arrestin 2 Signaltransduktion in Echtzeit {iber 60 min

ermdglicht.

Es ist bekannt, dass GPCR nicht nur mit Proteinen interagieren, die fiir ihre Signaltransduktion
notig sind. Sie konnen dariiber hinaus iiber nachgeschaltete Kaskaden oder durch direkte
Oligomerisierung mit denselben Rezeptoren, mit GPCR der gleichen Familie oder anderer
Familien reguliert werden. Fiir den SHT1.R ist bekannt, dass er mit den Serotoninrezeptoren
5HT», und 5HT7 heteromerisiert. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist daher, zu untersuchen, ob
die Koexpression und Aktivierung von SHT2.R oder SHT7R die B-Arrestin 2 Rekrutierung an
den SHT1.R beeinflusst. Dazu werden SHT1,-NanoBiT®-Assays in HEK Zellen durchgefiihrt
und die Verdnderungen der SHTi.R-vermittelten Signaltransduktion abhingig von der

Aktivierung der koexprimierten SHT2.R bzw. SHT7R untersucht.

Auch die laterale Mobilitit von GPCR hat einen mafigeblichen Einfluss auf ihre
Signaltransduktion. Aus diesem Grund ist das abschlieBende Ziel der Arbeit, die laterale
Diffusion von 5HTi.R zu untersuchen. Dabei soll der Einfluss des SHT2.R auf die Mobilitit
des SHT1.R charakterisiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt die Beschreibung des
SHT7R-Agonisten AS-19 als inverser SHT1.R-Agonist. Welchen Einfluss die Behandlung mit
AS-19 auf die laterale Mobilitét von SHT1.R in HEK Zellen hat, soll daher ebenfalls analysiert
werden. Die laterale Rezeptordiffusion von SHT1.R auf der Oberfliche von HEK Zellen wird
mit Hilfe von Single Particle Tracking (SPT) Experimenten charakterisiert.
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3. Material

3.1 Chemikalien

Tabelle 1: Auflistung der kiuflich erworbenen Chemikalien

Name Abkiirzung Bezogen von Referenznummer

8-OH-DPAT - Sigma-Aldrich, Crailsheim, | H8520
Deutschland

Agarose - Bio-Rad Laboratories Inc., | 1613101
Hercules, CA, USA

Ampicillin Amp Sigma-Aldrich A0166

AS-19 - Tocris Bioscience, Bristol, 1968
Vereinigtes Konigreich

Bovines BSA VWR, Radnor, PA, USA 0332

Serumalbumin

Bacto™ Trypton - Thermo Fisher Scientific, 211705
Waltham, MA, USA

Bacto™ Hefeextrakt - Thermo Fisher Scientific 212750

Calciumchlorid CaClx * 6 H,O | Sigma-Aldrich 442909

Hexahydrat

Coelenterazin h - Prolume, Pinetop-Lakeside, | CAT#301
AZ, USA

Geneticin G418 Thermo Fisher Scientific 11811064

GeneRuler 1 kb Plus - Thermo Fisher Scientific SM1331

DNA-Leiter

HEPES - AppliChem, Darmstadt, A1069
Deutschland

Isopropyl-B-D- IPTG Thermo Fisher Scientific B21149.06

thiogalactosid

Kanamycin - Sigma-Aldrich K1377

Magnesiumchlorid MgCl * Thermo Fisher Scientific 012288.36

Hexahydrat 6 H.O

Natriumchlorid NaCl AppliChem 146994

Natriumdihydrogen- NaH>PO4* Sigma-Aldrich S9638

phosphat Monohydrat | H,O

Natriumhydroxid NaOH Sigma-Aldrich 221465

Paraformaldehyd PFA Sigma-Aldrich 158127

Polyethylenimin PEI Sigma-Aldrich 408727

Poly-D-Lysin PDL Sigma-Aldrich 79606

Saccharose - Thermo Fisher Scientific A15583.0E
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Salzsdure HCI Sigma-Aldrich 1.37007
SB269970 - Sigma-Aldrich 5.06415
Serotonin - Sigma-Aldrich 50679
Spiperon - Sigma-Aldrich 749020
TCB-2 - Tocris Bioscience 2592
Tris-(2-carboxyethyl)- | TCEP Sigma-Aldrich C4706
phosphinhydrochlorid
U92016A - Tocris Bioscience 2739
WAY-100135 WAY Sigma-Aldrich W1895
Zeocin Zeo Thermo Fisher Scientific R25001
3.2 Losungen
3.2.1 Kiuflich erworbene Losungen
Tabelle 2: Auflistung der kduflich erworbenen Lésungen
Name Abkiirzung | Bezogen von Referenznummer
Dulbecco’s Modified DMEM Thermo Fisher Scientific 31885023
Eagle Medium, low
glucose, pyruvate
Dulbecco’s Modified DMEM, Thermo Fisher Scientific 11054020
Eagle Medium, low farblos
glucose, pyruvate, no
glutamine, no phenol red
FluoreGuard Mounting - ScyTek Laboratories, Inc. FMHO030
Medium (Hard Set) Logan, UT, USA
Fotales Kdlberserum FCS Thermo Fisher Scientific A5256701
GlutaMAX™ - Thermo Fisher Scientific 35050061
Salzlésung nach Hanks HBSS Thermo Fisher Scientific 14025050
Ziegenserum NGS Sigma-Aldrich G9023
Penicillin-Streptomycin | P/S Thermo Fisher Scientific 15140122
(10.000 U/ml)
Phosphatgepufferte PBS Thermo Fisher Scientific 10010056
Kochsalzlosung
Trypsin-EDTA (0,05 %) | T/E Thermo Fisher Scientific 25300104
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3.2.2 Im Labor hergestellte Losungen

Tabelle 3: Auflistung der im Labor hergestellten Losungen

Name

Zusammensetzung

HEK Kulturmedium

Abkiirzung

DMEM
100 Einheiten/mL Penicillin

100 ug/mL Streptomycin
10 % (V/V) FCS

HEK Kulturmedium,
farblos

DMEM farblos

100 Einheiten/mL Penicillin
100 pg/mL Streptomycin

10 % (V/V) FCS

1 % GlutaMAX™

HEPES gepufferte
Salzlésung nach Hanks

HBSS/HEPES

20 mM HEPES
500 ml HBSS
mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt

Lysogenie-Briihe-
Medium

LB

1 % (m/V) Bacto™ Trypton

0.5 % (m/V) Bacto™ Hefeextrakt
1 % (m/V) NaCl

mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt

Lysepuffer

50 mM Phosphatpuffer (pH = 7)
mit NaOH/HCI auf pH =7

300 mM NacCl

2,5 mM MgClx

0,03 mg/mL Lysozym

1 mM TCEP

0,6 U/mL DNAse

Natriumchloridlésung
150 mM

NaCl 150 mM

150 mM NacCl
50 mL H>O
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3.3 Antikorper

Tabelle 4: Auflistung der kiuflich erworbenen Antikorper

Name Art des Bezogen von Referenznummer
Antikorpers

Anti-5SHT1.-Rezeptor | Kaninchen, Abcam, Cambridge, ab85615
Antikorper polyklonal Vereinigtes Konigreich
Anti-5HT2.-Rezeptor | Kaninchen, Antibodies.com, A98936
Antikorper polyklonal Limerick, PA, USA
Anti-5SHT7-Rezeptor | Kaninchen, Thermo Fisher #PA1-41122
Antikorper polyklonal Scientific (Invitrogen)
Anti-Kaninchen- Pferd, Fisher Scientific 50-204-5636
DyLight™ 488- polyklonal (Vector Laboratories),
Antikorper Hampton, NH, USA

3.4 Enzyme

Tabelle 5: Auflistung der kiuflich erworbenen Enzyme

Name Art des Enzyms Bezogen von

BamHI FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

DNAse I, RNAse-frei DNAse Thermo Fisher Scientific

Eco321 FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

EcoRI FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

HindIII FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

Kpnl FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

Lysozym Lysozym Thermo Fisher Scientific

Nhel FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

Notl FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

Xhol FastDigest-Restriktionsenzym Thermo Fisher Scientific

T4 DNA Ligase Ligase New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA

Q5" High-Fidelity 2X | Polymerase New England Biolabs

Master Mix mit

Q5® High-Fidelity

DNA Polymerase

10
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3.5 Zelllinien

3.5.1 Kauflich erworbene Zelllinien

Tabelle 6: Auflistung der kiuflich erworbener Zelllinien

Name Zelltyp Bezogen von Referenznummer
HEK 293 Humane embryonale | Deutsche Sammlung von ACC 305
Nierenzellen Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) GmbH,
Braunschweig, Deutschland
3.5.2 Genetisch verinderte Zelllinien
Tabelle 7: Auflistung genetisch veriinderter Zelllinien

Name Exprimierte genetische Transfektionsmethode
Informationen

HEK 5HT1a-NanoBiT® | Exprimiert SHT1.-Rezeptor mit N- | Transiente PEI-
terminalem LgBiT und B-Arrestin 2 | Transfektion
mit C-terminalem SmBiT

HEK 5HT1a-NanoBiT® | Exprimiert SHT1,-Rezeptor mit N- | Transiente PEI-

SHT2a terminalem LgBiT, B-Arrestin 2 mit | Transfektion
C-terminalem SmBiT und SHT2a-
Rezeptor

HEK 5HT1a-NanoBiT® | Exprimiert SHT1.-Rezeptor mit N- | Transiente PEI-

SHT7 terminalem LgBiT, B-Arrestin 2 mit | Transfektion
C-terminalem SmBiT und SHT7-
Rezeptor

HEK 5HT2a-NanoBiT® | Exprimiert SHT2,-Rezeptor mit N- | Transiente PEI-

terminalem LgBiT und B-Arrestin 2
mit C-terminalem SmBiT

Transfektion

HEK 5HT7-NanoBiT®

Exprimiert SHT7-Rezeptor mit N-
terminalem LgBiT und B-Arrestin 2
mit C-terminalem SmBiT

Transiente PEI-
Transfektion

HEK SNAP-5HTla

Exprimiert SHT1.-Rezeptor mit C-
terminalem SNAP-Tag

Stabile PEI-Transfektion

HEK SNAP-5HTla
HiBiT-5HT2a

Exprimiert SHT1.-Rezeptor mit C-
terminalem SNAP-Tag und SHT2.-
Rezeptor mit C-terminalem HiBiT

Stabile PEI-Transfektion

11
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3.6 Kits

Tabelle 8: Auflistung der kéuflich erworbenen Kits

Name Bezogen von Referenznummer
NucleoBond™ Xtra Midi Kit | Macherey-Nagel, Diiren, 740410
Deutschland
NucleoSpin® Gel and PCR Macherey-Nagel 740609
Clean-up
Pierce™ BCA Protein Assay Thermo Fisher Scientific 10678484
Kit
3.7 Plastik- und Glaswaren
Tabelle 9: Auflistung der genutzten Plastik- und Glaswaren
Name Bezogen von Referenznummer
Zellkulturschale, TC- VWR 734-2321
behandelt, mit Greifring, 10 cm
6-Well-Platte, flacher Boden, VWR 734-2323
TC-behandelt
12-Well-Platte, flacher Boden, | VWR 734-2324
TC-behandelt
96-Well-Platte, CELLSTAR®, | Greiner Bio-One, 655098
flacher klarer Boden Kremsmiinster, Osterreich
Deckglas rund, 18 mm Paul Marienfeld, Lauda- 0111580
Konigshofen, Deutschland
Halterung fiir Deckgléser Sonderanfertigung von Detlef -
Forst, Institut Physiologie II,
Universitdt Bonn
Dialyseschlauch SERVA Electrophoresis, 44145.04

SERVAPOR®, MWCO 12000-
14000

Heidelberg, Deutschland
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4. Methoden

4.1 Zellkultur

Die Kultivierung von humanen embryonalen Nierenzellen 293 (HEK Zellen) erfolgt in
DMEM-Medium mit niedriger Glucosekonzentration, 10 % (V/V) FCS und 100 IU/mL
Penicillin/Streptomycin. Die verschiedenen HEK Zelltypen werden in unterschiedlichen
Rhythmen verdiinnt. Fiir HEK Wildtyp Zellen gilt der Turnus einer 1:20 Verdiinnung alle 3-
4 Tage. Die stabil transfizierten HEK SNAP-5HT1a und HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Zellen sind alle 3-4 Tage 1:8 zu verdiinnen. Alle HEK Zellen wachsen in 10 cm
Zellkulturschalen, die sich in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % COz befinden.

4.2 Transformation von XL1-blue Bakterien

Die Transformation kompetenter XL1-blue Bakterien dient der Amplifikation aller klonierten
Plasmide (Abschnitte 4.3.2 und 4.4.2). Zunéchst erfolgen die Zugabe und vorsichtige Mischung
von ca. 1 ng DNA zu 100 uL Bakterien-Aliquots. Die DNA-Bakterien-Mischung lagert fiir
30 min auf Eis. Es folgen der Hitzeschock fiir 1 min bei 42 °C und die erneute Kiihlung fiir
2 min auf Eis. AnschlieBend werden 900 nL LB-Medium zu der Mischung pipettiert und diese
1 h lang bei 37 °C und 225 rpm geschiittelt. Die Zentrifugation der Bakterien fiir 5 min bei
3.000 g schlieBt sich an, wobei der entstehende Uberstand verworfen wird. Die Zugabe von
50 uL LB-Medium zum Bakterienpellet dient der Resuspension der Bakterien, dem LB-
Medium ist dabei das dem Plasmid entsprechende Antibiotikum zugesetzt (50 ng/mL
Ampicillin  oder 25 pg/mL Kanamycin). Die Bakteriensuspension wird auf eine
antibiotikahaltige LB-Agar-Platte (1,5 % (m/V) Agar in LB-Medium) ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nédchsten Tag erfolgt die Entnahme der Einzelklone, die in 5 mL
antibiotikahaltigem LB-Medium fiir 8 h bei 37 °C und 225 rpm geschiittelt werden. Nach dem
Ubertrag von 500 pL der Bakteriensuspension in 150 mL antibiotikahaltiges LB-Medium folgt
weiteres Schiitteln der Bakterienkultur tiber Nacht bei 37 °C und 225 rpm. Die Aufreinigung
der Plasmid-DNA findet mit Hilfe des NucleoBond® Xtra Midi Kits (Protokoll siche Abbildung
A 1 im Anhang) statt. Alle klonierten Plasmide werden zur Kontrolle mit geeigneten
Restriktionsenzymen geschnitten, die Trennung der Ansétze erfolgt mittels 1 %iger Agarose-

Gelelektrophorese und die GeneRuler 1 kb DNA-Leiter dient der GroBBenbestimmung der
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DNA-Fragmente. Zur Verifizierung der DNA-Sequenzen werden die Plasmide dariiber hinaus
zur Sanger-Sequenzierung an GATC-Services (Teil der Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland) iibergeben.
4.3 B-Arrestin 2 Rekrutierung im NanoBiT®-Assay

4.3.1 Messprinzip des Experiments

Fiir die Messung der SHTi.R-vermittelten B-Arrestin 2 Rekrutierung werden HEK Zellen
transient transfiziert. Folglich exprimieren sie den SHTi.R mit einem C-terminalen LgBiT-
Proteintag und B-Arrestin 2 mit N-terminalem SmBiT-Tag. LgBiT und SmBiT sind die zwei
Fragmente, in die die Nanoluciferase aufgespalten ist. Sie weisen eine geringe Affinitit3
zueinander auf. Kommt es durch die Bindung eines S5HTi.R-Agonisten zur
Rezeptoraktivierung, wird B-Arrestin2 an den Rezeptor rekrutiert. Die resultierende
unmittelbare Ndhe von LgBiT und SmBiT fiihrt zur Komplementation der Nanoluciferase.
Diese setzt in einer enzymatischen Reaktion das Substrat Coelenterazin h zu Coelenteramid h
unter der Emission von chemilumineszentem Licht um (siche Abbildung 1). Die Messung der
Chemilumineszenz erfolgt im Tecan Spark® Multimode-Mikroplatten-Reader (Tecan Spark®
Reader) iiber einen Zeitraum von 60 min und lisst Riickschliisse liber die zeitliche Entwicklung
der B-Arrestin 2 Rekrutierung am SHT1.R zu. In weiteren Experimenten werden neben DNA-
Konstrukten, die fiir SHT1.R-LgBiT- und SmBiT-B-Arrestin 2-Proteine kodieren, auch fiir
SHT2.R oder SHT7R kodierende Konstrukte transfiziert. Diese Experimente dienen der
Uberpriifung des Einflusses, den die Expression eines weiteren SHT-Rezeptors auf die SHT 1R -
vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung hat. Dartiber hinaus ermoglicht die Etablierung von
5HT2.- bzw. SHT7-NanoBiT®-Assays die Testung der SHT2.R- und SHT7R-Agonisten. Zu
diesem Zweck werden HEK Zellen so transient transfiziert, dass sie neben SmBiT-p-Arrestin 2

auch SHT2.R- oder SHT7R-LgBiT exprimieren.
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5HT..-Rezeptor ® 5HT,-Rezeptor

Coelenterazin h Licht? Coelenteramid h

Abbildung 1: Messprinzip des SHT1.-NanoBiT®-Assays

Durch die Bindung des SHT,R-Agonisten wird B-Arrestin 2 an den als LgBiT-Fusionsprotein exprimierten
Rezeptor rekrutiert. Die rdumliche Nahe zwischen SHT.R und B-Arrestin 2 ermoglicht die Komplementierung
des groflen (LgBiT) und kleinen Proteinfragments (SmBiT) zur enzymatisch aktiven Nanoluciferase (NanoLuc).
In der durch die NanoLuc katalysierten Reaktion wird Coelenterazin h unter Freisetzung von chemilumineszentem
Licht zu Coelenteramid h umgewandelt. Die Abbildung ist mit Hilfe von BioRender.com erstellt worden.

Die Klonierung der Plasmide sowie die Messung der B-Arrestin 2 Rekrutierung im NanoBiT®-
Assay wird durchgefiihrt in Anlehnung an die von Saecker et al. 20233 beschriebene Messung

der B-Arrestin 2 Rekrutierung am AjAR.
4.3.2 Klonierung der Plasmide

4.3.2.1 pcDNASFRT SHT1a

Die fiir den SHT R kodierende DNA-Sequenz wird in den pcDNA™S5/FRT Expressionsvektor
fiir Sdugetiere (Thermo Fisher Scientific; im Folgenden als pcDNASFRT bezeichnet) kloniert.
Dazu kommen fiir die enzymatische Spaltung von pcDNASFRT und h5-HT1A VersaClone
cDNA Plasmid (R&D Systems) die FastDigest-Restriktionsenzyme (FD-Enzyme) Nhel und
Xhol (Thermo Fisher Scientific) zum Einsatz. Es folgt die Ligation von pcDNASFRT-Vektor-
und SHT1.R-Insert-DNA. Dazu werden etwa 20 ng Vektor- und die dreifache Menge Insert-
DNA eine Stunde lang bei Raumtemperatur unter dem Einsatz einer Einheit T4-DNA Ligase
in einfach konzentriertem Ligase-Puffer inkubiert. Daraufhin erfolgt die Transformation von
XL1-Blue Bakterien mit 5 uL des Ligationsansatzes. Wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, wird
die Plasmid-DNA anschlieBend in Einzelklonen vervielfdltigt, die DNA extrahiert, mit Hilfe

von Restriktionsenzymen geschnitten und mittels Gelelektrophorese kontrolliert. AbschlieBend
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dient die Sanger-Sequenzierung der Verifizierung der DNA-Sequenz des klonierten Plasmids

(Plasmidkarte siche Abbildung A 2 im Anhang).

4.3.2.2 pcDNA3_SHT1a-LgBiT

Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und NotI wird die fiir den SmBiT kodierende DNA-
Sequenz aus einem pcDNA3 SHT1a-SmBiT Plasmid ausgeschnitten (der pcDNA3 Vektor
stammt urspriinglich von Life Technologies, Invitrogen). Die Extraktion der fiir den LgBiT
kodierenden DNA erfolgt iiber dieselben Schnittstellen. Die LgBiT-Sequenz stammt
urspriinglich aus dem Plasmid pEX-K168 LgBiT-His (Eurofins). Anschliefend wird, wie im
Abschnitt 4.3.2.1 beschrieben, ligiert und das resultierende Plasmid vervielfiltigt sowie

kontrolliert (Plasmidkarte siche Abbildung A 3 im Anhang).

4.3.2.3 pcDNASFRT _SHT2a

Das Plasmid pcDNASFRT 5HT2a ist dankenswerterweise von Alexander Glassmann
(Hochschule Bonn-Rhein-Sieg) zur Verfligung gestellt worden (Plasmidkarte siche Abbildung
A 4 im Anhang). Der dem Plasmid zugrunde liegende Vektor pcDNA™S/FRT ist von Thermo

Fisher Scientific bezogen worden.

4.3.2.4 pcDNA3_SHT2a-LgBiT

Die fiir den 5HTz.-Rezeptor kodierende DNA wird aus dem bestehenden Plasmid
pSNAPm 5HT2a iiber die Restriktionsschnittstellen Eco32] und EcoRI entnommen.
pSNAPm 5HT2a leitet sich aus dem von Alexander Glassmann zur Verfligung gestellten
pcDNASFRT 5HT2a Plasmid ab und stammt aus einem anderen Projekt des Arbeitskreises.
Die Extraktion der SHT1.R-DNA-Sequenz aus dem Plasmid pcDNA3 SHT1a-LgBiT erfolgt
iiber die Schnittstellen Eco21 und EcoRI. Es folgt die Ligation des SHT2.R-Inserts in den
pcDNA3 LgBiT-Vektor, das resultierende Plasmid (Plasmidkarte sieche Abbildung A 5 im

Anhang) wird vervielfiltigt und kontrolliert (wie in 4.3.2.1 beschrieben).

4.3.2.5 pcDNASFRT_SHT7

HTR7-Tango ist als Addgene Plasmid #6641566415% gelistet und freundlicherweise von
Bryan Roth zur Verfiigung gestellt worden. Die Amplifikation der fiir den SHT7-Rezeptor
kodierenden DNA erfolgt mittels PCR (Vorwérts-Primer: 5'-CTCGCTAGCGGGATCCATGA

TGGACGTTAACAGC-3', Riickwirts-Primer: 5'-AGACTCGAGTCATGGATCATTACCT
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TC-3"). Der PCR-Ansatz setzt sich zusammen aus 12,5 pL Q5® High-Fidelity 2x Master Mix,
jeweils 1,25 pL der beiden eingesetzten Primer (10 uM), 1 pL DNA (1 ng/uL) und 9 pL
Wasser. Zundchst erfolgt ein initialer DNA-Denaturierungsschritt bei 98 °C fiir 30 s, es folgen
25 Zyklen mit 10 s Denaturierung bei 98 °C, 15 s Primerhybridisierung bei 68 °C und 30 s
Amplifikation bei 72 °C. Nach Abschluss der 25 Zyklen schlieBt sich ein finaler
Amplifikationsschritt fiir 2 min bei 72 °C an, abschlieBend wird die Probe bei 4 °C bis zur
Entnahme aus dem Geridt aufbewahrt. Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgt mit Hilfe
des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits (Protokoll siche Abbildung A 6 im Anhang). Im
Anschluss werden das PCR-Produkt und der pcDNASFRT-Vektor (Thermo Fisher Scientific)
mit den FD-Enzymen Nhel und Xhol geschnitten und, wie in Abschnitt 4.3.2.1 beschrieben,
ligiert, vervielfaltigt und kontrolliert (Plasmidkarte siche Abbildung A 7 im Anhang).

4.3.2.6 pcDNA3_SHT7-LgBiT

Die fiir den SHT 1R kodierende DNA-Sequenz wird aus dem pcDNA3 5SHT1a-LgBiT Plasmid
(Klonierung in Abschnitt 4.3.2.2 beschriebenen) ausgeschnitten. Dies erfolgt mit Hilfe der FD-
Enzyme EcoRI und Eco32l. Aus einem bereits bestehenden pcDNA3.1Zeo SHT7-SmBiT
Plasmid wird die fiir den SHT7R kodierende DNA iiber dieselben Restriktionsschnittstellen
extrahiert. Es folgen die Ligation von SHT7R-Insert und pcDNA3 LgBiT-Vektor (beschrieben
in Abschnitt 4.3.2.1), die Trennung und Aufreinigung des resultierenden Plasmids

(Plasmidkarte siche Abbildung A 8 im Anhang).

4.3.2.7 pcDNA3.1Zeo_SmBiT-ARRB2

Die Extraktion der flir p-Arrestin2 kodierenden DNA-Sequenz erfolgt durch
Restriktionsverdau des bestehenden Plasmids pECFP-N1_rARRB2 unter dem Einsatz der FD-
Enzyme Nhel und Xhol. pECFP-N1 rARRB?2 ist freundlicherweise von M. Bouvier aus
Montreal zur Verfiigung gestellt worden. Die B-Arrestin 2-Sequenz wird iiber die o.g.
Restriktionsschnittstellen in den pCDNA™3.1/Zeo (+) Expressionsvektor fiir Sdugetiere
(Invitrogen) ligiert (siche Abschnitt 4.3.2.1). Es folgen die Vervielfiltigung und Kontrolle des
resultierenden Plasmids (Plasmidkarte siche Abbildung A 9 im Anhang).

4.3.3 Transiente Transfektion von HEK Zellen

Fiir die Transfektion von HEK Zellen mit Polyethylenimin (PEI) werden 300.000 Zellen/Well

in eine 6-Well Platte ausgesit und 24 h lang anwachsen gelassen. Die eingesetzten
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Transfektionslésungen enthalten 0,75 png DNA pro Rezeptor- oder B-Arrestin 2-Konstrukt. Fiir
eine moglichst hohe Transfektionseffizienz empfiehlt es sich, 3 ug DNA pro Well zu
transfizieren. Daher wird die Differenz zwischen Rezeptor-, -Arrestin 2-DNA und 3 pg DNA-
Gesamtmenge mit pBluescript SK(-) (Plasmidkarte siehe Abbildung A 10 im Anhang)
aufgefiillt. Die DNA wird ad 200 uL in eine 150 mM NaCl-Losung verdiinnt, kurz durch
Vortexen homogenisiert, dann folgt die Zugabe von 8,23 pL einer 1 mg/mL konzentrierten PEI-
Losung. Nach erneutem Vortexen inkubiert die Transfektionslosung flir 10 min bei
Raumtemperatur. Das Kulturmedium der Zellen wird durch 1.800 pL frisches Medium ersetzt,
die Transfektionslosung tropfenweise hinzugegeben und die Platte vorsichtig geschwenkt. Die
Zellen ruhen fiir 24 h im Inkubator, dann konnen sie fiir den Nachweis transient transfizierter
Rezeptoren (siche Abschnitt 4.3.4) oder die Durchfiihrung der NanoBiT®-Assays (siche
Abschnitt 4.3.5) ausgesét werden.

Fiir die Messung der B-Arrestin 2 Rekrutierung im NanoBiT®-Assay werden die HEK Zellen

mit folgenden Plasmidkombinationen transfiziert:

Tabelle 10: Transiente Transfektionen fiir die Messung der p-Arrestin 2 Rekrutierung im NanoBiT®-Assay

Plasmide Bezeichnung der Zellen Ziel der Messung
pcDNA3 5HTla-LgBiT, HEK 5HT1a-NanoBiT B-Arrestin 2 Rekrutierung
pcDNA3.1Zeo SmBiT- am SHTia-Rezeptor
ARRB2

pcDNA3 SHTl1a-LgBiT, HEK 5HT1a-NanoBiT Einfluss des SHT2.-
pcDNA3.1Zeo SmBIiT- SHT2a Rezeptors auf die -
ARRB2, Arrestin 2 Rekrutierung am
pcDNASFRT 5HT2a SHT1a-Rezeptor

pcDNA3 5HTla-LgBiT, HEK 5HT1a-NanoBiT Einfluss des SHT7-Rezeptors
pcDNA3.1Zeo SmBiT- SHT7 auf die f-Arrestin 2
ARRB?2, Rekrutierung am SHT .-
pcDNASFRT SHT7 Rezeptor

pcDNA3 SHT2a-LgBiT, HEK 5HT2a-NanoBiT® B-Arrestin 2 Rekrutierung
pcDNA3.1Zeo SmBIiT- am SHT»a-Rezeptor
ARRB2

pcDNA3 SHT7-LgBiT, HEK 5HT7-NanoBiT® B-Arrestin 2 Rekrutierung
pcDNA3.1Zeo SmBiT- am SHT7-Rezeptor
ARRB2
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4.3.4 Nachweis der transient transfizierten Rezeptoren

Die verschiedenen Plasmidkombinationen fiir die Messung der B-Arrestin 2 Rekrutierung im
NanoBiT®-Assay sind in Tabelle 10 dargestellt. Die Expression der mit LgBiT- bzw. SmBiT-
fusionierten Proteine wird im NanoBiT®-Assay gezeigt. Dabei kommt es bei der
Komplementation von SmBiT und LgBiT in Anwesenheit des Luziferasesubstrats
Coelenterazin h zur Freisetzung von chemilumineszentem Licht. Es kommen auch 5HT1a-,
5HT2a- und SHT7-Rezeptorkonstrukte zum Einsatz, die weder mit LgBiT noch mit SmBiT
fusioniert sind. Zum Nachweis dieser Proteine dienen Immunfluoreszenz-Experimente. Die
Transfektion  der  Plasmide = pcDNASFRT 5HTla, pcDBASFRT 5HT2a  und
pcDBASFRT 5HT7 erfolgt dazu wie in Abschnitt 4.3.3 beschrieben. Die transient
transfizierten Zellen werden zu je 180.000 Zellen/Well auf PDL-beschichtete (0,1 mg/mL)
Deckgliser in einer 12-Well Platte ausgesét. Als Positivkontrolle fiir SHT1.R und SHT2.R
dienen die in Abschnitt 4.4.3 erstellten HEK SNAP-5SHT1a HiBiT-5HT2a Zellen, die in
derselben Dichte ausgesdt werden. HEK Wildtyp Zellen dienen als Negativkontrolle und
werden ebenfalls zu 180.000 Zellen/Well ausgesdt. 24 h nach dem Ausséden folgt die 10-
miniitige Inkubation der Zellen mit jeweils 250 puL einer Fixierlosung. Die Fixierlosung setzt
sich zusammen aus 4 % PFA mit 10 % Saccharose in PBS. Anschliefend erfolgt die
Permeabilisation der Zellen mit 250 uL einer PBS mit 0,1 % Triton X-100 Losung fiir 15 min.
Um  unspezifische  Antikorperbindung zu  verhindern, blockiert man freie
Proteinbindungsstellen fiir 1 h. Die Blockldsung setzt sich zusammen aus PBS mit 0,1 % BSA
und 10 % Normalem Ziegenserum (NGS). Nach dem Blocken werden die Deckglédser dreimal
mit PBS gewaschen. Die Deckgléser der Testbedingung, der Positiv- und der Negativkontrolle
inkubieren tiber Nacht bei 4 °C mit primédren Antikorperlosungen. Dazu werden die priméren
polyklonalen Kaninchen-Antikdrper in verschiedenen Konzentrationen (5HTia, SHTaa:
2 ug/mL, SHT7: 1 pg/mL) in PBS mit 1 % NGS verdiinnt. Am nichsten Tag folgt dreimaliges
Waschen. AnschlieBend wird fiir 1h mit einer Férbelosung aus 6 pg/mL Pferd-Anti-
Kaninchen-DyLight® 488-Antikérper und 2 ug/mL  Hoechst 33258  (DNA-Farbstoff)
behandelt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und einfachem Waschen mit Wasser fixiert
man die Deckglidser mit FluoreGuard Mounting Medium auf einen Objekttrager und analysiert

im DAPI- und GFP-Kanal (A1 = 365 nm, A =470 nm) im Zeiss Axio Observer Mikroskop.
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4.3.5 Durchfiihrung des NanoBiT®-Assays

Die transient transfizierten Zellen werden in einer Dichte von 25.000 Zellen/Well in weille
96-Well Platten mit klarem Boden ausgesét und dort 24 h lang mit vollwertigem Kulturmedium
anwachsen gelassen. Das Losen der verwendeten Liganden erfolgt in Wasser, Ethanol oder
DMSO, die Verdiinnung in HBSS/HEPES. Die DMSO-Konzentration libersteigt auf den Zellen
0,02 % nicht, Ethanol ist maximal 0,33 % konzentriert. Die entsprechenden Losungsmittel-

konzentrationen finden in der Pufferkontrolle des Assays Beriicksichtigung.

Am Tag der Messung startet das Experiment mit dem Austausch des Mediums auf den Zellen
durch 45 uL. HBSS/HEPES mit 2,5 uM Coelenterazin h. Die Platte ruht 7 min lang im
Inkubator und wird anschlieBend in den Tecan Spark® Reader iiberfiihrt. Das
Lumineszenzprogramm l&uft 60 min lang mit Messintervallen von 1 min bei 30 °C. Die ersten
5 aufgenommenen Messpunkte definieren die Baseline. Nach 5 Zyklen wird die Messung
pausiert und die Zugabe von 5 pL einer Pufferkontrolle oder einer 10-fach konzentrierten
Ligandlosung erfolgt in jedes Well. Die Lumineszenzmessung schreitet flir 55 weitere Zyklen
fort. Fiir die Vorinkubation mit Antagonisten wird das Kulturmedium 30 min vor dem Wechsel
zu HBSS/HEPES durch 50 pL antagonisthaltiges Medium ausgetauscht und im Inkubator
ruhen gelassen. Auch die HBSS/HEPES Losung mit Coelenterazin h enthélt dann die

Antagonisten in entsprechender Konzentration.

4.3.6 Verarbeitung der NanoBiT®-Rohdaten

Mindestens drei unabhiingige Experimente im NanoBiT®-Assay sind durchzufiihren, deren
Rohdaten in Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, United States, Version 8.3.0)
importiert werden. Die Rohdaten sind zundchst gegen die Zeit in Minuten aufgetragen. Um
Variationen zwischen den Wells auszugleichen, folgt die Division des Werts jedes Wells durch
den Mittelwert der ersten fiinf Messwerte des jeweiligen Wells. Zu diesem Zweck findet die
Prism-Funktion ,,remove baseline and column math* Anwendung. Nachfolgend subtrahiert
Prism mit Hilfe derselben Funktion die Pufferkontrolle von jeder anderen Bedingung. Die sich
ergebenden Kurvenverldufe sind von Well-zu-Well Schwankungen und Puffer- bzw.
Baselineeffekten bereinigt. Die Flichen unter diesen Kurven (AUC) werden bestimmt (Prism-
Funktion ,,Area under curve“) und fiir Dosis-Wirkungskurven gegen den dekadischen

Logarithmus der Testsubstanzen in Mol pro Liter aufgetragen.
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Um die Vergleichbarkeit verschiedener Liganden zu erleichtern, kann die Ligandwirkung in
Dosis-Wirkungskurven als relativer prozentualer Effekt im Vergleich zum Maximaleffekt eines
Referenzliganden angegeben werden. Auf die Mittelwertbestimmung der AUC des
Referenzliganden in der hochsten Konzentration folgt die Normalisierung der AUC-Werte aller
Vergleichsliganden auf diese. Die resultierenden Prozentwerte werden gegen den dekadischen
Logarithmus der Konzentration der Liganden aufgetragen. Den maximalen Effekt, der mit
einem Liganden im Vergleich zum Referenzliganden zu erzielen ist, definiert man als % Emax.
An die erstellten Dosis-Wirkungskurven sind sigmoidale Kurven zu fitten, um ECso- und ICso-

Werte zu berechnen (Prism-Funktion ,,nonlinear regression with variable slope®).

Zusatzlich erfolgt die Berechnung der Initialen Raten (IR) mit den von Dr. Samuel Hoare
(Pharmechanics LLC, Owego, NY,USA) zur Verfiigung gestellten Gleichungen.” Dazu findet
zundchst das unter www.pharmechanics.com verdffentlichte Prism Plug-in Anwendung. Fiir die
Modellierung der im NanoBiT®-Assay aufgenommenen Signalkinetik wird die als ,,baseline
then rise and fall to steady state® veroffentlichte Funktion verwendet. Die resultierenden

Kennzahlen werden fiir die Berechnung der IR nach folgender Gleichung verwendet:

Formel 1: Berechnung von Initialen Raten fiir die ,,Rise and Fall to Steady State" Kinetik

Die von Hoare et al. 20207 verdffentlichte Gleichung dient der Berechnung der Initialen Rate einer Kinetik, die

sich durch einen zunichst ansteigenden und dann auf einen stationdren Zustand abfallenden Verlauf auszeichnet.
Signaleinheit

Die Bedeutungen der Variablen sind nachfolgend aufgefiihrt. IR: Initiale Rate [ ], SS: Stationdrer

Zustand [Signaleinheit], D: einheitslose Konstante, die dem Kurvenfit dient, k;: grofere der beiden
Geschwindigkeitskonstanten [t 1], k: kleinere Geschwindigkeitskonstante [t™1].

Aufgrund der transienten Transfektionen kann es besonders bei den IR-Berechnungen zu
Variationen kommen. Aus diesem Grund erfolgt die Angabe der IR-Werte in Prozent bezogen

auf einen Referenzliganden.

Um statistische Unterschiede bei der Auswertung der Daten feststellen zu kénnen, werden
Varianzanalysen (ANOVA) gefolgt von post-hoc Analysen (Dunnett's oder Turkey's)
durchgefiihrt. Daten, die sich entsprechend der Varianzanalyse signifikant voneinander
unterscheiden, sind mit Sternen (*) markiert. Dabei gilt: * entspricht p <0,05, ** entspricht

p <0,01, *** entspricht p < 0,001, **** entspricht p < 0,0001.
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4.4 Single Particle Tracking von SHT.-Rezeptoren

4.4.1 Messprinzip des Experiments

Fiir die Messung des Single Particle Trackings (SPT) am SHTi.R werden zwei stabile HEK
Zelllinien etabliert (siche Abschnitt 4.4.3 und Tabelle 11). Die in diesen Zelllinien exprimierten
SHTi.R sind N-terminal mit dem SNAP-Proteintag fusioniert, der die kovalente Bindung des
Benzylguanin-gekoppelten Farbstoffes Dy549 (BG-Dy549) ermoglicht (sieche Abbildung 2).
BG-Dy549 ist von Hendrik BuBmann (in seinen Veroffentlichungen Bussmann) am Institut fiir
Biochemie und Molekularbiologie des Universititsklinikums Bonn dargestellt und

charakterisiert worden.?’
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Abbildung 2: Enzymatische Reaktion eines SNAP-Fusionsproteins mit einem Benzylguanin-gekoppelten
Dy549-Molekiil

Ein Benzylguanin-gekoppeltes Dy549 Molekiil wird kovalent an ein SNAP-Fusionsprotein gebunden. Dabei
entsteht Guanin als Nebenprodukt. Die Abbildung ist mit Hilfe von Biorender.com erstellt worden.

Die Durchfiihrung der SPT-Messungen erfolgt innerhalb eines spezialangefertigten Aufbaus.
Zu diesem gehoren ein Weitfeld-Epifluoreszenzmikroskop (TE2000-S, Nikon Corporation,
Minato, Japan) mit Wasser-Immersionsobjektiv (Plan APO VC, 60x, 1.2 NA, Nikon) und
Objektivtubus der Brennweite 200 mm. Es resultiert eine 240-fache Gesamtvergroflerung. Der
Rezeptor-Farbstoff Komplex wird mit Laserlicht der Wellenldnge A = 532 nm (LasNova GLK
2350 TO1, 532 nm, 50 mW, Lasos, Jena, Deutschland) angeregt, wobei die Intensitét des Lasers

mit Hilfe eines akusto-optisch regulierbaren Filters (AA Opto-Electronic, Orsay, Frankreich)
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auf 0,733 kW/cm?® in der Objektebene einzustellen ist. Die im Aufbau verwendete Kamera ist
mit einem Electron Multiplying Charge Coupled Device (EMCCD) Sensor ausgestattet, der die
einzelnen emittierten Photonen hochsensitiv aufnimmt, sie speichert und iiber ein
Verstiarkungsregister multipliziert. Die Bildaufnahme lduft in einer Frequenz von 20 Hz {iber
100s ab. Fine MATLAB-basierte Software identifiziert die exakten Positionen der
Fluoreszenzsignale  durch das  Fitten von  2D-GauB-Verteilungen an  ihre
Fluoreszenzintensititsprofile. Diese komplexen Profile ergeben sich aufgrund der
Beugungseigenschaften des Abbildungssystems aus der im  Verstirkungsregister
multiplizierten Menge aufgenommener Photonen. Aus den Rezeptorpositionen der aufeinander
folgenden Bilder ergeben sich die Trajektorien der SHT1.R, die ihre Bewegungspfade auf der
Zelloberfldache darstellen. Die Fluoreszenzintensititen und Trajektorien bilden die Grundlage
fiir die Ermittlung verschiedener Bewegungsparameter. Zu diesen Parametern zdhlen die
Anzahl der Diffusionszustinde, ihre Diffusionskoeffizienten, die Verteilung der Zustinde
sowie die rdumliche Begrenzung der Diffusion. Die Analyse der Oligomerisierung des SHT1.R
kann anhand der Fluoreszenzintensitit erfolgen. In Abbildung 3 ist dargestellt, wie die

Datenerzeugung ausgehend von auf Deckgldsern ausgesiten Zellen ablduft.

1 Zellkern obere Zellmembran

Deckglaschen

Laserstrahl

120s.._ 015s 010s 005s 000s /

Abbildung 3: Generierung und Auswertung der SPT-Daten

Zunéchst erfolgt die Fokussierung der oberen Plasmamembran einer lebenden Zelle, die auf einem PDL-
beschichteten Deckglidschen wéchst, im Mikroskop. Es folgt die Anregung des kovalent an den SNAP-5HT .-
Rezeptor gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffs mit einem Laser der Wellenlinge A =532 nm (1). Die EMCCD
Kamera nimmt die emittierten Photonen auf (2). Die MATLAB-basierte Software identifiziert die
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Fluoreszenzsignale anhand ihres Fluoreszenzintensitétsprofils (3). Die Feststellung der exakten Punktpositionen
erfolgt durch Fitten einer 2D-GauB3-Verteilung. Dabei wird die Identifikation der genauen Rezeptorposition fiir
jedes Bild des aufgenommenen Films durchgefiihrt (4) unter Registrierung der entstehenden Bewegungspfade (5).
Die aufgezeichneten Daten ermoglichen die Bestimmung verschiedener Diffusionseigenschaften. Die Abbildung
ist mit Hilfe von Biorender.com in Anlehnung an die von Bussmann®’ verdffentlichte Grafik erstellt worden.

4.4.2 Klonierung der Plasmide

4.4.2.1 pcDNA3_SNAP-5HT1a

Die Amplifikation der fiir den SHT1.R kodierenden DNA erfolgt mittels PCR des im Abschnitt
43.2.1 klonierten Plasmids pcDNASFRT 5HTla (Vorwirts-Primer: 5-GATCG
GATCCATGGATGTGCTCAGC-3', Riickwirts-Primer: 5'-AGACTCGAGTCATGGATCAT
TACCTTC-3"). Der PCR-Ansatz setzt sich zusammen aus 12,5 uL Q5® High-Fidelity 2x
Master Mix, jeweils 1,25 pL der beiden eingesetzten Primer (10 uM), 1 uLL. DNA (1 ng/uL)
und 9 pLL Wasser. Zunéchst erfolgt ein initialer DNA-Denaturierungsschritt bei 98 °C fiir 30 s,
es folgen 25 Zyklen mit 10 s Denaturierung bei 98 °C, 15 s Primerhybridisierung bei 68 °C und
30 s Amplifikation bei 72 °C. Nach Abschluss der 25 Zyklen schlieft sich ein finaler
Amplifikationsschritt fiir 2 min bei 72 °C an, abschlieBend wird die Probe bei 4 °C bis zur
Entnahme aus dem Geridt aufbewahrt. Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgt mit Hilfe
des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits (Protokoll siche Abbildung A 6 im Anhang). Im
Anschluss werden das PCR-Produkt und ein pcDNA3 SNAP Vektor (auf Basis des pcDNA3
Vektors von Life Technologies (Invitrogen)) mit den FD-Enzymen BamHI und Xhol
geschnitten. Es folgen die Ligation, Vervielfiltigung und Sequenzkontrolle, wie in Abschnitt
4.3.2.1 beschrieben. Die Karte des klonierten Plasmids ist in Abbildung A 11 im Anhang zu

finden.

4.4.2.2 pcDNA3.1Zeo_HiBiT-5HT2a

Aus dem von Alexander Glassmann zur Verfiigung gestellten Plasmid pcDNASFRT 5HT2a
wird {liber die Restriktionsschnittstellen Nhel und Xhol die DNA-Sequenz ausgeschnitten, die
fiir den SHT2.R kodiert. Das im Arbeitskreis vorhandene pcDNA3.1Zeo HiBiT-ADORA2b
Plasmid (basierend auf dem pCDNA™3.1/Zeo (+) Expressionsvektor fiir Sdugetiere
(Invitrogen)) wird ebenfalls dem Restriktionsverdau mit den o.g. FD-Enzymen unterzogen.
Anschlielend erfolgen die Ligation von SHT2aR-Insert und pcDNA3.1Zeo HiBiT-Vektor, die
Trennung des Ligationsansatzes und die Aufreinigung des resultierenden Plasmids, wie in

Abschnitt 4.3.2.1 beschrieben (Plasmidkarte sieche Abbildung A 12 im Anhang).
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4.4.2.3 pQESOL_His-LgBiT

Die Amplifikation der fiir den LgBiT kodierenden DNA-Sequenz erfolgt mittels PCR des im
Arbeitskreis existierenden Plasmids pEX-K168 LgBiT-His. Dazu finden der Vorwérts-Primer
5-GATCGGTACCATGGTCTTTACCCTGG-3" und der Riickwirts-Primer: 5'-GATCAAGC
TTAGAGTTAATCGTTACGCGAAAC-3' Anwendung. Der PCR-Ansatz setzt sich
zusammen aus 12,5 pL Q5® High-Fidelity 2x Master Mix, jeweils 1,25 pL der beiden
eingesetzten Primer (10 uM), 1 uL DNA (1 ng/uL) und 9 pL Wasser. Zunéichst erfolgt ein
initialer DNA-Denaturierungsschritt bei 98 °C fiir 30s, es folgen 25 Zyklen mit 10 s
Denaturierung bei 98 °C, 15 s Primerhybridisierung bei 70 °C und 30 s Amplifikation bei
72 °C. Nach Abschluss der 25 Zyklen schlieBt sich ein finaler Amplifikationsschritt fiir 2 min
bei 72 °C an, abschlie3end wird die Probe bei 4 °C bis zur Entnahme aus dem Gerét aufbewahrt.
Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgt mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Kits (Protokoll siche Abbildung A 6 im Anhang). Es folgt die Restriktion von PCR-Produkt
und pQESOL-Vektor (Quiagen, Hilden, Deutschland) mit den FD-Enzymen Kpnl und HindIII.
Das LgBiT-Insert und der verdaute pQE80L-Vektor werden zur Ligation gebracht (wie in
Abschnitt 4.3.2.1 beschrieben), das klonierte Plasmid wird in Einzelklonen vervielféltigt und
die Sequenz kontrolliert. Abbildung A 13 im Anhang stellt die Plasmidkarte dar.

4.4.3 Transfektion und stabile Selektion von HEK Zellen

Die Etablierung von zwei stabilen Zelllinien dient der SPT-Messungen von SHT1.R (Tabelle
11). Die Herstellung der PEI-Transfektionslésungen erfolgt entsprechend des in Abschnitt 4.3.3
beschriebenen Schemas, woraufhin die HEK Zellen 24 h lang mit den Transfektionslosungen
zu inkubieren sind. Es folgt der Austausch zu frischem Kulturmedium. Nach weiteren 48 h wird
das Medium der Zellen durch antibiotikahaltiges Medium ausgetauscht, um mit der Selektion
der Zellen zu beginnen. HEK SNAP-5HT1a Zellen sind dem Selektionsdruck von 700 pg/mL
Geneticin (G418) ausgesetzt, fiir HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen kommen zusitzlich
100 pg/mL Zeocin hinzu. Nach etwa 3 Wochen wachsen einzelne Klone in der 6-Well Platte
an, die mit Hilfe von Klonierungsringen einzeln abgelost und umgesetzt werden. Es folgt der

in Abschnitt 4.4.5 beschriebene Test der Einzelklone.
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Tabelle 11:Stabile Transfektion von HEK Zellen fiir die SPT-Messung am SHT1.-Rezeptor

Stabile Zelllinie Eingesetzte Plasmide Ziel der Messung

HEK SNAP-5HT1a pcDNA3 SNAP-5HT1a Laterale Mobilitdt des SHT1a-
Rezeptors

HEK SNAP-5HT1a pcDNA3 SNAP-5HT]a, Einfluss des SHT2a-Rezeptors

HiBiT-5HT2a pcDNA3.1Zeo HiBiT-5HT2a | auf die laterale Mobilitét des
SHT1a-Rezeptors

4.4.4 Expression und Aufreinigung des rekombinanten His-LgBiT Proteins

Zur Herstellung des LgBiT-Proteins mit N-terminalem 6 x Histidin-Tag (His-LgBiT) wird der
Bakterienstamm BL21 verwendet. Dazu erfolgt die Transformation eines 100 uL. Bakterien-
Aliquots mit ca. 1 ng DNA (pQESOL His-LgBiT) so, wie sie fiir XL1-blue Bakterien im
Abschnitt 4.2 beschrieben ist. Nach Aufnahme einer einzelnen Bakterienkolonie in 5 mL LB-
Medium mit Ampicillin wird diese {iber-Nacht bei 37 °C und 225 rpm geschiittelt. Am néchsten
Morgen wird die Kultur in 250 mL LB-Medium mit Ampicillin tiberfiihrt. Es folgt weiteres
Schiitteln fiir ca. 1:45h (37 °C, 225 rpm) bis die Kultur eine optische Dichte von 0,5-0,6
erreicht hat. Ist das der Fall, dient die Zugabe von IPTG (1 mM) der Initiation der
Proteinsynthese. Nach weiteren ca. 4 h im Bakterienschiittler folgt die Zentrifugation der Kultur
fiir 10 min bei 6.000 g. Das Bakterienpellet wird dreimal mit PBS gewaschen und jeweils erneut
zentrifugiert. Es folgen die Aufnahme des Pellets in 10mL eines Lysepuffers
(Zusammensetzung siehe Abschnitt 0) und eine einstiindige Inkubation auf Eis unter
gelegentlichem Vortexen. AnschlieBend wird die Bakteriensuspension dreimal abwechselnd in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei 40 °C aufgetaut. Das Lysat ist 10 min lang bei 10.000 g
zu zentrifugieren, um den Uberstand sammeln zu kdnnen und das Pellet zu verwerfen. Der
Uberstand wird durch einen Filter mit der PorengroBe 0,46 um gegeben. Die Reinigung des
His-LgBiT-Proteins erfolgt iiber seinen His-Proteintag mit Hilfe einer ChroDrip-IMAC 1 mL
Siule (DALEX biotech, Rheinbach, Deutschland) entsprechend des Herstellerprotokolls.®® Um
Imidazolriickstinde der Aufreinigung iliber die ChroDrip-IMAC Séaule aus der His-LgBiT-
Losung zu entfernen, findet eine zweifache Dialyse der 10 mL Proteinlésung mit Hilfe eines
SERVAPOR® Dialyseschlauchs (SERVA Electrophoresis; MWCO 12000-14000) in jeweils
5 L PBS statt. Dann wird das Probenvolumen in einem Amicon® Ultra 15 MWCO 10.000
Rohrchen (Sigma-Aldrich) durch Zentrifugation auf ca. 4 mL Volumen eingeengt. Mit einem

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) erfolgt die Bestimmung der

26



Methoden

Proteinkonzentration der His-LgBiT-Losung. Zur Uberpriifung des His-LgBiT Proteins dient
das kéuflich erworbene synthetischen HiBiT-Cys Peptid (peptides & elephants, Henningsdorf,
Brandenburg; Aminosduresequenz: VSGWRLFKKISGGSC), das mittels Protein-
komplementation und resultierender Chemilumineszenz die Funktionalitit von His-LgBiT

bestatigt.

4.4.5 Nachweis stabil transfizierter Rezeptoren

Die 5HTi.R und 5SHT2.R auf der Oberfliche der im Abschnitt 4.4.3 transfiziert und stabil
selektionierten Zelllinien sind anhand ihrer Protein-Tags nachzuweisen. Fiir den Nachweis des
SNAP-5HT1.-Rezeptors werden HEK SNAP-5SHT1a, HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a und
HEK Wildtyp Zellen in der Dichte 100.000 Zellen/Well auf PDL-beschichtete (1 mg/mL)
Deckgléser in einer 12-Well Platte ausgesit. 24 h nach dem Ausséen erfolgt die Inkubation der
Zellen mit jeweils 500 pL einer 2 uM SNAP-Surface® 488 Losung in Medium bei 37 °C und
5 % COaz. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wird das Deckglas in einen entsprechenden
Halter eingespannt und die Bilder im Zeiss Axio Observer Mikroskop im DAPI- und GFP-

Kanal (A1 = 365 nm, A> =470 nm) aufgenommen.

Fiir den Nachweis von HiBiT-5HT2.R auf der Oberfliche von HEK SNAP-5HT1a HiBiT-
S5HT2a Zellen werden die Zellen in einer Dichte von 15.000 Zellen/Well in eine 96-Well Platte
ausgesit. Auf eine 24-stlindige Inkubation folgt der Austausch des Mediums gegen eine Losung
aus 0,01 mg/mL His-LgBiT und 2,5 uM Coelenterazin h in HBSS/HEPES. Aufgrund ihrer
hohen Affinitdt zueinander komplementieren die beiden Proteinfragmente HiBiT und LgBiT
zu der funktionellen Einheit Nanoluciferase. Diese setzt in einer enzymatischen Reaktion
Coelenterazin h zu Coelenteramid h um, wobei chemilumineszentes Licht freigesetzt wird. Der
Tecan Spark® Reader misst die Lumineszenz in der Einheit ,,Relative Light Unit* (RLU) iiber
28 min. Eine His-LgBiT freie Losung auf den Zellen dient als Kontrollbedingung. Die
Mittelwerte der Kontrollmessung sind zum jeweiligen Zeitpunkt tx von den Lumineszenzwerten

der Messbedingung abzuziehen.

4.4.6 Durchfiihrung der SPT-Messungen

Die Probenvorbereitung und Durchfiihrung der SPT-Messungen lduft in methodischer
Anlehnung an Keksel et al. 2019%, Bussmann et al. 2020 bzw. 2023570 ab.
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4.4.6.1 Vorbereitung der Zellen

Mindestens vier Wochen lang sind die HEK SNAP-5HT1a und HEK SNAP-5HT1a HiBiT-
S5HT2a Zellen vor der SPT-Messung in farblosem HEK Medium zu kultivieren. Fiir die
Messung werden die Zellen in einer Dichte von 100.000 Zellen/Well auf PDL-beschichtete
(1 mg/mL) Deckgléser in einer 12-Well Platte ausgesét. Die Zellen wachsen 24-48 h lang im
Inkubator (37 °C, 5 % CO>) an. 10 min vor Messbeginn erfolgt der Austausch des Mediums der
Zellen durch frisches Medium, das den SNAP-Farbstoff BG-Dy549 in einer Konzentration von
10 nM enthilt. Der Farbstoff ist von Hendrik Bufmann synthetisiert, gereinigt und getestet
worden.®”" Die Deckgliser sind dreimal mit PBS zu waschen, in einen entsprechenden Halter
einzuspannen und fiir ca. 15 min bei Raumtemperatur mit 300 pL einer ligandhaltigen oder

reinen phosphatgepufferten Losung zu inkubieren.

4.4.6.2 Einstellungen des SPT-Messaufbaus

Als néchstes wird eine Zelle nach der anderen im Durchlicht eines inversen Weitfeld-
Epifluoreszenzmikroskops (TE2000-S, Nikon) mit Wasser-Immersionsobjektiv (Plan APO
VC, 60x, 1.2 NA, Nikon) und Objektivtubus mit 200 mm Brennweite fokussiert. Der
spezialangefertigte Aufbau hat eine 240-fache GesamtvergroBerung durch die vierfach
vergroflernde Linse (VM Lens C-x, Nikon). Es resultiert eine Pixelbreite von 100 nm. Auf die
Fokussierung der oberen Plasmamembran der Zelle folgt die Aufnahme des SPT-Videos mit
einer EMCCD Kamera (iXon DV-860DCS-BV, Andor Technology). Der SHT1.R-gekoppelte
Farbstoff BG-Dy549 wird mit Hilfe eines Continous Wave Lasers der Wellenlédnge A = 532 nm
(LasNova GLK 2350 TO1, 532 nm, 50 mW, Lasos) angeregt. Durch einen akusto-optisch
regulierbaren Filter (AA Opto-Electronic, Orsay, Frankreich) erfolgt die Einstellung einer
Laserintensitit von 0,733 kW/cm?® in der Objektebene der fokussierten Zelle. Die Aufnahme des
Videos erfolgt {iber 100 s bei einer Bildfrequenz von 20 Hz. Fiir jede Messbedingung werden

mindestens drei Deckgldser mit je zehn einzelnen Zellen vermessen.

4.4.7 Verarbeitung der SPT-Rohdaten

4.4.7.1 Detektion der Fluoreszenzsignale und Bewegungsmuster

Der Verarbeitung der in Abschnitt 4.4.6 aufgezeichneten Videos dient MATLAB in der Version
R2016b (MathWorks, Nattic, MA, USA). Es werden zwei-dimensionale Bewegungsmuster der

Fluoreszenzsignale und weitere Diffusionsanalysen aus den Videos gewonnen. Dazu erfolgen
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der direkte Import und die Verarbeitung der Videos mit Hilfe des ,,u-track“-Pakets’' nach

folgenden Einstellungen:

Tabelle 12: Einstellungen ,,u-track® SPT-Auswertung

Parameter Eingestellter Wert
Punktradius 1,32 Pixel

Anzahl der Bilder, die fiir die Erkennung der | 3 Bilder

lokalen Fluoreszenzmaxima im zeitlichen
Mittel genutzt werden

Mindestldnge einer Trajektorie 2 Bilder

Maximale Linge einer Liicke in der 1 Bild

Trajektorie

Alle weiteren Einstellungen Voreingestellter Standard

Fiir die weitere Diffusionsanalyse findet das Variational Bayes Single Particle Tracking
Verwendung, das als vbSPT-Paket’? in MATLAB einzusetzen ist. Hiermit werden die
unterschiedlichen Diffusionszustinde anhand ihrer Diffusionsgeschwindigkeit aus den
Bewegungsmustern identifiziert. Die vorgenommenen Einstellungen in der ,,runinput*“-Datei

sind wie folgt gewihlt:

Tabelle 13: Einstellungen vbSPT-Auswertung

Parameter Eingestellter Wert
timestep 0,05

dim 2

trilmin 2

runs 24

maxHidden 3

bootstrapNum 100

fullBootstrap 0

4.4.7.2 Analyse der riaumlich begrenzten Diffusion

Es folgt die Analyse der rdumlichen Begrenzung der Diffusion, die auf den zuvor identifizierten
Rezeptorpfaden basiert und abhdngig vom jeweiligen Rezeptorzustand und den entsprechenden
Diffusionseigenschaften ist. Als MaB fiir die Stirke der rdumlichen Begrenzung findet der
Verdichtungsfaktor Pc Anwendung. Dieser wird, wie von Bussmann et al. 2023°° beschrieben,

anhand der folgenden Gleichung berechnet:
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i+n—1 2 2
_ (Kip1 = %) + (Vir1 — Vi)
PCi = >
z : S:
i l

Formel 2: Formel zur Berechnung des Verdichtungsfaktors Pc

Die dargestellte Formel fiir Pc; dient der Berechnung des Verdichtungsfaktors Pc. Die Berechnung von Pc erfolgt
anhand der aufgenommenen Rezeptorpfade jedes Rezeptorzustands, jeder Stimulationsbedingung, in jeder
Zelllinie und fiir jede Messwiederholung. Die Bedeutungen der Variablen sind nachfolgend aufgefiihrt. x; und yi:
Koordinaten zum Zeitpunkt i; Xj+1 und yi+1: Koordinaten zum Zeitpunkt i+ 1; n: Lange des Zeitfensters; Si:
betrachtete Flache der konvexen Zelloberflache, wobei S; mittels MATLAB-Funktion ,,convhull® berechnet wird.
Im Rahmen der Datenanalyse werden dazu Pc-Werte fiir die aufgenommenen Pfade jedes
Rezeptorzustands, jeder Stimulationsbedingung, in jeder Zelllinie und fiir jede Wiederholung
bestimmt und mit einem zugehdrigen Grenzwert verglichen. Der Grenzwert der jeweiligen
Berechnung wird vom 95ten Perzentil der simulierten Pc-Analyse, ausgehend vom jeweiligen
Diffusionskoeffizienten des Rezeptorzustands vorgegeben. Sobald der durchschnittliche Pc-
Wert eines bestimmten Rezeptorpfads den Grenzwert iiberschreitet, wird eine rdumliche
Begrenzung der Diffusion angenommen. Unterschreitet der ausgegebene Pc-Wert den
zugehorigen Grenzwert, ist davon auszugehen, dass die jeweiligen Bewegungspfade der freien

Diffusion zuzuordnen sind. Die Pfade miissen, um in die Berechnung einflieBen zu konnen,

mindestens 10 Bilder lang andauern, das entspricht 0,5 s.

4.4.7.3 Analyse des SHT1aR-Oligomerisierungsgrads

Anhand der Fluoreszenzintensitdt der einzelnen Fluoreszenzsignale findet die Untersuchung
des Oligomerisierungsgrads der SHT 4R statt. Dazu wird die in der vbSPT-Analyse bestimmte
Helligkeitsverteilung mit einem MATLAB-Skript in einem Gauf3’schen Mischungsmodell
untersucht. Die Analyse ist in Abhéngigkeit der Anzahl der Oligomerisierungszustinde zu

optimieren.

4.4.7.4 Statistische Analyse der Daten

Die mit MATLAB ausgewerteten Daten werden zusammengefiihrt und in GraphPad Prism
importiert. Es werden Varianzanalysen (ANOVA) der Daten durchgefiihrt, wobei statistische
Signifikanz bei einem p-Wert < 0,05 verglichen mit der jeweiligen Kontrollbedingung mit
einem Stern (*) gekennzeichnet ist. Daten, die statistisch signifikant von der gleichen
Bedingung in der jeweils anderen Zelllinie (HEK SNAP-5HT1a oder HEK SNAP-5HT1a
HiBiT-5HT2a) abweichen, werden mit einer Raute (#) markiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Transfektion von HEK Zellen

5.1.1 Nachweis der transient transfizierten SHT1a-, SHT2a- und SHT7-Rezeptoren

Die in Abschnitt 4.3.3 beschriebenen transient transfizierten HEK Zellen dienen der Messung
der B-Arrestin 2 Rekrutierung im NanoBiT®-Assay. Die Expression der LgBiT- oder SmBiT-
Fusionsproteine zeigt sich durch die im NanoBiT®-Assay komplementierte Nanoluciferase und
die resultierende Chemilumineszenz. Je nach Transfektionsbedingung (siche Tabelle 10)
exprimieren die Zellen transient auch Rezeptoren ohne Proteintags. Die Expression dieser
Rezeptoren wird mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen, wobei die Behandlung der Zellen,
wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben, ablduft. Der verwendete priméire Anti-SHT1.R-Antikorper
ist ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper, der sekundédre Antikorper ist ein Pferd-Anti-
Kaninchen-DyLight® 488-Antikorper. Um die Zellkerne der transient transfizierten HEK
Zellen sichtbar zu machen, sind sie mit dem Hoechst 33258 DNA-Farbstoff gegen gefarbt.
Abbildung 4 zeigt die Immunfluoreszenz zum Nachweis des SHT 2R in transient transfizierten
HEK 5HT1a Zellen (A), in der stabil transfizierten Zelllinie HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT?2a
(B) und in HEK Wildtyp Zellen (C). In den HEK Wildtyp Zellen ist eine minimale Bindung
des sekundéren Antikorpers zu sehen. Die HEK SHT1a und besonders die HEK SNAP-5HTa
HiBiT-5HT2a Zellen grenzen sich davon deutlich ab. Die wesentlich hdufigere Bindung des
DyLight® 488 markierten Antikorpers weist hier auf ein hohes SHT1,R-Expressionslevel hin,
in den Zellen der Positivkontrolle (B) ist dies in allen Zellen vergleichbar grof3. In den transient
transfizierten Zellen (A) ist zu erkennen, dass nicht jede Zelle den SHT1.R in gleichem Mal3e
exprimiert, sodass sich die Fluoreszenzintensitit der verschiedenen Zellen klar unterscheidet.
Das Immunfluoreszenz-Experiment zeigt, dass die transiente Transfektion des Plasmids
pcDNASFRT 5HTla, das fiir den SHT1.R ohne Proteintag kodiert, auf der Oberflache von
HEK Zellen zur Expression des Rezeptors fiihrt.
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A  HEK5HT1a B HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a

C  HEK wildtyp

r—
20 um

Abbildung 4: Immunfluoreszenz-Experiment zum Nachweis transient transfizierter SHT1.R

Transient mit dem SHT;,-Rezeptor transfizierte HEK Zellen (A), stabil transfizierte HEK SNAP-5HT 1a HiBiT-
5HT2a Zellen (B) und HEK Wildtyp Zellen (C) werden, wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben, behandelt. Dabei
dienen die HEK SNAP-5HT 1a HiBiT-5HT?2a Zellen (B) als Positivkontrolle, HEK Wildtyp Zellen (C) sind als
Negativkontrolle eingesetzt. Die Bilder werden im Zeiss Axio Observer Mikroskop im DAPI- und GFP-Kanal
(A1=365 nm, A, =470 nm) aufgenommen.

Fiir den Nachweis des SHT2,R werden transient transfizierte HEK SHT2a, stabil transfizierte
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen und HEK Wildtyp Zellen in einem weiteren
Immunfluoreszenz-Experiment untersucht. Dazu finden ein primérer polyklonaler Kaninchen-
Anti-5SHT2,R-Antikdrper und der sekundire Pferd-Anti-Kaninchen-DyLight® 488-Antikorper
Anwendung (Vorgehen im Detail in Abschnitt 4.3.4 beschrieben). Fiir die Gegenfarbung der
Zellkerne ist der DNA-Farbstoff Hoechst 33258 einzusetzen. Abbildung 5 zeigt die Farbung
der drei Zelltypen. Ahnlich wie bei dem Nachweis des SHT1,R ist auch hier eine minimale
Fluoreszenzfarbung der Negativkontrolle zu erkennen. Die transient transfizierten HEK SHT2a

(A) sowie die stabil transfizierten HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (B) zeigen deutlich
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hiufigere Antikorperbindung. Die stabile Zelllinie zeigt fiir SHT2a.-Rezeptoren, wie auch fiir
SHTia-Rezeptoren, sehr homogene Expressionslevel in den abgebildeten Zellen. Die
transienten HEK 5HT2a Zellen zeigen, im Gegensatz zu den transienten HEK 5SHT1a Zellen
(Abbildung 4 A), eine gleichmiflige Expression in allen abgebildeten Zellen. Die transiente
Transfektion des pcDNASFRT 5HT2a Plasmids in HEK Zellen fiihrt zur Expression des
SHT2.R.

A  HEK5HT2a B HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a

C  HEK Wildtyp

Abbildung 5: Immunfluoreszenz-Experiment zum Nachweis transient transfizierter SHT2.aR

Transient mit dem SHT2,R transfizierte HEK Zellen (A), stabil transfizierte HEK SNAP-5SHT1a HiBiT-5HT2a
Zellen (B) und HEK Wildtyp Zellen (C) werden, wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben, behandelt. Dabei dienen die
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (B) als Positivkontrolle, HEK Wildtyp Zellen (C) sind als
Negativkontrolle eingesetzt. Die Bilder werden im Zeiss Axio Observer Mikroskop im DAPI- und GFP-Kanal
(A1 =365 nm, A, =470 nm) aufgenommen.

Fiir den Nachweis der Expression des SHT7R ohne Proteintag werden transient transfizierte

HEK Zellen und HEK Wildtyp Zellen nach dem in Abschnitt 4.3.4 beschriebenen Protokoll
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behandelt. Es kommen ein primérer polyklonaler Kaninchen-Anti-SHT7-Rezeptor und der
sekundire Pferd-Anti-Kaninchen-DyLight® 488-Antikdrper zum Einsatz. Der Firbung der
Zellkerne dient der DNA-Farbstoff Hoechst 33258. Die HEK Wildtyp Zellen zeigen minimale
Féarbung durch den Fluoreszenz-markierten Sekundérantikérper, wie Abbildung 6 B zeigt. Die
transient transfizierten Zellen sind hingegen deutlich intensiver immunfluoreszent gefarbt
(Abbildung 6 A). Die transiente Transfektion mit dem Plasmid pcDNASFRT SHT?7 fiihrt auf
der Oberfliche von HEK Zellen also zur Expression des SHT7R.

A  HEKSHT? B  Hek wildtyp

Abbildung 6: Immunfluoreszenz-Experiment zum Nachweis transient transfizierter SHT-R

Transient mit dem SHT5R transfizierte HEK Zellen (A) und HEK Wildtyp Zellen (B) werden, wie in Abschnitt
4.3.4 beschrieben, behandelt. Dabei dienen die HEK Wildtyp Zellen (B) als Negativkontrolle. Die Bilder werden
im Zeiss Axio Observer Mikroskop im DAPI- und GFP-Kanal (A = 365 nm, A, = 470 nm) aufgenommen.

34



Ergebnisse

5.1.2 Stabile Zelllinie HEK SNAP-5HT1a

Die Etablierung einer stabilen HEK SNAP-5HTla Zelllinie (Abschnitt 4.4.3) dient der
Untersuchung der lateralen Mobilitét des SHT1.R. Um die Expression des SNAP-5HT1.R zu
iiberpriifen, erfolgt die SNAP-Firbung mit Hilfe des SNAP-Surface® 488 Farbstoffs, wie in
Abschnitt 4.4.4 beschrieben. Die Gegenfarbung mit Hoechst 33258 dient der besseren
Sichtbarkeit der DNA in den Zellkernen. Abbildung 7 zeigt, dass die stabil selektionierten
Zellen (A) den SNAP-5HT1.-Rezeptor exprimieren. Die HEK Wildtyp Zellen (B) weisen bis
auf wenige kleine Riickstinde keine Fiarbung durch den SNAP-Surface® 488 Farbstoff auf. Dies
deutet darauf hin, dass die Reaktion aus SNAP-Tag und SNAP-Surface® 488 sehr spezifisch ist

und es kaum zur unspezifischen Bindung durch den Farbstoff kommt.

A  HEK SNAP-5HT1a B HEK Wildtyp

Abbildung 7: SNAP- Firbung stabil transfizierter SNAP-SHT1.R in HEK SNAP-5HT1a Zellen

Stabil transfizierte HEK SNAP-5HT1a Zellen (A) sowie HEK Wildtyp Zellen werden mit SNAP-Surface® 488
Losung (2 uM) entsprechend des Herstellerprotokolls (siche https://www.neb.com/en/protocols/0001/01/01/
cellular-labeling-s9124) geférbt. Fiir die Aufnahme der Bilder in einem Zeiss Axio Observer Mikroskop im DAPI-
und GFP-Kanal (Ai=365nm, A;=470nm) sind die verwendeten Deckgldser in entsprechende Halter
einzuspannen.
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5.1.3 Stabile Zelllinie HEK SNAP-SHT1a HiBiT-SHT2a

Um den Einfluss des SHT2.R auf die laterale Mobilitit des SHT.R {iberpriifen zu kénnen, wird
eine stabile HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zelllinie etabliert (beschrieben in Abschnitt
4.4.3). Der Nachweis der beiden stabil exprimierten Rezeptoren erfolgt iiber den jeweiligen

Proteintag.

Die Fiarbung der Zellen mit dem SNAP-Farbstoff SNAP-Surface® 488 dient dem Nachweis des
SNAP-5HT.R. Die DNA in den Zellkernen ist durch Gegenfirbung mit Hoechst 33258
sichtbar gemacht. Die Beschreibung des genauen experimentellen Vorgehens ist in Abschnitt
4.44 zu finden. Abbildung 8 stellt das Ergebnis der Farbungsreaktionen dar. Teil A der
Abbildung zeigt, dass die SNAP-5HT1.R auf der Oberfldache der stabilen Zelllinie exprimiert
werden. Abbildung 8 B zeigt das Ergebnis der SNAP-Féarbung von HEK Wildtyp Zellen. Wie
in Abbildung 7 B ist auch hier die Fluoreszenz des SNAP-Surface® 488 Farbstoffs nur in

geringfiigigen Riickstdnden zu erkennen.

A HEK SNAP-5HT1a HIBIT-5HT2a B Hek Wildtyp

Abbildung 8: SNAP- Féirbung stabil transfizierter SNAP-SHT1.R in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Zellen

Stabil transfizierte HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (A) sowie HEK Wildtyp Zellen werden mit SNAP-
Surface® 488 Losung (2 uM) entsprechend des Herstellerprotokolls (siehe https://www.neb.com/en/protocols/
0001/01/01/cellular-labeling-s9124) gefdrbt. Fiir die Aufnahme der Bilder in einem Zeiss Axio Observer
Mikroskop im DAPI- und GFP-Kanal (A;=365nm, A;=470nm) sind die verwendeten Deckgldser in
entsprechende Halter einzuspannen.

Im néchsten Schritt ist die Expression des HiBiT-5HT2.R nachzuweisen. Zu diesem Zweck
erfolgt die Zugabe von rekombinantem His-LgBiT-Protein und dem Nanoluciferase Substrat

Coelenterazinh zu HEK SNAP-5HTI1a HiBiT-5HT2a Zellen, wobei die resultierende
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Chemilumineszenz im Tecan Spark® Reader ausgelesen wird (genaues Vorgehen beschrieben
in Abschnitt 4.4.5, Expression und Aufreinigung des His-LgBiT sind im Detail in Abschnitt
4.4.4 zu finden). Abbildung 9 zeigt die Chemilumineszenzmessung iiber 28 min, von der die
Pufferkontrolle bereits abgezogen ist. Somit bestitigt die Messung die Expression des SHT2a-

Rezeptos auf der Oberfldche der HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen.
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Abbildung 9: Komplementierungsassay in stabilen HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen

Zu den stabil selektionierten HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen wird zum Zeitpunkt t=0 min eine
0,01 mg/mL His-LgBiT Losung pipettiert. Die Proteinfragmente HiBiT und LgBiT komplementieren aufgrund
ihrer hohen Affinitit zueinander zu der funktionellen Einheit Nanoluciferase. Diese setzt in einer enzymatischen
Reaktion das in der Losung vorhandene Coelenterazin h (2,5 uM) zu Coelenteramid h um und emittiert dabei
chemilumineszentes Licht. Die Messung der resultierenden Chemilumineszenz erfolgt iiber 28 min in der Einheit
»Relative Light Unit* (RLU). Als Kontrollbedingung dienen Zellen, denen eine His-LgBiT freie Losung zugesetzt
ist. Die Mittelwerte dieser Kontrolle werden zum jeweiligen Zeitpunkt t, von den Chemilumineszenzwerten der
Messbedingung subtrahiert. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte = Standardfehler und basieren auf einem in
Triplikaten durchgefiihrten Experiment.
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5.2 Charakterisierung der B-Arrestin 2 Rekrutierung am SHT.-Rezeptor

Ziel ist es, den kinetischen Verlauf der B-Arrestin 2 Rekrutierung am S5HTi.R zu
charakterisieren. Da Saecker et al. 2023% in der Vergangenheit gezeigt haben, dass sich der
zellbasierte NanoBiT®-Assay sehr gut dazu eignet, die B-Arrestin 2 Rekrutierung an G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren zu untersuchen, erfolgt die Etablierung eines SHTi,-NanoBiT®-
Systems. Dafiir werden HEK Zellen, wie in Abschnitt 4.3.3 beschrieben, transient transfiziert,
um die Fusionsproteine SHT1.R-LgBiT und SmBiT-B-Arrestin 2 zu exprimieren. Bei
Stimulation des SHT1.R kommt es zur B-Arrestin 2 Rekrutierung an den Rezeptor, wodurch die
beiden Proteinfragmente LgBiT und SmBiT einander komplementieren. Dies fiihrt zur Bildung
der funktionellen Nanoluciferase, die ihr Substrat Coelenterazin h in Coelenteramid h umsetzt

unter Emission von chemilumineszentem Licht.

In einem ersten Schritt werden ECso- und ICso-Daten fiir die verwendeten SHT.R-Liganden
bestimmt. Die Verarbeitung der Rohdaten ist in Abschnitt 4.3.6 ausfiihrlich beschrieben.
Abbildung 10 zeigt, wie sich die einzelnen rechnerischen Schritte auf die Kurvenverldufe
auswirken. Im Teil A der Abbildung sind die vom Tecan Spark® Reader aufgenommenen
Rohdaten, angegeben in ,,Relative Light Unit*“ (RLU), gegen die Zeit aufgetragen. Durch die
Korrektur der Daten ergibt sich eine Normalisierung der Baselinewerte innerhalb der ersten
5 Messpunkte auf ca. 1, wie Abbildung 10 B zeigt. Als Néchstes werden die Messwerte von
Baseline- und Puffereffekten bereinigt, wodurch eine mdgliche Drift der Daten korrigiert wird.
Die Baselinewerte verschieben sich aufgrund der Subtraktion der Pufferkontrolle auf ca. 0,
sodass die Graphen in Teil C der Abbildung 10 die von allen experimentellen Variationen
bereinigte B-Arrestin 2 Rekrutierung darstellen. Die Berechnung der Fldachen unter den
Graphen (AUC) der Abbildung 10 C dient der Darstellung als Dosis-Wirkungskurve gegen den
dekadischen Logarithmus der Ligandkonzentration in Mol pro Liter (siche Teil D der
Abbildung 10). Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Dosis-Wirkungskurven sind die AUC-
Werte in einem weiteren Rechenschritt auf die maximale durch Serotonin zu rekrutierende -
Arrestin 2 Menge zu beziehen (das detaillierte Vorgehen wird in Abschnitt 4.3.6 beschrieben).
Die sich ergebenden Kurven geben die prozentuale B-Arrestin 2 Rekrutierung — verglichen mit
Serotonin — an und sind in Abbildung 11 dargestellt. Anhand dieser Kurven werden die ECso-

und ICso-Werte der eingesetzten SHT.R-Liganden berechnet, die in Tabelle 14 dargestellt sind.
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Abbildung 10: B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHT1.-NanoBiT®-Assay und Verarbeitung der Rohdaten

Zum Zeitpunkt t=35min werden verschiedene Konzentrationen Serotonin und eine Pufferkontrolle zu
HEK 5HT1a-NanoBiT Zellen pipettiert, die Messung der resultierenden Chemilumineszenz lauft iiber 60 min. Die
Abbildung zeigt exemplarisch die Verarbeitung der Rohdaten eines der vier Versuche. Teil (A) zeigt die Rohdaten
als Chemilumineszenz als ,,Relative Light Unit* gegen die Zeit (min). Teil (B) zeigt die um Well-zu-Well
Variation bereinigten Daten. In Teil (C) sind die Messdaten um die Baselinedrift bereinigt und fiir Teil (D) sind
die Flachen unter den Kurven aus (C) gegen den dekadischen Logarithmus der Serotoninkonzentration in Mol pro
Liter aufgetragen. Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte + Standardfehler, das rechnerische Vorgehen ist in
Abschnitt 4.3.6 erldutert.
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Tabelle 14: Kennzahlen der B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHT1.-NanoBiT®-Assay

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von vier voneinander unabhingigen SHT.-
NanoBiT®-Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 11

dargestellten Dosis-Wirkungskurven der SHT,R-Liganden.

SHTi.R-Ligand ECso [nM] % Emax [%0] ICso [nM] IR [%]
Serotonin 2750+ 14,1 100,0+ 11,6 - 100,0
8-OH-DPAT 410,0 £ 176,3 32,2+2,0 - 28,4+0,4
U92016A 308,3 +48,1 77,7+9,1 - 108,1 £3.4
WAY-100135 - - 285,3+45,0 -
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Abbildung 11: B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHT1.-NanoBiT®-Assay

HEK 5HT1a-NanoBiT Zellen werden mit verschiedenen Agonisten Serotonin (A), 8-OH-DPAT (B) und
U92016A stimuliert (C). Fiir die Dosis-Wirkungskurve von WAY-100135 (D) sind die Zellen vor Beginn der
Chemilumineszenzmessung mit verschiedenen Konzentrationen des S5HT.R-Antagonisten fiir 30 min
vorinkubiert. Wéhrend der Chemilumineszenzmessung wird allen WAY-100135 Konzentrationen 1 uM Serotonin
hinzu pipettiert. Alle Dosis-Wirkungskurven werden auf die maximale durch 10 uM Serotonin zu rekrutierende
B-Arrestin 2 Menge (AUC) bezogen und in Prozent gegen den dekadischen Logarithmus der Ligandkonzentration
in Mol pro Liter aufgetragen. Die Abbildungen zeigen Mittelwerte + Standardfehler von vier unabhéngigen
Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt worden sind. Die Durchfiihrung und Auswertung der Assays sind
in den Abschnitten 4.3.5 und 4.3.6 erldutert.
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Fiir den endogenen Agonisten Serotonin ergibt sich im SHT1,-NanoBiT®-Assay ein ECso-Wert
von 275,0 £ 14,1 nM. Fiir den 5HTi.R-Agonisten 8-OH-DPAT wird ein ECso-Wert von
410,0 £176,3 nM bestimmt, der damit deutlich groBer ist als der fiir Serotonin. Das
agonistische U92016A zeigt mit 308,3 + 48,1 nM einen dhnlichen ECso-Wert wie Serotonin.
Fir WAY-100135, den verwendeten S5HTi.R-Antagonist, wird ein ICso-Wert von
285,3 £45,0 nM errechnet. Um zu iberpriifen, ob 8-OH-DPAT und U92016A in diesem
System als Voll- oder Partialagonisten wirken, erfolgt mit Hilfe der prozentualen Dosis-
Wirkungskurven (Abbildung 11) die Berechnung der maximalen Signalantwort % Emax. Der
% Emax-Wert eines SHTi.R-Liganden zeigt auf, wie viel B-Arrestin 2 er, bezogen auf die
maximale Serotonin-vermittelte Rekrutierung, zu aktivieren vermag. Fiir 8-OH-DPAT ergibt
sich eine B-Arrestin 2 Rekrutierung von 32,2 + 2,0 %, fiir U92016A betrdgt der % Emax-Wert
77,7+9,1 % (vgl. Tabelle 14).

Da es in der Literatur teilweise kontrdre Hinweise darauf gibt, ob 8-OH-DPAT und U92016A
Voll- oder Partialagonisten sind, soll ein weiterer Parameter, die Initiale Rate (IR), der
Einordnung dienen. Die IR charakterisiert dabei die Wirksamkeit eines Liganden als Rate der
Signalerzeugung, bevor es zur Gegenregulation des erzeugten Signals kommt.” Fiir die
Ermittlung der IR kommen 5HT1,-NanoBiT®-Assays zum Einsatz, bei denen die drei SHT1.R-
Agonisten in einer Konzentration eingesetzt sind, bei der sie die maximal mdgliche Menge an
B-Arrestin 2 rekrutieren (10 uM). Abbildung 12 A zeigt die um Well-zu-Well Variation,
Baseline- und Puffereffekte bereinigte B-Arrestin 2 Rekrutierung iiber 60 min als farbige
Messdaten. Die Kurvenverliufe werden mit Hilfe der von Hoare et al. 20207 verdffentlichen
Gleichungen modelliert und als schwarze durchgezogene Linien dargestellt (verwendete
Gleichung: ,,Rise and Fall equation: Baseline then rise and fall to steady state*). Abbildung
12 B stellt die AUC dieser Rekrutierungsgraphen dar. Zwischen der -Arrestin 2 Rekrutierung
in AUC iiber 60 min von Serotonin und U92016A ist kein statistisch signifikanter Unterschied
festzustellen. Die AUC der 8-OH-DPAT-vermittelten Rekrutierung ist signifikant kleiner als
die von Serotonin (p <0,01). Da die IR auch als Steigung der initialen Signalgeneration
verstanden  wird, zeigt Abbildung 12 C lediglich die ersten 9,5min der
Chemilumineszenzmessung dargestellt. Als gestrichelte Geraden sind die Steigungen der
Graphen und somit die IR visualisiert. Auch die IR sind anhand der Gleichungen von Dr.
Samuel Hoare berechnet worden. In Abbildung 12 D erfolgt die Darstellung der prozentualen
IR von 8-OH-DPAT und U92016A bezogen auf die IR von Serotonin. Die IR von U92016A ist

mit 108,1 + 3,4 % signifikant groBer (p <0,05) als die von Serotonin. 8-OH-DPAT initiiert
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lediglich 28,4 + 0,4 % des anfinglichen Serotoninsignals am 5HT1.-Rezeptor (p < 0,0001; vgl.
Tabelle 14). 8-OH-DPAT ist somit eindeutig als Partialagonist am SHT1.R zu charakterisieren,
fiir U92016A ergibt sich ein differenzierteres Bild. Zwar ist die Signalinitiation nach U92016A-
Behandlung mit einer IR von 108,1 +3,4 % groBer als die von Serotonin, was eine
Klassifizierung als Vollagonist bedeuten wiirde, die tiber 55 min rekrutierte -Arrestin 2 Menge

ist mit 77,7 £ 9,1 % jedoch eher partialagonistischer Natur.
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Abbildung 12: Vergleich der AUC- und IR-Auswertung des SHT1.-NanoBiT®-Assays

(A) Im 5HT1,-NanoBiT®-Assay erfolgt die SHT1.R-Agonist-Zugabe zu HEK SNAP-5HT 1a Zellen nach t = 5 min.
Die resultierende Chemilumineszenz wird {iber 60 min gemessen. Die Abbildung zeigt exemplarisch Kinetik der
um Well-, Puffer- und Baselineeffekte bereinigte f-Arrestin 2 Rekrutierung eines Experiments. Als schwarze
Linien werden die nach Hoare et al. 20207 modellierten Kurven dargestellt. Abbildung (B) stellt die Auswertung
der Kinetik in AUC dar. Abbildung (C) zeigt die ersten 9,5 min der in (A) dargestellten Messung. Die
durchgehenden Linien représentieren die Modellkurven der jeweiligen Kinetik, die gestrichelten Linien stellen die
berechneten Initialen Raten (IR) dar. In (D) sind die IR der Agonisten bezogen auf die IR von Serotonin im
jeweiligen Experiment in Prozent dargestellt. (A) und (C) zeigen exemplarisch die Daten eines der vier unabhingig
in Triplikaten durchgefiihrten Experimente, Abbildung (B) und (D) zeigen die zusammengefiihrten Daten aller
vier Experimente. Daten, die mit Sternen (*) markiert sind, weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-way
ANOVA) signifikant voneinander ab.
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5.3 Untersuchung des Einflusses von SHT:.-Rezeptoren auf SHTi.-

Rezeptoren

5.3.1 Untersuchung des Einflusses des SHT2a-Rezeptors auf die SHT1.R-induzierte

B-Arrestin 2 Rekrutierung

Dieser Abschnitt konzentriert sich auf die Analyse des Einflusses, den die zusitzliche
Expression von 5HT2R auf die SHTi.R-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung hat. Die
Etablierung von 5HT2,-NanoBiT®-Assays zielt darauf ab, zunichst die Funktionalitit der
SHT2.R-LgBiT-Rezeptoren und -Agonisten zu {iberpriifen. Dazu werden, wie in Abschnitt
4.3.3 beschrieben, HEK Zellen transient transfiziert, um die Fusionsproteine SHT2.R-LgBiT
und SmBiT-B-Arrestin 2 zu exprimieren. Die Durchfiihrung der SHT2,-NanoBiT®-Assays liuft
ab, wie sie in Abschnitt 4.3.5 beschrieben ist. Abbildung 13 zeigt die resultierenden Dosis-
Wirkungskurven. Es ergeben sich hierbei ECso-Daten von 15,5 &+ 5,3 nM fiir Serotonin und von
13,3 +2,7nM fiir TCB-2. TCB-2 ist dabei in der Lage, 86,0 5,2 % der durch Serotonin-

vermittelten B-Arrestin 2 Menge zu rekrutieren.
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Abbildung 13: B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHT2.-NanoBiT®-Assay

5HT2,-NanoBiT®-Assays werden in HEK 5HT2a-NanoBiT® Zellen mit 5SHT2,R-Agonisten Serotonin (A) und
TCB-2 (B) durchgefiihrt. Die Dosis-Wirkungskurven sind relativ zur maximalen durch 10 uM Serotonin zu
rekrutierenden B-Arrestin 2 Menge (AUC) angegeben und in Prozent gegen den dekadischen Logarithmus der
Ligandkonzentration in Mol pro Liter aufgetragen. Die Abbildungen zeigen Mittelwerte + Standardfehler von drei
unabhdngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt worden sind.

Nachfolgend wird untersucht, welchen Einfluss die gleichzeitige Expression und Stimulation

des SHT2.R auf die SHT1aR-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung hat. Dazu dient die transiente

Transfektion von HEK Zellen, die neben den Fusionsproteinen SHT1.R-LgBiT und SmBiT-f-
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Arrestin 2 auch SHT2a.-Rezeptoren exprimieren (HEK SHT1a-NanoBiT 5HT2a). Es folgen
5HT1,-NanoBiT®-Assays, bei denen die Zellen mit SHT1,R-Agonisten oder einer Kombination
aus SHT1.R-Agonist und 1 uM TCB-2 stimuliert werden. In Abbildung 14 A bis C sind die
iiber 60 min rekrutierten Mengen B-Arrestin 2 (in AUC) aus drei unabhingigen Experimenten
dargestellt. Abbildung 14 D zeigt die prozentuale Verdnderung der B-Arrestin 2 Rekrutierung
bei zusitzlicher TCB-2 Stimulation. Wenn die Zellen mit 500 nM U92016A und 1 uM TCB-2
behandelt werden, rekrutiert der Rezeptor 17,4 + 2,7 % (p < 0,01) weniger B-Arrestin 2 als bei
alleiniger Behandlung mit U92016A. FEine um 24,2+7,6% geringere [-Arrestin 2
Rekrutierung ist bei einer Kombination aus 1 uM 8-OH-DPAT und 1 uM TCB-2 festzustellen
(vgl. mit 8-OH-DPAT alleine, p < 0,05). Die Kombination aus Serotonin und TCB-2 fiihrt zu
einer leichten Erhohung der B-Arrestin 2 Rekrutierung um 12,2 + 5,8 %.
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Abbildung 14: Einfluss gleichzeitiger SHT2.R-Stimulation auf die SHTi.R-vermittelte p-Arrestin 2
Rekrutierung im SHT1.-NanoBiT®- Assay

Die Teile (A) bis (C) der Abbildung zeigen exemplarisch drei der mindestens vier durchgefiihrten unabhidngigen
5HT/,-NanoBiT®-Experimente. In (D) wird die Verinderung der B-Arrestin 2 Rekrutierung in Prozent angegeben,
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die auftritt, wenn bei gleichbleibender SHT.R-Agonist Zugabe mit 1 uM des SHT2.R-Agonisten TCB-2 stimuliert
wird. Die relative Verdnderung wird fiir jedes einzelne Experiment und den jeweiligen SHT.R-Agonisten
berechnet, (D) zeigt die Daten aller Experimente. Die gezeigten Daten sind dargestellt als Mittelwerte +
Standardfehler. Daten, die mit Sternen (*) markiert sind, weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-way
ANOVA) signifikant voneinander ab.
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5.3.2 Untersuchung des Einflusses des SHT2a-Rezeptors auf die laterale Mobilitiat des
SHT1a-Rezeptors

Die Durchfiihrung der folgenden SPT-Experimente dient der Untersuchung des Einflusses, den
der SHT2.R auf die laterale Mobilitit des SHT 2R auf der Oberfliche von HEK Zellen ausiibt.
Hierzu kommen die in Abschnitt 4.4.3 stabil transfizierten und selektionierten Zelllinien
HEK SNAP-5HT1aund HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a zum Einsatz. Um Riickschliisse auf
die Verdnderung der lateralen SHT.R-Mobilitét ziechen zu konnen, werden beide Zelllinien mit
1 uM des 5HTi.R-Agonisten 8-OH-DPAT, einer Kombination aus 1 uM 8-OH-DPAT und
1 uM des 5HT2.R-Agonisten TCB-2 oder 1 uM TCB-2 alleine fiir jeweils 15 min behandelt.
Die Datenanalyse erfolgt, wie in Abschnitt 4.4.7 im Detail beschrieben, in Hinblick auf
Parameter wie die Diffusionskoeffizienten der einzelnen Rezeptorzustinde, die Verteilung der
Zustdande sowie die rdumliche Begrenzung der Diffusion. Dariiber hinaus wird untersucht, ob
die Expression und Stimulation des SHT2.R einen Einfluss auf die Homooligomerisierung des

SHT1.R haben.

5.3.2.1 SHT2aR-Einfluss auf den Diffusionskoeffizient des SHT1aRezeptors

Der SHT1.R ist auf der Oberfliche der HEK Zellen in drei Rezeptorzustdnden zu finden: dem
immobilen Zustand S1, dem Ilangsam diffundierenden Zustand S2 und dem schnell
diffundierenden Zustand S3. Zunichst werden die Diffusionskoeffizienten (D) der drei
Zustinde auf der Oberfliche der HEK SNAP-5HT1a und HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Zellen unter verschiedenen Stimulationsbedingungen (siehe Tabelle 15 und Abbildung 15)
einander gegeniiber gestellt. Sind die Zellen lediglich mit der Pufferkontrolle behandelt,
ergeben sich in HEK SNAP-5HT1a Zellen Diffusionskoeffizienten fir SI von 0,028 +
0,0004 pm?/s, fiir S2 von 0,055+ 0,001 um?/s und fiir S3 von 0,217+ 0,004 pm?%/s. In
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen zeigt der SHTi.R im unstimulierten Zustand
Diffusionskoeffizienten fiir S1 (Ds1) von 0,023 £ 0,004 um?/s, fiir S2 von 0,048 + 0,005 pm?/s
und fiir S3 von 0,197 + 0,026 um?/s.

Die Stimulation mit 1 uM 8-OH-DPAT ergibt in HEK SNAP-5HT1la Zellen fiir die
Diffusionskoeffizienten von S1 bis S3 keine signifikanten Verdnderungen. Auch in
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen erwirkt die Stimulation mit 8-OH-DPAT keine
wesentlichen  Verdnderungen der  Diffusionskoeffizienten, verglichen mit der

Kontrollbedingung. Es ist jedoch festzuhalten, dass sich die Diffusionskoeffizienten Ds; und
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Ds> der verschiedenen Zelllinien statistisch signifikant voneinander unterscheiden

(p(Ds1) = 0,0157, p(Ds2) = 0,0126).

Die 15-miniitige Inkubation der beiden Zelllinien mit einer Kombination aus 1 uM
8-OH-DPAT und 1puM TCB-2 ergibt weder signifikante Verdnderungen der
Diffusionskoeffizienten zu den Kontrollbedingungen innerhalb der jeweiligen Zelllinie noch

zwischen den beiden Zelllinien.

Werden die Zellen mit dem S5HT2.R-Agonisten TCB-2 stimuliert, so erhoht sich der
Diffusionskoeffizient im langsam diffundierenden Zustand S2 in HEK SNAP-5HT1a Zellen
deutlich auf 0,061 £ 0,002 um?/s verglichen mit der Kontrollbedingung (p =0,0370). In
HEK Zellen, die auch den S5HT2.R exprimieren, kommt es nicht zu einer deutlichen
Beeintriachtigung der Diffusionskoeffizienten fiir S1 bis S3. Es fallt lediglich auf, dass sich Ds»
nach TCB-2 Stimulation zwischen den beiden Zelllinien signifikant voneinander unterscheidet

(p=0,0122).

Tabelle 15: Diffusionskoeffizienten (D) fiir die Rezeptorzustinde S1 bis S3

Die angegebenen Daten werden als Mittelwerte = Standardfehler von mindestens drei voneinander unabhidngigen
SPT-Experimenten dargestellt. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 15 dargestellten
Balkendiagrammen. Daten, die mit einem Stern markiert sind (*), weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-
way ANOVA) signifikant von ihrer Kontrollbedingung ab (p < 0,05). Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind,
weichen entsprechend der einfachen Varianzanalyse von den Daten derselben Bedingung in der jeweils anderen
Zelllinie ab.

HEK SNAP-5HT1a HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
2 2
D [ D [7-]
S1 S2 S3 S1 S2 S3
Kontrolle 0,028 = 0,055 + 0,217 £ 0,023 + 0,048 + 0,197 £
0,0004 0,001 0,004 0,004 0,005 0,026
; ‘(‘)l\fl DPAT 0,029 + 0,056 + 0,222 + 0,022 + 0,048 + 0,207 +
U 0,001 # 0,001 # 0,004 0,003 # 0,001 # 0,004
1 uM
S OH.DPAT + 0,027 + 0,057 + 0,215+ 0,025 + 0,052 + 0,223 +
B 0,000 0,001 0,002 0,001 0,001 0,007
1 HM TCB—2 b b b b 9 9
1 pM TCB-2 0,031 + 0,061 + 0,215+ 0,025 + 0,051 = 0,213 +
0,001 0,002 * 0,004 0,002 0,002 0,006
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Abbildung 15: Diffusionsverhalten von SNAP-5SHT1.R

Das Diffusionsverhalten von SNAP-5HT,R wird in HEK SNAP-5HT1a (A) und HEK SNAP-5HT 1a HiBiT-
SHT2a Zellen (B) mittels SPT untersucht. Es sind die Diffusionskoeffizienten (in pm?/s) fiir die jeweilige Zelllinie
(A) oder (B) und fiir die Rezeptorzustinde S1-S3 dargestellt. Die Inkubation der Zellen erfolgt mit einer Puffer-
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bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 1 pM 8-OH-DPAT, 1 uM TCB-2 oder einer Kombination der beiden Liganden
fiir ca. 15 min. Die Daten basieren auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten, die mit Hilfe der vbSPT-
Analyse ausgewertet werden. Daten, die mit einem Stern (*) markiert sind, weichen laut einfacher Varianzanalyse
(one-way ANOVA) signifikant von ihrer Kontrollbedingung ab (p < 0,05). Daten, die mit einer Raute (#) markiert
sind, weichen entsprechend der einfachen Varianzanalyse von den Daten derselben Bedingung in der jeweils
anderen Zelllinie ab.

5.3.2.2 SHT2aR-Einfluss auf die Verteilung der SHT1a-Rezeptorzustinde

Mit Hilfe der MATLAB-basierten vbSPT-Analyse ist es moglich, neben den
Diffusionskoeffizienten der einzelnen Rezeptorzustinde auch die Verteilung der Rezeptoren
auf die Zustdnde S1 bis S3 zu untersuchen. In Abbildung 16 ist die Zuordnung der Rezeptoren
zu den Zustinden graphisch dargestellt, die korrespondierenden Daten sind in Tabelle 16
aufgelistet. Es werden auch bei der Verteilung der Zustédnde die Behandlung von HEK SNAP-
SHTla und HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen mit einer Pufferkontrolle, 1 uM
8-OH-DPAT, 1 uM 8-OH-DPAT mit 1 uM TCB-2 oder 1 uM TCB-2 miteinander verglichen.

Die Datenanalyse lduft dabei so ab, wie in Abschnitt 4.4.7 beschrieben.

Nach einer 15-miniitigen Behandlung mit einer Pufferlosung ergibt sich in HEK SNAP-5HT1a
Zellen eine Verteilung auf die Zustinde fiir S1 von 20,8 £ 1,0 %, fiir S2 von 58,1 £ 0,4 % und
fiir S3 von 21,1 £1,0 %. In HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen gehoren 22,4 + 3,2 % der
SHT14R zu S1, 62,4 + 4,0 % gehoren zu S2 und 15,2 + 1,9 % zu S3. Es fillt auf, dass der Anteil
von 5HTi.R im schnell diffundierenden Zustand S3 in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
deutlich gréBer ist als in den Zellen ohne SHT2.R (p = 0,0099).

Werden die Zellen 15 min lang mit 1 uM 8-OH-DPAT behandelt, kommt es innerhalb der
Zelllinien — verglichen mit der jeweiligen Kontrollbedingung — nicht zu signifikanten
Veranderungen. In HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen sinkt der Anteil der SHT1.R in S1
im Vergleich zur Kontrollbedingung allerdings von 22,4 + 3,1 % auf 14,5 + 2,9 % ab. Dabei
steigt der Anteil an SHT1.R, die dem Zustand S2 zuzuordnen sind, von 62,4 + 4,0 auf 69,4 +
3,6 % an. Der Anteil des SHT 2R in S2 ist in den HEK Zellen ohne SHT2.R wesentlich geringer
als in den Zellen mit SHTi.- und SHT2a.-Rezeptoren (p = 0,0088). Dafiir ist der Anteil von
SHTi4R im schnell diffundierenden Zustand S3 in HEK SNAP-5HT1a Zellen deutlich groBer
als in den HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (p = 0,0242).

Auch die Inkubation der Zellen mit 1 pM 8-OH-DPAT und 1 uM TCB-2 fiihrt innerhalb der

einzelnen Zelllinien nicht zu wesentlichen Verdnderungen der Verteilung der SHT1.R auf die
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Rezeptorzustinde S1 bis S3. Der Anteil der SHT1.R in S3 ist in den HEK SNAP-5HT 1a Zellen
jedoch signifikant gro3er als in den HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (p = 0,0063).

Nach 15-miniitiger Stimulation mit 1 uM TCB-2 verdndern sich die Zustandsverteilungen in
den beiden HEK Zelllinien nicht bedeutend von den jeweiligen Kontrollbedingungen. Der
Anteil der SHT1.R im langsam diffundierenden Zustand S2 ist in HEK SNAP-5HT1a Zellen
mit 51,4+2,4% wesentlich kleiner als in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen
(65,1 £3,2 %, p=0,0058). Gleichzeitig liegt der S3-Anteil der SHT.R in den Zellen ohne
SHT2.R mit 21,8 + 1,4 % bedeutend hoher als in den Zellen, die beide SHT-Rezeptoren
exprimieren (p = 0,0064). Hier betrdgt der Anteil am schnell diffundierenden Zustand S3 15,6 +
0,8 %.

Tabelle 16: Verteilung SNAP-SHT1.R auf die Zustéinde S1 bis S3

Die angegebenen Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhingigen SPT-
Experimenten dargestellt. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 16 dargestellten
Balkendiagrammen. Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind, weichen laut der einfachen Varianzanalyse (one-
way ANOVA) statistisch signifikant (p <0,05) von den Daten derselben Bedingung in der jeweils anderen
Zelllinie ab.

HEK SNAP-5HT1a HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Verteilung der Zustdnde [%] Verteilung der Zusténde [%]
S1 2 3 S1 S2 S3
Kontrolle 208+1,0 | 581+04 | 21,1104 | 224+3]1 624+40 | 152+19#
1pM

8-OH-DPAT 223+£27 | 564+25# | 213+1,0# 145+29 694+3,6# | 161+1,1#

1 uM
8-OH-DPAT + | 21,5+14 56,5+2,1 | 220+1,0# | 229+1,7 61,8+24 153+1,0#
1 pM TCB-2
1 uM TCB-2

268+25 | 514244 | 21,8+ 14# | 193+25 | 651+32# | 156+08#
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Abbildung 16: Verteilung der Rezeptorzustinde S1-S3 von SNAP-5SHT1.R

Die Verteilung der Rezeptorzustinde S1 bis S3 von SNAP-5HT.R wird in HEK SNAP-5HT1a (A) und
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (B) mittels SPT untersucht. Die Verteilung wird als Anteil (in Prozent)
abhéngig von der jeweiligen Testbedingung dargestellt. Die Zellen werden mit einer Puffer- bzw.
Losungsmittelkontrolle, mit 1 pM 8-OH-DPAT, 1 uM TCB-2 oder einer Kombination der beiden Liganden fiir
ca. 15 min inkubiert. Die Daten der mindestens drei unabhidngigen Experimente werden mittels vbSPT-Analyse
ausgewertet. Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind, weichen laut der einfachen Varianzanalyse (one-way
ANOVA) statistisch signifikant (p < 0,05) von den Daten derselben Bedingung in der jeweils anderen Zelllinie ab.

5.3.2.3 SHT2aR-Einfluss auf die raumliche Begrenzung der SHT1aR-Diffusion

Ein weiterer sehr aussagekriftiger Parameter zur Charakterisierung der lateralen Mobilitét von
Rezeptoren auf der Zelloberflache ist das Mal} der rdumlichen Begrenzung der Diffusion. Die
zuvor identifizierten Rezeptorpfade werden dazu, wie in Abschnitt 4.4.7.2 beschrieben,
analysiert. Die resultierenden Daten zur Begrenzung der Diffusion von 5SHT1.R sind in
Abbildung 17 graphisch dargestellt, die korrespondierenden numerischen Daten finden sich in
Tabelle 17. Im unbehandelten Zustand ergibt sich in HEK SNAP-5HT1a Zellen ein Anteil
rdumlich begrenzt diffundierender SHT1.R im S1 Zustand von 20,3 2,0 %, im Zustand S2 von
48,7 £ 6,0 % und im Zustand S3 von 95,3 + 1,3 %. In HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT?2a sind
SHT1a-Rezeptoren in S1 zu 32,8 + 2,8 %, in S2 zu 59,1 £ 9,7 % und in S3 zu 97,2 + 2,0 % in
ihrer Diffusion begrenzt. Dabei fillt auf, dass das Mal} der rdumlichen Begrenzung im Zustand
S1 in den HEK SNAP-5HT1a Zellen mit 20,3 + 2,0 % wesentlich kleiner ist als in den Zellen,
die auch SHT2.R exprimieren. Hier sind in S1 mit 32,8 & 2,8 % wesentlich mehr Rezeptoren in

ihrer Diffusion begrenzt (p = 0,0031).

Nach 15-miniitiger Inkubation der Zellen mit 1 uM des SHT1.R-Agonisten 8-OH-DPAT ergibt
sich in keiner der beiden Zelllinien eine wesentliche Verdanderung des Anteils rdumlich begrenzt

diffundierender Rezeptoren verglichen mit den jeweiligen Pufferkontrollen. Es ist allerdings
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herauszustellen, dass SHT1,R im immobilen Zustand S1 in HEK SNAP-5HT1a Zellen (18,8 +
0,3 %) wesentlich seltener der rdumlichen Begrenzung unterliegen als in HEK SNAP-5HT 1a
HiBiT-5HT2a Zellen (27,3 £+ 3,7 %, p = 0,0365). Auch im schnell diffundierenden Zustand S3
ist der Anteil begrenzter Rezeptoren in HEK SNAP-5HT1a Zellen mit 92,1 + 0,2 % deutlich
kleiner als in Zellen, die auch den SHT2.R exprimieren. Hier sind die SHT1.R in S3 zu 97,6 +
1,0 % raumlich begrenzt (p = 0,0110).

Durch die Inkubation mit der Kombination aus 1 uM 8-OH-DPAT und 1 puM TCB-2
diffundieren 5HTi.R in HEK SNAP-5HT1a Zellen nicht wesentlich mehr oder weniger
beschrénkt als in der Pufferkontrolle. In HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen wird die
rdumliche Begrenzung der Diffusion von 5HTi.R durch die Kombination der beiden SHT-
Agonisten im immobilen Zustand S1 jedoch signifikant auf 19,7+ 2.5 % gesenkt (vgl.
Puftferkontrolle: 32,8 + 2,8 %, p = 0,0398).

SHT1.R in HEK SNAP-5HT1a Zellen, die 15 min lang mit 1 uM TCB-2 behandelt werden,
sind im Zustand S3 mit 90,7 + 1,2 % weniger rdumlich begrenzt als in der Kontrollbedingung
(p=0,0116). Innerhalb der HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen treten keine deutlichen

Verianderungen auf.

Tabelle 17: Anteil der in ihrer Diffusion riumlich begrenzten SNAP-SHT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhidngigen SPT-
Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 17 dargestellten
Balkendiagrammen. Daten, die mit einem Stern (*) markiert sind, weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-
way ANOVA) signifikant von ihrer Kontrollbedingung ab (p < 0,05). Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind,
weichen entsprechend der einfachen Varianzanalyse statistisch signifikant (p < 0,05) von den Daten derselben
Bedingung in der jeweils anderen Zelllinie ab.

HEK SNAP-5HT1a HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Anteil raumlich begrenzter Rezeptoren [%] | Anteil rdumlich begrenzter Rezeptoren [%]
S1 S2 S3 S1 S2 S3
Kontrolle 203204 | 487460 | 953+13 |328+28# | 591£97 | 972+20
1pM

8-OH-DPAT 18,8+03# | 448+0,9 | 92,1+02# | 27,3+3,7# 60,3+7,0 97,6 £1,0#

1 uM
8-OH-DPAT + 18,1+1,4 50,9+ 0,9 94,2+ 0,5 19,7+2,5* 49,6 3,0 95,6 £1,0
1 pM TCB-2
1 uM TCB-2

16,3+0,4 43,1+09 | 90,7+1,2 * 22,5+ 1,5 50,5+6,3 96,6 = 1,3
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Abbildung 17: Anteil der in ihrer Diffusion riumlich begrenzten SNAP-SHT1.R

Der Anteil der in ihrer Diffusion rdumlich begrenzten SNAP-5HT R wird auf der Oberfliche von HEK SNAP-
5HTla (A) und HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (B) untersucht. Die Anteile sind in Prozent abhingig
von der jeweiligen Testbedingung dargestellt. Dazu erfolgt die Inkubation der Zellen entweder mit einer Puffer-
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bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 1 pM 8-OH-DPAT, 1 uM TCB-2 oder einer Kombination der beiden Liganden
fiir ca. 15 min. Fiir die Auswertung der Daten der mindestens drei unabhingigen Experimente findet die ,,State
confinement analysis* auf Basis der vbSPT-Daten Anwendung. Daten, die durch einen Stern (*) markiert sind,
weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-way ANOVA) signifikant von ihrer Kontrollbedingung ab (p < 0,05).
Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind, weichen entsprechend der einfachen Varianzanalyse statistisch
signifikant (p < 0,05) von den Daten derselben Bedingung in der jeweils anderen Zelllinie ab.

Im Rahmen der Analyse der rdumlichen Begrenzung der Diffusion von SHT1.R wird auch
untersucht, wie sich die mittlere Gréfle des Diffusionsbereichs unter den verschiedenen
Stimulationsbedingungen verdndert. Zu diesem Zweck ist die mittlere Grof3e als Quadratwurzel
der konvexen Zelloberfliche in nm angegeben. Graphisch sind die Ergebnisse in Abbildung 18
dargestellt, numerisch in Tabelle 18 aufgelistet. Unter Kontrollbedingungen ergeben sich in
HEK SNAP-5HT1a Zellen fiir den immobilen S1 Zustand eine Grof3e des Diffusionsbereichs
von 82,2 + 1,2 nm, fiir den langsam diffundierenden Zustand S2 betragt die GroBie 100,1 +
0,9 nm und fiir den schnell diffundierenden Zustand S3 112,6 + 4,4 nm. In HEK SNAP-5HT1a

HiBiT-5HT2a sind es in S1 77,2+ 5,0 nm, in S2 82,1 = 8,3 nm und in S3 115,3 £ 7,0 nm.

In HEK SNAP-5HT1a Zellen fiihrt die Stimulation mit 1 pM 8-OH-DPAT zu keiner
wesentlichen Verdnderung der Diffusionsfliche der SHT1.R. Die Fliche wird in HEK SNAP-
SHT1a HiBiT-5HT2a Zellen im Zustand S3 deutlich auf 72,6 + 7,2 nm reduziert (p = 0,0115).
Somit ist der Diffusionsbereich in S3 in den HEK Zellen, die beide 5SHT-Rezeptoren
exprimieren, auch signifikant kleiner als in den HEK Zellen ohne SHT2.R (p < 0,0001).

Die Behandlung beider HEK Zelllinien mit der Kombination aus 1 uM 8-OH-DPAT und 1 uM
TCB-2 fiihrt nicht zu einer deutlichen Verdnderung der mittleren Grofe des Diffusionsbereichs
der SHT1.R in einem der Zustdnde S1 bis S3. Auch zwischen den Zelllinien unterscheiden sich

die Flachen nicht besonders stark voneinander.

Nach der Inkubation beider Zelllinien mit 1 uM TCB-2 vergréBert sich die Diffusionsflache im
schnell diffundierenden Zustand S3 in HEK SNAP-5HT1a Zellen von 112,6 + 4,4 nm in der
Pufferkontrolle auf 124,3 + 2,2 nm (p = 0,0365). In HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen
sinkt die Grof3e des Diffusionsbereichs in S3 nach TCB-2 Stimulation auf 88,9 + 7,6 nm, sodass

sich in S3 ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zelllinien ergibt (p = 0,0005).

Tabelle 18: Mittlere Grofie des begrenzten Diffusionsbereichs von SNAP-5SHT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhéngigen SPT-
Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 18 dargestellten
Balkendiagrammen. Daten, die mit einem Stern (*) markiert sind, weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-
way ANOVA) signifikant von ihrer Kontrollbedingung ab (p < 0,05). Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind,
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weichen entsprechend der einfachen Varianzanalyse statistisch signifikant (p < 0,05) von den Daten derselben

Bedingung in der jeweils anderen Zelllinie ab.

HEK SNAP-5HT1a

HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a

Mittlere GroBe des begrenzten
Diffusionsbereichs [nm]

Mittlere GroBe des begrenzten
Diffusionsbereichs [nm]

S1 2 S3 S1 2 S3
Kontrolle 822+12 | 100,1+0,9 | 112,6 =44 772+50 | 82,1+83 | 1153+7,0
1 uM

8-OH-DPAT | 89,9424 | 998424 | 1192+24# 872477 | 88,5109 | 72,6 £7,2 % #
1pM

8-OH-DPAT + | 83,4+0,7 | 994405 | 1159+0,6 90,6+8.1 | 97.6+102 | 97.8+9,0

1 uM TCB-2

TuMTCB2 | o0 6414 | 1045417 | 1243+22%# | 959+11,1 | 101,0499 | 88.9+7.6#
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Abbildung 18: Mittlere Grofie des begrenzten Diffusionsbereichs von SNAP-SHT1.R
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Die mittlere GroBe des begrenzten Diffusionsbereichs von SNAP-5HT .R wird in HEK SNAP-5HT1a (A) und
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (B) untersucht. Die mittlere GroBe (in nm) ist abhidngig von der
jeweiligen Testbedingung dargestellt. Dazu werden die Zellen mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit
1 uM 8-OH-DPAT, 1 uM TCB-2 oder einer Kombination der beiden Liganden fiir ca. 15 min inkubiert. Die Daten
der mindestens drei unabhéngigen Experimente werden mittels ,,State confinement analysis“ auf Basis der vbSPT-
Daten ausgewertet. Daten, die durch einen Stern (*) markiert sind, weichen laut einfacher Varianzanalyse (one-
way ANOVA) signifikant von ihrer Kontrollbedingung ab (p < 0,05). Daten, die mit einer Raute (#) markiert sind,
weichen entsprechend der einfachen Varianzanalyse statistisch signifikant (p < 0,05) von den Daten derselben
Bedingung in der jeweils anderen Zelllinie ab.

5.3.2.4 SHT2aR-Einfluss auf die Homooligomerisierung von SHT1a-Rezeptoren

Die Analyse der Fluoreszenzintensitit der aufgezeichneten Signale ermoglicht die
Kategorisierung der SHT1.R entsprechend ihres Homooligomerzustandes. Dabei erfolgt eine
MATLAB-basierte  Untersuchung der bei der vbSPT-Analyse ausgegebenen
Helligkeitsverteilung der Fluoreszenzsignale in einem Gauf3’schen Mischungsmodell. Die
Ergebnisse der Analyse des Einflusses, den SHT2.R auf die Homooligomerisierung von SHT.R

haben, sind graphisch in Abbildung 19 und numerisch in

Tabelle 19 dargestellt. Die SHT1.R kommen auf der Oberflache beider HEK Zelllinien als
Monomere, Dimere und Trimere vor. Im nur mit Puffer vorbehandelten Zustand ergibt sich in
HEK SNAP-5HT1a Zellen eine Verteilung der Oligomere von hauptsdchlich Monomeren mit
einem Anteil von 68,5 £ 11,5 %, dazu kommen 27,1 £ 9,2 % Dimere und 4,5 + 2,6 % Trimere.
In HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen sind ebenfalls hauptsdachlich Monomere mit einem
Anteil von 84,0 £+ 13,6 % zu finden, daneben 12,7 + 10,4 % Dimere und 3,3 + 3,3 5 Trimere.

In den HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT?2a Zellen ist dabei zu beachten, dass die als Monomere,
Dimere und Trimere identifizierten Oligomere lediglich Hinweis auf den Homooligomerstatus
geben. Ein iiber die Helligkeitsverteilung identifiziertes SHTi1.R-Monomer kann in den
SHT2.R-exprimierenden Zellen somit auch ein Dimer oder Trimer sein, das sich aus einem
SHT1.R und einem oder zwei 5SHT2.R zusammen setzt. Gleiches gilt fiir die iiber die
Helligkeitsverteilung identifizierte Dimere, bei denen zwei SHT1,R an der Oligomerbildung

beteiligt sind.

Beim Vergleich der beiden Zelllinien im Kontrollzustand féllt auf, dass der Anteil gefundener
Monomere in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a mit 84,0 &+ 13,6 % deutlich groBer ist als in
HEK SNAP-5HT1a Zellen, bei denen 68,5 £ 11,5 % der Rezeptoren als Monomere vorliegen.
Im Gegensatz dazu ist der Anteil gefundener Dimere mit 12,7+ 10,4 % in den
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen kleiner als die in HEK SNAP-5HT1la Zellen

vorkommenden 27,1 +£9,2 % Dimere. Die Behandlung mit den 5HTi.R- bzw. SHT2.R-
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Agonisten oder der Kombination aus beiden fiihrt innerhalb keiner der beiden Zelllinien zu
einer statistisch signifikanten Verdnderung der Homooligomerverteilungen. Werden beide
Zelllinien mit 1 uM 8-OH-DPAT und 1 uM TCB-2 stimuliert, so sind in HEK SNAP-5HT1a
Zellen mit 54,6 + 11,2 % deutlich weniger Monomere als in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Zellen zu finden. Hier werden 88,6 + 4,2 % der Rezeptoren aufgrund ihrer Helligkeitsverteilung
als Monomere identifiziert. Gleichzeitig sinkt unter 8-OH-DPAT und TCB-2 Behandlung die
Anzahl der Trimere von 34,5 + 6,0 % in HEK SNAP-5HT1a Zellen auf 11,3 + 4,1 % gefundene
Trimere in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen. Des Weiteren fillt auf, dass die
Inkubation der Zellen mit 1 uM 8-OH-DPAT oder der Kombination mit 1 uM TCB-2 in
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a dazu fiihrt, dass keine der Rezeptoren mehr als Trimere
identifiziert werden. Der Unterschied ist bei der Stimulation mit beiden Agonisten besonders
auffillig, in HEK SNAP-5HT1a Zellen liegen hierbei 10,9 + 5,5 % der Rezeptoren als Trimere

Vor.

Tabelle 19: Analyse der Homooligomerzustinde von SNAP-SHT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei voneinander unabhingigen
SPT-Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 19 dargestellten
Balkendiagrammen.

HEK SNAP-5HT1a HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a
Anteile der Homooligomere [%] Anteile der Homooligomere [%]
Monomere Dimere Trimere gefundene gefl.mdene gefl?ndene
Monomere Dimere Trimere

Kontrolle 68,5+11,5 | 27,192 45426 | 840+13,6 | 12,7+104 | 33+33
1 uM
8-OH-DPAT 73,3+8,3 254+7,6 1,3+1,1 79,1 £8,5 20,7+ 8,4 0,0+£0,0
1M
8-OH-DPAT + | 54,6 11,2 34,5+6,0 10,9+ 5,5 88,6 +4,2 11,3+4,1 0,0+£0,0
1 uM TCB-2
1 pMTCB-2 63,4+10,0 294+ 7,7 7,2+2,6 63,9+8,7 32,0+5,1 6,4+34
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Abbildung 19: Analyse der Homooligomerzustinde von SNAP-SHT1.R

In HEK SNAP-5HT1a (A) wird die Verteilung der Homooligomere (Monomere, Dimere, Trimere) von SNAP-
S5HT.R untersucht, in HEK SNAP-5HTla HiBiT-5HT2a Zellen (B) die Verteilung der gefundenen
Homooligomere der SNAP-5HT,R. Die Verteilung ist als Anteil (in Prozent) abhingig von der jeweiligen
Testbedingung dargestellt. Die Inkubation der Zellen erfolgt mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit
1 uM 8-OH-DPAT, 1 uM TCB-2 oder einer Kombination der beiden Liganden fiir ca. 15 min. Die Daten der
mindestens drei unabhéngigen Experimente werden auf Basis der Fluoreszenzintensititen mit Hilfe eines
Gauf3’schen Mischungsmodells analysiert.
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5.4 Untersuchung des Einflusses von SHT7-Rezeptoren auf SHTi.-

Rezeptoren

5.4.1 Untersuchung des Einflusses des SHT7-Rezeptors auf die SHT1aR-induzierte

B-Arrestin 2 Rekrutierung

Dieser Abschnitt konzentriert sich auf die Analyse des Einflusses, den die gleichzeitige
Expression des SHT7R auf die SHT1.R-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung hat. Dabei zielt
die Etablierung eines SHT7-NanoBiT®-Assays auf die Untersuchung der Funktionalitit des
SHT7R und des SHT7R-Agonisten AS-19 ab. Anhand der Dosis-Wirkungskurve, die auf den
AUC der korrigierten B-Arrestin 2 Rekrutierung (Auswertung wie in Abbildung 10 dargestellt)
beruht, ergibt sich fiir AS-19 am SHT7-Rezeptor ein ECso-Wert von 1,1 + 0,2 pM.

EC50=1,1 + 0,2 HM

Normalisierte -Arrestin 2
Rekrutierung [AUC]
N
1

(]
-—
1

log (AS-19 [M])

Abbildung 20: B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHT7-NanoBiT®-Assay
5HT7-NanoBiT®-Assays werden in HEK 5HT7-NanoBiT Zellen mit dem SHT7R-Agonisten AS-19 durchgeflihrt.

Die Dosis-Wirkungskurve ist aufgetragen als AUC der rekrutierten B-Arrestin 2 Menge gegen den dekadischen
Logarithmus der AS-19 Konzentration in Mol pro Liter. Die Abbildung zeigt Mittelwerte + Standardfehler von
drei unabhéingigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt worden sind.

Atwood et al. 2011°% haben die endogene Expression des SHT7R in HEK Zellen gezeigt. Aus
diesem Grund erfolgt die Aufnahme von Konzentrationsreihen des SHTi.R-Agonisten
8-OH-DPAT und einer Kombination aus 8-OH-DPAT und 1 uM AS-19 in HEK 5HTla-
NanoBiT Zellen (Abbildung 21 A). Obwohl die SHT7R aufgrund ihrer endogenen Expression
gegeniiber den liberexprimierten SHT1.R unterreprasentiert sind, verringert sich der ECso-Wert
der Dosis-Wirkungskurve, wenn die Zellen statt mit 8-OH-DPAT alleine auch mit AS-19
behandelt werden. Statistisch signifikant ist diese Verdnderung jedoch nicht (p = 0,2244; siehe
Tabelle 20). Die maximale Signalstirke der SHTi.R-induzierten B-Arrestin 2 Rekrutierung

unterscheidet sich nicht abhingig davon, ob 1 uM AS-19 zugesetzt wird (p =0,5244). Im
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niedrigen Konzentrationsbereich von 8-OH-DPAT ist die rekrutierte B-Arrestin 2 Menge
allerdings signifikant reduziert (p = 0,0070). Sie sinkt dabei auf ein Niveau, das deutlich
unterhalb der Baseline und somit unterhalb der konstitutiven B-Arrestin 2 Aktivitit des SHT1.R
liegt (AUCin=-5,9 + 1,2).

Tabelle 20: Einfluss des SHT7R auf die SHT1.R-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung in HEK SHT1a-
NanoBIiT Zellen

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben und beruhen auf mindestens drei
unabhéngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefithrt worden sind. Die hier gezeigten Daten
korrespondieren mit den in Abbildung 21 A graphisch aufbereiteten Daten.

HEK 5HT1a-NanoBiT
8-OH-DPAT +
8-OH-DPAT AS-19 Welch-Test
Minimum der Kurve [AUC] 0,6 £0,6 -59+1,2 p=0,0070
Maximum der Kurve [AUC] 8,4+1,2 8,9+1,3 p=0,5244
ECso [nM] 151,2+39,6 81,9+344 p=0,2244

Um diesen Effekt deutlicher darstellen zu konnen, wird auch der SHT7R transient in HEK
Zellen transfiziert, sodass er wie der SHT.R liberexprimiert wird. Es folgt der gleiche Versuch
in HEK 5HT1a-NanoBiT SHT7 Zellen (Abbildung 21 B). Das Ergebnis dhnelt dem in
HEK 5HT1a-NanoBiT Zellen. Die maximale Signalstdrke verdndert sich praktisch nicht
(p =0,7164), wobei der ECso-Wert von 56,5 £+ 18,8 nM (8-OH-DPAT) in dieser Versuchsreihe
auf 125,7 £ 17,9 nM (8-OH-DPAT + AS-19) steigt. Vor allem unterscheidet sich auch in diesen
Zellen die Rekrutierung bei niedrigen Konzentrationen, die B-Arrestin 2 Aktivitét sinkt auf ein
Niveau unterhalb der konstitutiven Aktivitit (AUCo,1nv=-5,2+ 0,2 nM). Ein weiteres
Experiment in den HEK 5SHT1a-NanoBiT SHT7 Zellen soll untersuchen, wie sich die SHT1.R-
vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung verhilt, wenn entweder beide SHT-Rezeptoren mit dem
natiirlichen Agonisten Serotonin stimuliert werden oder der SHT7R durch 30-miniitige
Vorinkubation mit SB269970 (1 uM) blockiert wird. In Abbildung 21 C wird deutlich, dass die
beiden aufgenommenen Dosis-Wirkungskurven praktisch aufeinanderliegen. Keine der die
Dosis-Wirkungskurven beschreibenden Parameter weichen statistisch signifikant voneinander

ab (siehe
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Tabelle 22). Lediglich der ECso-Wert fiir die Kombination aus Serotonin und SB269970 ist

etwas erhoht, verglichen mit dem Wert fiir Serotonin alleine.

A HEK 5HT1a-NanoBiT B HEK 5HT1a-NanoBiT 5HT7
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Abbildung 21: Einfluss von SHT7R auf die SHT1.R-vermittelte f-Arrestin 2 Rekrutierung

Fiir Teil (A) werden S5HTi,-NanoBiT®-Experimente in HEK 5HT1a-NanoBiT Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen 8-OH-DPAT oder einer Kombination mit 1 uM AS-19 aufgenommen. In Teil (B) wird die
Konzentrationsreihe aus (A) in HEK SHT1a-NanoBiT SHT7 Zellen wiederholt. (C) zeigt Konzentrationsreihen
von Serotonin und der Kombination mit 1 pM SB269970 in HEK 5HT1a-NanoBiT SHT7 Zellen. Die Behandlung
mit SB269970 erfolgt fiir 30 min vor dem Beginn der Chemilumineszenzmessung. Alle Dosis-Wirkungskurven
sind als AUC der korrigierten Menge an rekrutiertem [-Arrestin 2 iiber 60 min gegen den dekadischen
Logarithmus der SHT.R-Agonistkonzentration in Mol pro Liter dargestellt. Alle Abbildungen zeigen die Daten
als Mittelwerte + Standardfehler und beruhen auf mindestens drei unabhéngigen Experimenten, die in Triplikaten
durchgefiihrt worden sind.

Tabelle 21: Einfluss von 8-OH-DPAT und AS-19 auf die SHT1.R-vermittelte f-Arrestin 2 Rekrutierung in
HEK SHT1a-NanoBiT SHT7 Zellen

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben und beruhen auf mindestens drei
unabhéngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt worden sind. Die hier gezeigten Daten
korrespondieren mit den in Abbildung 21 B graphisch aufbereiteten Daten.

HEK 5HT1a-NanoBiT SHT7
8-OH-DPAT +
8-OH-DPAT AS-19 Welch-Test
Minimum der Kurve [AUC] -0,3+04 -5,2+0,2 p =0,0022
Maximum der Kurve [AUC] 11,9+ 1,7 12,7+ 1,0 p=0,7164
ECso [nM] 56,5+ 18,8 125,7+ 17,9 p=0,0560

62



Ergebnisse

Tabelle 22: Einfluss von Serotonin und SB267790 auf die SHT1aR-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung in
HEK 5HT1a-NanoBiT SHT7 Zellen

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben und beruhen auf mindestens drei
unabhéngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefithrt worden sind. Die hier gezeigten Daten
korrespondieren mit den Abbildung 21 C graphisch aufbereiteten Daten.

HEK 5HT1a-NanoBiT SHT7
. Serotonin +
Serotonin SB267790 Welch-Test
Minimum der Kurve [AUC] 09+0,3 1,3+£0,8 p=10,6983
Maximum der Kurve [AUC] 95,6 £3,9 98,1 £3,7 p=0,6576
ECso [nM] 207,1 £ 17,7 256,2 £ 36,5 p=0,2877

Nachfolgend wird tiberpriift, ob die reduzierte B-Arrestin 2 Rekrutierung bei niedrigen
8-OH-DPAT Konzentrationen in den Experimenten der Abbildung 21 A und B moglicherweise
iiber den SHT.R vermittelt wird. Zu diesem Zweck erfolgt die Behandlung von HEK 5HT1a-
NanoBiT Zellen mit AS-19, einer Kombination aus AS-19 und dem 5HT;.R-Antagonisten
WAY-100135 oder einer Kombination mit dem SHT7R-Antagonisten SB269970 (Abbildung
22). Es fallt auf, dass nur der SHT1.R-Antagonist einen Teil der AS-19 vermittelten Reduktion
der PB-Arrestin 2 Rekrutierung blockiert. Die AUC-Daten verringern sich dabei von
AUCas-19=-4,6 £ 0,4 auf AUCAas-19 + way-100135 = -1,7 £ 0,1 statistisch signifikant (p = 0,0016).
Fir Zellen, die mit SB269970 vorbehandelt sind, ergibt sich eine
AUCAxs-19 + sB269970 = -5,4 + 0,4, verglichen mit einer alleinigen AS-19 Behandlung ergibt sich

damit keine statistisch signifikante Verdnderung (p = 0,2534).

U 1
N - o
1 1 1

Normalisierte -Arrestin 2
Rekrutierung [AUC]
)
1

-4
-5
-6- | X | | % % k
1 ns |
AS-19 4 M 4 M 4 M
WAY-100135 - 4 uM -
SB269970 - - 4 uyM

Abbildung 22: AS-19 vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHT1.-NanoBiT®-Assay

Fiir 5HT;,-NanoBiT®-Assays in HEK 5HT1a-NanoBiT Zellen werden Teile der Zellen fiir 30 min mit
WAY-100135 oder SB269970 vor Beginn der Chemilumineszenzmessung vorinkubiert, nach t = 5 min erfolgt die
AS-19 Zugabe. Alle Daten sind als AUC der Kinetik der B-Arrestin 2 Rekrutierung als Mittelwerte =+
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Standardfehler dargestellt und beruhen auf drei unabhdngigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt
worden sind.

5.4.2 Identifizierung von AS-19 als inverser SHT1.R-Agonist

Die in Abschnitt 5.4.1 dargestellten Daten deuten darauf hin, dass der SHT7R-Agonist AS-19
die B-Arrestin 2 Rekrutierung am SHT.R auf ein Niveau unterhalb der konstitutiven Aktivitit
des Rezeptors absenkt. Liganden, die einen solchen Effekt erzeugen, bezeichnet man als inverse
Agonisten.”**> Um dieser Hypothese nachzugehen, wird die Wirkung des bekannten inversen
SHT1.R-Agonisten Spiperon auf die SHT.R-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung untersucht
und mit AS-19 verglichen. Im 5HT1,-NanoBiT®-Assay ergibt sich eine ICso-Konzentration fiir
Spiperon von 27,5 + 3,9 nM und eine ICso-Konzentration fiir AS-19 von 824,5 + 47,3 nM. Die
maximale Reduktion der konstitutiven SHTi.R-Aktivitit von AS-19, bezogen auf die

Reduktion durch Spiperon, betrdgt 91,4 £ 7,6 % (% Emax).

- Spiperon
1-6- AS-19
-4

IC5q (Spiperon)= 27,5 + 3,9 nM
IC59 (AS-19)=  824,5+ 47,3 nM

Normalisierte 3-Arrestin 2
Rekrutierung [%]

-120- log (inverser Agonist [M])

Abbildung 23: B-Arrestin 2 Rekrutierung inverser Agonisten im SHT1.-NanoBiT®-Assay

Fiir 5HT1,-NanoBiT®-Experimente in HEK SHT1a-NanoBiT Zellen werden den Zellen nach t=35 min
verschiedene Konzentrationen AS-19 und Spiperon zugesetzt. Die Dosis-Wirkungskurven sind relativ zu der durch
10 uM Spiperon reduzierten Menge an rekrutiertem B-Arrestin 2 in Prozent gegen den dekadischen Logarithmus
der Ligandkonzentration in Mol pro Liter dargestellt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte = Standardfehler von drei
unabhingigen Experimenten, die in Triplikaten durchgefiihrt worden sind.
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5.4.3 Untersuchung des Einflusses von AS-19 auf die laterale Mobilitit des SHT1a-

Rezeptors

Die Durchfithrung der folgenden SPT-Experimente dient der Untersuchung des Einflusses
verschiedener SHT1.R-Liganden auf die laterale Mobilitdt des Rezeptors auf der Oberfldche
von HEK Zellen. Dazu werden der etablierte inverse SHT1.R-Agonist Spiperon, der in seiner
Funktion als inverser SHTi.R-Agonist neu beschriebene Ligand AS-19 und jeweils
Kombinationen mit dem 5HT.R-Antagonisten WAY-100135 in HEK SNAP-5HT1a Zellen
getestet. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgt, wie in Abschnitt 4.4.6 beschrieben. Die
Datenanalyse ist in Abschnitt 4.4.7 im Detail ausgefiihrt und erfolgt in Hinblick auf Parameter
wie die Diffusionskoeffizienten der einzelnen Rezeptorzustinde, die Verteilung der Zustinde

sowie die rdumliche Begrenzung der Diffusion.

5.4.3.1 Einfluss der SHT1aR-Liganden auf den Diffusionskoeffizienten

Der 5HTi.R ist auf der Oberfliche der HEK SNAP-5HTla Zellen im immobilen
Rezeptorzustand S1, im langsam diffundierenden Zustand S2 und im schnell diffundierenden
Zustand S3 zu finden. Im ersten Schritt der Analyse werden die Diffusionskoeffizienten (D) der
verschiedenen Bedingungen ausgewertet und miteinander verglichen. Die Daten sind graphisch
in Abbildung 24 dargestellt und numerisch in Tabelle 23 zu finden. Nach einer 15-miniitigen
Inkubation der Zellen mit einer Pufferlosung ergeben sich Diffusionskoeffizienten von 0,016 +
0,002 um?/s fiir S1, von 0,044 + 0,004 pm?/s fiir S2 und von 0,183 + 0,005 um?/s fiir S3. Keine
der durchgefiihrten Behandlungen fiihrt zu signifikanten Verdnderungen der

Diffusionskoeffizienten.
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Tabelle 23: Diffusionsverhalten von SNAP-5SHT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei voneinander unabhingigen
SPT-Experimenten angegeben. Sie korrespondieren mit den in Abbildung 24 gezeigten Balkendiagrammen.

2
um
DI
S1 S2 S3
Kontrolle 0,016 + 0,002 0,044 £+ 0,004 0,183 £ 0,005
4 pM AS-19 0,022 + 0,003 0,048 + 0,005 0,202 + 0,005
4 uM AS-19 +
020 + 045 + 4 195 +0,01
4 pM WAY-100135 0-0200.003 PO 000 R
4 pM Spiperon 0,021 + 0,004 0,050 + 0,005 0,205 + 0,004
4 uM Spiperon +
0,020 + 0,004 0,049 + 0,006 0,207 £ 0,005
4 pM WAY-100135 ’ ’ ’ ’ ’ ’

S1 7 0.030- S2 @ 0.06-
e e
5 0.025- 5 0.05]
S 0.020 3 0.04-
N N
& 0.015- E  0.03-
[] ]
X X
% 0.010- ® .02
S S
% 0.005- 2 0.014
£ &
2  0.000- a  0.00-
AS19 -  4pM 4pMm - - AS19 - 4pM 4pm - .
Spiperon - - - 4uM 4 uM Spiperon - - - 4uM 4 puM
WAY-100135 - - 4uM - 4pMm WAY-100135 - - 4pM - 4uMm
S3 0.25-
0.20-

0.15-

0.10-

0.05

Diffusionskoeffizient [pmzls]

0.00-
AS-19 -  4uM 4puM - -
Spiperon - - - 4uM 4 uM
WAY-100135 - - 4uM - 4pMm

Abbildung 24: Diffusionsverhalten von SNAP-5SHT1.R

Das Diffusionsverhalten von SNAP-5HT,R wird in HEK SNAP-5HT1a Zellen mittels SPT untersucht. Die
Abbildungen zeigen die die Diffusionskoeffizienten (in um?/s) fiir die Rezeptorzustinde S1, S2 und S3. Die
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Inkubation der Zellen erfolgt mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 4 uM AS-19 oder 4 uM Spiperon
fiir ca. 15 min. Des Weiteren werden Zellen mit WAY-100135 fiir 30 min vorinkubiert, bevor die inversen
Agonisten zugegeben werden. Die gezeigten Daten basieren auf vier voneinander unabhingig durchgefiihrten
Experimenten und wurden mit Hilfe der vbSPT-Analyse ausgewertet.

5.4.3.2 Einfluss der SHTi.R-Liganden auf die Verteilung der

Rezeptorzustinde

Die in MATLAB durchzufiihrende vbSPT-Analyse ermoéglicht die Auswertung der
Rezeptorverteilung auf die Rezeptorzustinde S1 bis S3. Die Ergebnisse der Auswertung sind
in Abbildung 25 und Tabelle 24 dargestellt. Werden die HEK SNAP-5HT1a Zellen mit einer
Pufferlésung zur Kontrolle inkubiert, verteilen sich die SHTi.R zu 21,3 £ 4,2 % auf den
immobilen Rezeptorzustand S1, zu 60,2 + 2,0 % auf den langsam diffundierenden Zustand S2
und zu 18,5 + 2,9 % auf den schnell diffundierenden Zustand S3. Die Behandlung der Zellen
mit den inversen SHTi.R-Agonisten Spiperon und AS-19 sowie deren Kombinationen mit
WAY-100135 fiihrt nicht zu einer wesentlichen Verdnderung der Verteilung der

Rezeptorzustinde.

Tabelle 24: Verteilung von SNAP-5HT1.R auf die Zustiinde S1 bis S3

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei voneinander unabhéngigen
SPT-Experimenten angegeben. Sie korrespondieren mit den in Abbildung 25 gezeigten Balkendiagrammen.

Verteilung der Zustinde [%]
S S2 S3
Kontrolle 213+42 60,2 +2.0 185+29
4 ll,M AS-19 24’4 + 4’2 57’1 + 3’1 18,6 + 1,5
-19 +

4 pM WAY-100135
4 nM Spiperon 21,6+3,1 60,7 + 3,8 17,7+£2,2
4 uM Spiperon +

23,4+43 58,4+23 18,2+2,6
4 pM WAY-100135 T - -~

67



Ergebnisse
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Abbildung 25: Verteilung der Rezeptorzustinde S1-S3 von SNAP-5SHT1.R

Die Verteilung der Rezeptorzustinde S1 bis S3 von SNAP-5HT .R wird in HEK SNAP-5HT 1a Zellen mittels SPT
untersucht. Die Verteilung wird als Anteil (in Prozent) abhéngig von der jeweiligen Testbedingung dargestellt.
Die Inkubation der Zellen erfolgt mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 4 uM AS-19 oder 4 uM
Spiperon fiir ca. 15 min. Weitere Teile der Zellen werden fiir 30 min mit WAY-100135 vorinkubiert, anschlieend
ca. 15 min mit dem jeweiligen inversen Agonisten behandelt und schlielich im SPT vermessen. Die Daten der
vier unabhédngigen Experimente werden mittels vbSPT-Analyse ausgewertet.

5.4.3.3 Einfluss der SHTiaR-Liganden auf die raumliche Begrenzung der
SHT1aR-Diffusion

Als néchstes wird untersucht, welchen Einfluss die SHT1.R-Liganden auf die rdumliche
Begrenzung der Diffusion von SHT1,R haben. Das Vorgehen bei der Analyse der Daten ist im
Abschnitt 4.4.7.2 im Detail aufgefiihrt. Die Ergebnisse der Analyse sind in Abbildung 26 und
Tabelle 25 graphisch und numerisch dargestellt. Zellen, die mit lediglich einer Pufferlosung
vorbehandelt sind, zeigen in S1 zu 34,6 £ 2,1 %, in S2 zu 79,5+ 3,1 % und in S3 zu 99,2 +
0,7 % eine rdumliche Begrenzung der Diffusion von SHT.R. Die Begrenzung der Diffusion
sinkt in den Rezeptorzustdnden S1 und S2 bei 4 uM AS-19 Stimulation um 22,3 % (S1) bzw.
24,7 % (S2), bei gemeinsamer Behandlung mit 4 uM WAY-100135 ist diese Tendenz etwas

riicklaufig. Diese Beobachtungen sind nicht statistisch signifikant.
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Tabelle 25: Anteil der in ihrer Diffusion riumlich begrenzten SNAP-SHT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei voneinander unabhingigen
SPT-Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 26 dargestellten

Balkendiagrammen.
Anteil der raumlich begrenzten Diffusion [%]
S1 S2 S3
Kontroll
ontrofie 34,6 42,1 79,5 43,1 99,2+ 0,7
4 pM AS-19 26,9+4.,0 59,9+52 96,6 £1,3
4 pM AS-19 +
31,0+ 6,7 65,0+ 10,1 97,7+ 1,2
4 ptM WAY-100135
4 uM Spiperon 31,64 6,0 75,9 + 6,7 97,4414
4 uM Spiperon +
26,1 +4,1 749+ 7.6 96,8 +1,7
4 utM WAY-100135 ’ ’ ’ ’ ’ ’
S1 S2
5 40 5 1007
N N
3 8 80-
5X 30 X
ac 8¢
- =& 607
L8 20 22
T a T a
Ee Eg 40
e o] Se
3 3 20
0- 0-
AS19 - 4uM 4pM - - AS19 - 4uM 4pM -
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Abbildung 26: Anteil der in ihrer Diffusion riumlich begrenzten SNAP-SHT1.R
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Der Anteil der in ihrer Diffusion eingeschrankten SNAP-5HT.-Rezeptoren wird in HEK SNAP-5HT1a Zellen
untersucht. Die Anteile werden in Prozent abhéngig von der jeweiligen Testbedingung dargestellt. Die Inkubation
der Zellen erfolgt entweder mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 4 uM AS-19 oder 4 uM Spiperon
fiir ca. 15 min. Weitere Teile der Zellen werden 30 min lang mit WAY-100135 vorinkubiert, anschlieend ca.
15 min mit dem jeweiligen inversen Agonisten behandelt und schlieBlich im SPT vermessen. Die ,,State
confinement analysis“ der vbSPT-Daten dient der Auswertung der vier unabhiangigen Experimente.

Im Zuge der Analyse der rdumlichen Begrenzung der Diffusion von SHT1.R erfolgt auch die
Analyse der mittleren Grof3e des begrenzten Diffusionsbereichs. Die Grof3e ist dabei als die
Quadratwurzel der konvexen Zelloberflaiche in nm angegeben. In der Kontrollbedingung der
HEK SNAP-5HT1a Zellen ergibt sich fiir den Rezeptorzustand S1 der SHT1.R eine Grofle von
62,6 + 3,9 nm, fir S2 eine Grofle von 75,3 + 3,9 nm und fiir S3 82,1 + 4,8 nm. Auch wenn die
Behandlung mit AS-19 im Rezeptorzustand S3 zu einer VergroBBerung des Diffusionsbereichs
der SHT14R von 82,1 £ 4,8 nm auf 102,7 £ 7,5 nm fiihrt (siche Tabelle 26), ist diese, wie auch
alle anderen Bedingungen, nicht statistisch signifikant (vgl. Abbildung 27).

Tabelle 26: Mittlere Grofie des riaumlich begrenzten Diffusionsbereichs von SNAP-5HT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei voneinander unabhéngigen
SPT-Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 27 dargestellten
Balkendiagrammen.

Mittlere Grofie des riumlich begrenzten Diffusionsbereichs [nm]
S1 S2 3
Kontrolle 62,6+3.9 753439 82,1+48
4 nM AS-19 782 +43 89.8+ 5.4 102,7+75
4 puM AS-19 +
44 28+ +
4 M WAY-100135 70,7 + 4,7 82,8+55 950+9.5
4 pM Spiperon 733469 89,9+ 11,0 974490
4 uM Spiperon +
69.6 + 6.4 82.8+8.6 933+112
4 M WAY-100135 DD S : :
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Abbildung 27: Mittlere Grofie des raumlich begrenzten Diffusionsbereichs von SNAP-5SHT1.R

Die mittlere GroBe des beschriankten Diffusionsbereichs von SNAP-5HT R wird in HEK SNAP-5HT 1a Zellen
untersucht. Die mittlere Grofe (in nm) wird abhingig von der jeweiligen Testbedingung dargestellt. Die
Inkubation der Zellen erfolgt mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 4 uM AS-19 oder 4 uM Spiperon
fiir ca. 15 min. Weitere Teile der Zellen werden 30 min lang mit WAY-100135 vorinkubiert, anschlieend ca.
15 min mit dem jeweiligen inversen Agonisten behandelt und schlieBlich im SPT vermessen. Die ,,State
confinement analysis“ der vbSPT-Daten dient der Auswertung der vier unabhiangigen Experimente.

5.4.3.4 Einfluss der SHT1aR-Liganden auf die SHT1aR-Homooligomerisierung

In einem letzten Auswerteschritt wird untersucht, ob die Behandlung mit den verschiedenen
SHT1.R-Liganden einen Einfluss auf die Homooligomerisierung des SHT1aR hat. Dazu erfolgt
die Analyse der aus den vbSPT-Daten hervorgehenden Helligkeitsverteilungen der
Fluoreszenzsignale anhand eines Gaul3’schen Mischungsmodells. Die Ergebnisse dieser
Analyse sind graphisch in Abbildung 28 und numerisch in Tabelle 27 zu finden. In der Puffer-
behandelten Kontrollbedingung der HEK SNAP-5HTla Zellen finden sich vor allem
Monomere mit einem Anteil von 61,1 + 7,5 %. Dariliber hinaus liegen 34,6 £ 7,4 % der
Rezeptoren als Dimere und 4,1 + 3,6 % als Trimere vor. Keine der Stimulationsbedingungen

erwirkt eine signifikante Verdnderung des SHTi.R-Zustands der Homooligomerisierung.
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Abbildung 28 stellt allerdings dar, dass der Anteil an SHT1.R-Monomeren leicht erhoht ist,
wenn die Zellen mit AS-19 behandelt werden. Diese Tendenz ist unabhéngig davon, ob bei der
Behandlung der Zellen auch WAY-100135 zugesetzt ist. Zudem fallt auf, dass der Anteil der
Dimere auf Kosten der Monomere etwas ansteigt, wenn die Zellen mit Spiperon inkubiert

werden. Diese Tendenz ist aufgehoben, wenn auch WAY-100135 zugesetzt ist.

Tabelle 27: Analyse der Homooligomerzustinde von SNAP-SHT1.R

Die dargestellten Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von mindestens drei unabhéngigen SPT-
Experimenten angegeben. Die Daten dieser Tabelle korrespondieren mit den in Abbildung 28 dargestellten
Balkendiagrammen.

Anteile der Homooligomere [%]
Monomere Dimere Trimere
Kontrolle 61,1475 34,6+ 7.4 41436
AS-19 73,2+ 14,4 23,0+ 12,2 3,843,0
AS-19 +
76,2 + 14,8 19,7+ 11,0 4,1 £4,1
WAY-100135 ’ ’ ’ ’ ’ ’
Spiperon 457+7,0 499+ 7,6 42425
Spiperon +
+11 28,5+ +3,2
WAY-100135 65,6 9 8,5+9,6 5,7+3,
Kontrolle Trimers
M Dimers
4 uM AS-19 Hl Monomers
4 UM AS-19

+ 4 uM WAY-100135
4 uM Spiperon

4 uM Spiperon
+ 4 yM WAY-100135
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Anteile der Homooligomere [%]

Abbildung 28: Analyse der Homooligomerzustinde von SNAP-SHT1.R

Die Verteilung der Homooligomere von SNAP-5HT.R wird in HEK SNAP-5HT1a Zellen untersucht. Die
Verteilung ist in Prozent abhdngig von der jeweiligen Testbedingung dargestellt. Die Inkubation der Zellen erfolgt
mit einer Puffer- bzw. Losungsmittelkontrolle, mit 4 uM AS-19 oder 4 uM Spiperon fiir ca. 15 min. Weitere Teile
der Zellen werden 30 min lang mit WAY-100135 vorinkubiert, anschlielend ca. 15 min mit dem jeweiligen
inversen Agonisten behandelt und schlielich im SPT vermessen. Ein Gauf3’sches Mischungsmodell dient der
Auswertung der Fluoreszenzintensititen der vier unabhidngigen Experimente.
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6. Diskussion

Der 5HTia-Rezeptor (SHT1aR) spielt aufgrund seiner regulatorischen Rolle in der pri- und
postsynaptischen serotonergen Neurotransmission eine wichtige Rolle fiir physiologische
Mechanismen wie Schlaf und Stressantwort, aber auch fiir depressive Erkrankungen und
Angststérungen.'* Um Pathomechanismen dieser Erkrankungen vollstéindig zu verstehen und
damit besser behandeln zu konnen, ist es von essentieller Bedeutung, die Funktion der an der

Pathogenese beteiligten Rezeptoren vollumfianglich zu kennen.

Nachdem fiir Rezeptoren wie den Angiotensin 1-Rezeptor und den p-Opioidrezeptor gezeigt
worden ist, dass essentielle physiologische Funktionen oder Arzneimittelwirkungen eng mit der
Signaltransduktion von B-Arrestin 2 zusammenhingen,**>° soll auch fiir den SHT1.R die -
Arrestin 2 Rekrutierung weiter charakterisiert werden. Da auch die Kinetik und Dynamik von
GPCR-Signaltransduktionsmechanismen von immer groBerem Interesse sind,*** wird die
SHTi.R-vermittelte PB-Arrestin2 Rekrutierung im NanoBiT®-System analysiert. In der
Vergangenheit ist bereits gezeigt worden, dass sich das NanoBiT®-System hervorragend dazu
eignet, die Dynamik und Kinetik der B-Arrestin 2 Rekrutierung von GPCR wie dem Adenosin-

Al-Rezeptor oder dem SHT2.R u.a. in HEK Zellen zu messen.7¢9%

In der vorliegenden Arbeit wird im ersten Schritt die SHTi.R-vermittelte B-Arrestin 2
Rekrutierung in HEK Zellen charakterisiert und die Frage eruiert, ob die SHT1.R-Agonisten
8-OH-DPAT und U92016A auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung als Voll- oder Partialagonisten
wirken. In der Vergangenheit ist die B-Arrestin 2 Signaltransduktion an SHT1.R innerhalb
verschiedener Studien mit Hilfe diverser Techniken untersucht worden. Die verwendeten
Methoden haben dabei gemeinsam, dass es sich um Endpunktbestimmungen 120 bis 240 min
nach Ligandzugabe handelt.»?**%° Im Rahmen dieser Arbeit kommt fiir die Messung der
SHT1.R-vermittelten B-Arrestin 2 Rekrutierung ein SHT1,-NanoBiT®-Assay zum Einsatz. Mit
Hilfe dieses Assays ist es moglich, die Kinetik und Dynamik des SHT1.R nach der Stimulation

etwa eine Stunde lang aufzunehmen.

Zunichst erfolgt die Bestimmung von herkdmmlichen Parametern zur Wirksamkeit von
Liganden. Fiir den endogenen SHTR-Agonisten Serotonin ergibt sich im SHT1,-NanoBiT®-
Assay ein ECso-Wert von 275,0 = 14,1 nM. In der Literatur sind ECso-Werte fiir Serotonin am
SHT1.R verdffentlicht, die von 45,3 bis 169 nM reichen.>?324*% Fiir den Prototyp-5HT1.R-

73



Diskussion

Agonist 8-OH-DPAT wird im SHT1,-NanoBiT®-Assay ein ECso-Wert von 410,0 + 176,3 nM
bestimmt. Die Studien von Newman-Tancredi et al. 20223, Stroth et al. 2015* und
Sniecikowska et al. 2019*® ergeben in Endpunktbestimmungen der B-Arrestin 2 Rekrutierung
ECso-Daten von 15—51 nM. Die Variabilitit der Ergebnisse sind malBgeblich durch die
verschiedenen Assaytypen und die unterschiedlichen Messzeitpunkte der Rekrutierung zu
erkliren. Im  PathHunter®-Assay-Kit ~ wird, wie im NanoBiT®-Assay, mit
Proteinkomplementierung gearbeitet; in diesem Fall bedient man sich der Komplementierung
einer B-Galactosidase.'” Bei der B-Arrestin 2 Bestimmung mit Hilfe des Tango™ HTR1A-bla
U20S Zell-Kits wird die Rezeptoraktivitdt indirekt iiber die Aktivitit eines Reportergens
gemessen, welches ein quantifizierbares Fluoreszenzsignal des AusmaBes der Interaktion
zwischen Rezeptor und B-Arrestin liefert.!! In beiden Messsystemen dauert die Behandlung
der Zellen zundchst 90 min bis 3h an, bevor 1h lang mit dem entsprechenden
Detektionsreagenz inkubiert wird.?>*° Erst dann erfolgt die Messung der PB-Arrestin 2
Rekrutierung als Endpunktbestimmung. Die Kinetik des SHT1,-NanoBiT®-Assays zeigt jedoch,
dass die B-Arrestin 2 Rekrutierung nach 55 min bereits deutlich zuriickgegangen ist und sich
die Kurvenverldaufe der Signaltransduktion innerhalb dieser Zeit wesentlich voneinander
unterscheiden (siehe Abbildung 10). Um den Unterschied zwischen der zeitabhingigen
Auswertung als Fliche unter der Kurve der [-Arrestin2 Rekrutierung und der
Endpunktbestimmung zu verdeutlichen, sind die beiden Auswertungsmethoden einander in
Abbildung 29 gegeniibergestellt. Die Abbildung zeigt, dass die B-Arrestin 2 Rekrutierung durch
die kinetische Analyse in einem deutlich grofleren dynamischen Rahmen aufgezeichnet wird
und dass die Endpunktanalyse Unterschiede in der Rekrutierung der verschiedenen Liganden

wesentlich weniger klar darstellt.
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Abbildung 29: Vergleich der AUC- und Endpunktanalyse der B-Arrestin 2 Rekrutierung im SHTia-
NanoBiT®-Assay

Die gezeigten Daten basieren auf den in Abbildung 12 gezeigten SHT1,-NanoBiT®-Assays. In Teil (A) ist die
B-Arrestin 2 Menge als AUC der korrigierten Kinetik der Rekrutierung berechnet. In Teil (B) ist der Endpunkt der
Messung nach 60 min als x-fache Verdnderung der B-Arrestin 2 Rekrutierung dargestellt.

Fiir den SHT1,R-Agonisten U92016A ergibt sich im 5HT1,-NanoBiT®-Assay ein ECso-Wert
von 308,3 + 48,1 nM. McCall et al. 1994!°2 haben die Reduktion der Dopamin- und Serotonin-
Akkumulation durch U92016A in Ratten gemessen. Dabei veroffentlichen sie ECso-Daten fiir
U92016A von 0,012 umol/kg (vgl. 8-OH-DPAT: 0,048 umol/kg). Auch in unserem NanoBiT®-
Assay ist der ECso-Wert von U92016A kleiner als der von 8-OH-DPAT, allerding nicht in

einem dhnlichen Verhéltnis, wie im McCall et al. Experiment. Die Vergleichbarkeit der beiden

Methoden ist aufgrund der unterschiedlichen Spezies und Messparameter stark kompromittiert.

Auch der Einfluss des SHT1.R-Antagonisten WAY-100135 auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung
wird im 5HT1,-NanoBiT®-Assay untersucht. In der Literatur gibt es bisher keine ICso-Daten,
die die Wirkung des Liganden auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung charakterisieren. Cliffle et al.
1993!8 haben die Verdringung von [*H]8-OH-DPAT an hippocampalem Rattengewebe
gemessen und einen ICso-Wert von 34 + 3 nM erhalten. Soares-da-Silva et al. 1996!%* haben
die 8-OH-DPAT-vermittelte Stimulation der Na"™-K"-ATPase mit WAY-100135 blockiert und
einen ICso-Wert von 20 nM ermittelt. Im Rahmen dieser Arbeit wird mit Hilfe des SHTia-
NanoBiT®-Assays ein ICso-Wert fiir WAY-100135 von 2853 +45,0 nM bestimmt. Die
Variationen der aufgefiihrten ICso-Daten lassen sich auf die verschiedenen Messmethoden
sowie Signalwege und Ligandwirkungen zuriickfiihren, die bei der jeweiligen Datenerhebung

verwendet wurden. Cliffle et al. 1993'% haben eine reine Bindungsstudie durchgefiihrt,
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withrend Soares-da-Silva et al. 1996'% die Blockade eines spezifischen 8-OH-DPAT-
vermittelten Effekts untersucht haben. Dabei ist mittlerweile bekannt, dass ein Ligand
unterschiedlichen Einfluss auf verschiedene Signalwege nehmen kann.>%!9%1% Die blofe
Bindung oder Nicht-Bindung eines Liganden an den Rezeptor hat nicht automatisch denselben

Einfluss auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung wie auf andere Signalwege.

Ein weiteres Ziel im Rahmen dieser Dissertation ist es, anhand der gemessenen Kinetik der
B-Arrestin 2 Rekrutierung zu zeigen, ob die SHT1.R-Agonisten auf diesem Signalweg als Voll-
oder Partialagonist wirken. Um die Aktivitdt eines Liganden im Verhéltnis zum endogenen
SHT-Rezeptorliganden Serotonin einordnen zu kdnnen, werden % Emax-Werte errechnet. Diese
geben an, wie viel B-Arrestin 2 der Rezeptorligand im Vergleich zur maximalen durch
Serotonin rekrutierten B-Arrestin 2 Menge zu aktivieren vermag. Der % Emax-Wert ist bisher

das entscheidende Kriterium, Partial- und Vollagonisten voneinander zu unterscheiden.?*!%”

Gemessen im Reportergen-Assay sind fiir 8-OH-DPAT % Emax-Werte von 95 % und 101 %*
verdffentlicht. Im B-Galactosidase Komplementierungsassay ist ein % Emax-Wert fiir
8-OH-DPAT von 44,5 % bestimmt worden.?® Der fiir diese Arbeit im SHT,-NanoBiT®-Assay
bestimmte % Emax-Wert betragt 32,2 + 2,0 %. Die Unterschiede bei den % Emax-Daten aus den
verschiedenen Assay-Systemen sind auffillig groB3 und charakterisieren 8-OH-DPAT nicht
eindeutig als Partial- oder Vollagonisten. Es stellt sich die Frage, ob bei einer hohen
8-OH-DPAT Konzentration im Reportergen-System die maximale Aktivierung des
Reportergens bereits erreicht wird, sodass sich fiir 8-OH-DPAT eine mit Serotonin
vergleichbare Menge an rekrutiertem B-Arrestin 2 ergibt. Auffillig ist ndmlich, dass im Assay-
System, das mit Proteinkomplementierung arbeitet, ein dhnlicher % Emax-Wert wie im SHT .-

NanoBiT®-Assay erreicht wird.

Ein weiterer groBer Vorteil des NanoBiT®-Assay-Systems liegt darin, dass durch die
Aufzeichnung der Rezeptorkinetik ein weiterer Parameter zur Charakterisierung von Liganden
ermittelt werden kann: die Initiale Rate (IR).” Die IR gibt die Signalgenerierungsrate Agonist-
besetzter Rezeptoren zu Beginn der B-Arrestin 2 Rekrutierung an, bevor es zur Gegenregulation
des erzeugten Signals kommt. Fiir 8-OH-DPAT ergibt sich eine IR von 28,4 + 0,4 %, bezogen
auf die IR von Serotonin. Diese Daten stehen im Einklang mit dem fiir 8-OH-DPAT im
NanoBiT®-Assay bestimmten % Emax-Wert (32,2 £ 2,0 %) und sind qualitativ dhnlich groB wie

die Endpunktdaten, die im Proteinkomplementationssystem? bestimmt worden sind. Damit ist
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deutlich gezeigt, dass der SHT1.R-Agonist 8-OH-DPAT als Partialagonist auf die -Arrestin 2
Rekrutierung am SHT1.-Rezeptor wirkt.

Auch fiir den 5SHTi.R-Agonist U92016A gilt es zu untersuchen, ob er als Partial- oder
Vollagonist auf die SHT1.R-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung wirkt. Fiir die maximale
Rekrutierung, verglichen mit Serotonin, ergibt sich ein % Emax-Wert von 77,7 + 9,1 %. McCall
etal. 1994!9 haben in CHO Zellen, die SHT1.R stabil exprimieren, die Blockade der Forskolin-
induzierten cAMP-Akkumulation gemessen. Dabei haben sie fiir U92016A eine ,,Intrinsische
Aktivitdt” von 0,82 im Vergleich zu Serotonin bestimmt, die mit einem % Emax-Wert von 82 %
vergleichbar ist. Die IR betrdgt im Vergleich zu Serotonin allerdings 108,1 + 3,4 %. Damit ist
die Signalgenerierungsrate von U92016A grofler als die von Serotonin. Das erzeugte Signal
wird so viel stirker gegenreguliert,” dass die in 55 min nach Stimulation rekrutierte p-Arrestin 2
Menge in Summe geringer ist als die durch Serotonin rekrutierte Menge. Basierend auf der
bisherigen Klassifizierung von Liganden als Partial- oder Vollagonisten anhand von % Emax-
Daten, ist U92016A als Partialagonist einzustufen. Aufgrund des hohen IR-Werts ist jedoch
festzuhalten, dass die Initiation des U92106A-vermittelten Signals vollagonistisch
vonstattengeht. Diese Daten unterstreichen die Tatsache, dass die Aktivierung der
Signaltransduktion Ligand-spezifisch ablduft. Trotz der nicht statistisch signifikanten
Unterschiede der B-Arrestin 2 Rekrutierung bei der Auswertung in AUC oder am Endpunkt
(siche Abbildung 29) zeigen die IR und der Kurvenverlauf bedeutsame Unterschiede,
verglichen mit der Serotonin-vermittelten f-Arrestin2 Rekrutierung. Diese Daten
verdeutlichen, dass zur umfassenden Charakterisierung von Rezeptorliganden auch IR-Daten

erforderlich sind, um ihr vollstdndiges Verstdndnis zu ermdglichen.

Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat sich der wissenschaftliche Konsens immer weiter dahin
entwickelt, GPCR nicht mehr als isolierte Proteine zu sehen, sondern sie als

zusammenwirkende Einheit mit Signalproteinen und anderen GPCR zu verstehen.'%%1%

Schon in den 1990-er Jahren haben Yates et al. 1990'!? gezeigt, dass depressive Patienten post
mortem eine erhdhte SHT2.-Rezeptordichte aufweisen, sodass sie SHT2.R eine Rolle bei der
Entstehung von Depressionen zuschreiben. Zuvor hatten andere Gruppen bereits dargestellt,
dass klassische Antidepressiva SHT2.R blockieren konnen.'!'!!? Eison und Mullis 1996%
postulieren, dass die akute Gabe von SHT1.R-Agonisten SHT2.R-vermittelte Effekte blockiert
und dass die chronische Anwendung der Agonisten die Herunterregulation von SHT2.R

bewirkt. Zhang et al. 2004!!3 zeigen an Ratten, dass eine SHT..-Rezeptoraktivierung die
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Desensitivierung der SHT1.R-vermittelten Freisetzung von Oxytocin und Adrenocorticotropin
nach sich zieht. Borroto-Escuela et al. 2017® weisen im rekombinanten Zellmodell, wie auch in
Hirnzellen von Ratten, die Heteromerisierung von SHTia- und SHT2.-Rezeptoren erstmals
direkt nach. Dabei zeigen sie auch, dass die Menge der SHT1./5HT2a2-Rezeptorkompexe in den
Pyramidenzellen der Rattenhippocampi signifikant durch Stress herunter zu regulieren ist.
Agonisten der beiden SHT-Rezeptoren haben auf die BRET?-Ratio in HEK 293T Zellen keinen
Einfluss und verdndern die Menge der SHT1./5HT2.-Rezeptorkompexe somit nicht. Die Zugabe
von TCB-2 fiihrt in Rattengehirnen (Hippocampus, Frontallappen) jedoch zu einer deutlich
reduzierten Bindungsaffinitdt von Ipsapiron an der 8-OH-DPAT-Bindungsstelle der SHT1.R.
Dieser Effekt ist durch 5HT2.R-Antagonisten blockierbar. Borroto-Escuela et al. 20178
schlagen vor, dass die agonistische Aktivierung des SHT2.R die Affinitét und Erkennung am
SHT1aR-Protomer durch eine hemmende allosterische Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkung
herabsetzt. Sie gehen davon aus, dass ihre Ergebnisse Hinweis darauf geben, dass
SHT1.R/5HT2.R-Heterooligomere eine fein abgestimmte antagonistische Modulation der
5HT1.R-Erkennung vermitteln.® Die stéchiometrische Zusammensetzung der SHT1,R/SHT2.R-

Heterooligomere ist bisher jedoch unbekannt.

Aufgrund der deutlichen Hinweise auf eine Interaktion zwischen 5HTi.- und SHTo.-
Rezeptoren, wird in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der Expression und Stimulation des
SHT2.R auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung und laterale Mobilitdt von SHT1.R untersucht. Dazu
erfolgt in einem eigens zu diesem Zweck etablierten SHT2,-NanoBiT®-System in transient
transfizierten HEK Zellen zunéchst die Testung der SHT2.R-Agonisten Serotonin und TCB-2,
wobei ihr Effekt auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung an den 5HT2.R untersucht wird. Fiir
Serotonin ergibt sich ein ECso-Wert fiir die B-Arrestin 2 Rekrutierung am 5HT2.R von
15,5 + 5,3 nM, der Wert fiir TCB-2 entspricht 13,3 £+ 2,7 nM. Fiir Serotonin sind in der Literatur
in den unterschiedlichsten Studien ECso-Werte am 5SHT2.-Rezeptor zwischen 5+ 3 nM und
265 £ 55 nM zu finden.!'*!17 Pottie et al. 2023'"> arbeiten in HEK 293T Zellen ebenfalls mit
einem SHT2,-NanoBit®-System und messen die B-Arrestin 2 Rekrutierung am SHT2.R. Sie
ermitteln dabei einen ECso-Wert fiir Serotonin von 9,4 nM und liegen dabei sehr nahe an dem
in dieser Arbeit bestimmten Wert von 15,5 nM. McLean et al. 2009''® messen in NIH3T3-
Zellen die IP3-Akkumulation nach Stimulation des SHT2.-Rezeptors mit TCB-2. Dabei erhalten
sie einen ECso-Wert von 36 + 3,6 nM. Dieser ist groBBer als der in dieser Arbeit fiir TCB-2
ermittelte ECso-Wert von 13,3+2,7 nM, was auf die verschiedenen Assay-Systeme

zurickzufiihren ist.
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Als nichstes wird in transient transfizierten Zellen, die neben SHT1,-LgBiT und SmBiT-3-
Arrestin 2 fiir das NanoBiT®-System auch den 5HT»,R exprimieren, analysiert, welchen
Einfluss die gleichzeitige Stimulation der Zellen mit TCB-2 hat (siche Abbildung 14). Dabei
zeigt sich, dass Zellen, die neben 8-OH-DPAT auch mit TCB-2 behandelt werden, 24,2 + 7,6 %
(p <0,05) weniger B-Arrestin 2 rekrutieren im Vergleich zur Stimulation mit dem SHT.R-
Liganden alleine. Bei der Kombination aus U92016A und TCB-2 ist die B-Arrestin 2 Menge
um 17,4 +£2,7 % (p <0,01) reduziert. Eine Verringerung der B-Arrestin 2 Rekrutierung an den
SHT 1R durch die zusétzliche Stimulation des SHT2.R ist zum einen moglicherweise durch die
von Borroto-Escuela at al. 2017® gezeigte Tatsache zu erkliren, dass die TCB-2 Stimulation
des 5HT2.R zu einer reduzierten Bindungsaffinitit eines SHTi.R-Agonisten an der
8-OH-DPAT-Bindungsstelle fiihrt. Zum anderen konnte aber auch die von Zhang et al. 2004!!3
gezeigte SHT2.R-vermittelte Rezeptordesensitivierung des SHT1.R die verringerte B-Arrestin 2

Rekrutierung am SHT1.R erkldren. Auch ein Zusammenspiel aus beiden Effekten ist denkbar.

Serotonin und TCB-2 rekrutieren in Kombination mehr B-Arrestin 2 an den SHTi.R als
Serotonin alleine. Dieser Effekt ist moglicherweise damit zu erkldren, dass TCB-2 aufgrund der
hoheren eingesetzten Konzentration und seiner hohen Affinitit am SHT2.R
(Ki=0,75+0,09 nM)'"'® in der Lage ist, Serotonin (Ki=1,3nM)'"” aus der Bindung zum
SHT2.R zu verdringen. Folglich steht eine erhohte Menge Serotonin fiir die SHTiaR-
Aktivierung zur Verfiigung. Die Daten des NanoBiT®-Assays zeigen zusammenfassend, dass
die Aktivitit des koexprimierten SHT2.R die Signaltransduktion von SHT1.R in Bezug auf -

Arrestin 2 negativ beeinflusst.

Uber GPCR ist bekannt, dass ihre Signaltransduktion maBgeblich von der lateralen Mobilitiit
der beteiligten Proteine abhédngt, was in der Hypothese der mobilen Rezeptoren
zusammengefasst ist.'® Dabei wird die laterale Diffusion membranstindiger Proteine von
diversen Faktoren beeinflusst. Zum einen fiihrt die Netzstruktur von Aktin-Filamenten
unterhalb der Plasmamembran zu ihrer Kompartimentierung, die zusammen mit an den
Filamenten assoziierten Transmembranproteinen kurzzeitige Diffusionsbarrieren erzeugen
kénnen.”*!1?® Zum anderen gibt es in Zellmembranen hochgradig geordnete Subdominen, die
eine erhohte Cholesterin- und Glykosphingolipiddichte aufweisen und als Lipid-Rafts
bezeichnet werden.'?! Aufgrund der physikalischen Eigenschaften dieser Mikrodominen sind
Lipide und Signalproteine in Zellmembranen nicht homogen verteilt, sondern unterschiedlich

ausgepragt mit Lipid-Rafts assoziiert. Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit von Proteinen in den
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Subdoménen ist neben ihrer Struktur u.a. auch von posttranslationalen Modifikationen
abhiingig.'”*!'%* In den funktionellen Mikrodominen kdénnen Protein-Protein-Interaktionen
durch ihre vermehrte Ansammlung teilweise begiinstigt vorkommen. So haben Sungkaworn et
al. 2017'* gezeigt, dass Diffusionsbarrieren, die zumindest teilweise durch Aktin-Filamente,
Mikrotubuli und Clathrin-Coated Pits zustande kommen, zur Bildung von Hot Spots beitragen,
in denen sowohl GPCR als auch G-Proteine vermehrt vorkommen. Die Kopplung von GPCR
und G-Protein sowie die daraus resultierende Signaltransduktion finden hier somit vermehrt
statt. Innerhalb der temporaren Diffusionsbarrieren konnen GPCR diffundieren, sie konnen die
Bereiche durch schnelle Hop-Diffusion allerdings auch verlassen. Dies ist von Suzuki et al.
2005'%° am Beispiel der p-Opioid-Rezeptoren gezeigt worden. Folglich kénnen Rezeptorpfade,
die sog. Trajektorien, die die Diffusionswege von GCPR darstellen, in Abschnitte mit
verschiedenen Diffusionseigenschaften aufgeteilt werden. Ein Teil der Diffusionspfade kann
dabei die raumliche Begrenzung innerhalb von Mikrodoménen beschreiben, der andere Teil

spiegelt die relativ ungehinderte Diffusion auBlerhalb der Mikrodoménen wider.

Mit Hilfe des Single Particle Trackings (SPT) soll nun untersucht werden, welchen Einfluss die
Koexpression von SHT2R auf die laterale Mobilitdt von 5SHTi.R hat und ob sich die im
NanoBiT®-Assay gezeigte Reduktion der Signaltransduktion auch in der lateralen Diffusion
niederschldgt. Zu diesem Zweck erfolgt der Vergleich zweier stabil transfizierter
HEK Zelllinien (siche Abbildung 7, Abbildung 8 und Abbildung 9), wobei in einer der beiden
Zelllinien lediglich SNAP-5HT.R {iberexprimiert werden. In der zweiten HEK Zelllinie sind
neben diesen auch HiBiT-5HT2.R iiberexprimiert. Die Verwendung SNAP-Tag markierter
Rezeptoren, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt werden (sieche Abbildung 2), ist im SPT
eine gut etablierte Methode, die die Messung der lateralen Diffusion von Rezeptoren auf der
Zelloberfliche ermdglicht. Erstmalig haben Calebiro et al. 2013'%° gezeigt, wie die SNAP-
Markierung die Charakterisierung der Rezeptormobilitdit unter basalen Bedingungen
unabhidngig von der Zugabe fluoreszenzmarkierter Liganden ermdglicht. Ibach et al.
2015'?7 analysieren auf diese Weise die laterale Mobilitit von EGF-Rezeptoren in MCF-7
Zellen, Sungkaworn et al. 2017'%* nutzen die Methode, um die Mobilitit von SNAP-aza-
adrenergen Rezeptoren auf der Oberfliche von CHO Zellen im Verhéltnis zu Zytoskelett und
Clathrin-Coated Pits zu untersuchen. In der Studie von Keksel et al. 2019% wird die laterale
Diffusion von Bi-adrenergen Rezeptoren (Bi1AR) in C6 Zellen auf diese Weise untersucht. Wie

in der vorliegenden Studie arbeiten auch Schwenzer et al. 2018'?® mit HEK Zellen, wobei sie
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den Einfluss von B-Arrestin 2 auf die laterale Diffusion von SNAP-markierten p2-adrenergen

Rezeptoren (B2AR) zeigen.

Fir die Farbung der SNAP-5HT.R kommt in der vorliegenden Arbeit das von Hendrik
BuBmann dargestellte BG-Dy549-Kopplungsprodukt zum Einsatz (siche Abbildung 2). In

Bussmann et al. 2023°°

untersucht die Arbeitsgruppe den Einfluss eines Johanniskraut-Extrakts
auf die Rezeptormobilitit von BiAR in C6 Zellen und weist dabei auch nach, dass die

Markierung der B1AR mit BG-Dy549 die Funktionalitdt der Rezeptoren nicht beeinflusst.

Ausgehend von den im SPT-Setup registrierten Fluoreszenzsignalen werden mittels ,,u-track®
Analyse’! Trajektorien identifiziert. Die Diffusionseigenschaften einzelner Abschnitte dieser
Trajektorien werden mit Hilfe der vbSPT-Analyse nach Persson et al. 2013%? untersucht. Diese
Abschnitte werden entsprechend aufgeteilt und die Diffusionskoeffizienten sowie die
Verteilung der Rezeptorzustinde ermittelt. Verglichen mit dem Hidden Markov Model ergibt
sich fiir die vbSPT-Analyse der Vorteil, dass diese in der Lage ist, die genannten Kennzahlen
auch aus Datensitzen mit kurzen Trajektorien zu extrahieren. Dies ist besonders wichtig, da es
bei der Laserbestrahlung von Fluoreszenzfarbstoffen zum Bleichen kommen kann, was

statistisch gesehen einen héheren Anteil kurzer Trajektorien nach sich zieht 87:92:129:130

Die vbSPT-Analyse zeigt, dass die SNAP-5HT 2R auf der Oberfldche der HEK Zellen in drei
verschiedenen Rezeptorzustinden vorliegen. Dabei handelt es sich um den immobilen Zustand
S1, den langsam diffundierenden Zustand S2 und den schnell diffundierenden Zustand S3. Fiir
die Pufferkontrolle ergeben sich in HEK SNAP-5HT1a Zellen Diffusionskoeffizienten fiir S1
von 0,028 £ 0,0004 pm?/s, fiir S2 von 0,055 + 0,001 um?*/s und fiir S3 von 0,217 £+ 0,004 pm?/s.
In den HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen betragen die Diffusionskoeffizienten in der
Pufferkontrolle fiir S1 0,023 + 0,004 pm?/s, fir S2 0,048 + 0,005 um?*s und fiir S3
0,197 +£ 0,026 um?*s (siche Abbildung 15 und Tabelle 15). Innerhalb der Pufferkontrolle
unterscheiden sich die Diffusionskoeffizienten abhangig davon, ob SHT2.R koexprimiert wird,
nicht signifikant voneinander. Auch Ibach et al. 2015'%7, Aatz et al. 2022'*! und Bussmann et
al. 2023° finden fiir die von ihnen untersuchten EGF-, SHT2,- bzw. Bi-adrenergen Rezeptoren
mittels vbSPT-Analyse drei Rezeptorzustinde. Bussmann et al. 2023%° zeigen
Diffusionskoeffizienten von Dsi=0,016 + 0,001 um?*s, Ds>=0,034 +0,0002 um?%*s und
Ds3=0,166+ 0,013 um?s in C6 Zellen. Die von Aatz et al. 2022"! bestimmten
Diffusionskoeffizienten in SH-SYS5Y Zellen liegen fiir S1 bei 0,001 &+ 0,000 um?/s, fiir S2 bei
0,059 £ 0,001 pm?/s und fiir S3 bei 0,194 + 0,002 pm?*s. Die Werte der Diffusionskoeffizienten
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der einzelnen Zustinde weichen zwar in der jeweiligen Zelllinie voneinander ab, sie sind in
ihrer GroBenordnung jedoch miteinander vergleichbar. Schwenzer et al. 2018'?® geben fiir die
von ihnen untersuchten SNAP-B2AR in HEK Zellen keine einzelnen Diffusionskoeffizienten
fiir die Zustidnde S1 bis S3 an, sondern errechnen einen Median von 0,060 um?*/s. Damit liegt
die Arbeitsgruppe nahe an den Ds>-Werten der SNAP-5SHT1.R in den fiir diese Arbeit

verwendeten Zelllinien.

Shrivastava et al. 20227° untersuchen ebenfalls SHT.R auf der Oberfliche von HEK Zellen.
Sie werten ihre Trajektorien mit Hilfe eines ,,Multiple Target Tracing“-Programms'*? aus. Hier
werden vier verschiedene Diffusionsmodi charakterisiert, die als zufdllig, beschrénkt,
voriibergehend beschriankt und gerichtet beschrieben werden. Dazu bestimmen sie einen sog.
kurzzeitigen Diffusionskoeffizienten Di.;, basierend auf den Trajektorien, die eine begrenze
Diffusion zeigen. Der Koeffizient Di» fir 5HT1.R in ihrem Experiment betragt
0,044 + 0,003 um?*s. Der Di.>-Wert liegt somit etwa zwischen den in der vorliegenden Arbeit
bestimmten Diffusionskoeffizienten fiir den immobilen Zustand S1 und den langsam

diffundierenden Zustand S2.

Die Stimulation der Zellen mit 1 uM 8-OH-DPAT fiihrt innerhalb der jeweiligen Zelllinien nur
zu geringfiigigen Verdnderungen der Diffusionskoeffizienten. Die tendenziellen
Verianderungen resultieren jedoch im immobilen und im langsam diffundierenden Zustand in
einer signifikanten Unterscheidung der Diffusionskoeffizienten abhéngig davon, ob die Zellen
auch 5SHT2.R exprimieren. In HEK SNAP-5HT1a Zellen ergibt sich fiir Ds; ein Wert von
0,029 £ 0,001 pm?/s, in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen ist der Ds;-Wert mit
0,022 £ 0,003 um?/s signifikant kleiner. Ein dhnliches Bild zeichnet sich im langsam
diffundierenden Zustand S2 ab, hier betrdgt der Wert fiir Ds» in Zellen ohne 5SHT2.R
0,056 + 0,001 um?*s. Fiir die Zellen, die beide SHT-Rezeptoren exprimieren, ergibt sich ein
signifikant kleinerer Ds2-Wert von 0,048 £ 0,001 pm?/s. Im schnell diffundierenden Zustand
S3 zeigt sich ein derartig signifikanter Effekt nicht. Die Expression des SHT2.4R scheint in den
beiden 5HTi.-Rezeptorzustinden S1 und S2 dazu zu fiihren, dass die SHT1.R langsamer
diffundieren. Schwenzer et al. 2018'?® sehen nach der agonistischen Stimulation von B2AR in
HEK Zellen eine Verschiebung der Diffusionskoeffizienten zu einem verringerten Median. Sie
gehen davon aus, dass dieser Effekt auf eine Desensitivierung der B2AR vor der Internalisierung
zuriickzufiihren ist. Zhang et al. 2004'"® zeigen, dass die Aktivierung von SHT2R zur

vermehrten Desensitivierung von 5SHTi.R fiihrt. Die in der vorliegenden Studie gezeigte
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Reduktion der Diffusionskoeffizienten (fiir S1 und S2) nach SHT.R-Stimulation ist abhédngig
von der zusétzlichen SHT2.R-Expression. Eine denkbare Erklérung hierfiir ist, dass SHT2.R die
Desensitivierung von SHT1.R verstérken, sodass diese vermehrt mit Proteinen interagieren, die
die SHTi.R-Internalisierung ermoglichen. Da SHTi.R bekanntermaflen Clathrin-, Dynamin-
und B-Arrestin-abhéngig erfolgen kann, konnten diese Komponenten an einem solchen Prozess
grundsitzlich beteiligt sein.!* '3 Auch eine verstirkte Bildung von SHT;.R/SHT2.R-
Heteromeren vermag die Reduktion der Diffusionskoeffizienten von S1 und S2 zu erkléren.
Einen solchen Effekt zeigen Varadi et al. 20193 fiir ErbB2- und ErbB3-Rezeptoren. Die in
diesem Abschnitt gezeigten Daten verdeutlichen, dass bereits die Expression von SHT2.R
ausreicht, um bei SHT1.R-Aktivierung eine langsamere laterale Diffusion des SHT1.R zu

bewirken.

Werden die Zellen mit einer Kombination aus 1 uM §-OH-DPAT und 1 uM TCB-2 behandelt,
so ergibt sich weder innerhalb einer noch zwischen den beiden Zelllinien ein signifikanter
Unterschied der Diffusionskoeffizienten. Dass die Effekte, die bei 8-OH-DPAT Behandlung
zwischen den beiden Zelllinien auftreten, bei zusitzlicher TCB-2 Stimulation ausbleiben, kann
moglicherweise dadurch erkldrt werden, dass die SHT2.R-Aktivierung die Bindungsaffinitit
von Liganden an der 8-OH-DPAT-Bindungsstelle von SHT1.R reduziert.® Auch eine verinderte
Heteromerisierung der beiden SHT-Rezeporen durch 5HT2.R-Aktivierung konnte die

ausbleibende Verdnderung der Diffusionskoeffizienten erkliren.

Werden die Zellen mit 1 uM TCB-2 behandelt, ergibt sich in der SHT2.R-exprimierenden
Zelllinie keine Verdnderung der Diffusionskoeffizienten. Auch im Vergleich zu HEK SNAP-
SHTl1a Zellen wird kein wesentlicher Effekt deutlich. Im Zustand S2 in HEK SNAP-5HT1a
Zellen zeigt sich jedoch eine signifikante VergroBerung des Diffusionskoeffizienten von
0,055+ 0,001 um?*s auf 0,061 = 0,002 um?/s. Da fiir den spezifischen SHT2.R-Agonist TCB-2
keine Aktivitdit am SHT.R bekannt ist, die HEK SNAP-5HT1a Zellen den 5SHT2,R nicht
iiberexprimieren, in HEK Zellen die endogen exprimierten SHT2,R-Mengen minimal sind®* und
eine solche Verdnderung in Zellen, die den SHT2.R iiberexprimieren, nicht erkennbar ist, wird

diesem Effekt keine besondere Bedeutung zugemessen.

Die vbSPT-Analyse ermoglicht es, die Verteilung der SHT1.R auf die Rezeptorzustinde S1 bis
S3 zu untersuchen. In der Pufferkontrolle der HEK SNAP-5HT1a Zellen befinden sich die
SHT.R zu 20,8+ 1,0% in S1, zu 58,1£0,4% in S2 und zu 21,1+1,0% in S3. In
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a sind es in der Kontrollbedingung in S1 22,4 + 3,1 %, in S2
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62,4+ 4,0 % und in S3 15,2 + 1,9 % (siehe Abbildung 16 und Tabelle 16). f1AR liegen in C6
Zellen ebenfalls zum groBten Teil im langsam diffundierenden Zustand S2 vor.”® Fiir B2AR in
HEK Zellen ist gezeigt, dass der kleinste Anteil in S1 und etwa gleich gro3e Anteile in S2 und
S3 vorliegen.!'?® In der Pufferkontrolle der in dieser Studie zum Einsatz kommenden Zellen fillt
auf, dass der Anteil der SHT.R im schnell diffundierenden Zustand S3 in Zellen, die auch
SHT2.R exprimieren, mit 15,2 + 1,9 % signifikant kleiner ist als in den Zellen ohne SHT2.R
(21,1 £1,0 %). Dieser Effekt zieht sich durch alle Stimulationsbedingungen; damit ist der
Anteil schnell diffundierender SHTi.R unter SHT2.R-Expression grundsitzlich verringert.
Dieser Aspekt ldsst sich zum einen mit einer verstdarkten SHT.R-Internalisierung bei SHT2.R-
Koexpression erkldren, zum anderen kann er auf die Bildung von S5HT.R/5HT2.R-
Heteromeren zuriickzufiihren sein, da durch die langsamere Diffusion der Heteromere!® der

Anteil der Trajektorien in S3 zuriickgehen kann.

Ferner erwirkt keine der Stimulationsbedingungen signifikante Verdnderungen der
Rezeptorverteilung (S1 bis S3) innerhalb einer Zelllinie. Werden die Zellen mit 1 uM
8-OH-DPAT behandelt, so ist der Anteil der SHT1.R in S2 unter SHT2.R-Expression signifikant
groBBer (69,4 + 3,6 %) als in Zellen ohne SHT2.R (56,4 + 2,5 %). Eine solche Tendenz ist auch
bei der Behandlung mit 1 uM 8-OH-DPAT und 1 uM TCB-2 und mit 1 uM TCB-2 zu sehen.
Bei letzterer ist der Effekt statistisch signifikant (52,4 + 2,4 % vs. 65,1 = 3,2 %). Somit erfolgt
die Umverteilung von SHT14R aus S3 in erster Linie in den langsam diffundierenden Zustand
S2. Bussmann et al. 2023° zeigen eine signifikante Verinderung der Rezeptoranteile in S1 und
S2 bei Agonist-Stimulation, Schwenzer et al. 2018!* in den Zustinden S1 und S3. In beiden

Fillen werden jedoch B-adrenerge Rezeptoren untersucht.

Um die rdumliche Begrenzung der Diffusion von SHT1.R auf der Oberflache von HEK Zellen
untersuchen zu konnen, werden die Trajektorien entsprechend ihres Rezeptorzustandes
segmentiert und fiir die Analyse zusammengefiihrt. Abhéngig von ihrem Verdichtungsfaktor
Pc erfolgt die Charakterisierung als frei oder begrenzt diffundierend. Dazu wird der Grenzwert
der jeweiligen Berechnung mit dem 95ten Perzentil der simulierten Pc-Analyse verglichen.
Uberschreitet der durchschnittliche Pc-Wert des Rezeptorpfades den Grenzwert, so ist die

rdumliche Begrenzung der Diffusion anzunehmen (sieche Abschnitt 4.4.7.2).

In HEK SNAP-5HT1a Zellen sind die SHT.R im immobilen Zustand S1 zu 20,3 + 2,0 % auf
einer Flache von 82,2 + 1,2 nm (angegeben als Quadratwurzel der konvexen Zelloberfliche),
im langsam diffundierenden Zustand S2 zu 48,7 £ 6,0 % mit einer Fliache von 100,0 + 0,9 nm
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und im schnell diffundierenden Zustand S3 zu 95,3+ 1,3 % auf einer Fldche von
112,6 £ 4,4 nm in ihrer Diffusion rdumlich begrenzt (sieche Abbildung 17 und Abbildung 18
sowie Tabelle 17 und Tabelle 18). Unter Koexpression des SHT2.R unterliegen die SHT1.R in
S1 zu 32,8 + 2,8 % bei 77,2 £ 5,0 nm, in S2 zu 59,1 £9,7 % auf 82,1 £ 8,3 nm und in S3 zu
97,2+2,0% auf 1153+7,0 nm der rdumlichen Begrenzung. Im immobilen Zustand
unterscheiden sich die rdumlich begrenzten Rezeptoranteile statistisch signifikant voneinander,
wobei die SHT2.R-Koexpression den Anteil deutlich erhoht. Die Grof3e des Diffusionsbereichs
unterscheidet sich dabei nicht.

Auch B>AR in HEK Zellen unterliegen in den Rezeptorzustinden S1 bis S3 der rdumlichen
Begrenzung bei vergleichbaren Diffusionsflichen.!?® B;AR in C6 Zellen sind nur im immobilen
und langsam diffundierenden Zustand rdumlich begrenzt, auch hier zeigen sich vergleichbar
groBe Diffusionsbereiche.’” Die Berechnung erfolgt fiir f1AR allerdings auf Basis eines
Grenzwerts des 80ten Perzentils der simulierten Pc-Analyse.

Die Theorie, SHT 4R konnten durch SHT2.R verstirkt desensitiviert werden, wird durch die
erhohte raumliche Begrenzung der Diffusion in S1 bei SHT2.R-Koexpression weiter verstérkt.
Cézanne et al. 200437 zeigen im Einklang damit, dass aktivierte NK2-Rezeptoren sich zu 30 %
immobilisiert in Clustern befinden und schlagen vor, dass diese Vorldufer von Clathrin-Coated

Pits sind, die eine wichtige Rolle fiir die Rezeptorinternalisierung spielen.

Die Behandlung der Zellen mit 1 uM 8-OH-DPAT verdndert den Anteil rdumlich begrenzt
diffundierender SHT1.R innerhalb der jeweiligen Zelllinie nicht signifikant. Die rdumliche
Begrenzung der SHT.R ist in Zellen, die SHT2.R koexprimieren, jedoch deutlich erhdht. So
belduft sich der Anteil rdumlich begrenzt diffundierender Rezeptoren im immobilen Zustand
S1 in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen auf 27,3 +3,7 % (vgl. 18,8+ 0,3 %), im
langsam diffundierenden Zustand S2 auf 60,3 £ 7,0 % (vgl. 44,8 £ 0,9 %) und im schnell
diffundierenden Zustand S3 auf 97,6 + 1,0 % (vgl. 92,1 £ 0,2 %). In den Zustinden S1 und S3
unterscheiden sich die Daten der beiden Zelllinien signifikant voneinander. Auch diese
Ergebnisse fiigen sich in die Theorie der SHT2.R-vermittelten SHT1.R-Desensitivierung ein.
Diese scheint von der SHT1.R-Stimulation zwar nicht beeinflusst zu werden, gleichzeitig tritt
jedoch ein weiterer Effekt auf: die verstéirkte raumliche Begrenzung der schnell diffundierenden
Rezeptoren. Auch die mittlere GroBe des Diffusionsbereichs ist in SHT2.R-koexprimierenden
Zellen in S3 signifikant verdndert. Unter 8-OH-DPAT Behandlung ist der Bereich von
115,3 +£ 7,0 nm auf 72,6 + 7,2 nm reduziert. Da dies in HEK SNAP-5HT1a Zellen nicht der Fall

ist (119,2+2,4nm) und die Desensitivierungshypothese sich vor allem auf immobile und
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langsam diffundierende Rezeptoren bezieht, stellt sich die Frage, ob eine Verdnderung der

Heteromerisierung die starkere rdumliche Begrenzung in S3 bedingt.

Die Behandlung der Zellen mit einer Kombination aus 1 uM 8-OH-DPAT und 1 uM TCB-2
reduziert in SHT1.R/SHT2.R-koexprimierenden Zellen den Anteil rdumlich begrenzt
diffundierender Rezeptoren im immobilen Zustand deutlich auf etwa das Niveau der Zellen, die
SHT2.R nicht iiberexprimieren. Dabei wichst die mittlere Diffusionsfliche von 77,2 + 5,0 nm
auf 90,6 + 8,1 nm an (nicht signifikant). Auch die Behandlung der Zellen mit TCB-2 alleine
reduziert den Anteil begrenzt diffundierender immobiler SHTi.R auf 22,5+ 1,5% (vgl
32,8 +2,8 %, ns). Die GroBle des Diffusionsbereichs steigt dabei von 77,2+ 5,0 nm auf
95,9 £ 11,1 nm (ns).

Die Aktivierung von B2AR erhoht den Anteil begrenzt diffundierender Rezeptoren in S1 bis
S3.12% Sungkaworn et al. 2017'?* zeigen, dass die laterale Diffusion von aza-adrenergen
Rezeptoren in Interaktion mit Gui-Untereinheiten wesentlich starker raumlich begrenzt ist. Die
reduzierte riumliche Begrenzung der SHTi.R kann, wie von Sungkaworn et al. 2017'*
beschrieben, eine verminderte Signaltransduktion des Rezeptors darstellen. Dieser Effekt
stimmt mit der in dieser Studie gezeigten verminderten B-Arrestin 2 Rekrutierung in
kotransfizierten Zellen bei 8-OH-DPAT und TCB-2 Stimulation iiberein. Im Zusammenspiel
mit der bisher aufgestellten Hypothese, die SHT».R-Koexpression verstirke die SHTi.R-
Internalisierung im nicht stimulierten und mit 8-OH-DPAT behandelten Zustand, weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Behandlung mit TCB-2 die Internalisierung des SHT1.-
Rezeptors reduzieren kénnte. Zhang et al. 2004''* beschreiben jedoch eine SHT.R-
Desensitivierung nach SHT2,R-Aktivierung. Um den Mechanismus, der hinter den in diesem
Absatz gezeigten Ergebnisse steht, genauer aufzukléaren, sind weitere Experimente notig, die in

Abschnitt 7 erlautert werden.

In HEK SNAP-5HTla Zellen fiihrt die Behandlung mit 1 uM TCB-2 im schnell
diffundierenden Zustand S3 zu einer Reduktion der rdumlich begrenzt diffundierenden
Rezeptoren auf 90,7 £ 1,2 % (vgl. 95,3 + 1,3 %). Gleichzeitig steigt die GroBe des mittleren
Diffusionsbereichs auf 124,3 £2,2 nm (vgl. 112,6 £4,4 nm). In den Zellen, die SHT2.R
iiberexprimieren, sind diese Effekte nicht zu erkennen. Die mittlere Grofe des
Diffusionsbereichs fillt unter TCB-2 Behandlung in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen
sogar auf 88,9+ 7,6 nm (vgl. 115,3 + 7,0 nm). Da, wie oben erwéhnt, flir den spezifischen
SHT2.R-Agonist TCB-2 keine Aktivitdt am SHT1.R gezeigt ist, die HEK SNAP-5HT1a Zellen

86



Diskussion

den SHT2.R nicht {iberexprimieren, in HEK Zellen die endogen exprimierten SHT2.R-Mengen
minimal sind®® und die genannten Verinderungen in Zellen, die den SHT2,R iiberexprimieren,

nicht erkennbar sind, wird diesen Effekten keine besondere Bedeutung zugemessen.

In einem letzten Auswerteschritt soll der Homooligomerzustand von 5HTi.R untersucht
werden. Dazu erfolgt die Verarbeitung der aus der vbSPT-Analyse hervorgehenden
Helligkeitsverteilung der detektierten Fluoreszenzsignale mit Hilfe eines Gaul3’schen
Mischungsmodells (siche Abschnitt 4.4.7.3). Dabei werden SHTi.R als Homomonomere,
Homodimere und Homotrimere detektiert. In HEK SNAP-5HT1a Zellen liegt der Anteil der
Monomere bei 68,5+ 11,5 %, der der Dimere bei 27,1 £9,2 % und der der Trimere bei
4,5+ 2,6 %. In Zellen, die den SHT2.R koexprimieren, werden die SHT1.R zu 84,0 = 13,6 %
als Monomere, zu 12,7 = 10,4 % als Dimere und zu 3,3 + 3,3 % als Trimere gefunden (siche

Abbildung 19 und Tabelle 19).

Hierbei ist zu bedenken, dass die in den HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zecllen
identifizierten Homooligomere lediglich ein MaB fiir die Anzahl der SHT1.R in den Oligomeren
darstellen. Ein iiber die Helligkeitsverteilung als SHTi1.R-Monomer identifizierter Rezeptor
kann somit als echtes Monomer vorliegen, es kann sich aber auch um ein Heterodi- oder
Heterotrimer handeln, in dem neben einem 5SHT;,R ein oder zwei SHT2.R enthalten sind. Das
gleiche Schema gilt fiir Homooligomere héherer Ordnung, die in den SHT.R- und SHT2.R-

exprimierenden Zellen gefunden werden.

Im Kontrollzustand féllt auf, dass der Anteil als Monomere identifizierter Rezeptoren in
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a mit 84,0 + 13,6 % deutlich groBer ist als in Zellen ohne
SHT2.R (68,5+11,5%). Im Gegensatz dazu ist der Anteil gefundener Dimere mit
12,7+ 10,4% in den HEK SNAP-5HTla HiBiT-5HT2a Zellen kleiner als in
HEK SNAP-5HT1a Zellen (27,1 £9,2 %). Die erhohte Menge als Monomer identifizierter
Rezeptoren in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen deutet darauf hin, dass es durch
SHT2.R-Expression zu Heterooligomerisierung kommt, sodass die Wahrscheinlichkeit ansteigt,

Oligomere zu finden, in denen nur ein SHT1.R enthalten ist.

Die Behandlung mit 8-OH-DPAT, TCB-2 oder einer Kombination der beiden ergibt innerhalb
der jeweiligen Zelllinie keine statistisch signifikante Umverteilung der SHTi.R-
Homooligomere. Werden beide SHT-Rezeptoren durch ihre Agonisten 8-OH-DPAT und
TCB-2 stimuliert, so fallt jedoch auf, dass der Anteil der Monomere in HEK SNAP-5HT1a
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Zellen mit 54,6 £ 11,2 % deutlich kleiner ist als der Anteil als Monomere identifizierter
Rezeptoren in zusétzlich SHT2.R-exprimierenden Zellen (88,6 + 4,2 %). Der Anteil der SHT1.R
in Dimeren ist in den HEK SNAP-5HT1a Zellen gleichzeitig wesentlich groBer (34,5 + 6,0 %)
als in HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen (11,3 £ 4,1 %). Zudem sind statt 10,9 + 5,5 %
Trimere in den SHT.R-exprimierenden Zellen in den SHT2.R-koexprimierenden Zellen keine
Trimere zu finden.

Auftillig ist dabei, dass bei Stimulation beider Rezeptoren rechnerisch die gesamte Menge der
Monomere (54,6 + 11,2 %) und Dimere (34,5+ 6,0 %) in HEK SNAP-5HT1a Zellen in
SHT2aR-exprimierenden Zellen als Monomere (88,6 + 4,2 %) zu finden sind. Die Zahlen lassen
sich moglicherweise dadurch erkldren, dass die Stimulation beider Rezeptoren zu einer
verstirkten Heteromerisierung von SHT1.R und S5HT2.R fiihrt, sodass der Anteil der
Homodimere deutlich abnimmt. Gleichzeitig scheint auch der Anteil der Trimere in
HEK SNAP-5HT1a Zellen in SHT2.R-exprimierenden Zellen durch Heterooligomere ersetzt zu
werden, die sich aus maximal zwei 5HT.R und einem 5HT2.R zusammensetzen. In
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen sind iiber die Helligkeitsverteilung ndmlich keine
Oligomere zu finden, die drei SHT1.R enthalten.

Schwenzer et al. 2018'?® weisen fiir p2AR in HEK Zellen 31 % Monomere, 42 % Dimere, 21 %
Trimere und 6 % Tetramere nach. Die Arbeitsgruppe zeigt, dass die Homooligomerisierung
nicht abhingig von der B-Arrestin Expression in den Zellen und auch nicht abhidngig von der
Rezeptoraktivierung ist. Moller et al. 2020'*® zeigen, dass p-Opioid-Rezeptoren zu
91,9+ 1,1 % als Monomere und zu 5,9+ 1,8 % als Dimere vorkommen, wobei sie keine

Trimere und Tetramere finden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Kotransfektion und Aktivierung von SHT2.R nicht
nur einen hemmenden Einfluss auf die p-Arrestin 2 Rekrutierung im NanoBiT®-Assay hat. Die
Koexpression von SHT2.R hat dariiber hinaus einen deutlichen Einfluss auf verschiedene
Aspekte der lateralen SHT1.R-Mobilitit. Die Diffusionskoeffizienten nehmen unter SHT2.R-
Anwesenheit tendenziell ab, besonders aber bei den immobilen und langsam diffundierenden
SHT1aR unter Puffer- und 8-OH-DPAT-FEinfluss. Dariiber hinaus ist der Anteil der SHT 2R im
schnell diffundierenden Zustand S3 bei SHT2.R-Koexpression grundsitzlich reduziert. Die
rdumliche Begrenzung der lateralen Diffusion nimmt unter 5HT2.R-Anwesenheit im
unstimulierten Zustand besonders bei immobilen Rezeptoren zu. Auch unter 8-OH-DPAT-

Einfluss ist die rdumliche Begrenzung der Rezeptoren im immobilen und schnell
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diffundierenden Zustand bei SHT2.R-Koexpression erhoht. Diese Ergebnisse konnen, wie oben
diskutiert, zum einen durch die Heteromerisierung der beiden SHT-Rezeptoren erklirt werden.
Diese schldgt sich auch in der verstirkten Identifizierung von 5HTi.R als Monomere in
HEK SNAP-5HT1a HiBiT-5HT2a Zellen nieder. Hier werden verstiarkt Heterooligomere mit
einem SHT.R aufgrund ihrer Helligkeitsverteilung als Monomere klassifiziert. Zum anderen
lassen die Effekte den Schluss zu, dass die SHT2.R-Koexpression zu einer verstirkten SHT1.R-
Internalisierung besonders unter Puffer- und 8-OH-DPAT-Behandlung fiihrt.

Der Anteil rdumlich begrenzt diffundierender SHT1.R in S3 nimmt bei der Behandlung mit
beiden Agonisten ab und sinkt auf das Niveau der HEK SNAP-5HT1a Zellen. Eine
verlangsamte und raumlich starker begrenzte laterale Mobilitdt wird grundsétzlich mit erhéhter
Interaktion von GPCR mit nachgeschalteten Signalproteinen wie G-Proteinen oder f-
Arrestinen, sowie mit anderen GPCR assoziiert.!?*!2%136 Die verinderten Eigenschaften der
lateralen Mobilitdt konnen hierbei auf Umverteilungen der Rezeptoren in Mikrodoménen wie
z.B. Lipid-Rafts, aber auch Verdnderungen in der Struktur des Aktin-Netzwerks unterhalb der

Zellmembran zuriickzufiihren sein,'2%124133,139-141

Zu welchem Maf die dargestellten Effekte auf die Heteromerisierung der beiden SHT-
Rezeptoren 5SHT1.R und SHT2.R zurtickgeht, welche Rolle die SHT.R-Internalisierung spielt
oder welche Einfliisse aufgrund von nachgeschalteten Signalkaskaden vermittelt werden, wird
im Rahmen dieser Studie nicht eindeutig geklért. Zur weiteren Klarung dieser Frage wéren im
Rahmen weiterfiihrender Studien Folgeexperimente notig. Um zu untersuchen, fiir welche
Verdnderungen der lateralen SHTi.R-Mobilitdt die Heteromerisierung der beiden SHT-
Rezeptoren verantwortlich ist und welche Effekte eher auf nachgeschaltete Verdnderungen der
Signalkaskade zurilickzufiihren sind, sind beispielsweise BRET-Experimente zu planen. Dazu
konnen die SHT-Rezeptoren in HEK Zellen als Fusionsproteine mit einer Renilla Luciferase
(Rluc) oder dem gelb fluoreszierenden Protein EYFP exprimiert werden (z.B. SHT.-Rluc und
SHT2.-EYFP). Ublicherweise wird die Spezifitit der Rezeptorinteraktion anhand einer BRET-
Sittigungskurve gezeigt, wie die Arbeitsgruppen um Hinz et al. 2018'*? und Raich et al. 2022'%
beschreiben. In einigen Fillen erfolgt der Nachweis zusétzlich durch die Verdringung des
EYFP-markierten Rezeptors (z.B. 5HT2.-EYFP) aus den Heterooligomeren durch nicht
markierten Rezeptor (z.B. 5HT2.).!** Die Zugabe von S5HT-Rezeptor Agonisten und
Antagonisten ermoglicht die Analyse des Einflusses dieser auf die Bildung von

SHT1.R/5HT2.R-Heterooligomeren.
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Dariiber hinaus konnte untersucht werden, welchen Einfluss ein intaktes Aktin-Netzwerk
unterhalb der Zellmembran auf die laterale Mobilitét der einzelnen Rezeptoren hat. Dazu sind
SPT-Experimente mit doppelter Fluoreszenzfirbung zu planen. Hierzu bietet sich die
Markierung des einen Rezeptors mittels SNAP-Tag!?¢ und des anderen Rezeptors mittels Halo-

Tag144’145

an. Die Nutzung von Fluoreszenzfarbstoffen, die bei verschiedenen Wellenlédngen
anzuregen sind, ermdglicht beim Einsatz zweier Laser die simultane Messung der lateralen
Mobilitdt beider Rezeptoren. Die zeitliche Verschiebung der Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe mit dem jeweiligen Laser ist abhdngig von der Bildfrequenz zu wihlen.
In einem solchen Experiment kann auch die Homooligomerisierung der Rezeptoren analysiert
werden. Der FEinsatz von Substanzen, die die Depolymerisation von Aktin-Filamenten
bewirken, wie z.B. Latrunculin B,'3¢ lassen einen Riickschluss auf den Einfluss des intakten
Aktin-Netzwerkes auf die laterale Mobilitit der SHT-Rezeptoren zu. Hier ist auch eine
Kombination von Latruculin B mit SHT-Rezeptor Agonisten und Antagonisten denkbar, um zu

erkennen, ob sich der Einfluss des Aktin-Netzwerks auf die laterale Mobilitdt bei

Rezeptoraktivierung verandert.

Um zu tberpriifen, ob sich die Aufenthaltswahrscheinlichkeit von SHT1.R in Lipid-Rafts
verdndert, kann die Wiederfindungsrate der Rezeptoren in Detergens-16slichen
Membranbereichen in Abhingigkeit der SHT2.R-Koexpression analysiert werden.'?>!3° Auch
die Assoziation von Proteinen verschiedener Signalkaskaden (Caveolin, G-Protein-
Untereinheiten etc.) konnte wichtige Informationen iiber die SHT.R/5SHT2.R-Interaktion

liefern.'%?

Im Rahmen dieser Arbeit ist gezeigt, dass die B-Arrestin 2 Rekrutierung abnimmt, wenn
SHT2.R kotransfiziert und stimuliert werden. Gleichzeitig deuten einige der SHT2.R-
vermittelten Verdnderungen der lateralen SHTi.R-Mobilitdt, wie oben erldutert, auf eine
verstirkte SHT,R-Internalisierung hin, wie sie auch Zhang et al. 2004!!3 aufzeigen. Um zu
iiberpriifen, ob die reduzierte PB-Arrestin2 Rekrutierung auf eine verringerte SHTia-
Rezeptordichte zuriickzufiihren ist, kann die SHTi.R-Internalisierung 5SHT»2.R-abhidngig
analysiert werden. Es ist bekannt, dass SHT1.R Clathrin-, Dynamin- und B-Arrestin-abhingig
internalisiert werden konnen.'**"'3% Durch die Blockade einzelner Internalisierungswege kann

der Einfluss des SHT2.R mechanistisch weiter eingegrenzt werden.
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In der Literatur wird nicht nur auf eine Wechselwirkung zwischen 5HTi.- und SHT2.-
Rezeptoren hingewiesen. Diverse Studien liefern auch Hinweise auf die Wechselwirkung des
SHT1.R mit dem zuletzt beschriebenen Serotoninrezeptor SHT7.%146:147 Dabei ist gezeigt, dass
das Zusammenspiel der Rezeptoren einen Einfluss auf die S5SHTi.R-vermittelte
Signaltransduktion hat. So nimmt zum Beispiel die Gi-Kopplung des SHTi.-Rezeptors bei
Koexpression von SHT7-Rezeptoren deutlich ab.>!'*” Dariiber hinaus fiihrt die gleichzeitige
Expression von SHT7-Rezeptoren zu einer erheblichen Reduktion der Aktivierung der
G-Protein-aktivierten Kaliumkandle GIRK-1 und GIRK-2. Zusétzlich wird der 5SHT.R
proportional zu einer steigenden Koexpression von SHT7R vermehrt internalisiert.” In
Anlehnung an die Hypothese von Renner et al. 2012°, dass die von 5HT7R initiierte
Kointernalisierung des S5HTi.R fir die 5HTi.R-vermittelte [B-Arrestin-abhéngige FErk-
Phosphorylierung verantwortlich ist, soll im Rahmen dieser Dissertation herausgefunden
werden, ob die Koexpression von SHT7R die B-Arrestin 2 Signaltransduktion des SHTi.R

verandert.

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass sich das SHTi.-
NanoBiT®-System ausgezeichnet dazu eignet, die SHTi.R-vermittelte B-Arrestin 2
Rekrutierung in HEK Zellen zu charakterisieren, wird nun der Einfluss des SHT7R auf
dieselbige untersucht. Zu diesem Zweck erfolgt zundchst die Etablierung eines SHT7-
NanoBiT®-Systems, um die Funktionalitit des SHT7R-Agonisten AS-19 zu iiberpriifen. Hierbei
ergibt sich ein ECso-Wert fiir AS-19 am SHT7R von 1,1 £0,2 uM.

HEK Zellen exprimieren SHT7R laut Atwood et al. 2011°* endogen. Aus diesem Grund erfolgt
die erste Testung des Einflusses der zusitzlichen SHT;R-Stimulation anhand einer
8-OH-DPAT Konzentrationsreihe mit und ohne 1 uM AS-19 in Zellen, die lediglich SHT1, und
B-Arrestin 2 fiir das NanoBiT®-System iiberexprimieren. Obwohl die SHT7R aufgrund ihrer
endogenen Expression den iiberexprimierten SHT1.R zahlenmiBig deutlich unterlegen sind,
zeigt sich in Abbildung 21 A, dass die B-Arrestin 2 Rekrutierung bei niedrigen 8-OH-DPAT-
Konzentrationen auf ein Niveau unterhalb der konstitutiven SHT.R-Aktivitit reduziert wird
(Reduktion von AUCuin(8-OH-DPAT) = 0,6 + 0,6 auf AUCnin(8-OH-DPAT + AS-19)=-5,9
+ 1,2; p=0,0070). Die maximale Menge B-Arrestin 2 sowie der ECso-Wert zeigen keine
signifikante Verinderung. Anhand der Uberexpression von SHT7R soll dieser Effekt verstirkt
werden (siehe Abbildung 21 B). Entgegen der Erwartungen ergibt sich in HEK 5HT1a-

NanoBiT SHT7 Zellen ein dhnliches Ergebnis wie zuvor: im niedrigen Konzentrationsbereich
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des SHT1aR-Agonisten ist die Rekrutierung auf ein Niveau unterhalb der konstitutiven Aktivitat
gesenkt (AUCmin(8-OH-DPAT + AS-19) =-5,2 £ 0,2; p = 0,0022). Die maximal rekrutierte -
Arrestin 2 Menge bleibt gleich, der ECso-Wert steigt nicht signifikant von 56,5 + 18,8 nM
(8-OH-DPAT) auf 125,7+ 17,9 nM (8-OH-DPAT + AS-19). Darauthin wird in denselben
Zellen eine Konzentrationsreihe von Serotonin aufgenommen, bei der ein Teil der Zellen mit
1 uM des SHT7R-Antagonisten SB269970 vorinkubiert wird (siche Abbildung 21 C). Hier
kommt es nicht zu einer wesentlichen Verdnderung der Kurvenparameter (siche Tabelle 22)
abhéngig davon, ob mit SB269970 vorinkubiert wird, vielmehr weisen die Kurven optisch keine
Unterschiede auf. Die Ergebnisse der Abbildung 21 deuten zusammen genommen darauf hin,
dass die Absenkung der B-Arrestin 2 Rekrutierung bei niedrigen 8-OH-DPAT Konzentrationen
in Kombination mit 1 uM AS-19 mdglicherweise durch eine Wirkung von AS-19 am SHT1.R
vermittelt sein konnte. Um diese Hypothese zu untersuchen, werden HEK SHT1a-NanoBiT
Zellen, die zum Teil mit SHT1.R- oder SHT7R-Antagonisten vorinkubiert sind, mit AS-19
behandelt (siche Abbildung 22). Es fillt auf, dass die AS-19 vermittelte Reduktion der [-
Arrestin 2 Rekrutierung nur durch den S5HTi.R-Antagonisten WAY-100135 statistisch
signifikant blockiert werden kann (AUCas-19=-4,6+ 0,4 vgl.
AUCAs-19 + way-100135=-1,7 = 0,1; p=0,0016). Fiir Zellen, die mit SB269970 vorbehandelt
sind, ergibt sich eine AUC von -5,4 + 0,4, die sich kaum von der AUCas.19 unterscheidet
(p =0,2534).

Rezeptorliganden, die die Aktivitit eines Rezeptors auf ein Niveau unterhalb der konstitutiven
Aktivitit absenken, bezeichnet man als inverse Agonisten.”*!*® Zwar ist gezeigt, dass der als
SHT7R-Agonist bekannte Ligand AS-19 eine gewisse Affinitdt am SHT.R hat (Ki= 44 nM und
110 nM),'* dass er an diesem jedoch als inverser Agonist wirkt, ist bisher nicht beschrieben.
Um diese Hypothese weiter zu stiitzen, wird AS-19 in HEK 5HT1a-NanoBiT Zellen im
Vergleich zu dem bekannten inversen SHTi.R-Agonisten Spiperon getestet. Es ergeben sich
ICso-Daten fiir Spiperon von 27,5 + 3,9 nM und fiir AS-19 von 824,5 + 47,3 nM. Die maximale
Reduktion der konstitutiven SHT.R-Aktivitdt von AS-19, bezogen auf die Reduktion durch
Spiperon, betrigt 91,4 = 7,6 % (% Emax).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Expression und gleichzeitige Stimulation des
SHT7R keinen Einfluss auf die SHT.R-vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung hat. Stattdessen
ist es gelungen, den SHT7R-Agonisten AS-19 als inversen Agonisten der p-Arrestin 2

Rekrutierung am SHT1.R zu identifizieren.
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Die konstitutive Aktivitit des SHT14R ist mit Hilfe von inversen Agonisten in diversen Studien,

150-152 a]s auch in nativen Geweben'> gezeigt worden.

sowohl in rekombinanten Zellsystemen
Martel et al. 2007'>® weisen dabei in Rattenhippocampi nach, dass die Behandlung mit inversen

Agonisten eine verminderte Ggo-Kopplung an SHT 1R zur Folge hat.

Kim und Leem!'>* induzieren durch Immobilisation von Ratten angstgestortes und depressives
Verhalten, wobei sie bei diesen Tieren eine signifikant verminderte Expression von
postsynaptischen SHT1,R im Hippocampus feststellen. Auch depressive Patientinnen'>> oder
Ratten im Tiermodell fiir Depressionen'*® weisen eine deutlich reduzierte Expression der
SHT.R-Heterorezeptoren in den untersuchten Hippocampi auf. Dariiber hinaus zeigen Kim
und Leem,'”* dass in den von ihnen untersuchen Hippocampi auch die cAMP- und
phosphoPKA-Mengen in viel geringerem Malle gefunden werden als in den Kontrolltieren.
Andere Studien zeigen, dass antidepressive Behandlung eine Aktivierung der postsynaptischen
SHT1.R nach sich zieht.!>® Zudem gelten SHTi.R-Knock Out Miuse, die typischerweise

angstgestortes Verhalten zeigen, als niitzliches Modell fiir angstbedingte Stérungen.'>’

Im Gegensatz zum S5HTi.-Rezeptor wird SHT7-Rezeptoraktivitit mit affektivem sowie
depressivem Verhalten assoziiert.*!>® Im Forced Swimming Test fiihren SHT7R-Antagonisten
beispielsweise zu antidepressivem Verhalten, SHT7R-Antagonismus scheint notwendig fiir die
antidepressive Wirkung von Amisulprid zu sein und chronische Therapie mit Antidepressiva

fiihrt zu einer verringerten SHT7-Rezeptorbindung, wie Popova et al. 2022* diskutieren.

Die in verschiedenen Studien nachgewiesenen SHT1.R/5SHT7R-Heteromere sind in der Literatur
besonders in Bezug auf eine gesteuerte Desensitivierung von SHTi.R diskutiert. So haben
Renner et al. 2012° eine deutlich verstirkte Internalisierung der SHT1.R unter Koexpression
von SHT7R gezeigt. Naumenko et al. 20147? diskutieren daher, dass das Gleichgewicht aus
SHTi.R-Homooligomeren und 5HT.R/SHT7R-Heterooligomeren die unterschiedliche
Desensitivierung von SHTia.-Rezeptoren in verschiedenen Hirnstrukturen reguliert. Popova et
al. 2022* schlagen vor, dass pri- und postsynaptische SHT1.R aufgrund ihrer variierenden
Oligomerisierungsstatus verschieden sensitiv auf anhaltende Serotoninstimulation reagieren.
Sie postulieren eine erhohte SHT1.R/SHT7R-Heteromerdichte unter den SHT1.-Autorezeptoren,
was zu einer erhohten Internalisierung dieser und folglich zu einem abnehmenden negativen
Feedback Mechanismus fiihrt. Es resultiert eine gesteigerte Aktivitdt des nachgeschalteten
SHT-Systems.!#®
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Angesichts der beschriebenen Einfliisse der SHT1a.- und SHT7-Rezeptoren auf Erkrankungen
wie Depressionen stellt sich die Frage, ob die Verabreichung von AS-19 in Tierstudien,
vermittelt durch seine Wirkung als SHT7R-Agonist und inverser SHT1.R-Agonist, depressives
und affektives Verhalten induzieren kann. Dies konnte insbesondere im Rahmen eines
induzierten Tiermodells flir Depressionen, das auf Verdnderungen des Serotoninsystems im

Gehirn basiert, relevant sein.

Die Abhdngigkeit der GPCR-Signaltransduktion von der lateralen Mobilitdt in Zellmembranen
ist im Rahmen der Interaktion von SHTi.- und SHT2.-Rezeptoren bereits erldutert worden. Im
Rahmen weiterer SPT-Experimente soll nun der Zusammenhang zwischen der lateralen
Mobilitdt von 5SHTi.R und ihrer Behandlung mit inversen Agonisten und dem SHTi.R-
Antagonsiten WAY-100135 untersucht werden. Wie bereits erldutert, reduzieren der bekannte
inverse SHT1aR-Agonist Spiperon und der in dieser Studie als solcher charakterisierte Ligand
AS-19 die konstitutiv an SHT1.R rekrutierte B-Arrestin 2 Menge (sieche Abschnitt 5.4.2 und
Abbildung 23). Fiir die Bindung von Gg-Untereinheiten an ooa-adrenerge Rezeptoren ist
gezeigt, dass sich die laterale Rezeptordiffusion deutlich verlangsamt und sie wesentlich starker
riumlich begrenzt ist.'** GABA-Rezeptoren diffundieren lateral nach Behandlung mit einem
inversen Agonisten wesentlich schneller und neigen weniger dazu, Rezeptor-Cluster zu

bilden.'?

Fiir die Untersuchung der lateralen SHTi.R-Mobilitdt nach Behandlung mit Spiperon und
AS-19 kommt die stabil transfizierte HEK SNAP-5HT1a Zelllinie zum Einsatz (siche
Abbildung 7). Die Durchfithrung und technische Datenverarbeitung der Experimente laufen

dabei so ab, wie sie fiir die Interaktion von SHT1a- und SHT2.-Rezeptoren erldutert worden ist.

Die vbSPT-Analyse der aus den registrierten Fluoreszenzsignalen abgeleiteten Trajektorien
zeigt fiir die SHT14R auch in diesem Experiment immobile, langsam und schnell diffundierende
Rezeptoren. Dabei ergeben sich Diffusionskoeffizienten von 0,016 + 0,002 um?/s fiir S1, von
0,044 + 0,004 um?/s fiir S2 und von 0,183 £ 0,005 um?/s fiir S3 (siche Abbildung 24 und
Tabelle 23).

Die Behandlung mit den beiden inversen SHT1.R-Agonisten oder ihren Kombinationen mit
dem 5HTi.R-Antagonisten WAY-100135 fiihrt nicht zu einer signifikanten Verdanderung der
Diffusionskoeffizienten fiir Dsi bis Ds3 (siche Abbildung 24 und Tabelle 23). Auch die
Inkubation mit 8-OH-DPAT fiihrt in den HEK SNAP-5HTla Zellen nicht zu einer
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signifikanten Verdnderung der Rezeptordiffusion (siche Abbildung 15 und Tabelle 15). Wie

5! fiir GABAa-Rezeptoren eine schnellere Diffusion

bereits erwdhnt, zeigen Lévi et al. 201
nach Behandlung mit einem inversen Agonisten. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die
Arbeitsgruppe bei Stimulation der Rezeptoren mit dem allosterischen Modulator Diazepam

eine signifikante Verlangsamung der lateralen Mobilitit sieht.

Wie in Abschnitt 4.4.7.1 beschrieben und in der Diskussion zur SHT.R/SHT2.R-Interaktion
erlautert, ermoglicht die vbSPT-Analyse die Zuordnung der Rezeptoren zu den Zustéinden S1
bis S3. Die SHT 1R liegen in der Kontrollbedingung zu 21,3 + 4,2 % im immobilen Zustand
S1, zu 60,2 + 2,0 % im langsam diffundierenden Zustand S2 und zu 18,5 £2,9 % im schnell
diffundierenden Zustand S3 vor (siche Abbildung 25 und Tabelle 24). Die Verteilung stimmt

mit den im Abschnitt 5.3.2.2 erhobenen Daten in HEK SNAP-5HT1a Zellen tiberein. Auch

390 8128

Bussmann et al. 2023”" und Schwenzer et al. 201 finden den grofiten Anteil der Rezeptoren
im langsam diffundierenden Zustand S2. Die Behandlung der HEK SNAP-5HT1a Zellen mit
Spiperon, AS-19 oder einer Kombination einer der beiden Liganden mit WAY-100135 erwirkt
keine deutliche Umverteilung der SHT1.R auf die Zustinde S1 bis S3. Auch die Stimulation der
SHT1.R in HEK SNAP-5HT1a Zellen mit 8-OH-DPAT erzeugt, wie in Abschnitt 5.3.2.2
gezeigt, keine Umverteilung der Rezeptorzustinde. Fiir BAR ist eine Agonist-abhingige

Verinderung der Verteilung der Rezeptoren auf die Rezeptorzustinde bekannt.”*!?®

Auch der Zusammenhang zwischen der rdumlichen Begrenzung der SHT.-Rezeptordiffusion
und der Behandlung mit inversen Agonisten soll untersucht werden. Dazu werden, wie in
Abschnitt 4.4.7.2 beschrieben, die Trajektorien segmentiert, entsprechend ihres
Rezeptorzustands zusammengefiihrt und abhéngig von ihrem Verdichtungsfaktor Pc als frei
oder begrenzt diffundierend eingestuft. Dabei zeigt sich, dass die SHT,R im immobilen
Zustand zu 34,6 £ 2,1 %, im langsam diffundierenden Zustand zu 79,5 + 3,1 % und im schnell
diffundierenden Zustand zu 99,2 + 0,7 % rdumlicher Begrenzung unterliegen (siche Abbildung
26 und Tabelle 25). Die mittlere GroBe des Diffusionsbereichs (dargestellt als Quadratwurzel
der Flache der konvexen Zelloberfliche) betrdgt fiir S1 dabei 62,6 3,9 nm, fiir S2
75,3 = 3,9 nm und fiir S3 82,1 + 4,8 nm (siehe Abbildung 27 und Tabelle 26).

Die Behandlung der HEK SNAP-5HT1a Zellen mit 4 uM AS-19 resultiert in einer stirkeren
Begrenzung der Diffusion im immobilen und langsam diffundierenden Zustand um 22,3 % (S1)
bzw. um 24,7 % (S2, siche Abbildung 26 und Tabelle 25). Bei vorheriger Inkubation mit 4 uM
WAY-100135 heben sich diese Tendenzen teilweise wieder auf. Die mittlere GroBe des
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Diffusionsbereichs nimmt bei AS-19 Behandlung etwas zu, besonders deutlich zeigt sich diese
Zunahme im Rezeptorzustand S3 (82,1 + 4,8 nm vs. 102,7 = 7,5 nm), bei dem sich der Anteil
der beschrankt diffundierenden Rezeptoren praktisch nicht verdndert. Die Relevanz dieser

Tendenzen ist somit durchaus in Frage zu stellen.

Die Stimulation der HEK SNAP-5HT1a Zellen mit 4 uM Spiperon hat auf den Anteil begrenzt
diffundierender SHT1.R sowie die Grofle des Diffusionsbereichs keinen Einfluss (in S1 bis S3).
Lediglich durch die Vorinkubation mit 4 uM WAY-100135 ist der Anteil begrenzt
diffundierender 5HT;.R im immobilen Rezeptorzustand S1 etwas reduziert. Dass
WAY-100135 sich in Kombination mit Spiperon anders auswirkt als in Kombination mit AS-19
(Gegenregulation des durch AS-19 reduzierten begrenzt diffundierenden Rezeptoranteils) ist
damit zu erkldren, dass AS-19 kein selektiver inverser SHT1.R-Agonist ist, sondern durch seine
Eigenschaft als SHT7R-Agonist auf zelluldrer Ebene eine Reihe komplexer Einfliisse vermitteln

kann.

Sungkaworn et al. 2017'%

zeigen, wie oben bereits erwihnt, ein verlangsamtes und starker
begrenztes Diffusionsverhalten aufgrund der Interaktion eines GPCR mit einer G-
Untereinheit. Es ist denkbar, dass sich die Behandlung mit AS-19 und Spiperon unterschiedlich
auf die verschiedenen SHT1.R-vermittelten Signalwege auswirkt. Dies kann erkldren, weshalb
sich die reduzierte Interaktion mit Signalproteinen, vermittelt durch die beiden inversen

Agonisten, unterschiedlich in der Begrenzung der lateralen Mobilitdit von SHTi.R

niederschligt.

In einem letzten Schritt erfolgt die Untersuchung des Homooligomerzustands der SHTi.R.
Dazu wird die aus der vbSPT-Analyse hervorgehende Helligkeitsverteilung in einem
Gaufl’schen Mischungsmodells analysiert. Auch hier sind fiir den SHT1.R Mono-, Di- und
Trimere zu finden. Die Rezeptoren kommen dabei zu 61,1 £7,5 % als Monomere, zu
34,6 + 7,4 % als Dimere und zu 4,1 =+ 3,6 % als Trimere vor (siche Abbildung 28 und Tabelle
27). B2AR werden in SPT-Experimenten auch als Mono-, Di- und Trimere gefunden,'?® p-
Opioid-Rezeptoren nur als Mono- und Dimere. Keine der Ligandzugaben verdndert den
Homooligomerzustand der SHT1.-Rezeptoren signifikant. Es fillt allerdings auf, dass bei der
Gabe von 4 uM Spiperon der Anteil der Rezeptormonomere zu Gunsten der Dimere zuriickgeht
(Monomere: 61,1 7,5 % vs. 45,7 +7,0 %. Dimere 34,6 +7,4 % vs. 49,9+ 7,6 %). Diese

Tendenzen scheinen durch die Zugabe von WAY-100135 teilweise aufgehoben zu werden
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(Monomere 65,6 + 11,9 %, Dimere: 28, + 9,6 %). Auch Maller et al. 2020'*® zeigen bei ihrer

Analyse von p-Opioid-Rezeptoren eine Ligand-abhingige Verstiarkung der Dimerisierung.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Behandlung mit den inversen Agonisten AS-19 und
Spiperon keine signifikante Auswirkung auf die laterale Mobilitit von 5SHT;.R hat. Die
Behandlung mit AS-19 scheint die rdumliche Begrenzung der Diffusion tendenziell etwas zu
verringern und den Diffusionsbereich dabei zu vergroBern. Zu gewissen Teilen ist
WAY-100135 in der Lage, diese Effekte aufzuheben. Zudem scheint Spiperon die
Dimerisierung von SHTi.-Rezeptoren etwas zu verstdrken, auch dieser Tendenz ist mit
WAY-100135 gegenzusteuern. Wie oben beschrieben, ist die Abnahme der rdumlichen
Begrenzung der Diffusion bei AS-19 Zugabe grundsétzlich durch eine reduzierte Interaktion
mit Signalproteinen zu erkldren. Da dieser Effekt fiir Spiperon nicht gezeigt wird und beide
Liganden eine dhnlich starke maximale Reduktion der B-Arrestin 2 Rekrutierung erzeugen, ist

der Effekt eher nicht iiber die B-Arrestin 2-abhédngige Signaltransduktion zu erkléren.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation wird die Kinetik der B-Arrestin 2 Rekrutierung an SHT1.R
charakterisiert. Diese Bestimmung verfolgt das Ziel, die bekannten 5HTi.R-Agonisten
8-OH-DPAT und U92016A basierend auf anhand der Kinetik bestimmten Kennzahlen als
Partial- oder Vollagonisten zu identifizieren.

Fiir den prototypischen SHT1,R-Agonist 8-OH-DPAT zeigt sich im SHT1,-NanoBiT®-Assay,
dass er 32,2+2,0% (% Emax) der durch Serotonin rekrutierten B-Arrestin2 Menge zu
aktivieren vermag. Nach Zugabe von 10 uM 8-OH-DPAT wird die Signaltransduktion am
SHTi.R mit 28,4+ 0,4% (IR) der durch Serotonin erzeugten Rate initiiert. Im SHTia-
NanoBiT®-Assay ergibt sich fiir 8-OH-DPAT somit eine eindeutige Klassifizierung als
Partialagonist.

Die durch U92016A vermittelte B-Arrestin 2 Rekrutierung an den SHT1.R zeichnet ein etwas
differenzierteres Bild. U92016A ist in der Lage, im Vergleich zu Serotonin 77,7 + 9,1 %
(% Emax) P-Arrestin 2 zu aktivieren. Die Signalerzeugung nach Stimulation mit 10 pM
U92016A  betragt allerdings 108,1 +3,4% der durch Serotonin vermittelten
Signaltransduktion. Es zeigt sich, dass U92016A die B-Arrestin 2 Rekrutierung zwar
vollagonistisch aktiviert, sie verglichen mit Serotonin allerdings stirker gegenreguliert wird,
sodass die Gesamtmenge an [-Arrestin 2 iiber 60 min der einer durch einen Partialagonisten
rekrutierten Menge gleicht. Somit wird deutlich, dass fiir eine vollumféngliche
Charakterisierung von Rezeptorliganden auch ihre Kinetik und die Initiale Rate zu analysieren

1st.

Da in der Vergangenheit gezeigt worden ist, dass der SHT1.R in der Lage ist, mit SHT2.R und
SHT7R zu heteromerisieren, wird nachfolgend untersucht, welchen Einfluss die Koexpression
und Aktivierung der beiden Rezeptoren auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung am SHT1.R hat. Auch
die laterale Mobilitdt von GPCR in der Zellmembran hat einen mal3geblichen Effekt auf ihre
Signaltransduktion. Aus diesem Grund wird die Interaktion der Rezeptoren auch in SPT

Experimenten analysiert.

Fiir das Zusammenspiel aus SHT1a- und SHT2.-Rezeptoren ist im SHT1,-NanoBiT®-Assay zu
sehen, dass die B-Arrestin 2 Rekrutierung nach 8-OH-DPAT Zugabe um 24,2 + 7,6 % reduziert

ist, wenn zusétzlich mit TCB-2 stimuliert wird. Fiir U92016A ergibt sich in Kombination mit
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TCB-2 eine Reduktion um 17,4 + 2,7 %. Die Koexpression und Aktivierung des SHT2.R hat
somit eine hemmende Wirkung auf die B-Arrestin 2 Signaltransduktion am SHT.R.

Um die Interaktion von SHT1a.- und SHT2.-Rezeptoren auf der Ebene der Signaltransduktion
besser verstehen zu konnen, bietet es sich in an, weiterfiihrende Studien zu anderen
Signalwegen durchzufiihren. So konnte eine dhnliche Studie, wie die hier dargestellte, in Bezug
auf die SHT1.R vermittelte Hemmung der Adenylatzyklase durchgefiihrt werden. In spéteren
Analysen ist dann zu untersuchen, welchen Einfluss in der Arzneimitteltherapie eingesetzte
antidepressive, antipsychotische oder anxiolytische Wirkstoffe, die ihre Wirkung
bekanntermallen auch iiber SHT1.- oder SHT2.-Rezeptoren entfalten, auf die Interaktion von

SHT12/5HT2a haben.

Die SPT-Experimente in HEK Zellen, die SHT1.R oder SHT1.R und SHT2.R iiberexprimieren,
zeigt, dass sich die Koexpression des SHT2.R auch auf die laterale Mobilitdt des SHT1.R
auswirkt. So nehmen die Diffusionskoeffizienten unter SHT2.R-Expression tendenziell ab,
besonders aber bei den immobilen und langsam diffundierenden SHTi.R unter Puffer- und
8-OH-DPAT-Einfluss. Dariiber hinaus ist der Anteil der SHT.R im schnell diffundierenden
Zustand S3 bei SHT2aR-Koexpression grundsdtzlich reduziert. Die rdumliche Begrenzung der
lateralen Diffusion nimmt unter SHT2.R-Anwesenheit im unstimulierten Zustand besonders bei
immobilen Rezeptoren zu. Auch unter 8-OH-DPAT-Einfluss ist die rdumliche Begrenzung der
Rezeptoren im immobilen und schnell diffundierenden Zustand bei SHT2.R-Koexpression
erhoht.

Zu welchem Mal} die dargestellten Effekte auf die Heterodimerisierung der beiden SHT-
Rezeptoren zuriickgeht, welche Rolle die SHT1.R-Internalisierung spielt oder welche Einfliisse
aufgrund von nachgeschalteten Signalkaskaden vermittelt werden, wird im Rahmen dieser
Studie nicht eindeutig gekldrt. Um dieser Frage weiter nachzugehen, sind im Rahmen
weiterfiihrender Studien Folgeexperimente notig. Um zu untersuchen, fiir welche
Veranderungen der lateralen 5SHTi.R-Mobilitdt die Heteromerisierung der beiden SHT-
Rezeptoren verantwortlich ist und welche Effekte eher auf nachgeschaltete Verdnderungen der
Signalkaskade zuriickzufiihren sind, sind beispielsweise BRET-Experimente zu planen. Dazu
konnen die SHT-Rezeptoren in HEK Zellen als Fusionsproteine mit einer Renilla Luciferase
(Rluc) oder dem gelb fluoreszierenden Protein EYFP exprimiert werden (z.B. SHT1.-Rluc und
SHT2-EYFP).!*143 Die Zugabe von SHT-Rezeptor Agonisten und Antagonisten ermdglicht
die Analyse des Einflusses dieser auf die Bildung von SHT.R/5HT2.R-Heterooligomeren.
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Dariiber hinaus konnte untersucht werden, welchen Einfluss ein intaktes Aktin-Netzwerk
unterhalb der Zellmembran auf die laterale Mobilitét der einzelnen Rezeptoren hat. Dazu sind
SPT-Experimente mit doppelter Fluoreszenzfirbung zu planen. Hierzu bietet sich die
Markierung des einen Rezeptors mittels SNAP-Tag!?¢ und des anderen Rezeptors mittels Halo-

Tag144’145

an. Die Nutzung von Fluoreszenzfarbstoffen, die bei verschiedenen Wellenlédngen
anzuregen sind, ermdglicht beim Einsatz zweier Laser die simultane Messung der lateralen
Mobilitdt beider Rezeptoren. Die zeitliche Verschiebung der Anregung der
Fluoreszenzfarbstoffe mit dem jeweiligen Laser ist abhdngig von der Bildfrequenz zu wihlen.
In einem solchen Experiment kann auch die Homooligomerisierung der Rezeptoren analysiert
werden. Der FEinsatz von Substanzen, die die Depolymerisation von Aktin-Filamenten
bewirken, wie z.B. Latrunculin B,'3¢ lassen einen Riickschluss auf den Einfluss des intakten
Aktin-Netzwerkes auf die laterale Mobilitit der SHT-Rezeptoren zu. Hier ist auch eine
Kombination von Latruculin B mit SHT-Rezeptor Agonisten und Antagonisten denkbar, um zu
erkennen, ob sich der Einfluss des Aktin-Netzwerks auf die laterale Mobilitdt bei
Rezeptoraktivierung verindert.

Um zu iiberpriifen, ob sich die Aufenthaltswahrscheinlichkeit von SHT.R in Lipid-Rafts
verdndert, kann die Wiederfindungsrate der Rezeptoren in Detergens-16slichen
Membranbereichen in Abhiingigkeit der SHT2aR-Koexpression analysiert werden.'?>!* Auch
die Assoziation von Proteinen verschiedener Signalkaskaden (Caveolin, G-Protein-
Untereinheiten etc.) konnte wichtige Informationen iiber die SHTi.R/SHT2.R-Interaktion

liefern.

Wie bereits beschrieben, ist im Rahmen dieser Dissertation gezeigt, dass die B-Arrestin 2
Rekrutierung abnimmt, wenn S5HT2.,-Rezeptoren kotransfiziert und stimuliert werden.
Gleichzeitig deuten einige der SHT2.R-vermittelten Verdnderungen der lateralen SHTi.R-
Mobilitit, wie oben erldutert, auf eine verstiarkte SHTi.R-Internalisierung hin, wie sie auch
Zhang et al. 2004!!? zeigen. Um zu iiberpriifen, ob die reduzierte B-Arrestin 2 Rekrutierung auf
eine verringerte SHT1,-Rezeptordichte zurlickzufiihren ist, kann die SHT.R-Internalisierung
SHT2.R-abhéngig analysiert werden. Es ist bekannt, dass 5HTi.-Rezeptoren Clathrin-,
Dynamin- und B-Arrestin-abhiingig internalisiert werden kénnen.'3*"13% Durch die Blockade
einzelner Internalisierungswege kann der Einfluss des SHT2.-Rezeptors mechanistisch weiter

eingegrenzt werden.
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Auch fiir die Interaktion mit SHT7R wird im SHT1,-NanoBiT®-Assay untersucht, welchen
Einfluss die Koexpression und Aktivierung hat. Dabei zeigt sich, dass nicht der SHT7R einen
Einfluss auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung am SHT1.R hat, sondern dass der eingesetzte SHT7R-
Agonist AS-19 auch als inverser Agonist am SHTi.R wirkt. In liber diese Dissertation
hinausgehenden Studien ist zu untersuchen, wie AS-19 sich auf andere SHT.R-vermittelten
Signalwege auswirkt. Angesichts der in Abschnitt 1 und Abschnitt 6 erlduterten Einfliisse der
S5HT1a- und SHT7-Rezeptoren auf Erkrankungen wie Depressionen stellt sich die Frage, ob die
Verabreichung von AS-19 in Tierstudien, vermittelt durch seine Wirkung als SHT7R-Agonist
und inverser SHT1.R-Agonist, depressives und affektives Verhalten induzieren kann. Dies
konnte insbesondere im Rahmen eines induzierten Tiermodells fiir Depressionen, das auf
Verianderungen des Serotoninsystems im Gehirn basiert, relevant sein. Auch hierzu sind

weiterfuhrende Studien denkbar.

Da im 5HT1,-NanoBiT®-Assay gezeigt worden ist, dass die Koexpression und Aktivierung des
SHT7R keinen Einfluss auf die B-Arrestin 2 Rekrutierung am 5HTi.R hat, wird in SPT
Experimenten der Einfluss der inversen Agonisten AS-19 und Spiperon auf die laterale
SHT,R-Mobilitat untersucht. Hierbei ist festzustellen, dass die konstitutive Aktivitit und ihre
Veranderung durch inverse Agonisten nicht signifikant mit der lateralen Diffusion von SHT1.R

zusammenhéngt.
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Abbildung A 1: Protokoll des NucleoBond® Xtra Midi Kits

Weitere Informationen zum NucleoBond® Xtra Midi Kit koénnen auf der Website des Unternehmens unter
https://www.mn-net.com/de/nucleobond-xtra-midi-kit-for-transfection-grade-plasmid-dna-740410.50  gefunden

werden.
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Abbildung A 3: Plasmidkarte pcDNA3_SHT1a-LgBiT
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Abbildung A 4: Plasmidkarte pcDNASFRT SHT2a
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Abbildung A 5: Plasmidkarte pcDNA3_SHT2a-LgBiT
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Abbildung A 6: Protokoll des NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Kits

Weitere Informationen zum NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Kit konnen auf der Website des Unternehmens
unter https://www.mn-net.com/de/nucleospin-gel-and-pcr-clean-up-mini-kit-for-gel-extraction-and-pcr-clean-up-

740609.50 gefunden werden.
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Abbildung A 8: Plasmidkarte pcDNA3_SHT7-LgBiT
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