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1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Das humane Genom besteht aus 2,85 Milliarden Nukleotiden, welche im Rahmen des
humanen Genom-Projektes von 1990 bis 2003 fast vollstandig sequenziert werden
konnte.) 2 Insgesamt codieren dabei ca. 20.000 bis 25.000 Gene fiir verschiedene
Proteine.” Davon wiederum sind zwischen 800 bis 1000 Gene bereits identifiziert, die

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren exprimieren.® *

Diese G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs) sind membranstdndige Rezeptoren, die durch einen
charakteristischen Aufbau gekennzeichnet sind. Dabei bestehen diese aus sieben a-
helikalen Transmembran-Domdanen (TM1-TM7), die alternierend durch je drei intra-
und extrazellulére Schleifen (IL1-3 und EL1-3) miteinander verbunden sind. AuBerdem
besitzen GPCRs einen extrazellularen Amino- und einen intrazellularen Carboxyl-
Terminus.®  An bestimmten extrazellularen Regionen des Rezeptors kdnnen Liganden
binden und den Rezeptor aktivieren oder inhibieren, wahrend bestimmte intrazellulare
Doménen eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion spielen.”> Das G-Protein ist ein
membranstindiger heterotrimerer Komplex bestehend aus einer o-, B-, und vy-
Untereinheit, wobei die a- Untereinheit Guanin-Nukleotide binden kann.® Solange ein
GPCR nicht durch einen Agonisten aktiviert wird, liegt das G-Protein als nicht-kovalent
verbundener Komplex aus einer GDP bindender G,- und einer Gg,-Untereinheit vor.
Abbildung 1 zeigt schematisch den Mechanismus bei der Aktivierung eines G-Protein-
gekoppelten Rezeptors. Dabei bindet ein Agonist an den GPCR, der daraufhin die
Rezeptorkonformation so verandert, dass er in Kontakt zu einem G-Protein tritt.” Das in
der Gg-Untereinheit gebundene GDP wird nun durch GTP ersetzt und die Gg,-
Untereinheit dissoziiert von der G,-Untereinheit. Diese wiederum aktiviert nun
bestimmte Effektorproteine, die weitere intrazellulare Signalkaskaden auslost. Zur
Beendigung des Signals wird das gebundene GTP durch die G,-Untereinheit zu GDP
hydrolysiert, da diese eine intrinsische GTPase-Aktivitdt besitzt. AnschlieRend
assoziieren die G-Protein-Untereinheiten und der GTP-Zyklus ist beendet.® Es gibt
verschiedene G-Proteine, die abhdngig vom Rezeptortyp und Zelltyp unterschiedliche
Effektorproteine aktivieren oder inhibieren (siehe Tabelle 1). Als Effektorproteine
spielen die Adenylatcyclase, die Phospholipase C, Ca®*- und K*-Kanale eine Rolle,
welche wiederum sekundare Botenstoffe beeinflussen.® Diese sekundaren Botenstoffe
kdnnen das zyklische Adenosinmonophosphat (CAMP), zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) Diacylglycerol
(DAG), Ca** oder K* sein, die weitere Signalkaskaden zellspezifisch regulieren.’
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Abbildung 1. Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Bindet ein Agonist an den

Rezeptor so kommt es durch eine Konformationsanderung zur Aktivierung des G-Proteins. Das G-Protein

dissoziiert und aktiviert dabei das Effektorprotein, welches intrazelluldr bestimmte Signalkaskaden

aktiviert.
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Tabelle 1.  G-Proteine und Effektorsysteme.'*

Gq-Familie  Isoformen  Effektorprotein Effekt

Gs Os AC cAMP 1
Qlolf AC cAMP 1
Giro 0i/2/3 AC cAMP |
OloA/B AC cAMP |
0it1/2 AC cAMP |
oz AC cAMP |
Gyt o PLC IPy/DAG 1
011 PLC IPs/DAG 1
014 PLC IPs/DAG 1
Cas/16 PLC IP3/DAG 1
G123 12 Rho-GEF
013 Rho-GEF

G,: stimulierendes G-Protein; Gj,: inhibierendes G-Protein; Gg;: PLC stimulierendes G-Protein; Gizns:
Rho-Protein aktivierendes G-Protein; AC: Adenylatcyclase; PLC: Phospholipase C; Rho-GEF: Rho-
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor; cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat; [P3: Inositol-1,4,5-
triphosphat; DAG: Diacylglycerol

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kénnen nach der Aktivierung durch einen Liganden
durch G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Kinasen (GRK) phosphoryliert werden. Dadurch
kann intrazelluldr p-Arrestin an den Rezeptor binden, welches voriibergehend die
Interaktionen von G-Proteinen mit dem Rezeptor sterisch verhindert. An den
entstandenen Rezeptor-B-Arrestin-Komplex bindet nun Clathrin zusammen mit AP-2
(Adaptin), welches zu einer Internalisierung des Komplexes in Form von
Membranvisikeln fiihrt. Daraufhin kann der Rezeptor intrazellular abgebaut werden

oder nach einer gewissen Zeit wieder zuriick an die Zelloberflache gelangen.™*
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1.1.1 Kilassifizierung und Struktur von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte  Rezeptoren  kdnnen nach ihrer Sequenzidentitat und
Funktionalitét in die Klassen A-F unterteilt werden.'® Wie in Tabelle 2 gezeigt, gehdren
zur Familie A die Rhodopsin-Rezeptoren, Klasse B die Sekretin-Rezeptoren, Klasse C
die metabotropen Glutamat-Rezeptoren, Klasse D die Pilz Pheromon-Rezeptoren,
Klasse E die cAMP-Rezeptoren und zur Klasse F die Frizzled-Rezeptoren.® Die
Transmembran-Doménen der Rezeptoren einer Klasse sind in ihrer Aminosauresequenz
zu mindestens 25 % identisch und besitzen hochkonservierte Motive, wie z.B. die DRY-
Mikrodoméne am cytoplasmatischen Ende der TM3 von Klasse A-GPCRs.** " Fast alle
humanen GPCRs gehdren zu den Klassen A bis C, wobei die Klasse A die groRte

Klasse darstellt.*®

Tabelle 2.  Einteilung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.’

Klasse Familie

A Rhodopsin-Rezeptoren
Sekretin-Rezeptoren

Metabotrope Glutamat-Rezeptoren
Pilz-Pheromon-Rezeptoren

CAMP-Rezeptoren

m m O O

Frizzled-Rezeptoren

Die Rontgenkristallstrukturen von GPCRs liefern wichtige Informationen Uber den
raumlichen Aufbau des gesamten Proteins und die Ligandenbindungstasche des
Rezeptors. Die erste Kristallstruktur wurde im Jahr 2000 aufgeklért und es war die des
Rinder-Rhodopsin-Rezeptors.®  Im  September 2012 sind  insgesamt 73
Kristallstrukturen von 15 verschiedenen GPCRs veroffentlicht, dabei von allein sieben
unterschiedlichen Rezeptoren im Jahr 2012.° In Tabelle 3 sind alle 15 GPCRs
aufgelistet von denen die Kiristallstrukturen publiziert sind. Wobei die Strukturen der
Chemokin-CXCR4-, p-Opioid- und 6-Opioid-Rezeptoren jeweils als Dimer/Oligomer
kristallisiert wurden. Besonders interessant fiir diese Arbeit sind dabei die
Rontgenkristallstrukturen des humanen Adenosin-A,a-Rezeptors und die des p-opioid-

Rezeptor-Oligomers auf die genauer eingegangen wird.
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Tabelle 3.  Kristallstrukturen (Stand: September 2012).2% %

Nr. Rezeptor Spezies Jahr Literatur
1 Rhodopsin Rind 2000 Palczewski et al.*®
2 Adrenerger-B,-Rezeptor Mensch 2007 Rasmussen et al.??
3 Adrenerger-B;-Rezeptor Truthahn 2008 Warne et al.?®
4 Rhodopsin Tintenfisch 2008 Shimamura et al.**
5  Adenosin-A,a-Rezeptor Mensch 2008 Jaakola et al.?
6 Chemokin-CXCR4-Rezeptor* Mensch 2010 Wuetal.®
7 Dopamin-Ds-Rezeptor Mensch 2010 Chienetal.”’
8  Histamin-H,-Rezeptor Mensch 2011 Shimamura et al.?®
9  Muskarin-M,-Rezeptor Mensch 2012 Hagaetal.?®

10  Muskarin-Ms-Rezeptor Mensch 2012  Kruse et al.*®

11  S1P;-Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor Mensch 2012 Hanson et al.*

12 x-Opioid-Rezeptor Mensch 2012 Wuetal.®

13  u-Opioid-Rezeptor* Maus 2012 Manglik et al.*

14  §-Opioid-Rezeptor* Maus 2012  Granier et al.**

15  Nociceptin/Orphanin FQ (NOP) Rez. Mensch 2012 Thompson et al.®

* Dimer/Oligomer

Abbildung 2 zeigt die Rontgenkristallstrukturen von sechs représentativen GPCRs und
zwar die von Rhodopsin-, B2-, Axa-, M3-, CXCR4 und S1P;-Rezeptoren. Auffallig sind
der gleiche Aufbau und die ahnliche Ausrichtung der Rezeptoren. Dabei haben sich fur
die Liganden-Bindungsstelle besonders die Transmembrandoménen TM2, TM3, TM5,
TM6, TM7 und die zweite extrazellulare Schleife als wichtig herausgestellt.?! Der Aza-
Rezeptor zeigt im Vergleich zu den anderen Rezeptoren in der zweiten extrazellulédren
Schleife weder eine a-Helix noch eine B-Faltblattstruktur.® Grundsétzlich haben die
Ergebnisse von Rontgenkristallstrukturen eine hohe wissenschaftliche Aussagekraft,
allerdings gibt es auch Nachteile. Fir eine moglichst vollstandige Strukturbestimmung
wird ein Einkristall eines Proteins von hoher Qualitat bendtigt. Eine Kristallstruktur ist
namlich nur eine Momentaufnahme eines Rezeptors, wobei dies auch immer die Gefahr
eines Artefakts birgt. Des Weiteren ist die Aussage der extrazelluldaren Regionen
schwierig, da diese sehr flexibel sind und nicht komplett dargestellt werden kénnen.*
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Rezeptoren kénnen in zwei verschiedenen Zustdnden vorliegen, entweder im aktiven
Zustand (R*) oder im inaktiven Zustand (R).>” Das Gleichgewicht ist grundsatzlich eher
zum inaktiven Zustand verschoben. Dabei kdnnen Agonisten theoretisch nur an
Rezeptoren binden, die im aktiven Zustand vorliegen. Aufgrund des Gleichgewichtes ist
es daher schwieriger Rontgenkristallstrukturen von Agonist-Rezeptor-Komplexen zu
erstellen als von  Antagonist-Rezeptor-Komplexen.  Dennoch  liefern  die
Kristallstrukturen wertvolle Informationen Uber die Ligandenbindungsstelle, welche

wichtig ist fur die Entwicklung potentieller neuer Liganden.

Rhodpsin

M3

Abbildung 2. Kristallstrukturen von Rhodopsin-, B,-, Asa-, Ms-, CXCR4 und S1P;-Rezeptoren.
Die entsprechenden Liganden Retinal, Carazolol, ZM241385, Tiotropium, IT1t und ML056 sind durch
die schwarze gestrichelte Linie hervorgehoben. Der N-Terminus ist in blau und der C-Terminus in rot
dargestellt. Die TM1 ist dunkelblau, TM2 hellblau, TM3 blau/grin, TM4 griin, TM5 gelb, TM6
gelb/orange und TM7 orange/rot abgebildet.”
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Von dem Adenosin-Aza-Rezeptor konnten insgesamt 11 verschiedene Kristallstrukturen
mit unterschiedlichen Liganden in verschiedenen Zustdnden mit differenzierten
Auflésungen publiziert werden. Diese sind in Tabelle 4 aufgelistet. Wichtig ist dabei,
dass es Kristallstrukturen sowohl mit gebundenen Antagonisten als auch mit Agonisten
gibt, damit konnen sowohl die aktive (R*) als auch die inaktive (R) Form des Rezeptors
charakterisiert werden. Denn die Agonisten-Bindungsstelle und die Antagonisten-
Bindungsstelle kdnnen an unterschiedlichen Positionen im Rezeptor lokalisiert sein.
AuRerdem ist vor allem die Rontgenkristallstruktur mit dem Agonisten Adenosin
interessant, weil dies der endogene Ligand des Aja-Rezeptors ist. Die Bindung von
Adenosin und auch NECA im Aza-Rezeptor wird in Kapitel 1.2.3 genauer beschrieben.

Tabelle 4. Kiristallstrukturen des Adenosin-A,s-Rezeptors mit verschiedenen Liganden.21

Nr. Ligand Zustand Auflésung  Jahr  Literatur

1 ZM241385 Antagonist inaktiv 2,60 A 2008  Jaakola et al.”

2 Adenosin Agonist aktiv 3,00 A 2011  Lebonetal.®

3 NECA Agonist aktiv 2,60 A 2011  Lebonetal.®®

4 UK-432097 Agonist aktiv 2,71 A 2011  Xuetal.®

5 ZM241385 Antagonist inaktiv 3,30 A 2011  Doréetal.*

6 XAC Antagonist inaktiv 331 A 2011  Doréetal.*

7  Coffein Antagonist inaktiv 3,60 A 2011  Doréetal.*

8 ZM241385 Antagonist inaktiv 2,70 A 2012  Hinoetal*

9 ZM241385 Antagonist inaktiv 3,10 A 2012  Hinoetal*
10 1,2,4-Triazin 4e Antagonist inaktiv 327 A 2012  Congreve et al.*?
11 1,24-Triazin4g  Antagonist inaktiv 3,24 A 2012  Congreve et al.*?

Bei den Rezeptoren sind die Disulfidbriicken von Bedeutung, da diese hauptséchlich fur
die Tertidrstruktur des Rezeptors verantwortlich sind. Der Adenosin-A;a-Rezeptor
bildet vier Disulfidbricken aus und zwar Uber die Cysteine Cys71 - Cys159 (EL1-2),
Cys74 - Cys146 (EL1-2), Cys77 - Cys166 (TM3-EL2) und Cys259 - Cys262 (EL3-3).?
Im Gegensatz dazu bildet der Ajg-Rezeptor lediglich zwei Disulfidbriicken aus und
zwar zwischen den Cysteinen Cys72 - Cys167 (EL1-2) und Cys78 - Cys 171 (TM3-
EL2). Die letzt genannte Disulfidbriicke ist aullerdem essenziell fur die

Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung.** **
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Abbildung 3 zeigt die RoOntgenkristallstrukturen des Adenosin-Aza-Rezeptors mit
unterschiedlichen Liganden. Dabei interagieren die beiden Antagonist ZM241385 (A)
und Coffein (C) an der gleichen Antagonisten-Bindungsstelle, die offensichtlich in der
TM6 und der TM7 liegt. Dabei spielt auch die zweite extrazellulare Schleife eine Rolle.
Hervorzuheben sind die Aminosauren Phel86 (EL2), Asn253 (TM®6) und 1le274 (TM7),
die wesentlich an der Bindung beteiligt sein sollen.* Anhand der
Rontgenkristallstrukturen mit den Agonisten UK432097 (B) und Adenosin (D) wird

deutlich, dass die Agonisten-Bindungsstelle mit der Antagonisten-Bindungsstelle

A ZM241385 B UK432097 C Coffein D Adenosin
Antagonist Agonist Antagonist Agonist

Abbildung 3.  Roéntgenkristallstrukturen des Adenosin-Aa-Rezeptors  mit  verschiedenen
Liganden. (A) Der Antagonist ZM241385 bindet im inaktiven Zustand (R) an den A,s-Rezeptor, welcher
durch ein Antikorperfragment F,, (grau) stabilisiert wird. (B) zeigt die aktive Form (R*) mit dem
Agonisten UK432097 stabilisiert durch ein T4 Lysozym (grau). (C) und (D) sind thermostabilisiert,
wobei in (C) der Antagonist Coffein im Zustand R und in (D) der endogene Agonist Adenosin im
Zustand R* an den A,a-Rezeptor bindet. Zusétzlich zeigen die zwei Ausschnitte von (C) und (D) einige

wichtige Aminoséauren, die an der Ligandenbindung beteiligt sind. Modifiziert nach Tate.?
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teilweise Ubereinstimmt. Denn bei der Bindung der Agonisten UK432097 und Adenosin
sind die wichtigsten Aminoséuren ebenfalls Phel186 (EL2), Asn253 (TM6) und lle274
(TM7).3 3% Der Unterschied bei dem Agonisten/Antagonisten-Rezeptor-Komplex
besteht in der Konformation des Rezeptors, denn hier bewegen sich die TM3, TM4
TM5 und TM7 je nach Ligand.*® %

Abbildung 4 zeigt die Rontgenkristallstruktur des p-opioid-Rezeptors, welche die erste
ist, die als ein Tetramer publiziert wurde.*® Die vier p-opioid-Rezeptoren sind linear
angeordnet. In der Abbildung sind eindeutig die beiden Interaktionsflachen zu
erkennen. Dabei bilden die TM5 und TM6 eine Kontaktflache und eine zweite die TM1,
TM2 und Helix8. Die letzte genannte Interaktionsflache ist die schwéchere der beiden,
da die Kontaktflache hier lediglich 615 A2 groR ist. Die 1492 A2 groRe
Interaktionsflache zwischen der TM5 und TM6 ist scheinbar wesentlich starker
ausgepragt, da hier insgesamt 28 Aminosauren miteinander interagieren.** Die

Oligomerisierung konnte hier allerdings auch ein Artefakt darstellen.

T™1-
Sicht von oben TM5- TM2- TM5-
von TM6 H8 TM6

Extrazellular 1 b . l 1

Extrazellular

Intrazellular

Abbildung 4. Kristallstruktur des p-Opioid-Rezeptor-Tetramers.*
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1.1.2 Purinerge Rezeptoren

Purinerge Rezeptoren lassen sich in die drei Familien PO-, P1- und P2-Rezeptoren
einteilen (siehe Abbildung 5). Die PO-Rezeptoren sind die Adenin-Rezeptoren mit dem
endogenen Agonisten Adenin als Liganden. Zu dieser Familie gehéren die Adel- und
Ade2-Rezeptoren.** Die P1-Rezeptoren haben als physiologischen Liganden das
Adenosin und werden daher auch Adenosin-Rezeptoren genannt. Diese lassen sich in
die vier Subtypen As-, Asa-, Agg- und As-Rezeptoren unterteilen.*® Sowohl die PO- als
auch die P1-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die Familie der P2-
Rezeptoren l&sst sich in die zwei Subfamilien P2X- und P2Y-Rezeptoren unterteilen,
wobei die P2X-Rezeptoren Ligand-gesteuerte lonenkandle und die P2Y-Rezeptoren
GPCRs sind. Bei den P2X-Rezeptoren gibt es sieben Untergruppen und zwar P2X;.7,
welche durch ATP aktiviert werden und bei den P2Y-Rezeptoren sind es die acht
Subtypen P2Y1 2461114 Mit den Agonisten ATP, ADP, UTP, UDP.*" 8

ADP AMP
ATP ) m—),

-I/—
S NV

P2
Nukleotid-Rezeptoren

m Adenosin S—) Adenin

nur A;

D N

PO
Adenin-Rezeptoren

P1
Adenosin-Rezeptoren
Ay J AZAJ AZBJ As J

P2Xi7 J P2Y1,2,4,6,11_14 J Adel J Ade2 J

Ligand -

gesteuerter G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

lonenkanal

45-51

Abbildung 5.  Purinerge Rezeptoren mit den physiologischen Agonisten.
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Extrazellulares ATP kann durch Enzyme wie die Ecto-Nucleosidtriphosphat
Diphosphohydrolase (E-NTPDase) zu ADP und AMP abgebaut werden (siehe
Abbildung 6). Dabei aktiviert ATP sowohl P2X- als auch P2Y-Rezeptoren. Nach der
Hydrolyse von ATP durch E-NTPDase 2 (CD39L1) zu ADP kann der Ligand nur noch
an P2Y-Rezeptoren binden. ADP kann wiederum durch E-NTPase 1 (CD39) zu AMP
abgebaut werden.*” > Dieses AMP scheint an den A;-Rezeptor zu binden und diesen zu
aktivieren.>* Der Abbau von AMP zu Adenosin, welches an die P1-Rezeptoren bindet,
wird durch die Ecto-5-Nucleotidase (CD73) katalysiert. Eine Spaltung der
nukleosidischen Bindung des Adenosins fuhrt dann zum Adenin, welches an die PO-
Rezeptoren binden kann. Adenosin kann aber auch Uber Transporter in den
intrazellularen Bereich gelangen und dort durch Adenosin-Kinasen zu AMP

phosphoryliert werden.>* 3

NH, NH,
X X
</ ‘ N </ ‘ N
0o o ) 0o o )
I I I N I I N N
| ||=—o—r-|’—o Ho—||=—o—||=—o
OH OH OH (o} OH OH (o)
E-NTPDase 2 E-NTPDase 1
OH OH OH OH
ATP ADP

O N \N </ f\) NH,
. /T
w Ecto 5'- w < )
Nucleotidase

AMP Adenosin Adenin

Abbildung 6.  Agonisten von purinergen Rezeptoren: Abbau von ATP tber ADP, AMP und

Adenosin zu Adenin.
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1.1.3 Pharmazeutische Bedeutung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

In Deutschland sind laut der Roten Liste Online 7002 Arzneimittel mit 2277
verschiedenen Wirkstoffen auf dem Markt (Stand: August 2012).>* Diese Wirkstoffe
haben verschiedene Zielstrukturen (Targets) im menschlichen Korper, welche
hauptsachlich Proteine sind. Abbildung 7 zeigt die Targets der auf dem Markt
befindlichen Arzneimittel. Dabei spielen die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
zusammen mit den Enzymen eine besonders wichtige Rolle, da diese 77 % aller
Zielstrukturen fir Wirkstoffe darstellen. Insgesamt wirken ca. 30 % aller Arzneimittel
liber GPCRs.”®

1% DNA 1% Integrine
2 % sonstige

47 % Enzyme 4 % andere Rezeptoren

30 % GPCRs

4 % nucledre
Hormonrezeptoren 7 % lonenkandle

4 % Transporter

Abbildung 7.  Prozentuale Verteilung der Targets fur die auf dem Markt befindlichen
Arzneimittel modifiziert nach Hopkins (Stand 2002).® Im September 2012 liegt der Anteil der

Arzneistoffe mit GPCRs als Target nach Tate immer noch bei 30 %.%°

Die pharmazeutische Bedeutung liegt darin, dass zahlreiche Krankheiten mit
Wirkstoffen behandelt werden kénnen, die tiber GPCRs wirken. Die Auswahl reicht von
allergischen Reaktionen, Muskelverspannungen, Hypertonie, Durchfall und Schmerzen
uber Asthma, Herzinsuffizienz und Migréne bis hin zu Schizophrenie, Parkinson und
viele Weitere. Die Wirkstoffe binden dabei unter anderem an die GPCRs wie Histamin-
Rezeptoren, GABAg-Rezeptoren, Adrenozeptoren, Opioid-Rezeptoren, Muskarinische
Acetylcholin-Rezeptoren, Adenosin-Rezeptoren, Angiotensin-Rezeptoren, Serotonin-
Rezeptoren oder Dopamin-Rezeptoren.
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1.1.4 Di- und Oligomerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Seit wenigen Jahren riickt der Fokus der wissenschaftlichen Forschung bei G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren auf die Untersuchung von Rezeptoroligomeren. Denn GPCRs
konnen sowohl als Monomere, Dimere, Trimere oder hohere Oligomere vorliegen.
Sowohl fir die Grundlagenforschung als auch fir die Pharmazie ist diese Erkenntnis
besonders wichtig, weil die Pharmakologie gleicher Rezeptoren durch die
Oligomerisierung verandert sein kann.>’ Das Wissen (iber Rezeptordimere erdffnet die
Moglichkeit Wirkstoffe zu entwickeln, die hochspezifisch an zwei Rezeptoren
gleichzeitig binden und damit das Risiko von unerwiinschten Arzneimittelwirkungen
stark senken.*®

Doch zunéchst zu den Dimeren, denn hier wird zwischen Homo- und Heterodimeren
unterschieden, also zwischen der Dimerisierung gleicher Rezeptoren und
unterschiedlicher Rezeptoren.® Die Dimerisierung wurde grundsétzlich sowohl bei
DNA bindenden Rezeptoren als auch bei den membranstdndigen Rezeptoren, wie bei
den GPCRs, beobachtet.®” ® Die Bildung dieser Rezeptor-Komplexe findet je nach
Rezeptor und Gewebe entweder im endoplasmatischen Retikulum/Golgi statt oder
Ligand-induziert in der Zellmembran.®? Bei letzt genanntem wirkt der Ligand als
Initiator fir die Dimerisierung, allerdings sind diese transienten Interaktionen zwischen
den GPCRs weitestgehend unaufgeklart.®® Die Dimerisierung kann Einflisse auf die
Ligandenerkennung, Rezeptoraktivierung, Signaltransduktion, Rezeptorregulation
(Internalisierung) und die Fluiditat der Zellmembran haben.®® Die Affinitat eines
Liganden zu einem Dimer verglichen mit einem Monomer kann sich stark
unterscheiden. Zur Aktivierung der Dimere kdnnen auch Antikorper dienen, die an
beiden Rezeptoren gleichzeitig binden oder Antagonisten, welche an Antikdrpern
gebunden sind und somit die Dimerisierung auslosen und direkt aktivieren.®* Durch eine
hohere Variation an Bindungsstellen kdnnen maéglicherweise mehr und unterschiedliche
Liganden binden. Im Vergleich zu einem Monomer zeigt ein Dimer verénderte
Distanzen zu den einzelnen Untereinheiten, welches wiederum als Aktivierungssystem
genutzt werden kann.®® Durch Kreuzphosphorylierungen eines Dimers kann die
Aktivierung der Rezeptoren ebenfalls beeinflusst werden.®® In einigen GPCRs der
Klasse C konnte die Dimerisierung durch kovalente Disulfidbriicken gezeigt werden.®
Die Signaltransduktion kann durch multiple Kontaktpunkte und somit durch eine héhere
Spezifitdt verandert werden. Unterschiedliche Aktivitdten der Dimeruntereinheiten

fihren zu einer Kreuzregulierung in der Signalverarbeitung. Es kommt ebenfalls zu
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einer Kreuzregulierung der Internalisierung der Rezeptoren und damit der Mobilitat der
Zellmembran.®® Bei einigen Dimeren kann ein Ligand nur an dem einen Rezeptor
binden, welcher wiederum den zweiten Rezeptor aktiviert an dem das G-Protein
gekoppelt ist.®* Monomere und Dimere kénnen sich zusétzlich auch noch in der
Geschwindigkeit der Signalweiterleitung unterscheiden.®” Bei der Homodimerisierung
handelt es sich um ein zusammenlagern von zwei Rezeptoren der gleichen Art, wie zum
Beispiel bei den Leukotrien B, Rezeptorhomodimeren.®® Heterodimere bestehen
dagegen aus zwei unterschiedlichen Rezeptoren, wie die GABAg; und GABAg;
Rezeptoren.®® Es wird weiterhin unterschieden zwischen Rezeptorhomomeren und
homomeren Rezeptoren bzw. Rezeptorheteromeren und heteromeren Rezeptoren, siehe
Abbildung 8.° Bei den Rezeptorhomomeren/Rezeptorheteromeren sind sowohl die
Monomere als auch die Dimere funktionstiichtig. Jedoch sind bei den
homomeren/heteromeren Rezeptoren die Monomere nicht aktivierbar, sondern nur die

Dimere.”

o [l W @
1 1 ] ] ]

Dimere

Homomere Heteromere Rezeptor- Rezeptor-
Rezeptoren Rezeptoren homomer heteromer

Abbildung 8.  Nomenklatur  der  Rezeptordimere: Homomere/Heteromere ~ Rezeptoren
(Viereck/Kreis) sind Rezeptoren die keine Funktion (rot) als Monomere ausiiben kénnen, sondern nur als

Dimere oder Oligomere (griin). Rezeptorhomomere/Rezeptorheteromere sind als Monomere und Di-

/Oligomere funktionstiichtig. Modifiziert nach Millar und Ferre.”” ™

Seit 2010 gibt es eine Online-Datenbank tber die Oligomerisierung von GPCRs — ,,The
G Protein Coupled Receptor - Oligomerization Knowledge Base Project™ oder kurz
GPCR-OKB auf www.gpcr-okb.org.” ™ Im September 2012 sind dort 142 Oligomere

gelistet. Tabelle 5 zeigt eine Auswahl Uber die wichtigsten erforschten GPCRs, die

Homo- bzw. Heteromere bilden kdnnen.
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Tabelle 5. Auswahl an GPCRs die Homo- (links) bzw. Heterooligomere (rechts) bilden kénnen.

Rezeptor

A; Adenosin

Ao Adenosin

Az Adenosin

AT Angiotensin Il

AT, Angiotensin Il
B1-Adrenoceptor
B2-Adrenoceptor

B2 Bradykinin

Cb5a Rezeptoren

CCR2 Chemokin

CCR5 Chemokin
CXCR4 Chemokin

D; Dopamin

D, Dopamin

D3 Dopamin

GABAGg:

GABAg;

Gonadotropin RH

Hefe a-Faktor Rezeptor
H, Histamin

H, Histamin

5-HTa Serotonin
5-HT,g Serotonin
5-HT1p Serotonin
5-HT,a Serotonin

I9G Hepta

Leukotrien By
Luteinisierendes Hormon
MT; Melatonin

MT, Melatonin
Metabotropic mGlu;
Metabotropic mGlu,
Metabotropic mGlus

M1 Muskarinischer ACh
M, Muskarinischer ACh
M3 Muskarinischer ACh
Neuropeptid Y1 Rezeptor
d-opioid Rezeptor
k-opioid Rezeptor
p-opioid Rezeptor
SSTR1a Somatostatin
SSTR;g Somatostatin
SSTR;c Somatostatin
SSTR,a Somatostatin
Thyrotropin

V, Vasopressin

Literat

ur
74

75-78

89,

106,

110,

79
80
81
82
83
84
85
86
86
87
88
90
91
92
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

68
102
103
103
104
105
107
108
109
111
112
113
114
115
116
117
116
117

93
118

Rezeptor Literatur
A; — Aya Adenosin 119
A, —D; 120
A; —mGlu, 121
A, —P2Y; 122
A, - P2Y, 123
Aoa— CBy 124
Aoa— D, 125
Aoa — D3 126
Aop — mGIu5 121
A,n—D,—CB; 124
Aop— Dy — mGIu5 127
AT, — AT, Angiotensin 128
AT, — B, Bradykinin 80
AT, -CB; 129
CB; - D, 124
CB; — p-Opioid 130
CB; — 8-Opioid 130
CB; — x-Opioid 130
CB; — Orexin-1 131
CCR2 - CCR5 8
CCR2 - CXCR4 132
CCR5 — CXCR4 133
D, - D, 134
D; — D3 135
D, — D 136
D, — Ds 137
D, — ap/B1 adrenerg 138
D, — mGIu5 127
GABAg; — GABAg, 63,69, 15,
GABAg; — mGlu; 141
GABAg; — mGlu; 141
GABAg; — 5-HTia 142
GABAg, — OT Oxitocin 143
GABAg; — 5-HTia 142
5-HT1a — 5-HT1g 142
5-HT4 — 5-HT1p 142
5-HT1g - 5-HT1p -
5-HT,a — mGlus, 145
5-HT7s — mG|U2 146
mGlu, — mGlus 146
MT; — MT, Melatonin 87
M, — M3 muskarinisch 147
3-Opioid — k-Opioid 114
§-Opioid — p-Opioid 1S

148
148

6-Opioid — B,-Adrenoceptor
k-Opioid — B-Adrenoceptor
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Das Spektrum von Mechanismen durch die Dimerbildung ist breit gefachert. Im
Folgenden werden verschiedene, kurze Beispiele mit den entsprechenden
unterschiedlichen Mechanismen fur Homo- und Heterodimerisierungen bei GPCRs
dargestellt. Tabelle 6 gibt einen Uberblick Uber die besonderen Eigenschaften

ausgewadhlter Dimere, die im Text genauer beschrieben werden.

Tabelle 6. Ubersicht: Eigenschaften verschiedener Rezeptordimere.

Rezeptor 1 Rezeptor 2 Besonderheit Literatur

Aktivierung erfolgt tber 68, 149

Leukotrien B, Leukotrien B . .
4 4 asymmetrische Konformation

symmetrische Konformation; 106
mGIuR mGIuR . .
> > beide Rezeptoren voll aktivierbar
GABAg; GABAg; Transaktivierung 63
D D Anderung des G-Proteins von 134
! 2 Gas bzw. Ga; nach Gaog
TM4 bildet die transiente 150
D, D, : )
Interaktionsflache
D o D, dimerisiert und inhibiert nur am 138
4 18 Tag (nicht in der Nacht) a;g-Rez.
D B D, dimerisiert und inhibiert nur am 138
4 ! Tag (nicht in der Nacht) die 1-Rez.
CB; Orexin-1 CBs-Ligand antagonisiert Orexin-1 131
AT, AT, Rezeptor als spezifischer Antagonist 128
héhere Affinitat von Liganden zum 112
Y1 Y, :
Dimer als zum Monomer
DOR DOR TMA4/TM5 bildet die 151, 152
Interaktionsflache
Ligandabhéngige Dimere; 13
DOR KOR . .
© © Bivalente Liganden 152,153
Anderung des G-Proteins von
DOR MOR Ga; nach Gogz; Affinitatsverlust 154,155
von Agonisten
Inaktivierung des jeweilig 156
MOR
%2A anderen Rezeptors
MOR NK1 (substanz P Steigerung der Interaktion 157
Rezeptor) von MOR mit B-Arrestin
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Rezeptor 1 Rezeptor 2 Besonderheit Literatur
Interaktionsflache an der TMD5;
B B Agonisten stabilisieren Dimere; 83
2 2 Inverse Agonisten
stabilisieren Monomere
LH LH Transaktivierung 71,158
N-Formyl- N-Formyl- Zeitliche Darstellung von der
Peptid- Peptid- Assoziation und Dissoziation von 159
Rezeptor Rezeptor Dimeren
Dimer aktiviert G-Protein starker als
5-HT, 5-HT, 160
Monomer
M M Interaktionsflache besteht aus 110
s : TM1,2,4,5und 7
Die  Leukotrien-Bs-Rezeptoren  kénnen  Homodimere  bilden, wobei die

Rezeptorkonformation durch G-Proteine kontrolliert wird.**® Die Aktivierung erfolgt
dabei nur Uber die asymmetrische Rezeptorkonformation. Bei diesen Rezeptoren gibt es
keine Transaktivierung, dies bedeutet keine Ubertragung des Signals von dem einen
Rezeptor auf den néchsten.®® mGIuRs-Rezeptorhomodimere miissen dagegen eine
symmetrische Konformation einnehmen, um ihren vollen Effekt bei Agonistbindung in

® GABAg-Rezeptoren hingegen

beiden Bindungstaschen entfalten zu kénnen.™
funktionieren als Heterodimere, wobei der Ligand an die GABAGg;-Einheit bindet und
nur die GABAg,-Einheit wiederum das G-Protein aktivieren kann.®® Dieser Vorgang
heilt Transaktivierung. Ein anderer Mechanismus ist bei den Dopamin-Rezeptoren zu
beobachten. Der Dopamin D;- bzw. D,-Rezeptor ist als Monomer ein Gos- bzw. Gaj-
gekoppelter Rezeptor. Die Signalkaskade &ndert sich jedoch stark, wenn die D;- und
D,-Rezeptoren als Heterodimere vorliegen, denn dann sind sie Gag-gekoppelt wie in
Abbildung 9 gezeigt. Die Rezeptoren lassen sich durch den Agonisten SKF 83959
aktivieren.®®  Fur  Dopamin-D,-Rezeptor-Homodimere ~ konnte  die  vierte
Transmembrandoméne (TM 4) als wichtige Kontaktstelle fur die Dimerisierung

identifiziert werden.*®® Dabei soll die Interaktion nur transient und recht unstabil sein.*®*
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SKF

SKF SKF SKF

83959 83959 83959 83959
D1 D2

148

ok

Same as in brain

Abbildung 9.  D;- und D,-Dopamin-Rezeptoren als Heterodimere: SKF 83959 ist ein Agonist an

den dargestellten Dopamin Rezeptoren. Die Monomere D;- bzw. D,-Rezeptor sind Gos- bzw. Goj-

gekoppelt. Das Heterodimer aus D;- und D,-Rezeptoren ist dann jedoch Go,-gekoppelt.™ ***

Die Zirbeldrise ist fur die Synthese und Ausschittung von Melatonin und Serotonin,
die den circadianen Rhythmus (Schlaf-Wachrhythmus) regulieren, zustandig. Auch hier
spielen Heterodimere eine wichtige Rolle. Denn nachts liegen die adrenergen o;g- und
B1-Rezeptoren als Monomere vor und fordern die Synthese von Serotoin und Melatonin.
Tags Uber, wenn die D4-Rezeptoren in der Zirbeldriise hochreguliert werden, bilden sich
azg-D4- und B1-D4-Rezeptordimere. Bei diesen Heterodimeren inhibiert der D4-Rezeptor
den jeweiligen adrenergen Rezeptor und die Synthese wird runter reguliert wie Dr.
Sergio Gonzalez Gonzalez dies 2012 publizierte.*® Therapeutisch gesehen haben die
Dimere ebenfalls einen Einfluss. Ein Beispiel ist Rimonabant, welches als
Antagonist/inverser ~ Agonist am  Cannabinoid-1  (CB;)  Rezeptor  zur
Nicotin/Raucherentwdhnung eingesetzt werden sollte. Als Nebeneffekt konnte die
Appetitziugelung festgestellt werden. Dies liegt daran, dass der CB1-Rezeptor mit dem
appetitstimulierenden Orexin-1-Rezeptor dimerisiert, wobei Rimonabant den Orexin-1
Rezeptor dadurch antagonisiert.™®" Ein anderes Beispiel fir die Vielfiltigkeit von
Dimeren bieten die Angiotensin-Rezeptoren. Der Vasopressor Angiotensin Il aktiviert
die Angiotensin-I- und -11-Rezeptoren. Der Angiotensin-11-Rezeptor kann direkt an den
Angiotensin-1-Rezeptor binden und wirkt selbst als Antagonist am Angiotensin-I-
Rezeptor. Damit wurde 2001 der erste Rezeptor (GPCR) identifiziert, der selbst als
spezifischer Antagonist wirkt.?® Bei manchen Dimeren wird durch die Dimerbildung
die Konformation der Ligandenbindungsstelle verdndert. So zum Beispiel der humane
Neuropeptid Y; Rezeptor, welcher zu den GPCRs gehort, liegt als Homodimer vor und
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weist fur den Antagonisten GR231118 eine 250fach erhohte Affinitdt zu dem
Homodimer als zu dem Monomer auf.'*? Dies verdeutlicht die Relevanz von Dimeren.
Eine gut untersuchte Rezeptorfamilie ist die der Opioid-Rezeptoren. Die
Interaktionsfliche von &-opioid-Rezeptorhomodimeren konnte von Johnston et al.
untersucht werden.”™" Dabei zeigten sich die TM 4 und TM5 als besonders wichtig.
Hierbei konnte auch eine schnelle Assoziation und Dissoziation von Dimeren
festgestellt werden. &-opioid-Rezeptoren (DOR) konnen ebenfalls di- bzw.
oligomerisieren. Es wurden auch Heterodimere von k-opioid Rezeptoren (KOR) mit
DOR gefunden, aber KOR und p-opioid-Rezeptoren (MOR) dimerisieren nicht.®” Die
Menge der Rezeptordimere ist zumindest bei den Opioid-Rezeptoren
agonistenabhéngig. Je hoher die Konzentration an Agonisten ist, desto mehr Monomere
und weniger Dimere/Oligomere liegen vor.**® In Abbildung 10 und der Bildunterschrift

ist der komplexe Mechanismus von p-8-Rezeptorheteromeren dargestellt und erklart.'®?

L

Abbildung 10. p-8-Rezeptor-Heterodimer: Inaktiver (1) und aktiver (2) Zustand des pu-8-Rezeptor-
Heterodimers. Ein bivalenter Ligand bindet als Agonist an den p-Rezeptor (3) und bindet als
Begleiterscheinung als Antagonist an den &-Rezeptor, der wiederum negativ mit dem p-Rezeptor
riickkoppelt (4). Durch Verdrdngung mit einem 8-Rezeptor Antagonisten (NTI = Naltrindol) dissoziiert
das Rezeptorheteromer (5). Dieses Modell zeigt das Dimere nur zusammen in einer aktiven oder passiven
Form vorliegen kdnnen, jedoch nicht in einer gemischten Form, es sei denn sie sind durch eine bivalente

Ligandenbriicke zusammengehalten.'®?
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Abbildung 11 zeigt einen bivalenten Liganden, der aus dem selektiven &-opioid-
Rezeptor Antagonisten Naltrindol und dem selektiven k-opioid-Rezeptor Antagonisten
5'-Guanidinnaltrindol besteht, welche durch einen Linker miteinander verbunden
sind.®> 3 Dieser Ligand bindet nun spezifisch an 3-k-opioid-Heterodimere. Die GroRe
des Linkers ist abhangig von der Entfernung der beiden Bindungsstellen. Bei p-p-
bivalenten Liganden soll eine ungefahre GréRe des Linkers von 22 A einen maximalen
Effekt bewirken.™®* 2 Eine C-C-Einfachbindung ist ca. 1,5 A lang und aufgrund der
Winkelung sind ungefahr 18 Atome als Linker notig und eine Lénge von 22 A zu
erreichen. Auf dieser Grundlage wurde der Linker fur den bivalenten 3-k-Antagonisten
synthetisiert. Wirkstoffe konnen nun noch gezielter entwickelt und unerwinschte

Arzneimittelwirkungen dadurch mdglicherweise reduziert werden.

Linker 5'-Guanidinnaltrindol
selektiver k-opioid-
Rezeptor Antagonist

Naltrindol
selektiver 6-opioid-
Rezeptor Antagonist

Abbildung 11.  Struktur eines bivalenten Antagonisten, der an das 8-k-opioid-Rezeptor-

Heteromer bindet.

Auch die apa-adrenergen-Rezeptoren dimerisieren mit p-opioid-Rezeptoren. Bindet
Norepinephrin als Ligand an den apa-adrenergen-Rezeptor oder Morphin an den p-
opioid-Rezeptor, so kommt es in dem Heteromer zu einer Konformationsanderung,
sodass der jeweils andere Rezeptor inhibiert wird und zeitweise (500 ms) nicht aktiviert
werden kann.'® y-opioid-Rezeptor Monomere interagieren geringfiigig mit B-Arrestin,
aber werden nicht internalisiert. Der Substanz-P-Rezeptor NK1 wird als Monomer nach
der Interaktion mit B-Arrestin schon internalisiert. MOR und NK21 bilden ein
Heterodimer, welches nach MOR- oder NK1-Ligandenbindung, zu einer erhohten
Aktivitit von MOR mit p-Arrestin und die anschlieBende Internalisierung des
Heteromers fihrt.™" Der Einfluss von Liganden spielt auch eine Rolle bei den

adrenergen Rezeptoren. Homodimere von [,-adrenerge Rezeptoren sollen an der
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finften Transmembrandoméne (TM 5) dimerisieren. Ein Peptid der TM 5 soll die
Dimerisierung als auch die Aktivierung verhindern. Dabei wurde erforscht, dass
Agonisten die Dimere stabilisieren und inverse Agonisten Monomere bevorzugen.®

Es konnen ebenfalls zwei defekte Rezeptoren miteinander dimerisieren und die
Rezeptorfunktion wieder aufnehmen. So konnte beispielsweise ein Luteinisierender
Hormon Rezeptor (LH) der zwar Liganden binden kann, aber keine Signale weiterleiten
kann, mit einem zweiten LH Rezeptor dimerisieren. Dieser zweite LH Rezeptor hat
allerdings keine Bindungsstelle, aber kann die Signale nach Aktivierung des ersten
Rezeptors weiterleiten. Dies ist eine Transaktivierung.”" **® Ein weiterer Punkt ist, dass
Kasai 2011 erstmals fur Rezeptoren eine Assoziation und Dissoziation von Mono- und
Dimeren aufnehmen konnte. Dies hat er am Beispiel des N-Formyl-Peptid-Rezeptors,
ein GPCR, gezeigt. Dabei bildeten sich alle 150 ms Dimere und alle 91 ms dissoziierten
Dimere in Monomere.®® Bei den von Chen durchgefiihrten Experimenten zeigt das p2-
adrenerge-CCK-Heterodimer eine weitestgehend vollstandige Dissoziation in die
Monomere nach Ligandenzugabe nach 2 bis 10 Minuten.'®* Besonders interessant ist
der Einfluss von dem GPCR auf das G-Protein. Der Serotonin Typ 4 Rezeptor aktiviert
ein G-Protein als Dimer starker als ein Monomer, obwohl nur eine Untereinheit zur
gleichen Zeit ein G-Protein aktivieren kann.!®® Auf dem Gebiet der Muscarin-
Rezeptoren insbesondere der Ms-Rezeptoren konnten neue Erkenntnisse tber Dimere
und Oligomere herausgefunden werden.'’® Um die Interaktionsflache des bekannten
Ms-Homodimers zu untersuchen, wurden 70 Aminosdauren einzeln in Alanin
ausgetauscht und die Mutanten mit Radioligand-Bindungsstudien und funktionellen
Experimenten untersucht. Zusétzlich wurde das Dimerverhalten mittels BRET
erforscht. Offensichtlich ist die Dimerbildung aber unabhéngig von einzelnen
Strukturelementen und sogar ganzer Transmembrandoménen. Es konnten aus acht
unterschiedlichen Regionen verteilt auf die TM Regionen 1, 2, 4, 5 und 7 wichtige
Aminosauren im Zusammenspiel identifiziert werden.'® Ein neuer wichtiger Schritt ist
die computerbasierte Berechnung und damit eine VVorhersage von Oligomeren auf dem
Gebiet der GPCR.' Mogliche Dimere und Interaktionsflichen kénnten so
zielgerichteter (als derzeit durchgefiihrt) mit experimentellen Methoden untersucht
werden. Selbstverstdndlich kdnnen computerbasierte Aussagen keine Experimente
ersetzen, es kann jedoch eine sehr hilfreiche Unterstiitzung darstellen. Ein weiterer
Schritt der Dimererforschung ware, wenn die Experimente nicht nur 'in vito', sondern

auch 'in vivo' durchgefiihrt werden wiirden.*®®
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Oligomere

Die Zusammenlagerung von mindestens zwei Rezeptoren wird als Oligomerisierung
bezeichnet. Bisher konnten zwei Trimere und drei Tetramere nachgewiesen werden.
Zunéchst konnte die Dimerisierung zwischen dem Adenosin-Aza-Rezeptor mit dem

4 Getrennt davon wurde die

Cannabinoid-CB;-Rezeptor  festgestellt werden.*
Dimerisierung von Aja- mit dem Dopamin-D,-Rezeptor und die CB;-D;
Heterodimerisierung beobachtet.!”® Daraus entwickelte sich ein Experiment zur
Untersuchung eines Komplexes aus den drei Rezeptoren A,a-CB;-D, in lebenden
Zellen.'?* Die stdchiometrischen Verhaltnisse bei der Oligomerisierung von Rezeptoren
sind jedoch weitestgehend unbekannt. Cabello et al. konnten den Nachweis fir die
Oligomerisierung von Adenosin-A,a-, Cannabinoid-CB;- und metabotropen Glutamat
mGlus-Rezeptoren erbbringen.®” Aufgrund der Rezeptorkombinationen besteht die
Vermutung, dass auch die Rezeptoren A;a-CB1-D2-mGlus ein Tetramer bilden.'®” Die
Methoden zur Erforschung von diesen Rezeptor-Komplexen begrenzt sich derzeit auf
Kombinationen von Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer (BRET) und
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET).

p-opioid Rezeptoren und 6-opioid Rezeptoren kdnnen nicht nur Dimere bilden, sondern
sogar auch Tetramere, die aber ab einer gewissen Konzentration des Liganden Morphin
wieder dissoziieren. Die 2011 verdffentlichte Studie konnte mittels FRET auf diese
Ergebnisse schlieBen lassen.!® Das p-opioid-Rezeptor-Homotetramer mit  der
publizierten Rontgenkristallstruktur wurde bereits in Kapitel 1.1.1 beschrieben.®
GABAg Rezeptoren liegen als Heterodimere vor, wobei der Ligand an die GABAGg;-
Einheit bindet und nur die GABAg,-Einheit wiederum das G-Protein aktivieren kann.
GABAg; und GABAGg; liegen aber auch jeweils als Homodimere vor. Es konnte nun
eine Kombination aus zwei GABAg;-Rezeptoren und zwei GABAg,-Rezeptoren als
Tetramer identifiziert werden. Dabei sind die GABAg,-Rezeptoren weiter voneinander
entfernt und die GABAg;-Rezeptoren liegen relativ eng zusammen. Dieses Tetramer hat
einen inhibitorischen Effekt, denn wenn das Tetramer gespalten wird, so steigt die

Aktivitat der Rezeptoren deutlich an.®® 140 169.170
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1.2 Adenosin-Rezeptoren

Die Familie der Adenosin-Rezeptoren lasst sich in die vier Subtypen A;, Aza, Azs und
Ags einteilen. Da diese Rezeptoren zahlreiche physiologische Funktionen tbernehmen,
sind sie auch in verschiedenen Krankheitsbildern involviert. Daher sind Adenosin-
Rezeptoren interessante Targets flir die Pharmazie. Nachfolgend werden die Adenosin-
Rezeptoren, insbesondere die Aja- und Ajg-Rezeptoren, genauer charakterisiert. Bei
dem Aufbau der vier Adenosin-Rezeptoren zeigen der humane A;- und As-Rezeptor
eine Sequenzhomologie von 49 % und der Aza- mit dem Ayg-Rezeptor eine Homologie
von 59 % auf.'™ Insgesamt besteht der A,a-Rezeptor aus 412 Aminosauren mit einer
molekularen Masse von 46 kDa und der Ajg-Rezeptor aus 332 Aminosduren mit
36 kDa. Der endogene Agonist ist das Adenosin, welches gleichzeitig der Namensgeber
fur diese Rezeptorfamilie ist. Extrazellulére basale Adenosinkonzentrationen liegen bei
30 bis 300 nM, welche bei Sauerstoffmangel, Entziindungsreaktionen, Ischamie,
Nerven- oder Muskelzellaktivitat hoher als 10 bis 15 pM ansteigen konnen.'’>
Aufgrund der Fahigkeit des Aja-Rezeptors im  Gehirn  schon  bei
Adenosinkonzentrationen von 0,1 bis 1 pM die cAMP-Produktion zu stimulieren, ganz
im Gegensatz zu dem Ajg-Rezeptor der ca. 10 bis 15 uM Adenosin benétigt, gilt der

Aza-Rezeptor als hoch affiner und der Azs-Rezeptor als niedrig affiner Rezeptor.®

1.2.1 Physiologische Funktionen von Adenosin-Rezeptoren

Die Aktivierung von Adenosin-Rezeptoren fiihrt zu einer komplexen intrazelluldren
Signaltransduktion, die je nach Rezeptorsubtyp und Zelltyp unterschiedlich sein kann.
Abbildung 12 und Tabelle 7 zeigen die vier Adenosin-Rezeptorsubtypen und die
Signalkaskade nach deren Aktivierung. Dabei wird zunédchst rezeptorspezifisch tiber das
entsprechende G-Protein das Effektorprotein aktiviert bzw. inhibiert. Die A;- und As-
Rezeptoren inhibieren (ber die G;-Proteine die Adenylatcyclase und hemmen dadurch
die cAMP-Produktion. Uber die Gq-Proteine aktivieren sowohl der A;-, As- als auch der
Azs-Rezeptor die Phospholipase C, welches membranstdndiges Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat in Inositol-1,4,5-triphosphat und Diacylglycerol spaltet. Dies fihrt
wiederum zur Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration und Aktivierung
weiterer Zielproteine, wie der Proteinkinase C und den MAP-Kinasen (Mitogen-
aktiviertes-Protein).'”* Der As-Rezeptor kann direkt iber Rho A die Phospholipase D
und nachfolgend die Proteinkinase C aktivieren.'” Letzt endlich werden je nach Zelltyp

bestimmte Gene, und damit die Transkription von Proteinen, reguliert. In
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Herzmuskelzellen und Neuronen kann der A;-Rezeptor K*-lonenkanéle aktivieren und
bestimmte Ca*'-lonenkanéle inhibieren.'”* Die Aza- und Azs-Rezeptoren vermitteln
Uber Gs-Proteine die Aktivierung der Adenylatcyclase, welche darauf intrazellular ATP
zu cCAMP abbaut. Der sekundare Botenstoff CAMP kann nun die cAMP-abhéngige
Proteinkinase A (PKA) aktivieren. Dies fihrt zur Phosphorylierung von
Funktionsproteinen, die je nach Zelltyp unterschiedliche Auswirkungen auf das

entsprechende Organ haben kénnen.!’

Alle vier Adenosin-Rezeptor-Subtypen agieren
uber den Mitogen-aktivierten-Proteinkinasen-Weg (MAPK), welche eine Rolle beim

Zellwachstum, der Differenzierung, dem Uberleben bzw. der Apoptose spielen.'

. & Py
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Abbildung 12.  Signaltransduktion der Adenosin-Rezeptoren. Die Aktivierung von A;- und As-
Rezeptoren inhibiert die Adenylatcyclase (AC) lber G;-Proteine, welches die cAMP-Produktion hemmt.
Zusatzlich wird, wie auch beim Ayg-Rezeptor, die Phospholipase C (PLC) tber G-Proteine aktiviert und
dies flhrt zu héheren Konzentrationen von Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG).
Die Aktivierung von A,a- und Aog-Rezeptoren flihrt zur gesteigerten Aktivitat der AC Uber G;-Proteine,
welches in einer Steigerung der intrazellularen cAMP-Konzentration fihrt. MAPK: Mitogen-aktivierten-
Proteinkinasen-Weg; CREB, cAMP Response Element Binding Protein; PI3K, Phosphatidylinsositol 3-
Kinase; PIP:, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PK, Proteinkinase; PLD, Phospholipase D; NF-«B,

nuclear factor-kB.1"
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Tabelle 7 zeigt ubersichtlich mit welchen spezifischen G-Proteinen die verschiedenen
Adenosin-Rezeptor-Subtypen gekoppelt sind und tber welche Effektorproteine ein
Effekt vermittelt wird.

Tabelle 7.  Effektorsysteme der Adenosin-Rezptoren.*® 17

Adenosin-Rezeptor  G-Protein  Effektorprotein Effekt
Gir23 AC cAMP |
A Gy PLC IPy/DAG 1
Gs AC cAMP 1
Ao Golr AC cAMP 1
Gisi6 IP3 1
Gs AC cAMP 1
Az
Gy11 PLC IPs/DAG 1
Giz AC cAMP |
As Gy11 PLC IPs/DAG 1
Rho A PLD

AC: Adenylatcyclase; PLC: Phospholipase C; cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat; IPs: Inositol-
1,4,5-triphosphat; DAG: Diacylglycerol; PLD: Phospholipase D

Die vier Subtypen von Adenosin-Rezeptoren sind in den verschiedenen menschlichen
Zellen unterschiedlich stark exprimiert. In Tabelle 8 ist eine Ubersicht (iber die
verschiedenen Expressionslevel der Adenosin-Rezeptoren in den menschlichen
Organen.*® Die A;-Rezeptoren sind ubiquitar vertreten. Besonders stark sind diese im
Gehirn, vor allem dem Préafrontalen Cortex, Cerebellum und dem Hippocampus, sowie
dem Ruckenmark, Auge, Nebenniere und VVorhof exprimiert. Der A,a-Rezeptor befindet
sich hauptséchlich in der Milz, Thymus, Leukozyten (Lymphozyten und Granulozyten),
Thrombozyten, Striatopallidale GABA-Neuronen und dem Olfaktorischen Bulbus. Der
Aos-Rezeptor ist lokalisiert im Cecum (Blinddarm), Colon, Harnblase, glatte
Muskelzellen, Lunge, Endothelzellen sowie Macrophagen und der As-Rezeptor in den
Testes und den Mastzellen.*® In einigen Geweben bzw. Zelltypen, wie z.B. in der
Lunge, den Blutgefassen, dem Herzen oder dem Gehirn (Hypophyse), sind sowohl Aza-
als auch Ajg-Rezeptoren gemeinsam exprimiert. Sie sind daher interessant flr diese
Arbeit in Bezug auf eine mogliche Heterodimerisierung dieser beiden Adenosin-

Rezeptoren. Die Expression der Rezeptoren an der Zelloberflache ist ein
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durch
inflammatorische Einfllisse sowie durch Adenosin schnell hoch oder runter reguliert

hochdynamischer  Prozess, der signalabhéngig metabolische  und
werden kann.”" So wird die Expression der A,g-Rezeptoren unter Hypoxie und bei
entziindlichen Prozessen stark gesteigert.”® Unter hypoxischen Bedingungen bindet der
Transkriptionsfaktor HIF-1a an die Promotorregion des Ajg-Rezeptor-Gens und erhéht
damit die Expressionsrate des Rezeptors.'”® Eine gesteigerte Azs-Rezeptor-Expression
konnte wéhrend der Hypoxie bei dentritischen Zellen, glatten Muskelzellen und
Fibroblasen ermittelt werden.”” Bei erhohter Stoffwechselaktivitat, Hypoxie oder
inflammatorischen Prozessen bendtigen die Zellen viel Energie, die durch den Abbau
von ATP iber ADP und AMP zu Adenosin, bereit gestellt wird. Die so gestiegene
Konzentration an Adenosin fiihrt zur Aktivierung der Adenosin-Rezeptoren. Des
Weiteren wird die Expression von Ajg-Rezeptoren durch inflammatorischen Faktoren
wie dem bakteriellen Produkt Lipopolysaccharid, Zytokinen TNF-a, Interleukinen IL-

1B, IFN-y oder freien Radikalen stark erhoht.™’”

Tabelle 8.  Expression der Adenosin-Rezeptoren im Menschen, ¢ 177 178. 180
Rezeptor Hohes Mittleres Geringes
Subtyp Expressionslevel Expressionslevel Expressionslevel
Gehirn (Cortex, Cerebellum, andere Hirnregionen, Lunge,
Hippocampus), Hinterhorn des  Skelettmuskulatur, Leber,  Bronchien,
A Rickenmarks, Auge, Niere, Fettgewebe, Pankreas
! Nebenniere, Vorhof Speicheldriise, Osophagus,
Colon, Antrum, Testes,
Herz
Striatum, Milz, Thymus, Herz, Lunge, andere
Leukozyten (Lymphozyten und Blutgefésse Hirnregionen
Aoa Granulozyten), Thrombozyten,
Striatopallidale GABA-
Neuronen, Olfaktorischer
Bulbus
Cecum (Blinddarm), Lunge, Blutgefasse, Fettgewebe,
Colon, Harnblase, glatte Auge, Herzmuskelzellen,  Nebenniere, Gehirn,
A Muskelzellen, Endothelzellen,  Mastzellen, Lymphozyten, Niere, Leber, Ovarien,
28 Macrophagen Dentritische Zellen, Hypophyse, peniles
Fibroblasten, Neutrophile ~ Gewebe
Granulozyten
Testes, Mastzellen Gehirn (Cerebellum, Schilddrise, Gehirn,
Aq Hippocampus), Lunge, Nebenniere, Milz,

Zirbeldriise

Leber, Niere, Herz,
Darm, Testes
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Die Adenosin-Rezeptoren in den unterschiedlichen Organen (bernehmen wichtige
physiologische Funktionen. So ist der A;-Rezeptor (Gehirn und Auge) zusammen mit
dem A,a-Rezeptor unter anderem zustandig fiir die Schlafinduktion.*® Im Bereich des
Herzens und des Gehirns fiihrt die Aktivierung von A;-Rezeptoren zu antiischamischen
Effekten.!” Der A,a-Rezeptor spielt hauptsachlich bei antiinflammatorisch und
immunsupressiven Effekten, die durch Stress, Verletzung oder Infektionen
herbeigefiihrt wurden, eine wichtige Rolle.'*? Dabei kommt es durch die erhohte
Adenosinkonzentration zur Aktivierung von Aoa-Rezeptoren, welche Uber die
intrazellulare Bildung von cAMP und Phosphorylierungen bestimmter Zielstrukturen,
die Gene fiir proinflammatorische Faktoren, wie NF-xB, suppremieren.'®? Aga-
Rezeptoren sind auBerdem auf der Oberfliche von Thrombozyten zu finden.'®® Eine
Aktivierung dieser Aja-Rezeptoren fuhrt via Adenylatcyclase zur Verhinderung der

Thrombozytenaggregation.’® 1%

Zusatzlich  moduliert  der  Aza-Rezeptor
cardiovaskuldre Funktionen iber ERK1/2 Signale in der ventrolateralen Medulla nach
einer akuten myocardialen Ischamie.’®® Eine besonders wichtige Funktion hat der Aja-
Rezeptor im Striatum, wo dieser Uber Dimerbildung den Dopamin-D,-Rezeptor
beeinflusst. Diese kann Auswirkungen auf bestimmte Krankheitsbilder wie Parkinson
haben (siehe Kapitel 1.2.2)."®" 18 In Abhangigkeit vom Zelltyp kann der Adenosin-Agg-
Rezeptor sowohl pro- als auch antiinflammatorische Effekte vermitteln.'®® Die durch
Adenosin aktivierten Ajg-Rezeptoren an der Oberflaiche von Mastzellen, glatten
Muskelzellen, dem Lungenepithel, auf Fibroblasten, Endothelzellen und Macrophagen
fuhren alle Uber eine &hnliche Signalkaskade innerhalb der Zelle zur Bildung und
Ausschiittung von Interleukinen, welche proinflammatorisch wirken.**® Am Beispiel der
Mastzellen ist diese Signalkaskade in Abbildung 13 gezeigt. Wobei die Mastzellen bei
Asthma und allergischen Reaktionen eine Rolle spielen. Nach der Bindung von
Adenosin an den Azg-Rezeptor wird dieser aktiviert und gibt ein Signal an die Gs- bzw.
Gq-gekoppelten  Proteine,  welche  dber die Bildung von  zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) bzw. via Phospholipase C B (PLCB) und Calcium
(Ca®") den 'nuclear factor of activated T cells' (NFAT) aktiviert. NFAT startet die
Transkription von Interleukin 4 (IL-4). Der Ayg-Rezeptor aktiviert aber nicht nur die G-
Proteine, sondern auch Uber die dritte intrazellulare Schleife die MAP Kinase p38
(Mitogen aktiviertes Protein), welches direkt die Transkription von inflammatorischem
Interleukin IL-8 fordert. Der As-Rezeptor ist ebenfalls auf Mastzellen in

proinflammatorische Prozesse, wie die Férderung von Interleukinen, involviert.**
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Abbildung 13. Signalkaskade bei der Aktivierung von Adenosin-A,s-Rezeptoren auf Mastzellen
modifiziert nach Hasko.'*® Der aktivierte Ags-Rezeptor filhrt iber G,- via CAMP bzw. G4-Protein via
PLCP (Phospholipase C B) zur Stimulation von NFAT (nuclear factor of activated T cells), welches die
Transkription von Interleukin-4 fordert. Der A,g-Rezeptor aktiviert die Transkription von IL-8 Uber die
MAP-Kinase p38 (p38).

1.2.2 Pharmazeutische Bedeutung von Adenosin-Rezeptoren

Die Adenosin-Rezeptoren spielen bei vielen verschiedenen Krankheiten eine Rolle und
bieten sich daher als Target fur neue Wirkstoffe an. Derzeit sind vier Arzneimittel auf
dem Markt, die primar Uber Adenosin-Rezeptoren wirken. Der endogene Agonist
Adenosin ist seit 1997 auf dem deutschen Markt. Es ist ein koronarer VVasodilatator zur
intravendsen Anwendung in der Myokardperfusionsszintigraphie bei Patienten, die
nicht ausreichend belastungsféahig sind oder bei denen ein Belastungstest nicht
angezeigt ist.>* ' AuRerdem wird Adenosin bei paroxysmaler supraventrikuldrer
Tachykardie angewendet.’®® Der in den USA 2008 eingefiihrte A,a-Rezeptor Agonist
Regadenoson (Lexiscan®) kam 2011 unter dem Namen Rapiscan® auch auf den
deutschen Arzneimittelmarkt. Der Wirkstoff ist ein selektiver koronarer VVasodilatator,
der in der Diagnostik eingesetzt wird.*** Er wird als pharmakologischer stressausléser
bei der Myokardperfusionsszintigraphie mit Radionukliden bei Erwachsenen, die nicht

ausreichend korperlich belastet werden konnen, eingesetzt. Regadenoson bewirkt
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selektiv eine koronare Vasodilatation und einen verstarkten koronaren Blutfluss an
gesunden Koronararterien (hat jedoch kaum einen Einfluss auf stenosierte Arterien)
dadurch koénnen radioaktive Arzneimittel besser vom gesunden Myokard aufgenommen
werden als vom Stenosierten.'® Mit Hilfe der MDCT (multidetector computed
tomography) kann eine quantitative 3D-Bildanalyse zur Detektion von koronaren
Herzkrankheiten unter dem Einsatz von Regadenoson durchgefiihrt werden.!®® Die
beiden Wirkstoffe Coffein und Theophyllin, welche zu der Gruppe der Xanthin-
Derivate gehoéren, sind nicht-selektive Antagonisten an den Adenosin-Rezeptoren (A,
Asa und Agg) und ebenfalls auf dem deutschen Arzneimittelmarkt erhaltlich.'%* ¥
Coffein wird eingesetzt zur kurzfristigen Beseitigung von Ermidungserscheinungen
und Férderung der psychischen Leistungsbereitschaft und -fahigkeit.**> Zudem befindet
es sich auferdem in den Klinischen Studien (Phase IIlI) zur Behandlung von

ischamischen Herzerkrankungen.*®

Waéhrend Theophyllin bei der Behandlung von
Asthma bronchiale und der chronisch obstruktiven Atemwegserkrankung (COPD)
eingesetzt wird. Dabei wirkt Theophyllin als Antagonist an den Adenosin-Rezeptoren
und fuhrt zur Hemmung der Synthese von Entziindungsmediatoren, sowie der Induktion
der Apoptose und zur Translokation von intrazellularem Calcium. Dadurch kommt es
zu einer Relaxation der glatten Bronchialmuskulatur und der PulmonalgefaRe.'%

Derzeit werden 37 Wirkstoffe, die als Agonisten oder Antagonisten an Adenosin-
Rezeptoren binden und einen Effekt erzielen, in Klinischen Studien untersucht.'%% %
Dabei stehen hauptsdchlich Krankheiten wie Asthma, Parkinson, Entziindliche
Krankheiten, Diabetes, Glaukom und Rheumatoide Arthritis im Vordergrund der
Untersuchungen.® Tabelle 9 zeigt eine kleine Auswahl der Wirkstoffe, die sich derzeit
in den Klinischen Studien befindet. Interessant sind dabei vor allem Wirkstoffe, die bei
Krankheiten wirken gegen die noch keine optimale Behandlung mit aktuell verfligbaren
Arzneistoffen moglich ist. So wére zum Beispiel der A;-/As-Agonist IB-MECA bei
Glaukom, Rheumatoide  Arthritis, Psoriasis und anderen  entzindliche
Autoimmunerkrankung einsetzbar. Auch der A,a-Antagonist SYN-115 der sowohl bei
der Behandlung von Parkinson als auch bei Cocainsucht eingesetzt werden kann gehort
dazu. AuBerdem sind die Wirkstoffe interessant, die schon relativ weit in den
Klinischen Phasen sind, also Phase I, und damit kurz vor der Marktzulassung stehen.
Dazu gehoren der A;-Agonist Tecadenoson, der Aza-Agonist Binodenoson sowie die
Aoa-Antagonisten Apadenoson und Preladenant. Alle in Tabelle 9 gezeigten Ajg-

Antagonisten wirken gegen Asthma, COPD oder andere entzlindlichen Krankheiten und
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Tabelle 9. Adenosin-Rezeptor-Liganden in Klinischen Studien (Stand: 2012).
. Adenosin- . . Klinische .
Wirkstoff Rezeptor-Subtyp Ligand Krankheit Phase Literatur
Rheumatoide Arthritis,
IB-MECA Ay Agonist Psoriasis, Entziindliche ~ Phase Il %
(CF101) _
Autoimmunerkrankung
IB-MECA . Glaukom, 193. 198
A Agonist Phase Il '
(CF101) ! gonis Trockene Augen ase
Tecadenoson Paroxysmale
(CVT-510) Ay Agonist supraventrikuldre Phase IIl 1%
Tachykardie
. . . Aufhebung der 193, 198
Aminophyllin Ay Antagonist Anisthesie Phase Il
GW328267X Aoa Agonist COPD Phase Il '
Sonedenoson Diabetisches
(MRE-0094) Aoa Agonist FuBsyndrom, Phase Il ~ 190.1%
Wundheilung
Binodenoson . Myokard-perfusions- 194
(CorVue™) Ao Agonist szintigraphie Phase IV
Apadenoson Aoa Agonist Myokallrd_- perfu§|ons- Phase 111~ %
szintigraphie
Preladenant Aoa Antagonist Parkinson Phase Il %
. Parkinson, Sucht 193
YN-11 A An n . Phase 11
S 5 2A tagonist (Cocain) ase
. Praklin.
BAY60-6583 Ags Agonist Atherosklerose rardin. 103
Phase
ATL 844 A Antagonist Diabetes, Asthma 198
LAS38096 Azg Antagonist  Entziindungskrankheiten PF:?]ZLI:' 193
LAS101057 A Antagonist Asthma Phase | %
MRE2029- . , . Praklin. g3
£20 A Antagonist Entziindungskrankheiten Phase
. Préaklin. g3
IP 1 A Antagon Asthm
0OSIP33939 2B tagonist sthma Phase
GS-6201 . 190
(CVT-6883) Ao Antagonist COPD Phase |
QAF805 A As Antagonist Asthma Phase | 1%
IB-MECA . : o\ 200
(CF-101) Az Agonist Rheumatoide Arthritis Phase Il
CI-IB-M ECA - - 193’ 198
(CF102) Az Agonist Leberkarzinom Phase I/11
OT-7999 As Antagonist Glaukom Praklin. = 105
Phase
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befinden sich derzeit in der préklinischen Phase oder Phase | der klinischen Studien.
Der einzige Ag-Rezeptor-Agonist ist BAY60-6583 (praklinische Phase) und dieser soll
zur Behandlung von Arteriosklerose eingesetzt werden. Hier besteht ein grofRer Bedarf
neue, selektive und hochpotente Ajg-Rezeptor-Agonisten fir die Behandlung von
Krankheiten zu entwickeln.

Doch die Adenosin-Rezeptoren sind nicht nur an den oben erwahnten Krankheitshildern
beteiligt, denn es gibt weitaus mehr Indikationsgebiete. Tabelle 10 zeigt die potentiellen
Indikationsgebiete flir neue Liganden an den verschiedenen Adenosin-Rezeptor-
Subtypen. So konnten neue A,g-Rezeptor-Agonsiten bei Arteriosklerose, renale
Ischdme oder Entziindungen eingesetzt werden wahrend die Ajg-Antagonisten bei
Diabetes, Priapismus, Krebs Asthma, COPD, Entzindungen, Diarrhd, Colitis oder in

der Schmerztherapie eingesetzt werden.

Tabelle 10. Potentielle Indikationsgebiete fiir Adenosin-Rezeptor-Agonisten und —Antagonisten

(Auswah|)46, 171, 178, 180, 201-209

Potentielle Indikation
flr Antagonisten

Potentielle Indikation
fur Agonisten

Rezeptor
Subtyp

Tachykardie, Herzflimmern, Angina
pectoris, kardiale Ischamie,
Arrhythmie, Diabetes Typ 11,
neuropathischer Schmerz, Paroxysmale
Ay supraventrikuldre Tachykardie,
Entzundliche Autoimmunerkrankung,
Rheumatoide Arthritis, Psoriasis,
Glaukom, Trockenes Auge,
Schlaganfall, Epilepsie, Migréane

Herzinsuffizienz,
Nierenfunktionsstérung,
kognitive Krankheiten, Odem

Diagnostik der Herzdurchblutung,
COPD, Entzundungen, Diabetisches
FuRsyndrom, Rheumatoide Arthritis,

Morbus Alzheimer, Morbus
Parkinson, Ischamie im Gehirn,
Rickenmarkverletzung, Restless-

Aan Myokardperfusionsszintigraphie, Legs-Syndrom, Depression,
Schlafstorung, Ischamie (Niere), (Cocain)-Sucht, Morbus
Sepsis, Wundheilung Huntington, Migréne
Aurteriosklerose, Asthma, COPD, Diabetes,

Ao renale Ischamie, Entziindungen Entzlindungen, Priapismus,

Krebs, Diarrhd, Colitis, Schmerz

Schlaganfall, kariale Ischdmie, Glaukom, Psoriasis, Asthma,

As Rheumatoide Arthritis, Krebs, Nierenfunktionsstorungen

Leberkarzinom, Lungenverletzung
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1.2.3 Liganden und Ligandenbindungsstellen der Adenosin-Aza- und -Aggs-
Rezeptoren

In diesem Kapitel werden ausgewahlte Agonisten und Antagonisten der Aza- und Azg-
Rezeptoren vorgestellt. Der endogene Agonist aller Adenosin-Rezeptoren ist das
Adenosin (6-Aminopurin-9p-D-ribofuranosid). Von diesem leitet sich der potente aber
unselektive Agonist NECA (5'-N-Ethylcarboxamidoadenosin) ab. Die Strukturen von
den Agonisten Adenosin (1) und NECA (2), sowie den Antagonisten Coffein (3) und
Theophyllin (4) sind in Abbildung 14 dargestellt. Anhand der K;-Werte aus der Literatur
(siehe Tabelle 11) ist abzulesen wie affin und selektiv die Liganden an den vier
Adenosin-Rezeptor-Subtypen  binden. Die unselektiven und maRig potenten
Antagonisten Coffein und Theophyllin sind Xanthin-Derivate, welche an alle vier

Adenosin-Rezeptoren binden.

NH; NH,
N AN N X
/ N / N
(1 w
N N N N
HO HaC N o)
O (e}
OH  OH OH  OH
1 Adenosin 2 NECA
o Ha Q
H
H3C\N N H3C\N N
L2 Qw,
(@)} T N 'e) ’T N
CHs CHs
3 Coffein 4 Theophyllin

Abbildung 14.  Adenosin-Rezeptor-Agonisten (1, 2) und -Antagonisten (3, 4).
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Tabelle 11. Liganden mit K;-Werten getestet an humanen Adenosin-Rezeptoren.

172,193, 210

Ki-Werte (nM)

Nr. Name Ligand A Aon Ao A
1 Adenosin Agonist ~100 310 15000 290
2 NECA Agonist 14 20 140 25
3  Coffein Antagonist 10700 23400 33800 13300
4 Theophyllin Antagonist 6770 1710 9070 22300
5 CGS-21680 Agonist 289 27 >10000 67
6 Regadenoson  Agonist >10000 290 >10000  >10000
7 MSX-2 Antagonist 2500 5,38 2900 >10000
8 ZM-241385 Antagonist 774 1,6 75 743
9 BAY60-6583  Agonist >10000 >10000  3-10 >10000
10 PSB-603 Antagonist >10000 >10000 0,553 >10000
11  PSB-1115 Antagonist >10000 24000 53,4 >10000
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Die selektiven und hoch potenten Agonisten und Antagonisten am A,a-Rezeptor sind in
Abbildung 15 dargestellt. Dies ist zum einen der Agonist CGS-21680 (5), welcher in
dieser Arbeit bei Radioligand-Bindungsstudien und funktionellen cAMP-Experimenten
eingesetzt wird und zum anderen der im vorherigen Kapitel beschriebene Wirkstoff
Regadenoson (6), der als erster selektiver A,a-Rezeptor-Agonist auf den
Arzneimittelmarkt gekommen ist. Beide Agonisten leiten sich strukturell vom Adenosin
ab. AuRerdem sind die beiden hoch affinen und selektiven Aza-Antagonisten MSX-2 (7)
und ZM-241385 (8) gezeigt. Wobei MSX-2 mit Tritium markiert als Radioligand in
Bindungsstudien genutzt wird und ZM-241385 bei der Erforschung der
Rontgenkristallstruktur des A;a-Rezeptors eine wichtige Rolle spielte.

NH, O
N X
N OH
A
H N NN
H3C\/N 0] H NH2
O

]
OH OH N /k P
5 CGS-21680 "o " ’\\jw
) 0 N HN—CHj3

OH OH

/C Hs 6 Regadenoson
N
HC/\N | NH,
)\ % \ HO )\
0 N N =

0—CH, \Q\/\H)\N)%N o) |

OH 7 MSX-2 8 ZM-241385

Abbildung 15.  Selektive und hoch affine A 5-Rezeptor-Agonisten (5, 6) und -Antagonisten (7, 8).
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Abbildung 16.

CN
o/w
9 BAY60-6583
HsC §
S/
% \
N

10 PSB-603

H3C\/\N
>—®7803H cl

11 PSB-1115

Selektive/r und hoch affine/r As-Rezeptor-Agonist (9) und -Antagonisten (10, 11).

Abbildung 16 zeigt den selektiven und hoch affinen A,g-Agonisten BAY60-6385 (9),

der nach IUPAC 2-[6-Amino-3,5-dicyano-4-[4-cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-

ylsulfanyl]acetamid heil3t. Dieser ist, wie bereits in Kapitel 1.2.2 beschrieben, in den

vorklinischen Studien als Wirkstoff zur Behandlung von Atherosklerose.** Die beiden
Ag-Antagonisten PSB-603 (10) und PSB-1115 (11) gehoren zu den Xanthin-Derivaten.

Das mit Tritium markierte PSB-603 wird auch in Bindungsstudien am humanen Ajg-

Rezeptor verwendet.
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Fur die gezielte Erforschung neuer, hoch affiner und selektiver Liganden sollte die
Liganden-Bindungstasche des Rezeptors bekannt sein. Damit der Ligand wie ein
Schlissel perfekt in das Schloss, den Rezeptor, passt. Nachdem die
Rontgenkristallstruktur des Aoa-Rezeptors bekannt wurde, konnte zusammen mit den
Ergebnissen aus verschiedenen Mutagenesestudien, die Liganden-Bindungstasche
genauer charakterisiert werden.*® Abbildung 17 zeigt sowohl Adenosin als auch NECA
in der Bindungstasche des humanen Adenosin-A,a-Rezeptors. Zusatzlich sind polare
und unpolare Bindungen dargestellt. Soweit es bekannt ist, sind auch die an der
Bindung beteiligten homologen Aminoséduren der humanen A;-, Ags- und As-
Rezeptoren eingezeichnet. Besonders hervorzuheben ist die Aminosdure Phe 168 in der
zweiten extrazellularen Schleife (EL2) die tiber m-m-Wechselwirkungen mit dem
Adenin-Grundgerust interagiert und somit einen groflen Einfluss auf die Bindung

nimmt. AuRerdem scheint die Aminoséure Glu 169 im EL2 ebenfalls wichtig zu sein.®

Adenosin NECA
N (Phe 168 2sAEll2 [NH(Phe 168
1 @
: ‘ a @ Ay Val 169
5 @"‘"'@ ' ,', SO N H(Gilu 169
& Pl o

" A, Leu 264

L

!
Ser 277 FNNEEEEY S
- .
AT 2477 HO

Y
@/ H oD

-
Agg: Val 250 AW A, Ser 247
1
LED =it
A,: Ser 181

A;: Ser 181

Abbildung 17.  Adenosin und NECA in der Liganden-Bindungstasche des humanen Adenosin-
Aua-Rezeptors erstellt auf der Basis der Réntgenkristallstruktur.®® Dabei sind polare und unpolare
Bindungen bei der Agonistenbindung involviert. Die blau markierten Aminoséuren mit den blauen
Strahlen stellen van-der-Waals-Kréfte dar. Rote Aminosduren mit den farbig gestrichelten Linien stehen
fiir potentielle Wasserstoffbriicken. Aquivalente Aminosauren in den humanen A;- (orange), Asg- (lila)

und Asz-Rezeptoren (griin) sind entsprechend farbig hervorgehoben.
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Da es von dem Adenosin-A;g-Rezeptor noch keine Rontgenkristallstruktur gibt, ist die
prazise Voraussage Uber die Liganden-Bindungsstelle schwierig. Dennoch kénnen die
vielen durchgefiihrten Mutagenesestudien mit anschlieBenden Bindungsstudien und
Homologiemodelle des A,g-Rezeptors zur Aufklarung der Bindungstasche beitragen.
Die Homologiemodelle basieren auf der Rontgenkristallstruktur des A,a-Rezeptors, da
dies der nachst verwandte Rezeptor zum Azg-Rezeptor ist.”*! Insbesondere die zweite
extrazellulare Schleife wird in der Literatur bei vielen verschiedenen Rezeptoren als
besonders wichtig hervorgehoben.®® Die zweite extrazellulare Schleife spielt bei
anderen GPCRs, wie Dopamin-Rezeptoren, eine wichtige Rolle.”** Banderas et al.
konnten bei 5-HT,,-Rezeptoren, ebenfalls GPCRs, unterschiedliche Bereiche des EL2
zeigen, die die Ligandenbindung beeinflussen.?® Dabei interagieren Partialagonisten
und Agonisten mit einem bestimmten Bereich des EL2, Antagonisten mit einem
zweiten Bereich und inverse Agonisten mit einem dritten Bereich des EL2.% Bei dem
mit dem hA;g-Rezeptor nahe verwandten hA;a-Rezeptor lassen die Daten von Kim et
al. den Schluss zu, dass der EL2 moglicherweise direkt oder indirekt in die

Ligandenbindung involviert ist.*

Madglicherweise ist auch der EL2 des hA,g-Rezeptor,
wie der EL2 des Komplementfaktor-Rezeptor C5a, wie von Klco et al. postuliert wurde,
fur die geringere Aktivierung durch Liganden bei GPCRs verantwortlich.?> Eventuell
ist der EL2 auch an der Stabilisierung der inaktiven Rezeptorkonformation beteiligt.?*
2008 schloss de Graaf durch ein virtuelles Screening der zweiten extrazelluldren
Schleifen verschiedener GPCRs darauf, dass diese lediglich die Funktion eines
sterischen Filters fiir niedrig und hoch molekulargewichtige Liganden darstellen.?'® Der
EL2 wird als Schlissel der Selektivitatsunterschiede der Adenosin-Rezeptorsubtypen
angesehen, obwohl der Aza- und der Ajg-Rezeptor in diesem Bereich eine Homologie
von 70 % (56 % identisch) aufweisen. 2**' " Interessant wére daher ein Austausch der
EL2 vom hoch affinen Aza-Rezeptor zu dem niedrig affinen Ajg-Rezeptor. In der
eigenen Diplomarbeit konnten einige Aminoséuren in der EL2 mutiert und untersucht
werden.® Dabei zeigte lediglich die Aminoséure Glu 164 einen Effekt, der weniger auf
die Bindung als auf die Rezeptorkonformation zuriickzufihren ist. Die Bindungsstelle
des Ayg-Rezeptors ist zwar nicht bekannt, aber durch verschiedene Mutagenese- und
Docking-Studien kdnnen auf die moglichen Interaktionen zwischen den Liganden und
den Aminoséduren geschlossen werden. Diese sind in Abbildung 18 flr die Agonisten

NECA, BAY60-6583 und den Antagonisten PSB-603 gezeigt. Die Aminoséuren mit
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Abbildung 18.

Potentielle Interaktionen zwischen den Liganden NECA, BAY60-6583 und PSB-
603 mit den Aminosauren des humanen Adenosin-A,g-Rezeptors.
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dem grof3ten Einfluss auf die Ligandenbindung, sowohl bei den Agonisten als auch dem
Antagonisten, scheinen Asn 186 und Asn 254 zu sein. Bei den Antagonisten sollen die
Aminosauren Phe 173, Glu 174 und Phe 243 eine besondere Rolle spielen.??® Weitere
Studien und die Rontgenkristallstruktur des A,g-Rezeptors wirden hier zur Aufklarung

der exakten Bindungsstelle beitragen.

1.2.4 Di- und Oligomerisierung von Adenosin-Rezeptoren

Die Adenosin-Rezeptoren stehen im Fokus der Oligomerisierungsforschung. Derzeit
liegen publizierte Daten Uber Adenosin-Aj-, -Aza- und -Asz-Rezeptor-Homodimere
vor.”*™ Die A,g-Rezeptor-Homodimere und A,a-Ass-Heterodimere wurden bislang
noch nicht publiziert und sollen daher in dieser Arbeit genau erforscht werden.
Insgesamt sind elf Heterodimere bzw. Heterotrimere mit A;- und Aja-Rezeptoren
publiziert worden (siehe Tabelle 5 in Kapitel 1.1.4). Sowohl der Ag- als auch der As-

Rezeptor sind diesbeziiglich vollkommen unerforscht.

1.2.4.1 Adenosin-A;-Homodimer

A;-Rezeptoren sind in der Lage zu homodimerisieren, dabei soll die Bildung eines
Dimers aus den Monomeren durch den physiologischen Liganden Adenosin
herbeigefiihrt werden.”* Die Dimerisierung kann aber auch durch A;-Agonisten und A;-
Antagonisten induziert werden. Fur die Protein-Protein Interaktion wird die dritte
intrazellulare Schleife verantwortlich gemacht.” Der Nachweis firr dieses Homodimer
erfolgte sowohl durch Antikorper im Westernblot im Schweine-Cortex als auch Uber
Bimolekulare-Fluoreszenzkomplementation (BiFC).”* *** Bei der Untersuchung der
Interaktionsflache wurde die Aminosaure Trp132 (W132) in der TM 4 im A;-Rezeptor
genauer erforscht. Diese ist zwar nicht fir die Oligomerisierung wichtig, aber sehr wohl
fur die Ligandenbindung. Das Tryptophan interagiert mit Bereichen in der TM 3 und
TMD5 und verandert die Ligandenbindungsstelle so, dass ein absoluter Bindungsverlust

222 Dijese Aminosaure ist in allen

beim Austausch gegen Alanin erfolgt.
Adenosinrezeptoren konserviert und entspricht im Ajyg-Rezeptor der Aminosaure

Trp120 (W120).

41



1 Einleitung

1.2.4.2 Adenosin-A;a-Homodimer

Die Adenosin-Aza-Rezeptoren liegen nicht nur als Monomere, Homo- und
Heterodimere vor, sondern auch als Homo- und Hetertrimere.”” ** 22 Das Aja-
Homodimer konnte mit Hilfe von den Methoden BRET, FRET, BiFC und deren
Kombinationen nachgewiesen werden.” " #1224 Noch hohere Oligomere mit dem
Aza-Rezeptor sind bislang noch nicht publiziert. Die A;a-Rezeptor-Homodimere weisen
im Vergleich zu Monomeren eine hohere Resistenz gegentiber der Temperatur und
chemischer Denaturierung auf. Als wichtige Doméne fur die Dimerisierung des Aza-
Rezeptors konnte die TM 5 identifiziert werden. Die Aminosdure Met193 ist als

223

entscheidend wichtig fur die Dimerisierung publiziert worden.> Weitere Studien zur

Untersuchung der Interaktionsflache lassen darauf schlieen, dass auBerdem die

Transmembranregionen 1, 2, 6 und 7 wichtig sein sollen.?®

Das Enzym
Adenosindeaminase (ADA) soll mit dem Aja-Homodimer interagieren und dessen
Konformation beeinflussen. Als allosterischer Modulator soll ADA die Affinitat der

Liganden steigern und die Rezeptorfunktion verstarken.??

1.2.4.3 Adenosin-Azs-Homodimer

Aus der Familie der Adenosin-Rezeptoren ist das Ayg-Homodimer das einzige noch
nicht publizierte Dimer. Dennoch gibt es Spekulationen auf ein mdgliches
Vorhandensein des Ajg-Homodimers.??’ Das Ziel dieser Arbeit ist die mogliche
Existenz von Agg-Rezeptor-Homodimeren zu untersuchen. Sollten sich die
Vermutungen der Dimerisierung bestatigen, dann konnte eine Mutation an der
konservierten Aminosaure Met198 erforscht werden. Denn in allen Adenosinrezeptoren
ist dieses Methionin in der TM 5 konserviert und kénnte, wie im A,a-Rezeptor bereits
nachgewiesen, entscheidend zur Dimerisierung beitragen. Met193 im A,a-Rezeptor ist
die homologe Aminoséure zum Met198 im Ajg-Rezeptor. Um Heterooligomere des
Azs-Rezeptors zu untersuchen, ist es sinnvoll die Gewebe in denen der Ajg-Rezeptor
erhoht exprimiert ist, genauer zu untersuchen. Dazu gehéren im Menschen die glatte
Muskulatur, die cardialen Myocyten (Herzmuskulatur), Bronchialepithel und bei
Erkrankten das Colorectaladenocarcinom.??® Nun kann in genau diesen Geweben die
quantitativ haufigsten vorkommenden Rezeptoren, die keine A,g-Rezeptoren sind, auf
eine Heterooligomerisierung mit dem Ajg-Rezeptor hin untersucht werden. Hierbei
konnten moglicherweise parallelen zu dem nahe verwandten A,a-Rezeptor gezogen

werden.
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1.2.4.4 Adenosin-Asz-Homodimer

Kim und Jacobson haben bereits 2006 per Computermodel die Homodimerisierung des
Adenosin As-Rezeptors berechnet.??® Dabei sollen theoretisch die TM 4 und die TM 5
die Kontaktseite des Dimers darstellen. 2011 konnte Stephen J. Hill das Ag-Homodimer
publizieren.”” In dieser Publikation zeigen sie mit Hilfe von BiFC und dem
Fluoreszenzmikroskop die Homodimerisierung von Adenosin-As-Rezeptoren exprimiert
in CHO-K1-Zellen. Durch Dissoziationskinetiken mit dem fluoreszierenden Agonisten
ABA-X-BY630 haben sie allosterische Interaktionen bei Asz-Rezeptoren weitergehend

untersucht.”

1.2.45 Adenosin-A;-Aa-Heterodimer

Die Rezeptordimerisierung von A;- und A,a-Rezeptoren konnte mit Hilfe von BRET,
TR-FRET und BiFC nachgewiesen werden.'*® 22! 2% Der Wirkungsmechanismus des
Heterodimers ist in Abbildung 19 mit der entsprechenden Bildbeschreibung dargestellt.
Hier wird der Mechanismus im Striatum zur Regulierung vom inhibitorischen A;- und

stimulierenden Asa-Rezeptor auf die Glutamatausschiittung verdeutlicht.?*°

Low levels of adenosine High levels of adenosine

Glutamatergic
afferent from cortical,
thalamic and limbic areas

) Adenosine

Striatal GABAergic
efferent neuron

Striatal GABAergic
efferent neuron

Abbildung 19. A;-A,a-Rezeptordimerisierung: Bei geringen Konzentrationen an Adenosin im
Striatum wird Uberwiegend der A;-Rezeptor aktiviert und somit die Glutamatausschittung inhibiert
(links). Bei hohen Konzentration an Adenosin (rechts) wird auch der A,s-Rezeptor aktiviert, der
wiederum durch intramembrandre Interaktion den A;-Rezeptor inhibiert (roter Pfeil) und somit Glutamat

freigesetzt wird.”°
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Ein Heteromer Komplex aus A;- und Aza-Rezeptoren ist nach der Publikation von 2010
Gi gekoppelt. Bei nicht-physiologischen Liganden verringert ein A,a-Rezeptor-Agonist

massiv den Effekt eines A;-Rezeptor Agonisten.?*!

1.2.4.6 A;-Di-Heterodimer

Bei dem A;-Di-Heterodimer beeinflusst der Adenosin-A;-Rezeptor den Dopamin-Ds-
Rezeptor negativ. Dies bedeutet, dass Ai-Agonisten die Aktivitat und Funktionalitat des
D;-Rezeptors stark herabsetzen. Wird allerdings ein A;-Rezeptor-Antagonist an dem
Heterodimer getestet, so steigt die Funktionalitdt des D;-Rezeptors. Di-Agonisten

hingegen fiihren zur Spaltung des Dimers in die Monomere, 2% %%

1.2.47 A;-mGlu;-Heterodimer

Das A;-mGlu;-Heterodimer ist offensichtlich ein Dimer mit einem stark ausgeprégten
synergistischen Effekt. Bei der Inkubation mit dem mGlu;-Agonisten Quisqualinsaure
bzw. dem A;-Agonisten R-PIA steigt das Calcium-Signal bei diesen Heterodimeren
wesentlich stérker an als bei den Monomeren. Dieser Effekt lasst auf eine heterologe

Sensibilisierung schlieRen.**

1.2.4.8 A;-P2Y;-Heterodimer

Es konnte auch die Dimerisierung zwischen P1 und P2 Rezeptoren gezeigt werden.
Genauer gesagt die Heterodimerisierung von A;-Rezeptoren mit den P2Y1-Rezeptoren,
dabei kommt es zum signifikanten Affinitatsverlust von Agonisten und Antagonisten
fir den Adenosin-Rezeptor. Im Gegenzug dazu ist die Affinitdt vom potenten P2Y ;-
Rezeptor Agonisten ADPBS bei dem Dimer mit dem A;-Rezeptor im Vergleich zum

Monomer vom P2Y;-Rezeptor um den Faktor 400 signifikant erhoht. %

1.2.49 A;-P2Y,-Heterodimer

Durch das A;-P2Y,-Heterodimer werden die G-Proteine beeinflusst und zwar wird das
Gi-Protein gehemmt und das Gg-Protein gefordert. Dies konnte durch die funktionellen
cAMP- und Ca**-Experimente gezeigt werden. AuBerdem hemmen P2Y,-Agonisten die

Bindung von A;-Agonisten in dem Heterodimer.'?* 2%
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1.2.4.10 Adenosin-A,a-Aog-Heterodimer

Dieses Aya-Azs-Heterodimer ist nicht publiziert und soll in dieser Arbeit genauer
untersucht werden. Dennoch gibt es Spekulationen und Hinweise durch
Koimmunprazipitation auf die mdgliche Existenz dieser Dimere. Aullerdem wird in
dem Paper aus dem Arbeitskreis von Sitkovsky Uber den Einfluss von A,a-Rezeptoren

auf die A,s-Rezeptor Expression an der Zelloberflache diskutiert.?’

1.2.4.11 A;a-CB;-Heterodimer

Die Dimerisierung zwischen dem Adenosin-A;a-Rezeptor mit dem Cannabinoid-CBj-
Rezeptor konnte mittels Kolokalisationsexperimenten, Koimmunprazipitationen und
BRET festgestellt werden. Damit der CB;-Rezeptor jedoch aktiviert werden kann, muss
der A,a-Rezeptor zeitgleich stimuliert werden. Dies konnte in cAMP-Experimenten

gezeigt werden.***

1.2.4.12 Aya-Do-Heterodimer

Aoa-Rezeptoren  koénnen auch mit  D,-Rezeptoren heterodimerisieren, also
Koaggregieren, aber auch Kointernalisieren und werden zusammen Kodesensitisiert.'?
Das A,a-D,-Heterodimer konnte mittels BRET, FRET und BiFC nachgewiesen werden.
Die Affinitat von Dopamin-Agonisten kann durch Adenosin-Agonisten stark reduziert
werden. Dabei fiihrt die Aktivierung des A,a-Rezeptors zu einer verringerten und die
des D,-Rezeptors zu einer erhohten MAP-Kinase-Aktivitat. In Summe Uberwiegt der
inhibitorische Effekt durch den Adenosin-Rezeptor. Dariiber hinaus konnte mittels
SRET die Interaktion von Calmodulin, welches ein Calcium-bindendes Protein ist, mit
dem Heterodimer gezeigt werden. % 2** Das A,a-D,-Heterodimer konnte ein Target fiir
die Behandlung von Parkinson sein, indem Axa-Antagonisten in Kombination mit D,-

Agonisten L-DOPA gegeben werden.*®’

1.2.4.13 A a-Ds-Heterodimer

Durch Kolokalisations- und FRET-Experimente konnte das Aja-Ds-Heterodimer
nachgewiesen werden. Hierbei hemmt der Adenosin-A,a-Rezeptor-Agonist CGS-21680
die Bindung von Dopamin zum Dopamin-Ds-Rezeptor, dadurch wird auch die

hemmende Wirkung auf die Bildung von intrazellularem cAMP aufgehoben.?
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1.2.4.14 A;a-mGlus-Heterodimer

Der Aza-Rezeptor dimerisiert auch mit dem metabotropen Glutamat-mGlus-Rezeptor.
Dies konnte mittels Koimmunprézipitation und Konfokaler Mikroskopie gezeigt
werden. Das Dimer hat einen synergistischen Effekt auf ERK 1/2, aber keinen Effekt

auf die sekundaren Botenstoffe CAMP oder Calcium.**" 2%

1.2.4.15 A,A-CB;-Dy-Heterotrimer

Bisher wurden zwei Trimerisierungen mit Adenosin-Rezeptoren nachgewiesen.
Nachdem das A,a-CBji-Heterodimer und getrennt davon das Aza-D»-Rezeptordimer
erforscht wurden, entwickelte sich die Hypothese eines mdglichen Trimers. Der
Arbeitskreis von Prof. Dr. Rafael Franco konnte mit Hilfe von sequentiellem BRET-
FRET (SRET) und BRET-BIFC dieses Aa-CB;i-D,-Heterotrimer untersuchen und

bestatitgen.'?* 1°

1.2.4.16 Aoa-Do-mGlus-Heterotrimer

Cabello et al. konnten durch Koimmunprazipitation und SRET den Nachweis fir die
Oligomerisierung von Adenosin-Aza- mit dem Dopamin-D,- und dem metabotropen
Glutamat-mGlus-Rezeptor  erbbringen.”” Die genauen Wirkungsmechanismen,
Interaktionsflachen und Signalkaskaden, die durch dieses Trimer beeinflusst werden,

miussen allerdings noch genauer erforscht werden.
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1.3 Ziele der Arbeit

Der humane Adenosin-A,g-Rezeptor steht im Fokus der wissenschaftlichen Forschung,
da dieser Rezeptor bei zahlreichen Krankheiten eine Rolle spielt. Aus diesem Grund ist
der Rezeptor als potentielles Target fur neue Arzneimittel besonders interessant. Neue
hochpotente und selektive Agonisten und Antagonisten sind daher sowohl als
pharmakologische Werkzeuge in der Grundlagenforschung, als auch als potentielle
Arzneistoffe wichtig. Fir die zielgerichtete Synthese dieser selektiven und potenten
Liganden sind Erkenntnisse tber die Ligandenbindungstasche sowie den Mechanismus
der Aktivierung des Rezeptors von grofier Bedeutung. Bei einer Reihe verschiedener
GPCRs stellte sich die zweite extrazellulare Schleife als besonders wichtig fir die
Ligandbindung heraus. 2> #4526 Modelle fiihrten zu der Annahme, dass auch bei dem
humanen A,s- und dem nahe verwandten A,a-Rezeptor diese zweite extrazelluldre
Schleife wichtig fur die Ligandbindung sein kénnte. *® Des Weiteren kénnte der EL2
flr den beobachteten Unterschied in der Affinitat von Adenosin-Derivaten (Agonisten)
zwischen dem niedrig affinen Azs- und dem hoch affinen Aja-Rezeptor (mit)
verantwortlich sein. In der eigenen Diplomarbeit konnten einzelne Aminosauren des
EL2 mutiert, charakterisiert und deren Einfluss erforscht werden.® Um die Bedeutung
der gesamten EL2 zu erforschen, sollte im ersten Teil dieser Arbeit nun die komplette
zweite extrazellulare Schleife des A,g-Rezeptors gegen die zweite extrazellulare
Schleife des Aza-Rezeptors mittels 'Overlap-Extension’-Methode ausgetauscht und der
Einfluss auf die Ligandbindung und die Aktivierbarkeit des Rezeptors untersucht
werden. Dazu sollten mit Hilfe verschiedener A,s- und Aja-Liganden Radioligand-

Bindungsstudien und cAMP-Akkumulationsexperimente durchgefuhrt werden.

Bei der Arzneimittelentwicklung ist es besonders wichtig, dass der Wirkstoff spezifisch
und zielgerichtet an den Rezeptor bindet, der verantwortlich fir die Krankheit ist,
welche behandelt werden soll. Bindet der Wirkstoff dabei auch an andere Rezeptoren,
so kann es zu unerwinschten Arzneimittelwirkungen bei dem Patienten kommen. Dies
kann auch der Fall sein, wenn die Zielrezeptoren durch Dimer- oder Oligomerbildung
eine veranderte Pharmakologie verglichen mit den Rezeptormonomeren aufweisen. In
diesem Fall missten Substanzen entwickelt werden, die spezifisch an Monomere oder
Dimere binden und diese aktivieren oder blockieren. Durch diesen Ansatz lielen sich
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen mdglicherweise reduzieren. Bislang ist noch nicht

bekannt, ob Adenosin-As-Rezeptoren Rezeptor-Di- bzw. —Oligomere bilden kdnnen.
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Daher  beschaftigt sich  der zweite Teil dieser Arbeit mit der
Dimerisierung/Oligomerisierung von Adenosin-A,g-Rezeptoren. Hierzu soll zunédchst
die Methode des Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfers (BRET) zum Einsatz
kommen. Des Weiteren soll ggf. der Einfluss verschiedener Liganden auf mdogliche
Dimere untersucht werden. Dartber hinaus wére es von Interesse, die Interaktionsflache
zwischen den Monomeren zu identifizieren. Hierbei kdnnen zielgerichtete Mutationen

und auch Computermodelle hilfreich sein.

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit soll die Heterodimerisierung/Oligomerisierung
der nahe verwandten Adenosinrezeptor-Subtypen A,s- und A,a untersucht werden.
Sonja Hinz hatte im Rahmen ihrer Disseration festgestellt, dass sich die Pharmakologie
von gemeinsam exprimierten Aa- und Azg-Rezeptoren im Vergleich zu den einzeln

exprimierten Rezeptoren unterscheidet.”’

Ob dies tatsachlich auf die Bildung von Agg-
Aoa-Hetero(di)meren zuriickzufiihren ist, soll nun mittels Biolumineszenz-Resonanz-
Energie-Transfer-Methode untersucht werden. Auch hier sollen im Falle des
Nachweises von Dimeren der Einfluss verschiedener Liganden erforscht und
Computermodellberechnungen zur Interaktionsflache durchgefiihrt werden. Mit Hilfe
der konfokalen Mikroskopie soll aullerdem die Lokalisation der Rezeptoren untersucht

werden.
Der vierte Teil der Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Oligomerisierung der

Adenosin-Rezeptoren mit Hilfe der Elektrophorese unter Einsatz von SDS- und Blauer
Nativer-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE).
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2.1 Charakterisierung der zweiten extrazellularen Schleife des

humanen Adenosin-A,z-Rezeptors

Das methodische VVorgehen zur Charakterisierung der zweiten extrazelluléren Schleife
(EL2) des humanen Adenosin-Azg-Rezeptors (hAzg) ist schematisch in Abbildung 20
dargestellt. Das Projekt startet mit der Klonierung des pLXSN-HA-hA,s(EL2-hAza)
DNA-Konstruktes mittels der "overlap extension-Methode. Die Abkurzung hA,s(EL2-
hA2a) steht dabei fir den humanen Adenosin-Ayg-Rezeptor, dessen zweite
extrazellulare Schleife durch den EL2 des humanen Adenosin-A,a-Rezeptors ersetzt ist.
In einem zweiten Schritt folgt die retrovirale Transfektion von CHO-Zellen, welche die
Rezeptormutante an der Zelloberflache exprimieren. Nach den Membranpréparationen
von diesen Zellen kénnen ausgewahlte Liganden in Radioligand-Bindungsstudien an
dem hA,s(EL2-hA,a)-Rezeptor, sowie den Wildtypen hA,s und hA,a auf die Bindung
bzw. Affinitat getestet werden. Nachfolgende cAMP-Experimente an lebenden Zellen
uberprifen die Funktionalitat der Rezeptoren. Letztlich folgen Computermodelle,
basierend den Ergebnissen dieser Arbeit, die dieses Projekt abrunden. Alle Ergebnisse
aus den Radioligand-Bindungsstudien, den cAMP-Experimenten und den
Computermodellen fiihren nun zur Charakterisierung der Rezeptormutanten und lassen
auf die Bedeutung der EL2 von Adenosin-A,g-Rezeptoren schlielen. Die folgenden
Kapitel 2.1.1 bis 2.1.4 erlautern die Methodik detailliert.
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Ausgangs-
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verschiedene PCRs
und Aufreinigung
I-5°-EL2.)
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der Zielzellen

Integration der viralen DNA mit
dem mutierten hA,,-Rezeptorgen
in das Genom der CHO-Zelle

Virale
CHO-Zielzelle BQR%‘:

Expression der
Rezeptor-Mutante
durch CHO-Zellen

——

Membran der
CHO-Zellen

R hAL(EL2-hA,,)
‘ //\ / Rezeptor in der

=0
=" O
/-;/I\-

\\_
==
=

A —

Membranpriparation cAMP-Experimente
und Radioligand- fiir Funktions-
Bindungsstudien untersuchungen

l Computermodelle
Charakterisierung

Abbildung 20. Methode zur Charakterisierung der zweiten extrazellularen Schleife des humanen

Adenosin-A,g-Rezeptors.
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2.1.1 Austausch der zweiten extrazellularen Schleife des humanen Adenosin-Agg-

Rezeptors und Expression in CHO-Zellen
In diesem Kapitel wird die Klonierung und Expression des hA,g(EL2-hA;a)-Rezeptors
in CHO-Zellen beschrieben. Die Klonierung flir den Austausch der gesamten EL2 des
hA,s-Rezeptors gegen den EL2 des Aja-Rezeptors erfolgt in  mehreren
unterschiedlichen PCR-Zyklen mit anschlieBender ,overlap extension’. Das Verfahren
ist detailliert in Abbildung 21 und Abbildung 22 dargestellt. Zwei voneinander
getrennte Reaktionsansétze enthalten beide das Ausgangsplasmid pLXSN-HA-hAg,
welches die Gensequenz fir den hAs-Rezeptor mit einer vorgeschalteten
Hamagglutinin-Erkennungssequenz (HA) enthalt. Der pLXSN-Vektor ist wichtig fir
die retrovirale Transfektion, damit spater eine stabile Zelllinie mit dem hA,g(EL2-
hA2a)-Rezeptor hergestellt werden kann. Fur die Klonierung werden insgesamt neun
verschiedene Primer benétigt, die in Tabelle 32 aufgelistet sind. Die in der ersten Runde
eingesetzten Primer sind so konzipiert, dass 20 bis 21 Basen komplementdr zu dem
Plasmid sind. Die restlichen 16 bis 18 Basen hybridisieren nicht mit dem Plasmid; Sie
kodieren flr einen Teil der EL2 vom hA;a-Rezeptor. Der iberhdngende Teil wird bei
einem folgenden Zyklus durch den entgegengesetzten Primer (f-5’-Mlul oder r-5’-
BamHI) mit amplifiziert. Nach jeder PCR-Runde folgt die elektrophoretische
Auftrennung im Agarose-Gel. Die entsprechende Bande wird ausgeschnitten, gereinigt
und dient als Matrize fur die ndchste PCR-Runde. Die Primer der zweiten Runde
hybridisieren ca. zu 50 % mit der tberhdngenden DNA der Vorrunde. Die restlichen
50 % beinhalten weitere Basen des hA;a-Rezeptors fir die Verlangerung des EL2.
Diese Schritte wiederholen sich ein drittes und viertes Mal. Die in den beiden
Reaktionsansatzen enthaltenen DNA-Fragmente Uberlappen um 30 Basen. Die
aufgereinigten Produkte aus den Reaktionsansétzen I und II werden durch das ,overlap
extension’ Verfahren miteinander verbunden. Durch das Uberlappen des
komplementéren Abschnitts der beiden DNA-Produkte verbinden sich diese und werden
entsprechend in 3’-Richtung verlangert. Der Ansatz erfolgt ohne Primerzusatz in 5
PCR-Zyklen. Ohne das neue Produkt aufzureinigen, werden in einem Schritt direkt die
beiden endstandigen Primer zugegeben und das Produkt amplifiziert (one-step overlap
extension).”® Zum Schluss erfolgt die Klonierung des neuen Konstruktes in den
pPLXSN-Vektor. Die ersten drei PCR-Runden sind bereits in der eigenen Diplomarbeit
beschrieben.?
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Abbildung 21. Klonierung Teil 1: Austausch der zweiten extrazellularen Schleife des hA,g-

Rezeptors gegen die zweiten extrazellularen Schleife des hA,o-Rezeptors.
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Reaktionsansatz 1 Reaktionsansatz 11
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Abbildung 22.  Klonierung Teil 2: ""Overlap Extension"'-Methode.

Nach der Klonierung des Plasmids pLXSN-HA-hAs(EL2-hA,x) folgt die retrovirale
Transfektion. Dabei wird ein retroviraler Vektor (pLXSN), der das mutierte Gen
enthilt, in eine Verpackungszelle (GP'envAM12) eingebracht und dort in
Virushullproteine verpackt. Die Verpackungszelle setzt diese Viren frei. Nach einer
Reinigung werden damit die Zielzellen (CHO-Zellen) infiziert. Die schematisch

Darstellung fur den beschriebenen Vorgang findet sich in Abbildung 20 unten links
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bzw. oben rechts. Die Durchfuhrung aller Experimente erfolgt zum Vergleich parallel
mit den Wildtyp-Azs- und -Aya-Rezeptoren. Eine stabile CHO-HA-hAys-Zelllinie
konnte im Rahmen der eigenen Diplomarbeit etabliert und fiir diese Experimente
genutzt werden. Die stabile und getestete CHO-hA,a-Zelllinie war bereits im
Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. Christa E. Miller vorhanden und wurde ebenfalls
benutzt.

Expression in CHO-Zellen

Die Expressionsrate der Rezeptoren ist wichtig fur die Interpretation und Diskussion der
spater folgenden Ergebnisse aus den Radioligand-Bindungsstudien und funktionellen
cAMP-Experimenten. Die Bestimmung der Expressionsrate der Rezeptoren erfolgt Giber
den Bmax-Wert, welcher die maximale Anzahl der spezifischen Bindungsstellen an
einem Protein in [fmol/mg Protein] angibt. Die Berechnung des Bmax-Wertes erfolgt
experimentell Uber die homologe Kompetition mit [FHJMSX-2 fir hA;a bzw. mit
[FH]PSB-603 fir hAzs und hAs(EL2-hAzs). Die Durchfiihrung der homologen
Kompetition ist im nachfolgenden Kapitel 2.1.2 erlautert. Fir die

Expressionsbestimmung sind folgende Parameter und Formeln wichtig:

Brmax = maximale Anzahl der spezifischen Bindungsstellen an einem Protein

ICso-Wert =  Substanzkonzentration, die 50 % der Radioligand-Bindung inhibiert

RL = Konzentration des Radioliganden
cpm = Zerfélle pro Minute (counts per minute)
Effizienz = Countereffizienz in Prozent

spez. Akt. = spezifische Aktivitat des Radioliganden in [Ci/mmol]

Der 1Cso-Wert stammt aus den Experimenten der homologen Kompetition. Die dazu
eingesetzte Radioligandenkonzentration und die erhaltende spezifische Bindung flieRen

in der nachfolgenden Formel fur die Berechnung des Bnax-Wertes in [cpm] ein.

spezifische Bindung[cpm] x ICs [nM]
RL [nM]

Bmax [CpM] =

Unter Einbeziehung der Counter-Effizienz, des Umrechnungsfaktors von cpm in Bq,

der spezifischen  Aktivitdt des eingesetzten Radioliganden, sowie  der
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Proteinkonzentration kann der in [cpm] angegebene Bma-Wert mit Hilfe der

nachstehenden Formel in [fmol/mg Protein] umgerechnet werden.?*% 2%

Bmax [cpm] x 100
Effizienz x 2,2 x spez. Akt. [Ci/mmol] x Protein [mg]

Bmax [meI/mg PI’OtEin] =

2.1.2 Kompetitionsexperimente

Als geeignete Methode fir die Charakterisierung von Rezeptoren bieten sich die
Kompetitionsexperimente an, welche zu den Radioligand-Bindungsstudien gehoren.
Hierbei konkurriert ein nicht-radioaktiver Ligand (Kaltligand) mit einem Radioliganden
um eine Rezeptorbindungsstelle (siehe Abbildung 23). Ist dabei der nicht-radioaktive
Ligand chemisch gleich dem Radioliganden so lautet die Bezeichnung fiir das
Experiment "Homologe Kompetition". Bei chemisch ungleichen Liganden handelt es
sich um eine "Heterologe Kompetition". Ziel dieser Experimente ist es, die Bindung und
damit die Affinitat von unterschiedlichen hAzs- und hA,a-Rezeptorliganden an der
hA2s(EL2-hAz4)-Rezeptormutante zu untersuchen. Hieraus lassen sich Informationen
zur Rolle des EL2 ableiten, indem die Mutante mit den beiden Wildtyprezeptoren

verglichen wird.

9

spezifische Bindung
# % H-@ ©

Membran

HOOC ——

Abbildung 23. Kompetitionsexperimente: Radioliganden konkurrieren mit unmarkierten

Liganden um die Rezeptorbindungsstelle.
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Fur die Kompetitionsexperimente werden zundchst die zu untersuchenden Rezeptoren
aus den Zellen mittels Membranpréparation (siehe Kapitel 6.5) gewonnen. Bei der
Inkubation der Rezeptoren mit einer konstanten Konzentration des Radioliganden und
variablen Konzentrationen des Kaltliganden kommt es zur Rezeptor-Ligand-
Komplexbildung. Hat sich ein Gleichgewicht dieser Reaktion eingestellt, werden freie
Radioliganden und nicht gebundene Kaltliganden (ber einen Glasfaserfilter von
Rezeptor-Ligand-Komplexen getrennt. Dies geschieht schnell mit Hilfe einer Vakuum-
Pumpe. Im néchsten Schritt wird die ionisierende Strahlung der gebundenen
Radioliganden auf dem Filter quantifiziert. Allerdings kann diese Menge an
Radioligand nicht mit der tatsachlich, spezifisch an den Rezeptor gebundene Menge
gleichgesetzt werden, da der Ligand auch unspezifisch an die Membranpraparation
sowie das Filtermaterial bindet. Zur Berechnung der spezifischen Bindung, kann von
der Gesamtbindung die unspezifische Bindung subtrahiert werden. Zur Ermittlung der
unspezifischen Bindung wird zum Versuchsansatz zusétzlich ein nicht-radioaktiver,
spezifischer Ligand in sehr hohen Konzentrationen zugesetzt. Der Radioligand wird

dadurch vollstindig vom Rezeptor verdrangt.?402%

Eine Radioligand-Rezeptor-
Bindungsstudie gilt als ausreichend, wenn 50 % der Gesamtbindung spezifisch ist, als
gut, wenn die spezifische Bindung 70 % betragt und sehr gut bei 90 %.2* Haufig
handelt es sich bei dem eingesetzten Radioliganden um einen Antagonisten. Der Vorteil
liegt in der ahnlich hohen Affinitit vom Liganden zur aktiven, wie zu inaktiven
Rezeptorkonformation. Dies steht im Gegensatz zu Agonisten mit hoch- und
niedrigaffinen Bindungsstellen. Als Radioliganden finden der A,g-Rezeptor-Antagonist
[BH]PSB-603, sowie der A,a-Rezeptor-Antagonist [BHJMSX-2 und der A,a-Rezeptor-
Agonist [BH]CGS-21680 ihren Einsatz. Damit der Radioligand chemisch mdglichst
wenig verandert wird, erfolgt die Markierung mit Tritium, welches ein oder mehrere
Wasserstoffatome ersetzt. Nach der Durchfuhrung kdnnen nun in einem Graphen
logarithmisch die Konzentrationen des unmarkierten Liganden gegen die prozentuale
spezifische Bindung des Radioliganden aufgetragen werden. Als Resultat ergibt sich
eine sigmoidale Kurve an der der ICso-Wert abgelesen werden kann. Der ICso-Wert ist
die Konzentration des unmarkierten Liganden die bendtigt wird, um 50 % des
Radioliganden vom Rezeptor zu verdrangen.?”> ** Der Kp-Wert dagegen ist eine
Dissoziationskonstante, die sich aus dem Massenwirkungsgesetz ableitet und die
Konzentration angibt, bei der 50 % der Rezeptoren von einem Radioliganden besetzt

sind.?*® Je kleiner der Kp-Wert ist, desto héher ist die Konzentration an Ligand-
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Rezeptor-Komplexen. Aus der homologen Kompetition leitet sich dann der Kp-Wert

folgendermal3en ab:

Kp = ICs - RL (gilt nur fir homologe Kompetition)

Kp-Wert = Konzentration, bei der 50 % der Rezeptoren von einem Radioliganden
besetzt sind; Dissoziationskonstante

ICs0 = Substanzkonzentration, die 50% der Radioligandenbindung inhibiert

RL = Konzentration des Radioliganden

Ki-Wert = Dissoziationskonstante des Inhibitors

Da der ICso-Wert abhangig von den experimentellen Bedingungen ist, ist der
experimentell unabhéngige Ki-Wert von Vorteil. Dieser ist die Dissoziationskonstante
des Inhibitors. Je kleiner der Kj-Wert ist, desto starker bindet der Ligand an den
Rezeptor. Mittels Cheng-Prusoff-Gleichung berechnet sich der Ki-Wert

folgendermaRen:**

ICs0

RL
Kb

1+

2.1.3 Funktionelle Experimente: cAMP-Akkumulation

Zur  Untersuchung der Funktionalitit der Rezeptoren werden CcAMP-
Akkumulationsexperimente durchgefihrt. Im ersten Schritt findet die Inkubation der
lebenden Zellen, die die rekombinant Gberexprimierten Rezeptoren enthalten, mit einem
Agonisten statt. Dabei kommt es in der Zelle iber eine Signalkaskade zur Bildung von
cAMP. Anschlielend erfolgt die Lyse der Zellen und damit die Freisetzung des
gebildeten cAMP. Im folgenden Schritt konkurriert dieses gebildete nicht-radioaktiv
markierte CAMP mit radioaktivem [BH]JcAMP um ein spezifisches CAMP-Bindeprotein.
Mit steigender Menge an cAMP, sinkt die spezifische Bindung des Radioliganden an
das Bindeprotein. Die von den Zellen tatsachlich gebildete Menge an cAMP kann
anhand einer cAMP-Standardgeraden bestimmt werden. Diese Ergebnisse werden auf
die cAMP-Konzentration nach Stimulation von 100 uM Forskolin als 100 %-Wert
bezogen. Forskolin ist ein Diterpen, welches die Adenylatcyclase direkt stimuliert. Die

Bildung des cAMPs Uber diesen Weg erfolgt also rezeptorunabhangig. Die erhaltenen

59



2 Methoden

Werte kdnnen gegen die logarithmierten Agonistenkonzentrationen aufgetragen werden
und man erhélt eine sigmoidale Kurve. Daraus lasst sich der ECso-Wert ablesen. Der
ECso-Wert ist die Konzentration des Agonisten, bei der ein halbmaximaler Effekt

beobachtet wird.

2.1.4 Computermodell der hAs(EL2-hA,a)-Rezeptor-Mutante
Fur diese Arbeit hat Frau Dr. Anke Schiedel ein Computermodell von der hA,g(EL2-
hA,a)-Rezeptor-Mutante, sowie dem hA,a-Rezeptor mit dem Agonisten CGS-21680

mit den Programm MOE 2008 erstellt. Das Modell basiert auf der Rontgenkristall-

|.39

Struktur des A,a-Rezeptors von Xu et a und dem Homologiemodell des hAzg-

Rezeptors von Sherbiny et al.?**
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2.2 Homodimerisierung von humanen Adenosin-A,g-Rezeptoren

Fur die Untersuchung von humanen Adenosin-Ays-Rezeptoren auf das
Homodimerisierungsverhalten wird die Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer
Methode verwendet. Die Klonierung der daflr bendtigten DNA-Konstrukte hAzg-Rluc,
hA2s-YFP, hAza-Rluc, hAza-YFP, D,-Rluc, GABA-YFP, Rluc-YFP, hA;z-M198A-
Rluc und hA5-M198A-YFP erfolgt wie in Kapitel 6.3.20 und 6.3.21 beschrieben.

2.2.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Der Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer, kurz BRET, ist eine in der Natur
vorkommende Erscheinung, wie z.B. bei der Seefedernart Renilla reniformis oder der
Qualle Aequorea victoria, welche Biolumineszenz aufweisen.?*> %*® Dabei beruht BRET
auf einem strahlungslosen Energietransfer zwischen einem biolumineszierenden
Enzym-Substrat-Komplex als Donor und einem Fluoreszenzprotein als Akzeptor. In der
wissenschaftlichen Forschung ist BRET eine geeignete Methode, um Protein-Protein
Interaktionen in lebenden Zellen zu detektieren.®*” Aufgrund von unterschiedlichen
Donoren und Akzeptoren wird zwischen BRET" (= BRET), BRET?, enhanced BRET?
(eBRET), BRET? und QD-BRET differenziert.?®® In dieser Arbeit liegt der Fokus
ausschlieBlich auf BRET. Eine Grundvoraussetzung dafur ist der oben erwahnte
Enzym-Substrat-Komplex, welcher die Biolumineszenz erzeugt. Als Enzym findet die
Renilla luciferase (Rluc) und als Substrat das Coelenterazin seinen Einsatz. Rluc
stammt urspringlich aus Renilla reniformis und besteht aus 311 Aminoséuren mit
insgesamt 35 kDa.?*® In der Literatur finden sich zahlreich diskutierte Vorschlage, wie
genau das Coelenterazin durch Rluc zu Coelenteramid umgesetzt wird.?**%** Aufgrund
einer Kristallstruktur®* des mutierten Enzyms Rluc8 und ein darauf basierendes
Homologiemodell®® von Rluc scheinen ebenfalls noch nicht die eindeutige Lésung zu
bieten. Abbildung 24 zeigt eine eigene Variante des Reaktionsmechanismus basierend
auf der zuvor genannten Literatur. Rluc bendtigt im Gegensatz zu Aequorin ubrigens
kein Calcium zur Konformationsanderung des Enzyms.?*®> Das Substrat Coelenterazin
ist ein Imidazolpyrazin, welches ideal in das aktive Zentrum des Rlucs hinein passt.
Durch die Hydroxygruppen des Coelenterazins kommt es zur Interaktion mit den
Aminosdauren D120 und E144 und moglicherweise auch zur Bindung mit T184 von
Rluc. Durch H285 kommt es zur Deprotonierung des Coelenterazins und es entsteht als

Intermediat ein
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Renilla luciferase

Peroxid

Z

N Dioxetanon Coelenteramid

E144

Molekiil im angeregten Zustand

Abbildung 24. Enzym-Substrat-Komplex: Umsetzung vom Coelenterazin zu Coelenteramid
durch die Renilla Luciferase unter Freisetzung von Biolumineszenz. (Beschreibung siehe Text)
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Carbanion. Als katalytische Triade fungieren nun die Aminoséuren N53, W121 und
P220. Unter Einbindung von Sauerstoff bildet sich zun&chst ein Peroxid und daraufhin
ein Dioxetanon. Dieses instabile Dioxetanon zerfallt in CO, und ein Keton, welches das
Molekdil in einen elektronisch angeregten Zustand versetzt. Unter Emission von blauem
Licht (A =480 nm), der sogenannten Biolumineszenz, gelangt das Molekil zurtick in
den Grundzustand. Nach der Protonierung entsteht das Coelenteramid, welches erst jetzt
durch das Enzym freigesetzt wird. Die Ubertragung der so entstandenen
Biolumineszenz auf ein Fluoreszenzprotein erfolgt nur unter bestimmten
Voraussetzungen. Eine davon ist, dass das Emissionsspektrum des Donors mit dem

Absorptionsspektrum des Akzeptors, wie in Abbildung 25 gezeigt, Gberlappen muss.

Donor Akzeptor

Emission Absorption

Uberlappung

Intensitat

Wellenlange

Abbildung 25. Energietransfer: Durch den Donor kommt es zur Emission der Biolumineszenz.
Uberlappt das Emissionsspektrum des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors (blau-griine
Flache) so kommt es bei einer hoheren Wellenlange zur

Des Weiteren erfolgt die Ubertragung der Biolumineszenz vom Donor auf den Akzeptor
nur, wenn diese nicht weiter als 10 nm voneinander entfernt sind. Hierbei gilt: Je kurzer
die Distanz, desto hoher ist der Ubertrag. Die raumliche Ausrichtung/Orientierung der

beiden Partner haben ebenfalls einen Einfluss auf die Energietibertragung vom Donor
auf den Akzeptor.?
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Akzeptoren kdnnen verschiedene Fluoreszenzproteine sein, wie zum Beispiel das Griine
oder Gelbe Fluoreszierende Protein, abgekirzt als GFP und YFP (Green/Yellow
Fluorescent Protein). Der heutige Nobelpreistrager Shimomura publizierte 1962 ein
Biolumineszenz-System und das GFP in der Qualle Aequoria victoria.*® In dieser
Qualle besteht der Enzym-Substrat-Komplex aus Aequorin (+Ca?*) und Coelenterazin,
welcher als Donor fungiert.”’ Die daraus resultierende Biolumineszenz wird auf das
GFP (bertragen und in Form von Fluoreszenz freigesetzt. Auch heute ist das GFP und
vor allem seine weiterentwickelten Varianten von groRer Bedeutung, daher ist es in
Abbildung 26 schematisch dargestellt.”*® ?° Das 238 Aminosauren lange GFP hat eine
Molekiilmasse von 26,9 kDa und besitzt im Zentrum ein Chromophor, welches sich
autokatalytisch aus den drei Aminosauren Ser65-Tyr66—-Gly67 bildet. Dabei besitzt das

GFP zwei Anregungsmaxima und zwar bei 395nm sowie 475nm und ein
259, 260

Emissionsmaximum bei 508 nm.

Abbildung 26. Darstellung des GFP aus der Seitenansicht (links) und von oben (rechts) jeweils

mit dem Chromophor in der Mitte (nach Frommer).?®
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Verschiedene Mutationen des GFPs flihren zu einer Weiterentwicklung bei veranderten
Wellenlangen mit einer hoheren Fluoreszenzintensitdt. Dazu gehort auch das gelb-
fluoreszierende Protein, eYFP (enhanced Yellow-Fluorescent-Protein). Das eYFP
besteht aus 239 Aminoséuren mit einer Molekilmasse von ebenfalls 26,9 kDa. Wobei
das Absorptionsmaximum bei 514 nm liegt und das Emissionsmaximum bei 527 nm.?*!
Das wichtige Chromophor befindet sich im Zentrum des Proteins, ist allerdings im
Gegensatz zum GFP mutiert. Bei dem eYFP entsteht das Chromophor autokatalytisch
aus den drei Aminosauren GIly65-Tyr66-Gly67. Abbildung 27 zeigt diese
autokatalytische Synthese des Chromophors, welche fur das eYFP in der Literatur
bislang noch nicht so dargestellt ist. Es leitet sich aber von den Publikationen zur
Synthese des Chromophors des GFPs ab.?*® %% 263 Apbildung 27 zeigt den Ausschnitt
des eYFPs von den Aminosauren Gly65 (rot), Tyr66 (lila) und Gly67 (blau), welche
spater das Chromophor bilden. Zunéchst reagieren die beiden Amid-Gruppen der
Glycine 65 und 67 indem sie zyklisieren und unter Dehydrierung zu einem
Imidazolinon reagieren. Durch die Oxidation der a-f-Bindung des Tyrosins entsteht das
Chromophor (grin). Es ist charakterisiert durch ein konjugiertes Elektronensystem. Wie
das Chromophor genau bei der Anregung bzw. nach der Relaxation reagiert, ist in
Abbildung 28 dargestellt.

Tyr 66 0 Gly 67

N -H,0
HN (— > gH\g —
T) Zyklisierung  HO H™ \./4 Dehydrierung
HN H’}j
' Gly 65 '
O

O, H,0,

Y s ~

NZS o Oxidation > ©

Abbildung 27.  Autokatalytische Synthese des Chromophors von eYFP. (Beschreibung siehe Text)
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Das Tyrosin 66, also ein Teil des Chromophors, liegt im Protein zunéchst in der
phenolischen-Form vor. Nach der Anregung des Chromophors, durch z.B.
Biolumineszenz, bei einer Wellenlange von 514 nm steigt auch der Saure-Charakter des
Tyrosins 66. Damit kommt es zur Deprotonierung und das angeregte Phenolat entsteht.
Nur diese angeregte Phenolat-Form (Abbildung 28, unten rechts) emittiert Licht bei
einer Wellenldnge von 527 nm, welches detektiert werden kann. Dabei gelangt das

Molekdil zurlck in den Grundzustand und wird wieder protoniert.

"LLLS"M nm

S Absorptlon
l

-H®
0]
N PR Emission /\"/
<—
N=§ 0 > 0
HN Hl}l
]

Abbildung 28. Chromophor des eYFP bei der Absorption (514 nm) der Biolumineszenz und

Emission (527 nm) der Fluoreszenz. (Beschreibung siehe Text)

Nach der ausfiihrlichen Erklarung der Grundlagen fir den Biolumineszenz-Resonanz-
Energie-Transfer folgt nun die Darstellung der BRET-Methode zum Nachweis von
Protein-Protein-Interaktionen. Zu diesen Protein-Protein-Interaktionen gehdren unter
anderem die Dimerisierung bzw. Oligomerisierung von Rezeptoren. Im Jahr 1999
publizierte Xu erstmals die BRET-Methode.”®* Um dabei die Interaktion zweier
Rezeptoren zu Uberprufen, wird zundchst ein Rezeptor mit Rluc (Donor) gekoppelt und
der zweite Rezeptor mit eYFP (Akzeptor). Abbildung 29 zeigt diese BRET-Methode.
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Coelenterazin h O
0 Rl
| ®

o,

Coelenteramid

Coelenterazin h —& b, @
=5
; - 480 ny, 4530 iy
COZ y “O A
® Energietransfer
Coelenteramid

Abbildung 29. BRET-Methode: Schematische Darstellung der Interaktion zweier Rezeptoren.
(A) Dimerisieren zwei Rezeptoren, die mit einer Renilla Luciferase (Rluc) bzw. dem gelb fluoreszierende
Protein (eYFP) gekoppelt sind, so sind die beiden letzt genannten Proteine nicht weiter als 100 A = 10 nm
voneinander entfernt. Es folgt die Zugabe von Coelenterazin h zu den Zellen. (B) Coelenterazin wird in
Anwesenheit von Sauerstoff durch Rluc zu Coelenteramid umgesetzt, dabei entsteht Biolumineszenz (A
480 nm). (C) Nach der Ubertragung dieser Biolumineszenz auf den Akzeptor eYFP, kann die Emission
des Akzeptors bei 530 nm gemessen werden.

67



2 Methoden

Wird zu den Zellen das Substrat Coelenterazin gegeben und sofort die Emission bei
530 nm gemessen, so kann auf eine bzw. keine Interaktion der Rezeptoren zuriick
geschlossen werden. Ausschlaggebend fir den Energietransfer ist hier die Distanz
zwischen Rluc und eYFP. Ist diese kleiner als 10 nm, so kommt es zum Energietransfer
und die entsprechend zu untersuchenden Rezeptoren, die an den Donor und Akzeptor
gekoppelt sind, liegen rdumlich in der Zelle auch hinreichend nahe zusammen, sodass
von einer Dimerisierung ausgegangen werden kann.

Fur dieses BRET-Experiment werden konstante Konzentrationen der Rezeptor-Rluc
DNA und steigende Konzentrationen der Rezeptor-eYFP DNA in CHO-Zellen
transfiziert. Nach der Expression der Rezeptoren, der Aufarbeitung und der Zugabe von
Coelenterazin, folgt die Messung der Biolumineszenz sowie der Fluoreszenz. In
Abbildung 30 ist das BRET-Prinzip gezeigt. Dabei ist zwischen einem unspezifischen
und einem spezifischen Signal zu unterscheiden. Die daraus resultierende graphische
Auswertung der Signale ist sowohl fir die spezifische als auch unspezifische Interaktion

in Abbildung 31 dargestellt.
steigende Akzeptor-
| Konzentrationen

konstante Donor-
Konzentrationen

unspezifische ®) @

Interaktion ®) ®) ®) @(@@@@ ®

No BRET No BRET Low BRET BRET

) ® OB ®
hosarn, g g Peop

Low BRET BRET BRET

Abbildung 30. BRET-Prinzip: Bei konstanten Konzentrationen des Donors (D) und geringen
Konzentrationen des Akzeptors (A) ist bei einer unspezifischen Interaktion zunéchst kein Energielibertrag
auf den Akzeptor zu messen und bei sehr hohen Konzentrationen des Akzeptors ein geringes
Fluoreszenzsignal durch zufélliges Aufeinandertreffen von Donor und Akzeptor in der Zelle. Bei einer
spezifischen Interaktion ist auch schon bei geringen Akzeptorkonzentrationen ein moderates BRET-
Signal zu detektieren. Dieses steigt stark mit steigender Akzeptormenge an. Die Abbildung ist modifiziert

nach Barcat.?*®
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BRET max spezifische
Interaktion

BRET

unspezifische
Interaktion

»

Akzeptor/Donor

Abbildung 31.  Graphische Auswertung der BRET-Signale modifiziert nach Barcat und Ayoub.?*
265 Beij der Auftragung vom Akzeptor/Donor-Signal gegen das BRET-Signal ist bei einer unspezifischen
Interaktion (grau) das Resultat eine flach ansteigende Gerade. Bei einer spezifischen Interaktion (rot) ist
das Ergebnis eine Hyperbel, wobei der maximal Wert als BRET .x bezeichnet wird und die Héhe des
maximal gemessenen Energieubertrags (mBU) angibt. Der BRETs-Wert wird Gber den BRET pq-Wert
bestimmt und gilt als MaR fiir die relative Affinitat von Rezeptoren zueinander.?®

Kontrollen

Es gibt insgesamt zwei unterschiedliche Arten von Kontrollen, fir sowohl die Positiv-
als auch fiir die Negativkontrolle. Zum einen kdnnen flr die Dimeruntersuchungen, je
ein bereits bekanntes Dimer bzw. ein Rezeptorpaar welches garantiert kein Dimer
bildet, benutzt werden. Als Positivkontrolle wird in dieser Arbeit das von Canals et al.
publizierte Dimer D,-Rluc und Aa-YFP eingesetzt und als Negativkontrolle die
Rezeptoren Aa-Rluc und GABA-YFP.?®” Zum anderen konnen Rluc und YFP als
direkt verknupfte Proteine als Positivkontrolle bzw. als getrennte Proteine als

Negativkontrolle fungieren.

2.2.2 Verdrangungsexperimente

Bei dem Verdrangungsexperiment handelt es sich um einen BRET-Versuch, bei dem
ein Rezeptor aus einem moglichen Dimer durch Zugabe von unmarkiertem Rezeptor
verdrangt wird. Es wird zeitgleich eine transiente Dreifachtransfektion durchgefiihrt, bei
der ein Rezeptor mit Rluc, ein anderer mit YFP in je gleichen DNA-Konzentrationen,
und ein dritter Rezeptor ohne Tag in steigenden Mengen transfiziert werden. Der

Rezeptor ohne Tag bildet nun, je hoher die eingesetzte Konzentration ist, mehr Dimere
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mit je einem der beiden markierten Rezeptoren. Da nur ein BRET-Signal gemessen
werden kann, welches zwischen Rluc und YFP ubertragen wird, muss das BRET-Signal
sinken. Ist kein Dimer vorhanden, dann kann auch kein markierter Rezeptor verdrangt

werden und es gibt keinen Unterschied im BRET-Signal.

2.2.3 Einfluss von Liganden auf die Homodimerisierung

Es ist wichtig herauszufinden, welchen Einfluss verschiedene Liganden auf das
Dimerisierungsverhalten haben, denn dies kann bei der Findung neuer Wirkstoffe
hilfreich sein. Zudem kénnen Monomere und Dimere verschiedene pharmakologische
Wirkungsmechanismen aktivieren. Es gibt drei Moglichkeiten, wie die Rezeptordimere
im BRET-Experiment (ber den zeitlichen Verlauf hinweg auf die Agonisten- oder
Antagonisten-Zugabe reagieren konnen.'®* Das BRET-Signal konnte nach Zugabe des
Liganden ansteigen, welches auf die Bildung von mehr Dimeren schlielen lassen
konnte. Sollte das BRET-Signal sinken, dann zerstort der Ligand sogar das Dimer und
es entstehen moglicherweise wieder Monomere. Die dritte Mdglichkeit ware, dass es
keinen messbaren Unterschied gibt und dann deutet das auf sehr stabile Dimere hin, die

sich nicht durch Liganden beeinflussen lassen.

2.2.4 Einfluss der M198A-Mutation auf die Adenosin-A,g-Homodimerisierung
Bei dem nahe verwandten Adenosin-A,a-Rezeptor-Homodimer konnten Thévenin et al.
durch Untersuchungen der A;a-M193A-Mutante die Aminosdure Met193, als besonders
wichtig fiir die Interaktionsflache zwischen dem Homodimer identifizieren.??® Die
analoge Aminosaure im A,g-Rezeptor, M198A, welche ebenfalls bei einem mdglichen
Dimer an der Interaktionsflache beteiligt sein kdnnte, wird in diesem BRET-Experiment
untersucht. Die Klonierung der benodtigten DNA-Konstrukte hA;s-M198A-Rluc und
hA25-M198A-YFP erfolgt wie in Kapitel 6.3.21 beschrieben. AnschlieBend folgt die
Durchfuhrung eines normalen BRET-Experimentes.

2.2.5 Computermodell des Adenosin-A,g-Rezeptor-Homodimers

Dr. Farag Sherbiny hat fur diese Arbeit ein Computermodell des Adenosin-Ajg-
Rezeptor Homodimers erstellt. Aus diesem Modell kdnnen neue Hypothesen (ber das
Homodimer und die moégliche Interaktionsflache entstehen. Da es sich um ein grobes
Modell handelt, sind die Vorhersagen nicht hochprézise und der Umgang mit den

Ergebnissen sollte dem entsprechend vorsichtig ausfallen.
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2.3 Heterodimerisierung von humanen Adenosin-Axa- und -Agg-

Rezeptoren

2.3.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Die BRET-Methode ist ausfiihrlich in Kapitel 2.2.1 beschrieben. Da es sich hier um die
Untersuchung des Heterodimers handelt, erfolgt die Umsetzung mit den hA,g-Rluc- und
hA,a-YFP-Konstrukten.

2.3.2 Verdrangungsexperimente
Die Methode der Verdrangungsversuche ist in Kapitel 2.2.2 vollstandig erldutert. Der
Unterschied ist jedoch, dass zu Verdrdngung der Ag-Rezeptor bei dem zu

untersuchenden Dimer aus Azg-Rluc mit Aoa-YFP eingesetzt wird.

2.3.3 Einfluss von Liganden auf die Heterodimerisierung
Fur die Beschreibung der Experimente, um den Einfluss der Liganden auf ein
Heterodimer zu erforschen, siehe in Kapitel 2.2.3. Hierbei sind nicht nur Ag-Liganden,

sondern auch Axa-Liganden wichtig.

2.3.4 Konfokale Mikroskopie

Das konfokale Mikroskop ist genauer gesagt ein konfokales Laser-Rastermikroskop,
welches im Gegensatz zu den normalen Lichtmikroskopen scharfe Bilder sowohl in der
Fokalebene als auch in der Tiefenebene liefert. Hierbei regt ein Laser bei der
Absorptionswellenldange die Fluorophore der Fluoreszenzproteine an, wobei das im
Detektor ankommende Licht nur bei der Emissionswellenlange der Fluoreszenzproteine
detektiert wird. Somit sind optische Anregung und optische Detektion voneinander
entkoppelt. Soll ein Protein wie Rluc (ohne Fluorophor) sichtbar gemacht werden, dann
muss zuvor mittels Immunzytochemie ein Antikorper mit Fluorophor an der

Zielstruktur binden.
2.3.5 Computermodell des Adenosin-A,a-Azs-Rezeptor Heterodimers

Wie in Kapitel 2.2.5 dargestellt, hat auch hier Dr. Farag Sherbiny ein Modell fur das

Adenosin-Axa-Ajs-Rezeptor Heterodimer erstellt.
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2.4 Oligomerisierung von Adenosin-Rezeptoren: Elektrophorese-

Experimente
In diesem Kapitel ist die potentielle Oligomerisierung von Adenosin-Azg-
Homooligomeren und Adenosin-Aza-Azs-Oligomeren  mittels Blauer Nativer-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) beschrieben. Diese Methode ist nicht fir
GPCRs etabliert und erfordert Vorversuche mit der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Der Uberblick tber die methodische
Vorgehensweise ist in Abbildung 32 schematisch dargestellt. Der erste Schritt ist die
Klonierung der bendtigten Rezeptor-DNA in den psGem-Vektor. Dabei werden die
Rezeptoren mit Erkennungssequenzen, der His- bzw. Strep-Sequenz markiert. Fir die
spatere, bessere Aufreinigung der Rezeptoren werden sieben, statt der tblichen sechs
Histidine hinein kloniert. Als Verbindungssequenz/Linker zwischen dem Rezeptor und
dem His-Tag fungieren zwei Glycine und bei dem Strep sind es die Aminoséuren Serin
und Alanin. Die klonierten Konstrukte wurden wie folgt benannt: psGem-hAgg-His,
psGem-hA,g-Strep, psGem-hA;a-His, psGem-hA,a-Strep, psGem-hAa-eYFP, psGem-
GABAGg;-His und psGem-GABAg,-Strep. Nach der Linearisierung der DNA erfolgt die
RNA-Synthese und die Injektion dieser RNA in die frisch gewonnenen und
aufbereiteten Oozyten. Bei Bedarf konnen die Rezeptoren wéhrend der Expression
metabolisch mit [*S]-Methionin markiert werden. In der Regel folgt aber die
Markierung der exprimierten Rezeptoren an ganzen intakten Oozyten mit Cy3, damit
sind ausschlieBlich die Rezeptoren an der Oberflache der Oozyten markiert. Nun folgt
die Homogenisierung der Oozyten und zeitgleich die schonende Solubilisierung der
Rezeptoren mit Hilfe des Detergenzes Dodecyl-B-maltosid oder Digitonin.
AnschlieBend kann mittels Cy5 erneut eine Markierung der Rezeptoren erfolgen, dabei
werden nun alle Rezeptoren markiert, also sowohl die urspriinglich im Zellinneren als
auch anfanglich membranstdndigen Rezeptoren. Die Selektion der His-markierten
Rezeptoren und den daran gebundenen Rezeptoren (Oligomere) erfolgt mit Hilfe von
NTA-Ni?*-Agarose. Dies ist Agarose verbunden mit Nitrilotriessigsaure (engl.
Nitrilotriacetic acid) und Nickel, welches im wassrigen stabile Komplexe bildet.
Abbildung 33 zeigt chemisch die Bindung der Histidin-Erkennungssequenz mit der
NTA-Ni?*-Agarose. Durch den anschlieBenden Waschvorgang gehen alle nicht
markierten Rezeptoren verloren. Nach der Elution liegen die His-markierten Rezeptoren

und deren Oligomere frei vor, also ohne NTA-Ni**-Agarose. Nun folgt die eigentliche
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Abbildung 32. Methodisches Vorgehen zur Untersuchung von Rezeptor-Oligomeren mittels SDS-
und BN-PAGE. (Die Beschreibung der Methode befindet sich im Text)
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Auftrennung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE bzw.
unter nativen Bedingungen mit der BN-PAGE. Die Methoden SDS-PAGE bzw. BN-
PAGE sind in den nachfolgenden Kapiteln 2.4.1 und 2.4.2 erldutert. In Abbildung 32 ist
das weitere VVorgehen nach den Gelelektrophorese-Schritten schematisch dargestellt.
Die Detektion der metabolisch mit [**S]Methionin markierten Proteine erfolgt direkt
mittels Rontgenfilm. Die mit eYFP, Cy3 bzw. Cy5 markierten Rezeptoren kdnnen nach
der SDS-PAGE direkt im Gel mit Hilfe des Typhoon, einem Fluoreszenz Scanner,
detektiert werden. Bei der BN-PAGE ist dies aufgrund des blau geféarbten Gels nicht
moglich. AnschlieBend erfolgt sofort der Western Blot auf eine PVDF-Membran
(Polyvinylidenfluorid). Letztlich folgt die Immundetektion der Strep-markierten
Rezeptoren mit Hilfe von spezifischen Strep-Antikoérpern. Der zweite Antikorper,
welcher mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP=horseradish peroxidase)
verbunden ist, bindet an den ersten Antikorper. Nach Zugabe von Luminol kommt es
durch die Meerrettich-Peroxidase zur Umsetzung zum 3-Aminophthalat, wobei
Biolumineszenz bei einer Wellenldnge von 428 nm entsteht. Diese Reaktion ist in
Abbildung 34 dargestellt. Ein Rontgenfilm dient fir die Detektion der Signale. Hierbei
kdénnen nur Dimere und hohere Oligomere detektiert werden, da mindestens ein His-
markierter Rezeptor und ein Strep-markierter Rezeptor fiur ein Signal vorhanden sein
miissen. Ohne His wéren die Rezeptoren bei der Aufreinigung mit der NTA-Ni%'-
Agarose weg gewaschen worden und ohne Strep ware es zu keinem Signal nach der
beschriebenen Reaktion gekommen. Aufgrund der Proteingrofie lasst sich auf dem Film
die Rezeptorzahl bei Oligomeren bestimmen.

His

OH

O>7
ZI

NH

/

R

Abbildung 33.  Bindung der His-Sequenz (rot) iiber NTA-Ni**-Agarose (griin). Im Protein dienen

Histidine als Erkennungssequenz. Diese Abbildung ist modifiziert nach Knecht.?®
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NH, O NH, O NH, O°
NH +20H° N® SN +2H0,
| — | , | —
NH  -2H,0 N N  _2H,0
o Meerrettich-
o} o O peroxidase
Luminol Diazachinon-Dianion
3-Aminophthalsdurehydrazid
— —_ X
NH, O° NH, O NH, O
oN 0° 0°
Ll - —
ON -N, 0° - hv 0°
o° o) o)
Peroxodianion angeregtes 3-Aminophthalat 3-Aminophthalat

Abbildung 34. Reaktion von Luminol zu 3-Aminophthalat unter Entstehung von
Chemilumineszenz bei der Wellenlange von 428 nm modifiziert nach Marquette.”®® Durch Zugabe von
Lauge zu Luminol kommt es zur Deprotonierung des Molekiils und es entsteht ein Diazachinon-Dianion.
Die an dem Antikoérper gekoppelte Meerrettichperoxidase lasst das Molekil nun zum Peroxodianion
reagieren. Unter Abspaltung von N, entsteht das angeregte 3-Aminophthalat welches, unter Emission von

Lumineszenz, zurlick in den Grundzustand fallt.

2.4.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese oder kurz auch SDS-PAGE
genannt (engl. sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis), ist eine seit
langem etablierte und bewéahrte Methode, Proteine mit einem Molekulargewicht von 1—
500 kDa uber ein polymerisiertes Acrylamidgel mit entsprechender PorengrofRe
aufzutrennen. Die zu untersuchenden Proteine werden mit Hilfe des anionischen
Detergenzes SDS denaturiert, dabei bilden diese Komplexe, die nun im elektrischen
Feld Uber ein einheitliches Verhaltnis von Ladung zu Masse aufgetrennt werden.?”
Grundsétzlich wird bei diesem Schritt bereits die Quartarstruktur des Proteins zerstort,
anders als bei der Blauen Nativen-PAGE. Die Zugabe von Dithiotreitol (DTT) fuhrt zur
Reduktion und damit zur Spaltung von Disulfidbriicken. Damit fuhren SDS und DTT
zur Denaturierung, also zur Auflésung der Sekundar-, Tertidr und Quartarstruktur des

Proteins. Moglicherweise fuhrt dies aber auch zur Spaltung von Di- oder Oligomeren.
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2.4.2 Blaue Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

BN-PAGE ist die Abkurzung fir Blaue Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (engl.
Blue Native-polyacrylamide gel electrophoresis) und diese Methode flhrt zur
elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen im nativen Zustand, also ohne
Denaturierung und somit unter Erhalt der Quartarstruktur des Proteins im Gegensatz zur
SDS-PAGE. Diese Methode ist daher insbesondere fir die Identifizierung von
Rezeptoroligomeren wichtig. 1991 haben Schédgger und von Jagow die BN-PAGE
etabliert und heute bildet sie die biologische und biochemische Grundlage zur
Untersuchung von Membranproteinkomplexen.?" %2 Das zu untersuchende Protein soll
moglichst schonend aus der Membran herausgeldst und in einem reinen Zustand,
demnach ohne andere stérende Proteine oder Membranfragmente, vorliegen. Fur die
Solubilisierung bei der BN-PAGE eignen sich vor allem neutrale, milde, nicht-ionische
Detergenzien mit einer niedrigen kritischen Mizellenkonzentration (CMC), wie zum
Beispiel Dodecyl-B-maltosid oder Digitonin. Dabei ist Digitonin ein noch milderes
Detergenz als Dodecyl-p-maltosid und somit optimal fur die Isolierung von labilen
Komplexen geeignet. Diese Detergenzien binden mit ihrem unpolaren Teil an die
hydrophoben Membranproteine und tberfiihren mit dem hydrophilen Teil die Proteine
in die wassrige Phase und lésen sie somit aus der Membran heraus.?’”® Die
solubilisierten und (ber NTA-Ni?*-Agarose aufgereinigten Rezeptoren erfahren nun
eine unspezifische Blaufarbung nach Zugabe von Coomassie Brilliant-Blau R-250 und
eine Ladungsumverteilung. Coomassie ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der sich an
basische Aminosduren anlagert und eine Beladung mit Anionen bewirkt. Dies flhrt

Abbildung 35. BN-PAGE. Gelelektrophoresekammer mit Coomassie im Kathodenpuffer.
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dazu,dass sich basische Proteine selbst bei dem pH 7,5, der wahrend der Elektrophorese
herrscht, zur Anode hin bewegen.?’* Hydrophobe Proteine mit vielen gebundenen
Coomassiemolekilen sind dadurch weitestgehend gegen Aggregation geschitzt. Der
Zusatz von Coomassie zum Kathodenpuffer fuhrt zu einem Farbstoffuiberschuss und
soll damit die konstante Bindung von Coomassie an die Proteine garantieren.?”* Die
Auftrennung der Proteine erfolgt nun elektrophoretisch tUber ein frisch hergestelltes
Gradientengel von 4-16% (siehe Abbildung 35), welches fiir Proteine von 10 kDa bis
1 MDa geeignet ist. Aufgrund der unterschiedlichen PorengroRe des Gels und der
konstanten Spannung, wandern die Proteine entsprechend ihrer Grolie bis sie bei der
limitierenden PorengrofRe héngen bleiben. Dabei bleiben die Proteinkomplexe im
intakten Zustand. Ist die Proteinkonzentration entsprechend hoch, so sind sie

gleichzeitig als blaue Banden sichtbar.
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3.1 Charakterisierung der zweiten extrazellularen Schleife des

humanen Adenosin-A,z-Rezeptors

3.1.1 Austausch der zweiten extrazellularen Schleife des humanen Adenosin-Agg-
Rezeptors und Expression in CHO-Zellen

Der Austausch der zweiten extrazellularen Schleife des humanen Adenosin-Agg-

Rezeptors gegen die zweite extrazellulare Schleife des Adenosin-A;a-Rezeptors

resultiert in der Rezeptormutante hA,g(EL2-A,,), die in Abbildung 36 dargestellt ist.

Sowohl der Wildtyp-hA,s-Rezeptor als auch die Rezeptormutante besitzen am N-

Terminus ein HA-Tag (Hamaglutinin), welches nach den Untersuchungen von Sonja
275

Hinz keinen Einfluss auf die Bindung oder die Funktionalitit der Rezeptoren hat.

Abbildung 36. ''Snake-Plot"-Darstellung des humanen Adenosin-A,s-Rezeptors mit der zweiten

extrazelluldaren Schleife des A,s- (blau) und A,A-Rezeptors (grin).
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Abbildung 37 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenz des humanen Adenosin-

Aoa- mit dem -Ajg-Rezeptor. Farblich hervorgehoben ist die Sequenz der zweiten

extrazellularen Schleife, die bei dem Ajg-Rezeptor um vier Aminosauren langer ist als

bei dem A,a-Rezeptor.

53
54

109
110

158
166

214
219

269
271

325
327

N-Tern ML SO T2 |
hA2AR 1 -MPIMGSSVYITVELAIAVLAILGNVLVCWAVWLNSNLONVTNYFVVSLAAADI
hA2BR 1 MLLETQDALYVALELVIAALSVAGNVLVCAAVGTANTLQTPTNYFLVSLAAADV
[ me RS 112
hA2AR AVGVLAIPFAITISTGFCAACHGCLFIACEFVLVLTQSSIFSLLAIAIDRYIAIRIP
hA2BR AVGLFAIPFAITISLGFCTDFYGCLFLACEFVLVLTQSSIFSLLAVAVDRYLAICVP
2 T EL2
hA2AR LRYNGLVTGTRAKGIIAICWVLSFAIGLTPMLGWN
hA2BR LRYKSLVTGTRARGVIAVLWVLAFGIGLTPFLGWNSKDSATNNCTEPWDGTTNESC
ez T 1L3
hA2AR PMNYMVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAARRQLKQMESQ
hA2BR C---LVKCLFENVVPMSYMVYFNFFGCVLPPLLIMLVIYIKIFLVACRQLQRTELM
1L3 I 5l G
hA2AR PLPGERARSTLQKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFFCPD-CSHAPLWL
hA2BR DHS----RTTLQREIHAAKSLAMIVGIFALCWLPVHAVNCVTLFQPAQGKNKPKWA
T™M7 C-Terminus
hA2AR MYLAIVLSHTNSVVNPFIYAYRIREFRQTFRKIIRSHVLRQQEPFKAAGTSARVLA
hA2BR MNMAILLSHANSVVNPIVYAYRNRDFRYTFHKIISRYLLCQADVKSGNGQAGVQPA
hA2AR AHGSDGEQ—-—=—=——==—="="="="="—"——"— =~~~ =~ e ———
hA?BR LGVGL-——=—=———————— e
Abbildung 37. Vergeich der Aminosduresequenzen von humanen Adenosin-As- und -Agg-

Rezeptoren. Die Sequenz der zweiten extrazelluldren Schleife des Aja-Rezeptors ist griin und die des

A,p-Rezeptors blau dargestellt. TM: Transmembrandoméne; IL: Intrazellulare Schleife;

Extrazellulare Schleife.
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Die Expression der Wildtyp-hAzs und -hAja-Rezeptoren und der Rezeptormutante
hA2s(EL2-A4) konnte Uber eine homologe Kompetition bestimmt werden und es lie
sich der entsprechende Bmax-Wert berechnen. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle
12. Daraus ergeben sich keine signifikanten Unterschiede bei der Expression der
Wildtyp-Rezeptoren und der Rezeptormutanten. Allerdings ist die Expression der
hAzs(EL2-Az4)-Rezeptormutanten um den Faktor 4 geringer als die des hA,g-Wildtyp-

Rezeptors.

Tabelle 12. Expression der Rezeptoren: B.,-Werte berechnet aus der Homologen Kompetition.?

Rezeptoren Bmax £ SEM [fmol/mg Protein] n
wt hAzg 271+ 85 8
hAs(EL2-Asn) 65+ 12™ 5
wt hA,A 390+ 167 ™ 3

? Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf den Wildtyp hA,z-Rezeptors: ™ nicht signifikant
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3.1.2 Kompetitionsexperimente

Die fur die Kompetitionsexperimente hergestellten Membranpréparationen mit hAzg-
Rezeptoren und den hA;s(EL2-A,4)-Rezeptormutanten weisen beide eine ausreichende
spezifische Bindung fur den A,g-Antagonist-Radioliganden [3H]PSB-603 auf. Dies gilt
nicht fir die Membranpréaparation des hA;a-Rezeptors, daher ist die Durchfuhrung der
Radioligand-Bindungsstudien mit [3H]PSB-603 nicht mdglich und fir diese
Experimente wird der Aja-Antagonist-Radioligand [(H]MSX-2 verwendet. In
Abbildung 38 sind die Inhibitionskurven der Kompetitionsexperimente mit [3H]PSB-
603 gegen die Liganden (A) PSB-603, (B) NECA, (C) BAY60-6583 und (D) CGS-
21680 dargestellt. Die entsprechenden 1Csp-, Kp- und Kj-Werte sind in Tabelle 13
aufgelistet. Zur Uberpriifung, ob die ermittelten Werte eine signifikante Abweichung
von dem des Wildtyps aufweisen, wird bei allen Ergebnissen ein zweiseitiger t-Test
durchgefihrt. Graph (A) zeigt die homologe Kompetition mit PSB-603, wobei diese
Daten die Grundlage fir die Berechnung des Bnax-Wertes aus dem vorhergehenden
Kapitel 3.1.1 bilden. Zwischen dem Ajs-Rezeptor und der Azp(EL2-Azn)-
Rezeptormutante gibt es jedoch bezlglich der Bindung von PSB-603 (A) und NECA
(B) keine signifikanten Unterschiede. Die Bindung des selektiven Ajg-Rezeptor-
Agonisten BAY60-6583 (C) ist bei der Rezeptormutante signifikant, um den Faktor 8,
héher als beim Wildtyp. Die Bindung des A;a-Rezeptor-Agonisten CGS-21680 (D) an
die Ays(EL2-Az4)-Rezeptormutante ist um den Faktor 124 hoher als zum Ajg-Rezeptor
und diese Differenz ist hoch signifikant. Die Werte am Azg-Rezeptor in Graph (D) sind
bis 250 uM CGS-21680 gemessen und aufgrund von Loslichkeitsproblemen
extrapoliert worden. Die berechneten Kp-Werte fur den hAg- und den hAzs(EL2-Aza)-
Rezeptor stammen aus einer homologen Kompetition mit PSB-603. Diese Kp-Werte
stellen auch die Grundlage zur Berechnung der K;-Werte dar, welche in Tabelle 13

zusammengefasst sind.
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Kompetitionsexperimente am Wildtyp des humanen Adenosin-A,z-Rezeptors und

der Rezeptormutante hA,s(EL2-A,,) gegen [PH]PSB-603 (0,3 nM) mit (A) PSB-603, (B) NECA, (C)
BAY60-6583 und (D) CGS-21680. In Graph D ist beim Wildtyp eine durchgehende Kurve, welche bis
250 uM CGS-21680 gemessen wurde dargestellt. Die gestrichelte Linie ist eine Extrapolation, da CGS-

21680 bei diesen Konzentrationen nicht mehr 16slich ist. Die 1Csy-, Kp- und K;-Werte sind in Tabelle 13

dargestellt.
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Tabelle 13. Kompetitionsexperimente am Wildtyp des humanen Adenosin-A,g-Rezeptors und der
Rezeptormutante hA,s(EL2-A,s) gegen [°H]PSB-603 (0,3 nM) mit den Kompetitoren PSB-603,
NECA, BAY60-6583 und CGS-21680: Ermittelte 1Cso-, Kp- und Ki-Werte.?

1Cs0-, Kp- und Kj-Werte + SEM (nM)

Kompetitor Werte wt hAzs n hAR(EL2-Azp) n
PSB-603 ICs0 0,639+0,132 8 0,366 +0,033™ 5
PSB-603 Ko 0,306 £0,117 8 0,127 £0,043™ 5
PSB-603 Ki 0,370+£0,076 8 0,115+0,021™ 5
NECA ICs0 2370 + 210 6 2710 + 860 ™ 4
NECA Ki 1240 + 110 6 854 + 271 "™ 4
BAY60-6583 ICs0 217 + 68 5 283+118" 4
BAY60-6583 Ki 114 + 36 5 8,93+3,70" 4
CGS-21680 ICs0 187000 + 9000° 5 1510+ 850 5
CGS-21680 Ki 98200 + 4600° 5 476 +268 5

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf den Wildtyp hA,g: ™ nicht signifikant;
*p < 0,05; *** p < 0,001

® berechnet durch Extrapolation der Kurve
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Fur den im Kapitel 3.1.1 bendtigten Bmax-Wert des hAza-Rezeptors wird eine homologe
Kompetition von [BH]MSX-2 gegen MSX-2 an hA;a-Rezeptoren durchgefihrt. Daraus
ergeben sich die 1Cso-, Kp- und Kj-Werte. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 39 und
Tabelle 14 zusammengefasst und stellen die Grundlage zur Berechnung des Bmax-
Wertes dar (Tabelle 12).

A hAsy

-

% [PH]MSX-
spezifische Bindung

0+ A
) ) ) L ) ) L ]
10-1210-1210-1110-1910-° 10 10-7 10 105
[MSX-2], M

Abbildung 39. Homologes Kompetitionsexperiment an humanen Adenosin-A,,-Rezeptoren mit
[BHIMSX-2 (1 nM) gegen MSX-2 (Triplikate, n=3).

Tabelle 14. Homologe Kompetitionsexperimente an humanen Aya-Rezeptoren mit [BHJMSX-2.

hA2a n
ICs0-Wert £ SEM (nM) 2,78 £0,99 3
Kp-Wert + SEM (nM) 2,03+1,05 3
Ki-Wert £+ SEM (nM) 2,04 +0,73 3
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Die homologe Kompetition mit dem spezifischen A,a-Rezeptor Agonisten CGS-21680
und dem Antagonisten MSX-2 gegen die entsprechenden Radioliganden [*H]CGS-
21680 und [3BH]MSX-2 zeigen aufgrund der nicht ausreichenden Bindung zum hAg-
und hAs(EL2-Aza)-Rezeptor, kein Ergebnis bis 250 pM fiir CGS-21680 bzw. bis
300 uM fur MSX-2. Alle Radioligand-Bindungsstudien gegen [*H]PSB-603 mit dem
Liganden PSB-603, NECA, BAY-60-6583 und CGS-21680 an hA,a-Rezeptoren zeigen
keine spezifische Bindung. Der K;-Wert von CGS-21680 gegen [3H]CGS-21680 an
Asa-Rezeptoren ist in der Literatur mit 27 nM angegeben.?”® In Tabelle 15 sind die
Ergebnisse aller Radioligand-Bindungsstudien mit den K;-Werten noch einmal

zusammengefasst.

Tabelle 15. Ubersicht tiber alle Kompetitionsexperimente: K;-Werte.?

Ki-Werte + SEM (nM)

Radioligand Kaltligand wt hAzg n hAE(EL2-Aza) n hAza
[*H]PSB-603 PSB-603 0,370+0,076 8 01115+0,021™ 5 nb."
[*H]PSB-603 NECA 1240+110 6 854+271™ 4  nb.
[*H]PSB-603 BAY60-6583 114 + 36 5 893+370° 4 nb.°
[3H]PSB-603 CGS-21680 98200 +4600 5 476 +268° 5  nb.
[*H]CGS-21680 CGS-21680 n.b. 2 n.b. 2 27 (12-59) ¢
[BH]MSX-2 MSX-2 n.b. 2 n.b. 2 204+0,73

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf den Wildtyp hA,g: ™ nicht signifikant;
*p <0,05; *** p <0,001

®Borrmann et al., 2009

¢ Fredholm et al., 20117

¢ Ki-Wert (nM) mit 95% Konfidenzintervall, Klotz et al., 1998°"

n.b. nicht bestimmbar
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3.1.3 Funktionelle Experimente: cAMP-Akkumulation

Im Folgenden sind die Ergebnisse der funktionellen cAMP-Akkumulationsexperimente
von hAzg- und hA,a-Rezeptors, sowie der Rezeptormutante hA,g(EL2-A4) in lebenden
CHO-Zellen dargestellt. In Abbildung 40 sind die sigmoidalen Kurven (Triplikate,
n = 3-7) der jeweiligen Rezeptoren nach Stimulation mit den Agonisten (A) Adenosin,
(B) NECA, (C) BAY60-6583 und (D) CGS-21680 gezeigt, wobei alle Graphen auf den
den Effekt von 100 uM Forskolin normalisiert sind, der gleich 100 % gesetzt wurde.
Die ermittelten ECso-Werte und die dazugehdrigen Maximaleffekte sind in Tabelle 16
zusammengefasst. Des Weiteren erfolgt der zweiseitige t-Test, der Aufschluss dariber
gibt, ob sich die erhaltenen ECso-Werte bzw. Maximaleffekte signifikant von den
Werten am Wildtyp unterscheiden. Nach Stimulation mit dem endogenen Liganden
Adenosin (Abbildung 40A) liegt der ECso-Wert der hA,s(EL2-Azp)-Rezeptormutante
zwischen dem ECso-Wert des hA,g- und des hA;a-Rezeptors, der Unterschied erreicht
jedoch keine Signifikanz zum hAg-Rezeptor. Allerdings ist der Maximaleffekt bei der
Rezeptormutante signifikant hoher als bei den beiden Wildtyp-Rezeptoren. Die
Rezeptormutante hA,g(EL2-A,a) weist nach Stimulation mit dem unselektiven
Agonisten NECA (Abbildung 40B) keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
ECso-Wertes im Vergleich zum Wildtyp-hAzg-Rezeptor auf. Auffallig ist auch hier der
signifikant héhere Maximaleffekt der Mutante verglichen mit den beiden Wildtypen.
Die Ergebnisse der cAMP-Experimente mit dem nicht-nukleosidischen selektiven Azg-
Rezeptor-Agonisten BAY60-6583 (Abbildung 40C) zeigen auch hier bei dem ECso-
Wert zwischen dem Wildtyp hAzs- und der hAs(EL2-Aja)-Rezeptormutante keine
deutliche Differenz, aber der Maximaleffekt ist hier fast doppelt so hoch verglichen mit
dem Wildtyp. Der hA,a-Rezeptor zeigt kein cAMP-Signal nach der Inkubation mit
BAY60-6583. Besonders interessant sind die Ergebnisse mit dem nukleosidischen
selektiven Aa-Rezeptor-Agonisten CGS-21680 (Abbildung 40D), da er die hAzs(EL2-
Azp)-Rezeptormutante ebenfalls zur cAMP-Produktion stimuliert, ganz im Gegensatz
zu dem hA,g-Rezeptor-Wildtyp. Der ECso-Wert ist allerdings signifikant hoher (Faktor
~1300) als am hAa-Rezeptor. Wie auch bei den anderen Agonisten ist hier der

maximale Effekt bei der Mutante signifikant hoher als bei den Wildtyp-Rezeptoren.
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Abbildung 40.
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cAMP-Akkumulationsexperimente: Prozentuale cAMP-Produktion von CHO-Zellen

mit stabil exprimierten hA,s-, hA,a- oder hA,s(EL2-A,n)-Rezeptoren nach Stimulation mit den
Agonisten (A) Adenosin, (B) NECA, (C) BAY60-6583 bzw. (D) CGS-21680. Die Daten sind
normalisiert auf den Effekt von Forskolin (100 uM Forskolin = 100 %-Wert). Die ECso-Werte und die

Maximaleffekte sind in Tabelle 16 dargestellt.
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3 Ergebnisse

Tabelle 16. cAMP-Akkumulationsexperimente: Ermittelte ECsp-Werte und Maximaleffekte der

Rezeptoren nach Stimulation mit den Agonisten. Die Daten sind bezogen auf 100 uM Forskolin =

100%.%

ECso-Werte + SEM (nM)/
Maximaleffekte (Max.) bezogen auf 100 uM Forskolin = 100 %-Werte + SEM (%)

Agonisten Werte  wt hAx N hAxR(EL2-Az) n hAza n
Adenosin ECsy 4550 +2730 3 1170 £ 120" 3 833125 3
Adenosin Max. 34+6 3 58+2" 3 42 +3™ 3
NECA ECsy, 23045 7 199 + 53" 3 150+22" 3
NECA Max. 67 +7 7 101+£9° 3 660" 1
BAY60-6583  ECs 165 + 36 6 264 + 64 ™ 3 >100000 " 4
BAY60-6583  Max. 49 +7 6 94+8" 3 2207 1
CGS-21680 ECs, >1000000 4  47000+7700 6 34779 4
CGS-21680 Max. 10+ 3 4 101+£47 6 64+2 2

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf den Wildtyp hA,g: ™ nicht signifikant;

*p < 0,05; *** p < 0,001
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Nach den Ergebnissen des Ajg-Rezeptors in den oben aufgefiihrten cAMP-
Experimenten wird dieser Rezeptor genauer untersucht und mit unterschiedlichen
NECA- und CGS-21680-Konzentrationen in Kombinationen getestet. Abbildung 41 und
Tabelle 17 zeigen die Ergebnisse der Maximaleffekte der cAMP-Produktion bezogen
auf 100 uM Forskolin als 100 %-Wert. Bei den A,g-Wildtyp-Rezeptoren zeigt sich ein
signifikanter Unterschied bei der Stimulation mit 10 pM und 100 pM CGS-21680. In
Kombination mit 0,1 uM NECA und 10 pM bzw. 100 uM CGS-21680 addiert sich die
CAMP-Konzentration und die Differnz der akkumulierten cAMP-Menge bleibt gleich.
Ein hoch signifikanter Unterschied bei der cAMP-Produktion entsteht bei der
Kombination aus 1 pM NECA mit 10 uM und 100 pM CGS-21680.

** *k*k

*% ns ns
100 i I \

80

60 L

40

20

% cAMP-Produktion

Abbildung 41. Prozentuale cAMP-Produktion von CHO-hA,s-Zellen nach Stimulation mit
unterschiedlichen NECA- und CGS-21680 Konzentrationen in Kombination (Triplikate, n=3). Fir
die Werte siehe in Tabelle 17. Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf NECA 0,1 uM bzw.
NECA 1 uM: ™ nicht signifikant; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Tabelle 17. Agonisten-induzierte cAMP-Akkumulation an CHO-hA,g-Zellen. Die dargestellten

Maximaleffekte sind bezogen auf 100 uM Forskolin = 100%.?

Maximaleffekte bezogen auf 100 uM Forskolin £ SEM (%0)

Agonisten wt hAzs n
Forskolin 100 uM 100+ 4 3
CGS-21680 10 uM 4%2 3
CGS-21680 100 uM 10+37 3
NECA 0,1 uM 41+3 3
NECA 0,1 uM CGS-21680 10 pM 44 3™ 3
NECA 0,1 uM CGS-21680 100 pM 58+4 " 3
NECA 1 uM 60+ 3 3
NECA 1uM CGS-21680 10 uM 694" 3
NECA 1M CGS-21680 100 pM 83+4"" 3

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf CGS-21680 10 uM, NECA 0,1 uM bzw. NECA

1 uM: ™ nicht signifikant; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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3.1.4 Computermodell der hAzs(EL2-hA;4)-Rezeptor-Mutante

Die von Dr. Anke Schiedel und Dr. Farag Sherbiny erstellten Modelle der Wildtyp-
hA2s- und -hAja-Rezeptoren, sowie der hAys(EL2-hAza)-Rezeptormutante ist in
Abbildung 42 gezeigt. Besonders interessant ist hierbei die zweite extrazelluldre
Schleife, die im Ajg-Rezeptor blau und im Aza-Rezeptor griin dargestellt ist. Zusatzlich
sind hier noch die B-Faltblatt-Strukturen und die konservierte Disulfidbriicke gezeigt.
Da die Vorhersagen aus dem Modell besonders im Bereich der Schleifen aufgrund der
Datenlage schwierig sind, kann bei dem Austausch der Schleife bei der hA,s(EL2-
hA2a)-Rezeptormutante nicht wirklich garantiert werden, ob und wie sich eine kurze
Helix im Schleifenbereich ausbildet oder verandert. In der Abbildung ist ndmlich bei
dem Aoa-Rezeptor eine langere Helix in der EL2 zu erkennen als bei der
Rezeptormutante, obwohl es sich hierbei um die gleiche EL2 handelt. Wichtig ist, dass
in allen Modellen die B-Faltblatt-Strukturen erhalten sind und die Disulfidbriicken

konserviert sind.

hAp hA,p (EL2-A,,) LES

B-Faltblatt

‘ B
konservierte

Disulfid- % konservierte
Disulfid-,

konservierte
Disulfid-
Bricke

Abbildung 42. Modelle der hA,s- (links), hA,s(EL2-Azn)- (Mitte) und hA,A-Rezeptors (rechts).
Die zweite extrazelluldre Schleife des Ajg-Rezeptors ist in blau und die des A,a-Rezeptors in griin

dargestellt. In grau sind die Transmenbrandoménen gezeigt.
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Abbildung 43 zeigt die 2D-Ligand-Rezeptor-Interaktion des Computermodells, bei dem
CGS-21680 in die hA2s(EL2-Aza)-Rezeptormutante gedockt ist. Die potentiell
wichtigen Aminosduren aus der Rezeptormutante sind mit den mdglichen
Wechselwirkungen zu CGS-21680 gezeigt. Eine zentrale Rolle scheint dabei die
Aminoséuren Phe 169 zu spielen, die sich im EL2 des Aja-Rezeptors befindet.
Allerdings existiert im Azg-Rezeptor die dazu homologe Aminoséure Phe 173. Alle
anderen dargestellten Aminoséuren befinden sich auch im Wildtyp-A,g-Rezeptor, an
den das CGS-21680 nicht bindet. Damit dirften diese Bindungen nur eine
untergeordnete Rolle spielen.

........

O polar * sidechain acceptor O solvent residue  ©®©@arene-arene
O acidic  +sidechain donor O metal complex ©+arene-cation
O basic =% packbone acceptor " solvent contact
O greasy ¢ backbone donor - metal contact
proximity ligand receptor
. O
contour exposure exposure

Abbildung 43. 2D-Ligand-Rezeptor-Interaktionen von CGS-21680 mit der hA(EL2-A,)-
Rezeptormutante. Von den dargestellten Aminosduren befinden sich alle im A,g-Rezeptor mit
Ausnahme der griin markierten Aminosaure Phe 169, welche in der zweiten extrazelluldren Schleife des

A,n-Rezeptors ist.
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3.2 Homodimerisierung von humanen Adenosin-A,g-Rezeptoren

3.2.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Fir die Untersuchung von Adenosin-A,g-Homodimeren mittels BRET bilden zunédchst
die Kontrollen eine wichtige Grundlage. Bei jedem BRET-Experiment ist somit die
Durchfiihrung von mindestens einer Positiv- und einer Negativkontrolle unerlasslich.
Als Positivkontrolle dient ein Heterodimer, welches bereits publiziert ist, bestehend aus
dem Dopamin-D,- und dem Adenosin-A,a-Rezeptor.?’ Die Negativkontrolle bilden der
Adenosin-Aza- und der GABAg;-Rezeptor, da sie kein Dimer bilden.?®” Abbildung 44
zeigt die genannte Positivkontrolle (griin) bestehend aus einer Hyperbel mit einem
BRETmax-Wert von 144 + 6 mBU und einem BRETso-Wert von 239 + 40, dabei erfolgte
das Experiment in Duplikaten mit n=15. Die Hyperbel bedeutet, wie in Kapitel 2.2.1 in
Abbildung 31 beschrieben, eine spezifische Interaktion und damit die Bildung eines
Dimers. Die Negativkontrolle hingegen steht flr eine unspezifische Interaktion und
bildet in der Graphik daher eine leicht ansteigende Gerade (Duplikate, n=13), fur die
keine BRET max- bzw. BRETso-Werte bestimmbar sind.

200+

Da-Aoa (n=15)

150+
'3 AZA-GABABg (n:13)

1004

mBU

504

<,
0<'/’ :
s

0 100 200 300 400 500 600
YFP/RIluc

A, A-GABAg, Negativkontrolle (n=13):
BRET,ax = nicht bestimmbar
BRETs5y = nicht bestimmbar
Steigung=35+0,9 %

Abbildung 44. BRET Kontrollen: Die griin dargestellte Positivkontrolle (n=15) besteht aus dem D,-
Rluc und Aa-YFP-Dimer. A a-Rluc und GABAGg,-YFP bilden die Negativkontrolle (rot) mit n=13.
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Alle nachfolgenden BRET-Experimente beziehen sich auf diese Kontrollen, d.h. wenn
der BRETmax-Wert der zu untersuchenden Proteine gleich oder groRer dem BRET max-
Wert der Positivkontrolle ist, dann liefert das Experiment den Nachweis fiir ein
vorhandenes Dimer. Sollten die zu untersuchenden Proteine im BRET-Graphen eine
Gerade aufweisen, ahnlich der Negativkontrolle, dann liegen keine Dimere vor. Sollte
die Hohe des BRET ma-Wertes des zu untersuchenden Proteins signifikant oberhalb des
BRETmax-Wertes der Positivkontrolle liegen, dann konnte dies nach Mercier auf die
Bildung von Trimeren oder hoheren Oligomeren zuriickzufihren sein.®? Der BRETso-
Wert hingegen ist ein MaR fir die Affinitdt der Proteine zueinander, was bedeutet: je
Kleiner der BRETso-Wert, desto stérker ist die Affinitat der Proteine.

Alternativ zu den oben genannten Kontrollen, kénnen als interne Kontrolle auch Rluc
und YFP als Fusionsprotein exprimiert werden. Raumlich sind Rluc und YFP in der
Zelle nicht weiter als 10 nm voneinander entfernt und so kommt ein hoher
Energietransfer zustande (siehe griine Balken in Abbildung 45 bzw. die Ergebnisse in
Tabelle 18). Werden Rluc und YFP auf getrennten Plasmiden in die Zelle transfiziert,
dann sind die beiden einzeln exprimierten Proteine in der Zelle, aufgrund der fehlenden
Affinitat zueinander, auch entsprechend weiter als 10 nm voneinander entfernt und kein
oder nur ein geringer unspezifischer Energietransfer findet statt (kleine, rote Balken in
Abbildung 45). Alle Massenangaben beziehen sich auf die Masse an transfizierter DNA.
Bei den Kontrollen entspricht Rluc-YFP mit 1ug transfizierter DNA als
Positivkontrolle, etwa 0,5 pg Rluc und 0,5 pg YFP als Negativkontrolle. Die BRET-
Experimente  kOnnen ausgewertet werden, wenn die BRETm.-Werte der
Positivkontrolle deutlich héher sind als die BRET ma-Werte der Negativkontrolle (siehe
Tabelle 18).
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2500~
20004 —T— = Rluc- YFP 1 g (n=9)

15004 B Rluc - YFP 2 g (n=12)
S 3 Rluc + YFP je 0,5 ug (n=12)
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Abbildung 45. Positivkontrollen (grin): Rluc und YFP wurden als Fusionsprotein exprimiert.

Negativkontrollen (orange + rot): Rluc und YFP liegen in der Zelle als zwei getrennte Proteine vor.

Tabelle 18. BRET ox-Werte der Positiv- (Rluc-YFP) und Negativkontrollen (Rluc+YFP).

Proteine BRET nax+ SEM [mBU] n
Rluc-YFP 1 g 1830 + 220 9
Rluc-YFP 2 pg 2170+ 40 12
RIuc+YFP je 0,5 ug 473+ 37,2 12
Rluc+YFP je 1 ug -28+ 39 12

Die Expressionskontrolle fir jede einzelne Probe (zuvor auf 0,2 mg/ml Protein
eingestellt) erfolgt Gber die Messung der Biolumineszenz fiir den Rezeptor, der an Rluc
gebunden ist, um &hnliche Expressionsraten zu garantieren. Die Messung der
Fluoreszenz fir den YFP markierten Rezeptor zeigt fiir jede Probe mit steigender YFP-
Konzentration auch ansteigende Expressionsraten. Da dies ein interner Standard ist,
kann nicht tUber die Biolumineszenz oder Fluoreszenz auf die Rezeptorzahl oder die

Konzentration der Rezeptoren in der Zelle zuriick geschlossen werden.
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In Abbildung 46 ist das Ergebnis der Adenosin-Ajs-Homodimeruntersuchung jeweils
mit den Kontrollen dargestellt. Zusatzlich sind die BRETqax und BRETse-Werte in
Tabelle 19 angegeben. Die Azs-As BRET-Hyperbel weist einen signifikant hdheren
BRETmax-Wert und einen signifikant kleineren BRETso-Wert als die Positivkontrolle
auf. Der BRETso-Wert ist bei den Agg-Ags-Rezeptoren sogar um den Faktor 10
niedriger als bei der Positivkontrolle.

250-

= Agp-Aog (n=11)
Da-Aoa (n=15)
'3 AZA_GABABZ (n:13)

0 100 200 300 400 500 600
YFP/RIluc

Abbildung 46. BRET-Experiment zur Untersuchung von Adenosin-A,s-Rezeptor-Homodimeren
(blaue Hyperbel) im Vergleich mit der grinen D,-A,a-Positivkontrolle und der roten A,x-GABAg,
Negativkontrolle.

Tabelle 19. Ergebnis des BRET-Experimentes zur Adenosin-A,z-Homodimeruntersuchung.?

Rezeptoren BRETmaxx SEM [MBU] BRETs, £ SEM n
Aog-Asg 202+7° 230+63 11
D,-Aoa 144 + 6 239 +40 15

Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf die Positivkontrolle Dy-A,a: *** p < 0,001
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3.2.2 Verdrangungsexperimente

Abbildung 47 zeigt das BRET-Verdrangungsexperiment zum Nachweis von Ajg-
Homodimeren mit Ays-Rluc, A.s-YFP und Azg ohne Fusionsprotein. Der erste Balken
zeigt keinen Energietransfer, da kein YFP vorhanden ist. Die zweite Saule (griin) weist
den hochsten Energietransfer auf, da kein Ayg ohne Fusionsprotein vorhanden ist,
welches ein mogliches Dimer beeinflussen koénnte. Die folgenden gelb markierten
BRET-Signale in der Abbildung zeigen eine Abnahme des Energietransfers mit
steigenden Mengen an unmarkiertem A,g-Rezeptor. Ab einer DNA-Menge von 4,5 ug
Aog ist dieser Unterschied verglichen mit dem Maximum (grine Sdule) sogar
signifikant. Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 20 dargestellt. Damit beeinflusst
der unmarkierte A,g-Rezeptor eindeutig die BRET-Signale von Azg-Rluc und Ags-YFP.
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Abbildung 47. BRET-Verdrangungsexperiment zur Untersuchung von Ajg-Rezeptordimeren mit
Asp-Rluc, Axg-YFP und Ay ohne Fusionsprotein (n=4). Die Sdulen zeigen das BRET-Signal nach der
transienten Transfektion der CHO-Zellen mit 1,25 pg Ags-Rluc, 2,5 pug Ase-YFP und der angegebenen
Menge an A,g ohne Fusionsprotein. Sdule 1 dient als Negativkontrolle, da kein Energietransfer ohne YFP
stattfindet und Sdule 2 zeigt als Positivkontrolle das BRET-Signal ohne unmarkierte Ajg-Rezeptoren.
Uber den Saulen sind die Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf die Positivkontrolle (griin)
angegeben: ™ nicht signifikant; * p < 0,05.
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Tabelle 20. Ergebnisse des BRET-Verdrangungsexperimentes.®

Rezeptoren BRET nax = SEM [mBU] n
Agg-Rluc+Azs-YFP 182 + 15 4
1,0 pg Azs 169 +10 "™ 4
2,0 ug Ass 154 +13 ™ 4
3,0 ug Azs 154+ 7™ 4
4,0 pg Azs 150 +14 ™ 4
4,5 ug Az 137 +14° 4
5,0 ug Ass 136 +18 " 4
5,5 ug Asg 127+18" 4
6,0 ug Az 127+18" 4
6,5 ug Asg 125+18 " 4

® Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf A,g-Rluc+A,g-YFP: ™ nicht signifikant; * p < 0,05
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3.2.3 Einfluss von Liganden auf die Homodimerisierung

Die Zugabe der am Ayg-Homodimer getesteten Agonisten Adenosin (100 uM), NECA
(100 puM) und BAY60-6583 (10 pM), sowie des Antagonisten PSB-603 (500 nM)
zeigten Uber eine Stunde hinweg keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (siehe
Abbildung 48). Die Messungen erfolgen nach 0 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min und
60 min. Dabei sind die Konzentrationen der Liganden sehr hoch gewdhlt (fast in
Sattigungsbereich). Lediglich nach der Zugabe von Adenosin zeigt der Graph nach 5
min einen signifikanten Abfall des mBU Signals, welches spatestens nach weiteren 5
min nicht mehr signifikant ist. Grundsatzlich zeigen alle Graphen (auBer Adenosin)
nach 5 min zundchst einen Anstieg und dann sinken alle BRET-Signale, auch die der
Kontrolle, nach 1 h auf das gleiche Niveau ab. Da die Liganden in DMSO gel6st sind,

wird eine einheitliche Konzentration von 2,5 % DMSO im Assay eingestellt.

300+
2504 A BAY60-6583 10 uM (n=3)
NECA 100 uM (n=4)
5 200..’ = Kontrolle (n=5)
T 1507 PSB-603500 nM  (n=4)
1004 * v Adenosin 100 pM  (n=3)
50+
O L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6
Zeitinmin

Abbildung 48.  Zeitliche Veranderung des BRET-Signals bei A,z-A,z-Homodimeren nach Zugabe
der Liganden Adenosin, NECA, PSB-603 und BAY60-6583 (n=3-5). Die Transfektion aller CHO-
Zellen erfolgt mit 1,25 pg Azs-Rluc und 2,5 pug Azs-YFP bei einem DMSO-Gehalt von 2,5 % im Assay.
Ergebnis des zweiseitigen t-Testes beim 5 min Wert bezogen auf die Kontrolle: * p < 0,05. Alle nicht

markierten Ergebnisse liefern keinen signifikanten Unterschied.
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3.2.4 Einfluss der M198A-Mutation auf die Adenosin-A,s-Homodimerisierung
Zunéchst ist in Abbildung 49 ein Vergleich der beiden Proteinsequenzen der humanen
Adenosin-Aza- und -Ajg-Rezeptoren im Bereich des letzten Abschnittes der fiinften
Transmembrandoméne (TM5) und dem Anfang der dritten intrazellularen Schleife (IL3)
dargestellt. Das Ergebnis zeigt, dass die Aminosdure Methionin an der Position 193
(Met193) im Aza-Rezeptor analog zu der Aminoséure Met198 im A,g-Rezeptor ist.

TM5 IL3

hA,, Metl193 181 NFFACVLVPLLLMLGV-YLRIFLAA 204
NN RN RN A I R N

hA,; Met198 186 NFFGCVLPPLLIML-VIYIKIFLVA 209

Abbildung 49.  Alignment: Ausschnitt der Proteinsequenz der funften Transmembrandomane
(TM5) und der dritten intrazelluldren Schleife (IL3) der hA,a- und hA,s -Rezeptoren. Dabei
entspricht Met193 aus dem hA,5-Rezeptor dem Met198 des hA,z-Rezeptors.

Nach dem Austausch der Aminosaure Met198 im A,g-Rezeptor gegen Alanin entsteht
die Rezeptormutante A,g-M198A. Es folgt die Klonierung des Konstruktes in den Rluc-
bzw. YFP-Vektor mit der daraus resultierenden DNA Ajz-M198A-Rluc und Agp-
M198A-YFP. Das Ergebnis des BRET-Versuches mit diesen Konstrukten ist in
Abbildung 50 und Tabelle 21 gezeigt.

350-

300- ¥ LI .

250- v Ap-M198A-Ayp-M198A (n=6)
—~ 200- v n ApAxg (n=11)
T 150 ' Dy-Aoa (n=15)
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Abbildung 50. Einfluss der Mutation M198A im A,g-Rezeptor auf die Bildung von Adenosin-A,g-
Rezeptor-Homodimeren (dunkelblaue Hyperbel mit Ay,g-M198A-Rluc und A,z-M198A-YFP)

verglichen mit dem Ajz-Homodimeren (blaue Hyperbel) und den Kontrollen (griin und rot).
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Abbildung 50 zeigt die Azz-M198A-A,5-M198A Hyperbel, die mit einem BRET yax-
Wert von 301 +12 mBU einen wesentlich hoheren BRET.x-Wert als das Agg-
Homodimer mit 202 £+ 7 mBU aufweist. Die BRETso-Werte der beiden genannten
Rezeptorpaare sind jedoch etwa ahnlich hoch. Die M198A-Mutante weist einen um den
Faktor 9 geringeren BRETso-Wert verglichen mit dem publizierten D,-Aoa-Dimer auf,
zeitgleich ist der BRET ma-Wert der Mutante fast doppelt so hoch, wie der von der

Positivkontrolle. Beide Werte unterscheiden sich damit signifikant voneinander.

Tabelle 21. Ergebnis des BRET-Experimentes zur Untersuchung der M198A-Mutation auf das

A,g-Homodimer.?

Rezeptoren BRET 1ax* SEM [mBU] BRETs;c+SEM n

Ae-M198A-Ap-M198A  301+12 26,4+8,0 " 6
Ags-As 202+ 777 230+63 11
Do-Aza 144 + 6 239 +40 15

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf die Positivkontrolle D,-Aya: ** p < 0,01; *** p <
0,001

3.2.5 Computermodell des Adenosin-Azg-Rezeptor-Homodimers

Das von Dr. Farag Sherbiny erstellte Computermodell ist in Abbildung 51 dargestellt.
Den Berechnungen in Tabelle 22 zufolge, zeigen die an TM2 und TM6
zusammengelagerten Dimere die niedrigste kinetische Energie und damit die
energetisch gunstigste Rezeptorkonformation als Dimer. Auch an TM7 und TM1
zusammengelagerte Dimere weisen eine besonders niedrige kinetische Energie auf.
Beide Doménen konnten den Berechnungen nach die Interaktionsflache zwischen den
A,s-Rezeptor-Monomeren unter Ausbildung von Dimeren wichtig sein. In TM®6 rticken
nun nach dem Modell insbesondere die Aminosduren Met238, Leu245, Leu248,
Ala252, Val256 und Val588, sowie in TM2 die Aminoséuren Tyr4d4, Val47, Val54,
Ala55, Leu58, Phe59 und Phe63 in den Fokus. Bei der TM7 scheinen die Aminosduren
Tyr270, Met274, Leu278, Ala281, Val284, Val285, 11e288 und bei der TM1 Leu9,
Alal2, Leul3, Vall6, Leu20, Ala23 und Leu27 potentiell von Bedeutung zu sein. Eine
weitere Kontaktregion kdnnte nach Sherbiny bei dem Ayg-Homodimer auch der C-

Terminus darstellen.
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Abbildung 51. Computermodell des Adenosin-A,g-Homodimers. Hier bildet die TM2 (blau) mit der

TMB6 (orange) die Interaktionsflache.

Tabelle 22. Computerberechnung fur die Interaktionsflache des A,gz-Homodimers.

TM (Azs-Azs) Kinetische Energie
1. TM4 - TM5 -1,40106
2. TM5 - TM4 -1,55278
3. TM2 - TM6 -1,56425
4, TM7 - TM1 -1,56096
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3.3 Heterodimerisierung von humanen Adenosin-Axa- und -Agg-

Rezeptoren

3.3.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Das Ergebnis der Adenosin-A,a-Azs-Heterodimeruntersuchung ist zusammen mit den
Kontrollen in der Abbildung 52 gezeigt. In Tabelle 23 sind die dazugehorigen BRET yax
und BRETso-Werte angegeben. Sowohl Aja-Agg als auch die Positivkontrolle Dy-Aga
zeigen eine Hyperbel im BRET-Graphen und keine flach verlaufende Gerade, wie bei
der Negativkontrolle. Dabei gibt es keinen signifikanten Unterschied bei den BRET max-
und BRETso-Werten zwischen Aja-Azg und der Positivkontrolle. Dabei ist jedoch der
BRETso-Wert bei den Aja-Azs-Rezeptoren um die Halfte Kkleiner als bei der

Positivkontrolle.

200+
150+ Aog-Pon (n=11)
5 D2-A2A (n: 1 5)
D 1007 o Ayn-GABAg, (n=13)
50+
¢

400 600 800 1000
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Abbildung 52. Heterodimeruntersuchungen von humanen Adenosin A,a-Ass-Rezeptoren (n=11)

(orange Hyperbel) verglichen mit den Kontrollen (griin und rot).

Tabelle 23. Ergebnis des BRET-Experimentes zur Adenosin-A,z-Homodimeruntersuchung.?

Rezeptoren BRETax+ SEM [MBU] BRETs, + SEM n
Aon-Asp 158 +10"™ 122 +58 ™ 11
Do-Aoa 144+ 6 239 + 40 15

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf die Positivkontrolle D,-Aza: ™ nicht signifikant
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3.3.2 Verdrangungsexperimente

Das BRET-Verdrangungsexperiment von Agg-Rluc, Aoa-YFP und Ajs ohne
Fusionsprotein ist in Abbildung 53, und die zugehdrigen Werte sind in Tabelle 24
dargestellt. Wenn Azg-Rluc alleine exprimiert wird, dann ist kein Energietransfer
messbar (erste Position Abbildung 53). Die griine S&ule représentiert den hochsten
Energietransfer, da dort nur Ays-Rluc und Aza-YFP und kein Az ohne Fusionsprotein
exprimiert wurden. Die folgenden gelb markierten BRET-Signale zeigen eine starke
Abnahme des Energietransfers mit steigenden Mengen an unmarkiertem A,g-Rezeptor.
Ab einer DNA Menge von 4 pg Agg ist dieser Unterschied verglichen mit dem
Maximum signifikant und ab einer Menge von 5 pg sogar hochsignifikant. Die
Verdrangung von Azg-Rluc bzw. Axa-YFP durch den Azg-Rezeptor ist damit deutlich an

der Abnahme des BRET-Signales zu erkennen.
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Abbildung 53. BRET-Verdrangungsexperiment zur Untersuchung von A,s-Ajs-Rezeptordimeren
mit Azs-Rluc, Asa-YFP und A, ohne Fusionsprotein (Triplikate, n=4). Die Sdulen zeigen das BRET-
Signal nach der transienten Transfektion der CHO-Zellen mit 1 pg Ase-Rluc, 2 pg Asp-YFP und der
angegebenen Menge an A,z ohne Fusionsprotein. Sdule 1 repréasentiert die Negativkontrolle, da kein
Energietransfer ohne YFP stattfindet und Saule 2 zeigt als Positivkontrolle das BRET-Signal ohne
unmarkierte A,z-Rezeptoren. Uber den Séulen sind die Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf
die Positivkontrolle (griin) angegeben: ™ nicht signifikant; * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Tabelle 24. Ergebnisse des BRET-Verdrangungsexperimentes.?

Rezeptoren BRET nax* SEM [mMBU] n
Azs-RIuc+A a-YFP 145 + 9 4
1,0 ug Azs 134 +10™ 4
2,0 ug Ass 127 +10™ 4
3,0 ug Azs 118 + 9™ 4
3,9 Hg Az 119 + 9™ 4
4,0 ug Asg 113 +10° 4
4,5 pg Az 107 + 8~ 4
5,0 ug Ass 948+118" 4
5,5 ug Az 975+ 87 4
6,0 ug Ass 98,5+10,3" 4
6,5 ug Az 90,4+138 " 4

# Ergebnisse des zweiseitigen t-Testes bezogen auf A,g-RIuc+A,4-YFP: ™ nicht signifikant;
*p<0,05;**p<0,01
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3.3.3 Einfluss von Liganden auf die Heterodimerisierung

Die Anderung des BRET-Signals von Aya-Ajs-Heterodimeren nach Zugabe von
Liganden, gemessen Uber eine Stunde hinweg, ist in Abbildung 54 dargestellt. Sowohl
die Agonisten Adenosin (100 uM), NECA (100 puM), CGS-21680 (10 puM, Aga-
Agonist) und BAY60-6583 (10 uM, Azg-Agonist), als auch der A,g-Antagonist PSB-
603 (500 nM) zeigen im Vergleich zur Kontrolle keine signifikanten Unterschiede. Alle
Liganden sind in hohen Konzentrationen eingesetzt und getestet worden. Insgesamt

sinkt das Niveau aller Graphen inkl. der Kontrolle tiber 60 min leicht ab.
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Abbildung 54. Zeitliche Verdnderung des BRET-Signals bei A,a-Asg-Heterodimeren nach
Zugabe von den Liganden NECA (100 uM), Adenosin (100 uM), CGS-21680 (10 uM), PSB-603
(500 nM) und BAY60-6583 (10 uM) (n=3). Die Transfektion aller CHO-Zellen erfolgt mit 2 pg Age-
Rluc und 3 pg Asa-YFP. Im Assay betrdgt der DMSO Gehalt 2,5 %. Das Ergebnis des zweiseitigen t-
Testes bezogen auf die Kontrolle ergibt keine signifikanten Unterschiede.
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3.3.4 Konfokale Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie dient der Uberpriifung der Lokalisierung der Rezeptoren.
Abbildung 55 zeigt eine CHO-Zelle mit exprimiertem Aza-Rluc und Azs-YFP unter
dem konfokalen Mikroskop wahrend der Anregung des YFPs und Cy3s, welches Uber
Antikdrper an Rluc gebunden ist. Dabei sind die Rezeptorexpression und die Verteilung
in der Zelle gut zu erkennen. Optimal ist fir die BRET-Experimente eine gleichmaRige
Verteilung der Aza- und Ays Rezeptoren, damit die Voraussetzungen fiir eine
Untersuchung von Dimeren tberhaupt gegeben ist. Das Bild zeigt die Zelle sowohl im
Quer- als auch Langsschnitt (siehe unterer bzw. rechter Rand). Es zeigt, dass die

Rezeptoren nicht intrazelluldr, sondern in der Plasmamembran lokalisiert sind.

Asa-Rluc + As-YFP

Abbildung 55. Konfokale Mikroskopie: CHO-Zellen mit A,a-Rluc und Ax-YFP. angefarbte
Zellkompartimente exprimieren Uberwiegend den Ajg-Rezeptor mit dem YFP. Rote Zellkompartimente
exprimierten groftenteils A,a-Rezeptoren mit Rluc. Sind ungefahr gleiche Mengen an Aya-Rluc und Agg-
YFP vorhanden, so erscheint es in dem Bild als . Rluc selbst wurde hier (iber einen Antikérper gegen
Rluc, an dem ein zweiter Antikdrper mit einem Fluorophor Cy? gebunden hat, sichtbar gemacht. Die Zelle
konnte scheibchenweise von oben nach unten gescannt werden und ein virtueller vertikaler Schnitt durch
die Zelle erzeugt werden. Die Zelle am rechten Rand ist ein vertikaler Blick in die Zelle von der Seite (an

der gelben Linie). Analog dazu ist der Schnitt der Zelle am unteren Rand.
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3.3.5 Computermodell des Adenosin-Aza-Azs-Rezeptor Heterodimers

Abbildung 56 zeigt das Computermodell des Adenosin-A,a-Azg-Rezeptor Heterodimers
welches Dr. Farag Sherbiny erstellte. Die Ergebnisse der Berechnungen sind in Tabelle
25 dargestellt, wobei die Zusammenlagerung TM4 und TM5 die niedrigste kinetische
Energie ergibt. Demnach scheinen diese beiden Doménen die Interaktionsflache im
Axa-Aze-Heteromer zu bilden. Interessant fur Mutationsstudien sind nach diesem
Modell die Aminoséuren des A,g-Rezeptors Vall25, Val128, Phel34 und Leul42 aus
der TM4, sowie aus der TM5 des A,a-Rezeptors die Aminosauren Tyr184, 11e197,
Met198 und Ile201.

Abbildung 56. Computermodell des Adenosin-Aa-Ajs-Heterodimers. Hier bildet die vierte
Transmembrandoméne (TM4 - cyan) des Aja-Rezeptors (links) mit der flinften Transmembrandoméne
(TM5 - orange) des A,g-Rezeptors (rechts) die Interaktionsflache (nach F. Sherbiny, unpublizierte

Ergebnisse).
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Tabelle 25. Computerberechnung fir die Interaktionsflache des A,5-Aog-Heterodimers.

TM (Azs-Azn) Kinetische Energie
1. TM4 - TM5 -2,10335
2. TM5 - TM4 -1,96114
3. TM2 - TM6 -2,01906
4, TM7 - TM1 -2,08237
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3.4 Oligomerisierung von Adenosin-Rezeptoren: Elektrophorese-

Experimente

3.4.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Vorab sind in Tabelle 26 die markierten Rezeptoren mit dem dazugehdrigen

Molekulargewicht dargestellt.

Tabelle 26. ProteingrdRen der Rezeptoren

Rezeptor GroRe [kDa]
Aoa-His 46,2
Aoa-Strep 46,2
Aoa-YFP 72,3
Aop-His 36,6
Ayp-Strep 36,6

Zunachst wurden SDS-Gele mit den [*S]-Methionin-markierten Proteinen hergestellt.
Dabei konnte lediglich der Aza-Rezeptor (His/Strep) mit einem sehr schwachen Signal
auf dem Film detektiert werden. Die Auswertung der Proben mittels Counter ergab auch
ein geringes messbares Signal fur den A,g-Rezeptor, allerdings kann hiermit kein Dimer
in einem Gel nachgewiesen werden; daher sind die Ergebnisse hier nicht gezeigt. Die
Kontrollen, also die untransfizierten Oozyten, zeigten hierbei nur ein Signal in Hohe der
Hintergrundstrahlung.
Die mittels Typhoon detektierten SDS-Gele zeigen die Cy3-, Cy5- und die YFP-
markierten Rezeptoren. Abbildung 57 und Tabelle 27 zeigen die Ergebnisse. Dabei sind
im Teil a) die Cy5-markierten Rezeptoren, die in der gesamten Zelle vorkommen, nach
der Aufreinigung mit NTA-Ni?*-Agarose zu erkennen. Hierbei konnen theoretisch nur
Rezeptoren vorhanden sein, die mit einem His-Tag versehen sind oder zwei
nebeneinanderliegende Histidine in ihrer Rezeptorsequenz aufweisen. Somit massten
die Rezeptoren Ayg-His (1a) und Aya-His (3a-5a) durch die Cy5 Markierung erkennbar
sein. Jedoch st lediglich sehr schwach Aja-His-Aoa-YFP  (fungiert hier als
Positivkontrolle) zu erkennen. Die anderen Rezeptoren scheinen kaum exprimiert zu
sein, da im Vergleich zu der Kontrolle (7a) nicht mehr Banden zu erkennen sind.
Alternativ kdnnte auch die Anfarbung mit Cy5 bzw. Cy3 nicht optimal verlaufen sein,
sodass die Rezeptoren zwar exprimiert sind, jedoch nicht vollstandig detektiert werden.
Der zweite Teil b) zeigt die Cy3-markierten Rezeptoren, also die, die in der
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Plasmamembran vorkommen. Da hier die Extrakte der Rezeptoren vor der Aufreinigung
mit der NTA-Ni?*-Agarose aufgetragen wurden, sind sie unabhangig vom His-Tag.
Eindeutig ist Aoa-YFP (2b) durch die roten Banden zu erkennen. Dies ist der einzige

Rezeptor in Teil b), der unabhangig von Cy3 im Gel zu erkennen ist. In Teil a)

a) Cy5 markierte Rezeptoren nach der b) Cy3 markierte Rezeptoren (Rezeptoren an
Aufreinigung mit NTA-Ni**-Agarose der Zelloberflache) vor der Aufreinigung
A AN
- N - N
Marker la 2a 3a 4da 5a 6a Marker 1b 2b

kDa
250
150
100
75
50

Aop-His? Apa-Strep?
37
25

Abbildung 57. Detektion des SDS-Gels mittels Typhoon. Die blauen Banden sind die mit Cy5

markierten Rezeptoren und sie befinden sich sowohl in der Zelle als auch in der Plasmamembran. Die

grinen Banden stellen die Cy3 markierten Rezeptoren da, welche sich in der Plasmamembran der
Oozyten befanden. Das YFP-Konstrukt ist hier rot dargestellt. Die gestrichelten Kreise deuten die

erwarteten BandengroéfRen an. Die beiden blauen Marker wurden nachtréglich eingefugt.

Tabelle 27. Erklarung zur Abbildung 57.

Position Rezeptor Grole [kDa]
lab Age-His 36,6
2alb Aoa-YFP 72,3
3alb Aoa-His + Aoa-YFP 118,5

4 alb Aopa-His 46,2
5alb Aoa-His + Apa-Strep 92,4

6 a/b Aoa-Strep 46,2

7 alb Kontrolle
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konnte das YFP nicht detektiert werden, weil nach der Aufreinigung tber das His-Tag,
Aoa-YFP weggewaschen wurde. Bei der Koexpression von Apa-His mit Asa-YFP (3b)
ist allerdings keine Bande zu sehen, genau wie bei dem Aza-His zusammen mit dem
Aoa-Strep-Konstrukt (5b). Auch die einzeln exprimierten Rezeptoren, wie Azg-His (1b),
Aoa-His (4b) und Aza-Strep (6b) konnen nicht in der Zellmembran nachgewiesen
werden.

Abbildung 58 und Tabelle 28 zeigen die Ergebnisse eines SDS-Gels nach einem
Western Blot und der Detektion mittels Strep-Antikérpern nach der Umsetzung von
Luminol. In Teil a) der Abbildung mssten alle Strep-markierten Rezeptoren A,a-Strep
(2a, 4a, 6a) und Ays-Strep (3a, 5a, 7a) zu detektieren sein, da dies der Zustand vor der
Aufreinigung Uber das His-Tag ist. Alle Konstrukte sind deutlich zu erkennen bis auf
Aoe-Strep alleine (3a), da hier offensichtlich die Expression sehr gering ist. Dies scheint
grundsatzlich bei allen Ayg-Strep-Konstrukten der Fall zu sein. Dennoch sind Aa-Strep
(2a) und Ag-Strep (3a) im Teil a) eine Positivkontrolle und im Teil b) eine
Negativkontrolle, da im rechten Teil der Abbildung nach der Aufreinigung nur noch
Konstrukte detektiert werden konnen, die sowohl ein His- als auch ein Strep-Tag
aufweisen. Die Kontrolle (1a/b) besteht aus untransfizierten Oozyten, die kein Signal
bei der Detektion zeigen. Aa-His und Aja-Strep (4a/b) sind am starksten exprimiert
und zeigen sowohl Dimerbildung als auch eine mdgliche Tetramerbildung (4b). Eine
genauere Differenzierung zwischen Tetrameren und noch hoheren Oligomeren ist
aufgrund des schwachen Signals nur schwer moéglich. Ein Trimer scheint sich hier aber
nicht zu bilden, da dies bei ca. 140 kDa erscheinen mdisste. Bei 4b und 6b sind eindeutig
Monomere zu erkennen. Dies missen zuvor Oligomere gewesen sein, die nach der
Aufreinigung durch die anschlieBende Denaturierung mit SDS und DTT zu Monomeren
abgebaut wurden. 5a/b und 6a/b zeigen jeweils vor und nach der Aufreinigung eine
schwache Bande an der erwarteten Position. Dies lasst auf das Aja-Azs-Heterdimer
schlieBen. Hier sind keine héheren Oligomere zu erkennen. Bei dem Agg-His und Agg-
Strep ist kaum ein Signal zu erkennen, da vermutlich die Expression viel zu gering war.

Daher kann hier keine Aussage zu Di-, Tri-oder Tetrameren gemacht werden.

115



3 Ergebnisse

a) Strep markierte Rezeptoren vor der b) Strep markierte Rezeptoren nach der
Aufreinigung mit NTA-Ni**-Agarose Aufreinigung mit NTA-Ni?*-Agarose
A _A—
f ™ ~ B
kDa '
150 —»
75—»
50 —»
25—»

Abbildung 58. Detektion nach dem Western Blot eines SDS-Gels mit Hilfe von Strep-

Antikérpern. Im Teil a) befinden sich die Rezeptoren vor und im Teil b) nach der NTA-Ni**-Agarose
Aufreinigung. Links sind somit alle Rezeptoren mit einem Strep-Tag detektierbar, wahrend im rechten
Teil der Abbildung theoretisch nur Rezeptoren mit His- und Strep-Tag zusammen (Oligomere) detektiert
werden konnen. Der Marker in der Mitte wurde kopiert und links von der Abbildung mit dem

GroRenstandard dargestelit.

Tabelle 28. Erklarung zu Abbildung 58.

Position Rezeptor GroRe [kDa]
1lab Kontrolle
2alb Aoa-Strep 46,2
3alb Ayp-Strep 36,6

4 alb Aoa-His + Apa-Strep 92,4
5alb Aoa-His + Agg-Strep 82,8

6 a/b Aug-His + Apa-Strep 82,8

7 alb Aog-His + Ays-Strep 72,2
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3.4.2 Blaue Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der BN-PAGE waren zundchst im Gel optisch eine Vielzahl an blauen Banden
vorhanden, allerdings konnte nach dem Western Blot, der Inkubation mit den
spezifischen Antikérpern und der anschlieBenden Detektion, kein Signal erfasst werden.
Fur die BN-PAGE ist eine sehr hohe Rezeptorexpression wichtig, die allerdings bei
Adenosin-Rezeptoren in Oozyten bisher nicht erreicht werden konnte. Die Detektion
mittels Typhoon ist bei der BN-Page nicht mdoglich, da die blaue Farbe im Gel die
Wellenlangen beeinflusst.
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4.1 Charakterisierung der zweiten extrazelluldren Schleife des

humanen Adenosin-A,z-Rezeptors

4.1.1 Austausch der zweiten extrazelluldren Schleife des humanen Adenosin-Agg-
Rezeptors und Expression in CHO-Zellen
Der zu Beginn mittels 'Overlap-Extension'-Methode durchgefiihrte Austausch der
zweiten extrazellularen Schleife des humanen Adenosin-Ag-Rezeptors gegen den EL2
des Adenosin-Axa-Rezeptors resultiert in der Rezeptormutante hA,g(EL2-Aza). Die
Bestimmung des Bpax-Wertes (ber die homologe Kompetition weist keinen
signifikanten Unterschied bei der Expression der Rezeptormutante verglichen mit dem
Wildtyp auf. Damit kénnen alle Ergebnisse ohne die besondere Bertcksichtigung auf

die Expression der Rezeptoren diskutiert werden.

4.1.2 Kompetitionsexperimente

Die Inhibitionskurven der Kompetitionsexperimente mit [(H]PSB-603 gegen den Ajg-
Antagonisten PSB-603 und den Agonisten NECA an der Rezeptormutanten Ag(EL2-
A,p) fuhren zu keinen signifikanten Unterschieden der 1Cso-Werte verglichen mit dem
Azs-Rezeptor Wildtyp. Sowohl die Bindung des Antagonisten PSB-603 als auch die des
Agonisten NECA wird also nicht oder nur unwesentlich durch die zweite extrazellulare
Schleife des Aj,g-Rezeptors beeinflusst. Ganz im Gegensatz dazu verhalt sich der
selektive Ajg-Rezeptor-Agonist BAY60-6583, der eine um den Faktor 8 starkere
Bindung zu der Rezeptormutante aufweist, als zum Wildtyp. Dieses Ergebnis ist
beachtlich, da BAY60-6583 nicht an den A,a-Rezeptor bindet und diesen auch gar nicht
aktiviert. Das nicht-nukleosidische BAY60-6583 bindet somit entweder besser an
bestimmte Aminosauren der zweiten extrazelluldaren Schleife des A,a-Rezeptors oder
die zweite extrazellulare Schleife erleichtert BAY60-6583 das Erreichen der
Bindungsstelle. Moglicherweise ist die 1&ngere zweite extrazellulare Schleife des Agg-
Rezeptors so kompakt gefaltet, dass BAY60-6583 durch sterische Hinderung der EL2
nur erschwert die Bindungstasche erreichen kann. Gegebenenfalls kénnte die zweite
extrazelluldre Schleife des A,g-Rezeptors auch dafiir verantwortlich sein, dass eine
grolRe Anzahl an Azg-Rezeptoren im inaktiven Zustand vorliegt und nur ein Kleiner Teil
in der fur Agonisten hochaffinen Konformation, je nachdem wie die Schleife gerade
ausgerichtet ist. Eventuell konnte der EL2 h&ufiger eine Konformation einnehmen, bei
der die Rezeptoren im inaktiven Zustand vorliegen. Die Bindung des A,a-Rezeptor-
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Agonisten CGS-21680 ist an der Azs(EL2-A,a)-Rezeptormutanten um den Faktor 124
hoher als bei dem Ayg-Rezeptor. Auch dieses Ergebnis ist bedeutend, da dieser Ligand
weder an den Ajyg-Rezeptor-Wildtyp bindet, noch diesen aktiviert. Somit interagiert
CGS-21680 offensichtlich mit der zweiten extrazelluldaren Schleife des A,a-Rezeptors
und dies flhrt zu einer Erhohung der Affinitat. Bei M2-Acetylcholin-Rezeptoren ist
bekannt, dass Uber Bereiche nahe der allosterische Bindungsstelle die
Rezeptorbewegung und die Kopplung der G-Proteine reguliert werden kann.?
Eventuell ist auch bei den Adenosin-Rezeptoren durch diese Konformationsanderung
und die Kontrolle der G-Proteine mdglich. Die Bereiche kdnnten hier beispielsweise in
der zweiten extrazellularen Schleife liegen, da diese besonders gro3 und flexibel ist.
Madoglicherweise bindet aber auch ein Ligand mit einem groRen voluminésen Rest
besser, da dieser aus der Bindungstasche herausragt und durch die Schleife des Aja-
Rezeptors stabilisiert wird. Die Bindung ist vermutlich im A,a-Rezeptor auch wichtig,
aber sicherlich nicht alleine fiir die starke Bindung zwischen CGS-21680 und dem Aja-
Rezeptor verantwortlich, da die Affinitit von CGS-21680 an den Aj,a-Rezeptor
wesentlich hoher ist als zur Ass(EL2-Azp)-Mutante. Damit sind weitere Aminosauren
aus anderen Teilen des Rezeptors wichtig fur diese Bindung. Alle Ergebnisse mit
[BH]PSB-603 kdnnen nur in Bezug auf die Antagonist-Bindungsstelle und nicht auf die
Agonist-Bindungsstelle diskutiert werden, da bislang noch kein Experiment mit einem
radioaktiv markierten A,g-Agonisten etabliert ist. Die Glykosylierung kann ebenfalls
einen Einfluss auf die Bindung haben. Allerdings spielt dieser Effekt, wenn (berhaupt,
beim Ajg-Rezeptor nur eine untergeordnete Rolle, da bereits in der eigenen
Diplomarbeit die A,g-Rezeptormutante S165A generiert und untersucht wurde, bei der
eine der beiden Glykosylierungsstellen des A,g-Rezeptors eliminiert ist. Dennoch zeigte
diese Rezeptormutante keine Anderung der Bindung oder der Funktionalitat des
Rezeptors. Die Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass die zweite extrazellulare
Schleife fir die hA,a- und hA,g-Rezeptorsubtypenselektivitat wichtig ist, da der EL2
sowohl einen Einfluss auf die Bindung des A,g-spezifischen Liganden BAY60-6583 als
auch des Aja-spezifischen Agonisten CGS-21680 hat. Allerdings ist damit die
Affinitatsdifferenz zwischen diesen Subtypen nicht vollkommen erklarbar. Es gibt
sicherlich noch weitere Faktoren oder Aminoséuren auRerhalb dieser Schleife, die zur
Affinitatsdifferenz beitragen. Die Ergebnisse am A,a-Rezeptor zeigen deutlich, dass
alle Bindungsstudien mit [3H]PSB-603 keine gentigende spezifische Bindung zum Aza-
Rezeptor aufweisen und nur die Aza-Rezeptor-Liganden CGS-21680 und MSX-2 dort
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spezifisch binden. Interessant ware nun eine Rezeptormutante, bei der im A,a-Rezeptor
die zweite extrazellulare Schleife gegen die des Ag-Rezeptors ausgetauscht wird, also
die Rezeptormutante hA,a(EL2-A,g). Theoretisch misste hier ein deutlicher Verlust der
Bindungsstérke von CGS-21680 verglichen mit dem Wildtyp-A,a-Rezeptor zu messen
sein. BAY60-6583 dirfte keine Bindung zu dieser Mutante zeigen. Interessant dirfte
dann besonders das Ergebnis von MSX-2, PSB-603 und NECA sein, wobei hier eine
Prognose schwierig ist. Bei diesen Experimenten kann sowohl die Agonist- als auch die
Antagonist-Bindungsstelle des A,a-Rezeptors noch genauer untersucht werden. Die
Ergebnisse kdnnen zur Entwicklung selektiver Wirkstoffe beitragen und dartber hinaus
Erkenntnisse zur Rolle des EL2 liefern.

4.1.3 Funktionelle Experimente: cCAMP-Akkumulation

Die Agonisten Adenosin, NECA und BAY60-6583 zeigen keinen oder nur einen
geringen Einfluss auf die ECso-Werte bei der hAzs(EL2-Aza)-Rezeptormutante
verglichen mit dem A,g-Wildtyp. Hierbei scheint die zweite extrazelluldre Schleife in
Bezug auf die Potenz der Verbindung zundchst nur eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Allerdings ist auffallend, dass bei der Rezeptormutante hA;s(EL2-Aza) im
Gegensatz zu den Wildtypen hAzs und hAa hochsignifikante Differenzen bei der
intrinsischen  Aktivitait (Maximaleffekt, Efficacy) nach  Stimulierung  mit
unterschiedlichen Agonisten beobachtet wird. Die Efficacy ist sowohl bei dem
endogenen Agonisten Adenosin und dem unselektiven, nukleosidischen Agonisten
NECA, als auch bei dem selektiven, nicht-nukleosidischen Agonisten BAY60-6385 und
dem selektiven, nukleosidischen Agonisten CGS-21680 in der Loop-Mutante
signifikant erhoht im Vergleich zum Agg-Wildtyp-Rezeptor. Da sich die ECso-Werte
(wie oben beschrieben) bei den funktionellen Experimenten bei NECA, Adenosin und
BAY-606583 bei Rezeptormutante und Wildtyp nicht signifikant unterscheiden, scheint
die  verdnderte Rezeptorkonformation sich hauptséachlich auf  den
Aktivierungsmechanismus auszuwirken. Durch die ausgetauschte Schleife veréndert
worden. Diese Verdnderung fiihrt offensichtlich zu einer hoheren Efficacy nach
Stimulation mit einem Agonisten. Mdglicherweise ist mit dem Austausch der zweiten
extrazelluldaren Schleife die verknupfte funfte Transmembrandoméne (TM5) und die
daran hdngende dritte intrazelluldre Schleife (IL3) so in der Konformation veréndert,
dass die Aktivierung des G-Proteins durch den IL3 nach Stimulation mit einem

Agonisten wesentlich erleichtert ist. Die zweite extrazelluldare Schleife des hAga-
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Rezeptors spielt eine Rolle bei der Aktivierbarkeit ganz bestimmter Agonisten, wie dem
spezifischen A,a-Rezeptor-Agonisten CGS-21680. Dieser Agonist aktiviert nun die
Aos-Rezeptor-Mutante mit der zweiten extrazellularen Schleife des A,a-Rezeptors. Die
Rezeptormutante ist im Gegensatz zum Ayg-Rezeptor leicht aktivierbar, jedoch
unterscheidet sich der ECso-Wert noch deutlich von dem des A;a-Rezeptors, zu dem die
Verbindung viel affiner ist. Damit ist die zweite extrazellulare Schleife des Aga-
Rezeptors nicht nur wichtig bei der Bindung des Liganden CGS-21680, sondern auch
flr die Aktivierbarkeit und Efficacy des Rezeptors.

Bei den cAMP-Akkumulationsexperimenten mit Ayg-Wildtyp-Rezeptoren mit NECA in
Kombination mit CGS-21680 in verschiedenen Konzentrationen, zeigt sich kein
deutlicher Unterschied, der auf die Modulation von A,g-Rezeptoren durch CGS-21680
schlielen lasst. Es besteht zwar ein signifikanter Unterschied bei der cAMP-
Akkumulation zwischen 10 uM und 100 uM CGS-21680 in Kombination mit 0,1 uM
NECA, allerdings besteht diese Differenz auch in der Abwesenheit von NECA. Hierbei
ist kein besonderer Einfluss von CGS-21680 auf den A,g-Rezeptor festzustellen. Wird
unter gleichen Bedingungen das Experiment mit 1 uM NECA durchgefihrt, dann ergibt
sich eine signifikante Steigerung der cAMP-Akkumulation. Mdglicherweise tberfihren
hohe Konzentrationen von CGS-21680 den Ajg-Rezptor von der inaktiven Form in die
aktive Form und bewirkt dadurch eine hoéhere CcAMP-Ausschittung nach

Agonistzugabe. Allerdings spielt dieser Effekt nur eine untergeordnete Rolle.

4.1.4 Computermodell der hAzs(EL2-hAz4)-Rezeptor-Mutante

Die Computermodelle der hAzg- und hAza-Rezeptoren, sowie der hAzs(EL2-hAza)-
Rezeptormutante zeigen alle jeweils eine unterschiedliche Konformation der zweiten
extrazellularen Schleife. Da genau dieser Bereich besonders flexibel ist, konnte der EL2
des A,a-Rezeptors auch im Ayg-Rezeptor eine andere Konformation einnehmen als im
Wildtyp. In dem Modell der Rezeptormutanten sind zwei Disulfidbriicken berechnet
worden, und zwar zum einen die hochkonservierte zwischen Cys78 in TM3 und Cys167
im EL2, sowie eine weitere zwischen Cys72 (EL1) und Cys160 (EL2). Des Weiteren
wurden die zwei B-Faltblatt-Strukturen im EL1 und EL2 vorhergesagt, die in den
Kristallstrukturen des A;a-Rezeptors gefunden wurden und durch die Disulfidbriicken
stabilisiert werden. Fir den Ajg-Rezeptor konnte experimentell nur eine essentielle

Disulfidbriicke gefunden werden.**
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Aus dem Homologiemodell und der daraus resultierenden 2D-Ligand-Rezeptor-
Interaktion ergibt sich, dass der volumindse Rest in 2’-Position des Agonisten CGS-
21680 sterisch aus der Bindungstasche herausragt. Wichtig fir die Bindung des
Liganden scheint nach den Berechnungen die Aminoséure Phel69 im EL2 des Aja-
Rezeptors zu sein, die mit dem Xanthingrundgeriist des Agonisten iiber m-m-
Wechselwirkungen interagiert. Allerdings existiert im Ajg-Rezeptor die homologe
Aminosaure Phel73. Daher dlrfte diese Aminosaure keinen groRen Einfluss auf die
Bindung von CGS-21680 haben. Alle anderen dargestellten Bindungen dirften nur eine
untergeordnete Rolle spielen, da sie auch im A,g-Rezeptor vorhanden sind und dort
CGS-21680 nicht binden. Dennoch konnte man die Bedeutung dieser Aminosdure
uberprifen, indem CGS-21680 an der Rezeptormutante Agg(EL2-Aza-F169A) in
Radioligand-Bindungsstudien und cAMP-Experimenten untersucht werden wiirde.
Sollte hierbei jeweils ein signifikanter Unterschied zum Wildtyp gemessen werden,
dann ware die Bedeutung der Aminoséure bestéatigt.

4.1.5 Zusammenfassende Diskussion

Das interessanteste Ergebnis aus den Radioligand-Bindungsstudien und den cAMP-
Akkumulationsexpermienten ist, dass der selektive Aza-Agonist CGS-21680 an die Agg-
Rezeptor-Mutante mit der ausgetauschten zweiten extrazellularen Schleife des Aza-
Rezeptors binden und diese aktivieren kann. Dies soll nach dem Computermodell an der
Aminosdaure Phel69 in der ausgetauschten zweiten extrazelluldren Schleife des Aja-
Rezeptors liegen. Des Weiteren soll der groRe volumindse Rest in 2'-Position von CGS-
21680 aus der Bindungstasche herausragen. Die zweite extrazellulare Schleife hat zwar
keinen Einfluss auf die Bindung von PSB-603 und NECA, jedoch auf die Bindung von
BAY60-6583 und CGS-21680, wobei die Bindung starker wird. Bei der Azg(EL2-Ajp)-
Rezeptormutante ist die maximale cAMP-Ausschittung nach der Zugabe aller
getesteten Agonisten Adenosin, NECA, CGS-21680 und BAY60-6583, stark erhoht
verglichen mit den Wildtypen. Dies liegt offensichtlich daran, dass die zweite
extrazellulare Schleife die Rezeptor-Konformation verdndert, insbesondere die fiinfte
Transmembrandoméne und die daran hadngende dritte intrazellulare Schleife. Dies fiihrt
moglicherweise zu einer leichteren Aktivierbarkeit, d.h. zu einem erleichtertem
,,Umkippen* oder ,,Shiften” in die aktive Konformation.*® #*°® Dadurch kann das G-
Protein besser bzw. leichter aktiviert werden. Des Weiteren hat der EL2 auch einen

Einfluss auf die Subtypselektivitit von Liganden, insbesondere flr Liganden mit einem
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grolRen Rest, welcher in die zweite extrazelluldre Schleife hineinragt, wie CGS-21680
oder PSB-603.%% 3% 20 pje cAMP-Akkumulationsexperimenten mit Agg-Wildtyp-
Rezeptoren mit NECA in Kombination mit CGS-21680 in verschiedenen
Konzentrationen, zeigen keinen Einfluss CGS-21680 auf A,g-Rezeptoren.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass die zweite extrazellulare Schleife nicht nur
einen groRen Einfluss auf die Liganderkennung, sondern auch auf die Konformation

und die Aktivierung des Rezeptors hat.
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4.2 Homodimerisierung von humanen Adenosin-A,g-Rezeptoren

4.2.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Die BRET-Methode wird in der Wissenschaft teilweise immer noch kontrovers
diskutiert, da diese Methode die Dimere nicht direkt, sondern indirekt nachweist. Bis
heute ist keine Methode gefunden, die absolut eindeutig und direkt die Dimer- oder
Oligomerbildung beweist. Dennoch sind BRET und auch die BN-PAGE aktuell die
wissenschaftlich anerkannten Methoden zur Dimeruntersuchung.’®* #* Durch eine
Vielzahl an verschiedenen zusétzlichen Experimenten, wie Verdrdngungsexperimenten,
Testung von Liganden an Dimeren oder Mutationen kann ein Dimer dennoch mit einer
relativ hohen Sicherheit nachgewiesen werden. Bei der BRET-Methode stimmen in
einem Punkt verschiedene Meinungen uberein: Wird nach Zugabe des Substrates
Coelenterazin h zu dem Enzym Renilla luciferase (Rluc) Biolumineszenz gemessen und
diese auf das Fluoreszenzprotein YFP (bertragen und auch dessen Emission gemessen,
dann sind Rluc und YFP nicht weiter als 10 nm in der Zelle voneinander entfernt. Die
kontroverse Diskussion beginnt in der hierauf basierenden Annahme, dass somit auch
die Rezeptoren, die mit Rluc und YFP verbunden sind, ebenfalls maximal 10 nm
voneinander entfernt liegen. Aufgrund der raumlichen Néhe der Rezeptoren in der Zelle
wird nun auf Rezeptordimere oder Rezeptoroligomere geschlossen. Dies gilt auch fur
die Positivkontrolle bei dem publizierten und allgemein akzeptierten D,-Aga-
Rezeptordimer.?®” Bei der Negativkontrolle mit dem Aza- und GABAg;-Rezeptor ist das
ahnlich. Hier findet allerdings kein Energietransfer statt und somit sind auch die
Rezeptoren weiter als 10 nm in der Zelle voneinander entfernt. Hier ist eine
Dimerisierung  sehr  unwahrscheinlich.  Die  Rluc-YFP-Fusionsproteine  als
Positivkontrolle und Rluc sowie YFP als einzeln exprimierte Proteine in der Zelle
dienen als interner Standard fir die Experimente. Insbesondere die Negativkontrolle
beweist, dass keine Interaktion zwischen Rluc und YFP in der Zelle stattfindet. Durch
insgesamt relativ hohe und vor allem spezifische Signale bei der BRET-Methode, sowie
die signifikanten Unterschiede zwischen Positiv- und Negativkontrolle, kann die BRET-
Methode trotz der genannten Nachteile, als relativ sicherer Nachweis von Dimeren
herangezogen werden.

Ein Vergleich des Expressionslevels kann bei dem Rezeptor-Rluc-Fusionsprotein tber
die Hohe des Donorsignals ermittelt werden. Bei dem Rezeptor-YFP-Fusionsprotein

erfolgt die Expressionskontrolle tiber die Messung der Fluoreszenz. Dabei gilt: Je hoher
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die Fluoreszenz, desto hoher ist auch die Rezeptorexpression. Dabei ist die Bestimmung
eines konkreten Bpax-Wertes allerdings nicht mdglich, da die Biolumineszenz und die
Fluoreszenz jeweils relative Einheiten besitzen. Bei den BRET-Experimenten erfolgt
die Biolumineszenz- und Fluoreszenzmessung aller in der Zelle markierten Rezeptoren,
das heilst, sowohl der Rezeptoren in der Zellmembran, als auch der intrazellular
lokalisierten. Somit kdnnen theoretisch auch gemeinsam internalisierte Rezeptordimere
oder Dimere im Golgi oder ER detektiert werden.

Die Ergebnisse zur Untersuchung von Adenosin-Azs-Homodimeren lassen deutlich auf
die Dimerisierung der Rezeptoren schlielen. Zunédchst zeigt der Graph der Azg-Azs-
Rezeptoren im BRET-Experiment eine Hyperbel, dhnlich der Positivkontrolle, also
keine Gerade wie bei der Negativkontrolle. Des Weiteren weisen die A,g-Rezeptoren
einen signifikant hoheren BRET qax-Wert und einen signifikant kleineren BRETso-Wert
als die Positivkontrolle auf. Der hohe BRETqa-Wert bedeutet, dass sich zundchst
Dimere gebildet haben, und da das Signal zusatzlich noch signifikant hoher ist, dass es
wahrscheinlich ist, dass sich Trimere oder hohere Oligomere gebildet haben (nach
Mercier).2? Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgten weiterfilhrende Untersuchungen der
Azs-Rezeptor-Oligomerbildung mit Hilfe der Blue Native-PAGE (siehe Kapitel 2.4),
die aber bisher aufgrund technischer Probleme (zu geringe Expression) nicht erfolgreich
waren. Der BRETso-Wert bei den Ajg-Agg-Rezeptoren ist sogar um den Faktor 10
Kleiner als bei der Positivkontrolle. Dies konnte eine um den Faktor 10 hohere Affinitét
von Ajs-Ass-Rezeptordimeren zueinander bedeuten, als Aza zu D, im Apa-Do-
Heterodimer aufweisen. Die Affinitdt zwischen den Rezeptoren in einem Dimer ist
individuell verschieden bei jedem Rezeptordimer. Dies liegt an der Anzahl und den
unterschiedlichen Arten von Bindungen, die zwischen den Rezeptoren bestehen. Es gibt
keine Regel, dass Homodimere grundsatzlich eine hohere Affinitat zueinander
aufweisen, als es bei Heterodimeren der Fall ist.*> 2! Die Bestimmung der Anzahl und
der Art der Bindungen zwischen Dimeren muss (ber die Identifizierung der
Interaktionsflache geschehen. Dabei kann die Interaktionsflache durch den Austausch
einzelner Aminoséuren mit anschlieBender Testung auf die Affinitdt im BRET-
Experiment erfolgen. So wie bei dem Beispiel der M198A Mutation im Ajg-Rezeptor,
welche in Kapitel 4.2.4 diskutiert wird.

Weitere Hinweise zur Existenz von Ajg-Homodimeren liefern die nachfolgenden
Verdrangungsexperimente, Versuche mit der Zugabe von Liganden und der Herstellung
der Mutante M198A.
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4.2.2 Verdrangungsexperimente

Die Ergebnisse der vorhergehenden BRET-Experimente deuten bereits auf die Existenz
von Azg-Homodimeren hin, aber weitere unabhéngige Versuche zur Bestétigung sind
unerlésslich, daher sind diese Verdrangungsexperimente wichtig. Das Ergebnis
bekraftigt deutlich die Existenz von Ajs-Homodimeren. Das hohe BRET-Signal
zwischen Agg-Rluc und Ags-YFP lasst bereits auf ein Dimer schlielen. Sollte dieses
hohe BRET-Signal dennoch von keinem A,g-Dimer stammen, dann diirfte die Zugabe
von unmarkiertem A,g-Rezeptor auch keinen Einfluss auf den Energietibertrag haben.
Das deutliche Absinken des Energietibertragungssignals (mBU) nach Zugabe von Ajg-
Rezeptor ohne Tag ist klar erkennbar und ab einer DNA-Menge von 4,5 ug signifikant.
Dies kommt dadurch zustande, dass sich mehr Agg-Azs-Rluc und Ajg-Azs-YFP
zusammenlagern, die kein messbares Signal mehr Ubertragen kénnen. Infolge dessen
entsteht weniger Azg-Rluc-Azs-YFP, welches in diesem Versuch als einziges Konstrukt
mittels BRET detektiert werden kann. Die eingesetzte A,g-Rezeptor-DNA-
Konzentration ist relativ hoch, damit eine Verdrangung nachgewiesen werden kann.
Dies liegt unter anderem an zusétzlichen, nicht messbaren Azg-RIluc-Azg-Rluc und Agg-
YFP-Azs-YFP Dimeren, die auch hier durch den ungetaggten A,s-Rezeptor verdrangt
werden. Mdglich ware auch die Entstehung von Trimeren, also dem Azg-Rluc-Ajg-
YFP-Azg-Rezeptortrimer, welches ein Signal Ubertragt. Obwohl alle diese Konstrukte
entstehen konnen, ist eine deutliche Verdrdngung nachweisbar. Dies belegt das

Vorhandensein von humanen Adenosin-A,g-Rezeptorhomodimeren bzw. -Oligomeren.
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4.2.3 Einfluss von Liganden auf die Homodimerisierung

Nachdem die BRET- einschlieRlich Verdrangungsexperimente die EXxistenz von
Adenosin-A,g-Homodimeren bestatigen, ist des Weiteren der Einfluss von potenten und
selektiven Azg-Liganden auf das Dimerverhalten von Interesse. In der Literatur sind
bereits einige Dimere publiziert, die ligandeninduziert dissoziieren oder assoziieren.'®*
282 Dennoch haben die am Ag-Homodimer getesteten Liganden wie NECA, PSB-603
und BAY60-6583 selbst in hohen Konzentrationen keinen Einfluss auf die Bildung oder
den Zerfall der Dimeren. Zundchst scheint bis zu 5 min nach der Ligandzugabe eine
geringe, vermehrte Dimerbildung einzutreten, aber da dieser Effekt auch bei der
Kontrolle auftritt, stellt es keine ligandenabhéngige Reaktion dar, sondern
mdoglicherweise eine Stressreaktion der Zelle. Der signifikante Unterschied nach 5-
minutiger Inkubation mit Adenosin deutet auf einen kurzzeitigen Zerfall der Azg-Ags-
Dimere hin. Hierbei wére es moglich, dass bei hoher Konzentration an Adenosin die
Rezeptoren internalisieren und sich zeitgleich rdumlich voneinander trennen. Adenosin
kann grundsétzlich schnell abgebaut werden und ist vielleicht nach kurzer Zeit nur noch
in geringen Konzentrationen im Assay vorhanden. Durch den nun gering konzentrierten
Agonisten konnte nach 5 weiteren Minuten die Bildung von Dimeren wieder gefordert
werden. Mdglicherweise ist der kurzzeitige signifikante Unterschied bei Adenosin auch
nur eine statistische Schwankung (da nur n=3) und damit die Signifikanz dieser
Aussage eher gering einzuschatzen. Uber eine Stunde hinweg sinkt der Energietransfer,
wie in allen Graphen zu erkennen ist (inkl. Kontrolle). Zum einen kdnnten die Zellen
nach einer Stunde mehr gestresst sein, zum anderen konnte der Grund in der Inkubation
mit leicht zytotoxischem DMSO (geringe Menge, 2,5%) liegen. Dadurch konnte ein
Sterben von einigen Zellen bedingt sein und somit die Abnahme des mBU Signals
erklart werden. Das Ayg-Ags Dimer scheint somit ein sehr stabiles Dimer zu sein,
welches nicht durch Zugabe von Agonisten oder Antagonisten zerstort werden kann.
Durch Zugabe von Liganden werden auch keine neuen Dimere gebildet. Von daher ist

es sehr wahrscheinlich, dass starke Bindungen das Dimerkonstrukt zusammenhalten.
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4.2.4 Einfluss der M198A-Mutation auf die Adenosin-A;s-Homodimerisierung

Der Ajg-Rezeptor ist zu 56 % identisch mit dem Aya-Rezeptor und damit gleichzeitig
der am nachsten verwandte Rezeptor.'! Bereits 2004 konnte die Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Rafael Franco aus Barcelona die Bildung von Aja-Homodimeren
publizieren.?* Knapp ein Jahr spter postulieren Thevenin et al., dass die Aminoséure
M193 (zu Alanin getauscht) in der TM 5 des Aja-Rezeptors besonders wichtig flr die
Interaktionsflache bei der A,a-Dimerisierung ist.??® Das in Abbildung 49 gezeigte
Alignment zwischen dem Aa- und dem Ajs-Rezeptor zeigt eindeutig, dass die
Aminoséure Met193 im A,A-Rezeptor homolog zu der Aminosédure M198 des Ajg-
Rezeptors ist. Alle diese Fakten zusammen lassen nun die Hypothese zu, dass auch die
Aminosaure Met198 im A,g-Rezeptor eine wichtige Funktion bei der Interaktionsflache
des schon nachgewiesenen A,g-Homodimers tbernimmt. Das Ergebnis aus dem BRET-
Experiment beweist durch den signifikant hohen BRETma-Wert der Ajs-M198A-
Rezeptoren verglichen mit der Positivkontrolle die Existenz von A,z-M198A-
Homodimeren. Dabei ist die Hohe des BRET max-Signals bei der M198A-Mutante um
das Doppelte im Vergleich zur Positivkontrolle und um die Halfte, verglichen mit dem
Aos-Homodimer, gestiegen. Nach Mercier bedeutet ein starker Anstieg des BRET nax-
Signals eine Tri-, Tetra- oder hohere Oligomerisierung der Rezeptoren.®’ Der
geringfugig hohere BRETso-Wert von Ags-M198A verglichen mit dem Agg-
Homodimer, bedeutet eine etwas geringere Affinitdt der Rezeptoren zueinander und
damit einen geringfugigen Verlust der Bindungsstarke durch Alanin. Dies lasst auf
einen allenfalls sehr schwachen Effekt der M198A-Mutation in Bezug auf die
Interaktionsflache  schlieBen, da dieser Unterschied nicht signifikant ist.
Zusammengefasst bedeutet dies nun, dass das Methionin 198 im A,g-Rezeptor lediglich
einen geringen Einfluss auf die Steigerung der Bindungsstiarke zwischen den Agg-
Homodimeren aufweist, jedoch deutlich hohere Oligomerisierungformen negativ
beeinflusst. Also konnte dies wiederum bedeuten, dass M198 zu weniger Tri- und
Tetrameren flhrt, zugunsten von mehr Dimeren, die aber daftr eine geringfugig héhere
Affinitat zueinander aufweisen. Dominik Thimm untersuchte die Mutante M198A im
Ags-Rezeptor auf Funktionalitat und Bindung.?®® Dabei zeigte sich in funktionellen
Experimenten mit NECA eine signifikante 1,7 fache geringere Potenz verglichen mit
dem Wildtyp, welche er auf eine mdgliche Dimerisierung zurtckfihrte. In den
Bindungsstudien mit einem Agonist-Radioliganden konnte er allerdings keinen

Unterschied finden.?®® Thimms Beobachtungen kénnen nun folgendermaBen erklart
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werden: Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kann die Dimerisierung dieser Mutante
bestatigt werden. Durch Methionin 198 durften also geringfligig mehr Dimere statt
Trimere vorliegen (vgl. mit Alanin 198) und NECA aktiviert die Dimere
maoglicherweise besser als die Trimere oder hoheren Oligomere. Das wiederum kénnte
einen ersten Hinweis auf funktionsuntlichtige(re) hohere Oligomere und
funktionstuchtige(re) Mono- und Dimere liefern. NECA selbst fordert oder zerstort
jedoch nicht die Bildung dieser Dimere, wie im Ligandenexperiment eindeutig gezeigt

werden konnte.

4.2.5 Computermodell des Adenosin-Azg-Rezeptor-Homodimers

Nach der Erstellung des Computermodells des Azg-Homodimers sollen entweder TM2
und TM6 oder TM7 und TM1 als Interaktionsflache zwischen den Rezeptoren dienen
(Abbildung 51). Da dies nur Berechnungen eines ersten Computermodells sind, miissen
die Ergebnisse entsprechend vorsichtig betrachtet werden. Dennoch sind die genannten
Interaktionsflachen durchaus mdéglich und sollten zukinftig durch Mutagenesestudien
mit anschliefenden BRET-Experimenten Uberprift werden. Als besonders interessant
gelten in den genannten Transmembrandomanen die aufgelisteten Aminosauren TM1
(Leu9, Alal2, Leul3, Vall6, Leu20, Ala23, Leu27), TM2 (Tyr44, Val47, Val54, Ala55,
Leu58, Phe59, Phe63), TM6 (Met238, Leu245, Leu248, Ala252, VVal256, Val288), TM7
(Tyr270, Met274, Leu278, Ala281, Val284, VVal285, 11e288). Die meisten Aminoséauren
sind lipophil (Ala, lle, Leu, Met, Val) und befinden sich deshalb in den
Transmembrandomanen. Im Falle einer tatsdchlichen Interaktion Uber diese
Aminosauren entstehen dann schwache hydrophobe, nicht-kovalente
Wechselwirkungen, also Van-der-Waals-Wechselwirkungen. Je mehr Aminoséuren
beteiligt sind, desto starker misste die Interaktion zwischen den Rezeptoren werden.
Diese Bindungen wirden daftir sprechen, dass Dimere potentiell leicht in Monomere
zerfallen konnten. Als weitere Kontaktregion sollte nach dem Computermodell der C-
Terminus wichtig sein. Allerdings hat Sonja Hinz in Ihrer Doktorarbeit genau diesen C-
Terminus mutiert und Uberprift. Daraus geht eindeutig hervor, dass ein Fehlen des C-
Terminus keinen Einfluss auf die Dimerbildung hat. Grundsatzlich sollten auch die
intra- und extrazellularen Schleifen der Rezeptoren als mdgliche Interaktionsflachen
untersucht werden, da diese im A,g-Rezeptor besonders flexibel sind und daher

maoglicherweise einen Auf- oder Abbau von Oligomeren schnell fordern kdnnten.
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4.2.6 Zusammenfassende Diskussion

Humane Adenosin-Ajg-Rezeptoren bilden nach den Ergebnissen dieser Arbeit
zumindest Homodimere, wenn nicht sogar Trimere oder hoéhere Oligomere. Dabei
scheinen die Ayg-Azg-Homodimere sehr stabile Dimere zu bilden, welche nicht durch
Zugabe von Agonisten oder Antagonisten zu Monomeren zerfallen konnen. Die
Affinitat der Azg-Rezeptoren in den Homodimeren ist um den Faktor funf hoher als bei
den Aya-Azg-Heterodimeren und sogar um den Faktor 10 hoher als bei den Dj-Aga-
Heterodimeren. Dies kénnte an der Interaktionsflache zwischen den Rezeptoren liegen.
Eine mdgliche, an der Interaktionsflache liegende Aminosaure, Methionin 198 im Ajg-
Rezeptor, zeigt lediglich einen geringen Einfluss auf die Steigerung der Bindungsstéarke
zwischen den Ayg-Homodimeren, jedoch beeinflusst es héhere Oligomerisierungformen
negativ. Somit fihrt M198 zu weniger Tri- und Tetrameren, zugunsten von mehr
Dimeren, die aber daflr eine geringfligig hohere Affinitat zueinander aufweisen. Das
erstellte Computermodell sagt TM2 und TM6 oder TM7 und TM1 des Agg-
Homodimers als Interaktionsflache zwischen den Rezeptoren voraus. Dies gilt es in

zukiinftigen Experimenten zu bestétigen.
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4.3 Heterodimerisierung von humanen Adenosin-A;a- und -Agg-

Rezeptoren

4.3.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Die Adenosin-Aza-Azs-Rezeptoren bilden nach den BRET-Ergebnissen eindeutig
Heterodimere. Der hyperbelférmige Kurvenverlauf, sowie der nicht-signifikante
Unterschied zwischen BRETq.-Werten bei den Aja-Azs-Rezeptoren und der
Positivkontrolle, bestatigen die Bildung von Heterodimeren. Dabei kann von Dimeren
ausgegangen werden und die Wahrscheinlichkeit, dass Tri- oder héhere Oligomere
gebildet werden, ist aufgrund der Hohe des BRETnax-Wertes eher geringer. Um hier
aber eine eindeutige Aussage Uber die Bildung von Oligomeren treffen zu konnen,
missen BN-PAGE-Experimente durchgefuhrt werden. Da der BRETso-Wert bei den
Aoa-Azs-Rezeptoren nur halb so hoch ist wie bei der Positivkontrolle, erscheint die
Affinitat zwischen dem Adenosin-A;a-Azs-Heterodimer um das doppelte hoher als bei
dem D,-Aza-Heterodimer. Dieser Unterschied ist allerdings nicht signifikant.
Vermutlich sind daher an der Interaktionsflache der Adenosinrezeptoren mehr bzw.
starkere Kréfte beteiligt oder wegen der Lénge, als bei der Positivkontrolle. Durch den
gezielten  Austausch von Aminoséuren konnen nun Untersuchungen zur
Interaktionsflache zwischen den Rezeptoren erfolgen. Dabei kdnnen die Ergebnisse des
Computermodells helfen. Die folgenden Verdrangungsexperimente kénnen die Existenz
von Aoa-Azg-Heterodimeren bekréaftigen.

Sitkovsky vertritt die Hypothese, dass Aza- und Ajg-Rezeptoren Heterodimere bilden
und diese eine bessere Funktionalitit aufweisen. Zusatzlich sollen die Aya-Rezeptoren
die Expression der A,s-Rezeptoren an der Zelloberflache hochregulieren.??” Die erste
Hypothese zur Existenz von Axa-Azs-Heterodimeren kann durch diese Arbeit bestétigt
werden. Ob die Dimere verglichen mit dem Momomeren allerdings eine bessere
Funktionalitat aufweisen, muss in cCAMP-Experimenten nachgewiesen werden. Die
dritte Hypothese von Sitovsky muss jedoch genauer hinterfragt werden, da Teng et al. in
Aoa-Knock-Out-Mdausen eine Hochregulation der A,g-Rezeptoren feststellten und somit
A,s-Rezeptoren in Abwesenheit von A,a-Rezeptoren hochreguliert werden und nicht in
deren Anwesenheit.?®* Dies gilt es weiter zu untersuchen, da sich hieraus noch weitere

Hypothesen zur Entstehung und Funktion von Mono- und Dimeren ableiten lassen.
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4.3.2 Verdrangungsexperimente

Die Verdrdngungsexperimente bestdtigen die Existenz von Adenosin-Aza-Ags-
Heterodimeren. Dabei ist das hohe BRET-Signal zwischen Azg-Rluc und Aja-YFP
schon ein Zeichen fir ein Aja-Azs-Heterodimer. Die Erhéhung von Wildtyp Agg-
Rezeptoren und ein sich dadurch ergebendes signifikant sinkendes BRET-Signal
bestéatigen diese Aussage, da die Senkung des Signals auch spezifisch ist. Ab einer
DNA-Menge von 4 pg Ags-Rezeptor ist dieser Unterschied, verglichen mit dem
Maximum, signifikant, und ab einer Menge von 5 g sogar hochsignifikant. Infolge von
mehr Azs-Azs-Rluc- und Ajs-Aza-YFP-Zusammenlagerungen, kann kein messbares
Signal Ubertragen werden. Dadurch entsteht weniger Azg-Rluc-Aza-YFP, welches als
einziges Konstrukt durch BRET detektiert werden kann. Bei den Aza-Ags-
Heterodimeren missen hohere Konzentrationen an unmarkiertem A,g-Rezeptor als bei
den Azg-Homodimeren zugefligt werden, um den gleichen Effekt zu erzielen. Dies
bedeutet, dass Aja-Rezeptoren im Aza-Azs-Heterodimer sich durch Azg-Rezeptoren
leichter verdréngen lassen als markierte Ayg-Rezeptoren im Azg-Homodimer. Dies liegt
offensichtlich an der fiinffach hoheren Affinitat zwischen A,g-A.g-Rezeptoren, wie
anhand des BRETso-Wertes zu erkennen ist. Daher wirken an der Interaktionsflache
zwischen den Azg-Homodimeren starkere Krafte/Bindungen als zwischen dem Aza-Ags-
Heterodimer. Das folgende Kapitel zeigt wie stabil die Heterodimere unter dem Einfluss

von verschiedenen Liganden sind.

4.3.3 Einfluss von Liganden auf die Heterodimerisierung

Aos- und Aya-Rezeptoren scheinen sehr stabile Dimere zu bilden, da keiner der
getesteten Liganden, Agonisten oder Antagonisten, sowohl Agg-, als auch Apa-
Liganden, auch nur ansatzweise einen Einfluss auf das BRET Signal haben. Dabei sind
die Konzentrationen von Adenosin, NECA, CGS-21680, BAY60-6583 und PSB-603
sehr hoch gewéhlt (fast im Sattigungsbereich). Die Internalisierung der Rezeptoren
konnte grundsatzlich mdglich sein, allerdings ist durch die konfokale Mikroskopie
sichtbar, dass der grofite Teil der Rezeptoren in der Zellmembran lokalisiert ist. Das
Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass die Dimere bereits im Endoplasmatischen
Retikulum gebildet und dann zur Membran transportiert werden. In der Membran ist
dann offensichtlich keine Bildung von hoheren Oligomeren oder ein Zerfall in
Monomere durch die Liganden madglich. Dies wirde auch fir eine sehr starke Bindung

zwischen dem Dimer sprechen. Das Absinken des BRET-Signals bei allen
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Versuchsansatzen inklusive Kontrolle ist, wie bei der Diskussion der Homodimere
bereits erwahnt, durch DMSO und somit ein geringes Absterben der Zellen zu erkléaren.

4.3.4 Konfokale Mikroskopie

Die konfokale Mikroskopie bestatigt die Expression der Aza- und Ayg-Rezeptoren in
der Zellmembran. Intrazellular befinden sich nur wenige Rezeptoren. Die konfokale
Mikroskopie zeigt eine weitestgehend gleichméRige Verteilung der Aja- und Agg-
Rezeptoren innerhalb der Zellmembran. Dies ist auch wichtig damit bei den BRET-
Experimenten ausreichend hohe Signale detektiert werden kénnen. Dabei wird deutlich,
dass die Rezeptoren sowohl kolokalisiert sind, aber in wenigen Bereichen der
Zellmambran auch entweder (berwiegend A,a- oder vornehmlich Ajg-Rezeptoren

exprimiert sind. Dies ist eine VVoraussetzung fur die Existenz von Mono- und Dimeren.

4.3.5 Computermodell des Adenosin-Aza-Azs-Rezeptor Heterodimers

Die Interaktionsfliche des Aja-Azs-Heterodimers soll nach den Voraussagen des
Computermodells durch die TM4 des Azg-Rezeptors und die TM5 des Aya-Rezeptors
gebildet werden. Die TM5 im A,a-Rezeptor ist bereits beim Aya-Homodimer als
Interaktionsflache bekannt und koénnte somit auch beim Ajza-Ajzs-Heterodimer eine
wichtige Rolle spielen. Dies ist durchaus moglich und misste daher durch
Mutagenesestudien mit anschlielenden BRET-Experimenten Uberprift werden. Als
besonders interessant gelten in den genannten Transmembrandomanen die aufgelisteten
Aminoséuren der TM4 (Val125, Val128, Phel34 und Leul42) und der TM5 (Tyr184,
11e197, Met198 und 1le201). Die Uberwiegend lipophilen Aminoséuren (lle, Leu, Met,
Phe, Val) kdnnten dabei schwache, hydrophobe Van-der-Waals-Krafte ausbilden. Durch
diese schwachen Bindungen ist die Wahrscheinlichkeit erhéht, dass die Dimere
potentiell leicht in Monomere zerfallen konnten oder relativ schnell héhere Oligomere
bilden koénnten. Intra- und extrazelluldaren Schleifen der Rezeptoren kénnen aufgrund
der Flexibilitat bei den Computermodellen nur schwer analysiert werden, daher ist eine

Untersuchung dieser Regionen auf das Oligomerverhalten ebenfalls wichtig.
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4.3.6 Zusammenfassende Diskussion

Die Adenosin-Aza- und -Ayg-Rezeptoren bilden nach den BRET-Ergebnissen und den
Verdrangungsexperimenten dieser Arbeit eindeutig Heterodimere. Trimere oder hohere
Oligomere sind aufgrund der Versuche zwar mdglich, aber eher unwahrscheinlich.
Durch die konfokale Mikroskopie wird deutlich, dass die Aa- und Azg-Rezeptoren
hauptsachlich in der Zellmembran kolokalisiert sind. Des Weiteren scheinen Aja-Azg-
Heterodimere ligandenunabhangig sehr stabile Dimere zu bilden. Dabei ist die Bindung
bzw. Affinitat zwischen den A,a-As-Rezeptoren stérker als beim D,-Aza-Heterodimer,
aber schwécher als beim Ajg-Homodimer. Diese Interaktion kdnnte aufgrund von
Wechselwirkungen der hydrophoben  Aminosauren  zwischen der vierten
Transmembrandoméne des Ajg-Rezeptors und der funften Transmembrandoméne des

Aoa-Rezeptors zustande kommen.
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4.4 Oligomerisierung von Adenosin-Rezeptoren: Elektrophorese-

Experimente

4.4.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Aufgrund der SDS-PAGE kann das A;a-Homodimer bestatigt werden. Das Gel zeigt bei
den Aa-Rezeptoren eine Bande in der Grolie eines Monomers. Diese kommt dadurch
zustande, dass die Rezeptor-Oligomere zundchst Uber das His-Tag aufgereinigt, dann
durch die Denaturierung mit SDS und DTT zu Monomeren abgebaut und anschlieRend
uber den Strep-Antikorper detektiert wurden. Ein Trimer ist nach diesen Ergebnissen
zwar nicht zu detektieren, aber dennoch mdglich. Aber dafir scheinen die Aza-
Rezeptoren sehr stabile A;a-Homotetramere zu bilden, die sich nicht durch SDS und
DTT denaturieren lassen. Hierbei wére es interessant zu wissen, welche Funktion diese
mdoglichen Tetramere in der Zelle erfullen. Zu untersuchen wére, welche Unterschiede
zwischen Mono-, Di- und Tetrameren pharmakologisch bestehen, und ob
unterschiedliche Liganden nur an bestimmten Oligomeren binden oder sie aktivieren.
Doch zunéchst mussten weitere Studien zur Bestatigung von Aa-Tetrameren folgen.
Des Weiteren ist nun nach den Interaktionsflachen fiir Tetramere zu suchen. Es stellt
sich auch die Frage der Anordnung der Tetramere, d.h. ob sie in einer Reihe
nebeneinander miteinander verbunden sind, oder im Dreieck mit einem angehdngten
Rezeptor, oder als Viereck. Interessant ware dann auch zu wissen, ob alle Rezeptoren in
der aktiven oder inaktiven Form vorliegen und wie sie sich bei Ligandzugabe verhalten.
Diese Experimente bestatigen ebenfalls die Existenz von Apa-Azs-Heterodimeren. Es
konnten allerdings keine héheren Oligomere identifiziert werden. Dies unterstiitzt auch
die BRET-Ergebnisse, die auf keine hoheren Oligomere schlielen lassen. Die Funktion
und Bindung der A,a-Azg-Heterodimere hat Sonja Hinz in ihrer Doktorarbeit (2012)
untersucht. Dabei war die Expression von Ajg-Rezeptoren verglichen mit Aja-Agg-
Rezeptoren in CHO-Zellen vergleichbar hoch. Dabei ist die Bindung von NECA zum
Azs-Rezeptor dreifach hoher als beim Aja-Azs-Heterodimer. Jedoch ist die Bindung
von BAY60-6583 und PSB-603 an das A,a-Azs-Heterodimer signifikant hoher als zu
den A,g-Rezeptoren. Die Potenz, welche Sonja Hinz in cAMP-Experimenten getestet
hat, war bei den getesteten Liganden (Adenosin, NECA, BAY60-6583) bei den Agg-
Rezeptoren deutlich besser als bei den Heterodimeren. Alle diese Daten lassen darauf
schlielen, dass sich A,a-Azs-Heterodimere bilden, wobei sich die Bindung der
Liganden zwischen Monomeren und Dimeren unterscheidet, aber die Funktionalitat der
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Dimere verglichen mit den Monomeren sinkt. Der Sinn konnte darin bestehen, dass bei
einer bestimmten Konzentration an Adenosin zunéchst die Monomere aktiviert werden
und bei einer stdndigen Stimulation die Rezeptoren nicht nur internalisiert werden,
sondern auch Heterodimere mit A,a-Rezeptoren bilden. Durch weiter steigende
Konzentrationen von Adenosin in der Zelle findet nun auch die Aktivierung der Dimere
statt. Diese Heterodimere weisen nun eine verdnderte Pharmakologie auf und die
Aktivierung verschiedene Signalkaskaden beginnen in der Zelle.

Aufgrund der geringen Expression konnte keine Identifikation von A,g-Homodimeren
oder Azg-Oligomeren mittels SDS-PAGE stattfinden. Die Steigerung der Expression
von Ajg-Rezeptoren ist grundsatzlich in vielen Zelllinien schwierig, besonders in
Xenopus Oozyten. Die Oozyten sind jedoch optimal fur die BN-PAGE geeignet. Die

Optimierungsmdoglichkeiten sind im nachfolgenden Kapitel genauer diskutiert.

4.4.2 Blaue Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der BN-PAGE konnten keine GPCR-Oligomere nachgewiesen werden. Dabei
ist BN-PAGE zwar flr ligandgesteuerte lonenkandle zum Nachweis von Oligomeren
langst etabliert, allerdings gelang dies noch nicht fir GPCRs. Mdglicherweise liegt dies
an den G-Proteinen, die eine Auftrennung hierbei erschweren. Fir die BN-PAGE ist vor
allem eine sehr hohe Rezeptorexpression wichtig, die allerdings bei Adenosin-
Rezeptoren in Oozyten nicht erreicht werden konnte. Die Optimierung der Expression
der Adenosin-Rezeptoren konnte bei Oozyten durch eine chemisch induzierte Hypoxie
erhoht werden, da sich auf DNA-Ebene ein "Hypoxie induzierender Faktor" (HIF-
Promotor) unmittelbar vor der A,g-Rezeptor-Gensequenz befindet und die Expression
reguliert. Als Alternative kénnte eine andere Zelllinie dienen, welche nativ kaum
Adenosin-Rezeptoren exprimiert, aber diese nach der transienten Transfektion deutlich
exprimiert. Bei dem Experiment besteht Optimierungsbedarf durch die Wahl und
Konzentration des Detergenzes (Digitonin, Dodecylmaltosid) zum Solubilisieren und
die Imidazolkonzentrationen, welche die unspezifische Bindung vermindert. Eine
Optimierung der Detektion ist allerdings schwieriger. Die Detektion mittels Typhoon ist
bei der BN-Page nicht mdglich, da die blaue Farbe im Gel die Wellenldngen beeinflusst.
Das Fazit ist also ein erhdter Optimierungsbedarf, damit GPCRs, insbesondere
Adenosin-Rezeptoren, als Oligomere eindeutig mittels BN-PAGE nachgewiesen

werden kdnnen.

139



4 Diskussion

4.4.3 Zusammenfassende Diskussion

Fazit der Versuche zur Oligomerisierung von Adenosin-Rezeptoren ist, dass Aza-
Rezeptoren Homodimere und eventuell auch Homotetramere bilden kénnen. Aja-Ags-
Rezeptoren bilden nur Heterodimere und keine héheren Oligomere. Flr den Nachweis
von Azg-Homooligomeren reichte die Expression der Rezeptoren in Oozyten nicht aus.
BN-PAGE ist fir GPCRs noch optimierungsbedurftig.
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Die Adenosin-Rezeptoren, welche zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) gehoren, werden in die vier Subtypen, Ai;, Aza, Az und As
unterteilt. Aufgrund der ubiquitidren Expression der Adenosin-Rezeptoren und deren
vielféltigen physiologischen Funktionen im menschlichen Korper, sind sie als Targets
fur die pharmazeutische Wirkstoffentwicklung besonders interessant. Der Aa- und
der Azg-Rezeptor sind aufgrund der Homologie in der Aminosauresequenz nahe
verwandte Rezeptoren, die sich jedoch in der Affinitdt zum endogenen Agonisten
Adenosin stark unterscheiden. Wahrend von dem fur Adenosin "hoch affinen” Aja-
Rezeptor bereits die Rontgenkristallstruktur publiziert wurde, ist der "niedrig affine”
As-Rezeptor der bisher am wenigsten erforschte Adenosinrezeptor-Subtyp. Weder die
Ligand-Bindungsstelle ist genau bekannt, noch gibt es Informationen dartiber, ob der
Rezeptor als Monomer, Dimer oder Oligomer existiert. Basierend auf einem
detaillierten Wissen uber die Ligand-Bindungsstelle und die Interaktionen von Liganden
mit dem Rezeptor kdnnten neue, spezifische und hoch potente Liganden fur den
Adenosin-Azg-Rezeptor gezielt entwickelt werden. Diese Agg-Rezeptor-Liganden
koénnten maglicherweise zur Behandlung von inflammatorischen Erkrankungen,
Asthma, Diabetes und Krebs eingesetzt werden. Im Falle einer Existenz von Dimeren
konnten z.B. bivalente Liganden synthetisiert werden, die spezifisch an Dimere binden
und somit ein geringeres Potential an unerwiinschten Arzneimittelwirkungen mit sich
bringen. Allerdings besitzen solche Verbindungen eine hohe Molmasse, was ihre
Bioverfugbarkeit einschréankt. Eine andere Mdoglichkeit wéare die Hemmung der
Dimerisierung durch Inhibition der Protein-Interaktion. Des Weiteren ist es denkbar und
sogar wahrscheinlich, dass A,g-Homomere eine andere Pharmakologie besitzen als z.B.
Aoa-Agg-Heteromere, und diese Unterschiede lieBen sich mdglicherweise in der
Arzneistoffentwicklung nutzen, um spezifischere Wirkungen zu erzielen und

Nebenwirkungen zu reduzieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Rolle der zweiten extrazelluldaren Schleife (EL2)
des Adenosin-Ayg-Rezeptors genauer erforscht. Diese kénnte, wie bei einigen anderen
GPCRs, an der Liganden-Bindung beteiligt sein. Der EL2 des A,g-Rezeptors wurde
mittels 'Overlap-Extension'-Methode durch den EL2 des Aya-Rezeptors ersetzt. Die
daraus resultierende A,g(EL2-A,a)-Rezeptormutante wurde stabil in CHO-Zellen
exprimiert und sowohl in Radioligand-Bindungsstudien als auch in funktionellen

cAMP-Akkumulationsexperimenten untersucht. Die Ergebnisse der an der A,g(EL2-
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Ayp)-Rezeptormutante untersuchten Agonisten (Adenosin, NECA, BAY60-6583, CGS-
21680) zeigt im Vergleich zum Wildtypen stark angestiegene Maximaleffekte
(Efficacy). Aullerdem bindet der selektive Aya-Agonist CGS-21680 an die Azs(EL2-
Azp)-Rezeptormutante und aktiviert diese, wahrend der Ajg-Rezeptor-Wildtyp nicht
mit CGS-21680 interagiert. Alle Ergebnisse zusammengefasst zeigen die wichtige Rolle
der zweiten extrazelluldaren Schleife bei der Liganderkennung/Ligandbindung und
zusatzlich einen starken Einfluss auf die Aktivierung des Rezeptors.
Hochstwahrscheinlich  fordert oder stabilisiert der EL2 die Konformation des
Rezeptors, bei der das Gs-Protein an den Rezeptor bindet. Aullerdem scheint der EL2
auch an der Affinitatsdifferenz von Adenosin-Derivaten zwischen dem Aza- und dem
Aog-Rezeptor beteiligt zu sein. In Zukunft wére es von Interesse, zusatzlich —
komplementér - die Aa(EL2-Azg)-Rezeptormutante zu generieren und zu untersuchen.
Interessant wére hierbei insbesondere das Verhalten des selektiven Aja-Agonisten
CGS-21680 und des Ajs-Agonisten BAY60-6583. Hierbei konnen weitere

Informationen zur Rolle des EL2 gewonnen werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der
Homodimerisierung von Adenosin-Azs-Rezeptoren mittels Biolumineszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (BRET). Die Ergebnisse aus den BRET-Studien sowie
Verdrangungsexperimenten belegen die Existenz von Ajg-Homodimeren. Dartiber
hinaus scheinen sich, betrachtet man die Signalhdhe, auch Trimere und/oder héhere
Oligomere zu bilden. Die Affinitat der A,g-Rezeptoren zueinander ist um den Faktor 10
hoher als die des D,-Aza-Heterodimers (Positivkontrolle). Die Azg-Homodimere bilden
sehr stabile Dimere, welche weder durch Zugabe von Agonisten noch durch
Antagonisten zu Monomeren zerfallen. Es wird vermutet, dass die Dimere bereits im
Endoplasmatischen Retikulum gebildet und dann zur Membran transportiert werden,
und sich nicht Ligand-induziert in der Membran bilden. Alles deutet auf eine starke
und grofR3e Interaktionsflache zwischen den Rezeptoren hin. In einer friheren Arbeit
wurde beim A,a-Rezeptor die Aminosdure Methionin 193 als wichtig fir die Protein-
Protein-Interaktion postuliert. Die homologe Aminosdure im A,g-Rezeptor, Methionin
198, zeigt jedoch lediglich einen geringen Einfluss auf die Bindungsstarke zwischen
den A,s-Homodimeren, jedoch beeinflusst es hohere Oligomerisierungformen negativ,
wie durch Untersuchung der Met198Ala-Mutante mittels BRET gezeigt werden konnte.

Somit fuhrt Met198 moglicherweise zu weniger Tri- bzw. Tetrameren, zugunsten von
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mehr Dimeren, die aber dafir eine geringfugig hohere Affinitat zwischen den Proteinen
aufzuweisen scheinen. Das erstellte Computermodell schlagt TM2 und TM6 oder
TM7 und TML1 des Azg-Homodimers als Interaktionsflache zwischen den Rezeptoren
vor. Zukinftig sollte die Interaktionsfliche durch Mutagenesestudien genauer
eingegrenzt werden. Entsprechende Mutanten konnten mit BRET, FRET sowie der
Rontgenkristallstrukturanalyse untersucht werden. Die Frage, welches Verhaltnis von
Aog-Monomeren zu Agg-Homodimeren innerhalb der Zelle vorliegt ware ein
interessanter Forschungsgegenstand, um zu erkennen welche Form den Grundzustand
darstellt. Die Signalwege missten genau untersucht werden, da Monomere und Dimere
haufig unterschiedliche Signalkaskaden durch verschiedene G-Proteine in der Zelle
beeinflussen. Von groBem Interesse ist die Frage, ob der A,g-Rezeptor auch mit anderen

Rezeptoren Dimere bilden kann.

Dies wurde im dritten Teil der vorliegenden Arbeit untersucht, in dem die Existenz von
Aoa-Azs-Heterodimeren nachgewiesen werden konnte. Sowohl BRET-Experimente
als auch Verdrangungsexperimente belegen deutlich die Existenz von Adenosin-Aga-
A,s-Heterodimeren. Aufgrund der Hohe des Signals erscheinen hohere Oligomere eher
unwahrscheinlich. Die Affinitat des A,a-Rezeptors zum A,g-Rezeptor erscheint zwar
doppelt so hoch zu sein wie beim A,a-D,-Heterodimer, aber um den Faktor 5 geringer
als beim Azg-Homodimer. Auch das A,a-Aos-Heterodimer ist sehr stabil und lieR sich
durch keinen der getesteten Liganden beeinflussen. Mit Hilfe der Konfokalen
Mikroskopie konnten die Rezeptoren in der Zellmembran lokalisiert werden. Nach
den Voraussagen des Computermodells soll die Interaktionsflache des Aja-Aogs-
Heterodimers am wahrscheinlichsten durch die TM4 des Ajg-Rezeptors und die TM5
des A,a-Rezeptors gebildet werden. Zukiinftig konnten, neben den oben erwéhnten
Forschungsansétzen, die Gewebe bzw. Zelltypen (Lunge, Blutgefasse, Herz, Gehirn) in
denen sowohl der Aja- als auch der Ajg-Rezeptor gemeinsam exprimiert sind, auf
Heteromere hin untersucht werden, um deren biologische Relevanz zu klaren.
Maoglicherweise beeinflusst ein Rezeptor den anderen positiv oder negativ in Bezug auf

die Ligandbindung und/oder die Funktionalitat.

Der vierte Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Untersuchung der Oligomeriserung
der Adenosin-Rezeptoren in Oozyten mit Hilfe der SDS- und der Blauen Nativen-

PAGE-Methode. Das Ergebnis zeigt, dass A,a-Azs-Rezeptoren nur Dimere und keine
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hoheren Oligomere bilden. Fir den Nachweis von Azg-Homooligomeren reichte die
Expression der Rezeptoren in den Oozyten nicht aus. Zukunftig konnte versucht
werden, entweder die Expression der Ayg-Rezeptoren durch Zugabe geeigneter
Substanzen zu erhéhen, oder es kdnnte eine andere, hoher exprimierende Zelllinie flr
die Ajg-Rezeptor-Expression genutzt werden. Bei den Oligomeren sollte weiter
untersucht werden, wie viele G-Proteine an den Rezeptorkomplex assoziiert sind, und

welche Signalwege nachfolgend aktiviert werden.
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6.1 Allgemeine Angaben

6.1.1 Gerate und Materialien

Alle verwendeten Gerate und Materialien wurden in den Laboren in Deutschland (Bonn

- BN, Gottingen - GO) oder Spanien (Barcelona - BCN) verwendet.

Accu Jet
Analysenwaage
Analysenwaage (BCN)

Autoklav

Autoklav (BCN)

Autoklavierbeutel
Autoklavierbeutel
Bakterienschiittler

Bakterienschiittler
Bakterienkulturrohrchen
Brutschrénke
Brutschranke (BCN)

Brand

Sartorius CP225D

Salter-AND ER-120A —0,1 mg
Salter-AND FX-200 - 1mg

Salter-AND EW-300A - 0,1 ¢

Varioklav®, Dampfsterilisator 75T, H+P
3850 ELV, Systec

Autestar-G, P Selecta

Sarstedt, 861200

Sterilin

Innova 4200 Incubator shaker, New
Brunswick Scientific, US

Minitron Infors

Sarstedt, 62515006

Jouan IG 650, HERAcell®, Heraeus
Thermo Scientific Hepa Class 100

ENO 55 niive incubator

Developer, Replenisher: GBX reagents (G6) Eastman Kodak, Rochester, New York

Dispenserspitzen

Drigalski-Spatel
Duranflaschen
Einmalspritzen
Einmalspritzen (BCN)
Elektrophoresekammer

Elektrophoresenetzgerat

Eppendorf Tubo (BCN, BN, Go)

1,0ml, 2,5ml,5ml, 10 ml,
Ritips professional Labomedic
Roth, T724

500 ml, 250 ml, 50 ml, Roth

20 ml, 5 ml, Braun

20 ml, 5 ml Penta Ferte

Schiitt Labortechnik

Power Pac 300, ELITE 300 Plus,
Schiitt Labortechnik

Eppendorf
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Falcon-Tubes

Falcon-Tubes (gelb) (BCN)
Fastpetten (BCN)

FluoStar Optima (BCN)
Freezing Container
Gelfotodokumentator (BN, G0)
Gelelektophoresekammer (G0)
Glasfaserfilter GF/B Glass fibre cuts
Hamiltonspritze

Harvester Brandel M24
Harvester Brandel M48
Heizblock

Homogenisator

Impen Nanophotometer (G0)
Kryovials, steril

Laminar-Airflow-Werkbanke

Laminar-Airflow-Werkbanke (BCN)

Leica TCS SPE (Leica DM 2500) (BCN)

LSC TRICARB®
LSC-MeRflasche
Magnetrihrer und Heizplatte
Maxivials

Mikroskop

Mikroskop (BCN)

Mikroskop fur Injektion von RNA (G0)

Mikrotiterplatten, 24 Well
Minivials

Mikrowelle

Mithras LB 940 (BCN, BN)
Multipette

Multipette (BCN)
Multiskan Ascent (BCN)
Mikrotiterplatten, 96-Well

150

15 ml, 50 ml, Sarstedt

15 ml TPP 91015, 50 ml TPP 91050
Labnet F

BMG

NALGENE™ Cryo, 5100-0001
Universal Hood Il Geldoc, BioRad
Gaottingen

Ref. No. 10428183, Whatman

10 pul, Syringes 705, Roth
Gaithersburs, MD, USA
Gaithersburs, MD, USA
Thermomixer comfort, Eppendorf
RW 16 basic, IKA Labortechnik
Impen

Sarstedt, 72380

NUNC® Save flow 1.2

NUNC® BIOFLOW

Bio 60 Faster

LEICA, Confokales Mikroskop
2900TR, Packard/Perkin-Elmer

4 ml/20 ml, Roth

RCT Basic, IKA Labortechnik

20 ml, Roth

Axiovert 25, Zeiss

Olympus

Nikon SMZ645

Sarstedt

4 ml, Roth

Microwave 800, Severin

Berthold Technologies, BRET-Gerét
Multipette Plus, Eppendorf
Finnpipette

Thermo Labsystem

(schwarz mit durchsichtigem Boden)
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Mikrotiterplatten, 96-Well

Mikrotiterplatten, 96-Well

NanoDrop

ND-1000 Spectrophotometer (BCN)
Neubauer Z&hlkammer
Nitrilhandschuhe

Obijekttrager (BCN)

PCR

pH-Meter

Photometer

Pipettus Accu

Pipetten

Pipetten (BCN)
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen (BCN)
PVDF-Membran
Reaktionsgefale

Rdéhrchen

Roéntgenfilme fiir ECL und [**S]
Serologische Einmalpipetten
Serologische Einmalpipetten (BCN)

Software

Software

Krystal Microplate Porvair Cat. No 215003,
Lot No 000151

(weil3 mit weillem Boden)

Porvair Cat. No 204003, Lot No 250473
(durchsichtig mit durchsichtigem Boden)
RBL Rubilabor 94759

Thermo Scientific

Nano Drop

Marienfeld Germany

Universitat Bonn, Abteilung 4.2

Thermo Scientific

Biometra

691 pH Meter, Metrohm

DU® 530, Beckman

Eppendorf

0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl,
1000-5000 pl, Eppendorf

0,5-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl Gilson
Sarstedt

Tip One

GE-Heathcare

1,5 ml/2,0 ml Safe-Lock, Sarstedt

4,0 ml, PE-Vials, Roth

15 ml/50 ml, Sarstedt

Kodak

5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, steril, Sarstedt

5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml, steril, TPP
Chromas 1.45, Conor McCarthy

DNAtrans 2.0, Dr. A. Schiedel/J. Bosmann
EMBOSS, European Bioinfomatics Institut
Excel 2010, Microsoft®

Isis™/Draw 2.5, MDL Information System
Leica Application Suite, LAS AF (BCN)
Nano Drop 3.1.0 (BCN)
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Sterilfilter
Sterilfilter (BCN)
Thermocycler
Thermolyne (BCN)
Tischzentrifuge
Typhoon TRIO (G6)
Ultraturrax

Vortexer

Vortexer (BCN)
Waage
Waégeschalen
Wasserbad mit Schittler
Wasserbad (BCN)

Zentrifugen

Zentrifugen (BCN)

Zentrifugenrohrchen
Zellschaber (BCN)
Zellstoff
Zellkulturflaschen
Zellkulturflaschen (BCN)
Zellkulturschalen
Zellkulturschalen (BCN)

Zellkultur Testplatte 6 (BCN)
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Prism® 5.0, GraphPad

Word 2010, Microsoft®

Filtropur 0,22 um, Sarstedt, 831826001
Filtropur 0,2 um, Whatman® 6780-2502
Px2 Thermal Cycler, Thermo Scientific
Eurocomercial

Beckman Allerga® 2IR

Amersham Bioscience

IKA Labortechnik T25 basic

MS2 Minishaker, IKA Labortechnik
Heidalph

Scaltec SBC42

Roth

1083, GFL®

Kottermann Labortechnik

Beckman Avanti™, J-20XP

Beckman Avanti™, J-20I

Beckman Avanti™, J-25

Eppendorf Cenrifuge 5424

Heraeus Instruments Megafuge 2.0 R
Beckman, Ultra-Clear® Tubes

24 cm, TPP

LAMEG691001, Labormedic

25 cm?, 75 cm?, 175 cm?, steril, Sarstedt
25 cm?, steril, TPP 90026

175 cm?, steril, Sarstedt

150 x 22 mm, steril, TPP 93150

zellkulturbehandelt, TPP Switzerland 92006
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6.1.2 Chemikalien
Acrylamid/bis-Acrylamid (29:1) (G6)
Agar

Agarose

6-Aminocapronsaure (G0)
Ampicillin-Natriumsalz
Amoniumpersulfat (APS) (Go)
BAY60-6583

Benzyl-Coelenterazin h (1 mg) (BCN, BN)

Bradford Bio-Rad Protein Assay (BCN)
BSA/Albumin Fraktion V
BSA/Albumin Fraktion V (BCN)
Bromphenolblau

Calciumchlorid Dihydrat

cAMP

Calciumchlorid Dihydrat (BCN)
Coomassie Briliant Blau R-250 (G0)
Cy3 und Cy5-Mono-NHS-Ester (G0)

BioRad

Labomedic, A0949,0500

Roth, 2267.2

AppliChem

AppliChem, A0839

Sigma-Aldrich, Steinheim

Firma Bayer

PJK, aus Deutschland CAS 50909-86-9
Mw = 407,464 g/mol

Bio Rad Laboratories GmbH Lot 108889
AppliChem, A1391

Sigma-Aldrich Lot 029K1549
AppliChem, 3640

Fluka, 21097

Amersham Bioscience, TRK 432
Panreac Quimica SA

Serva, Heidelberg

Jackson Immunoresearch

Deep Blue C (= Coelenterazin 400a) (BCN) Biotium, Inc Cat 10125-2, Lot 6C1003

Digitonin (G0)
Dithiothreitol (Go)

DMSO

DMSO fir die Zellkultur
DNA Clean & Concentrator™
Dodecyl-B-D-maltosid (G0)
DPCPX

EDTA

Ethanol p.a.
Ethidiumbromidlésung, 1%
Folin-Reagenz

Forskolin

G418

Mw = 391,46 g/mol, 250 ug
Serva, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
AppliChem, A3608
AppliChem, A3672
Zymo™

Biomol, Hamburg

Sigma, C-101

Roth, 8040.3

ZVE Universitat Bonn, 123974
AppliChem, A1152

Sigma, F-9252

AppliChem, A2165

Merck, 345810
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D-(+)-Glucose

D-(+)-Glucose p.a. (BCN)
Glycin (BCN)

Glycerin

Hefeextrakt

HEPES

Hypoxanthin

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumchlorid (BCN)
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat (BCN)
Kupfersulfat Pentahydrat
Ladepuffer (6 x Loading Dye Solution)
LB-Agar

LB-Agar (BCN)
LB-Pulvermedium
LB-Pulvermedium (BCN)
Lipofectamin™ 2000 Reagent (BCN, BN)
LSC-Cocktail

Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid (BCN)
Magnesiumsulfat
Magnesiumsulfat (BCN)
Mineraldl fur PCR
Mycophenolséure
NativeMarkTM ProteinStandard (G6)
Natriumacetat

Natriumacetat (BCN)
Natriumbutyrat
Di-Natriumcarbonat
Di-Natriumcarbonat (BCN)
Natriumchlorid

Natriumchlorid (BCN)
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Sigma, G-7021

Panreac Quimica SA; Mw = 180,16 g/mol
Panreac Quimica SA; Mw = 75,07 g/mol
AppliChem, A1123,1000
AppliChem, A3732,01

Sigma, H-3375

AppliChem, A0700,0005

ZVE Universitat Bonn, 123903
Fluka, 60128

Panreac Quimica SA

Sigma, P-9791

Panreac Quimica SA
AppliChem, A1034

Fermentas, R0611

Invitrogen, 22700-041

Panreac Quimica SA
AppliChem, A0954,901
Panreac Quimica SA
Invitrogen, 11668019

Ready Save, Beckmann

Sigma, M-8266

Panreac Quimica SA

Sigma, M-2634

Panreac Quimica SA
Labomedic, LAME110177
Tocris, 1505

Invitrogen, Lot 652014
AppliChem, 4555,025

Panreac Quimica SA

Fluka, 19364

AppliChem, A1881

Panreac Quimica SA

Sigma, P-9541

Panreac Quimica SA; Mw = 58,44 g/mol
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Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogencarbonat (BCN)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Di-Natriumhydrogenphosphat (BCN)
Natriumhydroxid
Natriumhydroxid (BCN)
Di-Natriumtartrat Dihydrat
Di-Natriumtartrat Dihydrat (BCN)
NECA

Ni**-NTA Agarose (Go)
n-Octyl-R-D-Glucopyranose (G0)
Pefabloc (Go)

Plasmocin

Polybren

Sigma, S-5761
Panreac Quimica SA
AppliChem, A1646
Panreac Quimica SA
Fluka, 71689
Panreac Quimica SA
AppliChem, 3813,025
Panreac Quimica SA
Sigma, E-2387
Qiagen, Hilden
Biomol, Hamburg
Gaottingen
Invitrogen, ant_npt
Aldrich, 10,768-9

Polyethylenimin (PEI, hochmolekular, wasserfrei) (BCN) Aldrich CAS 9002-98-6

PSB-603

R020-1724

Salzséure, 37 %
Sodiumdodecylsulfat SDS (G6)

Sterilium

Thomas Borrmann, AK Prof. Dr. Miiller
Hoffmann La Rock

AppliChem, A0659

Biorad, Miinchen

Labormedic, E10601

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (G6) Merck, Darmstadt
Tetramethylrhodamin-methylester (TMRM)(G06) Gottingen

TRIS (TRIZMA® Base)
Triton X-100 (BCN, BN)
Trypton

Xanthin

Roth, AE15.3

Sigma, X-100
AppliChem, 1553,01
AppliChem, 6665,001

Alle nicht aufgefiihnrten Chemikalien wurden von AppliChem, Sigma, Aldrich oder

Panreac Quimica SA bezogen.
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6.1.3 Kits

DNA clean and Concentrator Kit™ Zymo™
mMessage mMaschine® Kit Ambion
(High Yield Capped RNA Transcription Kit SP6) Ambion
Qiagen Plasmid Mini/Midi/Maxi Kit Qiagen
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit Zymo™
Zymo™ Plasmid Miniprep/Midiprep/Maxiprep Kit Zymo™

6.1.4 Radioliganden

Tabelle 29 zeigt die verwendeten Radioliganden. Die Vorstufe des Radioliganden
[BH]PSB-603 wurde von Dr. Thomas Borrmann synthetisiert, die Vorstufe von
[BH]MSX-2 von Dr. Jérg Hockemeyer bzw. Dr. Younis Bagi. Die Tritiierung erfolgte

durch Amersham Bioscience.

Tabelle 29. Radioliganden

Radioligand Spezifische Aktivitat Hersteller
[(H]JcAMP 23 Ci/mmol Amersham
[BH]CGS-21680 42,6 Ci/mmol Amersham
[BH]MSX-2 84 Ci/mmol Amersham
[BH]PSB-603 73 Ci/mmol Amersham
L-[*>S]Methionin 1000 Ci/mmol Amersham

6.1.5 Antikorper

Antikorper Cy3y mouse (BCN) Jackson Immuno Reseach 715-166-150
Antikorper ECL mouse (G06) Antikorper-online GmbH, ABIN412580
Antikorper GFP (G0) Covance, MMS-118P
Antikorper HA (BN, G0) Covance, MMS-101P
Antikorper Penta His (G0) Quiagen, Conjugate Kit 34460
Antikorper Rluc (BCN) Chemicon Ms X Renilla Luciferase

Lot LV 1450129
Antikorper Strep (G0) Quiagen, Cat. no. 34850
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6.1.6 Zelllinien
In dieser Arbeit kommen CHO-Zellen (Chinesische Hamster Ovarien), HEK-293T
Zellen (Human Embryonic Kidney), GP*env AM12 Zellen (Verpackungszellen) und

Oozyten vom Xenopus laevis zum Einsatz. Sie sind in Tabelle 30 aufgelistet.

Tabelle 30. Original und stabil transfizierte Zelllinien und deren Herkunft.

Zelllinie Spezies Organ Hersteller
CHO-K1 Hamster Ovarien ATCC® Nummer CCL-61
CHO-hAzA Hamster Ovarien S. Hinz, AK Prof. Muller
CHO-HA-hAs Hamster Ovarien S. Hinz, AK Prof. Miller
CHO-HA-hAss(EL2-Az4)  Hamster Ovarien B.F. Seibt, AK Prof. Mller
GPenv AM12 Maus  Embryo-Fibroblasen  AK Prof. Kolanus, Uni Bonn
HEK-293T Mensch Niere AK Prof. Franco, Uni Barcelona
Oozyten Frosch Ovarien AK PD. Dr. Nicke, MPI Géttingen

6.2 Puffer und Losungen

6.2.1 Losungen fur die Molekularbiologie

a) 50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffer fur die Gelelektrophorese

Fur den 50fach konzentrierten TAE-Puffer werden 2 M Tris, 50 mM EDTA und 1 M
Essigsaure bendtigt und mit deionisiertem Wasser aufgefillt und der pH 8,0 eingestellt.

Vor der Benutzung muss der TAE-Puffer 1:50 verdunnt werden.

b) Herstellung von SOC-Medium

2,0 g Trypton, 0,5 g Hefeextrakt, 0,05 g Natriumchlorid, 18,6 mg Kaliumchlorid und
0,5 ml einer 2 M Magnesiumchloridlésung werden gemischt und bis auf 100 ml mit
deionisiertem Wasser aufgefullt. Das Medium wird durch das Autoklavieren sterilisiert.
Nach der Zugabe von 2 ml sterilfiltrierter 1 M Glukosel6sung wird das SOC-Medium
bei —20°C gelagert.
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¢) Herstellung von LB-Medium

25 g LB-Medium (bestehend aus Trypton, Hefeextrakt und Natriumchlorid) werden
nach Herstellerangaben in 1,0 | deionisiertem Wasser geldst. AnschlieBend wird die
Losung autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Die Herstellung von LB-Ampicillin-Medium
erfolgt analog. Zusétzlich wird dem Medium 100 pl Ampicillin pro ml zugesetzt. Fur
LB-Kanamycin-Medium wird eine Konzentration von 50 pl/ml und fir LB-Zeocin eine

Konzentration von 25 pl/ml eingestellt.

d) Herstellung von LB-Agar-Platten

In 1,0 | deionisiertem Wasser werden 32 g LB-Agar geméalR Herstellerangaben gel6st
und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 50 °C erfolgt die Zugabe des Antibiotikums.
Wegen der thermischen Instabilitdt des Antibiotikums sollte es nicht bei hdheren
Temperaturen zugegeben werden. Es werden direkt je 20 ml des LB-Agars in
Petrischalen mit 10 cm Durchmesser gegossen. Die Agarplatten werden nach dem
Erstarren bei 4 °C gelagert.

6.2.2 Losungen fur die Zellkultur

a) G418-Losung (50 mg/ml)

Um 80 ml G418-Ldsung herzustellen, wird eine dem Wirkstoffgehalt des G418-Pulvers
entsprechende Menge der Substanz eingewogen, in deionisiertem Wasser geldst, die

Losung sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

b) Hypoxanthinlésung (10 mg/ml)

100 mg Hypoxanthin werden mit 8 ml Wasser versetzt und bis zur vollstandigen
Losung der Substanz mit 1 N NaOH-L6sung zugetropft. AnschlieRend wird ad 10 ml
mit Wasser aufgefullt, sterilfiltriert und bei —20 °C gelagert.

¢) Mycophenolsaurelésung (10 mg/ml)

100 mg Mycophenolsdure werden mit 8 ml Wasser versetzt. Bis zur vollstandigen
Losung der Substanz wird 1 N NaOH-LGdsung zugetropft. Anschlielend wird ad 10 ml
mit Wasser aufgeflllt, sterilfiltriert und bei -20°C gelagert. Da die
Mycophenolsaurelésung lichtempfindlich ist, wird das entsprechende Gefall mit

Aluminiumfolie ummantelt.
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d) Natriumbutyratldsung (500 mM)
Zur Herstellung von 1 ml Natriumbutyratlosung werden 55,05 mg Natriumbutyrat in
dem genannten VVolumen deionisierten Wassers geldst. Die sterilfiltrierte Losung wird

bei 4°C gelagert.

e) 1x PBS-Puffer

Fur einen Liter 1x PBS-Puffer werden 8,0 g NaCl (150 mM), 0,2 g KCI (2,5 mM), 1,3 ¢
Na;HPO, (7,5 mM) und 0,2 g KH,PO4 (1,5 mM) in 1 | deionisiertem Wasser gelost.
Der pH wird auf 7,4 eingestellt. AnschlieBend wird der Puffer sterilisiert und bei
Raumtemperatur gelagert. Fir 10x PBS-Puffer wird die 10fache Menge der Salze
eingewogen und auf einen Liter mit deionisiertem Wasser aufgefillt. Die weitere

Aufbereitung ist analog zum 1x PBS-Puffer.

f) Trypsin/EDTA-L6sung

0,6 ml einer 0,5 M EDTA-Stammlésung (0,6 mM) werden mit 500 ml 1x PBS
aufgefiillt und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen werden unter der Sterilbank 10 ml
steriles Trypsin (2,5 %) und 1,5 ml steriles Phenolrot (0,5 %) dazu gegeben. Die Lsung
wird in 100 ml Portionen aliquotiert und bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.
Xanthinlésung (10 mg/ml)

Um 50 ml Loésung herzustellen, werden 500 mg Xanthin in 40 ml Wasser gegeben. Es
wird tropfenweise 1 N Natronlauge zugegeben, bis die Substanz gel6st ist. Die Losung
wird mit Wasser ad 50 ml aufgefiillt, sterilfiltriert und bei —20°C gelagert.?

6.2.3 Losungen fur die Membranpraparation

5 mM Tris/2 mM EDTA-Puffer fir die Membranpréaparationen

0,303 g TRIZMA® Base (5 mM) und 0,372 g EDTA (2 mM) werden in 500 ml
deionisiertem Wasser geldst. Mit konzentrierter Salzsaure wird der pH-Wert auf 7,4

eingestellt, der dann bei 4 °C gelagert wird.

6.2.4 Losungen fur die Proteinbestimmung

a) nach Lowry:

Reagenz A

10 g di-Natriumcarbonat (2 %) werden mit 0,1 N Natronlauge auf 500 ml aufgefllt und

gelost.
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Reagenz B
Fur Reagenz B werden 0,25 g Kupfersulfat Pentahydrat (0,5 %) in 20 ml Wasser gel0st.
In weiteren 20 ml Wasser werden 0,5 g di-Natriumtartrat Dihydrat (1 %) gel6st.

AnschlieBend werden die Losungen vereinigt und mit Wasser auf 50 ml aufgefullt.

Reagenz C
Kurz vor Bedarf wird Reagenz C frisch aus Reagenz A und Reagenz B im Verhaltnis

von 50:1 hergestelt.

Reagenz D
Zur Herstellung von Reagenz D werden 18 ml Folin-Reagenz auf 90 ml mit

deionisiertem Wasser aufgefiillt. Die Lésung wird lichtgeschiitzt aufbewahrt.?

b) nach Bradford
1 Teil Bradford (original) + 4 Teile H,O (dest.)

Gut mischen, filtrieren und im Kihlschrank lichtgeschitzt lagern.

6.2.5 Puffer fur Radioligand-Bindungsstudien

a) 50 mM Tris-Puffer

30,25 g TRIZMA® Base (50 mM) werden in 5,0 | deionisiertem Wasser gelost. Mit
konzentrierter Salzsdure wird der pH-Wert des Puffers auf 7,4 eingestellt, der dann bei

4 °C gelagert wird.

b) Waschpuffer fir humane Adenosin-A,a-Rezeptor-Bindungsstudien
6,05 g TRIZMA® Base (50 mM) werden in 1,0 | deionisiertem Wasser geldst und der
pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Es folgt die Lagerung bei 4°C.

¢) Waschpuffer fir humane Adenosin-A,g-Rezeptor-Bindungsstudien
6,05 g TRIZMA® Base (50 mM) und 1 g BSA (0,1 %) werden in 1,0 | deionisiertem
Wasser gelost. Mit konzentrierter Salzséure wird der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Es

folgt die Lagerung bei 4°C.2
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6.2.6 Puffer fur funktionelle cAMP-Experimente
a) HBSS-Puffer
Fur einen Liter HBSS-Puffer:

8g NaCl 13 mM
4,77 g HEPES 20 mM
1g  Glukose 55 mM
0,4g KCI 54 mM

0,35 g NaHCO3; 4,2 mM
0,185 g CaCl, x 2 H,0 1,25 mM

0,1g MgSO, 0,8 mM
0,1g MgCl, 1 mM
0,06 g KHPO, 0,44 mM

0,048 g Na;HPO, 0,34 mM

ad 1 | deionisiertes, autoklaviertes Wasser

Der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt und die Lagerung erfolgt bis zur Verwendung bei
4 °C.

b) Lysepuffer fur funktionelle cAMP-Experimente
1,48 g EDTA (4 mM) werden zusammen mit 100 pl Triton X-100 (0,01 %) in 1,0 |
deionisiertem, autoklaviertem Wasser geldst. Es folgt die Einstellung des pH-Wertes

auf 7,3. Der Lysepuffer wird bei 4°C gelagert.®

6.2.7 Puffer fur Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Experimente
HBSS-Puffer

Der HBSS-Puffer wird exakt so hergestellt, wie in Kapitel 6.2.6 beschrieben.
Kurz vor der Benutzung des Puffers werden 0,1 % Glucose zugeflgt:

100 ml HBSS-Puffer + 0,100 g Glucose
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6.2.8 Puffer und Losungen fur die Immunzytochemie
a) PBS 10 x fur die Immunzytochemie (2 | H,O)

49 KHPO,

57,8 g Na;HPO, 2 H,0O

160g NacCl

49 KCI

pH auf 7,2 einstellen

b) PBS 1 x fir die Immunzytochemie
1 Teil PBS 10 x
9 TeileH,0O

c¢) PBS/Glycin 20 mM fur die Immunzytochemie
100 mIPBS 1 x
0,15 g Glycin (Feststoff)

d) PBS/Glycin 20 mM/Triton X-100 0,05 % flr die Immunzytochemie
100 mIPBS 1 x

0,15 g Glycin

50 pl Triton X-100

e) PBS/Glycin 20 mM/BSA 1% fur die Immunzytochemie
200 mIPBS 1 x

0,3g Glycin

2g BSA

f) Paraformaldehyd 4 % fir die Immunzytochemie
2,5ml PBS 10 x

10 ml Paraformaldehyd 10 %

12,5 ml H,0
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g) Erster Antikorper Rluc Chemicon gegen Rluc fir die Immunzytochemie
1:100 verdlnnen

10 ul Antikérper Rluc Chemicon

990 ul PBS/Glycin/BSA

—> auf Eis und lichtgeschiitzt lagern

h) zweiter Antikorper Cy*y mouse gegen ersten Antikorper fiir Inmunzytochemie
1: 200 verdlinnen

5 ul Antikorper Rluc Chemicon

995 ul PBS/Glycin/BSA

6.2.9 Puffer und Losungen fir die Oozyten

a) Betaubungsmittel fiir Xenopus laevis (Tricain)

1,25 g Tricain (=Ethyl-3-Aminobenzoat-Methansulfonséure)
50 ml NaHCO3 05M

ad 11 H,0

b) Barth-Medium ohne Calcium

51439 NaCl 88 mM
1 ml KCI 1 mM
0,202 g NaHCO; 2,4 mM
0,202 g MgSO, 0,82 mM
1,182 g Tris HCI 75 mM

ad 11 H,O mit NaOH auf pH7,4 einstellen

¢) Barth-Medium mit Calcium

51439 NaCl 88 mM
1 ml KCI 1 mM
0,202 g NaHCO; 2,4 mM
0,202 g MgSO,4 0,82 mM
0,078 ¢ Ca(NO3); 0,33 mM
410 pl CaCl, 0,41 mM
1,182 g Tris HCI 7,5 mM

ad 11 H,O mit NaOH auf pH7,4 einstellen
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d) ND-96 Medium 10x fur Xenopus laevis Oozyten

1122 g NaCl

2,98 g KCI

4,07 g MgCl,

2,22 g CaCly/2,94 g CaCl,x 2H,0
238 ¢ Hepes
ad 2 | H,0 auf pH 7,4 einstellen

+ 1 ml Penicillin/Streptomycin
+ 1 ml Cefuroxim

auf 100 ml Medium

oder 1 ml Gentamycin

auf 100 ml Medium

e) 0,1 M Phosphatpuffer pH 8
46,6 ml 1M NayHPO4 (93,2 mM)
3,4 ml 1M NaH,PO, (6,8 mM)

500 ml H,0O

f) Homogenisierungspuffer

10 ml Phosphatpuffer

10 ul Pefabloc 1000x Stock

1 Tablette Pefabloc (Proteaseinhibitor, verhindert den Abbau der Proteine)
0,5% Dodecyl-B-maltosid (DM) (50 mg) oder

0,5% Digitonin (Solubilisiert die Rezeptoren aus der Membran)

g) Waschpuffer

1 Teil Homogenisierungspuffer

4 Teile Phosphatpuffer inkl. Dodecyl--maltosid oder Digitonin
30 mM Imidazol

h) Elutionspuffer

20 mM Tris/HCI pH 7,4
100 mM Imidazol

10 mM EDTA
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6.2.10 Puffer und Losungen fur Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese
a) Laufpuffer fir SDS
20 ml SDS-Buffer 10x
180 ml H,O

b) 5x SDS-Sample Buffer (SaBu)
0,3 mM Tris-HCI, pH 6,8
5% SDS
50%  Glycerol
1%  Bromphenolblau
100 mM DTT (Dithiothreitol)

6.2.11 Puffer und Losungen fur die Blaue Native Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

a) Kathodenpuffer fir BN-PAGE

8,96 g Tricine 50 mM

3,14 g Bistris 15 mM

ad 11 H,O pH 7,0 (autoklavieren)

vor Gebrauch 0,005% (w/v) Serva Blue G zugeben

b) Anodenpuffer fur BN-PAGE (unten)
10,46 g Bistris 50 mM
ad 11 H,O pH 7,0 (autoklavieren)

c¢) Schagger-Puffer

4,62 g 6-Aminocapronsaure 750 mM
0,523 g Bistris 50 mM

ad 50 ml H,O pH 7,0 steril filtrieren

d) 5x BN-Sample-Buffer
5 % Coomassie-Brillant-Blau G-250 (w/v)
20 pl 6-Aminocapronsdure 500 mM
100 pl Glycerol 50%
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6.2.12 Puffer und Losungen fur den Western Blot
a) Phosphatpuffer 0,1 M pH 8
46,6 ml Na,HPO, x 2 H,O 1M
3,4 ml NaH,PO, 1M
ad 500 ml H,O pH 8 einstellen

b) Blot-Puffer
14,4 g Glycin
3,09 Tris
800 ml H,0O
Kurz vorher 20 % MeOH zugeben

¢) Milchlésung
10 ml TBS 10x
5 ml Goat Serum
59 Instant-Magermilch
100 pl Tween
ad 100 ml H,O
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6.3 Molekularbiologische Experimente

6.3.1 Vektorkarten

In Abbildung 59 sind alle verwendeten Vektoren dargestellt.

pcDNA3.1 (+/-)

5428/5427 bp

Rluc
pRIuc-N2

4953 bp

SV40 pA

SV40/AMP promoters

TK pA GFP?

pGFPiN3

4324 bp

Zeo” SVao pa

SW40/Amp promoters

Eco0109 1

Sacll
B (5855) Sac |

\ (414)

pLXSN

, L mcs
5.9 kb svao,

b a70-129)

Hind I
(1834)

Sac | Xbal = = Forward Sequencing Primer
(3164) (3044) Ame = Reverse Sequencing Primer
D
MCS
p (591-671)
CMV IE

(3856) Pst | (gs8)

' iy A pEYFP-N1
4.7 kb

BsrG | (1389)
Not | (1402)

Kan'/
Neo'

Xbal* (1412
Afl 1 (1640)
Stu |
S533Ei3%%853533%
QWX XLUWITIOI VT X

pSGEM

3119 bp Linearisierungs-

stellen

Ampicillin-
Resistenzgen

pUC ori

Abbildung 59.  Vektorkarten von (A) pcDNA3.1(+)%, (B) pLXSN?*, (C) pRIuc-N2?*’, (D) pEYFP-

N1%%¢ (E) pGFP2-N3%*" und (F) psGem?®.

167




6 Experimenteller Teil

6.3.2 cDNA

Nachfolgend in Tabelle 31 sind die verwendeten cDNA-Konstrukte, die entsprechenden

Vektoren, die Resistenzgene fir Pro- und Eukaryoten und die Primer aufgelistet. Die

mit einem Sternchen* gekennzeichneten Konstrukte stammen aus dem Arbeitskreis von

Herrn Prof. Dr. Rafael Franco von der Universitat Barcelona, Spanien.

Tabelle 31. cDNA

Resistenz
cDNA Vektor Prokaryoten Primer
(Bakterien)
Ao pcDNA3.1 Ampicillin pcDNA 3.1-FP T6
Aza PLXSN pLXSN Ampicillin T7
Aoa Rluc pRIuc-N2 Kanamycin M13 - FP
Ao YFP PEYFP-N1 Kanamycin CMV -F
Aop GFP? pGFP2-N3 Zeocin CMV - F
Ao His psGem Ampicillin T7, SP6
Apa Strep psGem Ampicillin T7, SP6
Aoa YFP psGem psGem Ampicillin T7, SP6
Ao pcDNA3.1 Ampicillin pcDNA 3.1 - FP
Az pLXSN pLXSN Ampicillin T7
Ass(EL2-Azn) pLXSN Ampicillin T7
Az Rluc pRIuc-N2 Kanamycin M13 - FP
Aos pEYFP PEYFP-N1 Kanamycin CMV - F
A, M198A Rluc pRIuc-N2 Kanamycin M13 - FP
Aoz M198A pEYFP PEYFP-N1 Kanamycin CMV -F
A pGFP? pGFP2-N3 Zeocin CMV - F
Ao His psGem Ampicillin T7, SP6
Ayg Strep psGem Ampicillin T7, SP6
D, Rluc* pRIuc-N2 Kanamycin M13 - FP
D, pEYFP PEYFP-N1 Kanamycin CMV -F
D, pGFP?* pGFP2-N3 Zeocin CMV - F
GABAg; PEYFP-N1 Ampicillin T6 (f) und SP5 (r)
GABARg; His psGem Ampicillin T7, SP6
GABAg; Strep psGem Ampicillin T7, SP6
pcDNA 3.1 (+) pcDNA 3.1 (+) Ampicillin pcDNA 3.1 - FP
Rluc* pRluc-N2 Kanamycin M13 - FP
YFP* PEYFP-N1 Kanamycin CMV - F
GFP2* pGFP2-N3 Zeocin CMV - F
YFP+GFP* PEYFP-N1 Kanamycin CMV - F
Rluc+GFP+YFP* pcDNA 3.1 Ampicillin T6 (f) und SP5 (r)
S5HT 2B+YFP* PEYFP-N1 Kanamycin CMV - F
YFP-Rluc pRIuc-N2 Kanamycin M13 - FP
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6.3.3 Primer

a) hA2(EL2-Aza)

Fur den Austausch der zweiten extrazelluldaren Schleife des humanen A,g-Rezeptors
gegen die des humanen A,a Rezeptors wurden die in Tabelle 32 aufgelisteten Primer

benutzt.

Tabelle 32. Primer fiir die Klonierung von hA,s(EL2-A,,). Schwarze Buchstaben stehen fur Basen,
die sich das urspriingliche Konstrukt anlagern. Farbig markierte Basen weisen auf die Sequenz hin, die
fir den EL2 codieren. Gleiche Farben bei unterschiedlichen Primern bedeuten Uberlappungen. Trkis

gekennzeichnete Buchstaben entsprechen der Uberlappung fiir ,overlap extension’.

Eggﬁfn- Runde Name Primer
1 EL2-1 r-5- CTTTGGCTGACCGCAGTTGTTCCACCCCAGGAATGGAG -3
' f-5'- CGAGACG TGATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3
| ) EL2-2 r-5'- CTTTGGCTGACCGCAGTTGTTC -3
' f-5'- CGAGACG TGATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3'
3 EL2-3 r-5'- CTTTG -3'
' f-5'- CGAGACG TGATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3
1 EL2-1 f-5- CTGTCTCTTTGAGGATGTGGTCCCCATGAGCTACATG -3
' BamHI r-5'- CTTACTAGGATCCTCATAGGCCCACACCGAG -3'
5 EL2-2 f-5'- CTGTCTCTTTGAGGATGTGGTCC -3
I ' BamHI r-5- CTTACTAGGATCCTCATAGGCCCACACCGAG -3
3 EL2-3 f-5'- TG -3'
' BamHI r-5'- CTTACTAGGATCCTCATAGGCCCACACCGAG -3'
4 EL2-4 f-5'- -3
' BamHI r-5- CTTACTAGGATCCTCATAGGCCCACACCGAG -3
L+ 11 5 f-5'- CGAGACG TGATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3'
BamHI r-5- CTTACTAGGATCCTCATAGGCCCACACCGAG -3

b) Rluc, eYFP und GFP?2

Ein Teil der in Tabelle 31 aufgelisteten Rluc, eYFP und GFP? Konstrukte wurde
freundlicherweise aus dem  Arbeitskreis Prof. Dr. Rafael Franco aus
Barcelona/Pamplona zur  Verfugung gestellt und dienten teilweise als
Ausgangskonstrukt fiir die Klonierung mit den in Tabelle 33 benutzten Primer. Die
Klonierungen von Azg-Rluc, Axs-YFP, Azs-GFP2, Asa-YFP, Aa-GFP2 und GABARg;-

YFP wurden freundlicherweise von Sonja Hinz durchgefthrt.
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Tabelle 33. Primer fiir Rluc, eYFP und GFP2 Konstrukte.

Ziel Name Primer
hA f-hA,g-EcoRl 5’- GAGACGGAATTCATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3
2B
Rluc r-hAog- , CTTACTA GCTAGGCCCACACCGAGAGC ,
5°- -3
ohne Stopp AG
hA f-hA,g-EcoRl 5’- GAGACGGAATTCATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3
2B
YFEP r-hAsg- 5. CTTACTA GCTAGGCCCACACCGAGAGC 3’
ohne Stopp AG
hA f-hA,g-EcoRl 5’- GAGACGGAATTCATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3
2B
GFP?2  r-hAss-Agel 5. CTTACTAACCGGTGCTAGGCCCACACCGAGAGC 3
ohne Stopp AG
hA f-hA,a-EcoRI 5’- GAGACGGAATTCATGCCCATCATGGGCTCCTCG -3’
2A
Rlug r-hAga- 5’- CTTACTA GTGGACACTCCTGCTCCATCC -3
ohne Stopp
hA f-hA,a-EcoRI 5’- GAGACGGAATTCATGCCCATCATGGGCTCCTCG -3’
2A
YFP - I-hAga- 5. CTTACTA GTGGACACTCCTGCTCCATCC -3’
ohne Stopp
hA f-hA,-EcoRI 5’- GAGACGGAATTCATGCCCATCATGGGCTCCTCG -3
2A
GFP2  r-hAsa-Agel 5. CTTACTAACCGGTGCGGACACTCCTGCTCCATCC 3
ohne Stopp TG
, GTGACAGCGGCCGCATGGATCCACTGAATCTGT ,
f-D,-Notl 5’- -3
D, CCTG
YFP r-D,-Agel , CTTACTAACCGGTGCGCAGTGGAGGATCTTCAG ,
5’- -3
ohne Stopp GAAG
f.GABAmR-Notl  5°- GTGACAGCGGCCGCATGGCTTCCCCGCGGAGCT 3
GABAg, C
YFP R -
gﬁ@gg;f Agel 5 CTTACTAACCGGTCAGGCCCGAGACCATGACTC -3’
_— f-VEP-ECORI 50 gAGACTGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 3
YFP r-YFP- 5. CTTACTA GTCTTGTACAGCTCGTCCATG 3
ohne Stopp CC
(A, FhAZ-MIGEA 5w Z(C;CCCACTGCTTATAGCGCTGGTGATCTACATTA 3

M198A

r-hAZB-M198A

CTTAATGTAGATCACCAGCGCTATAAGCAGTGG
GGG
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c) psGEM

Fur die Klonierung von psGEM-Azg-His, psGEM-A,s-Strep, psGEM-Aa-His, psGEM-
Aoa-Strep, pSGEM-Aza-eYFP, psGEM-GABAg,-His und psGEM-GABAG&,-Strep
wurden die Primer aus Tabelle 34 benutzt. Das His-Konstrukt besteht aus 7 Histidinen
(HHHHHHH) mit einem vorgeschalteten GG-Linker und das Strep-Konstrukt aus den
acht Aminosauren WSHPQFEK mit einem vorgeschalteten SA-Linker.

Tabelle 34. Primer fur die Klonierung von psGEM-Konstrukten.

Ziel Name Primer

f. A 5~ GGTGCA ATGCTGCTGGAGACACAGGAC -3’
hA2g

rs’ti‘;%R"hAZB'Oh”e 5~ TGCACCGAATTCTAGGCCCACACCGAGAGCAG -3’

f. hAgs 5~ GGTGCA ATGCCCATCATGGGCTCCTC -3’
hAa 1. i _

gti‘;‘;m hAsa-ohne 5. 1GCACCGAATTCGGACACTCCTGCTCCATCC 3

FECORI-SAStrep- . AATTC TGGTCGCACCCGCAGTTCGAGA .
strop StOPR-HindII AGTGAA

P EcoRI-5A-Strep- s AGCTTTCACTTCTCGAACTGCGGGTGCGACCAC .

Stopp-Hindlll G

FECORI-GG-HIS- . AATTC CATCATCACCATCACCACCATT .
His Stopp-Hindll| GAA

ECORI-GO-His- .. AGCTTTCAATGGTGGTGATGGTGATGATG ,

. 5 3

Stopp-Hindll| G

- GABALNO 5. GTGACAGCGGCCGCATGGCTTCCCCGCGGAGCT .
GABA C
B2

-GABAgrECORI  5- CTTACTAGAATTCCAGGCCCGAGACCATGACTC -3’

6.3.4 Sequenzierungsprimer
Die folgenden Sequenzierungsprimer werden fur die unterschiedlichen Plasmide

benutzt:
fur pcDNA 3.1:

f-pcDNA 3.1 5’-CTCTGGCTAACTAGAGAAC-3’
r-nocONA 3.1 5°-CAAACAACAGATGGCTGGC-3°
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fir Rluc:

f-M13 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
r-M13 5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’

flr pLXSN:

f-S1 5’-CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC-3’
r-S5 5’-CCACACCTGGTTGCTGACTA-3’
fur YFP und GFPZ

f-CMV 5’-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3’
flr psGem:

f-T7 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
r-SP6 5>-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’

fur A,p-Mitte:
f- Aog-Mitte 5°-GCTACACTTTTCACAAAATTATCT-3’

fur A a-Mitte:
f- Aoa-Mitte 5-CCTTTCAAGGCAGCTGGCAC- 3

6.3.5 Enzyme

Tabelle 35 zeigt alle verwendeten Restriktionsenzyme sowie deren 10x konzentrierten
Puffer bzw. 100x konzentriertes BSA, welches von den Firmen mitgeliefert wurde. Die
Schnittstellen der Enzyme sind farblich voneinander differenziert. Die Puffer kdnnen
jedoch variieren, je nach Kombination der Restriktionsenzyme. Teilweise wurden auch
die High-Fidelity (HD) Enzyme oder die Fast-Digest (FD) Enzyme von Fermentas

benutzt. Alle allgemeinen Enzyme sind in Tabelle 36 aufgelistet.
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Tabelle 35. Restriktionsenzyme

Enzym Schnittstelle Puffer Bedingung Hersteller

Agel 5-ACCGGT-3 NEBuffer1  37°C NEB, R0552S
3-TGGCCA-5'

BamH]I 5-GGATCC-3 NEBuffer 3 37°C, BSA NEB, R0136S
3-CCTAGG-5'

Dpnl 5-GA“TC3  NeBufferda  37°C NEB, R0176S
3-CTA(cH3)G-5'

EcoRl S-GAATTC-3 NEBuffer 4 37°C NEB, R0101S
3-CTTAAG-5'

HindllI S-AAGCTT-3 NEBuffer 2 37°C NEB, R0104S
3-TTCGAA-5'

Mlul 5-ACGCGT-3 NEBuffer 3 37°C NEB, R0198S
3-TGCGCA-5'

Notl 5-GCGGCCGC-3'  \ERyffer 1 37°C, BSA NEB, R0189S
3-CGCCGGCG-5'

Pacl S-TTAATTAA-3"  NEBuffer 1 37°C, BSA NEB, R0547S
3-AATTAATT-5'

Xhol 5-CTCGAG-3 NEBuffer 4 37°C, BSA NEB, R0146S
3-GAGCTC-5'

Tabelle 36. Allgemeine Enzyme

Enzym Puffer Hersteller

Adensindeaminase - Fluka, 01898

Antarctic Phosphatase

Antarctic Phosphatase Puffer

BioLabs1-800-632-7799

DNase Reaktionspuffer Ambion

EndoH Probenpuffer NEB, P0702S

KOD Hot Start DNA Polymerase  KOD Puffer Novagen, No. 71086-5
PNGase F Probenpuffer NEB,
PyroBest-DNA-Polymerase PyroBest Puffer TaKaRa, RO0O5A
RNA-Polymerase Reaktionspuffer Ambion
T4-DNA-Ligase Ligationspuffer NEB, M0202S
Trypsin - Lonza, 17-160
VentR®-DNA-Polymerase Thermopol-Puffer NEB, M0254S
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6.3.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird mit unterschiedlichen Polymerase, wie der
KOD Hot Start DNA Polymerase, PyroBest-DNA-Polymerase oder der VentR®-DNA-
Polymerase nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen
héngen stark von der Klonierungstechnik ab und sind von Kapitel 6.3.19 bis 6.3.22

detailliert beschrieben.

6.3.7 Agarose-Gelelektrophorese fir DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgt lber ein 1%iges Gel fur das
0,259 Agarose in 25 ml 1 x TAE-Puffer unter Erwdrmen gel6st wird. Nach dem
Abkuhlen, bevor das Gel erstarrt folgt der Zusatz von 1,25 pl GelRed und die Loésung
wird in einen Gelschlitten mit Kamm gegossen. Fr ein groRBes Gel werden jeweils die
doppelten Substanzmengen verwendet. Nach Aushértung des Gels wird der Kamm
entfernt und der Gelschlitten in die mit 1 x TAE Puffer geflllte Elektrophoresekammer
gegeben. In die Geltaschen werden ein Marker (je nach erwarteter GroRe der DNA-
Fragmente A- oder ®-Marker) sowie die mit 6x Ladepuffer (Loading Dye) versetzten
Proben einpipettiert und bei 100 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgt unter UV-Licht mit Hilfe eines Geldokumentationssystems.

6.3.8 Extraktion von DNA aus dem Agarosegel

Unter UV-Licht wird die mit Ethidiumbromid bzw. GelRed markierte DNA im
Agarosegel mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten. Es folgt die Extraktion der
DNA mittels Zymoclean Gel DNA Recovery Kit von der Firma Zymo Research nach
Anweisung des Herstellers. Die Elution der DNA erfolgt in 6-10 pl sterilem Wasser.
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6.3.9 Restriktionsverdau
Der Restriktionsverdau erfolgt in der Regel mit zwei unterschiedlichen
Restriktionsenzymen und einem Puffer der fir beide Restriktionsenzyme moglichst

optimal ist.

Restriktionsverdauansatz:
200 ng Mutierte DNA

1 pl Restriktionsenzym 1 S5uU
1 pl Restriktionsenzym 1 S5uU
2 ul NEB-Puffer X 10 x

ad 20 pl steriles PCR-H,0

Dieses Gemisch wird bei 37 °C eine Stunde lang inkubiert. Anschlielend wird der
genannte Ansatz in einem 1%igen Agarose-Gel per Gelelektrophorese aufgetrennt. Das
Insert und der Vektor sollten nun als zwei deutlich differenzierte Banden zu erkennen

sein.

6.3.10 Restriktionsverdau methylierter DNA
Nach einer Mutagenese-PCR wird zur Entfernung des methylierten Ursprungsplasmids

das aufgereinigte PCR-Produkt mit dem Enzym Dpnl verdaut.

Restriktionsansatz:

x ul aufgereinigtes PCR-Produkt
1 ul Dpnl 20U
2 pl NEB-Puffer 4 10x
ad 20 pl steriles PCR-H,0

Der Restriktionsansatz wird fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschlie3end folgt
die Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 80 °C flr 20 Minuten. In dem Ansatz ist nur
noch das neu synthetisierte, mutierte Plasmid, welches nun in Bakterien transformiert

werden kann.
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6.3.11 Ligation mit T4-DNA-Ligase
Die aufgereinigte Gelbande der Rezeptor-DNA (Insert) wird mit dem aufgereinigten
Vektor im Verhdltnis 3:1 (Insert : Vektor) ligiert. Der folgende Ligationsansatz wird

20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Ligationsansatz:

X Ml Inserts ~150 ng
y Ml Vektor ~ 50ng
1 pl T4-DNA-Ligase 200 U

2 ul  Ligasepuffer 10 x

2ul ATP 10 x

ad 20 pl mit sterilem PCR-Wasser

Das ligierte Insert-Vektor-Konstrukt mit dem mutierten/getaggten Rezeptor-Gen kann
nun durch die in Kapitel 6.3.12 beschriebene Transformation in E.coli eingebracht

werden.

6.3.12 Transformation in Escherichia coli

50 pl der kommerziell erhaltlichen chemisch kompetenten DH5a oder TOP 10  bzw.
100 pl der in dem Arbeitskreis hergestellten chemokompetenten E.coli-Bakterien
werden auf Eis langsam aufgetaut und mit 10-50 ng der DNA versetzt und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Durch einen Hitzeschock von 40 Sekunden bei 42 °C und
anschlieBender Kihlung fur 2 min auf Eis, wird das Plasmid von den E.coli-Bakterien
aufgenommen. 250 ul ampicillinfreies SOC-Medium bzw. LB-Medium werden
zugesetzt und bei 37 °C fir eine Stunde bei 300 rpm inkubiert. Hierbei entstehen durch
die Transkription und Translation entsprechende Proteine, die eine Resistenz gegeniber
Ampicillin, Kanamycin oder Zeocin vermitteln (je nach eingeflihrter Resistenzkassette).
AnschlieBend wird die Bakteriensuspension auf antibiotikahaltigem Agar mit Hilfe
eines Drigalski-Spatels ausplattiert und (ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nur die
erfolgreich transformierten Bakterien konnen wegen des mit dem Plasmid
aufgenommenen Resistenz-Gens auf dem N&hrmedium anwachsen. Am folgenden Tag

sind Bakterienkolonien auf der Platte zu erkennen.
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6.3.13 Retransformation

Fur eine Retransformation werden 20 pl E.coli Bakterien direkt mit 1 pl der verdlnnten
DNA (50 ng) gemischt, 5 min auf Eis stehen gelassen und dann sofort auf die
angewarmte antibiotikahaltige Agarplatte (50-100 mg/l) ausgestrichen. Die Platte wird
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

6.3.14 Selektion und Kultivierung von Bakterien-Monoklonen

Die Uber Nacht gewachsenen Bakterienkolonien von der Transformation bzw.
Retransformation werden einzeln mit jeweils sterilen Pipettenspitzen isoliert in 4 ml
LB-Antibiotika-Medium gegeben und 4 h, bei 37°C und 200 rpm inkubiert.

6.3.15 Glycerinkulturen

Von der Bakterienkultur in Kapitel 6.3.14 wird 1 ml mit 4 ml LB-Ampicillin-Medium
fir 2 Stunden bei 37 °C und 200 rpm im Brutschrank geschuttelt. 800 ul dieser
Bakteriensuspension werden mit 200 pl Glycerol versetzt, gevortext und direkt bei —

80 °C eingefroren.

6.3.16 Mini-/Midi-/Maxipraparation von DNA
Fur eine Mini-, Midi- oder Maxipraparation werden jeweils die entsprechenden Kits
von Invitogen, Quiagen oder Zymo benutzt und entsprechend der Angaben des

Herstellers durchgefihrt. AnschlieBend folgt die Konzentrationsbestimmung der DNA.

6.3.17 Konzentrationsbestimmung von DNA

2 ul DNA werden mit 998 ul VE-Wasser (Verhéltnis 1:500) gemischt. Die Losung wird
unter Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors photometrisch mit dem Photometer
DU® 530 von Beckman bei einer Absorption 260 nm und 280 nm vermessen. Die
ermittelte Konzentration bezieht sich auf den Nullwert von Wasser. Alternativ wurde
die DNA Konzentration in 1 pul DNA mit dem NanoDrop (Universitat Barcelona) oder

dem Nanophotometer Implen (Max-Planck-Institut) gemessen.

6.3.18 Sequenzierung
Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wird von der Firma GATC-Biotech
durchgefiihrt.?®® Dafur wird 1 pug DNA in Wasser gelést und eingeschickt. Die

entsprechenden Sequenzierungsprimer sind in Kapitel 6.3.4 aufgelistet.
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6.3.19 Austausch der zweiten extrazelluldren Schleife des Ayg-Rezeptors mittels
Overlap-Extension

Das Ziel der Overlap-Extension Methode ist das DNA-Konstrukt pLXSN-HA-
hA2s(EL2-hA,4). Der Austausch des EL2 erfolgt iiber fiinf PCR-Runden, wobei die
ersten drei bereits in der eigenen Diplomarbeit® erfolgreich durchgefiihrt wurden, aber
die Methode musste verbessert und erweitert werden, damit das Verfahren der Overlap
Extension in dieser Arbeit erfolgreich ist. Alle benutzten Primer fir dieses Verfahren
sind in Kapitel 6.3.3, Tabelle 32 aufgelistet.

25 pl-PCR-Ansatz fur Runde 1-4:

1ul pLXSN-HA-hA;g bzw. DNA aus der vorhergehenden Runde 20 ng
3ul f-hAze-EL2-X-Primer/BamHI 15 pmol

3ul  r-hAzs-EL2-X -Primer/Mlul 15 pmol

0,5 ul dNTPs 10 mM
0,5 ul KOD Hot Start Polymerase 1 U

2,5 ul KOD Puffer 10 x

1,5 ul MgSO, 25 mmol

13 pl steriles Wasser

PCR-Programm Runde 1-4
1. 94°C - 4 min
2.94°C-45s

3.64°C-30s 25 X
4.72°C-30s

5.72°C - 10 min

6. 4°C-o0

25 pl-PCR-Ansatz fir Runde 5a (Overlap extension):
2l DNA aus | Eppendorf 4 Runde 20 ng
2 ul - DNA aus Il Eppendorf 4 Runde 20 ng

0,5l dNTPs 10 mM
0,5 ul KOD Hot Start Polymerase 1 U

2,5 ul KOD Puffer 10 x

1,5 ul MgSO, 25 mmol

14 ul  steriles Wasser
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Fur Overlap extension werden keine Primer benétigt.

PCR-Programm Runde 5a Overlap extension
1.94°C - 4 min

2.94°C-45s

3.55°C-45s 5Xx

4.72°C - 1min

5.72°C - 4 min

6. 4°C- 5min

25 pl-PCR-Ansatz fur Runde 5b:

Zu dem Ansatz 5a werden nun

1ul  r-hAz-BamHI 15 pmol
1ul  f-HA-hAzs-Mlul 15 pmol
zugeflgt.

PCR-Runde 5b

1.94°C - 4 min

2.94°C - 1 min

3.68°C - 1 min 25 X
4,.72°C - 1 min

5.72°C - 10 min

6. 4°C- 5min

6.3.20 Klonierung von Rezeptor-DNA in einen Vektor
Fir die Klonierung von der Rezeptor-DNA von hAa, hAzg, Dy, GABAg, und hAgs-
M198A in den Rluc-, YFP-, GFP2- oder psGEM-Vektor ist der erste Schritt eine PCR
mit der Rezeptor-DNA und den entsprechenden Primern (siehe Tabelle 33 und Tabelle
34), um entsprechende Enzymschnittstellen unmittelbar vor und nach der
Rezeptorsequenz einzufiihren. Als Polymerase kommt hier hdufig die Pyrobest-
Polymerase zum Einsatz, aber gelegentlich auch die KOD Hot Start Polymerase.
Nachfolgend ist ein Ansatz und das dazugehérige PCR-Programm beschrieben. Nach
erfolgter PCR kann mit den neu eingefligten Enzymschnittstellen (siehe Name des
jeweiligen Primers) sowohl die Rezeptor-DNA als auch der Vektor verdaut werden und
nach der Aufreinigung mit der Ligation gestartet werden.
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50 pl-PCR-Ansatz:

1pl Rezeptor-DNA 20 ng
3ul f-Primer mit Enzymschnittstelle 15 pmol
3ul r-Primer mit Enzymschnittstelle 15 pmol
4l dNTPs 10 mM
0,5 ul Pyrobest-Polymerase 1U
5ul Pyrobest Puffer 10 x
33,5 ul steriles Wasser

PCR-Programm

1.98°C - 10 sec

2.66°C - 30 sec 30 X
3.72°C - 60 sec

4. 4°C-o0

6.3.21 Mutagenese von M198A in den humanen A,g-Rezeptor

Fur die Mutagenese vom M198A dient das Plasmid pLXSN-HA-hA2g als Matrize. Das
Plasmid enthdlt das Wildtyp-Gen des humanen A,g-Rezeptors mit einem
vorgeschaltetem HA-Tag. Aufgrund der Komplementaritat der Primer und der daraus
resultierenden Heterodimerisierung, wird von den Primern, im Gegensatz zu einer
gewohnlichen PCR, die dreifache Konzentration eingesetzt. Die Durchfiihrung der
Mutagenese-PCR erfolgt mittels Vent-Polymerase, da sie iiber 3’-5’-Exonuclease-

Aktivitat verfigt. Dadurch verringert sich die Zahl an ungewollten Mutationen.

25 pl-PCR-Ansatz:

1ul pLXSN-HA-hAzs (Matrize) 20 ng
3ul  f-hAzs-M198A-Primer 15 pmol
3 ul  r-hAzg- M198A-Primer 15 pmol

0,5pl dNTPs 10 mM
0,5 ul Vent-DNA-Polymerase 1U
2,5 ul Thermopol-Puffer 10 x

14,5 plsteriles Wasser
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PCR-Programm

1 94°C - 4 min

2 94°C - 1 min

3 66°C - 1 min 20 x
4. 72°C - 10 min

5 72°C - 10 min

6 4°C - 0

Nach der erfolgreichen Mutation, der Aufarbeitung bis hin zur Sequenzierung folgt die
Umklonierung von hA;s-M198A in den Rluc- bzw. den YFP-Vektor, wie in 6.3.20

beschrieben.

6.3.22 Klonierung von Erkennungssequenzen an Rezeptor-DNA

Fur die Klonierung von His- und Strep-Erkennungssequenzen in den psGEM-hAza,
pSGEM-A,s und psGEM-GABAsg, werden komplementédre Primer mit Hilfe der PCR
hergestellt, die mittig das His- bzw. Strep-tag tragen und an den Enden insgesamt zwei
unterschiedliche Restriktionsenzymschnittstellen imitieren. Das ursprungliche Plasmid
kann nun mit den beiden unterschiedlichen Restriktionsenzymen geschnitten werden
und nach der Aufreinigung mit den komplementéren Primern als Insert ligiert werden.
Dabei werden fir die Ligation 50 ng des geschnittenen Vektors und der komplette

komplementére Primeransatz benutzt.

Komplementére Primer
10 pl komplementare Primer 10 ug
10 pl komplementére Primer 10 pg

mischen

PCR-Programm
1.94°C 4 min
2.55°C 2 min

3. direkt auf Eis
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6.3.23 Linearisierung von DNA fur die RNA Synthese
Fur die Linearisierung von DNA wird der folgende Ansatz pipettiert:

Linearisierungsansatz:

10 pug DNA
1 pl Pacl (Restriktionsenzym)
1 pl NEB Puffer 1 (10x)
1 pl BSA (10x)

ad 10 pl steriles PCR-H,0

Uber Nacht wird der Ansatz bei 4°C verdaut und anschlieRend fir 2 h bei 37°C
inkubiert. Die Hitzeinaktivierung erfolgt 20 min bei 65°C. Das nun vollstandig
linearisierte Produkt wird mittels Agarose-Gel kontrolliert und uber eine Sé&ule
aufgereinigt.

6.3.24 RNA-Synthese

Das Edukt ist die DNA (hier: psGem-Aza-His, psGem-Aja-Strep, psGem-Azg-His,
psGem-A,g-Strep, psGem-GABABR2-His, psGem-GABABR2-Strep) welche aus einer
Midipraparation erhalten und mit dem Restriktionsenzym Pacl linearisiert und iber eine
Saule gereinigt wurde. Im Kontrollgel ist das linearisierte Produkt durch eine deutliche
Bande zu erkennen. Anschlielend erfolgt eine Konzentrationsbestimmung und die
Verdunnung auf 500 ng/pl mit einem benétigten Endvolumen von 10 pl (5 pg).
AnschlieBend wird das mMessage mMaschine® Kit (High Yield Capped RNA

Transcription Kit SP6) von Ambion benutzt:

5 Ul NTP/CAP 2x (stabilisiert die RNA)

3 ul DNA (z.B. psGem-A;a-His)

1 pl Enzymmix (RNA Polymerase, die DNA in RNA transkribiert, RNase Inhibitor)
1 ul Reaction Buffer 10x (mit Spermidin, bindet und prézipitiert DNA auf Eis)

10 pl Ansatz

Den Ansatz 2 h bei 37°C inkubieren. Mit diesem Kit ist eine Transkription von 300 bis
5000 bp mdglich. Nach 1 h Inkubation wird eine 80 % Ausbeute erreicht. Hier wird 2 h

inkubiert, um eine vollstandige Transkription zu erlangen. 1 ul DNase zufligen und
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15 min bei 37°C inkubieren, damit die noch vorhandene DNA verdaut wird und nur
noch RNA vorliegt. 15 pl LiCl fir die Prézipitation zugeben und 2 h bei -80°C
inkubieren. Direkt danach 20 min bei 4°C und 15000 g zentrifugieren. 900 pl 70%
EtOH zugeben, damit die RNA geféllt wird und bei 15000 g, 10 min bei 4°C
zentrifugieren. EtOH vorsichtig abnehmen und verwerfen und das RNA Pellet an der
Luft in der RNA-Box trocken. Das Pellet wird nun in 11 pyl H,O aufgenommen und
gelost. Da die Nucleotide und andere Bestandteile nicht préazipitiert werden, sind keine
storenden Bestandteile mehr in dem RNA-Reaktionsgefa. Nach diesem Schritt folgt
die Kontrolle per Gel und die Konzentrationsbestimmung per Nano Photometer
(Implen) (siehe Kapitel 6.3.26).

6.3.25 Agarose-Gelelektrophorese fir RNA

Fur ein 1%iges Gel werden 0,5 g Agarose in 50 ml 1 x TAE-Puffer unter Erwérmen in
der Mikrowelle gelost. Nach dem Abkuhlen, aber noch vor dem Erstarren wird 1 pl
Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel in einer Gelschlitten mit Kamm fir RNA
gegossen. Nach Erhérten des Gels wird der Kamm entfernt und der Gelschlitten mit
dem Gel in die mit 1 x TAE Puffer gefullte RNA-Elektrophoresekammer eingelassen.
In die Geltaschen werden der RNA-Marker, sowie die mit 5x Ladepuffer versetzten
Proben einpipettiert und bei 100 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auswertung
erfolgt unter UV-Licht mit Hilfe eines Geldokumentationssystems der Firma BioRad ™.
6.3.26 Konzentrationsbestimmung von RNA

1 pl RNA wird auf das Nanophotometer Implen (Max-Planck-Institut) auftragen und bei
260 nm und 280 nm photometrisch vermessen. Zur Kontrolle kann ebenfalls ein RNA-
Gel zum optischen Vergleich herangezogen werden (siehe Kapitel 6.3.25). Um optimale
Voraussetzungen fiir die Injektion von RNA in Oozyten zu haben, muss die RNA auf
500 ng/pl mit DEPC-Wasser (Diethypyrocarbonat) verdiinnt werden.
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6.4 Zellkultur

Alle Arbeitsschritte in der Zellkultur finden unter sterilen Bedingungen in einer

Zellkulturwerkbank statt.

a) Das HXM-Medium fur die GP*envAm12-Verpackungszellen besteht aus:

6.4.1 Medien

DMEM
10 % FCS
200 pg/ml  Hygromycin B
15 pg/ml Hypoxanthin
25 pg/ml Mycophenolséure
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
1 % Ultraglutamin
250 pg/ml  Xanthin

b) fir CHO-K1-Zellen
Kulturmedium
DMEM-F12

10 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
1 % Ultraglutamin

flr retroviral, stabil transfizierte CHO-Zellen

Selektionsmedium
DMEM-F12

10 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
1 % Ultraglutamin

800 pg/ml G418

c) fur transient transfizierte CHO-Zellen

24 h vor der Transfektion

DMEM-F12
10 % FCS

184

wahrend der Transfektion

Opti-MEM

Kulturmedium
DMEM-F12

10 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
1 % Ultraglutamin

200 pg/ml G418

nach der Transfektion
DMEM-F12

10 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
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d) fur transient transfizierte HEK-Zellen

Kulturmedium mit Zuséatzen wahrend der Transfektion mit PEI
DMEM (auf 500 ml DMEM) DMEM

5% (VIV) FCS (25 ml)

2 mM L-Glutamin (5 ml)

100 pg/ml Penicillin (5ml)

100 U/ml Streptomycin (5 ml)

1mM Natrium Pyruvat (5 ml)

5ml AS (MEM Non-Essential Aminoacids)

e) fur Oozyten
ND-96 Medium 10x fur Xenopus laevis Oozyten

1122 g NaCl

2,98 ¢ KCI

4,07 g MgCl,

2,22 9 CaCl,/2,94 g CaCl,x 2H,0
238 ¢ Hepes
ad 2|1 H,0O auf pH 7,4 einstellen

+ 1 ml Penicillin/Streptomycin
+ 1 ml Cefuroxim

auf 100 ml Medium

oder 1 ml Gentamycin

auf 100 ml Medium

6.4.2 Auftauen von Zellen

Die bei —196 °C gelagerten Zellen werden schnell im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.
Direkt nach dem Auftauen folgt das Uberfiihren der Zellsuspension in eine 75 cm?
Kulturflasche mit vorgewdarmtem Medium. Die Kultivierung der Zellen erfolgt bei
37 °C und 5 % CO; im Inkubator.
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6.4.3 Kultivierung von Zellen

Die CHO- und HEK-Zellen wachsen in Zellkulturflaschen unter den
Standardbedingungen (37 °C und 5 % CO,) im Inkubator. Erreichen die Zellen in einer
175 cm? Kulturflasche eine Konfluenz von ca. 80 %, werden sie passagiert. Dafiir wird
das verbrauchte Medium abgenommen und die Zellen mit 10 ml PBS-Puffer
gewaschen. Zum Abldsen der Zellen werden 2 ml vorgewadrmte 0,05%ige Trypsin/0,6
mM EDTA-L6sung auf die Zellen gegeben und wenige Minuten inkubiert. Die Zugabe
von 8 ml Medium stoppt diese Reaktion. Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren fiihrt
zum Vereinzeln der Zellen. Aus dieser Zellsuspension wird ein Teil der Zellen fur
Experimente verwendet und ein Teil in einer neuen Zellkulturflasche mit frischem,
warmem Medium bei oben genannten Standardbedingungen weiter kultiviert.?

Die Oozyten werden bei 18°C im entsprechenden ND-96 Medium im Inkubator

gehalten.

6.4.4 Zellzahlbestimmung

Fur die Zellzahlbestimmung werden 10 pl Zellsuspension auf die Neubauer-
Z&hlkammer pipettiert. Mit Hilfe des Mikroskopes werden drei GrolRquadrate, die
jeweils aus 16 Kleinquadraten bestehen, ausgezahlt und der Mittelwert berechnet. Wird
die Anzahl der gezéhlten Zellen mit dem Faktor 10.000 multipliziert, ergibt sich die

Zellzahl pro ml Zellsuspension:
(gezéhlte Zellen x 10.000) = Zellen pro ml Zellsuspension

6.4.5 Einfrieren von Zellen

Wie im Kapitel 6.4.3 beschrieben wird eine konfluente 175 cm? Zellkulturflasche
behandelt. Nach dem Vereinzeln der Zellen wird bei 200 g und 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. Das Medium wird verworfen und das Zellpellet in 5 ml einer Mischung
aus 90 % Kulturmedium oder 90 % FCS und 10 % sterilem DMSO resuspendiert. Je
1 ml entstandene Zellsuspension wird pro Kryovial aliquotiert. Die Mischungen werden
langsam mit Hilfe des Freezing Containers, welcher 1 °C pro Stunde abkihlt, auf —
80 °C eingefroren. Die Langzeitlagerung der Zellen erfolgt in flissigem Stickstoff bei —
196 °C.
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6.4.6 Retrovirale Transfektion

24 Stunden vor der Transfektion werden pro Transfektionsansatz 1,5 Millionen
GP'envAm12-Zellen (Verpackungszellen) auf eine 25cm? Zellkulturflasche mit
Medium (DMEM, FCS, Ultraglutamin, P/S) ohne Hypoxanthin, Xanthin und
Mycophenolsdure ausgesat. Einige Stunden vor der Transfektion erfolgt ein
Mediumaustausch gegen 6,25 ml Medium (DMEM, FCS, Ultraglutamin) ohne die
Antibiotika Penicillin und Streptomycin. Fir einen Transfektionsansatz werden 10 ug
DNA benétigt. Diese setzen sich zusammen aus 3,75 g pLXSN mit VSV-G-Gen und
6,25 ng des pLXSN-Vektors mit dem mutierten hA,g-Gen. Die errechneten DNA-
Mengen der Plasmide werden mit DMEM-Medium ohne Zusétze auf 625 ul aufgefullt.
In einem davon getrennten Ansatz werden 25 pl Lipofectamin 2000 und 600 ul DMEM
(ohne Zusatze) bei RT fur 5 min inkubiert. Anschlieend wird diese Mischung zu dem
625 pl DNA-Ansatz gegeben und fur 20 min bei RT inkubiert. Das Gemisch wird nun
zu den Verpackungszellen gegeben. Nach 12-15 h bei 37°C und 5% CO; Iim
Brutschrank erfolgt ein Mediumwechsel mit 3 ml DMEM, FCS, Ultraglutamin,
Penicillin und Streptomycin. Die Zugabe von 30 ul Natriumbutyrat-Lésung (500 mM in
Wasser, sterilfiltriert) bewirkt die Férderung der Virenproduktion. Die Kultivierung der
Zellen erfolgt 48 Stunden bei 32 °C. Einen Tag vor der Infektion werden 400.000 CHO-
K1 Zellen pro 25 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Am Tag der Infektion wird das
Medium der CHO-K1 Zellen abgenommen und durch das virenhaltige, sterilfiltrierte
Medium der Verpackungszellen ersetzt. Zusatzlich werden dem Medium 6 pl Polybren-
Losung (4 mg/ml in Wasser, sterilfiltriert) zugegeben. Nach 2,5 h bei 37 °C wird das
virenhaltige Medium entfernt und durch DMEM-F12-Medium mit FCS, PS und
Ultraglutamin ersetzt. 48 Stunden spéter erhalten die Zellen das Selektionsmedium
(DMEM-F12, FCS, PS, Ultraglutamin und 800 ul G418). Eine Woche lang wird alle
zwei Tage das Medium gewechselt. Nach dieser Selektionsphase wird dauerhaft das

Kulturmedium mit einer geringeren Konzentration von G418 benutzt.?

187



6 Experimenteller Teil

6.4.7 Transiente Transfektion

Fur die transiente Transfektion mit Lipofectamin 2000 werden in getrennte
Eppendorfgefdle die entsprechenden DNA- und Lipfektaminmengen pipettiert. Je
500 ul Opti-MEM kommen hinzu und das Lipofektamin 2000 wird 5 Minuten inkubiert.
Anschlieend wird das Gemisch aus Lipofectamin 2000 und Opti-MEM- mit dem
DNA-Opti-MEM-Gemisch vereinigt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In
der Zeit wird von den vorbereiteten Zellen auf der 6-Well-Platte das Medium entfernt
und mit 2 ml PBS gewaschen. Es folgt die Zugabe des DNA-Lipofektamin-Gemisches
und die Inkubation bei 37°C, 5% CO, lber 4 Stunden hinweg. Danach wird die Ldsung
vorsichtig abgesaugt und je Well 2 ml DMEM-F12 + FCS und Penicillin/Streptomycin
gegeben und 24 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

6.5 Membranpréaparation

Um eine entsprechend hohe Rezeptorausbeute zu bekommen, werden fir die
Membranpraparation pro Mutante und Wildtyp jeweils 40 konfluente 175 cm?
Zellkulturschalen benétigt. Zunéchst werden zwei 175 cm? Zellkulturflaschen mit einer
Konfluenz von 80 % im Verhéltnis 1:20 auf 40 Zellkulturschalen verteilt. Wenn die
Schalen ebenfalls zu 80 % bewachsen sind, wird jeweils mit 5 ml PBS-Puffer
gewaschen. Damit die Rezeptoren nicht internalisiert oder abgebaut werden, folgt das
Einfrieren der Zellen bei —80 °C. Zur Weiterbearbeitung werden die Zellkulturschalen
kurz angetaut und mit 1 ml 5mM Tris-/2 mM EDTA-Puffer versetzt. Mit einem
Gummischaber werden die Zellen abgeldst und auf Eis vereinigt. Dann wird die
Zellsuspension mit dem Ultraturrax 1 min bei maximaler Stufe zerkleinert und
anschlieBend mit dem Dounce-Homogenisator homogenisiert. Damit groRere
Zellorganellen und Zellkerne entfernt werden, erfolgt die Zentrifugation fir 10 min bei
1000 g und 4 °C. Das Pellet wird verworfen und der Uberstand fiir 1 h bei 48400 g und
4 °C erneut zentrifugiert. Dieses Mal wird der Uberstand verworfen und das Pellet,
welches Membranfragmente samt Rezeptoren enthalt, mit 10 ml 50 mM Tris-Puffer
(pH 7,4) resuspendiert. Unter letztgenannten Bedingungen wird erneut zentrifugiert
(1 h, 48400 g, 4 °C). Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in 3 ml 50 mM Tris-
Puffer aufgenommen und resuspendiert. Die Suspension wird mit dem Ultraturrax
bearbeitet und homogenisiert. Das Protein wird in 1 ml Portionen aliquotiert und bei —

80 °C gelagert. Die Proteinbestimmung wird nach Lowry durchgefiihrt. 2
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6.6 Gewinnung von cAMP-Bindeprotein

Fur die funktionellen cAMP-Experimente wird cAMP-Bindeprotein benétigt, um
dessen Bindungsstelle radioaktiv markiertes cAMP und nicht-radioaktiv markiertes
CAMP konkurrieren kann. Da in frischer Kalbsnebennierenrinde die Konzentration an
CAMP-Bindeprotein besonders hoch ist, werden die Kalbsnebennieren von frisch
geschlachteten Kalbern entfernt und préaparativ aufbereitet. Mit Hilfe eines Skalpells
kann von 20 Nebennieren auf Eis das umliegende Fettgewebe beseitigt werden. Die
Nebennierenrinde wird vorsichtig vom Nebennierenmark getrennt und in einen
eiskalten Puffer aus 100 mM Tris/HCI, pH7,4, 250 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,1 % 2-
Mercaptoethanol und 0,25 M Saccharose gegeben. Diese Suspension mit der
Nebennierenrinde wird im Ultraturrax zerkleinert, homogenisiert und Uber eine
Mullbinde filtriert. Die Mullbinde hélt groRere Fettpartikel durch die Filterwirkung
zurick und adsorbiert kleinere Fettteilchen, die nicht bend6tigt werden. AnschlieRend
wird die Lésung bei 30000 g, 4°C, 60 min lang zentrifugiert. Das entstandene Pellet
sowie eventuelle Fettabscheidungen werden verworfen. Die Losung enthalt das cAMP-
Bindeprotein, welches in je 1 ml Portionen aliquotiert wird und bei —20°C gelagert
wird.?* Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird die Proteinbestimmung nach

Lowry (s. Kapitel 6.7.1) herangezogen.

6.7 Proteinbestimmung

6.7.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung der Membranpréparation wurde nach der Methode von Lowry
et al. durchgefiihrt.?*® Das Prinzip beruht auf der Eigenschaft der Peptidbindung von
Proteinen in alkalischer Losung mit Cu**-lonen Komplexe zu bilden. AuBerdem werden
die im Folin-Reagenz enthaltene Polymolybdato- und Polywolframatophosphorsdauren
durch einige Aminosduren reduziert und somit die Blaufarbung beeinfluf3t.

Fur die Standardgerade wird eine 1 mg/ml BSA-Stammldsung in deionisiertem Wasser
bei einer Absorption von 280 nm vermessen. Eine solche Stammldsung hat einen
Sollwert der OD (optische Dichte) von 0,66. Zwischen der OD und der BSA-
Proteinkonzentration besteht ein linearer Zusammenhang. So kann bei einer
Abweichung vom Sollwert die wahre Konzentration der BSA-Stammldsung berechnet
werden. Die Verdinnungsreihe wurde in Tabelle 37 aufgelistet, allerdings miissen die
tatsachlichen Werte der Proteinkonzentration jeweils berechnet werden.
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Tabelle 37. Verdinnungsschema der BSA-Standardgerade.

1 mg/ml BSA- 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4

¢ Protein [ug/ml] Stammlssung [ul] ] Verdinnungsfaktor
50 10 190 1:20
100 20 180 1:10
200 40 160 1.5
300 60 140 1:3,3
400 80 120 1:2,5
500 100 100 1:2

Die Proteinproben werden als Duplikate, wie in Tabelle 38 dargestellt, mit 50 mM Tris-
Puffer jeweils 1:10, 1:20 und 1:50 verdunnt. Als Nullwert werden 200 pul 50 mM Tris-

Puffer verwendet.

Tabelle 38. Pipettierschema.

Nullwert Verdinnungsschema der Proben BSA-
1:10 1:20 1:50 Standardgerade
Tris 50 mM 200 pl 180 pl 190 pl 196 pl -
+ + +
Probe - 20 pl 10 pl 4 ul -
Standard - - - - 200 pl (s.0.)
Reagenz C je 1000 pl, dann vortexen
Inkubation 20 min bei RT
Reagenz D je 100 pul, dann vortexen
Inkubation 30 min bei RT
Photometer Absorption bei 500 nm messen

Die nun bendtigten Reagenzien werden in Kapitel 6.2.4 beschrieben. Der Nullwert, die
verschiedenen Verdunnungen der Proben und die Loésungen fir die BSA-
Standardgerade werden mit je 1000 pl Reagenz C versetzt, gevortext und 20 min bei RT
inkubiert. Es folgt die Zugabe von Reagenz D mit anschlielfendem Vortexen und einer
Inkubationszeit von 30 min bei RT. Die Proben werden in eine Kiivette Gberfuhrt und
bei 500 nm im Photometer vermessen.

Die Absorptionswerte des BSA-Standards werden graphisch gegen die
Proteinkonzentration aufgetragen. Mit Hilfe dieser Standardgeraden kann unter
Berlcksichtigung des Verdunnungsfaktors der Proteingehalt der Proben bestimmt

werden.® 2%°
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6.7.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Fur die Proteinbestimmung bei den BRET-Experimenten wurde die Methode nach
Bradford verwendet.?*> 10 pl Protein bzw. 10 pl des BSA-Standards (0; 0,1 - 0,5 pg/pl)
wurden fir 5 min bei Raumtemperatur nach Angaben des Herstellers von BioRad mit
200 pl Bradford-Reagenz inkubiert und anschlieBend bei 600 nm die Absorbtion mit
dem Multiskan- (Barcelona) oder BRET-Mithras-Gerat (Bonn) vermessen.

6.8 Kompetitionsexperimente

6.8.1 Radioligand-Bindungsstudien an Adenosin-A,g-Rezeptoren

Fur die Kompetitionsexperimente an Membranpraparationen mit humanen Ajg-
Rezeptor-Mutanten wird der Radioligand [(H]PSB-603 eingesetzt. Dieser hat eine
spezifische Aktivitat von 73 Ci/mmol und weist einen Kp-Wert von 0,41 nM auf (0,58
nM flr die hier eingesetzten CHO-HA-hA,g-Zellmembranen).

An allen Rezeptormutanten und dem Wildtyp werden verschiedene Verbindungen
getestet. Die Einzelkurven werden in Duplikaten und die Gesamtkurve mindestens im
Triplikat durchgefuhrt. Bei den Verbindungen handelt es sich fir die homologe
Kompetition um den selektiven Antagonisten PSB-603 als Kaltsubstanz, und flr die
heterologe Kompetition um die Agonisten NECA und BAY60-6583, sowie den Aga
selektiven Agonisten CGS-21680. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wird

der unselektive Antagonist DPCPX benutzt. Folgendes Pipettierschema wird benutzt:

500 ul Ansatz:
25 pl 1. Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen in
50 % DMSO / 50 % 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 oder
2.50 % DMSO / 50 % 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 fur die Gesamtbindung oder
3. 200 pM DPCPX (Endkonzentration 10 puM) in 50 % DMSO / 50 % 50 mM
Tris-Puffer, pH 7,4, fur die unspezifische Bindung
275 ul - 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4
100 uI [BH]PSB-603 (Endkonzentration 0,3 nM) in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4
100 I Membranpréparation in 50 mM Tris-Puffer (30 pg Protein pro Vial)

Die Verdinnung im Assay betrdgt 1:20 und der DMSO-Gehalt 2,5%. Die
Testsubstanzen werden unter Beriicksichtigung dieser Angaben flr den entsprechenden
Konzentrationsbereich hergestellt. 25 pl der Testsubstanzen, der Puffer fir die
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Gesamtbindung und DPCPX fir die unspezifische Bindung werden in 4 ml
ReaktionsgeféaRe vorgelegt und mit 275 ul Tris-Puffer aufgefillt. Es erfolgt die Zugabe
des Radioliganden [3H]PSB-603 mit der Endkonzentration von 0,3nM. Die
Membranpraparation wird aufgetaut und kurz mit dem Ultraturrax durchmischt.
Anschlielend wird so verdiinnt, dass pro Vial 30 pg Protein eingesetzt werden kénnen.
Zur Zerstorung des endogenen Adenosins werden pro ml angesetzter Proteinsuspension
2 U ADA zugesetzt und fur 20 min inkubiert. 100 pl dieser Mischung werden dann
dem Reaktionsansatz zugegeben und 75 min bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgt die
Trennung von gebundenem und ungebundenem Radioliganden durch Filtration Gber
einen GF/B-Filter. Nach dem Absaugen wird vier Mal mit je 2 ml eiskaltem 50 mM
Tris- /0,1 % BSA-Puffer, pH 7,4 gewaschen. Die Filterscheiben werden ausgestanzt,
mit 2,5 ml Szintillationscocktail versetzt und nach 6 h Inkubation im LSC-Counter
vermessen.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit dem Programm GraphPad Prism 5.
Zunéchst wird durch das Subtrahieren der unspezifischen Bindung (cpm vom DPCPX-
Ansatz) von der Gesamtbindung (cpm des Pufferansatzes) die spezifische Bindung
berechnet. Bei der Auswertung werden dann die prozentuale spezifische Bindung des
Radioliganden [*H]PSB-603 gegen die eingesetzte logarithmische Konzentration des
unmarkierten Liganden aufgetragen. Das Programm berechnet eine sigmoidale
Inhibitionskurve (,,One site competition*) mit der die ICso- bzw. die K;-Werte der
Verbindungen bestimmt werden konnen. Durch die ermittelten 1Cso-Werte und die
tatsachlich eingesetzte Radioligandkonzentration kann der Kp- und Bpax-Wert berechnet

werden.® 27

6.8.2 Radioligand-Bindungsstudien an Adenosin-A,a-Rezeptoren

Fur die Kompetitionsexperimente an den Membranpréparationen von humanen Aza-
Rezeptoren wird der Radioligand [BH]MSX-2 (1 nM Endkonzentration) eingesetzt. Die
Einzelkurven werden in Triplikaten und die Gesamtkurve ebenfalls als Triplikat
durchgefuhrt. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wird der unselektive Ligand
CGS-15943 benutzt. Folgendes Pipettierschema wird benutzt:
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400 pl Ansatz:
10 pl 1. Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen in 100 % DMSO
2. 100 % DMSO fur die Gesamthindung
3. CGS-15943 (Endkonzentration 10 uM) in 100 % DMSO unspez. Bindung
190 pl - 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4
100 pl [BH]MSX-2 (Endkonzentration 1 nM) in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4
100 ul - Membranpréparation in 50 mM Tris-Puffer (125 ug Protein pro Vial)

Die Verdinnung im Assay betrdgt 1:40 und der DMSO-Gehalt 2,5%. Die
Testsubstanzen werden unter Berlcksichtigung dieser Angaben fir den entsprechenden
Konzentrationsbereich hergestellt. 10 pl der Testsubstanzen, der Puffer fir die
Gesamtbindung und CGS-15943 fur die unspezifische Bindung werden in 4 ml
ReaktionsgeféaRe vorgelegt und mit 190 ul Tris-Puffer aufgefillt. Es erfolgt die Zugabe
des Radioliganden. Die Membranpraparation wird aufgetaut und kurz durchmischt.
AnschlieBend wird so verdunnt, dass pro Vial 125 ug Protein eingesetzt werden kénnen.
Zur Zerstorung des endogenen Adenosins werden pro ml angesetzter Proteinsuspension
2 U ADA zugesetzt und fur 20 min inkubiert. 100 ul dieser Mischung werden dann dem
Reaktionsansatz zugegeben und 30 min bei RT inkubiert. Anschlielend erfolgt die
Trennung von gebundenem und ungebundenem Radioliganden durch Filtration Uber
einen GF/B-Filter. Diese mussen zuvor 30 min in 0,3 %iger PEI-Ldsung inkubiert
werden. Nach dem Absaugen wird vier Mal mit je 2 ml eiskaltem 50 mM Tris-Puffer,
pH 7,4 gewaschen. Die Filterscheiben werden ausgestanzt, mit 2,5 ml
Szintillationscocktail versetzt und nach 6 h Inkubation im LSC-Counter vermessen.

Die Auswertung erfolgt genau so wie in Kapitel 6.8.1 beschrieben.

6.9 Funktionelle cCAMP-Experimente

220.000 Zellen pro Well werden 24 Stunden vor dem Versuch in eine 24-Well-Platte
ausgesat. Dieses Experiment wird in Triplikaten durchgefihrt und als Standard sowie
100 %-Wert wird 100 uM Forskolin eingesetzt. Am Versuchstag wird mit einer Pumpe
das Medium vorsichtig abgesaugt und zwei Mal fir je 10 min mit 500 pl 37 °C warmem
HBSS-Puffer, welcher 1 U/ml Adenosindesaminase (ADA) enthalt, gewaschen. ADA
bewirkt den Abbau von Adenosin, welches von gestressten Zellen ausgeschuttet wird.
Danach verbleiben 300 pl HBSS-Puffer fir 2 h auf den Zellen bei 37 °C im Brutschank.

Wahrend der Inkubationszeit kénnen die Phosphodiesterase-Inhibitorlésung und die
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Substanzverdiunnungen hergestellt und im Wasserbad bei 37 °C erwarmt werden.
10 min vor Ende der Inkubationszeit werden die Zellen in ein 37 °C vorgewarmtes
Wasserbad Uberflhrt. Es erfolgt die Zugabe von 100 pl des Phosphodiesteraseinhibitors
R020-1724 (200 uM in 2 % DMSO0/98 % HBSS-Puffer; Endkonzentration 40 uM) mit
einer Inkubationszeit von 15 min. Dies verhindert den Abbau des gebildeten cAMPs.
Die zu testenden Agonisten Adenosin, NECA, BAY60-6583 und CGS-21680, welche in
100% DMSO gel6st  sind, werden mit HBSS-Puffer zu den gewinschten
Konzentrationen verdiinnt. Bei der Testung des Agonisten Adenosin wird kein ADA
benutzt. Die DMSO-Konzentration sollte den Wert von 2 % nicht tberschreiten. Da die
Verdunnung im Assay 1:5 betragt, wurden die einzusetzenden Konzentrationen in einer
Mischung von 5% DMSO/95 % HBSS-Puffer (1 % DMSO im Assay), sowie 5fach
hoher angesetzt. Dann werden 100 ul der jeweiligen Agonisten-Konzentration zu den
Zellen gegeben und 15 min inkubiert. Fur die Negativkontrolle werden ebenfalls als
Triplikate 100 pl 5 % DMSO/95 % HBSS-Puffer und fir den Standard 100 pl Forskolin
(100 uM) auf die Zellen gegeben. Nach der Inkubation wird die Ldsung mit einer
Pumpe abgesaugt. Durch die Zugabe von 500 ul 90 °C heiBem Lysepuffer (4 mM
EDTA/ 0,01 % Trition) setzen die Zellen intrazellulares cAMP frei. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur kann zum mechanischen Losen der Zellfragmente und Freisetzen von
gebildetem cAMP aus nicht lysierten Zellen, werden mit Hilfe einer Pipettenspitze die
Zellen vom Boden eines jeden Wells abgekratzt. Die Losung wird gut durchmischt und
wie im unten stehenden Pipettierschema verwendet.

Fur die cAMP-Gehaltsbestimmung wird eine cAMP-Standardverdiinnungsreihe
hergestellt. Die Stammldsung weist eine Konzentration von 1600 pmol/ 5 ml auf. 50 pl
a 16 pmol wurden aliquotiert und bei —20 °C gelagert. Aus diesen Aliquots werden
durch Verdinnung mit 4 mM EDTA/0,01 % Triton sechs verschiedene Konzentrationen
von 8 pmol bis 0,25 pmol cAMP hergestellt.

Das cAMP-Experiment wurde als Triplikat auf Eis nach folgendem Pipettierschema

durchgefunhrt:

120 pl Pipettierschema:
50 pl 1. Zelllysat mit enthaltenem cAMP oder
2. CAMP-Standardverdinnung oder
3. Lysepuffer (4 mM EDTA/0,01 % Triton) flr die Gesamtbindung
30 ul [BH]JcAMP (Endkonzentration 3 nm in Wasser)
40 ul  cAMP-Bindeprotein in Lysepuffer (50 g pro Reagenzglas)
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Fur die Hintergrundkontrolle werden 90 pl Lysepuffer und 30 pl [BH]JcAMP ohne
Bindeprotein eingesetzt. Nach Zugabe von 40 pl Bindeprotein wird der Ansatz 1 h auf
Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Trennung von gebundenem und ungebundenem
Radioliganden mit Hilfe des Harvesters Uber GF/B-Filter. Es wird 3 x mit 2 ml
eiskaltem 50 mM Tris-Puffer pH 7,4 gewaschen. Die Filterscheiben werden ausgestanzt
und in Szintillationsvials Uberfiihrt. Dann werden 2,5 ml Szintillationscocktail
zugegeben und die Proben nach 6 h im LSC-Counter vermessen.

Die Auswertung der Experimente erfolgt mit den Programmen Microsoft Excel und
GraphPad Prism 5. Die gezéhlten radioaktiven Zerfélle pro Minute (cpm) von der
Gesamtbindung und der Hintergrundkontrolle werden gemittelt und voneinander
subtrahiert. Das Ergebnis in cpm ist die Radioaktivitidt des [3H]JcAMP-Bindeprotein-
Komplexes in Abwesenheit von unmarkiertem cAMP (Cy). Ebenfalls werden von allen
erhaltenen cpm-Werten des Standards und der Proben die Mittelwerte gebildet und der
Hintergrundwert subtrahiert. Die erhaltenen Werte (cpm) entsprechen der Radioaktivitat
des [3H]JcAMP-Bindeprotein-Komplexes in Anwesenheit von unmarkiertem cAMP mit
bekannter Konzentration als Standard und von den unbekannten Proben (Cx). Fur die
Standardgerade wird der Quotient Co/Cx gebildet und gegen den bekannten cAMP-Wert
vom Standard in pmol aufgetragen. Bei dem Experiment wurde nur ein Zehntel des
cAMP-haltigen Lysepuffers pro Well eingesetzt (von 500 ul Lysepuffer wurden nur
50 pl Oberfihrt), daher wird an dieser Stelle der Konzentrationsbereich der
Standardgerade um das Zehnfache erhéht. Anhand der ermittelten Standard-
geradengleichung kann der cAMP-Gehalt der Proben in pmol berechnet werden. Die
erhaltenen Werte werden in dem Programm GraphPad Prism 5 auf den 100%-Wert von
100 uM Forskolin bezogen. Da Forskolin die Adenylatcyclase direkt aktiviert, ohne
vorher in Kontakt mit dem Rezeptor zu kommen, wird Forskolin als 100%-Wert
angesehen. Die Konzentration von 100 puM Forskolin hat sich in einem Vorversuch mit
einer entsprechende Kurve als vorteilhaft erwiesen, obwohl das Plateau der sigmoidalen
Kurve nicht ganz erreicht. Bei hoheren Konzentrationen féllt diese Substanz allerdings
aus.

In GraphPad Prism wird die jeweilige Konzentration des Agonisten NECA, CGS-21680
bzw. BAY60-6583 halblogarithmisch gegen den cAMP-Gehalt in Prozent (bezogen auf
100 uM Forskolin) aufgetragen. Das Programm errechnet eine sigmoidale Dosis-

Wirkungs-Kurve anhand derer der ECso-Wert der Agonisten ermittelt werden kann. 2
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6.10 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer

6.10.1 Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Experimente
Die Durchfuhrung der BRET-Experimente erfolgt in vier Schritten, die hier der
Vollstandigkeit halber komplett dargestellt werden:

a) Splitten von CHO-K1 Zellen auf 6-Well-Platten
Am ersten Versuchstag werden die CHO-K1 Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und mit
2 ml Trypsin/EDTA gel6st. Die Reaktion kann mit 8 ml Medium DMEM-F12 + FCS
ohne Antibiotika gestoppt werden. AnschlieRend werden die Zellen in der Neubauer-
Zahlkammer gezahlt und 850.000 Zellen pro Well ausgesat. 2 ml DMEM-F12 + FCS
ohne Antibiotika kommen hinzu und werden bis zum né&chsten Tag bei 37°C, 5% CO,
inkubiert. Ein Teil der Zellen werden fur weitere Versuche auf eine groRe Flasche
gesplittet, wobei hier dann DMEM-F12 + FCS + Penicillin und Streptomycin benutzt

wird.

b) Transfektion

Nach der Erstellung eines Pipettierschemas werden die entsprechenden DNA- und
Lipfektaminmengen in getrennte Eppendorfgefale pipettiert. Fur die Standard BRET-
Experimenten bedeutet dies eine konstante Konzentration von Rezeptor-Rluc-DNA und
steigende Konzentrationen von Rezeptor-YFP-DNA. Je 500 pul Opti-MEM kommen
hinzu und das Lipofektamin 2000 wird 5 Minuten inkubiert. AnschlieRend wird das
Lipofectamin-2000-Opti-MEM-Gemisch mit dem DNA-Opti-MEM-Gemisch vereinigt
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zeit wird von den Zellen auf der
6-Well-Platte (vom Vortag) das Medium entfernt und mit 2 ml PBS gewaschen. Es folgt
die Zugabe des DNA-Lipofektamin-Gemisches und die Inkubation bei 37°C, 5% CO,
uber 4 Stunden hinweg. Danach wird die Losung vorsichtig abgesaugt und je Well 2 ml
DMEM-F12 + FCS und Penicillin/Streptomycin gegeben und 24 h bei 37°C und 5 %
CO; inkubiert.

¢) BRET-Messung
Am dritten Versuchstag findet die eigentliche BRET-Messung statt. Die Zellen werden
an dem Tag der Messung immer lichtgeschutzt und soweit es moéglich ist bei 37°C

aufbewahrt. Das Medium wird von den Zellen entfernt und zwei Mal mit 37°C warmen
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500 ul HBSS-Puffer/Glucose (0,1 g Glucose auf 100 ml HBSS) gewaschen und 410 pl
HBSS-Puffer/Glucose auf den Zellen belassen. Nach dem sanften Abldsen der Zellen
mit Hilfe eines Zellschabers kann die Zellsuspension in Eppendorffgefasse berfiihrt
werden. Fur die Proteinbestimmung kommen 10 ul Zellen und 10 pl BSA-Standard
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/ml) in eine durchsichtige 96-Well-Platte. Nach Zugabe von
190 pl Bradford wird 5 min inkubiert und die Absorption bei einer Wellenldnge von
600 nm gemessen. Unter Verwendung von Prism 5 wird berechnet, wie viel HBSS-
Puffer/Glucose zu jedem Well zugefugt werden muss, damit die Zellkonzentration
uberall auf 0,2 mg/ml betrégt. Die Fluoreszenz (YFP) wird in einer schwarzen 96-Well-
Platte bei 530 nm gemessen, die pro Well 100 ul Zellen enthalt. Die Messungen
erfolgen in Duplikaten. Die Biolumineszenz wird in einer weilRen 96-Well-Platte
gemessen, in der pro Well 90 ul Zellen enthalten sind und 10 pl Coelenterazin h (5 pM
Endkonzentration) zu pipettiert werden. Coelenterazin h muss kihl (auf Eis) gelagert
und vor Licht geschutzt (mit Folie abgedeckt) werden. Nach dessen Zugabe muss nach

1 min (mBU) und nach 10 min (Rluc) bei 530 nm bzw. 480 nm gemessen werden.

d) Auswertung
Alle wichtigen Werte von der ,Fluoreszenz YFP’, Uiber die ,BRET Ratio’ bis hin zu
,Rluc nach 10 min” wird je der Mittelwert gebildet und der Hintergrund subtrahiert. Fr
die Graphen wird folgendes benétigt:
X-Achse: (Fluoreszenz YFP/RIuc nach 10 min) x 1000
—> Einheit: Fluoreszenzeinheiten (willkirlich)
Y-Achse: BRET Ratio x 1000
-> Einheit: mBU (milli BRET Unit)
Die graphische Darstellung erfolgt mittels GraphPad Prism 5, welches auch den
BRETso und den BRET max-Wert (per Michaelis-Menten) berechnet.

6.10.2 Verdrangungsexperimente

Die BRET-Verdrangungsexperimente werde analog zu den in Kapitel 6.10.1
beschriebenen Standard BRET-Experimenten durchgefiihrt. Hierbei werden allerdings
gleich drei unterschiedliche DNA-Konstrukte zeitgleich in die Zellen transfiziert.
Ausgehend von einem nachgewiesenen Dimer, werden DNA Konzentrationen von den
beiden Rezeptoren mit entweder Rluc oder YFP so gewahlt, dass ein hohes, aber nicht

das maximale mBU Signal erreicht wird. Die Mengen werden konstant gehalten und
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eine weitere Rezeptor-DNA ohne Fusionsprotein wird in steigenden Konzentrationen
hinzugegeben. Dieses verdréngt einen Rezeptor aus dem Dimer und das mBU Signal
sinkt. Ist kein Dimer vorhanden, dann kann auch kein Rezeptor verdrangt werden und

das Signal kann nicht sinken.

6.10.3 Einfluss von Liganden

Dieses Experiment wird bei Azs-Aza und Azs-Ags durchgefihrt, um den zeitlichen
Einfluss von Agonisten und Antagonisten auf das Dimeriserungsverhalten zu
beobachten. Die Liganden sind Adenosin, NECA, CGS-21680, BAY60-6583 und PSB-
603. Es wird immer die gleiche Menge an DNA transfiziert und alle Zellen eines
Dimerpaars vereinigt und in eine weille 96-Well-Platte (90 ul) pipettiert. Die Zugabe
von den Liganden (10 ul) erfolgt zu unterschiedlichen Zeiten (t = 0 min, 2,5 min, 5 min,
10 min, 20 min, 30 min, 60 min). Nach Ablauf der Zeit wird mit Coelenterazin h
inkubiert und 1 min und 10 min spéater gemessen. Die Auswertung erfolgt wie in
Kapitel 6.10.1 d).

6.10.4 Immunzytochemie

Um Rluc, welches selbst nicht fluoresziert, unter dem konfokalen Mikroskop sichtbar
zu machen, wird mittels Immunzytochemie Rluc spezifisch tber den ersten Antikorper
markiert und mit dem zweiten Antikorper, der mit Cy*y gekoppelt ist, detektiert.
Dadurch scheinen die Zellen mit Rluc rot. YFP ist griin zu sehen und ein ausgeglichenes
Verhéltnis von Rluc und YFP l&sst die Zellen gelb erscheinen.

Beginnend mit dem Waschen der Zellen in PBS folgt fir 15 min bei RT die Inkubation
mit 1 ml 4 %iger Paraformaldehydlésung. Nach dem Waschen mit PBS/Glycin 20 mM
far 10 min wird in 5 min die Membran durch PBS/Glycin 20 mM/Triton X-100 0,05 %
permeabilisiert. AnschlieRend folgt zweimaliges Waschen mit PBS/Glycin 20 mM und
zum Blocken der Reaktion eine 1 h Inkubation mit PBS/Glycin 20 mM/BSA 1%. Der
erste Antikorper gegen Rluc wird 1:100 in PBS/Glycin/BSA verdiinnt und 1 h inkubiert.
Es folgt erneut ein 3 maliges Waschen mit PBS/Glycin/BSA und die Zugabe des
zweiten Antikorpers Cy?y fir 1 h (1:200 in PBS/Glycin/BSA verdinnt). Nach 3
maligem Waschen mit PBS/Glycin/BSA, wird einmal mit PBS/Glycin gewaschen und
anschlielend sind die Zellen fertig fur die Betrachtung unter dem konfokalen

Mikroskop.
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6.11 Oozyten

6.11.1 Gewinnung von Oozyten aus Xenopus laevis

Xenopus laevis ist der afrikanische Krallenfrosch, der auch Apothekerfrosch genannt
wird. Dessen Oozyten eignen sich hervorragend fir die Forschung, da sie nur eine
geringe Anzahl an Rezeptoren an ihrer Oberflache aufweisen. Nachfolgend wird die
Gewinnung der Oozyten aus dem lebenden Xenopus dargestellt. Jeder Frosch wir zwei
Mal im Jahr operiert und das tber 3 Jahre hinweg. Dies bedeutet, dass die Frosche nach
jeder Operation weiterleben. Alle benutzten Medien sind mit ihren Bestandteilen in
Kapitel 6.4.1 aufgefiihrt. Zunédchst wird einer der weiblichen Frdsche ausgewahlt und
fur 20 Minuten in ein Bad mit dem Lokalanésthetikum Tricain Uberfiihrt. Tricain
(=Ethyl-3-Aminobenzoat-Methansulfonséure)  wirkt bei  Xenopus laevis als
Betaubungsmittel. Wahrend der Frosch betaubt ist, wird er auf Eis gelegt und operiert.
Ein Tuch in Tricain getrankt und Uber den Kopf gelegt verhindert ein Erwachen des
Frosches wahrend der Operation. Des Weiteren muss der Frosch stdndig mit Barth-
Medium ohne Calcium feucht gehalten werden, um ihn vor der Austrocknung zu
schiitzen. Zun&chst werden die Hautschichten und dann die Fettschichten
durchschnitten. Es folgt die Entnahme einiger Oozyten. Anschlieend wird mit 2-3
Stichen das Fettgewebe und dann die Hautschichten wieder zusammengenaht. Der
Frosch ist nach der OP im Aufwachbecken, welches aus normalem Leitungswasser
besteht. Er sollte zu 90% im Wasser liegen, allerdings muss die Nase an der Luft liegen,
um ein Ersticken zu vermeiden. Die Oozyten werden durch Follikelsacke umgeben.
Diese werden aufgeschnitten und die Oozyten grob vereinzelt. 14 mg Collagenase
(Protease) werden in 10 ml steril filtriertem Barth-Medium ohne Ca?* geldst und die
Oozyten 2 h bei 18°C darin inkubiert. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von
Calciumhaltigem Barth-Medium, um die Collagenase durch das Ca®* zu inaktivieren.
Nach der Sortierung der Oozyten erfolgt die Lagerung im ND-96-Medium bei 18°C bis
zur Injektion der RNA.
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6.11.2 Injektion von RNA in Oozyten

Die Oozyten von Xenopus laevis sind kleine, kugelférmige, halb wei und halb schwarz
gefarbte Oozyten, die aus einem frisch operierten Frosch stammen. Hinter der
schwarzen Hélfte verbirgt sich der Zellkern, in die die RNA nicht injiziert werden soll.
1 pl RNA wird auf einen Deckel eines Eppendorfgefaes pipettiert. Bei Doppel-RNA-
Injektionen werden je 0,5 pl RNA gut gemischt. Mit einer selbst gezogenen Kapillare
welche mit Ol geflillt ist, wird 1 pl RNA (500 ng) aufgezogen. Pro Oozyte werden 50 nl
RNA direkt am Aquator, also direkt beim Ubergang zwischen der schwarzen und der
weillen Halfte, in das Cytosol injiziert. Anschlieend erfolgt die Inkubation Uber 48 h
im ND96-Medium bei 18°C. In dieser Zeit erfolgt die Translation und die gebildeten

Rezeptoren werden an der Oberflache der Oozyten exprimiert.

6.11.3 Metabolische Markierung mit [*>S]Methionin

Sollte eine metabolische Markierung mit L-[**S]Methionin durchgefiihrt werden, so
werden die Oozyten unmittelbar nach der Injektion in ND-96-Medium mit
[*S]Methionin ~ 100 MBg/ml und damit ~ 0,2 MBg/Oozyte fiir 24 h inkubiert.
AnschlieRend erfolgt die normale Aufbereitung, Aufreinigung und die PAGE, sowie die
Detektion mittels Film.

6.11.4 Markierung mit Cy3 oder Cy5

Bevor die Aufarbeitung der Oozyten durchgefiihrt werden, kénnen die Oozyten im
unversehrten Zustand entweder mit Cy3 oder Cy5 markiert werden, damit die
Expression der Proteine an der Oberflache nach der Auftrennung per PAGE mittels
Typhoon Uberprift und detektiert werden kann. Dafur wird ND-96-Medium ohne
Zusdétze auf einen pH von 8-8,5 eingestellt und Cy3 oder Cy5 geldst. Nun folgt eine 30
minitige Inkubation der Oozyten in diesem Medium auf Eis mit gelegentlichem
Schtteln. Nach dreimaligem Waschen in Phosphatpuffer mit 30 uM Imidazol kann mit

der Aufbereitung begonnen werden.
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6.11.5 Aufbereitung der Oozyten

Die Oozyten werden nun homogenisiert und die Rezeptoren solubilisiert. Dazu werden
10 Oozyten mit 200 ul Homogenisierungspuffer versetzen und durch auf und ab
pipettieren homogenisiert. Der Homogenisierungspuffer bestent aus 10 ml 0,1 M
Phosphatpuffer, 10 pl Pefabloc 1000x Stock, 1 Tablette Pefabloc (Proteaseinhibitor,
verhindert den Abbau der Proteine), 50 mg Dodecyl-B-maltosid (DM) 0,5% oder
Digitonin 0,5% (Solubilisiert die Rezeptoren aus der Membran). AnschlieRend folgt die
Zentrifugation fur 10 min bei 15.000 rpm und 4°C. Die Rezeptoren sind in der l6slichen
Phase. Diese wird nun abpipettieren und in ein neues Eppendorfgefdl} geben und
nachfolgend als 'Extrakte’ bezeichnet. Das Pellet mit den Membranen und den sonstigen
Oozyteniiberresten wird verworfen. Ein Teil des Uberstandes mit den Rezeptoren kann

nun Uber die His-markierten Proteinen aufgereinigt werden.

6.11.6 Aufreinigung Uber His-markierte Proteine

100 pl Uberstand mit den solubilisierten Rezeptoren (aus Kapitel 6.11.5) werden mit
400 ul Homogeniserungspuffer, 5 pl Imidazol 1M (Endkonzentration 10 mM) pH 8
(reduziert unspezifische Bindung) und 30 pl Ni?*-NTA-Agarose fiir 30 min bei 4°C
rotiert. AnschlieBend wird fiir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig abgesaugt, verworfen und das Pellet mit je 1 ml eisgekiihltem Waschpuffer
(bestehend aus 1 Teil Homogenisierungspuffer, 4 Teilen Phosphatpuffer inkl. Dodecyl-
-maltosid oder Digitonin und 30 mM Imidazol) vier Mal gewaschen, wobei nach jeden
Waschschritt erneut fur eine 1 min zentrifugiert wird. Nun folgt wahlweise die
Markierung mit Cy3 oder Cy5 (je nachdem, welche Markierung noch nicht
durchgefuhrt wurde, siehe Kapitel 6.11.4) und vier Waschschritten mit Waschpuffer
inkl. Imidazol. Um die Proteine nun von der Ni**-NTA-Agarose zu losen, folgt die
Elution zwei Mal mit je 50 pl Elutionspuffer (mit 100 mM Imidazol und 10 mM
EDTA) fir je 5 min schittelnd bei RT. Das eluierte Protein wird bei 0°C aufbewahrt. Es
folgt die Auftrennung der Proteine Gber SDS- bzw. BN-PAGE.
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6.12 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Alle Gele sind frisch gegossen und bestehen aus einem 4%igen Sammelgel und einem
10%igen Trenngel. Zundchst wird die Gelkammer bestehend aus zwei Glasplatten
(vorher mit 70%igem EtOH sdubern) und den entsprechenden Abstandshaltern mit
Klemmen zusammengebaut. Das Trenngel wird wie unten beschrieben hergestellt, in
die Kammer gegossen und direkt mit Wasser Uberschichtet. Nach mindestens 30 min
sollte die Polymerisierung beendet sein, sodass das 4%ige Sammelgel folgen kann.
Direkt nach Befullung der Kammer muss der Kamm fir die Proben eingefiihrt werden

und es folgt die Polymeriserung.

Trenngel 10%ig fur SDS

4,45 ml Bidest H,0O

2,25 ml 4x Puffer (1,5 Tris/HCI pH 8,8/0,4% Li-SDS)

2,25 ml 40% Acrylamid (AA)/bis-Acrylamid (bis-AA) (29:1), BioRad
4,5 wul TEMED 100% (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)

gut durchmischen, maglichst entgasen

45 pl APS 10% (frisch!) dazu geben

Sammelgel 4%ig fur SDS

3,18 ml Bidest H,O

1,26 ml 4x Puffer (0,5 Tris/HCI pH 6,8/0,4% Li-SDS)

0,5 ml 40% AA/bis-AA (29:1), BioRad

5  ul TEMED 100%, dann gut durchmischen, mdglichst entgasen
25 pl APS 10% (frisch!) dazu geben

Das frische SDS-Gel wird in die Kammer gegeben und mit dem Laufpuffer beflllt. Die
Proben bestehen aus 20 pl der solubilisierten Rezeptoren und 5 pl 5x Sample Buffer
und DTT (Dithiothreitol), welche Disulfidbriicken durch Reduktion spalten. Die Proben
werden vor dem Auftragen 5 min bei 37°C erwdrmt. Das Gel wird mit den Proben und
den Markern (All Blue, BioRad) geladen und mit 125 Volt durch das Trenngel laufen
gelassen und dann mit 100 Volt durch das Sammelgel laufen gelassen, solange bis die
blaue Front komplett raus gelaufen ist. Das Gel wird dann in der Mitte der Marker
durchgeschnitten. AnschlieBend erfolgt die Detektion der Cy3, Cy5 und TMRM
gefarbten Proben sowie die Konstrukte, die ein YFP enthalten mit Hilfe des Typhoon

fluorimetrisch. Fur alle Proben folgt der Western Blot.
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6.13 Blaue Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Wie auch bei der SDS-PAGE sind alle Gele fur die Blaue Native Polyacrylamid-
Gelelektrophorese BN-PAGE frisch hergestellt. Das Gel besteht aus dem Gradientengel
I (16%ig), 1l (4%ig) und einem U(berschichteten Sammelgel. Die Losungen fiir das
Gradientengel I und Il werden zeitgleich unter riihren in die Gelkammer gegeben. Erst

wenn dies auspolymerisiert ist folgt das Sammelgel mit dem Kamm.

Gradientengel |1 16%oig fir BN-PAGE
1,9 ml Gelpuffer nativ 3x
3,1 ml Acrylamid (30% AA/0,8% bis-AA)
1,0 ml Glycerin

4 pl TEMED 100%
—> mischen
20 ul APS 10% (frisch!)

Gradientengel 11 4%ig fur BN-PAGE
1,9 ml Gelpuffer nativ 3x
0,8 ml Acrylamid (30% AA/0,8% bis-AA)
3,2 ml Glycerin

4 pl TEMED 100%
—> mischen
20 ul APS 10% (frisch!)

Sammelgel 4%ig fur BN-PAGE
1,67 ml Gelpuffer
0,667 ml AA
2,64 mlH,0
4 pl TEMED
20 pl APS 10%

Die Kammer wird nun vollstdndig zusammen gebaut und der Kathodenpuffer in die

obere Kammer gegeben sowie der Anodenpuffer in die untere Kammer. Von den

solubilisierten Rezeptoren werden die Proben folgendermalien vorbereitet:
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BN-Proben

15 pl solubilisierte Rezeptoren

15 ul Schagger-Buffer
8 ul Blue Native Sample-Buffer 5x
2 ul H,O

Das Gel wird mit den Proben und den Markern geladen und mit 100 Volt durch das
Sammelgel und dann mit 125 Volt durch das Gradientengel laufen gelassen, solange bis

die blaue Front komplett raus gelaufen ist. Es folgt der Western Blot.

6.14 Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine uber das SDS- oder BN-Gel folgt der Western Blot.
Dafur wird eine PVDF-Membran und 6 Filter entsprechend der Grof3e des Gels zurecht
geschnitten. Die Membran wird zunéchst in 100% MeOH eingelegt und dann in 40 ml
Blot-Puffer + 10 ml MeOH, damit lipophile Proteine an die Membran binden kénnen.
Die Filter werden direkt in BN-Puffer eingelegt. Drei Filter, die Membran, das Gel und
erneut drei Filter werden Ubereinander gestapelt und ein senkrechtes elektrisches Feld
mit 25 Volt angelegt. Dabei diffundieren die Proteine aus dem Gel auf die Membran.
AnschlieBend werden die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran mit
Milchlésung mindestens 2 h oder ber Nacht bei 4°C geblockt. Der erste Antikorper
(AK) gegen die entsprechende Markierung (Strep oder His) wird 1:1000 in Milchlésung
verdunnt und 1,5-2 h in eingeschweifl3ten Folien schittelnd inkubiert. Dann wird 4 x mit
Milchlésung flr je 5 min gewaschen und dann mit dem zweiten Antikérper ECL (mit
Meerrettichperoxidase) fir 1 h bei RT mit 70 rpm inkubiert. AnschlieRend erfolgt
erneut 4 x waschen je 5 min mit der Milchlésung und 1 x mit TBS. Das Immobilon
Western Kit von Millipore wird nun benutzt. Dabei werden 2 ml HRP Substrate
Peroxidase Solution und 2 ml HRP Substrate Luminol Solution gemischt, auf die
Membran gegeben und 5 min bei RT inkubiert. Dabei wird durch die
Meerrettichperoxidase am zweiten Antikorper das zugefligte Substrat Luminol unter
Chemilumineszenzfreisetzung umgesetzt. Dieses Chemilumineszenzsignal kann nun
entweder mittels Detektor (BioRad) oder per Auflegen eines Rontgenfilms mit

anschlieBender Entwicklung detektiert werden.

204



7 Abkiirzungsverzeichnis

7 Abkirzungsverzeichnis

205



7 Abkiirzungsverzeichnis

206



7 Abkiirzungsverzeichnis

7.1 Allgemeine Abklirzungen

4
AA
Ao
Az
AC
ADA
AMP
APS
ATP

BAY60-6583

BCN
bis-AA
Bmax

BN

bp

Bqg
BRET
BRETso
BRET vax
BSA
CADO
CAMP
CHO

Ci
CNG-Kanal

cpm

DAG
DMEM
DMSO
DNA

Retrovirales Verpackungssignal
Acrylamid

Adenosin-A,a-Rezeptor
Adenosin-A,g-Rezeptor
Adenylatcyclase

Adenosindesaminase
Adenosinmonophosphat
Amoniumpersulfat
Adenosintriphosphat
2-[6-Amino-3,5-dicyano-4-[4-
(cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-
ylsulfanyl]acetamid

Barcelona (Labor von Prof. Dr. Rafael Franco)
bis-Acrylamid

Maximale Bindungsstellen

Bonn

Basenpaar(e)

Bequerel (Zerfalle pro Sekunde)

Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer

Bovines Serum-Albumin
2-Chloradenosin

cyclisches Adenosin-3’,5’-monophosphat
Chinesische Hamster Ovarien

Curie (1 Ci =37 GBq)

cyclisches Nucleotid-gesteuerter lonenkanal
counts per minute

gezéhlte radioaktive Zerfélle pro Minute
Diacylglycerol

Dulbecco’s modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsdure
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dNTP
DOR
DPCPX
DEPC
DPM
DTT
E.coli
ECso
EDTA
EL 1-3/IL 1-3
EL?2
ELISA
ER
ERK1/2
f

FCS
FDA
FRET

g

G418
GABA
GDP
GF/B
GFP?
GO
GPCR
GRK2/3
GTP

h

HA
HEPES

HIF
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Desoxy-Nucleotide

d-opioid-Rezeptor
8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin
Diethypyrocarbonat

Zahl der Zerfalle pro Minute
Dithiothreitol

Escherichia coli

Halbmaximale effektive Konzentration
Ethylendiamintetraacetat

Extra- /Intrazellulére Schleife 1-3
zweite extrazelluldre Schleife
Enzym-linked Immunosorbent Assay
Endoplasmatisches Retikulum
Extrazellulare signal-regulierende Kinase
Forward (vorwaérts)

Fotales Kalberserum

US Food and Drug Administration
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
Erdbeschleunigung

Geneticinsulfat

y-Aminobuttersiure
Guanosindiphosphat

Glasfaserfilter vom Typ B

Green Fluorescent Protein

Gottingen (Labor von PD. Dr. Annette Nicke)

G-Protein-gekoppelter Rezeptor
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase 2/3
Guanosintriphosphat

human oder Stunde

H&magglutinin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure

Hypoxie-induzierbarer Faktor
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[*H]PSB-603

HXM
ICs0

IL

IP3

K, Kt
Kb

kDa

Ki

KO

KOR

L
LB-Medium
LBamp

LR

LSC
m-/p-inM
MAP

min
MOR
MRNA

n

n.b.

NEB
NECA
Ni?*-NTA-Agarose
ns

oD

0G

PBS

PCR
PKA/PKB/PKC

[2H]8-(4-(4-(4-Chlorphenyl)piperazin-1-
sulfonyl)phenyl)-1-propylxanthin
Hypoxanthin, Xanthin, Mycophenolsaure
Halbmaximale Inhibitionskonzentration
Interleukin

Inositol-3,4,5-trisphosphat
Geschwindigkeitskonstanten bei Reaktionen
Dissoziationskonstante

Kilodalton

Inhibitionskonstante

Knock out

K-opioid-Rezeptor

Ligand

Lennox-Broth-Medium

LB-Medium mit Ampicillin

Komplex aus Ligand und Rezeptor
Flussigszintillations-Z&hler
milli-/mikro-/nanomolar

Mitogen aktiviertes Protein

Minute

p-opioid-Rezeptor

Messenger Ribonucleinsaure

Anzahl der durchgefiihrten Versuche
Nicht bestimmbar

New England BiolLabs
5’-N-Ethylcarboxamidoadenosin
Nickel-Nitrilotriaceticacid-Agarose
Nicht signifikant

Optische Dichte

Octylglycosid

Phosphate Buffered Saline

Phosphat gepufferte isotonische Kochsalzlésung
Polymerase Kettenreaktion
Proteinkinase A, B, C
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PLC

PS
PSB-1115
PSB-603

PVDF-Membran
r

R

R*

Rluc

RNA

rpm

RT

SEM
SOC

TAE
T
TM1-7
TMRM
TRIS

uv
VSV-G
Wt
YFP
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Phospholipase C
Penicillin/Streptomycin
1-Propyl-8-p-sulfophenylxanthin
8-(4(4(4-Chlorphenyl)piperazin-1-
sulfonyl)phenyl)-1-propylxanthin
Polyvinylidenfluorid

Reverse (ruckwaérts)

Rezeptor in der inaktiven Konformation
Rezeptor in der aktiven Konformation
Renilla luciferase

Ribonucleinsdure

Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur bzw. Reverse Transkriptase
Sekunde

Standardfehler des Mittelwertes

Super Optimal Broth mit Glukose

Zeit

TRIS-Acetat-EDTA
Schmelztemperatur
Transmembrandomane 1-7
Tetramethylrhodaminmethylester
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit (Einheit)

Ultraviolett

Vesikularen Stomatitis-Virus-G-Protein
Wildtyp

Yellow Fluorescent Protein
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7.2 Abklrzungen von Aminosauren

Einbuchstabencode Abklrzung Aminosaure Struktur
H5;C COOH
A Ala Alanin Y
NH,
COOH
C Cys Cystein HS/\‘/
NH,
COOH
D Asp Asparaginsaure HOOC/\‘/
NH,
HOOC COOH
E Glu Glutaminséure \/\r
NH,
COOH
F Phe Phenylalanin
NH,
COOH
G Gly Glycin
NH,
N COOH
H His Histidin </ /
HN NH>
CHj
I lle Isoleucin H3C\/H/COOH
NH,
H,oN COOH
K Lys Lysin \/\/\‘/
NH,
H5;C COOH
L Leu Leucin Y\r

CH;  NH,
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Einbuchstabencode Abkilrzung Aminosaure

Struktur

\\“//\\]//COOH

M Met Methionin
COOH
N Asn Asparagin W
COOH
P Pro Prolin Cr
Q GIn Glutamin )k/\rcoc’”
NH
R Arg Arginin H,N )k /\/Y COOH
COOH
S Ser Serin /\‘/
T Thr Threonin )\(COOH
CHs
\% Val Valin Hac)\‘/COOH
NH,
Co0
W Trp Tryptophan QJ/Y H
HN NH,
COOH
Y Tyr Tyrosin /@/\‘/
NH
HO ?
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