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1 EINLEITUNG

1.1 Allgemeine Einfithrung

In dieser Arbeit wurden Somatostatin-Rezeptoren der Ratte untersucht, die zu den
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) der Klasse I gehoren, bei denen die
Signalweiterleitung durch Somatostatin ausgelost wird. Sowohl beim Menschen als
auch bei anderen Sdugetieren sind fiinf Rezeptor-Subtypen (sstl-sst5) bekannt, wobei
die Nummerierung der Rezeptoren die Reihenfolge ihrer Entdeckung widerspiegelt

(Hoyer et al., 1995; Yamada et al., 1992a, b, 1993; Rohrer et al., 1993; Xu et al., 1993).

Rezeptoren sind verantwortlich fiir die Erkennung und Weiterleitung der Signale durch
Transmitter im Organismus. Zahlreiche Pharmaka, die therapeutisch bzw. diagnostisch
eingesetzt werden, erzielen ihre pharmakologischen Effekte iiber Rezeptoren, die
entweder intrazelluldir im Zytoplasma bzw. Zellkern oder verankert in der
Plasmamembran vorkommen kénnen. Durch Bindung von Pharmaka an intrazelluldre

Rezeptoren kann beispielsweise die Gentranskription reguliert werden.

Membranstindige Rezeptoren sind funktionell in drei Gruppen unterteilt: G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (z.B. Somatostatin-, Opioid-, GABAg-Rezeptoren), liganden-
gesteuerte lonenkandle (z.B. GABA,-, Glutamat-Rezeptoren) sowie enzym-assoziierte
Rezeptoren (z.B. Rezeptoren mit Guanylatzyklase-Aktivitit oder Rezeptoren mit

assoziierten Tyrosinkinasen).

G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) stellen eine duBerst zahlreiche (mehr als
1000 verschiedene) und pharmakologisch bedeutsame Rezeptor-Familie dar. Daher ist
die Erforschung dieser Rezeptoren eine wichtige Grundlage fiir eine effiziente

Wirkstoffentwicklung.
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I II. I11.

Abb. 1: Schema der ersten drei Klassen I, IT und III der GPCR (modifiziert nach Gether, 2000). A: Ein
typischer Vertreter fiir die Rezeptorklasse 1. Die Buchstaben mit kreisformigem hellen
Hintergrund stehen fiir die hoch konservierten Sequenzen wie z.B. die DRY-Sequenz unterhalb
der dritten Transmembrandoméne (TM3). Meist befinden sich die Disulfidbriicken zwischen der
zweiten (ECL2) und dritten extrazelluldren Schleife (ECL3) (Buchstaben mit eingekreistem
schwarzen Hintergrund). Viele dieser Rezeptoren besitzen palmitoylierte Cystein-Reste im
C-Terminus (schwarze Zickzackkurve) und konnen somit die potenzielle, vierte intrazelluldre
Schleife bilden. B: Fiir die GPCR der Klasse II ist ein langer N-Terminus charakteristisch, der
einige Cystein-Reste enthélt und somit in die Ausbildung eines Disulfidbriicken-Netzwerkes
involviert sein kann. Ahnlich wie bei der Klasse I gibt es auch bei der Klasse II zwischen der
ECL2 und 3 eine Disulfidbriicke. Dagegen fehlen hier die palmitoylierten Cystein-Reste im
C-Terminus sowie das DRY-Motiv unterhalb der TM3. C: Bei Rezeptoren der Klasse III ist der
N-Terminus noch lédnger als bei Klasse II (iiber 600 Aminosduren). Diese Doméne ist fiir die
Liganden-Bindung verantwortlich. Auch der C-Terminus ist wesentlich langer als bei den Klassen
Tund II.

GPCR aktivieren intrazelluldr heterotrimere G-Proteine (3 Untereinheiten a, 3 und v),
welche Guanin-Nukleotide (GTP) binden und damit eine vielfdltige Signalkaskade
auslosen. Thr gemeinsames Merkmal ist das Vorhandensein von sieben Trans-
membrandominen (Probst, 1992; Kolakowski, 1994). Hinsichtlich der Sequenz-
homologien unterscheidet man die GPCR phylogenetisch in die Hauptklassen I bis V
(Kolakowski, 1994; Bockaert et al., 1999; Abb. 1 Klassen I, IT und III).

Rhodopsin-dhnliche Rezeptoren der Klasse [ (z.B. Somatostatin-Rezeptoren,
muskarinische Acetylcholinrezeptoren, Dopamin-, Adreno-, Histamin-, Serotonin-,
Opioid- oder olfaktorische Rezeptoren) stellen die groBte und am besten erforschte
Gruppe innerhalb der GPCR dar (Abb. 1A). Diese Klasse ist durch ein DRY (Asp-Agr-
Tyr-) Motiv in der cytoplasmatischen Seite der dritten Transmembrandoméne
gekennzeichnet. Die Klasse II (Abb. 1B) der Glukagon-Rezeptor-dhnlichen Rezeptoren
(u.a. VPAC, Calcitonin-, Glukagon-, growth hormone releasing Faktor-, Sekretin-
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Rezeptoren) ist durch einen groflen extrazelluliren N-Terminus [ca. 100 Aminosduren
(AS)] charakterisiert, der einige Cysteine enthdlt und somit fiir die Ausbildung von
Disulfidbriicken verantwortlich ist. Die metabotropen Neurotransmitter-Rezeptoren
(GABA3g, mGluR, Kalzium-Rezeptoren) der Klasse Il (Abb. 1C) enthalten einen noch
langeren N-Terminus (500-600 AS) als die Rezeptoren der Klasse II. SchlieBlich
gehoren die Pheromonrezeptoren zur Klasse IV, die cAMP-Rezeptoren (Dictyostelium)

bilden dagegen die Klasse V.

1.2 Somatostatin und synthetische Analoga

Somatostatin ist ein natiirlicher Ligand der Somatostatin-Rezeptoren. Es hemmt die
Freisetzung des Wachstumshormons Somatotropin ebenso wie die Freisetzung von
Insulin, Glukagon, Gastrin, Sekretin und anderen Peptidhormonen, wodurch es sich an
der physiologischen Regulation des Metabolismus beteiligt. Dariiber hinaus wirkt es als
Neurotransmitter bzw. Neuromodulator im zentralen Nervensystem und steuert dabei
die motorische Aktivitit und kognitive Funktionen. Somatostatin ist ein zyklisches
Peptidhormon, welches aus 14 (ss-14) oder 28 Aminosduren besteht (ss-28). Wie bei
anderen Peptidhormonen entstehen beide Formen infolge einer gewebespezifischen
posttranslationalen Prozessierung aus einem gemeinsamen Vorldufermolekiil, dem

Preprosomatostatin (Montminy et al., 1984; Shen und Rutter, 1984; Patel et al., 1997).

Somatostatin kommt nahezu in jedem Gewebe in unterschiedlichen Konzentrationen
vor. GroBBe Mengen konnen im zentralen und peripheren Nervensystem, im Pankreas
und im Darm nachgewiesen werden. Hingegen sind kleinere Mengen in Schilddriise,
Speicheldriise, Nebenniere, Niere, Prostata und der Plazenta zu finden (Patel 1999;
Reichlin, 1983). Auch zwischen den beiden Peptid-Formen gibt es eine ungleiche
Verteilung, denn die kiirzere ss-14-Form ist am weitesten verbreitet. Die Frage, ob diese
beiden Isoformen biologisch gleichermallen relevant sind oder ob sie unterschiedliche
Bedeutung haben, kann heute noch nicht eindeutig beantwortet werden. Im Gehirn
wurden beispielsweise beide Formen von Somatostatin nachgewiesen (Patel, 1999).

Unklar ist jedoch hier, ob beide Varianten in separaten Neuronen vorkommen und
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unterschiedliche Aufgaben iibernehmen oder zusammen koexprimiert werden und
deshalb gemeinsame Aufgaben erfiillen (Patel, 1999). Die Affinitit der beiden
Somatostatin-Formen ist zu ihren Rezeptoren zumindest bei einem Subtyp (sst5)

ungleich (vgl. 1.4).

Therapeutisch kann in das Somatostatin-regulierende System bei endokrinen
gastrointestinalen Tumoren eingegriffen werden. Das System wird aber auch mit
Epilepsie, Morbus Alzheimer und endogenen Depressionen in Verbindung gebracht.
Der schnelle Zerfall (t;, = 3 Minuten) des natilirlichen Somatostatins erschwert jedoch
den medikamentdsen Einsatz. Durch die Entwicklung von synthetischen, peptidischen
Somatostatin-Analoga wie z.B. dem Oktreotid lédsst sich die Aktivitdt des Peptides auf
2-3 h verldngern, bei SOM-230 betrdgt die Halbwertszeit sogar 20 Stunden. Die
Analoga weisen jedoch unterschiedliche Priaferenzen hinsichtlich der Somatostatin-
Rezeptorbindung auf (Coy und Taylor 1996). Beispielsweise zeigten Oktreotid
(SMS201-995) und Seglitid (Mk578) keine Affinitdt zu sstl und sst4, eine mittlere
Affinitdt zu sst3 und zu sst5 und eine sehr hohe zu sst2 (Lamberts et al., 1996). Diese
deutlichen Affinitdtsunterschiede fiihrten, bevor alle fiinf Somatostatin-Rezeptoren
bekannt waren, zur Annahme, dass es mindestens zwei Arten der Rezeptoren geben
miisse: SRIF I (somatropin release inhibiting factor receptors) und SRIF II. Heutzutage
werden die fiinf Somatostatin-Rezeptoren immer noch in zwei derartige Gruppen
eingeteilt (Hoyer et al., 1995). Zur Gruppe I gehdren Rezeptoren, die biologisch stabile
Liganden wie Oktreotid binden (sst2, sst3, sst5) und zur Gruppe II solche, die
Oktreotide nicht binden (sst1 sowie sst4).

Dariiber hinaus wurden auch nicht-peptidische Analoga entwickelt, die gezielt
subtypspezifisch an die Rezeptoren binden. Sie sind wichtige Werkzeuge fiir die
Erforschung der funktionellen Eigenschaften von einzelnen Somatostatin-Rezeptoren

(Lamberts et al., 1996; Rohrer et al., 1998).

Erwdhnenswert ist, dass sowohl beim Menschen als auch bei Nagetieren das
Neuropeptid Cortistatin entdeckt wurde, dem zum Teil dieselben biologischen
Funktionen wie dem Somatostatin zugewiesen werden. Der Name "Cortistatin" leitet

sich von seiner hemmenden Wirkung auf Pyramidenzellen der Hirnrinde ab (de Lecea
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et al., 1996). Cortistatin entsteht aus dem Vorlduferpeptid Preprocortistatin. Aus diesem
bildet sich nach posttranslationaler proteolytischer Prozessierung bei Nagetieren das
Cortistatin-14 (CST-14) oder beim Menschen das CST-17 bzw. das N-terminal
verldngerte Cortistatin-29 (CST-29). Cortistatin kann hoch effektiv an alle flnf
Somatostatin-Rezeptoren binden (Shihler et al., 1998). Die genaue biologische Funktion

von Cortistatin ist jedoch immer noch umstritten (Spier und de Lecea, 2000; Dalm et al.,

2003).

1.3 Vorkommen der Somatostatin-Rezeptoren

Der Nachweis von Somatostatin-Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle fiir die
Diagnostik und Behandlung vieler Krankheiten, insbesondere bei neuroendokrinen
Tumoren. Mittels molekularbiologischer Techniken wie Northern-Blots, In-situ-
Hybridisierung und RT-PCR lieB sich das mRNA-Expressionsmuster aller flinf
Somatostatin-Rezeptoren bei verschiedenen Spezies weitgehend beschreiben. Die
humanen Somatostatin-Rezeptoren sind, &hnlich wie das Somatostatin, in vielen
Organen vorhanden (Patel, 1999), und oft kommen mehrere Subtypen zusammen im
selben Gewebe vor. Bisher ist sst2 in der Hypophyse des Menschen zusammen mit sst5,
im Pankreas zusammen mit sstl und sst3, im gastrointestinalen Trakt mit sstl und im
Zentralen Nervensystem zusammen mit sstl und ss4 gefunden worden. Im Hirn von
Ratte und Maus konnten alle Subtypen aufler sst5 nachgewiesen werden (Dournaud et
al., 1996; Dournaud et al., 1998; Héndel et al., 1999; Helboe et al., 1998a, b; Helboe et
al., 1999; Schindler et al., 1997; Schindler et al., 1998a; Schindler et al., 1999; Schulz et
al.,, 1998 a, b; Stroh et al., 1999). Sstl ist ausschlieBlich in Axonen nachgewiesen
worden und somit in prasynaptische Mechanismen involviert. Die Subtypen sst2A und
sst2B  kommen dagegen vorwiegend im somatodendritischen Kompartiment vor,
wodurch sie eher bei postsynaptischen Prozessen eine Rolle spielen (Schulz et al.,
1998 a, b). Darliber hinaus wurde der sst2A-Subtyp in enterochromaffin-dhnlichen
Zellen und Nervenfasern identifiziert, sst2B hingegen in der Magenschleimhaut

(Schindler, 1998a b, 1999; Allen et al., 2003).
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Die Somatostatin-Rezeptoren sind demnach im gesunden Organismus organ- bzw.
gewebespezifisch verteilt. In Tumorzellen gibt es allerdings ein heterogenes
Expressionsmuster der Subtypen (Fehmann et al., 1996). Der sst2-Rezeptor ist in 90%
aller Karzinoid-Fille vorhanden, sst5 bei 80% aller endokriner pankreatischer Tumore
(de Herder und Lamberts, 2002). Interessanterweise kommen nur bei etwa der Hilfte
aller Patienten mit Insulin produzierenden Tumoren sst2 und sst5 gemeinsam vor.
Insgesamt zeigt sich jedoch eine starke Dominanz des sst2-Rezeptors (Dutour et al.,
1998; de Herder und Lamberts, 2002).

Dariiber hinaus sind auch Mischpopulationen der Somatostatin-Rezeptoren mit anderen
GPCR bekannt. Beispielsweise lieB sich der sst2A-Subtyp im Locus coeruleus,
kolokalisiert mit dem p-Opiat-Rezeptor, nachweisen (Pfeiffer, 2002).

Die mogliche Bedeutung der gemeinsamen Existenz verschiedener Rezeptoren (hier
Somatostatin-Rezeptoren) kann pharmakologische Konsequenzen haben. Diesen wird

im Kapitel 1.6 (Dimerisierung) nachgegangen.

1.4 Molekularbiologie und Struktur der Somatostatin-
Rezeptoren

Die humanen Somatostatin-Rezeptoren werden von einzelnen Genen kodiert, die auf
separaten Chromosomen lokalisiert sind (Bruno et al., 1992; Kluxen et al., 1992;
OCarroll et al., 1992; Rohrer et al., 1993; Vanetti et al., 1993; Yamada et al., 1992a, b;
Yasuda et al., 1992). Die Rezeptoren beinhalten 356 bis 391 Aminosiuren und sind
untereinander  39%-57% homolog (Patel, 1999). Die Aminosédure-Sequenz
YANSCANPI/VLY in der siebten Transmembrandomine ist bei allen fiinf Rezeptoren
hoch konserviert und daher ein typisches Merkmal dieser Rezeptor-Familie (Patel,
1999).

Wie bereits im Kapitel 1.2 erwdhnt, zeigen alle Rezeptor-Subtypen bis auf sst5 eine
gleich starke Affinitdt sowohl gegeniiber ss-14 als auch ss-28 (Panetta et al., 1994). Der
sst5-Rezeptor bevorzugt hingegen nur Somatostatin ss-28 (Roosterman et al., 1997;
Roth et al., 1997b). Die Tatsache, dass der sst5-Rezeptor im Diinndarm und Dickdarm
das GLP-1 (glucagon like peptide) gerade iiber ss-28 und nicht iiber ss-14 hemmt
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(Chisolm and Greenberg, 2002), weist zumindest bei diesem Rezeptor auf eine gewisse
Aufgabenteilung zwischen beiden Somatostatin-Formen hin. Interessanterweise reicht
eine einzige Aminosduresubstitution im sst5-Rezeptor aus, um seine Affinitit zu ss-14
zu erhdhen (Ozenberger and Hadcock, 1995). Dariiber hinaus wurde eine Mutation des
humanen sst5-Rezeptors bei Acromegalie-Patienten in Pro'”Ser gefunden, die fiir die
Aufthebung der antiproliferativen Wirkung bei der Behandlung mit Somatostatin-
Analoga verantwortlich gemacht wird (Ballare et al., 2001). Polymorphismen, die sich
bei demselben Subtyp nachweisen lieBen (SNP6 Leu*™Met in der ersten
Transmembrandomine und SNP11 Pro’>’Leu im C-Terminus), sollen dagegen bei
BPAD (bipolar affective disorder) eine Rolle spielen (Nyegaard et al., 2002). Ein
weiterer Polymorphismus des sst5, der von physiologischer Bedeutung sein kdnnte,

wurde von Sasi et al. (1998) beschrieben.

Bei den Rezeptoren sstl, sst3, sst4 und sst5 fehlen die Introns. Bislang wurde ein Intron
beim sst2-Rezeptor-Gen von Ratte und Maus gefunden. Durch alternatives Spleiflen der
pri-mRNA konnen bei diesen Spezies zwei Produkte entstehen. Diese unterscheiden
sich in der Linge (sst2A lénger, sst2B kiirzer, siche Abb. 2) und in der
Aminosduresequenz ihrer C-Termini (Vanetti et al., 1992; Vanetti et al., 1993; Sarret et
al., 1998; Schindler et al., 1998). Beide Isoformen besitzen gleich groBe Affinitit zu den
Liganden, variieren aber hinsichtlich der Desensitisierung (siehe 1.5) (Vanetti et al.,

1993).

Somatostatin-Rezeptoren bestehen (Abb. 2) aus sieben hydrophoben, a-helikalen
Transmembrandoméinen (I-VII) und den daraus resultierenden extra- sowie intra-
zelluldren Schleifen (B-Blétter). Der extrazelluldre Teil ist fiir die Erkennung und
Bindung der Liganden verantwortlich und enthilt konservierte Cystein-Reste, welche
sehr wahrscheinlich in die Ausbildung von Disulfidbriicken involviert sind und zur
Stabilisierung der extrazelluldiren Doméne dienen (Abb. 2). Der intrazelluldre Bereich
ist dagegen an der Kopplung der G-Proteine beteiligt. Des Weiteren besitzen die
Rezeptoren im cytoplasmatischen C-Terminus sowie in der zweiten und dritten
intrazelluldren Schleife Konsensus-Sequenzen fiir die Proteinkinasen A (PKA), C

(PKC) und die Calmodulinkinase II.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Somatostatin-Rezeptors sst2 der Ratte. Die sieben
Transmembrandoménen sind als Zylinder dargestellt und enthalten die fiir die GPCR-Klasse 1
charakteristischen, hoch konservierten Aminoséduresequenzen (die eingekreisten Buchstaben). Im
N-Terminus sind die potentiellen Glykosylierungsstellen jeweils an einem Asparaginrest
positioniert (Y). Die potentiellen Disulfidbriicken an den Cysteinresten zwischen der zweiten und
dritten extrazelluldren Schleife sind als gelbe Punkte dargestellt. Unterhalb der dritten
Transmembrandomaéne ist das typische DRY-Motiv zu sehen. Die Palmitoylierungsstelle ist durch
die schwarze Zickzackkurve gekennzeichnet. Die beiden Spleifivarianten sst2A und sst2B
unterscheiden sich in der Lange des C-Terminus. Der sst2A-Rezeptor ist um 24 Aminosduren
langer als der sst2B.

Bei humanen sstl-, sst2-, sst4- und sst5- Rezeptoren kommen ebenso wie im
N-Terminus typische Cysteine vor, welche die potenziellen Palmitoylierungsstellen
widerspiegeln (Abb. 2, kleine Zickzackkurve). Sie fehlen beim (h)sst3, bei dem der

C-Terminus ldnger als bei den librigen Subtypen ist.

Das berechnete Molekulargewicht der Rezeptoren liegt zwischen 39 und 45 kDa.
Aufgrund der Glykosylierung auf der extrazelluliren Seite kann sich das
Molekulargewicht des Rezeptors vergroflern. Experimentell konnte dieses bei sstl, sst2
und sst5 durch enzymatische Deglykosylierung bewiesen werden (McLawhon et al.,
1983; Liu-Chen et al., 1993; Chen et al., 1995; Patel, 1999; Pfeiffer et al., 2001). Das
Molekulargewicht kann je nach Spezies oder Gewebe variieren. Dies ldsst sich mit
gewebespezifischen Glykosylierungen der Rezeptoren erkliaren. Im endoplasmatischen
Retikulum werden die Zuckerreste beim Kohlenhydratstoffwechsel gewebespezifisch an
die Asparaginreste (Y in der Abb. 2) der N-Termini von Rezeptoren glykosydisch

angeheftet. Sie werden im Golgi-Apparat abgewandelt, um bei der Exozytose
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automatisch auf die AulBlenseite der Plasmamembran zu gelangen. Die extrazelluldren
Kohlenhydrate konnen als Unterscheidungsmerkmale fiir die Zelle dienen.
Experimentell werden sie oft fiir die Isolierung der Rezeptoren mittels Weizen-

keimlecitin (WGA) verwendet.

Die Sequenzen der humanen Rezeptoren dhneln den jeweiligen Sequenzen anderer
Spezies. So ist zum Beispiel der humane sstl zu 94-99% homolog zum sstl von Ratte
und Maus, der sst2 zu 93-96% zum sst2 von Ratte, Maus und Rind, der sst4 zu 86%
zum sst4 der Ratte (Demchyshyn et al., 1993) und der sst3 sowie der sst5 zu 82-83%

zum sst3 bzw. zum sst5 von Nagetieren.

Trotz der vielen Gemeinsamkeiten im Hinblick auf Bau und Homologie der Sequenzen
gibt es einige wichtige Unterschiede zwischen den Spezies sowie den einzelnen

Subtypen, die sich vor allem in der Signalkaskade bemerkbar machen (siehe 1.5).

1.5 Signaltransduktion der Somatostatin-Rezeptoren

Die Signaltransduktion beginnt bei allen GPCR mit einer selektiven Ligandenbindung
an der extrazelluliren Seite der Membran. Uber eine Konformationsinderung des
Rezeptors wird das Signal an das G-Protein (GTP-sensitives Bindungsprotein) im
intrazelluldren Teil der Membran weitergegeben (Bourne, 1991). Als Folge bindet ein
Guanosintriphosphat-Molekiill (GTP) an das G-Protein und schaltet dadurch
Signalkaskaden an. Dabei leiten im Zellinneren klassische Botenstoffe wie zum Beispiel
cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) und MAP-Kinasen (mitogen aktivierte
Protein- Kinasen) das Signal iiber verschiedene Mechanismen an ihre Zielmolekiile

weiter (Hamm, 1998).

Eine andauernde Aktivierung eines GPCR fiihrt zur Desensitisierung. Diese geht oft mit
einer Internalisierung (Endozytose), einem Recycling sowie einer Down-Regulierung
des Rezeptors einher. Die Desensitisierung bewirkt eine Abnahme der Empfindlichkeit
der Rezeptoren auf Liganden. Die homologe Desensitisierung benotigt dabei eine

Agonistenbindung und eine G-Protein-Aktivierung, die zur Phosphorylierung des
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Rezeptors durch G-protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) fiihrt. Nach der
Phosphorylierung durch GRK und Anlagerung von [B-Arrestin-Molekiilen wird der
Rezeptor vom G-Protein entkoppelt und somit funktionell desensitisiert (Leftkowitz,
1998; Ferguson, 2001). Die heterologe Desensitisierung kann unabhidngig von der
Ligandenbindung durch Phosphorylierung iiber die klassischen second-messenger-
abhingigen Kinasen erfolgen (Chuang et al., 1996). Wahrend der Internalisierung
lagern sich Adaptine des AP-2-Komplexes und Clathrin in Form der sogenannten
Stachelsaumgriibchen (clathrin-coated pits) an den Komplex (Lefkowitz, 1998;
Ferguson, 2001; Claing et al., 2002), wodurch die Zahl der Rezeptoren an der
Zelloberfliche abnimmt. Dieser Prozess dauert meistens nur wenige Minuten. Down-
Regulation bewirkt eine Degradation der Rezeptoren in Lysosomen und kann einige
Stunden bis Tage dauern (Ferguson, 2001). Im Sinne eines Recyclings
dephosphorylisiert dagegen die Proteinphosphatase 2A die oben beschriebenen
Komplexe, wonach eine Abspaltung der Liganden erfolgt (Biinemann und Hosey, 1999;

Lefkowitz, 1998; Smalley et al., 2000).

Signaltransduktion bei Somatostatin-Rezeptoren. Alle fiinf Somatostatin-Rezeptoren
bewirken eine Hemmung der Adenylatzyklase {iber ein heterotrimeres, pertussistoxin-
sensitives Gj-Protein (Patel et al., 1994). Die darauf folgende Signaltransduktion der
jeweiligen Rezeptoren ist jedoch nicht identisch (Patel et al., 1995; Patel et al., 1996).
Alle Subtypen aktivieren die Phosphotyrosin-Phosphatasen (PTP). Die antiproliferative
Wirkung von sstl, sst2, sst4 und sst5 wird aber iiber PTP-abhingige MAPK-Modulation
erreicht, die mit der Induktion des Retinoblastomasupressor-Proteins (Rb-Protein) und
der p21-Aktivierung einhergeht. Im Gegensatz zur Antiproliferation reguliert der sst3-
Rezeptor liber PTP die Apoptose. Dabei hat die PTP-abhingige Aktivierung des
Suppressors p53 die Aktivierung des Bax-Proteins (pro apoptotic protein) zur Folge,
was mit einem programmierten Zelltod endet (Sharma und Sirkant, 1998). Die Subtypen
sst2 und sst5 aktivieren die Phospholipase C (Akbar et al., 1994; Chen et al., 1997), der
sst4-Rezeptor dagegen die Phospholipase A, (Schweitzer, 1990; Sakanaka et al., 1994).

Auch die Ziele der unterschiedlichen Signaltransduktionen sind verschieden. Die

Rezeptoren sst2 und sst5 inhibieren die Sekretion des Wachstumshormons
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Somatotropin. Der sst5-Rezeptor hemmt die Sekretion von Insulin. An der
Immunantwort und der Sekretion des Glukagons ist der sst2-Rezeptor beteiligt.

Dariiber hinaus wurde bei sstl, sst2, sst3 und sst5 eine homologe Desensitisierung
(Unempfindlichkeit der Rezeptoren auf ihre Liganden) beschrieben. Bemerkenswert ist,
dass bei sst2B die Desensitisierung spdter auftritt als bei sst2A (Vanetti et al., 1993).
Bei dem sst4-Rezeptor der Ratte liel sich hingegen bislang keine Agonist-abhéngige

Desensitisierung nachweisen (Roth et al., 1997a, b).

Die Desensitisierung wird oft durch Internalisierung der Rezeptoren beeinflusst.
Innerhalb der Somatostatin-Rezeptoren treten jedoch einige Unterschiede in Muster und
Effizienz der Internalisierung auf. Es ist bekannt, dass die humanen sst2, sst3, sst4 und
sst5 einer raschen Agonist-induzierten Internalisierung (Endozytose) unterliegen (Patel,
1999). Bisher wurde keine Internalisierung flir den sst4 der Ratte beschrieben (Roth
et al., 1997b; Roosterman et al., 1997), obwohl sie fiir den humanen sst4 bereits
bewiesen wurde (Hukovic et al., 1996; Smalley et al., 2001). In der Diagnostik dienen
radioaktiv markierte Somatostatin-Analoga zur prdoperativen Szintigraphie von
Tumoren, deren klinische Relevanz oft auf Internalisierung der Rezeptoren beruht

(Lamberts et al., 1993; Hurst und Modlin, 1993).

1.6 Dimerisierung von Rezeptoren

Bei der Dimerisierung unterscheidet man zwischen Homodimeren, die sich unter zwei
Rezeptoren gleicher Art bilden, und Heterodimeren, die sich unter verschiedenen
Rezeptorarten formen. Auch héher molekulare Formationen der Dimere, wie Tetramere
oder Oligomere, sind bekannt (Maggio et al., 1993a, b; Hebert et al., 1996; Romano et
al., 1996; Fukushima er al., 1997; Cvejic und Devi, 1997; Nimchinsky et al., 1997).

Homodimere wurden in vitro beispielsweise biochemisch mittels Koimmunprézipitation
bei den sst2- und sst3-Rezeptoren der Ratte (Pfeiffer, 2001) oder auch bei SHTx-,
SHT;g- und 5HTp-Serotonin-Rezeptoren (Salim et al., 2002) nachgewiesen. Bei
humanen sst5 lieBen sich Homodimere in intakten Zellen biophysikalisch mit Hilfe von

FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) nachweisen. Der humane sstl bildet

11
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unter denselben Bedingungen wie sstS keine Homodimere. Wider Erwarten entstehen
aber mit (h)sst5 Heterodimere (Rocheville et al., 2000b) sowie Heterodimere auch
zwischen dem (h)sstS5 und dem Dopamin-Rezeptor D2 (Rocheville et al., 2000a).
Mittels BRET-Technik (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer) lieBen sich in
intakten Zellen Homodimere bzw. Heterodimere zwischen den Oxytocin- und
Vasopressin-Rezeptoren V1 und V2 nachweisen (Terrillon et al.,, 2003). Die
Dimerisierung ist demnach unter den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ein haufiger,
aber kein genereller Vorgang.

Eine Dimerisierung von GPCR bringt oft eine Verdnderung von Rezeptoreigenschaften
mit sich. Die Heterodimerisierung von sst2 und sst3 bewirkt eine Inaktivierung des sst3
(Pfeiffer et al., 2001). Zwischen p- und 6-Opiat-Rezeptoren fiihrt die Heterodimeri-
sierung zur Entstehung einer neuen Bindungsseite und zur Verdnderung der G-Protein-
Kopplungseigenschaften (George et al., 2000). Die Heterodimerisierung der sst5-D2-
Rezeptoren fiihrt zur Steigerung der Agonisten-Affinitdt (Rocheville 2000a). Fiir die
GABAg-Rezeptoren R1 und R2 ist die Dimerisierung sogar essentiell, denn nur die
heteromere Form ist fiir ihre biologische Aktivitit verantwortlich (Jones et al., 1998;
Kaupmann et al., 1998; White et al., 1998; Ng et al., 1999). Ahnliche Befunde lieBen
sich beim T1-Taste-Rezeptor zeigen (Nelson et al., 2001).

Die Dimerisierung ldsst sich durch eine Bindung der Liganden beeinflussen.
Beispielsweise wird das Dimer des o-Rezeptors durch eine Agonisten-Bindung
destabilisiert (Cvejic und Devi, 1997). Dagegen liegt der 3,-adrenerge Rezeptor zwar
konstitutiv als Dimer vor, ldsst sich jedoch mit einer Agonisten-Stimulation zusétzlich
stabilisieren (Angers et al., 2000). Bei Somatostatin-Rezeptoren ist bisher der Einfluf3

von Agonisten auf die Dimerisierung ungeklért.

Der exakte Mechanismus der Dimerisierung ist bei den GPCR noch nicht vollstindig
erforscht. Bisher sind mehrere Modelle der Dimerisierung bekannt. Bei den meisten
Dimeren konnen vermutlich einige Varianten der Interaktion gleichzeitig vorkommen
(kovalente Disulfidbriicken, Windung der jeweiligen C-Termini- und Transmembran-
Interaktionen). Bei Homodimeren der Serotonin-Rezeptoren 5-HT;p und SHT;4 (Salim
et al., 2002) sowie bei Heterodimeren aus dem Kalzium-Rezeptor (CaR) und dem

metabotropen Glutamat-Rezeptor 5 (mGIluRS5) sind Disulfidbriicken an der
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Dimerisierung beteiligt (Romano et al., 1996; Bai et al., 1998; Ward et al., 1998; Pace
et al., 1999). Hingegen ist bei der Dimerisierung des heteromeren GABAg-Rezeptors
(R1 mit R2) (Margeta-Mitrovic et al., 2000) sowie des homomeren 3-Opioid-Rezeptors
(Cvejic und Devi 1997) die Windung der C-Termini involviert. Allerdings zeigten
Galvez et al. (2001), dass beim GABA-Rezeptor die Windung nicht allein fiir die
Heterodimerisierung verantwortlich sein kann. Die Dimerisierung beim [3;-adrenergen
und Dopamin-Rezeptor D2 erfolgt dagegen iiber die Transmembrandoménen (Hebert

etal., 1996; Ng et al., 1996).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Ausgehend vom heutigen Kenntnisstand iiber Heterodimerisierung der GPCR sollte im
ersten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob der Somatostatin-Rezeptor sst2A in der
Lage ist, moglicherweise in Abhéngigkeit vom phylogenetischen Verwandtschaftsgrad,
mit Rezeptoren verschiedener Klassen von GPCR zu heterodimerisieren. Anschlielend
sollten exemplarisch an zwei Heterodimer-Beispielen die daraus resultierenden

physiologischen Konsequenzen ermittelt werden.

Der sst2A-Rezeptor der Ratte wurde dafiir allein und in Gegenwart von anderen GPCR
in HEK293-Zellen exprimiert. Als erstes sollte die Existenz der Homodimere sst2A-
sst2A und Heterodimere sst2A-MOR1 mit Hilfe von Koimmunprézipitation und BRET-
Analysen (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer) nachgewiesen werden. Die
BRET-Analyse erlaubt einen direkten biophysikalischen Nachweis der Heterodi-
merisierung in lebenden Zellen und gehdrt zu den Techniken, die der Untersuchung von
Protein-Protein-Interaktionen dienen. Die Koimmunprézipitation ist im Gegesatz zur
BRET eine biochemische Methode, mit der sich die Dimerisierung an isolierten
Rezeptoren nachweisen ldsst.

AnschlieBend  sollte  gekldart  werden, bei  welchen der untersuchten
Rezeptorkombinationen (sst2AT-X) sich mittels Koimmunprézipitation (Ko-IP, siche
2.8.4) Heterodimere isolieren lassen. Als potentielle Koimmunprazipitationsspartner

wurden Somatostatin-Rezeptoren (sstl sst3, sst4 und sst5) und ein p-Opioid-Rezeptor
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(MOR1), die zur Klasse I der GPCR gehoren, verwendet. Aullerdem wurden zusétzlich
noch einige Vertreter anderen GPCR-Klassen ausgewdhlt, die phylogenetisch von den
Somatostatin-Rezeptoren weiter entfernt sind. Fiir die Klasse II wurden die Vasoactiven
Intestinal-Peptid-Rezeptoren VPAC1 und VPAC2, die Neurotensin-Rezeptoren NT1
und NT2 sowie fiir die Klasse III die metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGluR1 und
mGIuRS verwendet. Mit Hilfe von WGA-Analysen sollten im Immonoblot die
Rezeptoren identifiziert werden. Die Koimmunprizipitation sollte mittels
Sepharosekiigelchen durchgefiihrt werden, an denen monoklonale Antikdrper kovalent
gebunden sind. Nach einer Auftrennung im SDS-PAGE und Western-Blot sollten alle
untersuchten Rezeptoren mit ihren spezifischen Antikérpern detektiert werden. Zu
erwarten war eine selektive Koimmunprizipitation, die mit der phylogenetischen

Entfernung der Rezeptoren drastisch abnimmt.

Ferner sollte im Fall einer positiven Koimmunprizipitation exemplarisch an zwei
Beispielen untersucht werden, ob sich moglicherweise als Konsequenz der
Heterodimerisierung die funktionellen Eigenschaften eines oder beider Partner
verdndern. In diesem Zusammenhang sollte untersucht werden, ob sich das
Internalisierungsmuster der Somatostatin-Rezeptoren bei einer Koexpression mit einem
anderen Rezeptor in einer Zelle verdndert. Die Internalisierungsstudien sollten
immunzytochemisch  mittels Konfokalmikroskpie ausgewertet werden. Zur
Unterstlitzung  sollte bei der ausgesuchten heteromeren Kombination die
Internalisierung mit Hilfe von ELISA quantifiziert werden. Ergidnzend sollte ein
eventueller Einfluss der Heterodimerisierung auf die Signaltransduktion, die mit einer

Aktivierung von MAP-Kinasen einhergeht, mit geeignetem Assay bestimmt werden.

Als Modellsystem wurden HEK293-Zellen (,,sjuman embryonic kidney ) verwendet, die
stabil oder transient mit den jeweiligen Rezeptoren transfiziert wurden. Sie sind leicht
unter Laborbedingungen zu halten und ein etabliertes Standardmodell. Die Morphologie
der Zellen erlaubt den kiinstlich transfizierten Rezeptoren eine natiirliche Lage an der
Zellmembran. Dies vereinfacht die Visualisierung der Rezeptoren unter dem Mikroskop
und ldsst viele Beobachtungen zu (zum Beispiel die Internalisierung). Dariiber hinaus
ist die molekularbiologische Grundlage fiir die von Somatostatin-Rezeptoren induzierte

Signalkaskade in diesem Modellsystem bereits gut untersucht.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

Die in dieser Studie verwendeten HEK293-Zellen (Graham et al., 1977) stammen aus
menschlichen embryonalen Nierenzellen (ACC305 Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Abt. Menschliche und Tierische
Zellkulturen). Endogen liefen sich bei dieser Zelllinie bisher keine Somatostatin-,
Opioid-, Vasoaktiven Intestinal-Peptid-, Neurotensin-, oder metabotropen Glutamat-
Rezeptoren detektieren. Daher wurde die DNA der Rezeptoren in E. coli Bakterien
vermehrt und in die eukaryontischen HEK293-Zellen transfiziert. Die transfizierten
Somatostatin-Rezeptoren wurden mit Hilfe der Immunzytochemie und der Laser-Scan-
Mikroskopie lokalisiert und auf mogliche Verdnderungen im Internalisierungsmuster
untersucht (siche 2.5). Die Internalisierung wurde mittels ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, siche 2.6) quantifiziert. Ferner wurde die Rezeptoraktivitdt im
MAP-Kinase-Assay (siehe 2.7) bestimmt. Durch die Anreicherung der isolierten
Rezeptoren mit Weizenkeimlecitin-Sepharose-Kiigelchen wurden die mittleren
molekularen GroBen der Rezeptoren bestimmt (WGA siche 2.8.3). Die Interaktionen
zwischen den Somatostatin- und anderen Rezeptoren wurden dagegen biochemisch
durch Koimmunprizipitation (sieche 2.8.4) oder in einigen Féllen biophysikalisch durch

BRET (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer; siche 2.9) nachgewiesen.

2.1 Klonierung von Rezeptoren

DNA-Fragmente mit den Somatostatin-Rezeptor-Subtypen sstl, sst2A-T7, sst3-MYC,
sst4-HA und sst5 waren bereits in ein Plasmid pcDNA3 einkloniert und wurden von
Herrn Dr. H. J. Kreienkamp (Universitit Hamburg) bereitgestellt. Die Plasmide der
Vasoaktiven Intestinal-Peptid-Rezeptoren VPAC1 und VPAC2, der Neurotensin-
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Rezeptoren NT1 und NT2 sowie der metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGluR1 und
mGIluRS wurden von Magalie Waelbroeck (Briissel, Belgien), David Shire (Sanoti-
Synthelabor, Labége, Frankreich) und Biomol (Hamburg) zur Verfiigung gestellt.

Plasmide sind autonom replizierende zirkuldire DNA-Molekiile und besitzen Gene, die
als Marker fiir die Selektion der plasmidhaltigen Bakterien (z.B. Ampicillin-
Phosphotransferase) dienen und fiir die stabile Transfektion von Sdugetierzellen (z.B.
Hygromycin-B-Phosphotransferase oder Neomycin-Phosphotransferase) sorgen. Das
DNA-Fragment fiir das T7-Epitop wurde an die DNA-Sequenz fiir den N-Terminus des
sst2-und des sst4-Rezeptors mittels PCR an den Expressionsvektor angefiigt. Diese T7-
Antikorpersequenz ist gegen 11 Aminosduren (MASMTGGQQMG) gerichtet, die sich
im T7-Capsid-Protein befinden. Dabei entsprechen die letzten beiden Aminosduren
Leucin und Lysin (AAGCTT) gleichzeitig einer Schnittstelle flir das Restriktionsenzym
HindIII. Alternativ wurde ein ebenfalls N-terminales HA-Epitop eingefiigt, welches der
YPYDVPDY A-Aminosdure-Sequenz entspricht und Teil des menschlichen Influenza-

Héamagglutinin ist. Die Rezeptoren wurden durch Dideoxy-Sequenzierung identifiziert.

Die DNA wurde in E. coli XL-1 Bakterien amplifiziert. Fiir die Transformation wurde
die Kalziumchlorid-Methode nach Mandel und Higa (1970) sowie die Elektroporations-

Methode verwendet.

CaCl, Methode. Die Bakterien besitzen ein eingebautes Ampicillin-Resistenz-Gen, das
fiir die Selektion bendtigt wird. Hierfiir wurden 20 pl einer Bakterien-Stammldsung in
10 ml LB Medium (10 g/l Lennox L Broth Base, Life Technologies Schottland)
aufgenommen und iiber Nacht bei 37 °C im Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurden
100 pul dieser Bakterien-Suspension entnommen, in 10 ml LB-Medium iiberfiihrt und
weitere 2 h bei 37 °C geschiittelt. Fiir einen Transformationsansatz wurden daraus 2 ml
entnommen und 30 Sekunden bei 14000 U/min in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment in 1 ml gekiihltem 70 mM CaCl,
resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien nochmals
30 Sekunden zentrifugiert, in 200 pl eiskaltem Kalziumchlorid erneut resuspendiert und
mit der oben beschriebenen Plasmid-DNA (maximal 50 pl eines Ligationsansatzes oder

1 pg Plasmid-DNA) versetzt. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation auf Eis. Nach
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einem kurzen Hitzeschock (2 Minuten bei 42 °C im Wasserbad) wurden die Bakterien
wieder auf Eis gestellt. SchlieBlich wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und 1 h bei
37 °C geschiittelt. Da nicht alle Bakterien die fremde DNA aufnehmen, ist eine
anschlieBende Selektion der Bakterien erforderlich, die unten ausfithrlich beschrieben

wird.

Elektroporation. Die E. coli Bakterienzellen wurden aus einer frischen ,,liber Nacht*-
Kultur in 600 ml LB-Medium im Verhiltnis 1:100 angeimpft und unter stdndiger
Agitation bei 37 °C inkubiert, bis sie die logarithmische Wachstumsphase erreicht
hatten. Anschliefend wurden die Zellen auf 50-ml-Flakons verteilt und 15 Minuten bei
4 °C inkubiert und anschlieBend bei 3000 x g (Erdbeschleunigung 9,81 m/s) bei 4 °C
15 Minuten zentrifugiert. Zum Waschen wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
mit eiskaltem, sterilem Wasser aufgefiillt. Diese Waschprozedur wurde zweimal
wiederholt, wobei im letzten Schritt die Zellen in Wasser resuspendiert wurden. Danach
wurden die Bakterienzellen in 3 ml ebenfalls eiskaltem, sterilem 10% Glycerol
vorsichtig resuspendiert und 15 Minuten bei 4 °C und 3000 x g zentrifugiert.
SchlieBlich wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 3 ml 10% Glycerol (steril
und eiskalt) resuspendiert, aliquotiert und bei —70 °C gelagert.

Zu 100 pl der elektrokompetenten, eiskalten Bakterien-Zellen wurden 100 ng DNA
zugegeben. Die Losung wurde sogleich in vorgekiihlte Kiivetten iiberfiihrt und einem
kurzen elektrischen Impuls (GENE PULSER II, Bio Rad) ausgesetzt. Durch kurze
Hochspannungsimpulse entstehen Locher in den Bakterienmembranen, durch welche
die fremde DNA in die Zelle aufgenommen werden kann. Nach Zugabe von 1 ml
LB-Medium und Inkubation bei 37 °C und permanenter Agitation (etwa 1 h) sind die

Bakterien fir eine Selektion bereit.

Selektion der transformierten Bakterien. SchlieBlich wurden 100 pl der DNA-
Bakterienlosung, unabhéngig von der zuvor benutzten Transformationsmethode, auf
ampicillinhaltige Agarplatten (32g/1 Lennox L Agar, Life Technologies) ausgestrichen
und iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Die so gewachsenen einzelnen Kolonien lieBen sich
leicht mit einem autoklavierten Zahnstocher in 2 ml ampicillinhaltiges LB-Medium
tiberfiihren. Lediglich die Bakterien, die das Plasmid aufgenommen haben, konnten sich

iiber Nacht bei 37 °C und unter Schiitteln vermehren (Chung et al., 1989).
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DNA-Isolierung. Aus diesen Bakterienkulturen wurden die Plasmide durch
Anionenaustausch-Chromatographie mit einem kommerziell erhiltlichen Qiafilter
Plasmid Mini Kit bzw. Midi (Qiagen, Hilden) gewonnen. Die isolierte DNA wurde
durch eine enzymatische Restriktion und durch Auftrennung der entstandenen DNA-
Fragmente auf einem Agarosegel liberpriift. Anhand der GroBe der DNA-Fragmente im
Gel, die mit einem DNA-Grofenmarker (Precision Protein Standards, Bio-Rad)
verglichen wurden, konnten die positiv transformierten Klone ermittelt werden. Diese
wurden {liber Nacht unter permanenter Agitation (bei 37 °C) in 50 ml LB-amp-Medium
vermehrt. Etwa 18 h spéter erfolgte die DNA-Isolierung in groflerem Mafstab (Qiafilter
Plasmid Midi Kit, Qiagen, Hilden). Die gewonnene DNA wurde fiir die unter 2.2

beschriebenen Transfektionen verwendet.

2.2 Herstellung und Kultivierung von transfizierten
HEK?293-Zellen

Nach der Vermehrung der DNA in E. coli Bakterien (Transformation) und Prézipitation
wurde diese in die HEK293-Zellen transfiziert und die Zellen wurden fiir die
Experimente kultiviert. Fiir die stabile Transfektion wurde die modifizierte Kalzium-
Phosphat-Methode (CaPO,) genutzt, fiir die transiente Transfektion dagegen die
Lipofektamin-Methode.

Stabile Transfektion erfolgte nach einer modifizierten CaPO4-Methode (Chen und
Okayama, 1988). Hierfiir wuchsen die HEK293-Zellen unter Standardbedingungen iiber
Nacht in Zellkulturschalen mit 6 Vertiefungen. Am néichsten Tag wurde ein
antibiotikafreies DMEM Medium (Dulbecco’s modified FEagle-Medium, Life
Technologies, Eggenstein) zugegeben, die DNA-Losung [7 pul DNA (1 pg/ml),
2,5 M CaCl;, x 2H,0, 135 pl Aqua bidest.] vorbereitet und auf die Zellen kreisformig
und vorsichtig pipettiert. Die Zellen wuchsen iiber Nacht, bei 35 °C unter 3% CO;-
Atmosphédre und zwei darauf folgende Tage bei 37 °C unter 10% CO,-Atmosphire. Die
Selektion erfolgte durch Zugabe von Geneticinsulfat (500 pg/ml Medium) bei einfach

transfizierten Zellen oder Neomycin (500 pg/ml Medium) zusammen mit Hygromycin
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(300 pg/ml) bei doppelt transfizierten Zellen. Somit {liberlebten nur Zellen, welche die
Plasmid-DNA in die eigene chromosomale DNA aufgenommen hatten. Diese DNA
kann dann stabil auf nachfolgende Zell-Generationen weitergegeben werden. Die
Transfektion wurde mit Hilfe immunzytochemischer Verfahren, des Immunoblots und
der Radioligandenbindung gepriift. Positive Zellen, die den gewiinschten Rezeptor-
Subtyp bzw. Subtypen exprimieren, wurden unter Selektions-Bedingungen weiter

kultiviert.

Transiente Transfektion. Die HEK293-Zellen wurden hierbei mit Plasmiden
(Rezeptoren und Mutanten) mit kommerziell erhdltlichem Lipofektamin
(“Lipofectamine 2000 reagent”, Invitrogen life technologies) transfiziert. Eine Selektion
der positiven Klone war in diesem Fall nicht erforderlich. Fiir die Koimmun-
prézipitation (siehe 2.8.4) wuchsen die sst2T7-Zellen iiber Nacht in Schalen mit 10 cm
Durchmesser in antibiotikafreiem DMEM-Medium. Fiir die immunzytochemische
Farbung wuchsen dagegen die sst2AT7 bzw. die untransfizierten HEK293-Zellen
ebenfalls in antibiotikafreiem Medium, aber direkt auf Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglédschen in einer Platte mit 12 Vertiefungen. Am nichsten Tag erfolgte die
Transfektion nach Protokoll des Herstellers. Nach etwa 48 h war die optimale
Expression der transfizierten DNA erreicht. Die Transfektion wurde mit Hilfe der

Immunfluoreszenzfiarbung und des Immunoblots tiberpriift.

Zellkultur. Zellen mit den stabil transfizierten Rezeptor-Subtypen wuchsen als
Monolayer in 25 cm” oder 75 cm” Kulturflaschen bei 37 °C und 10 % CO,-Atmosphiire
im Brutschrank. Als Medium wurde dabei DMEM verwendet (Dulbecco’s modified
Eagle Medium, Life Technologies, Eggenstein). Fiir die einfach transfizierten HEK293-
Zellen war ein Neomycinanalog G418 (Geneticinsulfat, 500 pg/ml, Life Technologies,
Eggenstein) erforderlich, dem 10%-iges FKS (Fdtales Kélberserum) zugesetzt wurde.
Bei zweifach transfizierten HEK293-Zellen wurde auBer G418 zusitzlich Hygromycin
300 pg/ml (Pierce) zugegeben. Transient transfizierte Zellen wuchsen hingegen stets in
DMEM ohne Antibiotika mit 10%-igem FKS direkt in GefdBen, die fiir die jeweiligen
Experimente bendtigt waren. Andere Reaktionsgefile sind bei den jeweiligen
Versuchsbeschreibungen aufgefiihrt. Untransfizierte HEK293-Zellen wurden in DMEM
mit Streptomycin (100U/ml), Penicillin (100U/ml) und 10%-igem FKS kultiviert. Bei
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Zellen, die fir MAP-Kinase Assay bestimmt waren, wurde die FKS-Konzentration auf
0,5% reduziert. Wahrend der durchgefiihrten Stimulationen wurde RPMI11640-Medium
(Roswell Park Memorial Institute) ohne Antibiotika und ohne FKS verwendet.

2.3 Antikorper und Affinitatsreinigung

Bei vielen der hier durchgefiihrten Experimente handelt es sich um immunologische
Nachweisreaktionen. Daflir wurden kommerziell erhiltliche monoklonale Antikorper
verwendet, sowie speziell erzeugte polyklonale Antikorper, die in der Tabelle 1
zusammengefasst sind. Diese wurden, vor allem fiir die Koimmunprézipitationsstudien,

affinititsgereinigt.

Affinitdtsreinigung. Die Peptidsynthese und die Antiserengewinnung der polyklonalen
spezifischen Antikorper vom IgG-Typ (y Immunglobuline), die jeweils gegen das
C-terminale Ende der fiinf Somatostatin-Rezeptoren sowie gegen die Epitope T7 des
HA gerichtet sind, wurden von Gramsch Laboratories (Schwabhausen) durchgefiihrt.
Die gelieferten polyklonalen Antiseren wurden anschlieBend mit Hilfe von
Affinitdtschromatographie gereinigt. Die Reinigung erfolgte iiber ein SulfoLink-Kit
(Pierce, USA). Dieses Kit enthélt ein Kopplungsgel, welches spezifisch an die
Sulfhydrylgruppe des Antigen-Peptides bindet, an das sich der zu reinigende Antikorper
anlagert. Fiir die Reinigung wurden 2 ml der SulfoLink-Gelsuspension in die Sdulen
gegeben und mit 12 ml Kopplungspuffer equilibriert. AnschlieBend wurde das
reduzierte Peptid (1-10 mg in Probenpriparationspuffer) in die Séule pipettiert und
15 Minuten bei RT (Raumtemperatur) geschiittelt und 30 Minuten ohne Agitation
inkubiert. Nach dem Durchlaufen des Peptides wurde das Gel mit 6 ml Kopplungspuffer
gewaschen und mit 2 ml Cysteinpuffer versetzt. Durch 15-miniitiges Schiitteln und
30-miniitige Inkubation ohne Schiitteln lassen sich die nichtspezifischen
Bindungsstellen abblocken. Danach wurde die Sdule mit 16 ml Waschpuffer und mit

16 ml 0,05 % Natriumazid gewaschen.
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Tabelle 1

Verwendete Antikorper. (IP: Immunoblot, ERK1/2: mitogen aktivierte Kinasen,
IP: Immunprézipitation, IB: Immunoblot, IZ: Immunzytochemie, ms: Maus, rb: Kaninchen, rt: Ratte,
poly: polyklonal, mono: monoklonal)

Bezeich- | Verwendungs- Antigensequenz Konz. | Typ Hersteller
nung zweck
ESGGVRNGTCASRISTL 1-10 ng/ Gramsch Laborato-
b 5605 IP, 1B, 12 am C-Terminus des sstl ml poly ries, Schwabhausen
ETQRTLLNGDLQTSI 1-10 ng/ Gramsch Laborato-
b 6291 I, IB, 12 am C-Terminus des sst2A ml poly ries, Schwabhausen
TAGDKASTLSHL 1-10 pg/ Gramsch Laborato-
b 7986 IP, 1B, 12 am C-Terminus des sst3 ml poly ries, Schwabhausen
CQQEPVQAEPGCKQVPFT
rb 6002 IP, IB, IZ KTTTF 1-10pg/ |y | Gramsch Laborato-
. ml ries, Schwabhausen
am C-Terminus des sst4
QATLPTRSCEANGLMQT | 1-10 pg/ Gramsch Laborato-
rb 6003 IP, 1B, 12 RSI am C-Terminus des sst5 | ml poly ries, Schwabhausen
MASMTGGEEMG des
tb T7 IP, 1B, 1Z Eingefiigten T7-Epitops am 110 pg/ poly Gramsch Laborato-
- . ml ries, Schwabhausen
N-Terminus eines Rezeptors
MASMTGGEEMG des
ms T7 IP, 1B, 1Z Eingefiigten T7-Epitopsam | 1:1000 |mono |Novagen
N-Terminus eines Rezeptors
YPYDVPDYA des Gramsch Laborato-
rb HA 1P, IB, 1Z Eingefiigten HA-Epitops am | 1:1000 | poly .
- . ries, Schwabhausen
N-Terminus eines Rezeptors
YPYDVPDYA des
rt HA IP, IB, 1Z Eingefiigten HA-Epitops am 1-10 pg/ mono Qramsch Laborato-
; . ml ries, Schwabhausen
N-Terminus eines Rezeptors
ms ERK1/2 Phospho-Theonin®”, ) New England
phosphoryliert 1B Pho SphO—TyI‘OSiIl204 1:1000 mono Biolabs
b ERK2 B die Antigensequenz ist nicht 1:1000 | poly Sgnta Cruz
angegeben Biotechnology
rt mGluR1 IB die Antigensequenz ist nicht 1:1000 |mono | Phar Mingen
angegeben
LIIRDYTQSSSSL . .
rb mgluR5 1B im C-Terminus des mGIuRS 1:2000 |mono | Chemicon, USA
TRVSPGARRSSSFQAE Gramsch Laborato-
rb 9020 1B VLV 1 pg/ml | poly ries. Schwabhausen
am C-Terminus des VPACI1 ’
LQFHRGSRAQSFLQTE Gramsch Laborato-
rb 9023 1B TSVI 1 pg/ml | poly ries. Schwabhausen
am C-Terminus des VPAC2 ’ W U
KADSVSSNHTLSSNATRE
Gramsch Laborato-
rb 9036 1B TLY 1 pg/ml | poly ries. Schwabhausen
am C-Terminus des NT1 ’
PQSPTLMDTASGFGDPPE
rb 9039 1B TRT 1 ug/ml |poly | Gramsch Laborato-

am C-Terminus des NT2

ries, Schwabhausen
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Nach einer Equilibrierung mit 6 ml PBS erfolgte bei RT eine einstiindige Inkubation des
Gels mit 1 ml Serum. SchlieBlich wurde die Sdule mit 16 ml PBS gewaschen. Danach
erfolgte die Elution des gereinigten Antikorpers mit FEluierungspuffer in je
8 Fraktionen zu 1 ml. Nach einer Neutralisation mit 50 pul 1 M Tris-HCl (Tris-
hydroxymethylaminomethan, pH 9,5) wurde der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen
im Spektrometer bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt. Die Eluatfraktionen mit
dem hochsten Protein- bzw. IgG-Gehalt wurden in PBS iiber Nacht bei 4 °C dialysiert
und aliquotiert bei -20 °C aufbewabhrt.

Die Spezifitit und der Titer der affinitdtsgereinigten Antiseren wurde mit den jeweiligen

Peptiden durch das Dot-Blot-Verfahren tiberpriift.

2.4 Verwendete Liganden

Je nach Fragestellung wurden die Zellen mit unterschiedlichen Substanzen behandelt,

die in der Tabelle 2 zusammengefasst sind.

Tabelle2  Bendotigte Liganden

Substanz Bezeichnung Herkunft
selektiver Ligand: fiir Merck Research Laboratories,
sst2 L-779.976 Rathway, USA
sclektiver Ligand fiir sst4 1.-803,087 Merck Research Laboratories,

Rathway, USA

Ligand der Somatostatin-
Rezeptoren (sstl - 5) ss-14 Sigma, Deisenhofen
Somatostatin 1-14

selektiver Ligand fiir DAMGO
g [D—Alaz,N—Me—Phe4,— Perkin Elmer Life Sciences
MORI 5 .
Glyo’]-enkephalin
selektiver Ligand fiir LPA
endogene LPA- (Iysophosphatic acid) Sigma, Deisenhofen
Rezeptoren
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2.5 Immunzytochemie und Konfokalmikroskopie

Die Immunzytochemie erlaubt Visualisierung der Lokalisation von Proteinen in den
Zellen. Hier wurden die Liganden-induzierten riumlichen Anderungen von Rezeptoren
(Internalisierung) in HEK293-Zellen iiberpriift. Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen
(Durchmesser 22 mm/Vertiefung) wurden zunidchst mit Deckgldschen und Poly-L-
Lysin beschichtet. Die HEK293-Zellen wuchsen iiber Nacht in diesen Vertiefungen

unter Standardbedingungen.

Abhingig von der Fragestellung wurden die Zellen mit entsprechenden Substanzen wie
Somatostatin und Rezeptor-Subtyp-selektiven Liganden 30 Minuten behandelt. Weiter
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 40 Minuten mit Zamboni-Losung
(4% Paraformaldehyd, 0,2% Pikrinsdure in Phosphatpuffer, pH 6,9) fixiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit TPBS (10 mM Phosphatpuffer, 137 mM NaCL,
0,05% Thimerosal, pH 7,4) erfolgte die Permeabilisierung durch eiskaltes 50%-iges und
100%-iges Methanol (jeweils 3 Minuten). SchlieBlich wurden die Zellen 3 Minuten mit
1%-igem und dann 1 h mit 3%-igem Ziegenserum (Gibco) in TPBS gewaschen, um die
putativen unspezifischen Bindungsstellen zu besetzen. Die Zellen wurden dann iiber
Nacht mit den priméren Antikorpern inkubiert (1% Ziegenserum in TPBS, 1 pg/ml). Es
folgten drei Waschschritte mit TPBS und eine zweistiindige Inkubation mit den
sekundédren Antikorpern (Cy3- 1:400; Cy5- 1:400, Dianova). AnschlieBend wurden die
Deckgldschen mit den darauf fixierten Zellen durch eine aufsteigende Alkoholreihe
entwdssert und mit DPX Einschlussmittel (Sigma, Steinheim) auf den Objekttrigern
eingebettet. Nach einigen Stunden Trocknen wurden die Préparate mittels konfokaler

Mikroskopie ausgewertet.

Um eine konstitutive Internalisierung zu umgehen, wurde die Markierungs-Methode
modifiziert. Die Inkubation mit primédren Antikdrpern (2 pg/ml) erfolgte 2 h bei 4 °C,
unmittelbar vor der Stimulation mit Liganden und anschlieBender Fixierung mit
Zamboni-Losung. Danach wurden die Zellen mit Methanol permeabilisiert, die
unspezifischen Bindungen mit Ziegenserum geblockt und 2 h in sekunddrem Antikdrper
inkubiert. Nach der Entwiasserung und dem Einbetten in DPX wurden die Priparate

mikroskopisch ausgewertet.
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Die Priaparate wurden mittels eines konfokalen Krypton/Argon Laser Scan Mikroskops
(Leica TCS-NT, Wetzlar) ausgewertet. Die Detektion von Cyanin 3.18 (Cy3), das fiir
einfache Fluoreszenz-Markierungen verwendet wurde, erfolgte bei einer Anregung von
568 nm und einem 570-630 nm Bandpass-Emissionsfilter. Fiir die Doppelmarkierungen
wurde auBer Cy3 das Fluorochrom Cyanin 5.18 (Cy5) eingesetzt. Dabei wurde Cy5 bei

einer Anregung von 647 nm und einem 665 nm Langpass-Emissionsfilter detektiert.

2.6 Quantitative Messung der Internalisierung mittels ELISA

Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) erlaubt eine immunologische,
quantitative Messung der Internalisierung iiber eine enzymatische Farbreaktion.

Fiir diese Versuche wuchsen die Zellen iiber Nacht in einer Poly-L-Lysin beschichteten
Zellkulturplatte (24 Vertiefungen) in dem entsprechenden Medium. Am nichsten Tag
wurden die Zellen mit primdren Antikorpern (2 pg/ml) inkubiert (2 h bei 4 °C) und je
nach Experiment, mit Somatostatin oder Rezeptor-selektiven Liganden (siehe Tabelle 2)
behandelt (bei 37 °C). Dann wurde zweimal mit PBS gewaschen und mit Zamboni-
Losung 40 Minuten fixiert. Nach nochmaligem Waschen folgte fiir 1,5 h die Inkubation
mit dem Meerrettich-Peroxidase-konjugierten sekunddren Antikdrper (POD).
AnschlieBend wurde erneut zweimal mit PBS gewaschen. Fiir die nichsten 20-30
Minuten wurden 250 pl Entwicklungslosung (ABTS Solution, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) pro Vertiefung aufgetragen und 2 h unter leichter Agitation bei RT
inkubiert. Weiter wurden jeweils 200 pl entnommen und in Mikrotiterplatten iiberfiihrt.
So lieB sich die Farbreaktion aufgrund einer Absorptionsabnahme fotometrisch
ermitteln (Bio-Rad, Modell 450, Mikroplatte Reader). Dies erlaubt eine quantitative
Messung der Internalisierung, die mit der Liganden-induzierten Abnahme der
Antikorper (somit auch mit der Anzahl der Rezeptoren) an der Zelloberfliche

einhergeht.
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2.7 Messung der Rezeptoraktivitit mit ERK1/ERK?2 Assay

Neben der Internalisierung 16st eine Stimulation der GPCR mit den Liganden weitere
Reaktionskaskaden aus. Unter anderem werden kurz nach der Stimulation mit Rezeptor-
spezifischen Liganden (Tabelle 2) die extrazellulédr regulierten Kinasen (ERK 1 und 2)
aktiviert, die sich an der Signalweitergabe vom Zytosol in den Zellkern beteiligen.
Diese Proteinkinasen, auch MAP-Kinase 1 und 2 genannt, gehdren zu den
Serin/Threonin- Kinasen. Es ist bei vielen der GPCR bereits beschrieben, dass nach
einer Ligandenbindung die MAP-Kinasen 1,2 transient innerhalb von wenigen Minuten
an diesen beiden Stellen phosphoryliert werden (Yang et al., 1997; Polakiewicz et al.,
1998; Luttrell et al., 1999).

Um die phosphorylierten ERK1/2 nach einer Stimulation der Somatostatin-Rezeptoren
zu erfassen, wurden Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen mit Poly-L-Lysin
beschichtet. Die transfizierten HEK293-Zellen wuchsen iiber Nacht in 0,5% FKS-
Medium, damit die Zellteilungsrate und somit die endogene Phosphorylierung beider
ERK niedrig bleibt. Am néchsten Tag wurden die Zellen 2 h in serumfreien Medium
(RPMI, vgl. 2.2 Zellkultur) inkubiert und entsprechend mit Liganden behandelt. Danach
wurde zweimal mit PBS gewaschen, 250 ul heiBer SDS-Probenpuffer (70 °C; 62,5 mM
Tris-HCl, pH 6,8; 2% SDS; 20% Glycerol; 100 mM DL-Dithiothreitol;
0,005% Bromphenolblau) zur Zelllyse zugegeben und 5 Minuten bei 9 °C erhitzt und
anschlieBend 5 Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert. Dann erfolgte die Auftrennung
der Proteine aus dem Uberstand iiber eine Gelelektrophorese, der Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran und die Detektion im Western-Blot der ERK-Proteine, was in
Kapitel 2.8.5 ausfiihrlich beschrieben ist. Die Liganden-induzierte Phosphorylierung
von ERK wurde schlielich im Immunoblot mit dem phosphospezifischen Antikdrper
detektiert. AuBBerdem wurde der totale Gehalt von nicht-aktivierten ERK2 in der Zelle

mit nicht-phosphospezifischen Antikérpern quantifiziert.
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2.8 Studien an isolierten Rezeptorproteinen

Fiir einen biochemischen Nachweis der Dimere ist es erforderlich, die Rezeptorproteine
aus der Membran zu ldsen. Hierzu wurden zwei Methoden verwendet. Bei der ersten
lieBen sich die Glykoproteine, zu denen die meisten GPCR zdhlen, mit Hilfe von
Weizenkeimlecitin-Kiigelchen (WGA) aus dem Proteingemisch isolieren und auf
Mono- oder Dimere untersuchen. Mittels Immunprizipitation (IP) sowie
Koimmunprézipitation (Ko-IP) lieB sich zwischen Homo- und Heterodimeren
unterscheiden. Um die putativen Dimerisierungsbindungen zu stabilisieren, wurden die
Zellen vor der Zelllyse 30 Minuten bei 37 °C mit chemischen Crosslinkern
wie  Dithiobis  (succinidyl-propionate)  (DSP  Pierce, = Rockford)  oder
Bi(sulfosuccinimidyl)suberate (BS® Pierce, Rockford) behandelt, die naheliegende
Proteine (bis 1,2 nm) vernetzen. Crosslinker sind homobifunktionale
N-Hydroxysuccinimid-Ester, die mit den primdren Aminen von Peptiden und Proteinen
reagieren. Eine so kurze Entfernung ist bei Rezeptoren, die miteinander Dimere bilden,
zu erwarten. Die Bindung zwischen den Dimeren kann jedoch unstabil sein und bei der
Aufarbeitung zerfallen. Mit Crosslinkern lassen sich solche schwachen Bindungen
stabilisieren.

Um eventuelle liganden-induzierte Dimerisierungen zu erzielen, wurden die Zellen vor

der Lyse mit Somatostatin oder Rezeptor-selektiven Liganden 30 Minuten bei 37 °C

behandelt.

2.8.1 Zellaufarbeitung und Zelllyse

Die Zellaufarbeitung wurde entweder nach einer HEPES- oder RIPA-Methode
durchgefiihrt. Fiir die HEPES-Methode wuchsen die HEK293-Zellen in 18 cm? groBen
Schalen unter Standardbedingungen, bis sie etwa 90% Konfluenz erreicht hatten.
Zunichst wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 5 ml
Homogenisierungspuffer [10 mM Tris, 5 mM EDTA, 3 mM EGTA (Ethylenglykol-bis-
(B-Aminoethylether)N,N,N'N’-tetraessigsdure) und 250 mM Sucrose], zu dem
Proteinaseinhibitoren zugegeben wurden (10 pg/ml Leupeptin; 1 pg/ml Pepstatin A;
1 pg/ml Aprotonin; 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 pg/ml Bacitracin),

30 Minuten bei permanenter Agitation auf Eis gelost. Nach dem Abschaben aus den
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Schalen und nach 3-miniitiger Homogenisierung (Braun, Melsungen) erfolgte eine
S-miniitige Zentrifugation bei 500 x g und 4 °C. Dabei wanderten ausschlielich
Zellkerne und nicht aufgeschlossene Zellen nach unten. Der Uberstand wurde
abgenommen und bei 20.000 x g zentrifugiert. Bei dieser Geschwindigkeit gehen die
Membranbestandteile in das Pellet {iber. Das Pellet wurde 1 Stunde unter Schiitteln bei
4 °C in Hepespuffer [15 mM NaCl, 2 mM Hepes (2-[4-(Hydroxylethyl-1-piperanizyl)-
ethansulfonsdure), 5 mM EDTA, 3 mM EGTA, 4 mg/ml n-Dodecyl-B-Maltosid,
ebenfalls mit  Proteinase-Hemmer]  lysiert. = Der  nachfolgende  letzte
Zentrifugationsschritt (30 Minuten bei 20.000 x g bei 4 °C) dient dazu, die nicht
gelosten Membranreste zu beseitigen. Die geldsten Proteine samt der Rezeptoren
befinden sich im Uberstand und kénnen fiir die WGA (2.8.3) bzw. Immunprizipitation

(2.8.4) verwendet werden.

Bei der RIPA-Methode wuchsen dagegen die Zellen in 10 cm® Schalen, bis sie etwa
60-70% Konfluenz erreicht hatten. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml eiskaltem
RIPA Puffer (150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl, pH7,4; 5 mM EDTA;
1% Nonidet P-40; 0,5% Na-Deoxycholat; 0,1% SDS) in den Schalen lysiert, sofort
abgeschabt, in Eppendorfgefdfie iiberfiihrt und 40 Minuten bei 4 °C geschiittelt. Danach
erfolgte eine einstiindige Zentrifugation bei 18.000 x g bei 4 °C. Im Uberstand befinden
sich die gelosten Proteine, die fir die WGA bzw. Immunprizipitation weiterverwendet

wurden.

2.8.2 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung der Proteinkonzentration nach der Lyse erfolgte mit der
Bicinchoninsidure (BCA)-Methode. Dieses indirekte Verfahren beruht auf der Reduktion
von zweiwertigem zu einwertigem Kupfer durch das reduzierende Potential von
Peptidbindungen. Die Bicinchoninsdure bindet dabei spezifisch mit dem zweiwertigen
Kupfer einen Farbkomplex, der sein Absorptionsmaximum bei 562 nm hat. Dies
ermOglicht einen sensitiven, kolorimetrischen Nachweis von Proteinen. Die Intensitét
des Farbkomplexes wurde spektralphotometrisch gegen einen Leerwert gemessen und
die Proteinkonzentrationen aus der Standardkurve, die zuvor mit einem Standard aus

Rinderserumalbumin (BSA) angelegt wurde, errechnet.
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2.8.3 Isolierung der Glykoproteine mittels Weizenkeimlecitin

Membranglykoproteine konnen leicht aus dem Lysat mittels Weizenkeimlecitin-
Sepharose-Kiigelchen (WGA) isoliert werden. Die meisten Membranproteine besitzen
viele Glykosylierungsstellen, an welche die WGA binden koénnen. Auf 1 ml Lysat
kommen 100 pul Weizenkeimlecitin, das an Sepharose-Kiigelchen gekoppelt ist. Die
WGA binden iiber Nacht bei 4 °C permanenter Agitation an die Glykoproteine. Nach
kurzem Zentrifugieren bei 14.000 x g bilden die Aggregate ein Sediment, welches
fiinfmal mit kaltem Detergenzpuffer (je nach Zellaufarbeitungsmethode, HEPES oder
RIPA Puffer) gewaschen wurde. Die gereinigten Proteine wurden in 100 pl
Probenpuffer durch Erhitzen fiir 20 Minuten bei 65 °C von den Kiigelchen gelost.
Danach folgte die Auftrennung und Antikorpermarkierung der Proteine, was im Kapitel
2.8.5 beschrieben ist. Nach der Auswertung lassen sich mit Hilfe von WGA Monomere

von Dimeren unterscheiden.

2.8.4 Koimmunprazipitation von Homo- bzw. Heteromeren

Man kann auch direkt aus der Zell-Losung die gesuchten Rezeptoren (Antigene)
immunprézipitieren. Dies ist mit Hilfe von Protein-A-Sepharose-Kiigelchen moglich, an
denen primidre Antikorper gebunden sind, welche gegen die gesuchten Proteine
gerichtet sind. Fiir die Préizipitation wurden zwei Methoden (HEPES und RIPA)
verwendet.

Bei der ersten Methode (HEPES) wurden die affinitdtsgereinigten Antikorper
(10 pg/ml) an Protein-A-Sepharose-Kiigelchen (100 pl) bei 4 °C im Schiittler gekoppelt
(ca. 4 h). Nach kurzer Zentrifugation wurden die nichtgebundenen Antikorper
abpipettiert, der Uberstand von der Zellaufarbeitung (s.0.) zugegeben und weiter iiber
Nacht bei 4 °C geschiittelt.

Hingegen wurde bei der Prizipitation in der zweiten Methode (RIPA) 1 ml des
Uberstandes zu 30 pl Agarosekiigelchen, an denen T7-Antikdrper bereits kovalent
gebunden waren (Novagen), zugegeben und 3 Stunden bei 4 °C geschiittelt.

Die Sepharose-Antikorper-Komplexe 16sen die Rezeptoren aus dem Lysat {iber Nacht
bei 4 °C unter Schiitteln heraus. Dabei findet eine spezifische Antigen-Antikorper-
Bindung statt. Am néchsten Tag wurden die Kiigelchen, wie oben beschrieben, durch

Wirme (20 Minuten bei 65 °C) von den Proteinen getrennt.
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Die isolierten Proteine aus 2.8.3 und 2.8.4 wurden nach Lyse im Probenpuffer
(62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2% SDS; 20% Glycerol, 100 mM DL-Dithiothreitol;
0,005% Bromphenolblau) sowie nach elektrophoretischer Auftrennung auf eine
Membran {iibertragen und mittels spezifischer Antikorper die Lumineszenz der
Rezeptor-Banden bestimmt, was im folgenden Kapitel beschrieben ist. Der Unterschied
zu WGA liegt darin, dass man hier zwischen Homo- und Heterodimeren differenzieren
kann, weil man gezielt mit spezifischen Antikérpern die Rezeptoren isoliert und

detektiert.

2.8.5 Detektion der gelosten Proteine

Aufirennung der  Proteine mit SDS-PAGE. Das hier verwendete SDS
(Sodiumdodecylsulfat) bildet einen negativ geladenen SDS-Proteinkomplex mit
konstantem Ladungs-Masse-Verhéltnis. Die Quartirstruktur der Proteine ist dadurch
unterbunden, sodass die Komplexe im elektrischen Feld zur Anode wandern. Dabei
trennt der Siebeffekt eines porosen Polyacrylamidgels die SDS-Protein-Komplexe nach

threm Radius und damit nach ihrem Molekulargewicht auf.

Hierfiir wurde eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese in einem Tris-HCL-Glycin-
Puffersystem mit Hilfe des ”Protean II Elektrophoresesystems” (Biorad) verwendet. Je
nach GréBle der Rezeptorproteine waren die Konzentration des Acrylamids bei ldngeren,
feinporigen Trenngelen 8%-, 10%- bzw.12%-ig. Dagegen blieb die Konzentration der
kiirzeren weitporigen Sammelgele, die mit Probentaschen versehen waren, fiir alle
Anwendungen gleich. Die Proteinproben wurden in einem SDS-Probenpuffer gelost
und in die Taschen aufgetragen. Dieser Probenpuffer enthielt 10 mM DTT
(DL-Dithiothreitol), welches die Denaturierung der Proteine unterstiitzt, indem es die
Disulfidbriicken spaltet. Neben den Proben wurde stets ein Protein-Groenmarker
(,,Precision Protein Standards®“, BioRad; ,,Roti-Mark®, Roth) aufgetragen, der spiter
einen Vergleich der Molekulargewichte erlaubte. Die Elektrophorese erfolgte nach dem
Auftragen der Proben bei 200 V, bis die sichtbare Lauffront das untere Ende des

Trenngels erreicht hatte.
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Western-Blot. Im halbtrockenen Blotverfahren liegen Gel und immobilisierte Membran
zwischen Filterpapieren, welche in Transferpuffern getrinkt wurden. Diese Schichten
sind in zwei horizontale Graphitplatten-Elektroden (unten Anode, oben Kathode)
eingeschlossen (Towbin, 1979).

Auf die Anode wurden luftblasenfrei 3 Lagen von Filterpapier (Schleicher & Schuell,
Dassel), Nitrozellulosemembran (Hybond™ ECL™ Nitrocellulose, Amersham
Pharmacia, Biotech) und das Gel, alle in Anodenpuffer I getrdnkt (3 mM Tris, 20%
Methanol) gelegt. AnschlieBend wurden 6 Lagen Filterpapier, getrdnkt in Anodenpuffer
IT (25 mM Tris, 20% Methanol), und 9 Lagen Filterpapier, getrinkt in Kathodenpuffer
(40 mM 6-Aminocapronsdure), darauf gelegt. Die Blotapparatur wird mit der
Kathodenplatte geschlossen. Der Transfer erfolgt bei konstantem Strom (0,85 mA pro
cm® Gelbfliche) iiber 1,5 h. Um unspezifische Bindungen zu blocken, wird die
Membran | h lang in 5%-igem fettfreiem Milchpulver in PBS-Tween (0,1%) inkubiert

und mehrmals in PBS-Tween gewaschen.

Detektion.  Zundchst  wurden  die  unspezifischen  Bindungsstellen  der
Nitrozellulosemembran durch eine Inkubation in einer Ldsung aus 5% fettfreiem
Milchpulver in PBS-Tween (PBS, pH 7.4; 0,1% Tween 20) fiir eine Stunde bei RT
blockiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit den priméren Antikorpern iiber
Nacht bei 4 °C. Nach mehrmaligem Waschen wurde fiir 2 h der Meerrettich-Peroxidase-
konjugierte sekundire Antikorper zugegeben (1:5000 in PBS-Tween rb und ms POD-
Amersham; rt POD, Dianonva), der sich iiber eine verstirkte Chemilumineszenz
(,,enhanced chemiluminescence”, ECL Amersham Pharmacia) auf ECL-empfindlichen

Filmen detektieren liel3.

Mit einem Entkopplungs-Puffer (stripping buffer; 62,5 mM Tris, pH 6,7; 100 mM
B-Mercaptoethanol; 2% SDS) lielen sich die priméren und sekundéren Antikdrper von
der Nitrozellulosemembran entfernen. Dieselben Proteine wurden dann mit weiteren
Antikdrpern erneut detektieren. Dafiir wurde die Membran nach der ersten Detektion
mehrmals mit PBS-Tween gewaschen, bei 55 °C in Entkopplungspuffer inkubiert und
anschlieBend nochmals mit PBS-Tween gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit

Milchpulver und primaren sowie POD-konjugierten sekunddren Antikorpern.
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In dem unter 2.8.5 beschriebenen Verfahren konnten die mittels WGA (2.8.3) und
Immunprézipitation (2.8.4) isolierten Proteine sowie die ERKI1/2 Aktivitit (2.7)

ermittelt werden.

2.9 Direkter Nachweis von Dimerisierung in lebenden Zellen
mittels BRET

Das BRET-System setzt sich aus den Grundkomponenten der Renilla Luciferase (Rluc)
und dem green fluorescent protein (GFP) zusammmen. Die zu untersuchenden
Rezeptoren, an welche die Rluc bzw. das GFP einkloniert wurden, standen bereits zur
Verfiigung. Die Anregung der Emission der Rluc erfolgt durch die Zugabe des
Substrates DeepBlueC, einem Coelenterazine-Derivat. Dadurch emitiert das Rluc-
Protein bei 400 nm blaues Licht. Im Fall einer Rezeptor-Rezeptor Interaktion (z.B.
Dimerisierung) kommt es zur Ubertragung von dieser Energie auf den mit Rluc
fusionierten Interaktionspartner GFP und damit verbunden zur Anregung der Emission
von GFP. Diese Energie wird als griine Fluoreszenz bei 505 nm messbar. Das
BRET Signal ergibt sich aus dem Verhéltnis der Emissionen von GFP und Rluc
(505 nm/ 400 nm). Als positive Referenz diente ein von der Firma Pacard Bioscience
bereitgestellter Kontrollvektor, der die Proteine Rluc und GFP iiber einen kurzen
Peptidlinker miteinander verbindet. Die Detektion und Quantifizierung des BRET-
Signals bei einer positiven Protein-Protein-Interaktion erfolgt mittels Fusion Microplate
Analyser (Packard Bioscience). Hier wurde die Homodimerisierung von sst2A-sst2A
sowie die Heterodimerisierung von sst2AMORI1 in lebenden HEK293-Zellen

nachgewiesen.

Fiir die oben beschriecbenen BRET-Analysen wuchsen die HEK293-Zellen in einer
Platte mit 12 Offnungen unter Standardbedingungen und wurden mit den Plasmiden
(sst2A-T7-GFP, sst2A-T7-Rluc, MOR1-GFP und MORI-Rluc) nach Protokoll mit
Lipofektamin transfiziert (2.2). Als Hintergrund-Kontrolle dienten untransfizierte
HEK?293-Zellen, als Negativkontrolle Zellen, die mit Rluc und Rezeptor oder GFP und

Rezeptor transfiziert wurden. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion vorsichtig
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mit PBS gewaschen, in PBS-EDTA (200 pl) in Eppendorfgefia3e resuspendiert und kurz
abzentrifugiert. Das Pellet, das aus lebenden Zellen besteht, wurde in 1,5 ml BRET-
Puffer (Dubecco’s PBS, Life technologies, mit 2 pg/ml Aprotenin mit Glukose) erneut
resuspendiert. AnschlieBend wuchsen die Zellen in der Suspension 30 Minuten bei 37
°C und unter 10% CO,-Atmosphdre weiter. Danach wurden die Zellen in eine spezielle
BRET-Platte mit 96 Offnungen iiberfiihrt. Die Lumineszenz-Reaktion wurde durch
Zugabe von 10 pl des Substrates DeepBlueC (25 pM) gestartet. Unmittelbar danach
erfolgte die Messung bei folgenden 410/515 nm Filterpaaren: 370-450 nm fiir
Luciferase-Emission und 485-545 nm fiir GFP-Emission. Das BRET”Signal errechnet

sich folgendermalen:

BRETzsignal = (Nettowert 505 nm — Wert der untransfizierten Kontrolle) / (Nettowert
400 nm — Wert der untransfizierten Kontrolle).

2.10 Datenverarbeitung

Jeder Versuch wurde mindestens dreimal durchgefiihrt. Die immunzytochemischen
Bilder wurden mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Photoshop 5.5 (Adobe)
zusammengestellt. Die Daten der BRET-Analyse sowie aus ELISA- und ERK1/2-
Assays wurden mit dem Computerprogramm GraphPad prism 3.0 Software durch
nichtlineare Regression ermittelt.

Die phosph-ERK1/2 Banden auf den ECL-empfindlichen Filmen aus
Desensitisierungsstudien wurden densitometrisch mit Hilfe des Computerprogrammes
NIH-Image 1.57 analysiert. Daflir wurden drei Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des gepaarten Student's t--test. Fiir P < 0,05

wurde das Ergebniss als signifikant gewertet.

32



3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung von Somatostatin-Rezeptoren in
HEK?293-Zellen

Zunichst wurde die Expression der Somatostatin-Rezeptoren sstl, sst2A, sst3, sst4 und
sstS der Ratte in HEK293-Zellen iiberpriift. Um die Lokalisierung der Rezeptoren in
einer Zelle zu ermitteln, wurden immunzytochemische Féarbungen durchgefiihrt und
anschlieBend konfokalmikroskopisch analysiert. Diese Studien zeigten ein selektives
Markierungsmuster mit Rezeptor-spezifischen, affinititsgereinigten Antikorpern.
Dartiber hinaus wurden die Rezeptoren durch eine Anreicherung der N-glykosylierten
Membranproteine mittels Weizenkeimlecitin-Sepharose-Kiigelchen (WGA, siehe 2.8.3)
isoliert. Die anschlieBenden Western-Blot Analysen ergaben subtyp-spezifische
Bandenmuster der Monomere und einiger Homodimere.

Reprisentative Ergebnisse von mindestens drei Western-Blot Analysen sowie von

immunzytochemischen Studien sind in Abb. 3 zusammengefasst.

Die mittlere molekulare Grofe des sstl-Rezeptors liegt nach Detektion mit dem
C-terminalen 5605-Antikorper bei 70 kDa (Kilodalton) und entspricht damit einem
Monomer (Abb. 3A). Homodimere, die etwa in der Hohe der doppelten mittleren
molekularen GréBe der Monomere zu erwarten wéren (ca.140 kDa), lieBen sich hier
nicht detektieren. Die im Mikroskop beobachtete immunzytochemische Farbung wurde
mit demselben 5605-Antikérper durchgefiihrt und zeigte eine vorwiegend

membranstidndige Lokalisierung der sst1-Rezeptoren.
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Abb. 3: Western-Blot nach Anreicherung mit WGA und nach 8%-iger SDS-PAGE. Der Grof3enmarker
(kDa) dient zur Identifizierung der molekularen GrdéBen. Mittels Immunzytochemie wurden
Somatostatin-Rezeptoren in HEK293-Zellen lokalisiert. Monomere sind mit roten Balken
gekennzeichnet, die Homodimere dagegen mit schwarzen Balken. A: sstl-exprimierende Zellen
nach WGA von sstl und die dazugehorige Lokalisierung der Rezeptoren in der Zelle nach einer
Detektion mit sstl-spezifischen Antikorper (5605). B: sst2A-T7-exprimierende Zellen detektiert
mit T7-tag-Antikorper. C: sst3-exprimierende Zellen nachgewiesen mit dem sst3 (7986)
Antikdrper D: sst4-HA-exprimierende Zellen detektiert mit dem N-terminalen HA-Antikdrper. E:
sst5-exprimierende Zellen, nach Detektion mit sst5-spezifischem Antikdrper (6003).

Fiir die Charakterisierung des sst2A-Subtyps wurde entweder der gegen die
N-terminale-fag-Sequenz des sst2-T7-Rezeptors gerichtete T7-Antikorper (Abb. 3B)
oder der gegen die C-terminale Sequenz gerichtete 6291-Antikorper verwendet
(nicht in der Abb.). Anders als beim sstl-Rezeptor sind nach WGA im Immunoblot
beim sst2A-T7-Rezeptor sowohl Mono- (75 kDa) als auch Homodimere (ca. 160 kDa)
sichtbar. Die immunzytochemische Markierung der Zellen zeigt eine eindeutig

membranstidndige Lokalisierung der sst2A-T7-Rezeptoren.
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Der sst3-Rezeptor (Abb. 3C) entspricht hinsichtlich der mittleren molekularen Grof3e
etwa dem sst2A-T7-Rezeptor und ist als Monomer bei 75 kDa sowie als Homodimer bei
160 kDa mit dem Antikdrper, der spezifisch gegen die C-terminale Sequenz des sst3
gerichtet ist, detektierbar. Nach einer immunzytochemischen Fiarbung mit demselben
Antikorper ist der sst3-Somatostatin-Rezeptor ebenfalls an der Zellmembran lokalisiert.
Die mittlere molekulare GroBe des sst4-HA-Rezeptors ist im Vergleich zu anderen
Somatostatin-Rezeptoren sehr klein (Abb. 3D). Sowohl mit einem HA-Antikorper, der
gegen die N-terminale HA-Sequenz gerichtet ist (Abb. 3D), als auch mit einem gegen
die C-terminale Sequenz gerichteten Antikdrper (nicht in der Abb.) ldsst sich dieser
Rezeptor als Monomer bei ca. 40 kDa nachweisen. Homodimere, die bei 80 kDa zu
erwarten waren, wurden nicht beobachtet.

Die Detektion des isolierten sst5-Rezeptors erfolgte im Immunoblot mittels eines gegen
den C-Terminus gerichteten sst5-spezifischen Antikorpers. Dieser Rezeptor ist in Form
eines Monomers bei 55 kDa und eines Homodimers bei 110 kDa isolierbar. Die
immunzytochemische Férbung mit demselben Antikorper zeigt, dass dieser Rezeptor

vorwiegend in der Plasmamembran, aber auch intrazellulér lokalisiert ist.

Bei den hier zusammengefassten Befunden sind bei sstl und sst4 ausschlieBlich
Monomere zu sehen. Daneben wurden konstitutive Homodimere sst2A-sst2A, sst3-sst3

und sst5-sst5 nachgewiesen.

3.2 Homodimerisierung des sst2A-Rezeptors

Hier wurde speziell die Homodimerisierung der sst2A-Rezeptoren genauer untersucht.
Eine Zelllinie von sst2A exprimierenden HEK293-Zellen wurde erzeugt, deren
Rezeptoren N-terminal die T7- bzw. HA-fag-Sequenzen (Verhéltnis 1:1) trugen.
Dadurch konnte die Existenz der konstitutiven Homodimere an isolierten Rezeptoren

mittels Koimmunprézipitation nachgewiesen werden.

Koimmunprdzipitation (Ko-IP). Die Methode der Koimmunprézipitation ist in der

folgenden Abbildung schematisch dargestellt. Eine positive Ko-IP ist einer negativen
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Ko-IP gegeniiber gestellt. In der Abbildung 4A oben sind zwei benachbarte Rezeptoren
(griin und rot) in einer Plasmamembran gezeigt. Zur Vereinfachung wurden dabei die
rdumlichen Strukturen nicht beriicksichtigt. Mit dem T7-Antikorper, der an den
Sepharose-Kiigelchen kovalent gebunden ist, kann nur der Rezeptor prézipitiert werden,
der die T7-tag-Sequenz trigt (hier der blassrote sst2A-T7-Rezeptor). Wenn der
benachbarte, andere Rezeptor (blassgriin) ein Heteromer mit dem sst2A-T7-Rezeptor
bildet, konnen beide zusammen mit dem sst2A-T7-Rezeptor isoliert werden. Nach einer
Detektion im Immunoblot mit dem T7-Antikorper (Abb. 4A unten rechts, dunkelrote
Banden) sind die koprizipitierten Heteromere zu sehen, die sich durch einen Vergleich
mit einem Groenmarker identifizieren lassen. Beispielsweise liegen bei ca. 150 kDa
Heterotetramere sst2A-T7-X-sst2A-T7-X, die nach der Zelllyse im 1%-igem SDS-
Probepuffer in die Homodimere sst2A-T7-sst2A-T7 und X-X oder in die Monomere
sst2A-T7 und X dissoziieren konnen (in der Abbildung nur Monomere). Das
koprazipitierte Heterodimer sst2A-T7-X (dunkelrot) liegt bei ca. 90 kDa und kann,
dhnlich wie das Tetramer, in die daraus resultierenden Monomere sst2A-T7 oder X
dissoziieren. Mit dem anti-T7 lassen sich aber nur die Banden der sst2A-T7-Monomere
nachweisen.  Dementsprechend sind nach  einer Detektion mit dem
X-spezifischen-Antikorper (dunkelgriine Banden) dieselben Heteromere sst2A-T7-X

bzw. die dissoziierten Homodimere X-X oder Monomere X zu sehen.

Wenn kein anderer Rezeptor koimmunprézipitiert wurde, lassen sich nur die sst2A-T7-
Rezeptoren mit dem T7-Antikorper nachweisen (Abb. 4B unten rechts, rote Detektion).
Ob dieser Rezeptor Homodimere oder Homotetra- bzw. Oligomere mit sich selbst
bildet, kann anhand des Gro3enmarkers {iberpriift werden. Dagegen ergibt die Detektion
mit X-Antikorper (griin) keine Immunbanden im Western-Blot (Abb. 4B unten links).
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Abb. 4: Schematische Darstellung einer Koimmunprézipitation von zwei Rezeptoren (hellrot und
hellgriin). An Sepharose-Kiigelchen sind monoklonale T7-Antikorper kovalent gebunden. Diese
Antikorper sind spezifisch gegen einen Rezeptor gerichtet (hier: gegen sst2A-T7, rot). Nach
mehrstiindiger Inkubation von Sepharose-Antikérper-Komplexen mit dem Zelllysat lassen sich die
Rezeptoren isolieren (dunkelrote sst2A-T7 Rezeptormolekiile), welche an die Antikdrper
spezifisch binden. :4: Dabei konnen zusammen mit den Rezeptoren sst2A-T7 (rot) auch andere,
mit sst2A-T7 interagierte Proteine X, z.B. Rezeptormolekiile (griin), koprizipitiert werden. Die
isolierten Proteine werden wéhrend der SDS-PAGE nach molekularen Gréflen zusammen mit dem
GroBenmarker aufgetrennt. Nach Western-Blot lassen sich die prizipitierten Rezeptoren mit ECL-
System detektieren und anhand der molekularen GroBe identifizieren. Detektion mit einem
Antikorper, der gegen die interagierenden Rezeptoren X (dunkelgriin) gerichtet ist, zeigt (unten
links) ausschlieBlich die koimmunprizipitierten Proteine (dunkelgriin). Nur die dunkelgriinen
Banden schwérzen in diesem Fall den ECL Film. Hitte keine Ko-IP stattgefunden, wére hier keine
Schwirzung zu sehen (sie wiren im Schema hellgriin geblieben). Die eigentlich prézipitierten
Rezeptoren (unten rechts) lassen sich mit dem T7-Antikorper, der gegen sst2A-T7 gerichtet ist,
nachweisen (dunkelrot). B: Wenn keine Ko-IP stattgefunden hat, lassen sich nur die prazipitierten
Homooligo- bis Monomer-Rezeptoren mit dem T7-Antikérper nachweisen (dunkelrot). Eine
Detektion mit X-Antikorper ergibt keine Banden im Western-Blot (keine griinen Rezeptoren
vorhanden, die hellroten Rezeptoren bleiben unsichtbar).

3.2.1 Koimmunprizipitation des sst2A-Homodimers

Fir die Ko-IP wurden sst2A-T7 und sst2A-HA koexprimierende HEK293-Zellen
verwendet. Nach Detektion im Immunoblot mit einem T7-Antikdrper (Abb. 5, Spur 1)
ist eine Bande mit einer mittleren molekularen GréBe bei 75 kDa zu sehen und spiegelt

die sst2AT7-Monomere wider. Eine zweite Bande liegt bei 150 kDa und entspricht der

37



ERGEBNISSE

i i 5 5 Abb. 5: Koimmunprézipitation der in
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ol T7- (Spur I) bzw. HA-Antikorper (Spur

100 2). Der sst2A-HA-Rezeptor lédsst sich
75 ‘ . aufgrund der Bildung von ,,Heterodime-
ren“ (eigentlich Homodimere) mit dem

Rezeptor sst2A-T7 isolieren. Blaue

50 Balken markieren Dimere, rote Balken
- dagegen Monomere. Spur 3: sst2A-T7-
Rezeptoren wurden nach der Zelllyse im

. . . RIPA-Puffer mit den ebenso lysierten

IP: Y sst2A-HA-Zellen  zusammengemischt,
1B: T7 HA HA der Ko-IP mittels sst2A-T7 unterworfen

und mit dem HA-Antikorper detektiert.

doppelten molekularen Grof3e eines Monomeres. Sie beinhaltet die Heterodimere sst2A-
T7-sst2A-HA (eigentlich Homodimere, da es sich um zwei Rezeptoren der selben Art
handelt, die mit unterschiedlichem Epitop-fag markiert sind).

Die Detektion derselben Probe mit dem HA-Antikorper, der gegen das HA-Epitop der
sst2A-HA-Rezeptoren selektiv gerichtet ist, bestitigt die Existenz von konstitutiven
Homodimeren sst2A-T7sst2A-HA in den HEK293-Zellen. Es sind sst2A-HA-
Monomere (75 kDa) und Homodimere (150 kDa) die mit dem sst2A-T7-Rezeptor
koimmunpréazipitiert worden (Abb. 5, Spur 2).

Um Dimerisierung wéhrend der Aufarbeitung ausschlieBen zu konnen, wurden
Zellmembranextrakte aus sst2A-T7-exprimierenden HEK293-Zellen mit den aus
sst2A-HA-exprimierenden Zellen gemischt. Aus dem Gemisch wurden mit dem
Sepharose-T7-Komplex Rezeptoren immunprazipitiert. Nach Detektion mit dem
HA-Antikorper, der an die sst2A-HA-Rezeptoren spezifisch bindet, waren

erwartungsgemaf keine Monomere bzw. Dimere zu sehen (Abb. 5, Spur 3).

Dariiber hinaus konnte nach einer Behandlung der sst2A-T7-sst2A-HA-Zellen (Abb. 6,
dritte Spur) mit dem Crosslinker BS® eine deutliche Zunahme der detektierten
Homodimere auf Kosten der Monomere beobachtet werden. Die Substanz tritt in
intermolekulare Wechselwirkungen mit den primiren Aminen der Rezeptorproteine, die
nicht weiter als 1,2 nm voneinander entfernt sind. Dadurch konnen solche Interaktionen

wie die Dimerisierung zusétzlich stabilisiert werden.
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Abb. 6: Zunahme der Bildung der Homo-
dimere unter Einfluss vom BS’-
Crosslinker. Die sst2A-T7-
exprimierenden HEK293-Zellen wurden
einer 8%-igen SDS-PAGE unterworfen
und im Immunoblot mit einem T7-
Antikorper detektiert. Spur 1: WGA von
sst2-T7-exprimierenden Zellen. Spur 2:
Immunprézipitation des unbehandelten
sst2A-T7-Rezeptors. Spur 3: Immunpri-
zipitation von sst2A-T7 nach einer
Behandlung mit BS® (2 mM).

3.2.2 Nachweis von sst2A-Homodimeren in lebenden Zellen

Die Koimmunprézipitation ist nur an isolierten Proteinen moglich. Es stellt sich daher
die Frage, ob die Existenz der sst2A-sst2A-Homodimere in lebenden Zellen bestitigt

werden kann.

Fir den Nachweis der Homodimere in HEK293-Zellen wurden BRET-Analysen
(Biolumineszens-Resonanz-Energie-Transfer)  durchgefiihrt. Dafiir wurden die
HEK293-Zellen mit den Plasmiden sst2A-GFP und sst2A-Rluc transient transfiziert.
Als Negativkontrolle wurde entweder Rluc- oder GFP-Plasmid in Gegenwart von sst2A
angewendet sowie fiir die Positivkontrolle Rluc-GFP ohne Rezeptor. Durch Zugabe des
Substrates DeepBlueC, das mit Rluc fusioniert, wird die Emission von RLuc angeregt
(Abb. 7B). Bei einer Proteininteraktion (Dimerisierung) wird die Energie auf den mit
GFP fusionierten Dimerisierungspartner iibertragen, sodass die Emission von GFP
angeregt wird (Abb. 7C) . Aus dem Verhéltnis der beiden Emissionen (Luciferase und

GFP) ergibt sich das BRET-Signal.
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Abb. 7: BRET-Schema. A. Rezeptoren liegen in der Plasmamembran. Ein Rezeptor (griin) ist mit dem
Rluc versehen, der andere (rot) mit GFP. B. Nach Zugabe des DeepBlueC luminesziert Rluc bei
470 nm (Maximum der Kurve). C. Im Fall einer Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren wird
diese Lumineszenz auf GFP iibertragen (Fusionsprotein). Dies wird durch das Auftreten einer
dimerspezifischen Fluoreszenz bei 530 nm messbar (zweites Maximum der Kurve). Die
Ubertragung ist streng von der Entfernung zwischen den Rezeptoren abhiingig (< 1 nm).

Nach Koexpression von sst2A-Rluc mit sst2A-GFP und Zugabe des Substrates
DeepBlueC zeigten die errechneten BRET?-Signale, dass die Homodimerisierung des
sst2A-Rezeptors auch in lebenden HEK293-Zellen konstitutiv stattfindet. Dabei zeigte
sich ein deutlicher Energie-Transfer zwischen den beiden Rezeptoren (Abb. 8, roter
Balken), der nur bei einer Rezeptor-Rezeptor-Interaktion z.B. bei der Dimerierung
moglich ist.

Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem Rluc-Vektor und sst2A-Rezeptor ohne
GFP transfiziert waren und nur marginalen Energie-Transfer zeigten (Abb. 8, oranger

Balken). Fiir die Positivkontrolle wurde in die Zellen ein Rluc-GFP-Plasmid transfiziert.
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1 Positivkontrolle (GFP +Rluc) Abb. 8: Nachweis von Homodimeren sst2A in
0.357 1 Negativkontrolle sst2A-Riuc + GFP lebenden HEK?293-Zellen Gelber
0.304 B sst2A-RLuc + sst2A-GFP :

Balken: BRET>-Positivkontrolle (Rluc-
GFP). Oranger Balken: Negativ-
kontrolle (sst2A-Rezeptor und Rluc-
Sequenz). Roter Balken: Kkonstitutive
Dimerisierung des sst2A-Rluc mit sst2A-

0.054
000 GFP.

0.254
0.204
0.154

BRET-Signal

0.104

3.3 Heterodimerisierung von sst2A mit anderen GPCR der
Klasse I

3.3.1 Somatostatin-Rezeptoren sstl, sst3-Myc, sst4-HA und sst5 konnen mit
sst2A-T7 koimmunprézipitiert werden

Die konstitutive Bildung von Homodimeren beim sst2A-Rezeptor gibt den Anlass zu
vermuten, dass dieser Subtyp mit anderen Somatostatin-Rezeptoren, die zur selben
Familie gehoren, heterodimerisieren konnte. Dafiir wurden sst2-T7 exprimierende
HEK?293-Zellen zusétzlich mit sstl, sst3, sst4 und sst5-Rezeptor-DNA transient oder

stabil transfiziert und einer Koimmunprézipitation unterworfen (Abb. 9).

Detektion der mittels sst2A-T7 koimmunprdzipitierten Somatostatin-Rezeptoren sstl,
sst3, sst4 und sst5. Anhand des Immunoblots lassen sich mit den dazugehorigen
Antikorpern breite Banden mit einer mittleren molekularen Grofe fiir alle Heterodimere
ermitteln. Diese molekularen Groflen, die diese Heterodimere charakterisieren,
resultieren aus der Summe des sst2A-T7-Monomers und des sstl-, sst3-, sst4- bzw. sst5-
Monomers, die zuvor in WGA-Studien ermittelt wurden (Abb. 9 Spuren 2 bis 5: sstl-
sst2A-T7 bei 150 kDa, sst3-Myc-sst2A-T7 bei 155 kDa, sst4-HA-sst2A-T7 bei 115 kDa
sowie sst5-sst2A-T7 bei 135 kDa). AuBlerdem wurden zusitzliche Bandenmuster mit
kleineren molekularen GroBen detektiert (in Abb. 9 tiefer als die Banden der
Heteromere). Diese spiegeln die Monomere sstl, sst3, sst4 und sst5 wider. Der

verwendete prizipitierende Antikorper war spezifisch gegen das N-terminale T7-Epitop
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gerichtet. Dieses wurde jedoch ausschlieBlich beim sst2A-T7-Rezeptor einkloniert.
Daher muss es sich bei den tieferen Banden zwangsldufig um Monomere (sstl, sst3,
sst4, sst5) handeln, die von urspriinglichen Heterodimeren dissoziierten. Diese
Dissoziation kann durch Substanzen, die denaturierende (1% SDS) oder reduzierende

Bedingungen (10 mM DTT) im Probenpuffer schaffen, hervorgerufen worden sein.

Die mittlere molekulare GroBe der sstl-Monomeren-Bande liegt bei 70 kDa und wurde
mit einem sst1-Antikdrper nachgewiesen (Abb. 9, Spur 2). Die Bande der Heterodimere
sst1-sst2A-T7 [(sstl) 70 kDa + (sst2AT7) 75 kDa = 145 kDa] breitet sich nach oben
aus, was auf die Anwesenheit noch héherer molekularer Formationen als Dimere, z.B.

Tetramere schlieffen lasst.

Der sst3-Rezeptor (Abb. 9, Spur 3) bildet eine breite Bande mit dem sst3-spezifischen
Antikorper (mittlere molekulare GroBle bei 75 kDa), die dem Monomer sst3 entspricht.
Die dominante Bande mit der mittleren molekularen Grof3e bei 155 kDa [(sst3Myc)
75 kDa + (sst2AT7) 75 kDa = 155 kDa] entspricht den Heterodimeren sst3-Myc-sst2A-
T7. Die Ausbreitung dieser Bande nach oben deutet ebenfalls auf oligomere
Formationen hin. Die spezifische Bande bei 60 kDa stellt moglicherweise ein noch
unvollstindig glykosyliertes Monomer dar, dessen Molekulargewicht kleiner als das der

Monomere ist.

Der Somatostatin-Rezeptor sst4-HA (Abb. 9, Spur 4) zeigt nach Detektion mit dem
sst4-spezifischen Antikérper eine Bande bei 40 kDa, die den Monomeren sst4-HA
entspricht. Die stabilen Heterodimere bilden eine Bande mit einer mittleren molekularen

GroBe bei 115 kDa [(sst4HA) 40 kDa + (sst2AT7) 75 kDa = 115 kDa].

Die koimmunprézipitierten sst5-Rezeptoren (Abb. 9, Spur 5) ergaben nach Detektion
mit dem sst5-spezifischen Antikorper ebenfalls zwei breite Banden mit unterschied-
lichen mittleren molekularen Gréfen. Die Bande des Monomers liegt bei 55 kDa, die
des stabil gebliebenen Heterodimers sst2A-T7-sst5 bei 130 kDa (sst5: 55 bis 75 kDa +
sst2AT7: 75 kDa = 130 bis 150 kDa).
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sst2A-T7 exprimierende HEK293-Zellen transfiziert mit:

1. 2. 3. 4. 5. 6.
M (-) sstl sst3iMyc sstdHA sst5 4
50
Hetero "
l 0 sstlsst2 Hetero
sstissi2 “ Hetero
l 0 Hetero 55155512
ssidssid
Mono 1
ﬂ sst3
Mono
sstl
‘ * Mono
50 = sst5
- Mono
sst4
IPT7: + -+ + + + +
IB: anti-sst5 anti-sstl  anti-sst3  anti-sst4  anti-sst5  anti-sst5

Abb. 9: Immunoblot nach Koimmunprizipitation (Ko-IP) der Somatostatin-Rezeptor-Subtypen sstl,

sst3, sst4 und sstS mit dem sst2A-Rezeptor-Subtyp. Anhand des Protein-Groenmarkers (M)
lassen sich im 10%-igen SDS-PAGE die Molekulargewichte (kDa) der Rezeptoren ermitteln.
Blaue Balken bedeuten Heterodimere, rote Balken dagegen Monomere. Spur I: Negativkontrolle,
sst2A-T7-exprimierende HEK29-Zellen nach Ko-IP und Western-Blot mit dem 6003-Antikdrper,
der gegen sst5 gerichtet ist, detektiert. Spur2: sstl-sst2A-T7-exprimierende HEK293-Zellen
detektiert mit sst1-Antikdrper 5605. Spur 3: sst2A-T7-sst3-Myc-exprimierende Zellen mit dem
sst3-spezifischen Antikorper 7986 detektiert, mit (*) sind unvollstindig glykosylierte sst3-Myc-
Rezeptoren gekennzeichnet. Spur 4: sst2A-T7-sst4-HA-exprimierende Zellen mit dem 6002-
Antikorper detektiert, der gegen den Rezeptor-Subtyp sst4 gerichtet ist. Spur §: sst2A-T7sst5-
exprimierende Zellen mit dem sst5-spezifischen Antikdrper 6003 detektiert. Spur 6: zusétzliche
Kontrolle der Antikorper, Lyse-Puffer mit Sepharose-T7-Komplex ohne Zelllysat, detektiert mit
6003.

Als Negativkontrolle (Abb. 9, Spur 1) dienten sst2A-T7-Rezeptoren exprimierende

HEK293-Zellen, die nicht mit anderen Rezeptor-Arten weiter transfiziert waren. Wie

erwartet, ergab die Detektion dieser Kontrollen mit Antikorper, der gegen die nicht

vorhandenen anderen Rezeptor-Arten gerichtet war (gezeigt: anti-sst5), keine Rezeptor-

Bande. Zusétzlich wurde das Hintergrundsignal {iberpriift, indem der Lyse-Puffer mit

dem Sepharose-Kiigelchen-T7-Komplex immunprézipitiert und im Western Blot

analysiert wurde. Der anschlieBende immunologische Nachweis mit einem gegen sst5

gerichteten Antikorper 6003 (Abb. 9, Spur 6) oder einem gegen sst4 gerichteten

Antikorper 6002 (ohne Abb.) ergab ebenfalls keine unspezifischen Banden. Dies lésst

auf eine hohe Spezifitit des Verfahrens sowie der Antikorper schlie3en.
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Detektion der prdzipitierten sst2A-T7-Rezeptoren. Hier wurde die Expression des direkt
préziptitierten sst2A-T7 kontrolliert. Dieselbe Nitrozellulosemembran, die in Abb. 9
gezeigt ist, wurde mittels Entkopplungs-Puffer von den gebundenen Antikdrpern befreit
und mit einem Antikdrper inkubiert, der gegen das T7-Epitop des sst2AT7-Rezeptors
gerichtet ist (Abb. 10).

Bei allen Proben waren sst2A-T7-Monomere sichtbar, die zum Teil aus der Dissoziation
der Heterodimere resultieren miissen, aber auch direkt als Monomere prizipitiert
wurden. Bei den Zellen, die mit sstl-, sst3- und sst5-Rezeptoren transfiziert waren, sind
Di- oder sogar Oligomere zu sehen (zwischen 150 und 250 kDa). Aufgrund der
tiberlappenden Grof3e der Homo- bzw. Heteromere kann man hier nur spekulieren, ob es

sich hierbei um Heterotetramere handelt.

sst2A-T7 exprimierende HEK293-Zellen transfiziert mit:

1. 2. 3. 4. 3 6.
(-) sstl sst3iMyc sstdHA st K
M
L I [ [
150 vé
100 .
50 _
IPT7: + + + + + +
IBT7: 4 + * + + o

Abb. 10: Detektion des prézipitierten sst2AT7-Rezeptors, mit dessen Hilfe die Somatostatin-Rezeptor-
Subtypen sstl, sst3, sst4 und sst5 koimmunprazipitiert (Ko-IP) wurden (siche Abb. 8) nach 10%-
igem SDS-PAGE und Western-Blot mit dem sst2AT7-spezifischen Antikérper T7. Rote Balken
bedeuten Monomere, schwarze Balken dagegen Heterooligomere, mit (*) sind dagegen
unvollstidndig glykosylierte Rezeptoren dargestellt, die aus dem ER oder Golgi-Apparat stammen.
Spur 1: Kontrolle, die die sst2AT7-exprimierenden Zellen beinhaltet. Spur 2: sstlsst2AT7-
exprimierende HEK?293-Zellen. Spur 3: sst3Mycsst2AT7-exprimierende Zellen. Spur 4:
sst4Hasst2AT7-exprimierende Zellen. Spur 5: sstS5sst2AT7-exprimierende HEK293-Zellen.
Spur 6: Kontrolle (Zelllyse Puffer RIPA mit Sepharose-T7-Komplex)
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Bei Zellen, die ausschlieBlich sst2A-T7 exprimierten (Abb. 10, Spur 1), ist eine breite
Bande des monomeren sst2A-T7-Rezeptors zu sehen. Dagegen sicht man bei der
Kontrolle, fiir die der Sepharose-T7 Komplex ohne Zelllysat verwendet wurde, keine
Banden (Abb. 10, Spur 6). Die Entstehung von unspezifischen Immunbanden, die aus
der Interaktion zwischen den beiden Antikérpern (Sepharose-T7-Komplex und

Detektions-Antikorper) hervorgeht, ist daher ausgeschlossen.

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Experimente zeigen, dass die sstl, sst3, sst4 und
sst5-Somatostatin-Rezeptor-Subtypen die Eigenschaft besitzen, mit dem sst2A-

Rezeptor-Subtyp unter den hier gewdhlten Bedingungen Heterodimere zu bilden.

3.3.2 Somatostatin-Rezeptor sst2A heterodimerisiert mit MOR1-Rezeptor, der
zur Opiat-Rezeptor-Familie der Klasse I von GPCR gehort

Aufgrund der Heterodimerisierung des sst2A mit den anderen Somatostatin-Rezeptoren
wurde im néchsten Schritt dieser Arbeit die Heterodimerisierung von sst2A mit MOR1
(u-Opioid-Rezeptor) untersucht. Dieser Rezeptor gehdrt zur Klasse I der GPCR, ist
jedoch phylogenetisch weiter als die Somatostatin-Rezeptoren sstl, sst3, sst4 und sst5

von sst2A entfernt.

Koimmunprdzipitation (Ko-IP). Hierzu wurden HEK293-Zellen mit beiden,
unterschiedlich markierten Rezeptoren (sst2A-T7 und MORI1-HA) koexprimiert. Die
anschlieBende Ko-IP erfolgte wie oben beschrieben. Im Immunoblot wurden die
Prizipitate mittels HA-Antikorper nachgewiesen (Abb. 11). Dabei sind zwei breite
Banden zu sehen, eine monomere Bande der mittleren molekularen Grof3e von 75 kDa

und eine heterodimere Bande bei 150 kDa (Abb. 11, Spur 1).

Aus Zellen, die erst nach der Lyse vermischt wurden, konnten dagegen keine MOR1-
Rezeptoren detektiert werden (Abb. 11, Spur 2). Es beweist, dass die Dimerisierung
nicht wdhrend des Experiments artifiziell, sondern zuvor in den intakten Zellen

stattfand.
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Abb. 11: Koimmunprézipitation des MOR1 mit

dem sst2A-T7 aus HEK293-Zellen. Ge-
zeigt ist Detektion im Immunoblot mit
dem HA-Antikérper nach 12%-igem
SDS-PAGE. 1. koexprimierte sst2A-
MORI1-Zellen. 2. Zellen, die jeweils
sst2A und MORIA allein exprimiert
haben, wurden nach der Lyse vermischt
und der Koimmunprézipitation unter-
worfen.

BRET-Analysen. Die im Immunoblot nach Ko-IP gezeigte Heterodimerisierung sst2A-

MORI1 konnte auch in lebenden HEK293-Zellen mittels BRET nachgewiesen werden.
Dazu wurden sst2A-Rluc- und MOR1-GFP-Plasmide verwendet.

Infolge der Heterodimerisierung von beiden Rezeptoren war eine deutliche Emission

der von Rluc iibertragenen Energie auf GFP nach Zugabe des Substrates DeepBlueC

messbar (Abb. 12, roter Balken). Das errechnete Verhéltnis (Rluc zu GFP) betrug etwa
ein Drittel der Positivkontrolle (Abb. 12, gelber Balken). Die Negativkontrolle (Abb.

12, oranger Balken), die den MOR1 mit nur einem Fusionspartner, dem Rluc, enthielt,

wies nur geringfligige Emission auf.

BRET-Signal

o
i

o
w
|

o
N
h

o
.
1

[ Positivkontrolle (GFP + RLuc)
CIMOR1A + RLuc (Negativkontr.)

= I MOR1A-Rluc + MOR1A-GFP

o
[=}

Abb. 12: BRET-Analysen: Heterodimerisierung

des sst2A mit MOR1 in lebenden
HEK293-Zellen. Gelber Balken:
BRET?-Positivkontrolle ~ (Rluc-GFP).
Oranger  Balken:  Negativkontrolle
(MOR1-Rezeptor und Rluc-Sequenz).
Roter  Balken: die  konstitutive
Dimerisierung des sst2A-Rluc  und
MORI1A-GFP.
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3.4 Heterodimerisierung des sst2A-T7 Rezeptors mit Klasse
IT GPCR

Die bisher untersuchten Rezeptoren, die mit dem Somatostatin-Rezeptor sst2A
heterodimerisierten, gehoren derselben GPCR-Klasse an (Klasse I). Es ist daher zu
vermuten, dass die Dimerisierung aufgrund der Sequenzhomologien innerhalb dieser
Klasse moglich war. Um diese Abhédngigkeit zu untersuchen, wurden die sst2A-T7
exprimierenden HEK293-Zellen zusitzlich mit Rezeptoren fiir das Vasoaktive
Intestinal-Peptid (VPAC1- oder VPAC2-Rezeptor) sowie fiir Neurotensin NT1 und

NT2, (Rezeptoren fiir einen Neuropeptidtransmitter) koexprimiert.

3.4.1 Rezeptoren fiir das Vasoaktive Intestinal-Peptid VPAC1 und VPAC2

Die Analyse der VPAC1-Rezeptoren exprimierenden HEK293-Zellen im Western-Blot
ergab nach Detektion mit anti-VPAC1-Antikdrper ein Monomer, das etwa bei 70 kDa
liegt und ein Homodimer bei etwa 140 kDa (Abb. 13, Spur 1). Obwohl beide
Rezeptoren unterschiedlichen GPCR-Klassen angehoren, konnte VPACI mit dem
sst2A-T7-Rezeptor (Abb. 13, Spur 2) koimmunprizipitiert werden. Aufgrund der
breiten immunreaktiven Bande kann man vermuten, dass es sich hier um oligomere

Formationen handelt

VPAC2 lieB sich sowohl nach Anreicherung der N-glykosylierten Membranproteine mit
WGA als auch nach Ko-IP bei 80 kDa mit dem VPAC2-spezifischen Antikdrper
ausschlieBlich als Monomer nachweisen (Abb. 13, Spalte 3 und 4). Wéhrend der Ko-IP
muss jedoch das VPAC2-Monomer urspriinglich als Heterodimer isoliert worden und
dhnlich wie VPAC2 beim SDS-PAGE in zwei verschiedene Monomere dissoziiert sein
(VPAC2 der mittleren molekularen Grof3e bei 80 kDa in der Abb. 13 und sst2-T7 bei 75
kDa nicht abgebildet). Der Nachweis von sst2A-T7 nach Entfernung der VPAC-
Antikorper (mit einem Entkopplungspuffer) und Detektion mittels T7-Antikorper zeigte
korrelierend dazu auBler den Heterodimeren zusitzlich Monomer-Banden bei 75 kDa

(nicht in der Abb.).
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Abb. 13: WGA-Analysen der VPACI1- und VPAC2-Rezeptoren sowie die Koimmunprizipitation (Ko-IP)
von VPACI- und VPAC2-Rezeptoren mit dem sst2A-T7-Rezeptor in 10%-igem SDS-PAGE und
Western-Blot. Rote Balken markieren Monomere; blaue Heterodi- und Oligomere. Spur 1: Die
WGA-Analysen von VPACI1-exprimierenden HEK293-Zellen nach Detektion mit dem VPACI-
spezifischen Antikorper 9020. Spur 2: sst2A-T7-VPAC1-exprimierende HEK293-Zellen nach Ko-
IP und Immunoblot mit 9020-Antikorper detektiert. Spur 3: WGA aus VPAC2-exprimierenden
Zellen nach Detektion mit 9023-Antikdrper, der spezifisch an VPAC2-Rezeptoren bindet. Spur 4:
VPAC2-Rezeptoren nach einer Ko-IP aus VPAC2-sst2A-T7-exprimierenden HEK293-Zellen und
Detektion mit dem Antikorper 9023.

3.4.2 Neurotensin-Rezeptoren (NT1 und NT2)

Die Anreicherung des Zellmembranextraktes von NT2-exprimierenden HEK293-Zellen
an Weizenkeimlecitin (WGA) und anschlieBende Western-Blot-Analyse ergab eine
immunreaktive Bande der mittleren molekularen Groflie bei 50 kDa, die den NT1-
Monomeren entspricht, und eine zweite bei 100 kDa, die von den Homodimeren (NT1-
NT1) stammt (Abb. 14, Spur 1). Koimmunprizipitationsstudien zeigten bei 50 kDa
dissoziierte Monomere und bei 100 kDa dissoziierte Homodimere (Abb. 14, Spur 2).
Dariiber hinaus deutet sich im 130-kDa-Bereich eine Heterodimer-Bande an

(sst2A-T7-NT1).
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1 2 3. 4
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Abb. 14: Koimmunprézipitation von NT1- und NT2-Rezeptoren mit dem sst2A-T7-Rezeptor nach 10%-
igem SDS-PAGE und Western-Blot. Rote Balken markieren Monomere, schwarze Homodimere,
blaue Heterodimere. Spur 1: WGA von NTl-exprimierenden HEK293-Zellen detektiert mit
Antikorper 9036, der gegen die C-terminale Sequenz des NT1-Rezeptors gerichtet ist. Spur 2: Ko-
IP von NT1 aus NT1-sst2A-T7- exprimierenden HEK293-Zellen ebenfalls mit dem Antikdrper
9036 nachgewiesen. Spur 3: Die MolekulargroBe von NT2 wurde nach WGA mit dem
9039 Antikdrper ermittelt, der gegen den C-Terminus des NT2-Rezeptors spezifisch gerichtet ist.
Spur 4: Ko-IP von NT2 mit dem sst2A-T7-Rezeptor aus NT2-sst2A-T7-exprimierenden
HEK?293-Zellen und Immunoblot mit 9039 Antikorper.

Die WGA-Analysen von NT2-exprimierenden Zellen ergaben im Immunoblot mit dem
NT2-spezifischen Antikorper eine Bande des NT2-Rezeptors der mittleren molekularen
Grofle bei 60 kDa (Abb. 14, Spur 3). Nach Koimmunprézipitation ist das Signal der
dissoziierten Monomere NT2 und Homodimere NT2-NT2 sowie eines Heterodimers bei
ca. 150 kDa zu sehen (Abb. 14, Spur 4), die aus dissoziierten Heterooligomeren

resultieren.
Die Experimente zeigen, dass auch phylogenetisch weiter entfernte GPCR-Arten, wie

VPACI- und VPAC2- sowie NTI- und NT2-Rezeptoren, sich mit dem sst2A-

Somatostatin-Rezeptor-Subtyp koimmunpréizipitieren lassen.

49



ERGEBNISSE

3.5 Heterodimerisierung des sst2-T7 mit Klasse III GPCR

In diesem Abschnitt sollte geklart werden, ob der Somatostatin-Rezeptor sst2A in der
Lage ist, auch mit phylogenetisch noch weiter entfernten Rezeptor-Klassen als den
bisher untersuchten (A und B), z.B. Klasse III, zu heterodimerisieren. Als Vertreter der
Klasse III von GPCR wurden die metabotropen Glutamat-Rezeptor-Subtypen mGIluR 1
und mGluRS5 gewihlt.

stabile Transf.: sst2-T7 sst2-T7
transiente Transf.: mGluR1 mGluRS

- Iuei@ Abb. 15: Koimmunprézipitation (Ko-IP) von

250 I,,dm ' i mGIuR1 bzw. mGIuR5 mittels sst2A-T7

T ssi2-mOhuRI im 10%igen SDS-PAGE und Western-

150 e . G Blot. Blaue Balken markieren Heterodi-

o mGluR1 ImiluR-‘ bzw.- Oligomere, rote Balken zeigen die

100 jeweiligen Monomere. Spur I: Ko-IP

von mGIuR1 aus HEK293-Zellen die

75; mGluR1-sst2A-T7-exprimierten im Im-

== munoblot mit dem mGluR1-spezifischen

Antikorper mGluR1 Spur 2: Ko-IP von

_50 e Py mGIluR5 aus HEK293-Zellen, die

mGluRS5-sst2 A-T7-exprimierten, nachge-

IP-T7:  + + wiesen mit dem mGIluR5-spezifischen

IB: a-mGluR1 a-mGluRS Antikt')rper.

Die Koimmunprizipitationsstudie zeigte, dass sich bei einer Expression der Glutamat-
Rezeptoren mit dem Somatostatin-Rezeptor-Subtyp sst2A-T7 auch diese als
Heterodimere isolieren lassen (Abb. 15). Die urspriinglichen Heterodimere bzw.
Oligomere dissoziieren wie bei den anderen GPCR-Arten in die einzelnen Monomer-

Molekiile.

Im Immunoblot mit mGluR1-spezifischem Antikoérper liegen bei der Zelllinie
sst2A-T7-mGluR1 die zerfallenen mGluR1-Monomere der mittleren molekularen
GroBe bei 150 kDa und die intakten Heterodimere mGluR1-sst2A-T7 bei 250 kDa
(Abb. 15, Spur 1). Offensichtlich ist bei liber 250 kDa zusétzlich eine hochmolekulare
Bande von Oligomeren zu sehen.

Das Monomer mGluRS5 aus der Zelllinie sst2A-T7-mGluRS ist nach Detektion mit dem
mGluRS5-spezifischen-Antikorper bei der mittleren GroBe von 150 kDa priasent (Abb.
15, Spur 2). Die dominante immunreaktive Bande, die sich liber 250 kDa befindet, ist

den Oligomeren zuzuordnen.
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Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen eine konstitutive Heterodimerisierung filir die
untersuchten Rezeptor-Kombinationen sst2A-X (X = sstl, sst2, sst3, sst4, sst5, VPACI,
VPAC2, NT1, NT2, mGluR1 und mGluR5), die sich mittels Ko-IP isolieren lie3en. Sie
deuten darauf hin, dass die Dimerisierung ein ubiquitdrer Vorgang bei den GPCR sein
konnte. Die urspriinglichen Heterodimere sind im Probepuffer zum Teil in die
jeweiligen Monomere dissoziiert. Bei VPAC2- und sst2A-T7-koexprimierenden

HEK?293-Zellen waren ausschlieBlich dissoziierte Monomere zu sehen.

3.6 Funktionelle Untersuchungen des sst2A-T7-sst4-HA
Heterodimers

Um zu iiberpriifen, ob bei den hier gefundenen Kombinationen die Heterodimerisierung
zur physiologischen Verdnderung der Rezeptoreigenschaften fiihrt, wurden funktionelle

Untersuchungen zunéchst am Beispiel von sst2A-T7-sst4-HA durchgefiihrt.

3.6.1 Internalisierung der sst2A-T7- und sst4-T7- Rezeptoren in HEK293-Zellen.

Um den Vergleich zwischen einzeln (sst2A-T7, sst4-T7) und doppelt transfizierten
HEK293-Zellen (sst2A-T7-sst4-HA) zu ermoglichen, wurde zundchst die subzelluldre
Lokalisierung und Internalisierung der sst2A-T7- und sst4-T7-Rezeptoren bestimmt.
Die Internalisierung kann durch eine andauernde Aktivierung der Rezeptoren induziert
werden, wodurch die Rezeptoren von der Zelloberfliche in den Intrazellularraum
endozytiert werden. Nach einer immunzytochemischen Markierung lassen sich solche

Vorginge mittels Konfokalmikroskopie beobachten.

Immunzytochemische Bestimmung der Internalisierung. Die subzelluldre Verteilung der
beiden Rezeptoren war unterschiedlich (Abb. 16). In der Abwesenheit von Agonisten
waren nur die sst2A-Rezeptoren an der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 16A),
wohingegen der sst4-Rezeptor sich auch intrazelluldr befand (Abb. 16F). Vermutlich

handelt sich beim sst4 um eine konstitutive Internalisierung.
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Kontrolle 100 nM L-779,976 10 nM 1.-779,976

100 nM L-803,087 10 nM L-803,087

sst2A-T7

sst4-T7

Abb. 16: Internalisierung des sst2A-T7-bzw. sst4-T7-Subtyps in HEK293-Zellen. Die Stimulation mit
Liganden erfolgte 30 Minuten bei 37 °C. Immunzytochemische Markierung an fixierten Zellen.
A-E: Immunzytochemische Markierung des sst2AT7-Rezeptors mittels sst2-selektiven,
C-terminalen Antikdrpers 6291 in sst2AT7-exprimierenden HEK293-Zellen F-J: sst4-T7-
exprimierende HEK293-Zellen, mit Hilfe des sst4-spezifischen Antikorpers 6002 wurde der sst4-
T7-Subtyp nachgewiesen 4 und F: unbehandelte Kontrollen. B, G: (0,1 pM) und C, H: (10 nM)
Stimulation mit dem sst2-selektiven Liganden L-779,976. D, I: (0,1 uM) und E, J: (10 nM)
Behandlung mit sst4-selektivem Agonisten L-803,087.

Der sst2A-T7-Rezeptor kumuliert ausschlieBlich nach Stimulation mit dem sst2-
selektiven Agonisten L-779,976 (0,1 uM) infolge einer Agonisten-induzierten
Endozytose (Internalisierung) im Zellinneren (Abb. 16B). Mit der Abnahme der
Agonistenkonzentration (10 nM) verringert sich das Ausmall der Internalisierung
(Abb. 16C).

In Anwesenheit des sst4-selektiven Agonisten L-803,087 (10 nM bis 100 nM) verdndert
sich die Lokalisation dagegen bei keinem der beiden Rezeptoren (Abb. 16, D, E, 1, J).
Das heifit, dass bei dem sst4 {iber die konstitutive Endozytose hinaus keine weitere
Internalisierung des sst4-T7-Rezeptors durch den Agonisten L-803,087 erreicht werden

konnte (Abb. 16, G bis J).

Quantifizierung der konstitutiven Internalisierung. Die konstitutive Internalisierung des
sst4-T7-Rezeptors, die unabhingig von einer Stimulation erfolgt, lieB sich mittels
ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) bestéitigen (Abb. 17). Dazu wurden
die sst4-T7-Zellen unbehandelt mit dem Antikdrper T7 1 h bei 4 °C bzw. 37 °C
inkubiert. Der Vergleich von beiden Temperaturen zeigte, dass etwa 30% der sst4T7-

Rezeptoren bei 37 °C konstitutiv internalisieren.
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Abb. 17: Quantifizierung von  Kkonstitutiver
Internalisierung der sst4-T7-Rezeptoren
in HEK293-Zellen mittels ELISA.

sst4-T7 -exprimierende HEK293-Zellen

901 Unbehandelte  sst4-T7-Zellen wurden
¢ %" 75 nach Exposition mit dem
g AR * N-terminalen T7-Antikdrper eine Stunde
E'—ﬁ ] entweder bei 4 °C (kein Balken) oder
_E,E - 1 bei 37 °C (roter Balken) in DMEM-
S o Medium inkubiert. Mit dem Stern ist ein

. __ signifikanter Unterschied zwischen den

K 4°C K 37°C beiden Kontrollen gekennzeichnet.

Temperatur-modifizierte immunzytochemische Markierungsmethode. Die Exposition
mit primdren, N-terminalen T7-Antikorpern erfolgte 1 h bei 4 °C an lebenden Zellen.
Die niedrige Temperatur unterdriickt die konstitutive Internalisierung. Auflerdem kann
sich der Antikorper nur an die Oberfliche der Zellen anlagern, weil er aufgrund seiner
GroBe nicht in den Intrazellularraum gelangen kann. Dies ist erst infolge einer
Agonisten-induzierten Endozytose moglich. Wenn darauthin eine Stimulation mit
Liganden folgt, kann man davon ausgehen, dass alle intrazelluldr lokalisierten

Rezeptoren infolge einer Liganden-induzierten Internalisierung endozytiert wurden.

Die Abb. 18 zeigt die reprisentativen Ergebnisse der modifizierten immunzyto-
chemischen Markierung der sst4-T7 Rezeptoren. Im Wesentlichen sind die Rezeptoren
in Ab- und Anwesenheit von Rezeptor-spezifischen Agonisten an der

Membranoberflache lokalisiert (Abb. 18, A bis F).

Bei genauerer Betrachtung kann man jedoch feststellen, dass sich eigentlich nur bei der
4°C-Kontrolle die Rezeptoren gédnzlich an der Membran befinden (Abb. 18A). Bei allen
anderen Proben beginnt allméhlich die konstitutive Internalisierung (Abb. 18, B bis F),
die sich mit sonst keinem der verwendeten Agonisten (sst4-selektiv 1.-803,087, oder

sst2-selektiv L-779,976) induzieren liel3.
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Kontrolle 4°C 100 nM L-803,087 100 nM L-779,976

Kontrolle 37°C 10 nM L-803,087 10 nM L-779,976

Abb. 18: Immunzytochemische Markierung der sst4T7-Rezeptoren an lebenden HEK?293-Zellen bei
4 °C (4 und F). Nach der Exposition mit dem N-terminalen T7-Antikorper, der gegen den
T7-Epitop des sstd4T7-Rezeptors spezifisch gerichtet ist, erfolgte eine Stimulation mit den
Agonisten. B, E: 100 nM und 10 nM Exposition L-803,087 (sst4-selektiv.) C, F: Exposition mit
100 nM und 10 nM L-779,976 (sst2-selektiv).

Quantifizierung der Internalisierung bei einzeln exprimierten sst2A- bzw.
sst4-Rezeptoren. Diese Befunde konnten mit ELISA bestitigt und quantifiziert werden.
Auch hier reagierte ausschlieBlich der sst2A-T7-Rezeptor auf seinen selektiven
Agonisten L-779,976 (Abb. 19, blaue Balken) und internalisierte bis zu 60% (0,1 uM).
Mit der Konzentrationsabnahme des sst2-selektiven Agonisten sank auch das Ausmal}
der Internalisierung des sst2-Rezeptors (0,01 pM bis 10 mM, ohne Abb.). Die
Exposition mit dem sst4-selektiven Agonisten L-803,087 ergab bei dem sst2A-T7-
Rezeptor eine minimale Internalisierung. Die sst4-T7-exprimierenden HEK293-Zellen
wurden dagegen durch die Agonisten-Stimulation nicht beeinflufit (Abb.19, griine
Balken).
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s5t2A-T7 bzw. sstd-17-exprimierende HEK293-Zellen

100+ = sst2AT7 Abb. 19: Quantifizierung der Internalisierung
g .l — sst4-T7 von sst2A-T7 (blaue Balken) und sst4-T7
%" (grine Balken) in HEK293-Zellen
g 1 = mittels ELISA nach Exposition mit dem
é r sst2-spezifischen Agonisten L-779,976
% N (0,1 uM) und mit dem L-803,087 (sst4-
= 4 spezifisch; 0,1 uM). Die Kontrolle ist
; =[] = gleich Null  und daher nicht
—_— aufgezeichnet.
L- 779.976 1.-803,087

AbschlieBend kann man feststellen, dass die sst2A-T7-Rezeptoren in den HEK293-
Zellen membranstidndig lokalisiert sind, und unter Standard-Bedingungen (37°C) nach
Stimulation mit dem sst2-selektiven Agonisten 779,976 unterliegen sie einer Agonisten-
induzierten Internalisierung. Der sst4-selektive Agonist L-803,087 bewirkt keine
Internalisierung von sst2A. Dagegen ist der sst4-T7-Rezeptor unempfindlich gegentiber
den getesteten Agonisten (L-779,976 oder L-803,087) und endozytiert konstitutiv.
Diese konstitutive Internalisierung ldsst sich durch Temperatursenkung auf 4 °C

inhibieren.

3.6.2 Internalisierung von sst2A und sst4 nach einer Koexpression in HEK293-
Zellen.

In diesem Abschnitt sollte gekldrt werden, ob die Heterodimerisierung bei der
Kombination sst2A-T7-sst4-HA eine Auswirkung auf die Internalisierung der beiden
Subtypen hat. Dazu wurden die Rezeptoren mit unterschiedlichen Epitop-fags markiert
und in HEK293-Zellen koexprimiert (sst2A-T7 und sst4-HA). Zum Nachweis wurde die

modifizierte immunzytochemische Markierungsmethode verwendet.

Die sst2A-T7-sst4-HA-Zellen wurden mit subtypspezifischen Antikérpern, an denen die
Fluorochrome Cy3 bzw. Cy5 gebunden sind, doppelmarkiert und mit unterschiedlichen
Wellenldngen angeregt (Abb. 20). Die mikroskopische Analyse erfolgte mittels
Konfokalmikroskopie bei 488 nm (T7 - griin) bzw. 630 nm (HA - rot). Beide Subtypen
waren bei 4 °C in der Abwesenheit von Agonisten an der Membran der HEK293-Zellen

lokalisiert (Abb. 20, A bis C).
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Kontrolle 4°C Kontrolle 37°C 0,1 uM L-779,976 0,1 pM ss14

T7-Markierung
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Abb. 20: Endozytose der sst2A-T7- und sst4-HA-Rezeptoren in sst2A-T7-sst4-HA koexprimierten
HEK?293-Zellen nach modifizierter Markierungsmethode bei 4 °C mit dem N-terminalen T7- bzw.
HA-Antikorper. Die obere Reihe zeigt die mittels Cy3 markierten sst2A-T7-Rezeptoren (griin), die
mittlere mittels Cy5 geférbte sst4-T7-Rezeptoren (rot) und die untere stellt die Doppelmarkierung
der beiden Rezeptor-Subtypen dar (gelb). Die Exposition mit Agonisten erfolgte 30 Minuten bei
37 °C. A-C: Unbehandelte sst2A-T7-sst4-HA-Zellen, bei 4 °C im Agonisten-freien Medium
30 Minuten inkubiert. D-F: 37 °C-Kontrolle, bei der die Inkubation ebenso in Agonisten-freiem
Medium erfolgte. G-I: Stimulation der Zellen mit dem sst2-selektiven Agonisten L-779,976
(0,1 uM). J-L: Behandlung mit Somatostatin ss-14 (0,1 uM). M-0O: Inkubation mit dem sst4-
selektiven Agonisten L-803,087 (0,1 pM).

Nach einer Inkubation der bereits markierten Rezeptoren bei 37 °C ohne Agonisten
(Abb. 20, D bis G) waren die sst4-HA-Rezeptoren vereinzelt intrazelluldr sichtbar, was
auf eine beginnende konstitutive Internalisierung zuriickzufiihren ist. Die Mehrheit der
Rezeptoren befindet sich jedoch an der Plasmamembran, so dass sich eine eventuelle
Agonisten-induzierte Internalisierung des sst4-HA-Rezeptors bestimmen lédsst. Die
Stimulation der Zellen mit Agonisten wie Somatostatin und L-779,976 (sst2-selektiv)
induzierte eine Internalisierung nur bei dem sst2A-T7-Rezeptor, nicht aber bei dem
sst4-HA-Subtyp (Abb. 20, G bis L). Dagegen 16ste der Agonist L-803,087 (sst4-

selektiv) bei keiner der beiden Rezeptor-Arten eine Internalisierung aus.
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Quantifizierung der Internalisierung bei sst2A-sst4-Rezeptoren exprimierenden
HEK293-Zellen. Um die Internalisierung in der Zelllinie sst2A-T7-sst4-HA zu
quantifizieren, wurden ebenfalls ELISA-Experimente durchgefiihrt (Abb. 21). Die
koexprimierten Zellen wurden zundchst mit T7- und HA-Antikorpern inkubiert und
anschlieBend mit selektiven Liganden stimuliert.

Dabei induzierte der sst2-selektive Agonist L-779,976 ausschlieBlich die sst2AT7-
Rezeptoren (Abb. 21, erster Balken, blau), wihrend die sst4HA-Rezeptoren in Hinsicht
auf die Internalisierung inaktiv blieben (Abb. 21, zweiter Balken, griin).

Der sst4-spezifische Agonist bewirkte keine Agonisten-induzierte Endozytose weder

beim sst2A-T7- noch beim sst4-HA-Rezeptor.

5512-T7-sst4-HA -exprimierende HEK293-Zellen
Abb. 21: Quantifizierung der Internalisierung
M Dichehiicin von sst2A-T7- und sst4-HA-Rezeptoren,

% o RS Beseon die in den HEK293-Zellen koexprimiert
g % wurden. Blaue Balken: T7-Markierung
g 451 Griine Balken: HA-Markierung A:
ERe Stimulation mit sst2-selektivem
i',;’ o Agonisten L-779,976 (0,1 uM, 1 h) B:
Stimulation mit dem sst4-selektiven
E —_—— L-803,087 Agonisten (0,1 pM, 1 h).
1.-779.976 1.-803,087
A. B.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass das Verhalten der kolokalisierten sst2A-
und sst4-Rezeptoren in Bezug auf eine Agonisten-induzierte Internalisierung im
Vergleich zu einzeln exprimierten sst2A und sst4 keine signifikante Anderungen ergab,

obwohl sich beide Rezeptor-Subtypen miteinander koprézipitieren lieen.

3.6.3 Messung der Agonisten-induzierten Aktivierung von ERK1 und 2 (ERK1/2)

Die mitogen-aktivierten Kinasen ERK1/2 werden gleich nach einer Aktivierung des
Rezeptors durch Agonisten transient phosphoryliert. Aus diesem Grund wurde hier der

Einfluss der Agonisten auf die ERK1/2 untersucht. Dabei wurden sst2A-T7- und sst4-
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HA-koexprimierende HEK293-Zellen mit selektiven Liganden (Abb. 22) fiir 2, 5 oder
10 Minuten stimuliert. Danach wurde bei denselben Proben die Gesamtmenge an ERK2
ermittelt, um zu zeigen, dass die bereits vorhandenen ERK1/2 (Abb. 22.2. und 22.4.)
infolge einer selektiven, Agonisten-induzierten Aktivierung phosphoryliert wurden
(Abb. 22.1 und 22.3.).

Die Detektion der Kinasen erfolgte nach einer 12%-igen SDS-PAGE im Immunoblot
(Abb. 22). Nach einem Vergleich mit dem Groenmarker kann eine Bande bei 42 kDa
fiir ERK1 und 44 kDa fiir ERK2 bestimmt werden. Die Kontrolle der Gesamtmenge an
ERK2 (Abb. 22, 2. und 22.4. Zeile) ergab eine ERK2-Bande bei 42 kDa mit konstanter
Intensitdt. Daraus 1dBt sich schlieBen, dass in jedem Ansatz eine dquivalente
Gesamtmenge an ERK?2 vorhanden war. Eine Stimulation mit L-803,087 (sst4-selektiv)
bewirkt eine deutlich sichtbare Phosphorylierung der ERK1/2 nach 5 Minuten, die nach
10 Minuten weiter steigt. Dagegen induzierte der L-779,976, der sst2-selektiv ist, schon
nach 2 Minuten eine Phosphorylierung, die nach einem Maximum bei 5 Minuten

abzuklingen beginnt.

Abb. 22: Agonisten-induzierte =~ Phosphorylie-
rung der mitogen-aktivierten Kinase
ERK1/2, analysiert im 12%-igen SDS-

K 2" 5710 PAGE und Immunoblot durch 2-, 5-, 10-

1 -— - miniitige Exposition sst2A-T7-sst4-HA

1.-803,087 in HEK293-Zellen. I und 3: Agonisten-

2, - - - induzierte Phosphorylierung der

ERK1/2. 2 und 4: Gesamtmenge an

. ERK2 pro Ansatz. I und 2: Stimulation

3. o —— mit dem sst4-selektiven Agonisten

1.-779.976 L-803,087 (1 uM) 3 und 4: Stimulation

J/p——— mit sst2-selektivem Agonisten L-779,976
(1 uM).

Die Ergebnisse aus funktionellen Untersuchungen der als Heterodimere koprézipitierten
sst2A-sst4-Rezeptoren zeigen, dass diese Interaktion keine physiologischen
Anderungen im Vergleich zu einzeln exprimierenden sst2A- bzw. sst4-Somatostatin-

Rezeptoren mit sich bringt.
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3.7 Funktionelle Untersuchungen der Heterodimere sst2A-
MOR1

Weil die Heterodimerisierung von sst2A-T7-sst4-HA zu keiner Verdnderung der
physiologischen Rezeptoreigenschaften fiihrte, wurde eine weitere heterodimere

Kombination sst2A-MORI1 funktionellen Untersuchungen unterzogen.

3.7.1 Internalisierung der Rezeptoren sst2A und MORI1 sowie der
koexprimierten sst2A-MORI1 in HEK293-Zellen

Zunichst wurde die subzellulire Lokalisierung und Agonisten-abhéingige
Internalisierung der sst2A-T7- sowie der MOR1-HA-Rezeptoren in HEK293-Zellen
bestimmt.

Dafiir wurden die Zellen mit Rezeptor-selektiven Liganden stimuliert,
immunozytochemisch mit T7 bzw. HA-Antikorper markiert und im Konfokal-Laser-
Mikroskop ausgewertet (Abb. 23). Beide Rezeptoren befanden sich in der Abwesenheit
von Agonisten an der Plasmamembran (Abb. 23 A, F) und endozytieren ausschlieBlich

nach einer Stimulation mit eigenem Agonisten (Abb. 23 B, C, E, F).

Kontrolle

L-779.976 DAMGO

Abb. 23: Agonisten-induzierte Endozytose der sst2A-T7 und MOR1-Rezeptoren im Konfokalmikroskop
A bis C: T7-Detektion D bis F: Detektion mit HA-Antikorper. A, D: unbehandelte Kontrollen
C, F: 30-miniitige Stimulation mit 1000 nM DAMGO (MORI-selektiv) D, G: 30-miniitige
Stimulation mit 100 nM L-779,976 (sst2-selektiv).
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Die Rezeptoren verdnderten jedoch das Internalisierungsmuster bei einer Koexpression
von sst2A-MOR1 in HEK293-Zellen (Abb. 24). Unbehandelt waren beide Rezeptoren,
dhnlich wie die einzeln exprimierten, an der Membran kolokalisiert. Nach einer
Stimulation mit L-779,976 (Abb. 24, D bis F) internalisierte jedoch sst2A zusammen
mit MOR1, obwohl dieser Ligand, wie in Abb. 23 gezeigt, eindeutig sst2-spezifisch ist.
Im Gegensatz dazu endozytierte MORI infolge einer Behandlung mit MORI-
spezifischem Liganden DAMGO, wihrend sst2A an der Plasmamembran blieb
(Abb. 24 G bis I).

Kontrolle 1-779,976 DAMGO
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Abb. 24: Agonisten-induzierte Endozytose bei sst2A-MOR1-Heterodimeren im Konfokalmikroskop. Die
Rezeptoren sind mit unterschiedlichem Epitop-fag markiert (sst2A mit T7-Epitop, MOR1 mit HA-
Epitop), in HEK293-Zellen koexprimiert und mit den jeweiligen Antikérpern nachgewiesen.
A, D, G: T7-Markierung. B, E, H: HA-Markierung. C, F, I: Overlay. A bis C: unbehandelte
Kontrollen. D bis F: 30-miniitige Stimulation mit sst2-selektivem Agonisten L-779,976 (100 nM).
G bis I: 30-miniitige Behandlung mit MOR1-selektivem Agonisten DAMGO (1000 nM).

Quantifizierung der Internalisierung mit Hilfe von ELISA. Die Verdnderung des
Internalisierungsmusters wurde mittels Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
(ELISA) bestitigt (Abb. 27). Die Stimulation von sst2A-exprimierenden HEK293-
Zellen mit dem sst2-selektiven Liganden (L-779,976) fiihrte zu einer bis zu 50%-igen
Abnahme der Rezeptoren an der Plasmamembran (Abb. 27A, erster, hellblauer Balken).
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A sst2A-T7 bzw. MOR1-HA-exprimierende Zellen

CIsstZA
T —— MORI

N
(=}
1

£
=]
1

% Internalisierung
[ ol
T T

=
Il

i

L-779976 DAMGO

B sst2A-T7-MOR1-HA-koexprimierende Zellen

- _ Sst2 A
& | m=m MORI
2 40- *

L

iz

= 30

g

L

E 204

= 104
0-

L-779976 DAMGO

Abb. 25: Quantitative Analyse (ELISA) der Agonist-induzierten Endozytose von einzeln exprimierten
sst2A- bzw. MOR1-Rezeptoren im Vergleich zu koexprimierten sst2A-MOR1-Heterodimeren. A4:
HEK?293-Zellen wurden mit sst2A-T7 (hellblaue Balken) oder MORI1-HA (hellgriine Balken)
transfiziert und mit Agonisten stimuliert. Balken 1-2: (von links) ist die prozentuale Abnahme der
Rezeptoren von der Plasmamembran dargestellt, nach 1 h Exposition mit sst2A-selektivem
Agonisten L-779,976 (100 nM). Balken 3-4: nach 1 h Exposition mit MOR1-selekivem Agonisten
DAMGO (1000 nM). B: Quantifizierung bei koexprimierten sst2A-T7-MORI1-HA. Balken 1-2:
Stimulation mit L-779,976 (1 h, 100 nM). Balken 3-4: Exposition mit DAMGO (1 h, 1000 mM).
Mit Stern ist ein signifikanten Unterschied (P < 0,05) zwischen sst2A-T7-MOR1-HA und
sst2AT7-Zellen.

Eine Behandlung der Zellen mit dem MORI1-selektiven Agonisten (DAMGO) 16ste
keine Internalisierung beim sst2A-Rezeptor aus (Abb. 27A, zweiter, hellgriiner Balken).
Umgekehrt hatte eine Stimulation mit DAMGO von MOR1-exprimierenden HEK293-
Zellen eine 40%-ige Agonisten-induzierte Abnahme der Rezeptorzahl an der Membran
zur Folge (Abb. 27A, vierter Balken. hellgriin), und sst2A verblieb an der
Plasmamembran (Abb. 27A, dritter Balken, hellblau).

Korrelierend mit den immunzytochemischen Studien verdnderte sich auch hier das
Internalisierungsmuster des sst2A-Rezeptors bei einer Koexpression mit dem MORI-

Rezeptor (Abb. 27B). Infolge einer Behandlung mit dem sst2-spezifischen Liganden
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internalisierten 40% der sst2A- und 30% der MOR1-Rezeptoren zusammen. Nach einer
Stimulation mit DAMGO (MOR1-selektiv) internalisierte bis zu 30% ausschlieBlich der
MORI1-Rezeptor (Abb. 27B, vierter Balken, dunkelgriin) und nicht der sst2A-Rezeptor
(Abb. 27B, dritter Balken, dunkelblau).

Im Gegensatz zur sst2A-sst4-Kombination (siche 3.6) verdnderte sich das
Internalisierungsmuster des sst2A in Gegenwart von MORI1 signifikant. Die

Internalisierung des MOR 1-Rezeptors blieb dabei unverindert.

3.7.2  Cross-Desensitisierung von ERK1/2 bei sst2A-MORI1-Heterodimeren

Eine Unempfindlichkeit von GPCR auf Agonisten ist auf eine Desensitisierung der
Rezeptoren zuriickzufithren. Um zu tberpriifen, ob die Koexpression von sst2A-T7-
MORI-HA eine Auswirkung auf die Desensitisierung hat, wurden die Zellen in der
Abwesenheit und Gegenwart von sst2A- und MOR 1-spezifischen Agonisten 0,5, 1, 2, 4
und 6 h inkubiert. Anschlieend wurden die Substanzen ausgewaschen und die Zellen
erneut kurz mit Agonisten oder mit LPA (lysophosphatic acid, stimuliert die endogenen

LPA-Gj-Rezeptoren der Zellen) behandelt.

In der Abb. 28 sind die Ergebnisse nach 4 h Prdinkubation mit Agonisten und
anschlieBender S5-miniitiger Stimulation zusammengefasst. Die Quantifizierung der
Aktivierung von ERK1/2 (Abb. 28A, Spur 2 bis 7) ergab signifikante Unterschiede
zwischen prédinkubierten (mit DAMGO oder L-779,976) und nicht prdinkubierten
Rezeptoren. Nach Prdinkubation mit DAMGO konnten die sst2A-Rezeptoren durch
L-779,976 die ERK1/2 nicht mehr aktivieren und umgekehrt. Eine Prdinkubation mit
L-779,976 desensitisierte die MORI1-Rezeptoren, die danach durch DAMGO die
ERK1/2 ebenfalls nicht mehr aktivieren konnten. Dabei blieb die Aktivierung der
ERK1/2 beim dritten Rezeptor, der endogen exprimiert wird (LPA-Rezeptor), von der
Prainkubation unbeeinflusst (Abb. 28, Spur 8 bis 10).
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Abb. 26: Agonist-induzierte Cross-Desensitisierung der Phosphorylierung von EK1/2 bei sst2A-MOR1
Heterodimeren in HEK293-Zellen. Die Prainkubation (4 h) erfolgte mit 1000 nM DAMGO oder
100 nM L-779,976. Nach einem Waschschritt mit serumfreiem Medium wurden die Zellen
5 Minuten mit 1000 nM DAMGO, 100 nM L-779,976 oder 1000 nM LPA stimuliert. Nach
Zelllyse wurden dquivalente Proteinmengen in der SDS-PAGE getrennt und im Immunoblot mit
phospho-ERK1/2-spezifischem Antikorper (pERK1/2) bzw. mit ERK1-spezifischem Antikorper
nachgewiesen. A: Densitometrische Quantifizierung. Dargestellt ist die x-fache Phosphorylierung
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Spurl). B Immunoblots von pERK1/2 C: Immunoblots
von ERK1 (Gesamtmenge an ERK1). Die Position der pERK1/2 und Gesamt-ERK1 sind rechts
eingezeichnet. Die Position der molekularen Grofe der Proteine sind links (kDa). Die Sterne
zeigen einen signifikanten Unterschied (P < 0,05) zwischen priinkubierten und nicht
prainkubierten sst2A-T7-MOR1-HA Zellen.

Der dazu &aquivalente Immunoblot (Abb. 28B) spiegelt eine signifikante Cross-
Desensitisierung der Rezeptoren wider. Die Kontrolle der Gesamtmenge an ERK2
zeigen Banden mit konstanter Intensitit (Abb. 28C), woraus sich schlieBen 148t, dass

basal iiberall dquivalente Mengen an ERK1 vorhanden waren.

Die Experimente zeigten, dass bei einer Koexpression von sst2A mit MOR1 beide
Rezeptoren cross-desensitisieren. Diese homologe Cross-Desensitisierung deutet auf
verdanderte Rezeptoreigenschaften hin, die aufgrund der Heterodimerisierung zustande

kommen.
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Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass sst2A und MOR1 bei
einer Koexpression in HEK293-Zellen koimmunprézipitiert werden kénnen. Beide
Rezeptoren sind an der Plasmamembran kolokalisiert. Nach Stimulation der sst2A-
MORI1-Rezeptoren mit MORI-spezifischem Agonisten DAMGO verdndert sich
signifikant das Internalisierungsmuster des sst2A. Unter diesen Bedingungen erfolgt
auch eine Cross-Desensitisierung der beiden Rezeptoren. Im Gegensatz dazu wurden
keine funktionellen Verdnderungen der Rezeptoreingenschaften bei der Kombination
sst2A-sst4 festgestellt, obwohl sich beide Rezeptoren koimmunprézipitieren lieBen und

an der Plasmamembran kolokalisiert waren.
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4 DISKUSSION

Eine Vielzahl von neueren Literaturbefunden zeigt, dass die Dimerisierung von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR unterteilt -V in Klassen) fiir die Regulation
threr Aktivitdt und fiir die Interaktion mit deren G-Proteinen eine wichtige Rolle spielen
kann. Aus diesem Grund beschiftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Dimerisierung
von sst2A (aus der Familie der Somatostatin-Rezeptoren, GPCR-Klasse 1) sowie mit
anderen GPCR verschiedener Klassen und exemplarisch mit den darauf folgenden

funktionellen Konsequenzen.

Zunichst wurde die in HEK293-Zellen bereits bekannte Homodimerisierung des sst2A-
Rezeptors (Pfeiffer et al., 2001) sowie die Heterodimerisierung von sst2A mit MOR1
(Opioid-Familie, auch p-Opioid-Rezeptor genannt, GPCR-Klasse 1) mittels
Koimmunprézipitation (Ko-IP) und BRET-Assay (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-
Transfer) nachgewiesen. Die Bestdtigung der oben genannten Dimerisierung
unterstilitzte die Annahme, dass der sst2A-Rezeptor in der Lage sein konnte, mit
weiteren GPCR zu interagieren, wobei moglicherweise die phylogenetische Entfernung
der Dimerisierungspartner eine Rolle spielt. Um dies zu kldren, wurde erstmals
systematisch untersucht, ob eine Interaktion des Somatostatin-Rezeptors sst2A mit einer
breiten Palette von GPCR verschiedener Klassen mit unterschiedlichsten
Verwandtschaftsgraden stattfinden kann. Dafiir wurden die sst2A-Rezeptoren mit
weiteren GPCR koexprimiert. Als potentielle Dimerisierungspartner wurden die eng
verwandten Rezeptoren aus der Somatostatin-Familie (sstl, sst3, sst4 und sst5)
verwendet. AuBBerdem wurden als Rezeptoren der Klasse I die Vasoaktiven Intestinal-
Peptid-Rezeptoren (VPACI und VPAC2) und die Neurotensin-Rezeptoren (NT1 und
NT2) eingesetzt. Als Vertreter der Klasse III dienten die metabotropen Glutamat-
Rezeptoren mGluR1 und mGIuRS.
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Die Ergebnisse beruhen auf den Untersuchungen in menschlichen embryonalen
Nierenzellen (HEK293-Zellen), welche die hier verwendeten Rezeptoren endogen nicht
exprimieren. Dazu wurden die Zellen mit dem sst2AT7-Plasmid und mit weiteren

Plasmiden der anderen Rezeptor-Arten transfiziert.

Ein Phianomen, das bei vielen unterschiedlichen GPCR-Dimeren oftmals beschrieben
wurde, ist die dimerisierungsinduzierte Funktionsdnderung der Rezeptoren (Jordan and
Devi, 1999; Maggio et al., 1999; Abdalla et al., 2000, Rocheville et al., 2000a; Jordan et
al., 2001; Pfeiffer et al., 2001; Pfeiffer et al., in Druck). Im zweiten Teil dieser Arbeit
wurden daher funktionelle Konsequenzen der Heterodimerisierung bei sst2A-sst4- und
sst2A-MORI1-Zellen untersucht. Hierzu wurde die Agonisten-induzierte Endozytose
sowie die Aktivierung der MAP-Kinasen (ERK1/2) von koexprimierten sst2A- sst4-
und sst2A-MORI1-Rezeptoren mit den jeweils einzeln exprimierten Rezeptoren

verglichen.

4.1 Dimerisierungsstudien

Um die Homo- bzw. Heterodimere bei GPCR nachzuweisen, wurde die
Koimmunprézipitation (Ko-IP) von isolierten Rezeptoren verwendet. Eine direkte
Messung der Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Zellen wurde mit Hilfe
der biophysikalischen Technik BRET (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer)

durchgefiihrt.

Nachweis von Dimeren-GPCR in lebenden Zellen. In dieser Arbeit wurde eine
konstitutive Homodimerisierung des sst2A-Rezeptors sowie die Heterodimerisierung
mit dem MORI1 mittels BRET in lebenden HEK293-Zellen gezeigt. In beiden Féllen
fand eine deutlich messbare Energieiibertragung von einem Interaktionspartner zum
anderen statt, die nur bei einer Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren moglich
war. Diese Interaktion deutet auf eine Dimerisierung zwischen den jeweiligen Rezeptor-

Kombinationen hin.
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In der Literatur finden sich zunehmend Studien zur Dimerisierung verschiedener GPCR,
die anhand der BRET-Methode an lebenden Zellen durchgefiihrt wurden. So z.B. lie3
sich die bereits bewiesene konstitutive Homodimerisierung des -adrenergen Rezeptors
bestdtigen (Angers et al., 2001). Beim Adenosin-Rezeptor (A2A) wurde Homo- und
Heterodimerisierung mit dem Dopamin-Rezeptor (D2) nachgewiesen. Dabei zeigte man
neben dem positiven BRET-Signal, dass die in die Rezeptor-DNA einklonierten BRET-
Konstrukte (Rluc und GFP, welche Rezeptor-Rluc und Rezeptor-GFP ergeben) die
Lokalisation der Rezeptoren in den Zellen wie auch die Ergebnisse von Ko-IP nicht
beeinflussen (Kamiya et al., 2003). Ebenso wurden Homodimere beim 6- k-Opioid-
Rezeptor sowie Heterodimere beim 6-Opioid- mit k-Opioid-Rezeptor gezeigt (McVey
et al., 2001). Gleichfalls lieBen sich Heterodimere zwischen den Oxytocin- mit den

Vasopressin-Rezeptoren V1 oder V2 (Terrillon et al., 2003) nachweisen.

Es wurde mehrfach postuliert, dass die Dimerisierung ein konstitutiver Vorgang fiir
GPCR sein konnte (McVey et al., 2001; Angers et al., 2001; Terrillon et al., 2003),
obwohl sich bei einigen Rezeptor-Kombinationen keine Homo- oder Heterodimere
nachweisen lieen. Beispielsweise wurde fiir den Rezeptor CXCR4 (Rezeptor des
stromal cell-derived factor SDFIca, ein Haupt-Ko-Rezeptor des HIV-1) eine
konstitutive Homodimerisierung gezeigt, dafiir aber keine Heterodimerisierung mit dem
Rezeptor CCRS (ein weiterer Haupt-Ko-Rezeptor des HIV-1-Rezeptors; Babrock et al.,
2003). Einige Heterodimerisierungsstudien wurden mit BRET-verwandten Methoden
wie dem pbFRET (photobleaching fluorescence resonance energy transfer)
durchgefiihrt. Dabei wurden Heterodimere bei humanen sst5-Rezeptor mit dem sstl- als
auch mit dem D2-Rezeptor gefunden, jedoch keine bei der Kombination von sstl mit
sst4 (Rocheville et al., 2000a, b).

Neben der konstitutiven Dimerisierung ist auch Agonisten-abhingige Oligomerisierung
beispielsweise des Cholecystokin-Rezeptors (Cheng and Miller, 2001) beschrieben

worden.

Koimmunprdzipitation des sst2A-Rezeptors mit anderen GPCR. Die hier durchgefiihrten
Koimmunprézipitationsstudien zeigten korrelierend mit den BRET-Analysen, dass der

sst2A konstitutiv als Homodimer in den HEK293-Zellen vorliegt und sich als solcher
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isolieren ldsst. Ebenso wurden konstitutiv gebildete Heterodimere sst2A-MORI1
koimmunprézipitiert. Fiir die systematische Durchmusterung der hier untersuchten
Kombinationen von sst2A mit anderen der GPCR Klassen (I, II, III) wurde die Ko-IP
angewandt. Als Vertreter der Klasse I wurden weitere Subtypen der Somatostatin-
Rezeptoren verwendet, wie sstl, sst3, sst4 und sst5. Die Heterodimerisierung des sst2A
mit sst3, welche mittels Ko-IP nachgewiesen wurde, war bereits bekannt und diente als
Positivkontrolle. Die sst2A- wie sst3-Rezeptoren bilden demnach konstitutiv
Homodimere, wenn sie allein in den HEK293-Zellen exprimiert werden. Dagegen
kommt es bei einer Koexpression von beiden Rezeptor-Subtypen in der Zelle zur
Ausbildung von konstitutiven Heterodimeren sst2A-sst3 (Pfeiffer et al., 2001), was in
dieser Arbeit bestitigt wurde. Die Klasse II reprdsentierten die Vasoaktiven Intestinal-
Peptid-Rezeptoren VPAC1 und VPAC2, die Neurotensin-Rezeptoren NT1 und NT2, fiir
die Klasse III stehen die metabotropen Glutamat-Rezeptoren mGluR1 und mGlIuRS.
Dabei wurde vermutet, dass eventuell nur nahe verwandte Rezeptoren wie die anderen
Somatostatin-Rezeptor-Subtypen mit dem sst2A-Rezeptor Heterodimere bilden, zumal
die Homologie unter den GPCR-Klassen nicht generell vorhanden ist und meist nur
einige Subfamilien betrifft (Gether 2000). Die humanen Somatostatin-Rezeptoren sind
beispielsweise untereinander etwa 39%-57% homolog (Patel, 1999). Der sst2A und
MORI1 weisen eine 38%-ige Homologie zueinander auf (Aicher et al,

2000a, b) .

Mit der Ko-IP-Methode konnte bereits die Homodimerisierung des d-Opioid-Rezeptors
(Cevejic und Devi, 1997 und Heterodimerisierung des 8-Opioid-Rezeptors mit dem
MORI (p-Opioid-Rezeptor, Jordan und Devi, 1999) nachgewiesen werden. Es wurden
ebenso Heterodimere aus dem [-adrenergen Rezeptor sowie 8-Opioid-Rezeptor und
dem x-Opioid-Rezeptor isoliert (Jordan et al., 2001). Des Weiteren liel sich der
Serotonin-Rezeptor SHT ;o mit SHT;5, SHTp, EDG;, EDG3, GPRys, und GABAg; als
Heterodimere aus HEK?293-Zellen koprizipitieren (Salim et al., 2002). Auch die
Oxytocin- und Vasopressin-Rezeptoren V1a und V2 bildeten Homo- und Heterodimere

in HEK293-Zellen (Terrillon et al., 2003).
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Die Literaturdaten deuten darauf hin, dass die Dimerisierung weit verbreitet, jedoch
nicht fiir alle GPCR obligatorisch ist. In dieser Studie hat der sst2A-Rezeptor bei einer
Koexpression mit allen untersuchten GPCR unabhédngig von dem phylogenetischen

Verwandtschaftsgrad konstitutiv Heterodimere gebildet.

Die isolierten Heterodimere dissoziieren in Monomere. Bei allen hier koprézipitierten
Rezeptoren wurde eine partielle Instabilitit der Heterodimere nach Auflosung im
Probenpuffer (1% SDS und 10 nM DTT) beobachtet. Die Dissoziation in Monomere
deutet auf schwache nicht-kovalente Wechselwirkungen zwischen den Rezeptor-
Molekiilen hin. Eine dhnliche Destabilisierung von Dimeren wurde zum Beispiel bei der
Klasse III des metabotropen Glutamat-Rezeptors mGluRS und des Kalzium-Rezeptors
beschrieben, wo die Rezeptor-Homodimere unter dem Einfluss von DTT oder
2-Mercaptoethanol in Monomere zerfallen (Romano et al., 1996; Bai et al., 1998; Ward
et al., 1998; Pace et al., 1999).

Wahrscheinlich  wurden hier aufler den zellmembranstindigen, vollstindig
glykosylierten Rezeptoren auch unreife Rezeptoren prézipitiert. Unreife Rezeptoren
wurden bereits bei Homodimeren sowie bei Heterodimeren der Oxytocin- und
Vasopressin-Rezeptoren V1a und V2 koimmunprézipitiert gefunden (Terillon et al.,
2003). Zudem ist es fir die GABA-B-Rezeptoren GBR1 und GBR2 typisch, im
endoplasmatischen Retikulum zu heterodimerisieren und so an die Plasmamembran zu
gelangen (Margeta-Mitrowitz et al., 2000). Aus diesem Grund kann man annehmen,
dass die Dimerisierung der hier untersuchten Rezeptoren schon im endoplasmatischen
Retikulum (ER) wéhrend der frithen Biosynthese stattfindet. Vielleicht sind solche
unreifen Rezeptor-Dimere instabiler als die an der Plasmamembran. Damit kdnnte auch

die partielle Instabilitdt der koprazipitierten Heterodimere teilweise erklart werden.

Um eine artifizielle Rezeptor-Rezeptor-Interaktion wihrend der Zelllyse oder
Immunprézipitation ausschlieBen zu konnen, wurden die sst2A-T7-Zellen mit den sst2-
HA-Zellen erst nach der Lyse vermischt und equivalent zu koexprimierenden sst2A-T7-
sst2A-HA-Zellen aufgearbeitet. Eine anschlieBende Detektion mit dem HA-Antikorper
zeigte, dass keiner der sst2A-HA-Rezeptoren mit dem sst2A koimmunprizipitiert wurde

(keine Banden im Western-Blot). Dies beweist, dass die Dimerisierung in lebenden
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Zellen vor der Lyse stattfindet. Dariiber hinaus wurden fiir die Immunprazipitation und
den Nachweis Antikorper aus verschiedenen Spezies eingesetzt (T7 im Komplex in der
Maus erzeugt, Detektions-Antikorper in Kaninchen, Ratte oder Meerschweinchen).
Damit konnte man unspezifische Immunbanden, die aus der Interaktion der beiden
Antikorpern resultieren, ausschlieen (zwischen dem T7-Antikorper aus dem Komplex
und dem Antikorper aus dem Immunoblot). Zusétzlich wurde der Sepharose-T7-
Komplex ohne Zelllysat analog zu den Zellen bearbeitet und dem SDS-PAGE

unterworfen. Dabei wurden im Western-Blot ebenfalls keine Banden beobachtet.

Modelle der Dimerisierung von GPCR. Es werden mehrere Modelle von
Dimerisierungsarten bei den GPCR  postuliert. Dabei sind meist die
Transmembrandominen (TM), die auf unterschiedliche Weisen interagieren konnen,
involviert. Bei der Heterodimerisierung von Adenosin- (A2A) mit dem Dopamin-
Rezeptor (D2) wurden Interaktionen zwischen der TM5 und TM6 des D2- sowie der
TM4 des A2A postuliert (Canals et al., 2003). Bei dem C5a-Rezeptor sind hingegen die
TM1 und 2 oder 4 fiir die Homodimerisierung verantwortlich (Klco et al., 2003).

Die Interaktionen konnen durch Uberlappung (Abb. 25B) oder Kontakt der TM
entstehen (Abb. 25A). Letztere kommen beispielsweise bei Vasopressin-V2-Rezeptoren
zwischen der TMS und 6 vor (Schulz et al., 2000), dagegen beim a-Faktor-Rezeptor
(Saccharomyces cerevisae, GPCR-Klasse 1V) zwischen der TM1 und 2 (Overton und

Blumer, 2002). Im Gegensatz hierzu wurden fiir den muskarinergen- und -adrenergen

Rezeptor (Maggio et al., 1993a, Gouldson et al., 1997) die Uberlappungsdimere als
Modell vorgeschlagen (Abb. 25B).

Abb. 27: Modell der moglichen Dimerisie-
rungsarten (modifiziert nach Gouldson et
al., 2000). .4: Kontaktdimere konnen
sich vermutlich eher bei schwach
interagierenden Dimeren ausbilden. Sie
beriihren sich zwar im 1TM und 2,
iiberlappen jedoch nicht B: Uberlap-
pungsdimere. Die beteiligten Transmem-
brandoménen 1 und 2 (oder 5 und 6 nicht
dargestellt) iiberlappen und fiihren zu
stirkeren Interaktionen.
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Dartiber hinaus wird in der Literatur zunehmend die Vermutung aufgestellt, dass die
Dimere die kleinste Einheit von hochmolekularen Oligomeren darstellen konnten.
Beispielsweise wurden bei dem C5a-Rezeptor higher order oligomers oder ganze
Biindel aus Rezeptoren an der Plasmamembran postuliert (Klco et al., 2003).

In einer kiirzlich verdffentlichten Arbeit wurde mittels atomic-force microscopy die
Anordnung der Rhodopsin-Rezeptoren in der Plasmamembran (Liang et al., 2003)
visualisiert (Abb. 26). Dabei wurde die Organisation und Topografie der Rezeptoren in
Scheiben der Stdbchenzellen von der Maus gezeigt. Es stellte sich heraus, dass die
meisten Rhodopsin-Rezeptor-Molekiile in einer Doppelreihe als Dimere in der
Membran verankert und nur wenige als Monomere zu sehen sind. Wenn auch andere
GPCR éhnliche Formationen bilden, konnte dies die ubiquitire Heterodimerisierung

von sst2A mit den hier untersuchten Rezeptoren erkléren.

Abb. 28: (aus Liang et al., 2003) Topologie der
Rhodopsin-Rezeptoren ~ von  nativen
Scheiben der Stdbchenzellen in der
Plasmamembran  nach  atomic-force
microscopy  (Nanoscopy — Multimode,
Digital Instruments). A: Sichtbar sind
drei verschiedene Areale 1. Zytoplasma-
seite der Scheibe, 2. Lipidseite 3. Glim-
mer. (Skalierung 200 nm) B: Regulére
Anordnung der  Rhodopsin-Dimere
(Skalierung 50 nm). C: Rhodopsin-
Molekiile ragen aus der doppelten
Lipidschicht der Membran etwa 1,4 + 0,2
nm; (n = 111) heraus. Die Rezeptoren
bilden Dimere (weisgestrichelte Ellipse)
die in Doppelreihen angeordnet sind.
Gelegentlich sind Monomere (weille
Pfeile) zu sehen (Skalierung 15 nm).

4.2 Funktionelle Konsequenzen der Heterodimerisierung von
sst2A-sst4- und sst2A-MOR1 Rezeptoren

Die in der Literatur nachgewiesenen Heterodimerisierungen gehen meist mit einer
Verianderung des physiologischen Verhaltens eines oder beider Rezeptoren einher. Es
wurde gezeigt, dass die Heterodimerisierung der GABAg1-GABARg2- oder der D2-sst5-

Rezeptoren einen neuen Rezeptor mit Erhéhung dessen Aktivitdt hervorbrachte (Jones
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et al., 1998; Kaupmann et al., 1998; Kuner et al., 1999; Ng et al., 1999; Rocheville et
al., 2000a). Die Dimerisierung des sst2A- mit dem sst3-Rezeptor hatte eine
Inaktivierung eines der beteiligten Partner (sst3) zur Folge (Pfeiffer et al., 2001). Fiir
den GABAg1-GABAg2-Rezeptor ist die Dimerisierung sogar fiir die Funktionalitét des
Rezeptors unbedingt notwendig (Jones et al., 1998). Aufgrund der Literaturbefunde
wire zu vermuten, dass es auch bei den hier gefundenen Heterodimeren physiologische
Konsequenzen geben konnte. Die hier am Beispiel von sst2A-sst4 und sst2A-MORI in
HEK?293-Zellen durchgefiihrten funktionellen Untersuchungen zeigten jedoch, dass die
Heterodimerisierung nicht immer eine Anderung der Rezeptoreigenschaften zur

Folge hat.

Agonisten-induzierte Endozytose (Internalisierung). Die einzeln exprimierten Rezeptor-
Subtypen sst2A und sst4 unterscheiden sich funktionell im Internalisierungsmuster. So
internalisiert und desensitisiert der sst2A-Rezeptor der Ratte nach einer Stimulation mit
seinem Agonisten rasch, wéhrend dies bei dem sst4-Subtyp der Ratte nicht
nachgewiesen werden konnte (Roth et al., 1997a; Roosterman et al., 1997). Im
C-Terminus des sst5 konnte eine Domédne gezeigt werden, die fiir die Desensitisierung
und Internalisierung verantwortlich ist (Hukovic et al., 1998). Der sst4-Rezeptor enthilt
dagegen in seinem C-Terminus einen Bereich, der eine Desensitisierung und
Internalisierung verhindert. Nach einer Deletion des Bereiches oder nach einer Mutation
des Threonins™' zu Alanin ldsst sich eine Agonisten-stimulierte Internalisierung bei
sst4 beobachten (Kreienkamp et al., 1998). Es wire denkbar, dass durch die hier
gezeigte Heterodimerisierung gerade dieser Bereich in irgendeiner Form abgeschirmt
wird, so dass eine Endozytose doch stattfinden kann. Die hier durchgefiihrten
experimentellen Studien zeigten jedoch, dass die sst2A- und sst4-Rezeptoren keinerlei
Einfluss aufeinander hinsichtlich der Internalisierung haben, obwohl sie kolokalisiert an
der Membran der HEK293-Zellen vorkommen und als Heterodimere koprizipitiert
werden konnen.

Aufgrund der hier gezeigten konstitutiven Internalisierung wére es denkbar, dass der
sst4 zu kurz an der Plasmamembran verweilt, als dass eine solche physiologische
Anderung als Folge der Heterodimerisierung stattfinden kann. AuBerdem ist es mdglich,

dass der sst4 der Ratte, dhnlich wie der humane sst4 (Smally et al., 2001) einem
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schnellen Recycling unterliegt, wodurch die Anwesenheit des Rezeptors an der
Plasmamembran noch zusétzlich verkiirzt wird.

Dem stehen die hier vorgestellten Ergebnisse der Internalisierungsstudie an sst2A-
MORI1-Rezeptoren entgegen. Bei einzeln exprimierten sst2A und MORI1 in den
HEK293-Zellen befanden sich beide Rezeptoren in der Abwesenheit von Agonisten an
der Plasmamembran und endozytierten nach einer Stimulation mit eigenem selektiven
Agonisten. Im Fall einer Koexpression des sst2A-Rezeptors mit dem MORI1-Rezeptor
internalisierten jedoch nach einer Exposition mit dem sonst sst2-selektiven Agonisten
(L-779,976) beide Rezeptoren gleichzeitig. Das Muster der Endozytose blieb indessen
nach Behandlung mit dem MORI-selektiven Agonisten DAMGO ([D-Ala”Me-
Phe*,Gly’-ol]-enkephalin) bei beiden Rezeptoren unverindert.

Verdnderungen der Internalisierung, die aus einer Dimerisierung der Rezeptoren
resultieren, wurden bereits bei anderen Somatostatin-Rezeptor-Kombinationen
beschrieben. Beispielsweise endozytierten sst2 bzw. sst3 der Ratte in HEK293-Zellen
gewOhnlich nach Stimulation mit eigenem, selektiven Liganden (sst2-selektiv
L-779,976 bzw. sst3-selektiv L-796,778) dhnlich schnell und stark. Im Gegensatz dazu
verdnderte sich bei einer Koexpression der beiden Subtypen in HEK293-Zellen das
Internalisierungsmuster von sst3, aber nicht das von sst2. Der sst3-Rezeptor blieb
inaktiv gegeniiber dem sst3-spezifischen Agonisten, d.h. an der Membranoberfldche
und sst2 internalisierte unverdndert nach Stimulation mit sst2-selektivem Liganden
(Pfeiffer et al 2001). Das pharmakologische Verhalten des sst3-Rezeptors hat sich bei
den sst2-sst3-Zellen unter dem Einfluss von sst2 anscheinend veridndert. Auch humane
sstl-sst5-Rezeptor-Dimere haben eine erhohte Agonisten-Potenz und -effizienz und
ebenso eine Verdnderung der Agonisten-induzierten Endozytose zur Folge (Rocheville,
2000b).

Die Heterodimerisierung zwischen dem MORI1 und dem &-Opioid-Rezeptor hatte die
Entstehung einer neuen Bindungsseite und eine Verdnderung der G-Protein-
Kopplungseigenschaften zur Folge (George et al., 2000). Dagegen entwickeln
heterodimere x- und 8-Opioid-Rezeptoren dhnliche Ligandenbindungs- und Signal-

eigenschaften wie der k,-Rezeptor, der im Meerschweinchenhirn gefunden wurde

(Zukin et al., 1998; Jordan und Devi, 1999).
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Aktivierung der mitogen-aktiveren Proteinkinase ERKI und ERK2 (ERKI172). Eine
andere Mdoglichkeit, die physiologische Funktion des Rezeptors zu ermitteln, ist die
Messung einer Aktivierung von ERK1/2. Zwischen einzeln exprimierten sst2A- und
sst4-Rezeptoren und den koexprimierten sst2A-sst4 konnte kein Unterschied festgestellt
werden. Dies korreliert mit den Internalisierungsbefunden und bestétigt die Annahme,
dass bei dieser Rezeptor-Kombination zumindest in HEK293-Zellen keine funktionelle
Beeinflussung zwischen sst2A und sst4 stattfindet. Im Gegensatz dazu konnte der sst3-
Rezeptor infolge der Heterodimerisierung mit sst2A nach einer Exposition mit dem
sst3-selektivem Agonisten (L-796,778) die ERK1/2 nicht mehr aktivieren (Pfeiffer
etal., 2001).

Die Koexpression von sst2A mit MORI1 fiihrte zu einer Cross-Phosphorylierung
(Pfeiffer et al., 2002) und, wie diese Studie gezeigt hatte, zur Cross-Desensitisierung.
Nach einer ldngeren Priinkubation (4 h) sowohl mit dem sst2A- als auch mit dem
MORI1-selektiven ~ Agonisten desensitisieren beide Rezeptoren gleichzeitig.
Moglicherweise als Folge der Heterodimerisierung verursacht die Aktivierung von einer
der beiden Bindungstaschen der Liganden einen Konformationswechel der Rezeptoren.
Dies konnte eine Cross-Phosphorylierung erleichtern und zur Cross-Desensitisierung
von beiden Rezeptoren flihren. Dariiber hinaus wurde fiir den MORI1-Rezeptor eine
weitere Heterodimerisierung mit dem NK1 (Substanz-P-Rezeptor) nachgewiesen, die
ebenso mit einer Verdnderung der Internalisierung der Rezeptoren und Resensitisierung

der ERK1/2-Aktivitdt verbunden ist (Pfeiffer et al., in Druck).

4.3 Schlussbetrachtung

Bei den Somatostatin-Rezeptoren gibt es zwei natiirliche Liganden (ss-14 und ss-28),
welche an die fiinf Subtypen in verschiedenen Oligomeren binden konnen. Dazu
kommen Cortistatin 14 und 29, die ebenso an die Somatostatin-Rezeptoren binden
(Siehler et al., 1998; Dalm et al., 2003). Durch die Heterodimerisierung entsteht eine
Vielfalt an Rezeptor-Kombinationen, die sich funktionell in den Signalkaskaden
unterscheiden kdnnen. Vermutlich spielt der sst2A-Rezeptor dabei eine wichtige Rolle,

weil dieser sowohl in Tumorzellen (Patel, 1999; de Herder und Lamberts, 2002) als
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auch im Normalgewebe hdufig vorkommt. Im Gegensatz dazu ist die Expression
anderer Subtypen weniger dominant. Im ZNS und in der Peripherie wurden sst2A- und
sst3-Subtypen nachgewiesen (Schulz et al., 1998a b; Hindel et al., 1999; Patel 1999).
Dariiber hinaus wird sst2A mit sst5 in der Hypophyse und mit sst4 in kortikalen
Pyramidenzellen koexprimiert (Schulz et al., 1998a: Schreff et al., 2000; Schulz et al.,
2000). Obwohl sst4 und sst2B in denselben cortikalen Pyramidenzellen exprimiert
werden, befindet sich der sst2B an der Plasmamembran des Somas und der Dendriten
der Pyramidenzellen, wohingegen der sst4 eher intrazelluldr lokalisiert ist (Schulz et al.,
1998b; Schindler 1999). Die Dimerisierung setzt jedoch eine unmittelbare Nachbar-
schaft der Rezeptoren voraus. Aber an der Plasmamembran sind wegen der hier
nachgewiesenen konstitutiven Internalisierung keine physiologischen Verdnderungen
der Rezeptoreigenschaften moglich. Andererseits gibt es Hinweise, dass es im anderen
Gewebe doch zwischen sst2 und sst4 zur funktionellen Kopplung kommt,
beispielsweise im Hippokampus der Maus (Moneta et al., 2002) oder beim humanen
Prostatakrebs (Hansson et al., 2002). Es wire daher denkbar, dass die physiologischen

Konsequenzen der Heterodimerisierung bei sst2-sst4 spezies- oder zellartabhéngig sind.

Moglicherweise spielt bei der Internalisierung in diesem Fall die Anwesenheitsdauer
der Rezeptoren an der Plasmamembran eine Rolle. Wenn ein Rezeptor wie sst4 stark
konstitutiv internalisiert, bleibt er vielleicht zu kurz an der Membran (Abb. 29, gelber
Rezeptor), um von dem sst2A-Rezeptor beeinflusst zu werden bzw. diesen zu
beeinflussen (Abb. 29, roter Rezeptor). Das konnte eine Ursache dafiir sein, dass es bei
der Kombination sst2A-sst4 zu keiner Anderung der Rezeptoreigenschaften kommt,
obwohl sie sich als Heterodimere isolieren lassen. Dagegen internalisiert der MORI
(Abb. 29, griiner Rezeptor) kaum konstitutiv, sondern erst nach einer Agonisten-
Stimulation. Aus diesem Grund verweilen im nativen Zustand die MOR1-Rezeptoren
wesentlich linger an der Plasmamembran als die sst4-Rezeptoren. Dies kann vielleicht
zu einer stirkeren Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren fiihren, die die
physiologischen Veridnderungen der Rezeptoreigenschaften begiinstigen kann. So eine
Verstarkung der Interaktionen konnte, dhnlich wie bei den metabotropen Glutamat-
Rezeptoren, durch intrazelluldr interagierende Proteine (Homer) modifiziert werden
(Xiao et al., 1998). Diese binden an die C-terminalen Enden der Rezeptoren und als

bimodulare Adapter crosslinken sie miteinander oder mit anderen Proteinen. Dadurch
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Abb. 29: Schematische Erkldrung fiir die fehlenden physiologischen Konsequenzen beim sst2A-sst4-
Heterodimer (sst2A - rot, sst4 - gelb, MOR1 - griin). I: Die Rezeptoren werden aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) als Mono- oder Dimere an die Plasmamembran (PM) in den
Vesikeln befordert (die GroBe der Versikel hat hier keine Bedeutung). 2: Dort bilden die
Rezeptoren oligomere Formationen. 3: Bei Rezeptoren, die wegen der konstitutiven
Internalisierung zu kurz an der Membran verweilen, wie z.B. der hier untersuchte sst4 (gelb), hat
die Heterodimerisierung fiir die Rezeptoreigenschaften keine funktionellen Folgen
(Koimmunprézipitation ist wahrscheinlich nur moéglich, wenn die Dimerisierung im ER
stattfindet). Anders bei heterodimeren sst2A-MORI-Rezeptoren (rot-griin), bei denen eine
Veranderung der Internalisierung und eine Cross-Desensitisierung nachgewiesen wurde.

kann die postsynaptische Plastizitit beeinflusst werden. Das wiirde fiir eine
zellartspezifische Regulierung oder Verstdarkung der Dimerisierung sprechen.

Es gibt eine ganze Reihe von Zellsystemen, in denen zwei oder mehr GPCR-Arten
natiirlicherweise koexprimiert werden. Dazu gehort beispielsweise die AtT20-Zelllinie
(Hypophysentumor, Maus), bei welcher sst2 und sst5 kolokalisiert sind. Auflerdem sind
viele weitere Tumor-Zelllinien bekannt (z.B. pankreatische AR42J, Brustkrebs MCF7),
die typischerweise mehrere Subtypen der Somatostatin-Rezeptoren gleichzeitig
exprimieren. Bezugnehmend auf die hier vorgestellten Befunde reicht jedoch die
Kolokalisation nicht aus, um auf eventuelle funktionelle Kopplungen zwischen den
Rezeptoren schlieBen zu konnen.

Bei den sst2A-MORI1-Heterodimeren wurde in dieser Arbeit, im Gegensatz zu den
sst2A-sst4-Heterodimeren, auch eine physiologische Konsequenz der Dimerisierung in

den HEK293-Zellen gezeigt. Die Kombination sst2A-MORI lieB3 sich iz vivo im Locus
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Coeruleus nachweisen, wo dhnliche Folgen der Dimerisierung vermutet werden
(Pfeiffer, 2002). Auch andere Studien deuten auf die Koexistenz und funktionelle
Interaktionen zwischen sst2A und MORI1 hin (Schulz et al., 1998a, b).

Der MORI1-Rezeptor steht auch noch mit anderen GPCR in einer rdumlichen und
funktionellen Beziehung, wie beispielsweise mit dem NKI1-Rezeptor, einem Haupt-
Rezeptor der Substanz-P (Pfeiffer et al., in Druck) mit dem er auch in vivo kolokalisiert

ist (Aicher et al., 2000a, b).

Ferner konnten auch genetische Faktoren fiir die Dimerisierung von Bedeutung sein,
denn schon geringe Verdnderungen der DNA- bzw. Aminosduren-Sequenzen in der
Rezeptor-Struktur konnten den Dimerisierungsvorgang beeinflussen. Beispielsweise
konnte ein Polymorphismus, der sich bei dem humanen sst5-Subtyp im Zusammenhang
mit BPAD (bipolar affective disorder) nachweisen lieB (Leu**Met, Ala’*Val, Pro'”Ser
und Pro**Leu), auch bei der Heterodimerisierung mit dem D2-Rezeptor eine Rolle
spielen (Rocheville 2000a; Nyegaard et al., 2002).

Dariiber hinaus zeigen Tumoren wie zum Beispiel Akromegalie (sst2 und sst5), die auf
Oktreotid ansprechen, selbst nach langjéhriger Behandlung keine Resistenz. Karzinoide
dagegen, die vorwiegend sst2, sstl und sstS exprimieren, weisen nach 2-3 Jahren
Behandlungsdauer Resistenzen auf. Verschiedene Dimerisierungsmoglichkeiten unter
den Rezeptoren konnten die unterschiedliche Toleranzentwicklung bei den zwei

Tumorarten erklaren.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass bei den hier nachgewiesenen elf
Heterodimer-Kombinationen eine konstitutive Dimerisierung mit dem sst2A-Rezeptor
in HEK293-Zellen stattfindet. Die hier gewonnenen Erkenntnisse lassen die Vermutung
zu, dass die GPCR in der Plasmamembran universell eine lange Doppelreihe aus
Rezeptordimeren bilden, die schlieBlich oligomere Ketten ergeben. Infolgedessen kann
diese physikalische Ndhe der Rezeptoren zu verschiedenen physiologischen
Konsequenzen fiihren, die je nach Dimerkombination individuell und unterschiedlich
sind. Die Homologie der Dimerisierungspartner spielt dabei keine Rolle. Es ist daher zu
vermuten, dass es weitere spezies- oder zellartspezifische Mechanismen gibt, die die

Heterodimerisierung und ihre Konsequenzen regulieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Beim Menschen und anderen Sdugetieren gibt es fiinf Somatostatin-Rezeptor-Subtypen
(sstl-sst5), die zur groBen Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) der
Klasse I (rhodopsin-dhnliche) gehdren. Sie sind verantwortlich fiir die von Somatostatin
ausgehende Signaltransduktion und sind an der Regulierung der Sekretion von
Wachstums- und weiteren Peptidhormonen beteiligt.

Neuere Literaturbefunde zeigen, dass sowohl die Somatostatin-Rezeptoren als auch
andere GPCR nicht nur als monomere Funktionseinheiten, sondern als dimere oder
oligomere Einheiten existieren. Bisher wurden allerdings hauptsichlich phylogenetisch
nahe verwandte Rezeptorkombinationen getestet. Daher wurde in dieser Arbeit erstmals
die Heterodimerisierung von Somatostatin-Rezeptoren (sst2A) der Ratte mit
verschiedenen GPCR systematisch untersucht. Hierfiir wurden sst2A-exprimierende
HEK293-Zellen zusitzlich mit den Subtypen sst1-5 sowie mit dem MORI1-Rezeptor,
der ebenso zur Klasse I, jedoch zur Opioid-Familie gehort, transfiziert. Weiterhin
wurden sst2A-Zellen mit Vertretern anderer GPCR-Klassen transfiziert (Vasoaktiven
Intestinal-Peptid-Rezeptoren: VPACI1, VPAC2, Neurotensin-Rezeptoren: NT1, NT2 der
Klasse II, metabotropen Glutamat-Rezeptoren: mGluR1 und mGIluRS5 der Klasse III).
Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob Rezeptoren unter diesen Bedingungen
miteinander dimerisieren und ob die phylogenetische Entfernung zwischen den
Rezeptoren dabei eine Rolle spielt. Zunédchst wurde die Homodimerisierung des sst2A-
Rezeptors und die Heterodimerisierung von sst2A mit MORI1 in lebenden HEK293-
Zellen mittels BRET (Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfer) und an isolierten
Rezeptoren durch Koimmunprizipitation (Ko-IP) nachgewiesen. Ferner konnte nach
Ko-IP im Immunoblot gezeigt werden, dass sich alle der hier untersuchten
Kombinationen sst2A-T7-X (X= ss1, sst2, sst3, sst4, sst5, VPAC1, VPAC2, NT1, NT2,
mGIuR1 und mGIuRS) unabhédngig von der GPCR-Klasse mit dem sst2A-Subytp als

Heterodimere koprézipitieren lieBen (Ko-IP).
Dariiber hinaus wurde exemplarisch bei den Heterodimeren sst2A-sst4 und sst2A-

MORI nach dimerisierungsbedingten funktionellen Verdnderungen gesucht, weil die in

der Literatur bisher beschriebenen Heterodimere oft verdnderte Rezeptoreigenschaften

&9



ZUSAMMENFASSUNG

zeigten. In dieser Arbeit wurde mittels Immunzytochemie und Konfokalmikroskopie die
agonisten-induzierte Endozytose (Internalisierung) und im Immunoblot die Aktivierung
der mitogen-aktivierten-Kinase ERK1 und ERK?2 bestimmt.

Obwohl die Heterodimere sst2A-sst4 in Abwesenheit von Agonisten an der
Plasmamembran kolokalisiert waren, verhielten sich beide Rezeptoren, verglichen mit
der sst2- und sst4-Zelllinie, unverandert. Der sst2-Rezeptor internalisierte ausschlieBlich
nach Exposition mit dem sst2-selektiven Liganden [.-779,976 und blieb von dem sst4
selektiven Liganden L-803,087 unbeeinflusst. Dagegen internalisierte der sst4-Rezeptor
lediglich konstitutiv, unabhéngig von einer Stimulation. Auch im Fall der Aktivierung
von ERK1/2 konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen einzeln exprimierten
sst2A- und sst4-Rezeptoren und den koexprimierten sst2A-sst4-Rezeptoren festgestellt

werden, obwohl sich diese als Heterodimere mittels Ko-IP isolieren lieB3en.

Im Gegensatz dazu verdnderte sich signifikant das Internalisierungsmuster von sst2A
nach einer Koexpression mit MOR1 im Vergleich zu einzeln exprimierten sst2A-Zellen.
In der Abwesenheit von Agonisten befanden sich die einzeln exprimierten sst2A- und
MOR1-Rezeptoren an der Plasmamembran. Sie endozytierten ausschlieBlich nach einer
Stimulation mit eigenen spezifischen Agonisten. Bei der Koexpression von beiden
Rezeptoren internalisierte MOR1 weiterhin nur nach Behandlung mit MOR 1-selektiven
DAMGO ([D-Ala?,Me-Phe’,Gly -ol]-enkephalin) unverindert. Jedoch nach einer
Stimulation mit dem sst2A-spezifischen Liganden L-779,976 internalisierten beide
Rezeptoren zusammen. Dariiber hinaus wurde eine Cross-Desensitisierung der
Aktiverung von ERK1/2 bei dieser Kombination nachgewiesen. Dabei desensitisierten
signifikant beide Rezeptoren nach einer Prdinkubation (4 h) mit L-779,976 oder
DAMGO und konnten anschlieBend mit den eigenen Agonisten nicht mehr stimuliert

werden.

Die Experimente zeigen, dass Heterodimerisierung des sst2A ein hdufiges Phdnomen
ist, jedoch nicht immer zur Modulation der Rezeptoreigenschaften fiihren muss. Dabei
spielt der phylogenetische Verwandtschaftsgrad vermutlich keine Rolle. Wahrscheinlich
bilden alle GPCR in der Plasmamembran lange oligomere Doppelketten, aus denen
unterschiedliche physiologische Konsequenzen resultieren konnen. Moglicherweise gibt
es zusitzliche gewebe- bzw. zellspezifische Mechanismen, die die Heterodimerisierung

und ihre Konsequenzen regulieren.
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7.1 Abkiirzungen und Dimensionen
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et al.
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