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I. Einleitung

Schon die alten Sumerer in Siidbabylonien vor rund 6000 Jahren kannten die Wirkung des
getrockneten Kapselsaftes aus Schlafmohn (Papaver somniferum). Eine erste schriftliche
Erwédhnung der schmerzlindernden Effekte dieses Pflanzenproduktes findet man bereits in den
Schriften des Theophrastus im dritten Jahrhundert vor Christus. Doch erst 1804 konnte der
Paderborner Apotheker Friedrich Sertiirner das Hauptalkaloid des Opiums Morphin in seiner
Reinstform isolieren. Im weiteren Verlauf des 19. Jahrhunderts wurden dann eine Reihe
weitere Opiumalkaloide identifiziert, welche in der Medizin weltweite Verbreitung fanden, so
zum Beispiel das Codein (entwickelt von Robiquet 1832) oder Papaverin (entwickelt von
Merck 1848; zusammengefallt dargestellt von Seefelder, 2000). Thre Wirkung entfalten die
Opiate vorwiegend im Nervensystem. Die dabei ausgelosten Effekte konnen zum Beispiel
Analgesie, Schlifrigkeit, Stimmungsverdnderungen (Euphorie / Dysphorie), Atemdepression,
Antidiurese und Ubelkeit sein. Aufgrund der Ausbildung von psychischer und physischer
Abhédngigkeit sowie der Toleranzentwicklung durch die Opiate ist ihre klinische
Anwendbarkeit jedoch eingeschrinkt. Andererseits finden die Opiate Verwendung als
Rauschdrogen und die Vermarktung nimmt einen betrichtlichen Teil des international
organisierten Verbrechens ein, deren Bekdmpfung erhebliche volkswirtschaftliche Kosten
hinterl4ft.

Die Behandlung der Abhédngigen und das Verstindnis um die zelluldren Hintergriinde der
Schmerzempfindung oder Sucht fiihrten zu intensiven tierexperimentellen und
molekularbiologischen, pharmakologischen Untersuchungen. In deren Verlauf zeigte sich,
dafl die Opiatwirkungen auf zelluldrer Ebene durch die Bindung an spezifische
Opioidrezeptoren vermittelt werden. Diese besitzen Bindungsstellen fiir pflanzliche Alkaloide
als auch fiir korpereigene endogene Opioidpeptide, wie zum Beispiel f-Endorphin,
Enkephalin und Dynorphin, welche durch die Rezeptoren mit unterschiedlicher Affinitét
gebunden werden. Durch radioaktive Ligandenstudien konnte die Existenz von mehreren
Opioidrezeptoren bestdtigt werden (Chang und Cuatrecasas, 1979; Chang et al., 1979). Es
wird zwischen p-, 8- und k-Opioidrezeptoren unterschieden, welche eine spezifische
Verteilung im Gehirn und charakteristische pharmakologische Eigenschaften aufweisen.
Gegenstand der Untersuchungen dieser Arbeit ist der p-Opioidrezeptor (MOR1), der im Jahre
1993 kloniert werden konnte (Chen et al., 1993; Fukuda et. al., 1993). Seit dieser Zeit wurden
eine Reihe von Isotypen des p-Opioidrezeptors der Ratte (rMORI1B; Zimprich et al., 1995(a))
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beziehungsweise der Maus (mMOR1C-N) und des Menschen (hMOR-1A, -10 und -1X)
identifiziert (Pan et al., 2001 und 2003).

Nach der Aktivierung des p-Opioidrezeptors wie auch der 0- und k-Rezeptoren hemmen diese
die Adenylatzyklase-Aktivitit (Evans et al., 1992) sowie Kalziumkanéle vom N-Typ (Tallent
et al., 1994) und vom L-Typ (Piros et al., 1995), wohingegen die Aktivitit der Phospholipase
C gesteigert wird. Es kommt zu einer Erhéhung des intrazelluldren Kalziumspiegels (Spencer
et al., 1997; Zimprich et al., 1995(b)), einer Aktivierung G-protein-gekoppelter Kaliumkanéle
(Henry et al., 1995) und der mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1 und ERK2 (Fukuda et
al., 1996).

(NHp)

extrazellulire Seite

(COOH)
intrazellulire Seite

Abbildung 1: Darstellung eines G-protein-gekoppelten Rezeptors. Die 7 Transmembrandoménen sind als
Zylinder gezeichnet. Die intrazelluldren Schleifen und die benachbarten Transmembrandoménen sind fiir die G-

Protein-Kopplung von Bedeutung. Schema nach lismaa et al., 1995.

Die Opioidrezeptoren gehdren zur Familie der G-protein-gekoppelten Rezeptoren, welche

zirka 1000 bekannte Rezeptoren umfallit. Diese Gruppe ist durch sieben hydrophobe helikale
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Transmembrandomédnen charakterisiert, die zur Verankerung des Rezeptors in der Membran
dienen. Der N-Terminus befindet sich im Extrazellulirraum und der C-Terminus im
Intrazelluldrraum. Die sieben Transmembrandominen sind durch drei unterschiedlich grof3e
intrazelluldre und extrazelluldre Schleifen miteinander verbunden. In der Abbildung 1 (S. 2)
wurde der Aufbau eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors schematisch dargestellt. Mittels
rontgenkristallographischer Analyse konnte die angenommene strukturelle Anordnung
bestdtigt werden, wonach die sieben Helices biindelformig in die Membran eingebettet sind.
Die Bindung der spezifischen Liganden (first messenger) erfolgt durch die extrazelluldre
Doméne des Rezeptors mit hoher Affinitdt und fiihrt zu einer Konformationsédnderung des
Rezeptors, was eine Kopplung der intrazelluliren Schleifen und direkt benachbarter
Transmembrandominen mit spezifischen G-Proteinen und deren Aktivierung zur Folge hat.
Ein G-Protein besteht aus den drei Untereinheiten a., {3, und y. Die a-Untereinheit besitzt eine
Bindungsstelle fiir Guanin-Nukleotide (Guanosindiphosphat [GDP] beziehungsweise
Guanosintriphosphat [GTP]) und beinhaltet die GTPase-Aktivitit. Uber den hydrophoben
Komplex der - und y-Untereinheit ist das G-Protein in der Membran verankert, wo es im
inaktiven Zustand als Trimer der drei Untereinheiten ohne Kopplung an den Rezeptor
vorliegt. Nach der Bindung des Liganden an den Rezeptor und der Assoziation mit dem
trimeren G-Protein kommt es zum Austausch von GDP gegen GTP an der a-Untereinheit und
der Abtrennung der fy-Untereinheit von dem terndren Komplex aus Ligand, Rezeptor und
trimeren G-Protein. Die Aktivierung des G-Proteins fiihrt zur Regulation von spezifischen
Effektorsystemen durch die G-Protein-Untereinheiten o und fy. Dadurch kommt es zur
Bildung von sogenannten second messenger-Molekiilen, die iliber nachgeschaltete
Signaltransduktionskaskaden weitere Enzymsysteme kontrollieren.

Der Opioidrezeptor ist an ein Gi-Protein gekoppelt, ein inhibitorisches G-Protein, welches die
Aktivitdt der Adenylatzyklase hemmt. Da das Enzym die Entstehung von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) stimuliert, einem wichtigem second messenger der Zelle,
verringert die Inhibition der Adenylatzyklase den cAMP-Spiegel der Zelle. Die Aktivierung
der Py-Untereinheit kann zum Beispiel die Aktivitit von G-protein-gekoppelten
Kaliumkanélen oder Rezeptorkinasen regulieren. Aufgrund der konstitutiven enzymatischen
Aktivitit der a-Untereinheit wird anschlieBend das gebundene GTP hydrolysiert, was zur
Auflosung des Komplexes mit dem Rezeptor und zur Heterotrimerisierung der Untereinheiten
zum inaktiven G-Protein fiihrt (Kaziro et al., 1991). Der Rezeptor kehrt entweder in seinen

Ruhezustand zurtick oder aktiviert weitere G-Proteine.
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Der chronische Gebrauch von Agonisten hat eine Abnahme der Rezeptoraktivitit zur Folge,
so daB hohere Dosen notwendig sind um dieselbe Wirkung zu erzielen. Dieses als Toleranz
(GewoOhnung) bezeichnete Phanomen wirkt sich insbesondere auf die zentral ddmpfenden
Eigenschaften der Opioidanalgetika aus, indem es die Effekte der Atemdepression, Analgesie
und Sedation verringert. Fiir die Reduktion der Opioidrezeptoraktivitét lassen sich drei
verschiedene Mechanismen verantwortlich machen: die Desensitisierung (Entkopplung des
Rezeptors von rezeptor-aktivierten Effektorsystemen), die Internalisierung (Entfernung des
Rezeptors aus der Membran) und die Verringerung der Rezeptorenzahl (downregulation =
Herunterregulation). Dabei werden die Desensitisierung und Internalisierung des Rezeptors
als frithe adaptive Prozesse angesehen, wéhrend es sich bei der Herunterregulation um die
Folge einer Langzeitanpassung der Zelle nach einer chronischen Agonistengabe handelt. Die
Ursache der downregulation des Opioidrezeptors kann in einem Abbau (Degradation) des
internalisierten Rezeptors und/oder in einer Abnahme der Rezeptorneusynthese (Verringerung
der Expressionsrate) liegen. Der primdre Mechanismus der Desensitisierung und
Internalisierung des Opioidrezeptors ist die agonisten-induzierte Phosphorylierung des
Rezeptors. Hierbei spielen G-protein-gekoppelte Proteinkinasen (GRKs) und second
messenger-regulierte Proteinkinasen (zum Beispiel die CaM Kinase II) eine wichtige Rolle,
indem sie nach der Bindung des Agonisten und der Aktivierung des Rezeptors
Aminosdurereste (Serine und Threonine) am C-Terminus des Opioidrezeptors
phosphorylieren. Die Phosphorylierung des aktivierten Rezeptors fiihrt zur Bindung von f-
Arrestinen und damit zur Entkopplung des Rezeptors von seinen G-Proteinen
(Desensitisierung). Dariiber hinaus ist die Bindung von B-Arrestinen ein entscheidender
Schritt fiir die Internalisierung des G-protein-gekoppelten Rezeptors. Sie fiihrt zur Auslosung
der Endozytose des Opioidrezeptors durch die membranire Translokation von AP2
(Adapterprotein 2) und Clathrin (Conner und Schmid, 2003). Dieser ProzeB kann einerseits
zur Reaktivierung des Rezeptors durch Dephosphorylierung und zum Riicktransport des
Rezeptors in die Plasmamembran fiihren (Resensitisierung) oder andererseits die Degradation
des Rezeptors und somit eine Verringerung der Rezeptorenzahl nach sich ziehen. Die
Entscheidung héngt von der Dauer der chronischen Agonistenbehandlung ab (Koch et al.,
2002). In diesem Zusammenhang konnten Tsao und von Zastrow (2000) das unterschiedliche
postendozytische Schicksal des 0-Opioidrezeptors im Vergleich zu den anderen

Opioidrezeptoren zeigen. Nach der Endozytose des 8-Opioidrezeptors kommt es ndmlich
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durch spezifische Sortierungsoperationen zu einer stirkeren Degradation des Rezeptors in den
Lysosomen.

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde nach neuen intrazelluldren Interaktionspartnern des p-
Opioidrezeptors gesucht, die an der Endozytose des Rezeptors beteiligt sein konnten. Dazu
wurde das sogenannte yeast two hybrid-System verwendet (Fields et al., 1989). Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der Induktion von Reportergenen, welche durch die
Wechselwirkung zweier getrennter Doménen eines Transkriptionsfaktors ausgelost werden.
Der dazu verwendete Hefetranskriptionsfaktor GAL4 besteht aus einer Aktivierungs- und
einer Bindungsdoméne. Die cDNA beider Doménen wird von zwei getrennten Vektoren
kodiert. Fiir unsere Suche verwendeten wir auf der einen Seite eine cDNA-Bibliothek aus der
Ratte als Vektor und auf der anderen Seite einen Teil des p-Opioidrezeptors (MOR1; C-
terminale Aminosduren 340 bis 398) der gleichen Spezies. Im Falle einer Interaktion der
Proteine fiihrte die rdumliche Anndherung der Aktivierungs- und DNA-Bindungsdomine von
GAL4 zur Expression des Reportergens. Auf diesem Wege konnten 280 positive Klone
identifiziert werden. Davon wurden sechs Klone weiter untersucht und die Interaktion mittels
nachfolgender Kontrollversuche des yeast two hybrid-System bestitigt. Bei einem Klon
handelte es sich dabei um eine Ratten-cDNA, welche fiir den NH,-Terminus der
Phospholipase D2 kodierte (NH,-terminale Aminoséuren 116 bis 226; Koch et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beziehung zwischen MOR1 und Phospholipase D2
(PLD2) untersucht. Die Phospholipase D hydrolysiert Phosphatidylcholin (PC) als Bestandteil
von zelluliren Membranen zu Phosphatidsédure (PA) und Cholin (Hanahan und Chaikoff,
1947). Daneben katalysiert die PLD eine Transesterfizierungs-Reaktion
(Transphosphatidylierung). Das heil3t, da3 das Enzym neben Wasser auch kurzkettige primére
Alkohole als Phosphatidyl-Gruppen-Akzeptor =zuldfit. Die resultierenden
Phosphatidylalkohole werden nur durch die Phospholipasen gebildet und sind kein natiirlicher
Bestandteil biologischer Membranen. Sie finden daher als sensitive Marker der PLD-
Aktivierung in kultivierten Zellen Verwendung (Morris et al., 1997). In der Abbildung 2 (S.
6) sind die beiden PLD-Reaktionen schematisch dargestellt.
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PLD

R{—0
o—-il'*-o—cHz-cHg-N‘f{c:Hapa

&
Phosphatidyicholin (PC)
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R—CO—0—CH, R—C0O—0—CH,
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5 -
Phosphatidylalkohol Phosphatidsaure (PA)

Abbildung 2: Hydrolyse und Transphosphatidylierung von Phosphatidylcholin durch die Phospholipase
D. X = Kohlenstoffrest des Alkohol, z.B. C,H; fiir Ethanol.

Die Phospholipase D gehort zusammen mit der Phospholipase C, der Phospholipase A, und
der Shingomyelinase zur Gruppe der phosphoinositid-spezifischen Proteine. Dabei handelt es
sich um phospholipid-degradierende Enzyme, nach deren Aktivierung biologisch aktive
Produkte entstehen, welche wichtige Funktionen in der Zellregulation einnehmen. Die
Aktivitédt dieser Enzyme kann durch zahlreiche Rezeptoren und Agonisten stimuliert werden
und resultiert in einer Modifikation von verschiedenen Lipidbestandteilen der Membranen
und fiithrt zur Translokation und Modulierung von spezifischen Zielproteinen (Liscovitch et
al., 2000).

Zusammen mit der Phosphatidylserinsynthase, Cardiolipinsynthase, tyrosyl-DNA
Phosphodiesterase, zwei bakteriellen Endonukleasen, einem Toxin des Bakteriums Yersinia
pestis und zwei Hiillproteinen des Poxvirus gehort die PLD zu einer PLD-Superfamilie,
welche durch die Gegenwart eines oder mehrerer HxKxxxxD-Motive (HKD; Histidin-Lysin-
Asparaginsdure Abbildung 3, S. 8) gekennzeichnet sind. Eine Mutagenese dieses Motivs

fiihrt zum Verlust der katalytischen Funktion des Enzyms. Bei Sdugetieren werden zwei
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Isoformen der PLD unterschieden, wobei die Phospholipase D1 noch in die Spleilvarianten
la und b unterteilt werden kann. Zwischen der PLD1 und 2 besteht eine Homologie von 50-

53% (Tabelle 1).

PLD1 PLD2
Strukturelle Eigenschaften: 2 existierende Spleifivarianten: PLD2 (933 AS), 50 % Homologie
PLD1a (1072 AS) und mit der PLD1
PLD1b (1036 AS)
Aktivierbar durch: ARF, RhoA, PKC ARF, PKC
Gehemmt durch: Synuclein
PLD1a: Lunge, Herz, Milz Gehirn, Herz, Nieren
Hochste Expression: PLD1b: Nieren, Diinn- und
Dickdarm, Leber
Intrazellulire Membranen: Plasmamembran, Vesikel nahe der
Subzellulire Lokalisation: Kernhiille, Endoplasmatisches Plasmamembran (endozytotische
Retikulum, Golgi-Apparat, Vesikel), Caveolae
Transport/sekretorische Vesikel
Mogliche Funktion: Regulation der Exozytose Regulation der Endozytose

Tabelle 1: Vergleich der PLD-Isoformen.

Die PLD2 besitzt vier konservierte Regionen, eine Pleckstrin-Homologie- (PH) sowie Phox-
Homologie-Doméne (PX) im Tandem am NH,-Terminus. Die Doménen sind fiir die
Phospholipid- und Proteinbindung verantwortlich. Im Zusammenhang mit dem moglichen
Bindungsort zwischen dem MOR1 und PLD?2 ist von Interesse, da3 es sich bei dem Stiick der
PLD2, welches im yeast two hybrid-System identifiziert werden konnte, um den Hauptteil der
Phox-Homologie-Doméne handelt (Aminosduren 63-192; Abbildung 3, S. 8).

Die Aktivitdt der Phospholipase D ist von der Konzentration an Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphat (PIP,) abhidngig (Divecha et al., 2000). Die PH-Doméne und eine konservierte
Sequenz zwischen den Doménen II und III sind Bindungsstellen fiir PIP,. Das Phospholipid,
deren Hydrolyse durch die Phospholipase C zu Diacylglycerol und Inositol 1,4,5-triphospat
(IP3) die Proteinkinase C aktiviert und die Kalzium-Freisetzung erhoht, wirkt als Kofaktor bei
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der Regulation der PLD-Aktivitdt. Die Steuerung der beiden Sdugetier-PLDs erfolgt dabei
mittels unterschiedlicher Mediatoren. So wird die PLD1 durch ARF (ADP-
Ribosylierungsfaktor) und RhoA, zwei kleinen G-Proteinen, positiv reguliert. AuBBerdem fiihrt
die Stimulierung der Proteinkinase C zu einer Aktivitdtssteigerung der Phospholipase D1. Die
PLD2 wird in erster Linie durch ARF positiv reguliert, wihrend das cytosolische Protein
Synuclein die Funktion der Phospholipase D2 hemmt (Tabelle 1, S. 7; Pronin et al., 2000).
Diskutiert wird auch, dafl die Tyrosinkinaseaktivitit steuernd in den Prozefl der PLD2-
Aktivierung eingreift und dall die PLD2-Lokalisierung und -Aktivitit durch die Tyrosin-
Phosphorylierung beeinflufit wird (Exton, 2002).

PX PH | 1l i 1V

hPLD2 933 AS

PIP,-Bindungsorte HKD

Y 2H-Klon (NH_-terminale AS 116-226)

Abbildung 3: Struktur der PLD2 und Lage des identifizierten yeast two hybrid-Klons. 1I-IV (rot),
konservierte Doménen, Bestandteil aller PLDs. Die Phox-Homologie-Doméne (hellgriin) befindet sich am N-
terminalen Ende der Sequenz. An die PX-Doméne schlieBt sich die Pleckstrin-Homologie-Doméine (PH; blau)
an. Struktur der PLD2 nach Liscovitch et al. (2000). Die Doménen II und IV enthalten ein kurzes Sequenzmotiv
(HKD), das eine bedeutende Rolle in der katalytischen Funktion des Enzyms spielt (Sung et al., 1997; Gottlin et
al., 1998). Die PH-Doméne und eine konservierte Sequenz zwischen den Doménen II und III enthilt

Bindungsstellen fiir PIP, (Exton, 2002).

Unterschiede zwischen der PLD1 und 2 gibt es auch hinsichtlich der Expression in den
verschiedenen Sédugetier-Geweben. Die PLD1 weist die hochsten Expressionsraten in den
Nieren und der Lunge aus, wobei die Phospholipase D1b als Hauptform hauptséchlich in den
Nieren, dem Diinn- und Dickdarm und der Leber exprimiert wird, wohingegen die PLD1la
vorwiegend in der Lunge, Milz und dem Herzen der Ratte zu finden ist. Die PLD2 wird
ubiquitdr exprimiert. Hochste Konzentrationen finden sich im Gehirn, Herzen und in den
Nieren von Nagetieren. Im Menschen finden sich sehr hohe PLD2-Spiegel in der Prostata,
Placenta und dem Thymus, Herzen, Pankreas, den Nieren und der Lunge (Tabelle 1 (S. 7);
Lopez et al., 1998; Liscovitch et al., 2000).



L. Einleitung 9

Die PLD1 und PLD2 sind membran-assoziierte Enzyme. Posttranslationale Modifikationen
beeinflussen die Interaktion mit den Membranen. Xie et al. (2002) konnten zum Beispiel
zeigen, daB Modifikationen in Form einer Palmitoylierung oder Serin/Threonin-
Phosphorylierung essentiell fiir die enzymatische Aktivitdt und Membranlokalisierung der
PLD1 und PLD?2 sind. Zwischen der PLD1 und PLD2 gibt es jedoch deutliche Unterschiede
hinsichtlich der subzelluliren Lokalisation. Wihrend die PLD1 in der Kernhiille, dem
Endoplasmatischem Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat zu finden ist, handelt es sich bei
der PLD2 um ein plasmamembran-assoziiertes Enzym. Aufgrund des Vorhandenseins der
PLD1 in den Membranen der Transport- und sekretorischen Vesikel wird auf eine mogliche
Aufgabe in der Exozytose geschlossen. Im Gegensatz dazu diirfte die Aufgabe der
endosomal- beziehungsweise plasmamembran-lokalisierten PLD2 in der Endozytose liegen
(Tabelle 1, S.7; Liscovitch et al., 2000).

Extrazellulare Stimuli in Form von Neurotransmittern, Hormonen, Wachstumsfaktoren und
Zytokinen/Chemokinen koénnen die PLD2 aktivieren. So wird die PLD durch zahlreiche G-
protein-gekoppelte Rezeptoren wie den Vasoaktiven-intestinalen-Polypeptid- und Pituitéren-
Adenylatzyklase-aktivierenden-Polypeptid-Rezeptoren (VPAC- und PAC-Rezeptoren), dem
metabotropen Glutamat-Rezeptor, den M;-Ms-muscarinergen Rezeptoren oder dem D»-
Dopamin-Rezeptor stimuliert (Mcculloch et al., 2001; Sandmann et al., 1991; Senogles et al.,
2000). Fiir das weitere Verstdndnis der Funktion der PLD trug die Identifizierung der
Interaktion zwischen der Phospholipase D und dem Epidermalen-Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGF-R) bei. Slaaby et al. (1998) konnten zeigen, da3 die EGF-Rezeptor-Stimulierung durch
EGF zur Aktivierung der PLD1 und D2 fiihrte. Darauf aufbauend untersuchten Shen et al.
(2001) die Rolle der PLD in der rezeptor-vermittelten Endozytose des EGF-Rezeptors. Sie
fanden heraus, daB die Uberexpression der PLD und deren Regulatoren (zum Beispiel PKCo.)
zu einer beschleunigten Internalisierung des Rezeptors fiihrt, wihrend katalytisch inaktive
Mutanten der PLD1 und D2 eine Hemmung der Endozytose zur Folge haben. Es ist daher
vorstellbar, daB3 die Phospholipase D eine wichtige Rolle im Prozefl der agonisten-
vermittelten Endozytose von Rezeptoren spielt. Um diese Hypothese zu untermauern, sollten
die Untersuchungen zur liganden-induzierten Endozytose auch auf andere G-protein-
gekoppelte Rezeptoren ausgedehnt werden. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb der
Einflu der Phospholipase D2 auf die Rezeptoraktivitit des MORI1 als Beispiel eines G-

protein-gekoppelten Rezeptors demonstriert werden.
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Aufgabenstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Funktion der Phospholipase D2 bei der
Desensibilisierung und Internalisierung des p-Opioidrezeptors zu charakterisieren. Ausgehend
von den Befunden im yeast two hybrid-System sollte die Interaktion zwischen MOR1 und
PLD2 mit Hilfe der Koimmunoprézipitation in eukaryontischen Zellen bestétigt werden.
Weiterhin miiite der Mechanismus der PLD2-Aktivierung durch den MOR1 analysiert
werden, insbesondere sollte gekldart werden ob die Aktivierung ARF- oder PKC-abhingig
erfolgt. In einem weiteren Ansatz sollte der Einflul der Phospholipase D2 auf die MOR1-
Endozytose untersucht werden. Dabei miifite gepriift werden, wie sich die Stimulierung oder
Hemmung der PLD2-Aktivitidt auf die agonisten-induzierte Internalisierung des MORI1
auswirkt. SchlieBlich ist das Ziel dieser Arbeit, den Einflufl der Aktivierung beziehungsweise
Hemmung der PLD2 auf die De- und Resensitisierung des MOR1 zu bestimmen. Die
Untersuchungen sollten dazu beitragen, neue Einblicke in die Mechanismen der agonisten-

induzierten Endozytose des p-Opioidrezeptors zu ermoglichen.
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II. Material und Methoden

1. Material

1.1. Verbrauchsmaterialien

* Deckgldser, rund @ 15 mm, Firma. Gaudig, Osterweddingen

* DC-Fertigplatten, SIL G-25, Fa. Machery-Nagel, Diiren

*  Objekttriger, Glas, SuperFrost und SuperFrost Plus, Fa. Menzel, Braunschweig
* Finmalpipetten, verschiedene GroBen, Fa. Greiner, Frikenhausen

* Pipettenspitzen, verschiedene GroBen, Fa. Greiner, Frikenhausen

*  Gewebekulturflaschen / Gewebekulturschalen, Fa. Greiner, Frikenhausen

*  Zentrifugenréhrchen, aus Polypropylen, 15 und 50 ml, Fa. Greiner, Frikenhausen
* Reaktionsgefifse, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

* Zellkulturplatten, 6, 12 oder 24 Vertiefungen, Fa. Biochrom, Berlin

*  96-Loch-Platten, Fa. Greiner, Frikenhausen

* Szintillatorrohrchen, aus Polypropylen, 8 ml, Fa. Packard, USA

* Dia-Filme / Fotopapier, Agfa beziehungsweise Fuji

Ferner das iibliche Laborzubehor und Glasgebrauchsmaterial.

1.2. Chemikalien und Radioisotope

Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders erwihnt, von folgenden Firmen erhalten:
Bachem (Heidelberg), Biochrom (Berlin), Biozym (Hess. Oldendorf), Calbiochem
(Schwalbach), Chemaprol (Prag), Dianova (Hamburg), Fluka (Neu-Ulm), Gibco (Eggenstein),
Gramsch (Schwabhausen), ICN (USA), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen).

Reinstwasser wurde durch Umkehrosmose mit dem Milli-Q® Plus 10 Water System

(Millipore Corporation, Eschborn) gewonnen.
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Reagenzansitze:
*  cAMP-radioimmunoassay-Kit, Fa. Amersham Bioscience, Braunschweig
* Sequenzier-Kit, Fa. Li-cor, USA
*  DNA-Aufreinigungs-Kits, Fa. Qiagen, Hilden
*  ABTS-Lésung (Diammonium-2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-sulfonat)), Fa. Roche

Molecular Biochemicals

Radioisotope:
* [1,2,3-H]-Glycerol (1 uCi/ml; 40 Ci/mmol), American Radiolabeled Chemicals, USA
* [’H]-DAMGO (1 pCi/ml; 50 Ci/mmol), PerkinElmer, Belgien

1.3. Enzyme und Oligonukleotide

Die verwendeten Enzyme wurden bezogen von:
* PCR-Reagenzien, Fa. Promega
* Ligase, Ligationspuffer, Fa. Gibco, Eggenstein
* Restriktionsenzyme: Hind 111, Xba I, Fa. New England Biolabs, Frankfurt a. M.
* Oligonukleotide, Fa. Metabion, Martinsried.

Verwendete Oligonukleotide:
* pcDNA3.1-Hindlll forward (Sequenz 5’-GCG GCC GCG AAG CTT ATG ACG
GCG ACC CCT GAG -3’)
* pcDNA3.1-Xbal revers (Sequenz 5’-CCA GCC ACC TCT AGA ACC AGC GAT
AAC AAA CTT -3”)
1.4. Zellinien
HEK?293: humane embryonale Nierenzellinie (ATTC CRL 1573)

1.5. Vektoren, rekombinante Expressionsplasmide und Antikorper

pEAKI10 (Edge Bio System, USA)
pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe)
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verwendete rekombinante Expressionsplasmide:

rMOR [-Expressionsplasmid

Die cDNA des p-Opioidrezeptors aus der Ratte wurde von Dr. Thomas Koch am NH»-
Terminus mit HA (H&magglutinin) markiert und in ein pEAK10-Expressionsvektor
subkloniert.

hPLD2- bzw. hPLD1b-Expressionsplasmid

hPLD2- bzw. hPLD1b-pcDNA3.1 (zur Verfligung gestellt von Dr. S. Ryo, Pohang,
Stidkorea)

Verwendete Antikorper:

Kaninchen Anti-Mensch Phospholipase D Anitkorper (Dr. S. Ryo, Siidkorea)

Maus Anti-Mensch ARF (ADP-Ribosylierungsfaktor) Antikorper (Dianova,
Hamburg)

Affinitdtsgereinigter polyklonaler Kaninchen Anti-HA Antikérper (Gramsch
Laboratorium, Schwabhausen)

Cyanin 3 Anti-Kaninchen HA, sekundérer Antikorper (Dianova, Hamburg)

Meerrettichperoxidase Anti-Kaninchen/Maus (Amersham Bioscience, Braunschweig)

1.6. Losungen und Kulturmedien

Anodenpuffer [
bestehend aus:
0,3 M Tris
20% Methanol

Anodenpuffer 11
bestehend aus:
25 mM Tris
20% Methanol

2x BES-buffered Solution (BBS)
bestehend aus:

50 mM BES (N,N-bis[2-Hydroxyethyl]-2-aminosulfonséure)
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280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO, x 2 H,O
Die Substanzen werden in 400 ml Aqua bidest geldst, der pH auf 6,95 mit 1 N NaOH
eingestellt, auf 500 ml aufgefiillt, steril filtriert und bei -20°C in Reaktionsgefdfien
aufbewahrt.

*  Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (0,5 M, pH 8,0)
18,6 g EDTA x 2 H,O werden in 80 ml Aqua bidest gelost, der pH wird auf 8,0 mit
NaOH eingestellt und anschlieend autoklaviert.

* Homogenisierungspuffer (pH 7,6)
bestehend aus:
10 mM TRIS
5mM EDTA
3 mM EGTA
250 mM Sucrose
Proteinaseinhibitoren (10 pg/ml Leupeptin, 1 pg/ml Pepstatin A, 1 pg/ml
Aprotinin, 0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 10 pg/ml Bacitracin)
Iodoacetamid (1,85 mg/ml; 10 mM)

*  Hepes-Puffer
bestehend aus:
150 mM NacCl
20 mM Hepes
5 mM EDTA
3 mM EGTA
Proteinaseinhibitoren (siche Homogenisierungspuffer)

Dodecyl-f-maltosid (4 mg/ml)

* Kathodenpuffer
bestehend aus:
40 mM 6-Aminocapronsdure

20% Methanol
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LB-Medium
20 g LB broth base werden mit Aqua bidest auf 1 1 aufgefiillt, griindlich geriihrt und

autoklaviert.

LB-Ampicillin-Agar
Die benoétigte Menge an autoklaviertem LB-Agar wird geschmolzen und auf 55 °C
abgekiihlt. Die entstandene Suspension wird mit Ampicillin (100 pg/ml) versetzt und

auf Petrischalen verteilt.

SDS-Probenpuffer
bestehend aus:
62,5 mM TrisHCI (pH 6,8)
100 mM DL-Dithiothreitol
2% SDS (Dodecylsulfate)
20% Glycerol
0,005 Bromphenolblau

Tris/phosphate-buffered saline (TPBS 15 x)
bestehend aus:
7,5 g Thimerosal
18,6 g Tris
135 g NaCl
0,2 M Phosphatpuffer:
132,8 ml Losung A: 27,9 g NaH,PO,4 x H,O auf 1 1 Aqua bidest und
566,7 ml Losung B: 35,63 g Na,HPO4 x 2 H,O auf 1 1 Aqua bidest
Die Substanzen werden in 800 ml Aqua bidest gelost, der pH auf 7,5 mit
konzentrierter HCI eingestellt und auf 1 1 aufgefiillt.

Zamboni-Fixierlosung
350 ml gesittigte Pikrinsdure und 80 g Paraformaldehyd werden in einer 500 ml
Flasche auf 60°C erhitzt. Tropfenweise wird NaOH-Losung dazugegeben bis das

Paraformaldehyd geldst ist. Das Gemisch wird in eine 2 1 Flasche filtriert und mit
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Phosphatpuffer (6,62 g NaH,PO4 x H,O und 44,8 g Na,HPO, x 2 H,O geldst in 2 1
Aqua bidest) aufgefiillt.

o Zellkulturmedien und Zusditze:

1.7. Geriite

DMEM-Medium (Dulbecco’s modified Eagle-Medium, Fa. BioWhittaker
Europe, Belgien)

RPMI 1640-Medium (Roswell Park Memorial Institute, Fa. BioWhittaker
Europe, Belgien)

OptiMEM-Medium (Fa. Invitrogen, Karlsruhe)

FKS (fotales Kélberserum, Endkonzentration im Medium: 10%)
Trypsin/EDTA-Ldsung: Die Trypsinkonzentration wird auf 0,05% in 1xPBS
verdiinnt. Auf 500 ml dieser Losung werden 500 pl 0,5 M EDTA gegeben.
PBS (Phosphat gepufferte Kochsalzlosung, Gibco, Belgien)

G418 (Geniticin, Stockldsung: 50 mg/ml)

Puromycin (2,5 mg/ml, Endkonzentration: 1 pg/ml)

Einfriermedium (2x: 10 ml DMSO, 15 ml FKS, 25 ml DMEM-Medium ohne

Zusitze)

*  Brutschrank ,,BB 6220 CU*“, Fa. Waldner-Laboreinrichtungen, Wangen

* Blotting-Apparatur ,, Pharmacia LKB Multiphor II“, Fa. Pharmacia,
*  2-D-Elektrophoresekammer ,, Protean Il XL-System *‘, Bio-RAD, Miinchen

*  Spannungsquelle ,, Elektrophoresis Power Supply Modell 3000 xi“, Bio-RAD,

Miinchen
* DNA-Sequenzer ,,Modell 4000, Fa. LI-COR, USA
*  Drucker ,,Hewlett Packard Laser Jet 2100 TN “, Fa. Hewlett Packard, USA

*  Durchlichtmikroskop ,, Televal 31%, Fa. Zeiss, Jena
* Gene Pulser II, Fa. Biorad, Miinchen

* Gilsonpipetten ,, Pipetman *, verschiedene Groflen, Fa. Abimed, Langenfeld

* Konfukales Laser Scan Mikroskop , Leica TCS NT*, Fa. Leica Instruments,
Heidelberg
*  Kiihlzentrifuge ,, Allegra™ 21R “, Fa. Beckman, USA
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*  Kiihlzentrifuge ,, Avanti"™ 30, Fa. Beckman, USA

* Kiihlzentrifuge ,,J2-MC“, Fa. Beckman, USA

* Homogenisator, Fa. Braun, Melsungen

*  Microplate Reader Model 450, Fa. Bio-RAD, Miinchen

* pH-Meter ,,AR 15°, Fa. Fischer, USA

* PCR-Gerdt ,,DNA Engine PTC-200“ (Peltier Thermal Cycler), Fa. Biozym
* Prdzisionswaage, Fa. Sartorius, USA

* 37 °C-Schiittel-Inkubator ,, Certomat “, Fa. Saur, Reutlingen

* Schiittler ,, Heidolph UNIMAX 2010 “, Fa. Bachofer, Reutlingen

* Spektralphotometer, Fa. Biochrom, UK

e Tri-Carb 1900 TR Liquid Scintillation Analyser, Fa. Packard, USA

e Trockenschrank, Fa. Memmert, Schwabach

*  Vakuumpumpe (200 mbar), Fa. Inotech, Schweiz

*  Vakuumzentrifuge ,, Concentrator 5301, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
* Jortex, Fa. Bachofer. Reutlingen

* Wasserbad, Fa. Julabo, Seelbach

* Zentrifuge ,, Eppendorf 5415C“, Fa Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg

2. Methoden
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2.1. Amplifizierung und Subklonierung der PLD2-Mutante

Ausgehend von dem hPLD2-pcDNA3. 1-Expressionsplasmid wurde eine katalytisch inaktive
Mutante der PLD2 konstruiert. Die PLD2-Mutante sollte nur die NH-terminalen
Aminosduren 1-235 der Phospholipase D2 ohne die Aktivierungsmotive (HKD; siehe
Abbildung 3, S. 8) exprimieren. Das PLD2-Fragment enthilt die Phox-Homologie-Doméne
und kann dariiber mit dem MORI interagieren. Mit Hilfe der PCR-Mutagenese wurden die

notwenigen Restriktionsstellen in das Plasmid eingefiihrt.

2.1.1. PCR-Mutagenese

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der spezifischen Amplifizierung von DNA-
Sequenzen. Dabei kann durch den Einsatz von zwei Oligonukleotiden (Primer)
unterschiedlicher Orientierung die gewiinschte DNA-Sequenz zwischen den anhand der
Primer definierten Sequenzen amplifiziert werden. Aufgrund dieser Eigenschaft konnen die
Primer dazu verwendet werden gezielt Mutationen in die Sequenz einzufithren. Im Falle der
Konstruktion einer negativen PLD2-Mutante wurde ein HindIlI- und Xbal-Schnitt in die
amplifizierte Sequenz der PLD2 eingefiigt. Der reverse Primer enthielt dabei neben einer
Xbal-Restriktionsstelle ein Stop-Codon an der Aminosédureposition 235. Die

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes (50 ul) beinhaltete folgende Komponenten:

Aqua bidest 37,5 ul
PCR-Puffer (10x) Sul
MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP (20 mM) 1 ul
HindlIll-forward-Primer 1 ul
Xbal-revers-Primer 1 ul
Taq-Polymerase 0,5 ul
hPLD2-pcDNA3.1 (< 1 pg) 1 ul

Die PCR wird in drei Reaktionsschritte unterteilt: Denaturierung, Primeranlagerung und
Elongation. Wéhrend der einminiitigen Denaturierungsphase wurden zundchst die

Einzelstrange der doppelstrangigen DNA bei 95°C voneinander getrennt. Im néchsten Schritt
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lagern sich die Oligonukleotide an ihre komplementdren Sequenzen an. Die optimale
Temperatur fiir die Anlagerung hdngt vom Verhéltnis der Primerbasen ab (fiir jedes A:T 2°C,
fiir jedes G:C 4°C). An die Anlagerung schlieft sich die zweiminiitige Phase der
Verldngerung der Primersequenz anhand der DNA-Matrize durch die Tag-Polymerase an.
AnschlieBend wurde die neusynthetisierte DNA bei 95°C denaturiert und die Abfolge
wiederholte sich (30 Zyklen). Die Reaktion wurde in einem DNA Engine PTC-200 (Peltier
Thermal Cycler) in diinnwandigen 500 pl-PCR-Reaktionsgefiflen (Biozym) durchgefiihrt.
Die Analyse der amplifizierten DNA erfolgte in der Agarosegelelektrophorese, wobei 1%ige
Agarose-Gele benutzt wurden. Das Reaktionsprodukt wurde dann bei 4°C aufbewahrt oder

mit Hilfe und nach Anleitung des ,,PCR Purification Kit“ (Fa. Qiagen, Hilden) aufgereinigt.
2.1.2. Restriktionsendonukleaseverdau von DNA
Der Vektor als auch der amplifizierte verkiirzte Rezeptor wurden mit den

Restriktionsendonukleasen Hind III (5°-A_AG-CTT-3’) und Xba I (5’-T_CT-AGA-3’) bei

37°C fiir 1 — 2 Stunden gespalten. Die Reaktionsansitze sahen wie folgt aus:

Vektor: Rezeptor:
5 ul pcDNA3.1 50 ul hPLD2 (PCR-Produkt)
1 pl Hind 111 2 ul Hind 111
1 pl Xba 1 2 ul Xba 1
2 ul Restriktionspuffer 2 6 ul Restriktionspuffer 2
11 pl Aqua bidest 60 pl Gesamtvolumen

20 pul Gesamtvolumen

Die Restriktion wurde durch Zugabe von DNA-Stop-Puffer (1/4 des Volumens) abgestoppt.

2.1.4. Ligation von DNA-Fragmenten

Der Einbau des 695-Basenpaar-grolen NH»-terminalen DNA-Fragments der PLD2 in den

Vektor (Ligation) wurde bei 15°C iiber Nacht durchgefiihrt.

Ligationsansatz:
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20 ul nPLD2 (Hind 11 und Xba I geschnitten)

10 ul pcDNA3.1 (Hind III und Xba I geschnitten)
8 ul 5x Ligase-Puffer
2 ul Ligase

40 pul Gesamtvolumen

2.1.5. Sequenzierung

Mit Hilfe eines Licor DNA Sequencer (Modell 4000) wurde die Sequenzierung
halbautomatisch durchgefiihrt. Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxynukleotid-
Methode durch Cycle Sequencing, wie im ,, Thermo Sequenase fluorescent labelled primer
cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP*“-Protokoll beschrieben. In vier Reaktionsgefille
wurden je 1 pl des Terminationsmixes (A-, C-, G-, T-Reagenz) vorgelegt. 200 fmol Template-
DNA und 2 pmol IRD 800-markierte Primer (T7-Primer und SP6-Primer) wurden auf 14 pl
Gesamtvolumen mit Aqua bidest aufgefiillt und gut gemischt. Je 3 ul der Mischung wurden in
die ReaktionsgefidBe verteilt. Die PCR-Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen
durchgefiihrt:

3 min Vorinkubation (Pre-Denaturierung) bei 95°C, dann 30 Zyklen je 25 sec bei 95°C
(Denaturierung), 20 sec bei 63°C (Primer-Anlagerung), 40 sec bei 70°C (Reaktion).
AnschlieBend wurden die Proben bis zur Nutzung bei 4°C aufbewahrt.

Vor dem Auftragen auf das Sequenziergel wurden die Proben mit 3 pl Auftragelosung
(enthdlt Bromphenolblau) versetzt. Die verwendeten Gele wurden wie in der
Gebrauchsanleitung des Sequenziergerites beschrieben hergestellt. Es wurde 4,8% Rapid Gel

XL von Amersham mit 7M Harnstoff verwendet.

2.1.6. Transformation und Amplifikation

Die Transformation erfolgte mit Hilfe der Elektroporation. Bei dieser
Transformationsmethode wird die Zellmembran der Bakterien fiir kurze Zeit durch einen
elektrischen Impuls instabilisiert, so dafl extrazellulir gelegene DNA in das Innere der Zelle
diffundieren kann. Dazu wurden 300 ml LB-Medium mit 5 ml einer Ubernachtkultur
angeimpft und bis zu einer optischen Dichte (ODsgonm) von 0,6 kultiviert. Die Bakterien

wurden im Eisbad 15 min vorgekiihlt, auf Zentrifugenr6hrchen verteilt und 5 min bei 6000



II. Material und Methoden 21

Upm pelletiert. Bei allen nachfolgenden Schritten befanden sich die Proben auf Eis. Der
Uberstand wurde dekantiert, 15 ml 5%iges eiskaltes Glycerol auf das Pellet pipettiert und der
Ansatz gut vermischt. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 2°C wurde der
Uberstand abgegossen und mit 15 ml 5%igem eiskalten Glycerol aufgefiillt. Dieser Ansatz
wurde ebenfalls gut gemischt und nochmals zentrifugiert (5 min, 6000 Upm, 2°C). Das
entstandene Pellet wurde in 1 ml 5%igem eiskalten Glycerol resuspendiert und mit 100 pl
87%igem Glycerol vermischt (Endkonzentration = 10%ig). Je 80 ul wurden in
Reaktionsgefafle aliquotiert und bei -70°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und die Elektroporationskiivetten vorgekiihlt. Pro
Ansatz wurde 1 ml LB-Medium vorgewidrmt. Danach wurde die DNA (1 pl) zu den
aufgetauten Bakterien gegeben, kurz vermischt und in die vorgekiihlte Kiivette pipettiert.
Nachdem der Elektroimpuls mit Hilfe des Genpulsers auf die abgetrocknete Kiivette
iibertragen wurde, konnte die Kiivette mit 1 ml LB-Medium aufgefiillt werden. Von dem
Ansatz wurden 100 pl auf ampicillin-haltige Agar-Platten ausgespatelt und iiber Nacht bei
37°C inkubiert.

Das Ampicillin wird verwendet, um die Wirtzellen zu isolieren, welche die gewiinschte
Plasmid-DNA besitzen. Die verwendeten Plasmide beinhalten ndmlich eine Ampicillin-
Resistenz und demzufolge konnen sich nur die Wirtzellen auf den Selektiv-Agar-Platten
vermehren, die die Plasmid-DNA neben ihrem eigenen Genom replizieren.

Jedenfalls wurden von den Platten einzelne Klone mit Hilfe eines Zahnstochers aufgenommen
und in 2 ml ampicillin-haltigem LB-Medium {iiberfiihrt, wo die Bakterien fiir einige Stunden
bei 37°C wachsen konnten. AnschlieBend wurde die Losung in einen Kolben mit 50 ml
ampicillin-haltigem LB-Medium {ibertragen und die Bakterien iiber Nacht bei 37°C im
Schiittler vermehrt (Chung et al., 1989). Die Plasmide wurden aus 25 ml Bakterienkultur mit
Hilfe eines ,,Plasmid-Isolierungs-Kit* (Qiagen) nach Angabe der mitgelieferten Protokolle

isoliert.

2.2. Zellkultivierung
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2.2.1. Methoden zur allgemeinen Handhabung der Zellen

Humane embryonale Nierenzellen (HEK293; Graham et al., 1977) wurden bei 37°C und 10%
Kohlendioxid kultiviert. Grundlage der dauerhaften Kultivierung bildete ,,Dulbecco’s
Modified Eagle Medium*“ (DMEM), welchem 10% fotales Kélberserum (FKS) und die den
transfizierten Expressionsplasmiden entsprechenden Antibiotika zugesetzt wurden. Das
Medium der Zellen wurde regelméBig alle 2-3 Tage erneuert oder vorzeitig ausgetauscht,
wenn die Indikatorfarbe des Mediums von rot-orange auf gelb-orange wechselte. Dazu mufite
das verbrauchte Medium mit der Pipette steril abgesaugt werden (Vakuumpumpe), ohne dabei
die Monolayer-Kultur zu beschédigen. AnschlieBend wurden die Zellen vorsichtig mit PBS
gewaschen und mit frischem, auf 37°C vorgewarmtem, Medium bedeckt. Danach erfolgte die
Reinkubation bei 37°C und 10% Kohlendioxid im Brutschrank.

Sobald der Boden eines Kulturgefifles dicht bewachsen war, wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Nach der Entfernung des PBS wurden die
Zellen durch Zugabe einer Trypsin/EDTA-Lsung und leichtes Klopfen auf den Boden des
Kulturgefdles abgeldst. Die Zellsuspension wurde dann im Verhéltnis 1:3 bis 1:5 auf neue
KulturgefiBle mit frischem Medium verteilt. Die langerfristige Aufbewahrung der Zellen

erfolgte in Einfriermedium bei -140°C (fliissiger Stickstoff).

2.2.2. Transfektion und Selektion der HEK293-Zellen

Die Transfektionen wurden nach der modifizierten Kalziumphosphat-Methode (Chen und
Okayama, 1988), sowie mit Hilfe eines Transfektionssystems der Firma Qiagen durchgefiihrt.
Fiir die Kalziumphosphat-Methode wurden die HEK293-Zellen in Zellkulturschalen mit 6
Vertiefungen in einer Dichte von 10° Zellen pro Vertiefung ausgesit und in DMEM, welches
10% FKS enthielt, iiber Nacht bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 10% inkubiert. Am
nichsten Tag wurden die Zellen nach der Kalziumphosphat-Prédzipitationsmethode
transfiziert. In ein Reaktionsgefdl wurden 20 pg DNA des aufgearbeiteten Plasmids, circa
450 pl Aqua bidest, 50 pl 2,5 M CaCl, und 500 pl 2x BBS pipettiert. Die DNA-Losung
wurde mit einer Pipette gut durchgeliiftet, 10 bis 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen

und mit einer Pipette kreisformig auf das Medium getropft. Die Kulturschalen wurden dann
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iiber Nacht bei 35°C und 3% Kohlendioxidgehalt kultiviert. Stabil transfizierte Zellen wurden
durch den Zusatz von 1 pg Puromycin pro ml Medium selektiert.

Zur Erzeugung von Zellinien die neben dem p-Opioidrezeptor der Ratte auch die PLD1b,
PLD2 oder die katalytisch-inaktive Mutante der PLD2 exprimieren, wurde mit Hilfe eines
nicht-liposomalen Transfektionssystem der Firma Qiagen eine zweite Transfektion
durchgefiihrt. Damit konnte eine zusidtzliche DNA, die ein anderes Resistenzgen enthielt
(Neomycin-Phosphotransferasegen), in die Zellen eingebracht werden, deren Aktivitit die
eukaryontischen Zellen gegen das Neomycinanalogon G418 resistent machte. Bei dieser
Methode wurde die DNA mit einem Puffer, der positiv geladene Molekiile enthélt, gemischt.
Das fiihrte dazu, daB die negativ geladene DNA nach 2-5 min kondensierte. Nachdem das
micellenartige Transfektionsreagenz Effectene’™ zugegeben wurde, bildete sich nach 5-10
min ein Effectene’"-DNA-Komplex, der zum Kulturmedium auf den Zellen hinzugefiigt
wurde.

Die Zellen wurden weiterhin bei 37°C und 10% Kohlendioxid kultiviert und durch
Puromycin- und G418-haltiges Medium selektiert. Dabei wurden Konzentrationen von 1 pg
Puromycin sowie 500 pg G418 pro ml Medium verwendet. Die langerfristige Aufbewahrung

der Zellen erfolgte in Einfriermedium bei -140°C (fliissiger Stickstoff).

2.3. Radioligandenbindung

Die entsprechenden Zellen wurden geerntet und anschlieend bei -80°C in PBS eingefroren.
Nach dem Auftauen wurden die Zellen bei 20.000 x g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und
dann in Lyse-Puffer (50 mM Tris-HCI, 3 mM EGTA, 5 mM EDTA, pH 7,4) homogenisiert.
Die Zellmembranen wurden durch eine weitere Zentrifugation bei 20.000 x g und 4°C
sedimentiert, einmal mit Lyse-Puffer gewaschen und in Bindungs-Puffer (10 mM HEPES, 5
mM MgCl,, 5 pg/ml Bacitracin, pH 7,5) resuspendiert. AnschlieBend wurde der Proteingehalt
der Membranpraparation bestimmt.

Fiir die Sattigungsbindungsstudien wurden jeweils 25 pg Protein der Membranpréiparation mit
ansteigenden Konzentrationen von 0,3 bis 9 nM des [’H]-DAMGO inkubiert. Die Anzahl der
Bindungsstellen (Bmax) und die Liganden-Affinititen (Kp) wurden aus den Mittelwerten
mehrerer Doppel-Experimente nach der Scatchard-Methode ermittelt. Die nichtspezifische
Bindung wurde als diejenige gebundene Radioaktivitét angesehen, die in Gegenwart von 1

UM nicht radioaktiv markiertem DAMGO gemessen wurde.
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2.4. PLD-Aktivititsbestimmung

Die PLD-Aktivitdt wurde anhand der Transphosphatidylierungsreaktion bestimmt. Fiir die
Versuche wurden HEK293-Zellen, die den MOR1 und die PLD2 beziehungsweise die PLD1b
koexprimieren, in 80 mm Kulturschalen ausgesit. Hatten die Zellen eine Wachstumsdichte
von maximal 80% erreicht (ca. 6,82 x 10° Zellen) wurde das Medium der Schalen durch
serumfreies OptiMEM-Medium ersetzt, welches [1,2,3-"H]-Glycerol in einer Konzentration
von 1 pCi/ml enthielt. Die Zellen wurden mit diesem Medium {iber 24 h bei 37°C inkubiert,
um die Phospholipide der Zellen zu markieren.

Nach dem Ablauf der 24 h wurde das Medium entfernt und die Zellen mit frischem
serumfreien OptiMEM f{iberschichtet, welches die verwendeten Agonisten beziehungsweise
Antagonisten sowie 2% Ethanol enthielt. Die folgenden Substanzen wurden als wéssrige
Losung in den angefiihrten Endkonzentration verwendet: 1| uM DAMGO, 1 uM Morphin, 1
uM Naloxon, 1 uM Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), 1 uM Calphostin C und 25
pg/ml Brefeldin A (BFA). Das BFA wurde 15 min vor den anderen Substanzen dem Medium
zugegeben. Die Linge der Behandlung mit den Agonisten/Antagonisten dauerte maximal 30
min. Nach der entsprechenden Zeit wurde das Medium abgesaugt, die Zellen vorsichtig mit
kaltem PBS gewaschen und mittels 2,5 ml eiskaltem Methanol/Wasser (3:2, v/v) pro Schale
aufgeschlossen. Die Zellen wurden anschlieBend mit einem Zellschaber griindlich vom Boden
der Kulturschalen gekratzt und in ein 15 ml-R6hrchen tiberfiihrt. Die 2,5 ml Methanol/Wasser
wurden durch 1,5 ml Chloroform wund 0,35 ml Aqua bidest ergédnzt
(Methanol/Chloroform/Wasser, 10:10:9, v/v/v). Nachdem die Rohrchen geschwenkt und kurz
zentrifugiert wurden, zeigten sich zwei Phasen. Die obere Phase (63%) bestand aus Methanol
und Wasser, wihrend die Untere (37%) Methanol und Chloroform enthielt. In der unteren
Phase 16sten sich die Lipide der aufgeschlossenen Zellen, weshalb diese Phase vorsichtig in
ein Eppendorf-Reaktionsgefdl} {ibernommen wurde.

Das Gemisch wurde in einer Vakuumzentrifuge eingedampft und in 25 pl
Chloroform/Methanol (1:1, v/v) aufgenommen. Die Proben und die Standards
(Phosphatidylethanol, Phosphatidsdure und Phosphatidylcholin) wurden auf eine Silicia
Diinnschichtchromatographie-Platte aufgetropft und gut getrocknet (alle weiteren Schritte
unter dem Abzug). Bevor die Phospholipide mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie
getrennt werden konnte, muflte die Kammer zirka 30 min lang mit dem Laufmittel equilibriert

werden. Zur Herstellung des Laufmittels wurden Ethylacetate/Isooctane/Essigsdure/Wasser
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im Verhiéltnis 13:2:3:10 (v/v/v/v) gemischt. Von den entstehenden zwei Phasen wurde die
obere als Laufmittel verwendet.

Die Platte wurde in die equilibrierte Kammer hineingestellt und die Kammer geschlossen.
Nach einer erreichten Laufhéhe von 15 cm wurde die Platte herausgenommen, gut getrocknet
und in eine zweite vorher mit elementarem Jod equilibrierte Kammer gestellt, solange bis die
Phospholipide durch das Jod sichtbar wurden. Die der Laufhohe der Standards
entsprechenden Flecken wurden mit Bleistift markiert und nach dem Verdampfen des Jods
und dem Befeuchten der Platte abgekratzt und in Szintillationsréhrchen transferiert. Die
gebundene Radioaktivitit wurde nach Zugabe von 2,5 ml Szintillationsfliissigkeit im f3-
Counter 1900TR, Packard, bestimmt. Das Verhiltnis entsprach dem Anteil des [*H]-
Phosphatidylethanols an der zelluliren [*H]-Phosphatidylcholin-Konzentration.

2.5. Western Blot-Analysen

2.5.1. Behandlungen

Sowohl die HEK293-Zellen, die entweder den p-Opioidrezeptor oder die PLD2 oder beides
zusammen exprimieren, als auch die MOR1-PLD1b- oder MOR1-nPLD2-exprimierenden
Zellen wurden in Poly-L-Lysin-beschichteten Zellkulturschalen (0,1 mg pro ml PBS) mit
einem Durchmesser von 140 mm kultiviert. Fiir die weiteren Versuche wurden Kulturschalen
mit einer Wachstumsdichte von 80% (ca. 15-16 x 10° Zellen) verwendet. Das Kulturmedium
wurde aus den Schalen entfernt und durch serumfreies OptiMEM-Medium ersetzt. Zur
Untersuchung der ligandenabhéngigen Bindung zwischen dem Rezeptor und der PLD2 wurde
dem Medium der entsprechenden Kulturschale der MOR1-Agonist DAMGO mit einer
Endkonzentration von 1 pM zugegeben. Anschlieend wurden die Zellen fiir 30 min bei 37°C

inkubiert.

2.5.2. Zellaufarbeitung und Zellyse

Nach den Behandlungen wurden die Medien aus den Schalen entfernt, zweimal mit kaltem
PBS gewaschen und anschlieBend mit 5 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer 30 min auf Eis
geschwenkt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden der Schale entfernt und 2

min mit Hilfe eines Homogenisators aufgearbeitet. In einem ersten Zentrifugationsschritt {iber
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5 min bei 500 x g und 4°C wurden unaufgeschlossene Zellen und Zellkerne vom Homogenat
abgetrennt. Die sich im Uberstand befindenden Membranen wurden in einer zweiten
Zentrifugation liber 30 min bei 20.000 x g und 4°C sedimentiert, anschlieBend in Hepes-
Puffer aufgenommen und 1 h auf Eis geschiittelt. Das Lysat wurde dann nochmals 30 min bei
20.000 x g und 4°C zentrifugiert und der resultierende Uberstand entweder fiir die
Immunprizipitation verwendet oder die enthaltenden Glykoproteine wurden mittels

Weizenkeim-Agglutenin angereichert.

2.5.3. Koimmunprizipitation

Vor der Immunprézipitation mufiten pro Probe 100 pl Protein A-Agarose Kiigelchen mit 10
pg affinititsgereinigten Anti-HA-Antikdrpern beladen werden. Dazu wurden die Kiigelchen
zweimal vorsichtig mit Hepes-Puffer ohne Maltosid gewaschen, um anschlieend mit 800 pl
desselbigen Puffers und der Antikorperlosung iiberschichtet zu werden. Die Kiigelchen
wurden dann fiir mindestens 4 h bei 4°C und leichtem Schiitteln inkubiert. Nachdem die
Kiigelchen wieder sedimentiert und gewaschen wurden, konnten sie mit dem resultierenden
Uberstand aus Abschnitt 2.5.2. iiberschichtet werden und iiber Nacht bei 4°C und leichter
Bewegung den p-Opioidrezeptor und die daran gebundenen Proteine koimmunoprézipitieren.
Am nichsten Tag wurden die Kiigelchen durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt und
fiinfmal mit kaltem Hepes-Puffer ohne Maltosid gewaschen. Durch Zugabe von 200 pl SDS-
Probenpuffer und 20-miniitiger Inkubation bei 60°C wurden die Immunprézipitate von den

Kiigelchen eluiert und nach dem Erkalten auf das Gel aufgetragen.

2.5.4. Anreicherung der Glykoproteine mittels Weizenkeim-Agglutenin

Die Lysate im Hepes-Puffer (1ml) wurden mit 100 ul Weizenkeim-Agglutenin, das an
Agarosekiigelchen gebunden ist, iiber Nacht bei 4°C und leichtem Schiitteln inkubiert. Am
ndchsten Tag wurden die Kiigelchen mit den absorbierten Glykoproteinen durch
Zentrifugation sedimentiert, flinfmal mit kaltem Hepes-Puffer ohne Maltosid gewaschen und
20 min bei 60°C in 200 pl SDS-Probenpuffer inkubiert. Danach wurden die abgekiihlten,
eluierten Proteine auf das Gel aufgetragen. Da fiir die Quantifizierung gleiche Proteinmengen
auf das Gel aufgetragen werden mufBiten, wurden vor dem Laden der Proben die

Proteinmengen nach der von Lowry et al. (1951) beschriebenen Methode bestimmt.
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2.5.5. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Bei den Experimenten dieser Arbeit wurde eine diskontinuierliche Polyacrylamid-
Gelelektrophorese in einem Tris-HCI-Glycin-Puffersystem durchgefiihrt. Diese Methode
ermoglicht hohe Auflosungen und Bandenschirfen der Proteine. Die Proben wurden vor dem
Auftragen im SDS-Probenpuffer erhitzt. Das anionische Detergenz SDS umbhiillt dabei das
geladen vorliegende Protein, so da3 eine Trennung anhand des Molekulargewichtes moglich
ist. Fiir die Versuche wurden Trenngele mit unterschiedlichen Acrylamid-Konzentrationen
verwendet, da die zu untersuchenden Proteine in verschiedenen Molekularbereichen getrennt
werden sollten. Die elektrophoretische Trennung des MOR1 und der PLD2 beziehungsweise
PLD1b wurde mit Trenngelen durchgefiihrt, die einen 8%igen Acrylamid-Gehalt aufwiesen.
Fiir die Separation des ADP-Ribosylierungsfaktor (ARF) und der nPLD2 wurden 14%ige
Trenngele verwendet. Die Sammelgele sowie die 0,1%ige SDS-Konzentration waren fiir alle
Anwendungen gleich.

Aquivalente Proteinmengen (ca. 100 pl) der Proben in SDS-Probenpuffer wurden in die
taschenartigen Vertiefungen der Sammelgele appliziert. Zusitzlich zu den Proben wurde auf
jedes Gel ein geeigneter Molekulargewichts-Standard aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
iiber Nacht bei einer Stromstidrke zwischen 8 und 10 mA pro Gel durchgefiihrt, bis die
bromphenolblaue Lauffront das untere Ende des Trenngels erreicht hatte (Laemmli, 1970).

Das Gel wurde aus den Glasplatten gehoben und in die Anodenldsung I eingelegt.

2.5.6. Ubertragung der Proteine auf Nitrozellulosemembranen

Nach der elektrischen Auftrennung der Proben wurden die Proteine aus der Gelmatrix des
Trenngels auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen und dort immobilisiert. Die
Ubertragung erfolgte durch das Halbtrocken-Blotverfahren, wobei Gel und immobilisierende
Membran zwischen in Transferpuffer getrinkte Filterpapiere gelegt wurden, die direkten
Kontakt zu zwei horizontalen Graphitplatten-Elektroden hatten (Towbin et al., 1979).

Auf die Anode der Blotting-Apparatur wurden zuerst 3 Lagen in Anodenpuffer I getrianktes
Filterpapier gelegt. Darauf wurde die Nitrozellulosemembran positioniert (zuvor 30 min in
Anodenpuffer I eingelegt) und dann das Gel. Der Stapel wurde mit 6 Lagen in Anodenpuffer
IT und 9 in Kathodenpuffer getrinkte Filterpapiere abgedeckt. Beim Aufbau des Blotstapels

wurden Luftblasen mit Hilfe eines Handrollers herausgerollt. Auf die obere Schicht wurde die
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Kathode der Apparatur aufgesetzt und die Stromversorgung eingerichtet. Die Transferzeit, die
abhéingig von der GelporengroBe und des Proteingehaltes ist, betrug ca. 2 h und die angelegte
Stromstérke, abhingig von der GelgroBe, wurde wie folgt berechnet:

Betricbsstromstirke [mA] = Fliche des Gels [cm?] x 0,85 [mA].

Nach dem Ablauf der Zeit wurde die Nitrozellulosemembran aus der Blotapparatur
entnommen und fiir 2 h in einer Losung aus 5% fettfreiem Milchpulver in PBS-T (PBS, pH
7,4; 0,1% Tween) inkubiert. Dieser Schritt diente der Blockade der freien Bindungsstellen der
Nitrozellulosemembran. AnschlieBend wurde die Membran griindlich mit PBS-T gewaschen
und mit den entsprechenden Antikorperlosungen in PBS-T iiber Nacht bei 4°C und leichtem
Schiitteln inkubiert. Am nichsten Tag wurde die Membran nach 30-miniitigem Waschen in
PBS-T fiir 2 h in eine PBS-T-Losung gelegt, die den sekundéren Antikorper enthielt. Der
sekundére Antikorper ist an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt, was eine Detektion des

Komplexes mit einem verstirkten Chemilumineszenz-System erlaubte.

2.5.7. Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe

Die Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe mit dem verstarkten Chemilumineszenz-
System im Immunoblot wurde mittels kommerziell erhéltlicher Detektionslosungen der Firma
Amersham durchgefiihrt. Eine erste Losung enthélt das Luminol, welches bei der Oxidation
mit dem Wasserstoffperoxid aus der zweiten Losung eine Chemilumineszenz entwickelt. In
der zweiten Losung befindet sich neben dem Substrat der Meerrettichperoxidase, dem
Wasserstoffperoxid, eine Verstirkersubstanz, die eine stirkere und ldnger anhaltende
Chemilumineszenz bewirkt. Die Nitrozellulosemembran wurde mit einem 1:1-Gemisch der
beiden Detektionslosungen 1-2 min inkubiert und die bei der ablaufenden Reaktion

entstandene Lumineszenz anschlieBend auf ECL-empfindlichen Filmen sichtbar gemacht.

2.6. Immunozytochemie

2.6.1. Konfokale Laserscan-Mikroskopie

Fiir die immunozytochemischen Untersuchungen am p-Opioidrezeptor und der PLD2 wurde

die Methode der indirekten Immunfluorezenz-Féarbung verwendet. Dazu wurden am Vortag

autoklavierte Deckgldschen (@ 15 mm) in Zellkulturplatten (12 Vertiefungen) mit Poly-L-
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Lysin beschichtet. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei 37°C wurden die Vertiefungen
zweimal mit PBS gewaschen und Komplettmedium vorgelegt. Danach wurden ungeféhr 7,5 x
10* Zellen pro Vertiefung ausgesit und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Zellen auf den Deckglidschen einmal mit OptiMEM gespiilt und
anschlieBend 1,5-2 Stunden mit dem Primérantikérper (Kaninchen-HA beziehungsweise
Ratten-HA bei Doppelmarkierungen in OptiMEM, jeweils 1 pug pro ml) bei 4°C inkubiert. Es
folgte ein Waschschritt mit OptiMEM und die Zellen wurden dann, je nach Versuchsablauf,
mit der entsprechenden Substanz (Ansdtze in OptiMEM) bei 37°C stimuliert. Nach dem
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und 40 min in einer
Zamboni-Losung fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen je dreimal mit TPBS gewaschen.
Dann wurden die Zellen je 3 min in 50%igem und 100%igem Methanol permeabilisiert. Nach
drei weiteren Waschschritten mit TPBS und einem Schritt mit TPBS + 1% NGS
(Ziegenserum) fiir 3 min wurden die unspezifischen Bindungsstellen durch eine einstiindige
Inkubation in TPBS + 3% NGS geblockt. Bei Doppelmarkierungen des MOR1 und der PLD2
oder der Einzelmarkierung der negativen PLD2-Mutante schlof} sich daran die Inkubation des
zweiten Primérantikrpers (1:2000) in TPBS + 1%NGS iiber Nacht bei Raumtemperatur an.
Danach wurde erneut dreimal 3 min mit TPBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
mit den entsprechenden Sekundirantikorpern (Cy3-markiertes Anti-Kaninchen-Serum und
Cy5-markiertes Anti-Ratten-Serum in TPBS + 1% NGS) fiir 3 bis 4 h unter leichtem
Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Deckglidschen mit den Zellen wurden im weiteren Verlauf wieder dreimal mit TPBS
gewaschen, mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (70, 80, 90, 100% Ethanol) entwissert,
mit Rotihistol I und II entfettet und abschlieBend durch DPX auf Objekttriger eingebettet.
Nach mehrstiindiger Trockenzeit konnten die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Zellen am
konfokalen Laserfluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Das Mikroskop blendet unscharfe
Informationen, die sich nicht in der Brennebene befinden, aus und ermdglicht nichtinvasive
optische Schnitte durch das Préparat. Anhand kompletter Schnittserien kann man die
dreidimensionale Verteilung des Signals im Préparat untersuchen.

Cy3 markierte Strukturen werden im Mikroskop durch eine Wellenldnge von 568 nm und
einem Bandpass-Emissions-Filter von 570 bis 630 nm angeregt, wéihrend fiir die Aussendung
der Fluoreszenz des Cy5 markierten Proteins eine Wellenldnge von 647 nm und ein Langpal3-

Emissions-Filter von 665 nm notwendig sind.
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2.6.2. Quantitativer Internalisierungsversuch

Zur Quantifizierung der Internalisierung des p-Opioidrezeptors der Ratte wurde auf einen
Versuchsablauf zuriickgegriffen, der an einen ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
angelehnt wurde. Bevor jeweils ca. 200.000 Zellen in die Vertiefungen der Zellkulturplatten
(24 Vertiefungen) in Komplettmedium ausgesit werden konnten, wurden die Vertiefungen
mit Poly-L-Lysin beschichtet. Anschliefend wurden die Zellen iiber Nacht im Brutschrank
bei 37°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Vertiefungen einmal mit OptiMEM gespiilt und die Zellen
mindestens fiir 2 h mit dem Primérantikorper (Kaninchen-Anti-HA in OptiMEM, 2 ug pro
ml) bei 4°C inkubiert. Nach einem anschliefenden Waschschritt mit OptiMEM wurden die
Zellen je nach Ansatz mit der entsprechenden Substanz in OptiMEM behandelt und bei 37°C
inkubiert. Um zu verhindern, dafl die internalisierten Rezeptoren zuriick an die Membran
gelangen, wurde das Medium bei der Behandlung mit 25 pM Monensin ergénzt. Die folgende
Fixierung der Zellen nach einem weiteren Waschschritt mit PBS wurde durch die 45-miniitige
Inkubation mit einer Zamboni-Losung erreicht. Danach wurden die Zellen solange mit
PBS/CaCl, (1 mM CacCl,) gewaschen bis die gelbe Zamboni-Losung vollstindig entfernt war
(viermal 3 Minuten). Weiterhin wurden die Zellen fiir 2 h mit dem Sekundéir-Antikorper
(Meerrettichperoxidase-konjugierte Anti-Kaninchen in OptiMEM, 1:1000) bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Vertiefungen dreimal 5 min mit
PBS/CaCl, gewaschen und nach dem letzten Waschschritt jeweils 250 pl ABTS
(Diammonium-2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-sulfonat)) auf die Zellen gegeben. Die
Meerrettichperoxidase bildet einen Komplex mit Wasserstoffperoxid und ist daher zur
Oxidation organischer Substrate befdhigt. Als besonders gut geeignetes Substrat hat sich
ABTS erwiesen. Es bildet ein wasserlosliches, metastabiles, griines Zwischenprodukt, das ein
Absorptionsmaximum bei 410 und 650 nm besitzt und deshalb photometrisch gemessen
werden kann. Nach 10 bis 30 min wurden 200 pl der Entwicklungslésung von jeder
Vertiefung in eine Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen iiberfiihrt und die Platten bei 410 nm

in einem Microplattenleser analysiert.
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2.7. Messung der intrazelluliiren cAMP-Konzentration

Es wurden 10° Zellen pro Vertiefung in 12er-Zellkulturplatten in Kulturmedium ausgesit. Das
Medium wurde am néichsten Tag durch serumfreies Medium ersetzt, welches die
Testsubstanzen enthielt (1 puM DAMGO oder Morphin) und fiir weitere 0, 0.5, 1, 2, oder 4 h
bei 37°C inkubiert. Fiir die Resensitisierungsuntersuchungen wurden die Zellen nach 4 h
DAMGO oder Morphin gewaschen. Es folgte ein agonisten-freies Intervall von 0, 10, 20, 30,
40 oder 50 min. Danach wurde bei allen Untersuchungen die Losungen abgesaugt und mit
serumfreien RPMI-Medium gewaschen. Fiir die Messung der cAMP-Konzentration wurden
die Zellen anschlieBend mit serumfreien Medium fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Das Medium
enthielt dabei je nach Ansatz keine Zusitze, 25 uM Forskolin, 25 uM Forskolin plus 1 uM
DAMGO oder Morphin. Weiterhin wurden die Vertiefungen einmal mit PBS gewaschen und
die Zellkulturplatten auf Eis gestellt. Die Zellen wurden in 1 ml eiskalter Salzséure/Ethanol-
Loésung, Mischungsverhiltnis: 1/100 (1 M HCI/100% Ethanol) lysiert und in Reaktionsgefal3e
iiberfithrt. Nach dem Eindampfen der Proben in der Vakuumzentrifuge wurde der Riickstand
in einer Tris-EDTA-Pufferlosung (Amersham) resuspendiert. Die Bestimmung der cAMP-
Konzentration erfolgte nach Anleitung und mit Hilfe des ,,cAMP [3H] assay system‘* der
Firma Amersham (Braunschweig).

Das Prinzip des Assays basiert auf einer Kompetition zwischen unmarkiertem cAMP und
einer stets konstanten Menge [*H]-markiertem cAMP um eine hochaffine und hochspezifische
Bindungsstelle eines cAMP-bindenden Proteins. Die gebundene Radioaktivitit des Proteins
wird indirekt mittels Szintillatorfliissigkeit im f-Counter 1900TR, Packard, ausgewertet. Je
mehr [*H]-markiertes cAMP am Protein gemessen wird, desto geringer ist der Anteil an

unmarkiertem cAMP in der Probe.

2.8. Datenanalyse

Die Daten der Radioligandenbindungsstudien, der PLD-Aktivitétsbestimmungen und cAMP-
Messungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms GraphPad Prism 3.0 durch nicht-
lineare Regressionskurven ermittelt.

Die Proteinbanden auf den ECL-empfindlichen Filmen der Western Blot-Analysen wurden

densiometrisch mittels des Computerprogramms N/H-Image 1.57 analysiert.
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I11. Ergebnisse

1. Einflufl der PLD2 auf die Expression von MOR1 in HEK293-Zellen

Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden HEK293-Zellen
verwendet, die entweder stabil den p-Opioidrezeptor 1 (MOR1) exprimieren oder den MOR1
und die PLD2 koexprimieren. Zunichst wurde der Einflu8 der PLD2 auf die Expression des
Rezeptors und die Affinitit des Liganden zum Rezeptor untersucht. Die in Tabelle 2
dargestellten Ergebnisse der Bindungsstudien zeigten keine Unterschiede in der Affinitét (Kp)
zwischen den beiden Zellinien. Die Tendenz zur erniedrigten Expression vom MORI in den
MORI1-PLD2-Zellen ist nicht signifikant. Es konnte damit kein Einflu der PLD2 auf die

Expression des Rezeptors und der Ligandenbindung an den Rezeptor nachgewiesen werden.

Zelltyp KD Bmax
MORI1 1,4+ 0,3 nm 1329 + 399 fmol/mg
MORI1-PLD2 1,4+ 0,4 nm 938 + 107 fmol/mg

Tabelle 2: Funktionelle Eigenschaften der Rezeptoren in stabil exprimierenden HEK293-Zellen, die den
MORI1 exprimieren und den MOR1 und die PLD2 koexprimieren. Die Kp- und B,,,-Werte wurden durch
die Scatchard-Analyse nach Bindung von ["H]-DAMGO an den Zellmembranen bestimmt (n = 3-5).

2. PLD-Aktivititsuntersuchungen

Im néchsten Schritt sollte die Aktivierbarkeit der Phospholipase D2 durch den p-
Opioidrezeptor untersucht werden. Der Versuchsablauf fiir die Messungen der PLD2-
Aktivitdt basierte dabei auf den enzymatischen Eigenschaften der Phospholipase D (siehe
Abbildung 2, S. 6). Die MOR1-PLD2-koexprimierenden Zellen wurden fiir 2, 5, 10, 20 und
30 min mit dem p-Agonisten DAMGO inkubiert und die relative PLD2-Aktivitidt bestimmt.
Die Ergebnisse zeigten, daB DAMGO zu einer zeit-abhidngigen Aktivierung der PLD2 mit
einem Maximum (3-fache Zunahme der Aktivitit) nach 30 min fiihrt. Eine ldngere Inkubation

hatte keine weitere prozentuale Zunahme des erzeugten Phosphatidylethanol-Anteils am
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Gesamt-Phosphatidylcholins (PC) zur Folge (Versuchsergebnisse nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu vermochte eine 30-miniitige Inkubation der Zellen mit Morphin keine
Aktivierung der PLD2 auszulosen, obwohl es ein Agonist am MORI1 ist (Abbildung 4). Koch
et al. (2001) konnten mit ihrer Arbeit zeigen, dal Morphin zu keiner Internalisierung des

MORU fiihrt.

FMA *
PMA + BFA *
30 min Morphin
30 min DAMGO *
20 min DAMGO
5 min DAMGO
2 min DAMGO

Kontrolle

00 05 10 15 20 25 30
[3H]F'tdEtDH (Yo des Gesamt-PC}

Abbildung 4: n-Opioidrezeptor-vermittelte Aktivierung der PLD2. HEK293-Zellen, die den MORI1 und die
PLD2 stabil koexprimieren, wurden in serumfreien Medium inkubiert, das 2% Ethanol und 1 uM PMA, 25
pg/ml Brefeldin A (BFA), 1 uM DAMGO, 1 pM Morphin oder ohne Zusitze fiir 30 min bzw. die angegebenen
Zeitperioden enthielt. Die Graphen repréisentieren Mittelwerte dreier voneinander unabhédngiger Experimente.
Die Sterne verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p < 0,05) verglichen mit der ethanol-behandelten

Kontrolle, berechnet mittels ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

Die Expression der PLD2 wurde durch die direkte Stimulierung mit dem Phorbolester PMA
(Phorbol-12-myristate-13-acetate), der die PLD2 {iber die PKC aktiviert, nachgewiesen. Die
in Abbildung 4 dargestellten Ergebnisse zeigen eine 4,5-fache Zunahme der PLD2-Aktivitét
nach einer 30miniitigen PMA-Inkubation im Vergleich zur Kontrolle, in der die Zellen mit
2% Ethanol inkubiert wurden. Brefeldin A (BFA) als Inhibitor des ADP-Ribosylierungsfaktor
(ARF) konnte die Erzeugung von Phosphatidylethanols durch die PLD2 nach einer PMA-

Stimulierung nicht beeinflussen.
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Andererseits ist die Aktivierbarkeit der PLD2 durch DAMGO Opioidrezeptor-vermittelt, denn
sie lief sich komplett mit dem Opioidrezeptor-Antagonisten Naloxon blockieren (Abbildung
5). Weiterhin konnte die DAMGO-induzierte Aktivierung der PLD2 durch den PKC-Inhibitor
Calphostin C nicht gehemmt werden. Das spricht dafiir, da3 die Aktivierung der Proteinkinase
C nicht die Hauptrolle im ProzeB der Opioidrezeptor-vermittelten PLD2-Aktivierung in den
HEK?293-Zellen spielt. Auf der anderen Seite deuten die Ergebnisse vielmehr darauf hin, daf3
an der Aktivierung der PLD2 durch den MORI1 das kleine G-Protein ARF beteiligt zu sein
scheint. Wie in der Abbildung 5 ersichtlich ist, kann die DAMGO-induzierte Aktivierung der
PLD2 komplett durch den ARF-Inhibitor Brefeldin A, einem Produkt des Pilzes penicillium
brefeldinum, das die Struktur und Funktion des Golgi-Apparates beeintridchtigt, gechemmt
werden. Die Aktivierung der PLD2 durch den Opioidrezeptor erfolgt also ARF-abhingig.

30 min DAMGO + Naloxon

30 min DAMGO + BFA

30 min DAMGO + Calphostin C

30 min DAMGO *

Kontrolle

0.0 Dfﬁ 1 TEI 1.4 20
[*HIPtdEtOH (% des Gesamt-PC)

Abbildung 5: Hemmung der DAMGO-vermittelten Aktivierung der PLD2. HEK293-Zellen, die den MOR1
und die PLD?2 stabil koexprimieren, wurden in serumfreien Medium fiir 30 min inkubiert, das 2% Ethanol und 1
uM DAMGO, 1 uM Naloxon, 25 pg/ml Brefeldin A (BFA), 1 uM Calphostin C oder keine Zusétze enthielt. Die
Graphen zeigen die Mittelwerte dreier voneinander unabhéngiger Experimente. Die Sterne verdeutlichen die
signifikanten Unterschiede (p < 0,05) verglichen mit der ethanol-behandelten Kontrolle, kalkuliert mittels

ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

Im Weiteren wurde die Stimulierbarkeit der Phospholipase D1b durch den MOR1 untersucht.
Die Abbildung 6 (S. 35) zeigt, dal in den MOR1- und PLDI1b exprimierenden HEK293-
Zellen eine 4,5- bis 5-fache Zunahme der PLD1b-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle
induziert wurde. Doch im Gegensatz zur PLD2 fiihrte die DAMGO-Inkubation zu keiner
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Zunahme der PLD1b-Aktivitdt. Das 148t erkennen, dall der u-Opioidrezeptor spezifisch die
PLD2 und nicht die PLD1b aktiviert.

FMA

30 min DAMGO

Kontrolle

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

[3H]F'tdEtDH (% des Gesamt-PC)

Abbildung 6: p-Opioidrezeptor-vermittelte Aktivierung der PLD1b. HEK293-Zellen, die den MORI1 und
die PLDI1b stabil koexprimieren, wurden in serum-freien Medium inkubiert, das 2% Ethanol und 1 uM
DAMGO, 1 uM PMA oder keine Zusidtze fiir 30 min enthielt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte dreier
voneinander unabhingiger Experimente. Die Sternchen verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p < 0,05)
verglichen mit der ethanol-behandelten Kontrolle, berechnet mittels ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-
Test.

3. Interaktionsanalysen
3.1. Interaktion zwischen MOR1, PLD2 und ARF

Um die Interaktion zwischen MORI1, PLD2 und ARF zu analysieren, wurden stabil
transfizierte HEK293-Zellen verwendet, die entweder den MOR1, der mit dem Epitop HA
(Hdmagglutinin) markiert wurde, oder die PLD2 alleine exprimierten oder den HA-MORI1
und die PLD2 oder HA-MOR1 und PLD1b koexprimierten. Die HEK293-Zellen wurden fiir
die Transfektion mit der Plasmid-DNA des MOR1 ausgewéhlt, da sie endogen keine p-
Opioidrezeptoren exprimieren. Weil die Menge an PLD in den Wildtyp-HEK293-Zellen fiir
eine Detektion im Western-Blot oder mittels Immunozytochemie nicht ausreichte, wurden die
Zellen stabil mit der Phospholipase iibertransfiziert. Meier et al. (1999) konnten in diesem
Zusammenhang die endogene Genexpression der PLD1 und PLD2 in HEK293-Zellen mit
Hilfe des Northern-Blots nachweisen. Die Aktivitdt der PLD in der gleichen Zellinie konnte
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ebenfalls gezeigt werden (Riimenapp et al., 1997; Vol et al., 1999). Aus den Zellen wurden
die Membranen préipariert und HA-MOR1 mit Hilfe von Anti-HA-Antikorpern
immunprézipitiert. Die Immunprézipitate wurden durch die Polyacrylamid-Gelelektrophorese
getrennt, die aufgereinigten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und
anschlieBend mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert.

In der Abbildung 7 (S. 37) sind die Ergebnisse der Interaktionsanalyse dargestellt. Die
Expression vom MORI1, PLD2 und PLDI1b sowie von ARF wurden durch direktes
Immunblotting des Lysates von HEK293-Zellen mit spezifischen Antikdrpern gegen HA-
MORI1, PLD1b, PLD2 und ARF untersucht. Auf den Blots sind die immunreaktiven Banden
der gesuchten Proteine in ihrer entsprechenden Hohe zu sehen (Abb. 7A und B, Spur 1,
Lysat). Fiir den MORI zeigte sich eine Bande zwischen 70 bis 80 kDa, fiir die PLD1b und 2
bei 124 beziehungsweise 106 kDa und fiir ARF in der Hohe von 21 kDa.

Fiir die Koimmunoprézipitation wurde der p-Opioidrezeptor aus dem Lysat von MORI1
exprimierenden und MOR1 und PLD1b oder PLD2 koexprimierenden Zellen mit Anti-HA
AntikOrpern prézipitiert. Die resultierenden Prézipitate wurden mit den spezifischen
Antikorpern gegen die PLD1b, PLD2 oder ARF hybridisiert. In den Spuren 2 und 3 der
Abbildung 7A sind die immunreaktiven Banden zu sehen, die wie im Lysat der PLD2 und
ARF entsprechen. Dies 146t vermuten, dal der MORI1 in vivo physiologisch assoziiert mit der
PLD2 und ARF vorliegt. Da allerdings ARF nur in den MORI1-PLD2-koexprimierenden
Zellen koimmunoprizipitiert werden konnte, aber nicht in HEK293-Zellen die den MORI1
alleine exprimieren, diirfte ARF an einen MOR1-PLD2 Signalkomplex binden und nicht
direkt an den MOR1 (Abb. 7A, vergleiche Spure 2 mit 4). Nach einer 30-miniitigen
Behandlung der MOR1-PLD2-koexprimierenden Zellen mit DAMGO kommt es zu einer
Abnahme der Menge der koimmunoprizipitierten PLD2 (Abb. 7A, Spur 3). Densitometrische
Messungen zeigten, dal die Menge der koimmunoprizipitierten PLD2 nach der
Agonistenbehandlung von 68 + 8% in Spur 2 auf 35 £ 6% in Spur 3 der Abbildung 7
abnahm. Im Gegensatz dazu nahm die Menge an prizipitierbarem ARF von 4 + 1% in Spur 2
auf 8 = 2% in Spur 3 nach einer 30miniitigen Inkubation der MOR1-PLD2-koexprimierenden
HEK293-Zellen mit DAMGO zu (Abb. 7C).

In den Immunoprizipitaten von MOR1-exprimierenden HEK293-Zellen konnte keine PLD2
detektiert werden, was moglicherweise auf die zu niedrige basale Expression der PLD2 in
diesen Zellen zuriickzufiihren ist (Abb. 7A, Spur 4). Anhand der Spur 6 in der Abbildung 7A
ist erkennbar, dal die PLD2 und ARF nicht unspezifisch mit dem Anti-HA Antikérpern
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interagieren, denn in den alleinig PLD2-exprimierenden Zellen konnte weder PLD2 noch
ARF mit den Anti-HA Antikérpern immunpréizipitiert werden. Weiterhin konnten in den
MORI1-PLD1b koexprimierenden HEK293-Zellen keine PLD1b oder ARF mit dem MORI
koimmunoprizipitiert werden (Abb. 7B). Dies bestdtigt die Annahme, da3 der MORI1 in vivo

in keiner assoziierten Form mit der PLD1b vorliegt.
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Abbildung 7: Interaktion zwischen HA-MORI1, PLD2 und ARF. Membran-Proteine von HEK293-Zellen, die
den MOR1 und die PLD1b (MOR1-PLD1b) oder PLD2 (MOR1-PLD2) stabil exprimieren, wurden extrahiert
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und direkt hybridisiert (A und B, Spur 1, Lysat) oder mit Anti-HA Antikérpern immunprézipitiert (A und B,
Spur 2, IP HA). MORI1 und PLD2 koexprimierende HEK293-Zellen wurden fiir 30 min mit DAMGO
vorbehandelt, die Membran-Proteine anschlieBend extrahiert und mit Anti-HA-Antikdrpern immunprézipitiert
(A, Spur 3). Membran-Proteine von HEK293-Zellen, die den MOR1 exprimieren, wurden extrahiert und mit
Anti-HA-Antikérpern immunprézipitiert (A, Spur 4). Membran-Proteine von PLD2 exprimierenden HEK293-
Zellen wurden extrahiert und direkt hybridisiert (A, Spur 5) oder mit Anti-HA-Antikérpern immunprézipitiert
(A, Spur 6). Die resultierenden Immunprédzipitate wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf
Nitrozellulosemembranen transferiert und mit Anti-PLD, Anti-ARF oder Anti-HA detektiert. Die Position des
Molekulargewichts-Standard (in kDa) ist am Blot links zu finden. Die Pfeile markieren die PLD1b, PLD2 und
ARF. Zwei weitere voneinander unabhingige Experimente ergaben die gleichen Resultate. Die Banden wurden
densitometrisch vermessen und die durchschnittliche Menge an prézipitierbarem ARF bzw. PLD2 graphisch
dargestellt (C, n=3). Die Sterne verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen der DAMGO-

und nichtbehandelten Koimmunprézipitation, bestimmt mittels ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

3.2. Interaktion zwischen dem MORI1 und der negativen PLD2-Mutante (nPLD2)

Die PLD2 wurde bei der Suche nach neuen Interaktionspartnern des MOR1 mit Hilfe des
yeast two hybrid-System identifiziert. Dabei interagierten die NH,-terminalen Aminoséuren
116 bis 226 der PLD2 mit dem C-Terminus des MOR1. Die phosphoinositid-bindende Phox-
Homologie-Doméne (PX) der PLD2 scheint fiir die Interaktion des Enzyms mit dem p-
Opioidrezeptor von Bedeutung zu sein, denn der identifizierte yeast two hybrid-Klon enthilt
den Hauptteil der PX-Domine der PLD2.

Anhand dieser Informationen wurde, wie im Material- und Methoden-Teil beschrieben
(Abschnitt IL, 2.1., S. 18), eine katalytisch inaktive Mutante der PLD2 konstruiert, die zwar
fiir die PX-Doméne kodiert, aber keine Aktivierungsmotive beinhaltet. Die als nPLD2
bezeichnete Mutante exprimiert nur die NH-terminalen Aminosduren 1-235 der
Phospholipase D2 und besitzt eine errechnete Gréfle von circa 27 kDa. Fiir die folgenden
Untersuchungen wurde die nPLD2 stabil in MORI-exprimierende HEK293-Zellen
transfiziert.

In der Abbildung 8 (S. 39) ist in der Spur 1 (Abb. 8A und B, Lysat) die Expression des
MORI und der nPLD2 beziehungsweise der PLD2 als Vergleich anhand der immunreaktiven
Banden der gesuchten Proteine in ihrer entsprechenden Hohe auf dem Blot zu erkennen. Fiir
die Koimmunoprézipitation wurde der p-Opioidrezeptor aus dem Lysat von MORI-
exprimierenden und MOR1 und nPLD2 oder PLD2-koexprimierenden Zellen mit Anti-HA

AntikOrpern prazipitiert. Die resultierenden Prézipitate wurden mit den spezifischen
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Antikdrpern gegen die PLD2 immungeblottet. In der Spur 2 der Abbildung 8A und B sind
die immunreaktiven Banden zu sehen, die anhand der gleichen Hohe wie im Lysat der nPLD2
und PLD2 entsprechen. Die Hohe der nPLD2-Bande im Gel betrdgt dabei ungefahr 23 kDa.
Densitometrische Messungen zeigten, dal in den MOR1-nPLD2-koexprimierenden Zellen
vergleichbare Mengen an nPLD2 (57+6%, n=3) koimmunoprizipitierbar waren, im Vergleich
zur PLD2 (68+8%, n=3) in den MORI1-PLD2-Zellen. Die damit gezeigte
Koimmunoprézipitation zwischen dem MOR1 und der nPLD2 in den MOR1-nPLD2-
koexprimierenden HEK293-Zellen bestitigt die Assoziation des p-Opioidrezeptors mit dem
NH;-Terminus der PLD2. Anhand der Spur 4 in der Abbildung 8A und B ist erkennbar, da3
die nPLD2 und PLD2 nicht unspezifisch mit dem Anti-HA Antikdrpern interagiert.
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Abbildung 8: Interaktion zwischen MOR1 und PLD2 beziehungsweise nPLD2. Membran-Proteine von
HEK293-Zellen, die den MOR1 und die PLD2 (MORI1-PLD2) oder nPLD2 (MORI1-nPLD2) stabil
koexprimieren, wurden extrahiert und direkt hybridisiert (A und B, Spur 1, Lysat) oder mit Anti-HA-
Antikorpern immunprézipitiert (A und B, Spur 2, IP HA). Membran-Proteine von HEK293-Zellen, die den
MORI1 exprimieren, wurden extrahiert und mit Anti-HA-Antikérpern immunprézipitiert (A und B, Spur 3).
Membran-Proteine von PLD2 exprimierenden HEK293-Zellen wurden extrahiert und mit Anti-HA-Antikérpern

immunprazipitiert (A und B, Spur 4). Die resultierenden Immunprizipitate wurden elektrophoretisch
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aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen transferiert und mit Anti-PLD oder Anti-HA detektiert. Die Position
des Molekulargewichts-Standard (in kDa) ist am Blot links zu finden. Die Pfeile markieren die PLD2 oder

nPLD2. Zwei weitere voneinander unabhéngige Experimente ergaben dhnliche Resultate.

4. Untersuchungen der agonisten-induzierten Internalisierung des MOR1

4.1. Vergleich der subzellularen Verteilung von MORI1 und PLD2

In einem weiteren Ansatz wurde die agonisten-induzierte Internalisierung des p-
Opioidrezeptors untersucht. Zuerst wurde die subzelluldre Verteilung des MOR1 und der
PLD2 mittels konfokaler Doppel-Immunfluoreszenz-Mikroskopie an MOR1-PLD2-
koexprimierenden HEK293-Zellen analysiert. Dazu wurden die intakten Zellen zunéchst mit
dem Ratten-HA-Antikorper bei 4°C inkubiert, um nur membranstindige Rezeptoren zu
markieren. Danach wurden die Zellen fiir 30 min mit DAMGO bei 37°C behandelt. Um zu
verhindern, daf die internalisierten Rezeptoren zuriick an die Membran gelangen, wurde das
Medium bei der Behandlung mit 25 uM des Recyclingsblockers Monensin ergénzt. Nach der
Fixierung wurden die permeabilisierten Zellen mit dem zweiten Primérantikorper (Anti-PLD
aus dem Kaninchen) bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend mit dem entsprechenden
fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundér-Antikorper versetzt (Cy3-markiertes Anti-
Kaninchen-Serum und CyS5-markiertes Anti-Ratten-Serum) und mittels konfokaler
Mikroskopie analysiert.

Wie aus der Abbildung 9 (S. 41) ersichtlich, sind die PLD2 und der MOR1 in den
unbehandelten Zellen (A und A°’, Kontrolle) an der Plasmamembran lokalisiert. Nach einer
30-miniitigen Behandlung mit dem p-Agonisten DAMGO ist erkennbar, dal nur der MOR1
in vesikel-dhnlichen Strukturen innerhalb des Zytoplasmas detektierbar ist, wihrend die PLD2
weiterhin in der Plasmamembran verbleibt (B und B’, DAMGO). Die Behandlung mit dem
Agonisten fiihrt demnach nur zu einer Internalisierung des Rezeptors und nicht zu einer
Kointernalisierung von PLD2. Das Ergebnis bestéitigt auch das Resultat der
Koimmunoprézipitation in der Abbildung 8A (S. 39, Spur 2 und 3), wonach die
prizipitierbare Menge, der an der Membran verbleibenden PLD2, nach der

Agonistenbehandlung von 68 + 8% in Spur 2 auf 35 + 6% in Spur 3 abnimmt.



I11. Ergebnisse 41

MOR1-PLD?2

anti-PLD2 anti-HA-MOR1

Kontrolle

DAMGO

Abbildung 9: Subzellulare Verteilung von MOR1 und PLD2 in HEK293-Zellen. Stabil transfizierte
HEK?293-Zellen, die MOR1 und PLD2 koexprimieren, wurden nach der Vorbehandlung mit dem ersten
Primérantikérper (Ratten-Anti-HA, erkennt HA-epitop-markierten MOR1) entweder nicht behandelt (A und A,
Kontrolle) oder mit 1 pM DAMGO und 25 pM Monensin fiir 30 min bei 37°C inkubiert (B und B’). Nach der
Fixierung wurden die permeabilisierten Zellen mit dem zweiten Primérantikdrper (Kaninchen-Anti-PLD)
inkubiert, jeweils mit dem entsprechenden fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundér-Antikorper markiert und
mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Dargestellt sind repréisentative Ergebnisse von drei unabhéngigen

Experimenten mit Doppelbestimmungen. Scalierungsband: 20 pm.

4.2. Einflufl der PLD2-Aktivierung auf die agonisten-induzierte Endozytose des MOR1

Im néchsten Schritt wurde die Internalisierung des p-Opioidrezeptors zwischen MOR1- und
MORI1-PLD2-exprimierenden HEK293-Zellen verglichen. Die Agonisten-Bindung an den
Rezeptor fiihrt zu einer Phosphorylierung des Rezeptors. Damit wird die Bindung von -

Arrestin ermoglicht, dal eine Schliisselrolle in der clathrin-vermittelten Endozytose
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iibernimmt. Im Gegensatz zu dem Opioidagonisten DAMGO hat die Bindung von Morphin
an den Rezeptor keine starke Phosphorylierung des Opioidrezeptors zur Folge, so da3 keine
Internalisierung des Rezeptors ausgelost werden kann (Koch et al., 2001). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit haben weiterhin gezeigt, dal Morphin zu keiner Aktivierung der PLD2
iiber den MOR1 fiihrt.

Eine Analyse der agonisten-vermittelten Endozytose ergab (Abbildung 10, S. 43), daf3 der
MORI mit oder ohne PLD2-Koexpression nach einer Inkubation mit 1 uM DAMGO fiir 30
min bei 37°C internalisiert, wihrend eine 30miniitige Behandlung mit 1 uM Morphin zu
keiner Endozytose des Rezeptors fiihrt. Die alleinige Inkubation der MOR1- beziehungsweise
MOR1-PLD2-Zellen mit dem PKC-Aktivator PMA fiihrte zu keiner Endozytose des MORI.
Erst die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit Morphin und PMA fiir 30 min bei 37°C
resultierte in den MORI1-Zellen, welche die PLD2 {iiberexprimierten, in einer starken
Internalisierung des p-Opioidrezeptors. Das 148t darauf schlieBen, daB fiir die Endozytose des
Rezeptors die agonisten-induzierte Konformationsdnderung des Rezeptors und andererseits
die Stimulierung der PLD2-Aktivitdt notwendig sind.

Um eine genauere Aussage iiber das Ausmal} der Internalisierung des MORI treffen zu
konnen, wurde auf eine Quantifizierung der Internalisierung mittels einer ELISA-Technik
zuriickgegriffen. Dazu wurden MOR1-exprimierende oder MOR1-PLD2-koexprimierende
HEK?293-Zellen mit Anti-HA-MOR1 aus dem Kaninchen bei 4°C inkubiert, um
sicherzugehen, daB3 nur die membranstdndigen p-Opioidrezeptoren markiert werden. Um zu
verhindern, da3 die internalisierten Rezeptoren zuriick an die Membran gelangen, wurde dem
Medium 25 uM Monensin zugesetzt. Nach der 60-miniitigen Behandlung mit den Agonisten
bei 37°C wurden die Zellen fixiert und mit dem sekunddren Antikorper inkubiert
(meerrettichperoxidase-konjugierter Anti-Kaninchen-Antikorper).

Die anschlieende Quantifizierung der Rezeptor-Internalisierung baute dabei auf einem
ELISA auf, indem die Umsetzung eines geeigneten Substrates der Peroxidase photometrisch
bestimmt wurde (siche Material und Methoden, S. 30). Anhand des prozentualen Verlustes
an Oberflachenrezeptoren in den agonisten-behandelten Zellen konnte auf die Internalisierung

des MOR1 geschlossen werden.
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Abbildung 10: Einflufl der PLD2 auf die agonisten-induzierte Endozytose des MOR1. HEK293-Zellen, die
den MORI1 exprimieren und MOR1 und die PLD2 stabil koexprimieren, wurden nach der Vorbehandlung mit
Anti-HA-MORI1 bei 4°C nicht oder mit 1 pM DAMGO, 1 uM Morphin und/oder 1 uM PMA plus 25 uM
Monensin fiir 30 min bei 37°C behandelt. Die Zellen wurden anschlieBend fixiert und die subzellulare
Verteilung des Rezeptors mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie untersucht. Dargestellt sind représentative

Ergebnisse von vier unabhéngigen Experimenten mit Doppelbestimmungen. Scalierungsband: 20 um.
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Abbildung 11: Quantitative Analyse der agonisten-induzierte Endozytose des MOR1. MOR1- oder MORI1-
PLD2-exprimierende HEK293-Zellen wurden nicht oder mit 1 pM DAMGO beziehungsweise 1 uM Morphin in
Anwesenheit oder Abwesenheit von 1 pM PMA fiir 60 min bei 37°C plus 25 uM Monensin behandelt. Die
Zellen wurden vor der Inkubation mit Anti-HA-MOR1 bei 4°C markiert, nach der Behandlung fixiert und mit
peroxidase-konjugierten Anti-Kaninchen-Antikdrpern inkubiert. Die Rezeptor-Internalisierung, gemessen als der
prozentuale Verlust an Oberfldchenrezeptoren in Agonisten-behandelten Zellen, wurde durch einen ELISA
bestimmt wie im Material- und Methoden-Teil beschrieben. Die Abbildung reprisentiert die Mittelwerte fiinf
voneinander unabhédngiger Doppel-Bestimmungen. Die Sterne und Doppel-Sterne verdeutlichen die
signifikanten Unterschiede (p < 0,05 bzw. p < 0,001) zwischen MOR1- und MOR1-PLD2-exprimierenden
Zellen, berechnet mittels ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

In der Abbildung 11 sind die Ergebnisse dargestellt, welche die Internalisierung des MOR1
zwischen MOR1 exprimierenden und MORI1-PLD2 koexprimierenden HEK293-Zellen
vergleichen. Die quantitative Analyse konnte dabei die Ergebnisse der konfokalen

Mikroskopie bestdtigen. Demnach fiihrte eine 60-miniitige Behandlung der Zellen mit
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DAMGO, Morphin oder PMA bei 37°C zu keinen Unterschieden hinsichtlich des Ausmafes
der Internalisierung des p-Opioidrezeptors zwischen den MOR1- und MOR1-PLD2-Zellen.
Erst die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit Morphin und PMA hat eine drei- bis vierfache
Zunahme der Endozytose des MORI1 in den MORI1-PLD2-koexprimierenden Zellen, im
Vergleich zu den MOR1-exprimierenden Zellen, zur Folge. Dariiber hinaus verursacht auch
die gleichzeitige Inkubation der MOR1-PLD2-Zellen mit DAMGO und PMA, im Vergleich
zu den MOR1-Zellen, einen signifikanten Anstieg der Internalisierung des p-Opioidrezeptors
um rund 10%.

Da die alleinige Behandlung der MOR1-Zellen mit PMA nicht zu einem signifikanten
Anstieg der agonisten-induzierten Endozytose des Rezeptors fiihrt, kann davon ausgegangen
werden, dal} die PMA-induzierte Rezeptor-Endozytose vom MOR1/PLD2-Komplex abhéngig

ist und nicht durch die Zunahme der PKC-Aktivitit in diesen Zellen verursacht wird.

4.3. Einflufl der PLD2-Inhibition auf die agonisten-induzierte Endozytose des MORI1

4.3.1. Hemmung der PLD2-Funktion durch den primiiren Alkohol 1-Butanol

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde gepriift, ob die Inhibition der
Phosphatidsdure-Produktion zu einer Hemmung der Endozytose des MORI1 fiihrt. Aus diesem
Grunde wurde als erstes der primére Alkohol 1-Butanol zur Hemmung der natiirlichen PLD-
Reaktion verwendet. Dieser Ansatz fullit auf der Eigenschaft der PLD2, daBl die
Hydrolysereaktion mit der Transphosphatidylierungsreaktion konkurriert. Das heifit, daf3
neben Wasser auch primérer Alkohol als Substrat akzeptiert wird. An der Stelle von
Phosphatidsdure entsteht dann Phosphatidylalkohol (im Falle von Butanol also
Phosphatidylbutanol; siche Abb. 2, S. 6). Die Transphosphatidylierungsreaktion ist hoch
spezifisch fiir die primiren Alkohole (z.B. Ethanol oder 1-Butanol), denn sekundire Alkohole
wie zum Beispiel Isobutanol, werden nicht durch die PLD2 umgesetzt.
Butanolkonzentrationen von 1,5% und hoéher fiihren dabei zu einer deutlichen Hemmung der
PLD2-Aktivitit, aber auch zu toxischen Effekten fiir die behandelten Zellen (Skippen et al.
2002). Fiir die Versuche wurden deshalb Konzentrationen von 0,7% an Butanol-Isomeren

verwendet.
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Abbildung 12: Inhibition der agonisten-induzierten Endozytose des MOR1 durch 1-Butanol. MORI1
exprimierende oder MOR1-PLD2 koexprimierende HEK293-Zellen wurden nicht oder fiir 30 min bei 37°C mit
1 uM DAMGO mit oder ohne 0,7% 1-Butanol oder 0,7% Isobutanol plus 25 uM Monensin inkubiert. Die Zellen
wurden vor der Behandlung mit Anti-HA-MOR1 bei 4°C markiert, nach der Behandlung fixiert und die
subzellulare Verteilung des Rezeptorproteins mittels der Konfokalmikroskopie analysiert. Dargestellt sind
représentative Ergebnisse von vier unabhéngigen Experimenten mit Doppelbestimmungen. Scalierungsband: 20

pum.
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In der Abbildung 12 (S. 46) sind die Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie dargestellt. Die
Behandlung der MOR1-exprimierenden und MORI1-PLD2-koexprimierenden HEK293-
Zellen mit DAMGO fiir 30 min bei 37°C fiihrte in beiden Zellinien zu einer starken
Internalisierung des Rezeptors. Eine gleichzeitige Inkubation mit 1-Butanol hatte jedoch eine
fast vollstandige Inhibition der DAMGO-vermittelten Endozytose des p-Opioidrezeptors in
den MORI1 als auch MOR1-PLD2-Zellen zur Folge. Der sekundére Alkohol Isobutanol zeigte
hingegen keinen Einflufl auf die agonisten-induzierte Endozytose des Rezeptors. Die Daten
sprechen also dafiir, da3 die Phosphatidsidure-Produktion der PLD2 fiir die Induktion der p-
Opioidrezeptor-Endozytose notwendig ist.

Die Inhibition der agonisten-induzierten Endozytose des MOR1 durch 1-Butanol wurde
anschlieBend ebenfalls quantifiziert. Fiir die Versuche wurden 0,7%ige 1-Butanol-
beziehungsweise Isobutanolkonzentrationen verwendet. Wie aus der Abbildung 13
ersichtlich ist, resultierte die 60-miniitige Behandlung der MOR1- und MOR1-PLD2-Zellen
mit DAMGO bei 37°C in einer rund 40%igen Internalisierung des MOR1 in beiden Zellinien.
Wurden die Zellen jedoch gleichzeitig mit 1-Butanol inkubiert, hatte dies eine Reduktion der
Endozytose um 75% auf einviertel des Ausgangswertes (DAMGO-induzierte
Internalisierung) in den MORI1- als auch MOR1-PLD2-Zellen zur Folge. Der sekundire
Alkohol Isobutanol zeigte hingegen keinen EinfluB auf die agonisten-induzierte

Internalisierung des Rezeptors.
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Abbildung 13: Quantifizierung der Inhibition der agonisten-induzierten Endozytose des MOR1 durch 1-
Butanol. Nach der Markierung der Oberflachenrezeptoren mit Anti-HA-MOR1 Antikdrpern bei 4°C wurden die
MORI1- oder MOR1-PLD2-exprimierenden HEK293-Zellen mit 1 pM DAMGO mit oder ohne 1% 1-Butanol
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oder 1% Isobutanol fiir 60 min bei 37°C plus 25 uM Monensin inkubiert. Weitere Behandlung siehe Legende
Abb. 11. Die Graphen représentieren Mittelwerte fiinf voneinander unabhéngiger Doppel-Bestimmungen. Die
Doppelsterne verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p < 0,001) zwischen nur mit DAMGO behandelten
Zellen und Zellen, die mit DAMGO plus 1-Butanol oder Isobutanol behandelt wurden, kalkuliert mittels
ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

4.3.2. Hemmung der PLD2-Funktion durch eine negative PLD2-Mutante (nPLD2)

Neben der Hemmung der PLD2 durch den primdren Alkohol 1-Butanol kann die Inhibition
des Enzyms auch iiber die Verwendung einer negativen PLD2-Mutante erfolgen. Dieser
Ansatz basiert auf der Idee, wonach eine katalytisch inaktive PLD2-Mutante (nPLD2) mit der
physiologisch aktiven endogenen PLD2 um die Bindung an den p-Opioidrezeptor konkurriert
und damit die Aktivitit der PLD2 maskiert. Nachdem die Ergebnisse der
Koimmunopréazipitation (Abschnitt 3.2., S. 38) die Interaktion zwischen dem MOR1 und der
nPLD?2 bestétigten, sollte der EinfluB der nPLD2 auf die agonisten-induzierte Endozytose des

MORI untersucht werden. Dazu wurde das Ausmal3 der Internalisierung des MOR1 zwischen

MORI1- und MOR1-nPLD2-exprimierenden HEK293-Zellen verglichen.

MOR1 MOR1-nPLD2

Kontrolle

DAMGO
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Abbildung 14: Inhibition der agonisten-induzierten Endozytose des MOR1 durch die Uberexpression
einer negativen PLD2-Mutante. MOR1 exprimierende oder MOR1-PLD2 koexprimierende HEK293-Zellen
wurden nicht oder fiir 30 min bei 37°C mit 1 uM DAMGO plus 25 pM Monensin behandelt. Die Zellen wurden
zuvor mit Anti-HA-MORI bei 4°C markiert, fixiert und die subzellulare Verteilung des Rezeptorproteins mittels
der Konfokalmikroskopie analysiert. Dargestellt sind reprdsentative Ergebnisse von drei unabhingigen

Experimenten mit Doppelbestimmungen. Scalierungsband: 20 um.

Die Analyse der konfokalmikroskopischen Bilder ergab dann auch, daB3 es in den Zellen,
welche die nPLD2 iiberexprimieren, zu einer Hemmung der DAMGO-induzierten Endozytose
des MORI1, im Vergleich zu den MOR1-exprimierenden Zellen, kam (Abbildung 14, S. 48).
Dies bestitigt die Idee einer Konkurrenz zwischen der endogenen und katalytisch inaktiven
PLD2 und zeigt, daB die Hemmung der PLD2-Aktivitéit die Beeintrdchtigung der agonisten-
induzierten Internalisierung des MOR1 zur Folge hat.

Das Ausmal der Internalisierung des MOR1 in den MOR1- und MOR1-nPLD2-Zellen wurde
ebenfalls quantifiziert. Die in der Abbildung 15 (S. 50) dargestellten Ergebnisse zeigen, daf3
in den MOR1-nPLD2-Zellen die agonisten-induzierte Endozytose des MOR1 um rund 50%
reduziert war, im Vergleich zu den Zellen, die nur den MOR1 exprimieren. Dariiber hinaus
fiihrte die gleichzeitige Inkubation der MOR1-nPLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen mit
DAMGO und PMA zu einer Wiederherstellung der Rezeptor-Endozytose. Die Rezeptoren der
MORI1-nPLD2-Zellen zeigten unter diesen Bedingungen die gleiche Internalisierungsrate
(rund 40%) wie die in den MOR1-Zellen. Somit hat die PMA-abhédngige Stimulierung der
endogenen PLD2 die Authebung des Effekts der nPLD2 zur Folge. Dieser Effekt ist nicht auf
die zunehmende PKC-Aktivitit in diesen Zellen zuriickzufiihren, denn die alleinige PMA-
Behandlung fiihrt nicht zu einer Induzierung der Endozytose des MORI1 in MORI-
exprimierenden und MOR 1-nPLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen.
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Abbildung 15: Reduktion der agonisten-induzierten Endozytose des MOR1 durch die Uberexpression
einer negativen PLD2-Mutante. Nach der Markierung der Oberflichenrezeptoren mit Anti-HA-MORI1-
Antikdrper bei 4°C wurden MOR1-exprimierende oder MOR1-nPLD2-koexprimierende HEK293-Zellen mit 1
uM DAMGO und/oder 1 pM PMA fiir 60 min bei 37°C plus 25 pM Monensin inkubiert. Weitere Behandlung
siche Legende Abb. 11. Die beschriebene Abbildung reprédsentiert die Mittelwerte fiinf voneinander
unabhingiger Doppel-Bestimmungen. Die Doppelsterne verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p <
0,001) zwischen MOR1- und MOR1-nPLD2-exprimierenden Zellen, bestimmt mittels ANOVA, gefolgt durch

den Bonferroni-Test.

5. Untersuchungen zur De- und Resensitisierung des MOR1

5.1. Vergleich der De- und Resensitisierung des MOR1 zwischen MOR1- und MOR1-
PLD2-exprimierenden HEK293-Zellen

Aufbauend auf den vorangegangenen Versuchen, die zeigten, dall der pu-Opioidrezeptor die
PLD2 stimuliert und die PLD2 andererseits die Internalisierung des MORI1 beeinfluf}t, sollte
nun gepriift werden, welchen Einflufl die PLD2 auf die De- und Resensitisierung des MOR1
ausiibt. Der Vergleich der De- und Resensitisierung zwischen MOR1- und MOR1-PLD2-
exprimierenden HEK293-Zellen erfolgte dabei liber die Messung der intrazelluldren cAMP-
Konzentration. Nach der Ligandenbindung an den p-Opioidrezeptor kommt es iiber die
Hemmung der Adenylatzyklase zu einer Verringerung des intrazelluliren cAMP-Gehaltes.
Durch die kontinuierliche Inkubation mit Agonisten nimmt die Empfindlichkeit auf den
fortgesetzten Reiz ab, ein Proze3 der als Desensitisierung bezeichnet wird. Das Signal wird

unter den Bedingungen der Desensitisierung nicht mehr oder nur in abgeschwéchter Form ins
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Zellinnere weitergegeben. Im Falle des MOR1 nimmt also die Féhigkeit des Rezeptors zur

Hemmung des cAMP-Spiegels ab.
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Abbildung 16: Vergleich der De- und Resensitisierung unter/nach DAMGO in MOR1- und MOR1-PLD2-
exprimierenden HEK293-Zellen.

A: Fiir die Analyse der Rezeptor-Desensitisierung wurden MOR1- bzw. MOR1-PLD2-Zellen bei 37°C in dem
angegebenen Zeitraum mit 1 uM DAMGO priinkubiert. Nach dem Entfernen des Prainkubationsmediums
wurden die Zellen fiir 15 min mit Forskolin (25 pM) und DAMGO (1 pM) behandelt und der cAMP-Gehalt der
Zellen bestimmt.

B: Fiir die Analyse der Rezeptor-Resensitisierung wurden MOR1- bzw. MOR1-PLD2-Zellen bei 37°C fiir 8 h
mit 1 pM DAMGO préinkubiert, gefolgt von einem agonisten-freien Intervall von 0, 10, 20, 30 und 40 min.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, fiir 15 min mit Forskolin (25 pM) und DAMGO (1 uM) behandelt
und der cAMP-Gehalt der Zellen bestimmt.
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Die Werte reprisentieren die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dreier voneinander unabhédngiger

Experimente.

Fiir die Messungen der agonisten-vermittelten Desensitisierung wurden die MOR1- und
MORI1-PLD2-Zellen mit dem p-Opioidrezeptoragonisten DAMGO fiir 1, 2 und 4 h
prdinkubiert. AnschlieBend wurde die Inhibition der forskolin-stimulierten cAMP-
Akkumulation durch Stimulation mit demselben Agonisten untersucht. Die maximale
Reduktion des forskolin-stimulierten cAMP-Gehalts durch DAMGO wurde dabei als 100%
definiert. Die Ergebnisse zeigen, dall die Behandlung mit DAMGO zu einer dhnlichen
zeitabhdngigen Abnahme der Hemmung der cAMP-Akkumulation in beiden Zellinien fiihrt
(Abbildung 16A, S. 51). Nach vier Stunden wurde jeweils die maximale Desensitisierung
erreicht.

An den Vergleich der Desensitisierung des MOR1 zwischen den MOR 1-exprimierenden und
MOR1-PLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen schlossen sich die Untersuchungen zur
Resensitisierung des MORI1 in beiden Zellinien an. Die Resensitisierung wurde gemessen als
die zunehmende Fahigkeit des zuvor desensitisierten Rezeptors die forskolin-stimulierte
Adenylatzyklase-Aktivitdt nach einem agonisten-freien Intervall wieder zu hemmen. Die
MORI1- beziehungsweise MORI1-PLD2-Zellen wurden fiir 8 h mit 1 pM DAMGO
prainkubiert und die Zellen intensiv gewaschen. Nach einem agonisten-freien Intervall von 0,
10, 20, 30 und 40 min wurde die Hemmung der forskolin-stimulierten Adenylatzyklase durch
DAMGO bestimmt. Wie aus der Abbildung 16B ersichtlich, konnten auch hinsichtlich der
Resensitisierungs-Rate keine signifikanten Unterschiede zwischen den MORI-

exprimierenden und MOR1-PLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen identifiziert werden.

5.2. Beeinflussung der Desensitisierung von MOR1 durch 1-Butanol und Ethanol

Die Untersuchungen der Internalisierung des MOR1 hatten gezeigt, dal die Phospatidséure-
Produktion der PLD2 eine wichtige Rolle bei der Endozytose des p-Opioidrezeptors spielt.
Eine Hemmung der PLD2-Funktion durch 1-Butanol fiihrte zu einer starken Inhibition der
DAMGO-vermittelten Internalisierung des MORI1. Im nichsten Schritt wurde nun untersucht,
inwieweit sich die Beeinflussung der Internalisierung auf die Desensitisierungsrate des MOR 1

in MOR1- und MOR1-PLD2-exprimierenden HEK293-Zellen auswirkte.
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Abbildung 17: Verstirkung der agonisten-induzierten Desensitisierung des MOR1 durch 1-Butanol.
MORI1- und MOR1-PLD2-exprimierende HEK293-Zellen wurden mit 1 uM DAMGO ohne oder mit 0,7% 1-
Butanol oder 0,7% Isobutanol fiir 1, 2 oder 4 h bei 37°C inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen
mit 25 pM Forskolin oder 25 pM Forskolin plus 1 pM DAMGO fiir 15 min behandelt und der cAMP-Gehalt
wurde bestimmt (siche Material und Methoden, S. 32). Die Werte repriasentieren die Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen vier voneinander unabhdngiger Experimente. Die Sterne verdeutlichen die signifikanten
Unterschiede (p < 0,05) zwischen mit 1-Butanol behandelten und unbehandelten Zellen, berechnet mittels

ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

In der Abbildung 17 sind die Ergebnisse der Untersuchungen dargestellt. Nach einer
einstiindigen DAMGO-Vorbehandlung mit 1-Butanol zeigte der p-Opioidrezeptor in MORI1-
exprimierenden HEK293-Zellen eine Desensitisierungsrate von rund 85%, verglichen mit
rund 25% bei MOR1-Zellen, die nur mit DAMGO inkubiert wurden. Die Gegenwart von 1-
Butanol und DAMGO fiihrte nach einer weiteren Stunde der Prdinkubation (2 h) zur fast
vollstandigen Desensitisierung des MOR1, wihrend der Rezeptor nach der zweistiindigen
Vorbehandlung mit DAMGO ohne 1-Butanol nur zu rund 40% desensitisiert war. Ahnliche
Resultate konnten auch fiir die MOR1-PLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen gefunden
werden. Die Ergebnisse sind dabei nicht auf einen unspezifischen Alkoholeffekt

zuriickzufiihren, denn die Behandlung der Zellen mit Isobutanol hatte keine Anderung der
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Desensitisierung des MOR1 in den MOR1- und MOR1-PLD2-exprimierenden Zellen zur

Folge.
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Abbildung 18: Verstirkung der agonisten-induzierten Desensitisierung des MOR1 durch 0,1% Ethanol.
MORI1- und MORI1-PLD2-exprimierende HEK293-Zellen wurden mit oder ohne 0,1% Ethanol fiir 72 h bei
37°C inkubiert. Dann wurden die Zellen mit 1 pM DAMGO mit oder ohne 0,1% Ethanol fiir 1, 2 oder 4 h bei
37°C inkubiert. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen mit 25 pM Forskolin oder 25 uM Forskolin plus 1
uM DAMGO fiir 15 min behandelt und der cAMP-Gehalt wurde bestimmt (sieche Material und Methoden, S.
32). Die Werte représentieren die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen vier voneinander unabhéngiger
Experimente. Die Sterne verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen mit Ethanol

behandelten und unbehandelten Zellen, bestimmt mittels ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

AnschlieBend wurde untersucht, inwieweit sich eine chronische Behandlung der Zellen mit
einer physiologisch relevanten Alkoholkonzentration (0,1% Ethanol), im Vergleich zu einer
akuten Behandlung mit einer 0,7%igen 1-Butanollosung, auf die DAMGO-vermittelte
Desensitisierungsrate des MOR1 auswirkte. Dazu wurden MOR1-exprimierenden HEK293-
Zellen fiir 72 h mit einer 0,1%igen Ethanolldsung inkubiert und nach einer Vorbehandlung
der Zellen mit DAMGO, mit oder ohne Ethanol fiir verschiedene Zeitperioden, der cAMP-
Gehalt bestimmt. Die Abbildung 18 zeigt eine beschleunigte Desensitisierung des MORI in
den mit Ethanol behandelten Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Eine
Inkubation der MOR1-Zellen mit 0,1% Ethanol fiir 24 beziehungsweise 48 h zeigte

tendenziell &hnliche Ergebnisse, die jedoch nicht signifikant waren (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Insgesamt zeigten die Untersuchungen, dal die DAMGO-vermittelte Desensitisierung des p-
Opioidrezeptors mit oder ohne Uberexpression der PLD2 durch zwei primire Alkohole (1-
Butanol und Ethanol) verstirkt wird, wohingegen ein sekundérer Alkohol (Isobutanol) keinen
Einfluf3 zeigte. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dal die beobachtete Beschleunigung der
Desensitisierungsrate des MOR1 nach der Behandlung mit dem priméren Alkohol eine Folge
der reduzierten PLD2-vermittelten PA-Produktion und der daraus folgenden Beeintrachtigung
der Rezeptor-Endozytose und des Recyclings ist. Der Internalisierung kommt also eine

wichtige Funktion in der agonisten-induzierten Desensitisierung zu.

5.3. Beeinflussung der De- und Resensitisierung des MOR1 durch die Uberexpression

einer negativen PLD2-Mutante (nPLD2)

Weiterhin wurde der EinfluB der Uberexpression einer negativen PLD2-Mutante auf die De-
und Resensitisierung des MORI1 untersucht. Dazu wurde das AusmalBl der De- und
Resensitisierung nach einer DAMGO- und Morphin-Vorbehandlung zwischen MORI-
exprimierenden und MOR 1-nPLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen verglichen.

Die Ergebnisse der Abbildung 19A (S. 56) zeigen, daB die Uberexpression der nPLD2 zu
einer drastischen Beschleunigung der DAMGO-induzierten Desensitisierung des MORI1, im
Vergleich zu den Kontrollzellen, die nur den MORI1 exprimieren, fiihrte. Nach einer
einstiindigen 1 pM DAMGO-Préinkubation war die Hemmung der cAMP-Akkumulation auf
rund 75% fiir die MOR1- und ungefihr 10% fiir die MOR1-nPLD2-Zellen gefallen. Auch die
zweistiindige Vorbehandlung der Zellen mit DAMGO hatte einen signifikanten Unterschied
der Desensitisierung zwischen den MORI1-exprimierenden und MORI1-nPLD2-
koexprimierenden HEK293-Zellen in der Form zur Folge, dall der pu-Opioidrezeptor in den
MORI1-nPLD2-Zellen fast vollstindig desensitisiert war, wiahrend der MOR1 in den MORI1-
Zellen die cAMP-Akkumulation noch zu rund 60% hemmte. Die Desensitisierungsrate des
MORI1 nach der Hemmung der PLD2 durch die Uberexpression der nPLD2 stimmte also mit
der Rezeptor-Desensitisierung nach der Blockade der PLD2-vermittelten PA-Synthese durch

1-Butanol iiberein.
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Abbildung 19: Einflul der negativen PLD2-Mutante auf die agonisten-induzierte De- und
Resensitisierung des MORI1.

A und C: Fiir die Analyse der Rezeptor-Desensitisierung wurden die MOR1- bzw. MOR1-nPLD2-Zellen bei
37°C in dem angegebenen Zeitraum mit 1 uM DAMGO bzw. Morphin priainkubiert. Nach dem Entfernen des
Priainkubationsmediums wurden die Zellen fiir 15 min mit Forskolin (25 uM) und DAMGO oder Morphin
(jeweils 1 uM) behandelt und der cAMP-Gehalt der Zellen bestimmt.

B und D: Fiir die Analyse der Rezeptor-Resensitisierung wurden MOR1- bzw. MOR1-nPLD2-Zellen bei 37°C
fiir 8 h mit 1 pM DAMGO bzw. Morphin préinkubiert, gefolgt von einem agonisten-freien Intervall von 0, 10,
20, 30 und 40 min. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, fiir 15 min mit Forskolin (25 pM) und DAMGO
oder Morphin (jeweils 1 uM) behandelt und der cAMP-Gehalt der Zellen bestimmt.

Die Werte reprédsentieren die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen vier voneinander unabhdngiger
Experimente. Die Sterne verdeutlichen die signifikanten Unterschiede (p < 0,05) zwischen MOR1- und MOR1-
nPLD2-Zellen, berechnet mittels ANOVA, gefolgt durch den Bonferroni-Test.

Im Vergleich zu DAMGO resultierte die Vorbehandlung der MOR1- und MOR1-nPLD2-

Zellen mit 1 uM Morphin in einer schnelleren Desensitisierung des MOR1 in beiden Zellinien



II1. Ergebnisse 37

(Abbildung 19C, S. 56). Die Uberexpression der nPLD2 fiihrte zu keiner Verinderung der
Desensitisierungsrate des MOR1 unter Morphin, im Gegensatz zur beschleunigten
Desensitisierung unter DAMGO. Dies kniipfte an die Ergebnisse der Untersuchungen zur
PLD-Aktivitdt und Internalisierung an, die zeigten, daB Morphin nicht in der Lage war, die
PLD2 zu aktivieren und zu keiner deutlichen Endozytose des MORI fiihrte (Abbildung 4, S.
33).

Neben dem EinfluB der nPLD2 auf die Desensitisierung des MORI1 wurden die
Auswirkungen auf die Resensitisierung des Rezeptors untersucht. In der Abbildung 19B sind
die Ergebnisse der Resensitisierung des MOR1 nach einer achtstiindigen Vorbehandlung mit
DAMGO dargestellt. Es zeigte sich, daB die Uberexpression der nPLD2 zu einer starken
Hemmung der Rezeptor-Resensitisierung fiihrte, im Vergleich zu den MOR1-exprimierenden
HEK293-Zellen.

Demgegeniiber zeigen die Ergebnisse der Abbildung 19D, dafl der MOR1 in den MORI1- als
auch MOR1-nPLD2-Zellen nach einer Vorbehandlung mit 1 uM Morphin fast keine
Resensitisierung aufwies. Insgesamt lassen die Ergebnisse also den SchluB3 zu, dal die
Hemmung der PLD2-Funktion zu einer Verstirkung der p-Opioidrezeptor-Desensitisierung

durch die Beeintridchtigung der Rezeptor-Resensitisierung fiihrte.
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IV. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul der PLD2 auf die Internalisierung und De-
beziehungsweise Resensitisierung des p-Opioidrezeptors untersucht.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte die im yeast two hybrid-System identifizierte Interaktion
zwischen dem MORI und der PLD2 durch Koimmunoprézipitations-Experimente bestétigt
und die Stimulierung der PLD2 durch MOR1 nachgewiesen werden. Die PLD2 wurde durch
DAMGO aktiviert, wohingegen Morphin zu keiner Aktivititssteigerung fithrte. Aufgrund der
Blockierbarkeit der DAMGO-vermittelten PLD2-Aktivierung durch Naloxon konnte gezeigt
werden, dafl die PLD2-Aktivierung durch MOR1 vermittelt wird. MOR1 aktivierte die PLD2
iiber ARF und nicht durch die PKC. Daneben zeigten die Ergebnisse der
Koimmunoprizipitation, dal der MOR1 mit PLD2 und ARF interagiert.

Der zweite Teil der Arbeit machte den Einflu der PLD2 auf die agonisten-induzierte
Internalisierung des MORI1 deutlich. Die heterologe Stimulierung der PLD2 durch PMA
fithrte auch zu einer deutlichen Internalisierung des MOR1 unter Morphin. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dafl die Hemmung der PLD2-vermittelten Phosphatidsdure-Produktion durch
1-Butanol oder die Uberexpression einer katalytisch inaktiven PLD2-Mutante (nPLD2) eine
drastische Verringerung der agonisten-vermittelten Internalisierung des MOR1 zur Folge
hatte.

Der EinfluB8 der PLD2 auf die De- und Resensitisierung des MOR1 wurde im dritten Teil
dieser Arbeit untersucht. Die Ergebnisse demonstrierten, dal die Hemmung der PLD2-
Aktivitdt in einer schnelleren Desensitisierung des MORI1 resultierte und die

Resensitisierungsrate des p-Opioidrezeptors stark beeintrachtigt wurde.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fiir eine wichtige Rolle der PLD2 im Prozel3 der
agonisten-induzierten Endozytose des MORI1. In der Abbildung 20 (S. 59) wurde
zusammenfassend folgendes Modell des Einflusses der PLD2 auf die Internalisierung des
MORI dargestellt: Nach der Aktivierung des pu-Opioidrezeptors durch den Liganden kommt
es zur agonisten-induzierten Desensibilisierung des MOR1, in deren Verlauf der Rezeptor
durch intrazelluldre Kinasen, wie zum Beispiel die G-protein-gekoppelte-Rezeptor-Kinasen
(GRK) oder die Kalzium/Calmodulin-abhédngige (CaM)-Kinase II, phosphoryliert wird. Der
phosphorylierte Rezeptor bindet f3-Arrestin. Diese Vorgidnge fiihren zur Entkopplung des

MORI1 von seinem G-Protein (Ferguson, 2001). Der Rezeptor verliert damit seine Aktivitit,
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er desensitisiert. Die Bindung des Agonisten an den MORI1 fiihrt andererseits auch zur ARF-
abhingigen Aktivierung der PLD2, was wiederum in einer PA-reichen Membran resultiert.
Dieser Wechsel der physiologischen Eigenschaften der Zellmembran ermdglicht die
Translokation von B-Arrestin, AP-2, Dynamin und Clathrin an die Membran und 16st damit
die clathrin-vermittelte Rezeptor-Endozytose des MORI1 aus. Im Verlauf dieses Prozesses
kommt es dann zum erneuten Einbau des Rezeptors in die Zellmembran (Recycling). Der p-
Opioidrezeptor wird dadurch wieder reaktiviert oder in Lysosomen abgebaut, wodurch sich

die Rezeptordichte der Zellmembran verringert.

Agonist
v
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Abbildung 20: Modell der agonisten-induzierten Endozytose des MORI1 und die mégliche Rolle der PLD2
bei der Endozytose. Das G-Protein ist durch einen griinen ovalen Kreis dargestellt, f-Arrestin durch einen roten
Kreis. Die Sterne symbolisieren Phosphorylierungsstellen. Die blauen Vierecke stehen fiir Clathrin, die gelben
Kreise fiir AP2 und Dynamin ist durch die grauen Dreiecke dargestellt. Die schwarze gestrichelte Linie

entspricht der PA-reichen Zellmembran. Erlduterungen im Text.

Wie die Ergebnisse der Koimmunoprézipitation zeigten, interagiert der p-Opioidrezeptor
spezifisch mit der PLD2 und nicht mit der PLD1b. Fiir die Bindung zwischen dem MOR1 und
der PLD2 scheint dabei die Phox-Homologie-Doméne (PX-Domine) im NH,-Terminus der
PLD2 und der COOH-Terminus des MOR1 verantwortlich zu sein. Im yeast two hybrid-

System konnte ndmlich ein mit dem C-Terminus des MORI1 interagierender Klon als NH,-
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Terminus der PLD2 identifiziert werden (NH,-terminale Aminosduren 116 bis 226). Auf
diesem PLD2-Fragment befindet sich der Hauptteil der Phox-Homologie-Doméne
(Aminosduren 63-192; Abbildung 3, S. 8).

Auch die positiven Befunde der Koimmunoprazipitation zwischen dem MOR1 und einer
negativen PLD2-Mutante (nPLD2) sprechen fiir die Phox-Homologie-Domine als den
gemeinsamen Bindungsort der beiden Proteine. Durch die Konstruktion der nPLD2 wurden
ndmlich nur die NH,-terminalen Aminosduren 1-235 der Phospholipase D2 exprimiert, was
dafiir spricht, daB der COOH-Terminus des MOR1 an die PX-Doméne der PLD2 im NH-
Terminus bindet.

Bei der PX-Doméne handelt es sich um ein phosphoinositid-bindendes Motiv, das bisher in
einer Vielzahl von Signal- und Adapterproteinen gefunden wurde (Xu et al., 2001). Die
Ergebnisse von Phillips et al. (2001) und Haft et al. (1998) zeigen, da3 die PX-Doméne nicht
nur fiir die Assoziation mit der Zellmembran benétigt wird, sondern auch eine Funktion in der
Interaktion mit verschiedenen Rezeptoren, wie zum Beispiel dem Epidermalen-
Wachstumsfaktor- (EGF-) und Plédttchen-Wachstumsfaktor-Rezeptor (PGF-R), besitzt. Die
Phospholipase D1b und 2 besitzen beide eine PX-Doméne in ihrem NH,-Terminus. Aber nur
fiir die PLD2 konnte eine Interaktion mit dem MORI1 im yeast two hybrid-System und der
Koimmunoprazipitation nachgewiesen werden. Dies konnte auf die vorhandenen

Sequenzunterschiede zwischen dem NH;-Terminus der PLD1b und 2 zuriickzufiihren sein.

Die nach Agonistenbehandlung zu beobachtende Reduktion des koimmunoprézipitierbaren
Anteils an PLD2 konnte auf die Separierung des MOR1 und der membran-lokalisierten PLD2
nach der agonisten-induzierten Rezeptor-Internalisierung zuriickzufiihren sein.

Die Befunde der Koimmunoprézipitation bestdtigten auch, daB3 in die Aktivierung der PLD2
durch den MORI das kleine G-Protein ARF (ADP-Ribosylierungsfaktor) eingebunden ist.
Daraus ergibt sich die Moglichkeit, da3 es zu einer direkten Interaktion zwischen dem MORI1
und dem kleinen G-Protein ARF kommt. Dafiir spricht die Identifikation eines
hochkonservierten NPXXY-Motivs innerhalb der siebten Transmembran-Doméne zahlreicher
G-protein-gekoppelter Rezeptoren einschlieBlich des p-Opioidrezeptors. Mitchell et al. (1998)
konnten demonstrieren, daf3 es sich bei dem Motiv um einen spezifischen ARF-Bindungsort
handelt, der in die rezeptor-vermittelte PLD-Aktivierung involviert ist.

Andererseits kann die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, daf3 die Interaktion zwischen

dem MORI1 und AREF iiber dritte Proteine, wie zum Beispiel die PLD2, vermittelt wird. Diese
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Hypothese wird durch Ergebnisse unterstiitzt, die zeigten, da3 die Koimmunoprézipitation
zwischen dem MORI1 und ARF die Gegenwart der PLD2 benétigt. Demnach konnte ARF nur
im Koimmunoprézipitat der MOR1-PLD2-koexprimierenden Zellen detektiert werden, aber
nicht in dem der MOR1-exprimierenden Zellen, obwohl im Lysat der MOR1-PLD2- als auch
MORI1-Zellen ARF nachgewiesen werden konnte. Es ist jedoch ebenfalls denkbar, da3 ein
Wechsel der Konformation des p-Opioidrezeptors im MORI1-PLD2-Signalkomplex
notwendig ist, um die Bindung von ARF an den MORI1 zu ermdglichen.

Insgesamt betrachtet, fiihrte die Stimulierung der MOR1-PLD2-Zellen mit dem Agonisten zu
einem 50%igen Anstieg des koimmunoprézipitierbaren Anteils an ARF. Das unterstiitzt die

Hypothese eines ARF-abhédngigen Aktivierungswegs der PLD2 durch den MORI.

Bei dem ADP-Ribosylierungsfaktor (ARF) handelt es sich um ein 21 kDa groB3es G-Protein,
dessen Rolle als kritische Komponente in verschiedenen vesikuldren Transportwegen in allen
eukaryontischen Zellen bekannt ist und das als spezifischer Aktivator der Phospholipase D
identifiziert werden konnte (Moss et al. 1998). Mitchell et al. (2003) konnten dariiber hinaus
in jiingsten Untersuchungen zeigen, dafl der ms-muscarinerge Rezeptor die PLD2 {iber ARF6
aktiviert. Bei ARF6 handelt es sich um eine Isoform der zelluliren ARFs, die hauptsdchlich
an der Plasmamembran lokalisiert sind. Die Behandlung der MOR1-PLD2-koexprimierenden
HEK-Zellen mit dem ARF-Inhibitor Brefeldin A, welches ARF-spezifische Guanin-
Nukleotid-Austausch-Proteine blockiert, fithrte zu einer Verhinderung der PLD2-Aktivierung
durch DAMGO.

Im Gegensatz dazu hatte die Blockade der PKC, als einem weiteren potentiellen Aktivator der
PLD durch den Inhibitor Calphostin C, keine Abnahme der DAMGO-induzierten PLD2-
Aktivitdt zur Folge. Dies spricht dafiir, da3 die PKC keine Rolle in der p-Opioidrezeptor-
vermittelten PLD2-Aktivierung spielt. Genauso wenig scheint die PKC die agonisten-
induzierte p-Opioidrezeptor-Phosphorylierung zu vermitteln. Dies verdeutlichen die
Zellkulturarbeiten von Zhang et al. (1996). Die Ergebnisse der PLD-Aktivitdtsuntersuchungen
der vorliegenden Arbeit zeigten, dall die Stimulierung der PKC durch PMA zu einer
Aktivierung der PLD2 und 1b fiihrte. Der dafiir verantwortliche Mechanismus ist noch immer
unklar (Exton, 2002).

Die Untersuchungen von Kim et al. (2000) lassen erkennen, daf3 die Behandlung der Zellen
mit dem Phorbolester (PMA) zu einer Phosphorylierung der Serin- und Threoninreste der

PLD1 fiihrte. Dies ist jedoch kein Beweis fiir die Annahme, dafl die Phosphorylierung der
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PLD1 eine Voraussetzung fiir die Enzymaktivierung ist. Denn eine PKCa-Mutante, der die
Kinase-Funktion fehlte, war in der Lage die PLD1 zu aktivieren. Demnach ist die initiale
Aktivierung der PLD1 durch PMA mit der direkten Interaktion zwischen PLD1 und PKCa
verbunden (Hu und Exton, 2003). Weiterhin konnten auch andere in diesem Zusammenhang

noch nicht identifizierte Kinasen in der Phosphorylierung der PLD mitwirken.

Der zweite und dritte Teil dieser Arbeit beschéftigte sich mit der Funktion der PLD2 im
Prozef3 der agonisten-induzierten Endozytose und De- und Resensitisierung des MOR1. In der
Abbildung 20 (S. 59) wurde eine mogliche Rolle der PLD2 als Modell dargestellt. Ahnlich
wie die Phospholipase C, Phospholipase A2 und Sphingomyelinase ist die PLD2 eine signal-
und rezeptor-aktivierbare Phospholipase. Uber die zellulidren Effekte der PLD2 und ihres
primdren Metaboliten Phosphatidsidure (PA) ist jedoch noch immer wenig bekannt. Klar ist,
dal3 der second messenger PA die Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase (PIP-5-Kinase)
aktiviert, welche fiir die Produktion von PIP, verantwortlich ist (Jenkins et al., 1994). Honda
et al. (1999) und Jones et al. (2000) konnten weiterhin zeigen, da3 nicht nur PA, sondern auch
ARF die Aktivitdt der PIP-5-Kinase in vitro regulieren kann. In Abhéingigkeit von der
Zusammensetzung der Vesikel konnen PA oder ARF die PIP-5-Kinase unabhédngig
voneinander beeinflussen. PIP, wiederum aktiviert die PLD in einer positiven Riickkopplung.
Die daraus resultierende Zunahme der PA-Konzentration nach der PLD-Aktivierung fiihrt zu
einem Wechsel der physiologischen Eigenschaften der Zellmembran in Form von
Veridnderungen der Ladung und des pH-Wertes, was wiederum Voraussetzung fiir die
Bildung der Vesikel ist. Der niedrige pH-Wert der PA-reichen Plasmamembran konnte dabei
in einer Protonierung der Proteine resultieren, welche aus diesem Grunde durch die negative
Ladung des Phosphatrestes der Phosphatidsdaure (PA) angezogen werden. In diesem Sinne
scheint die PLD1 eine Rolle bei der Vesikelformierung des Golgi-Apparates zu spielen
(Ktistakis et al., 1995 und 1996), wahrend die PLD2 bei der Vesikelbildung der
Plasmamembran eine Rolle spielt. Dariiber hinaus hatte die Uberexpression der PLD2 in
Fibroblasten aus Rattenembryonen morphologische Anderungen der Zellen zur Folge, was
den SchluB3 zuldBt, dal die PLD2 in die Neuordnung des Actin-Cytoskelett eingebunden ist
(Cockcroft, 2001; Colley et al., 1997).

Wihrend also die PLD1 eine Aufgabe in der Exozytose zu libernehmen scheint, sprechen die

Ergebnisse dieser Arbeit fiir eine Beteiligung der PLD2 an endozytotischen Prozessen. Die
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zelluldre Lokalisierung von MOR1 und PLD2 zeigte, da3 sich die beiden Proteine in der
Plasmamembran befinden. Allerdings konnte keine Kointernalisierung des MOR1 und der
PLD2 nach der Behandlung mit dem p-Opioidrezeptoragonisten DAMGO beobachtet werden.
Diese Befunde unterstiitzen auch die Ergebnisse der Koimmunoprézipitation, denn die
Stimulierung der MOR1-PLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen mit DAMGO fiihrte zu
einer Abnahme an koimmunoprizipitierbarer PLD2 um rund 50%. Anhand der Durchfiihrung
der Methode konnte dabei sichergestellt werden, dafl auch internalisierte Rezeptoren in den
Vesikeln immunprézipitiert wurden (Material und Methoden, Abschnitt 2.5.2., S. 25). Die
vergleichende Quantifizierung der Internalisierung des MOR1 mit Hilfe einer ELISA-Technik
ergab, daB3 rund 40% des p-Opioidrezeptors nach der Behandlung mit dem Agonisten
DAMGQO internalisierten.

Weiterhin wurde die Internalisierung des pu-Opioidrezeptors in den MOR1- und MORI-
PLD2-exprimierenden HEK293-Zellen verglichen. Der Rezeptor zeigte unter DAMGO eine
deutliche Internalisierung, wihrend die Behandlung mit Morphin zu keiner Endozytose des
MORI in beiden Zellinien fiihrte. Ebenfalls hatte die alleinige Inkubation der Zellen mit dem
PKC-Aktivator PMA keine Ausldsung der Internalisierung des Rezeptors zur Folge, obwohl
PMA nachweislich die PLD2 aktivierte.

Wurden die MOR1-PLD2-Zellen jedoch gleichzeitig mit Morphin und PMA behandelt, kam
es zu einer 20 bis 30%igen Internalisierung des MOR1. Da Morphin keine Aktivierung der
PLD2 induzieren kann, scheint die heterologe PLD2-Aktivierung durch PKC in Kombination
mit der Agonisten-Inkubation die Internalisierung auszuldsen.

Durch die Behandlung der Zellen mit einem priméren Alkohol (1-Butanol) wurde die PLD2
gehemmt (Shen et al., 2001; Skippen et al., 2002). Dies fiihrte zu einer 80%igen Reduktion
der agonisten-induzierten Endozytose des p-Opioidrezeptors. Fiir die Versuche wurde eine
0,7%ige Butanolkonzentration verwendet, die einerseits eine ausreichende maximale
Transphosphatidylierung zur Folge hatte und andererseits toxische Alkoholeffekte ausschloB.
Die Kontrollversuche mit Isobutanol, welches von der PLD2 nicht als Substrat genutzt wird,
fiihrten trotz vergleichbarer moglicher Toxizitdt zu keiner Verdnderung der G-Protein-
Kopplung des p-Opioidrezeptors und damit zu keiner Hemmung der Endozytose des MOR1
in beiden Zellinien.

Andererseits wurde durch die Uberexpression einer inaktiven PLD2-Mutante (nPLD2) in den

MORI1-Zellen die endogen exprimierte PLD2 aus der Bindung mit dem MORI1 verdréingt.
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Dies resultierte in einer rund 50%igen Reduktion der DAMGO-induzierten Internalisierung
des p-Opioidrezeptors. Interessanterweise hatte die heterologe Aktivierung der endogenen
PLD2 in den MOR1-nPLD2-koexprimierenden HEK293-Zellen durch PMA zusammen mit
der DAMGO-Behandlung die Aufhebung der nPLD2-vermittelten Hemmung der
Rezeptorinternalisierung zur Folge. Indem die durch nPLD2 vermittelte Blockierung der
rezeptor-induzierten PLD2-Aktivierung mittels PMA-Behandlung umgangen wurde, kam es
zu einer rund 40%igen Internalisierung des MORI1 unter DAMGO plus PMA. Damit
entsprach die Internalisierung des MORI1 in diesen Zellen dem des p-Opioidrezeptors in den
MORI1-exprimierenden Zellen unter gleichen Bedingungen beziehungsweise der vorher
ermittelten DAMGO-induzierten Endozytose des MOR1 in den MOR1-Zellen.

Wurden im Vergleich dazu die MORI1-PLD2-koexprimierenden Zellen gleichzeitig mit
DAMGO und PMA inkubiert, fithrte dies zu einem signifikanten Anstieg der Internalisierung
des p-Opioidrezeptors. Dieser Effekt ist hochstwahrscheinlich auf die Menge der
exprimierten PLD2 zuriickzufiihren. Denn wéhrend in den MOR1-nPLD2- und MOR1-Zellen
nur die endogen exprimierte PLD2 der HEK293-Zellen zu finden ist, wurde in den MORI-
PLD2-Zellen die PLD2 iiberexprimiert. Damit diirfte sicherlich die verstirkte PMA-Wirkung

zu erkléren sein.

Die heterologe PLD2-Aktivierung durch PMA fiihrte zur Induzierung einer p-Opioidrezeptor-
Internalisierung unter Morphin. Aus diesem Grunde kann vermutet werden, daB fiir die
Rezeptor-Endozytose zwei Prozesse wichtig sind, zum einen die agonisten-induzierte
Konformationsédnderung des Rezeptors und zum anderen die Stimulierung der PLD2-
Aktivitét.

In Hinblick auf das Unvermdgen von Morphin zur Auslésung der Internalisierung des MOR1
wurde vermutet, daB Morphin den Rezeptor in einer Konformation zuriickhilt, die keine
GRK-vermittelte Phosphorylierung und anschlieBende 3-Arrestin-Bindung erlaubt (Whistler
et al., 1999; Koch et al., 2001). Diese Hypothese wurde auch durch andere Ergebnisse
unterstiitzt, die zeigten, dal Morphin zwar keine starke Phosphorylierung des MOR1 auslosen
kann, aber sehr wohl zur Phosphorylierung anderer Splicevarianten des Rezeptors (MOR1D
und MORIE) in Lage ist. Die beiden Varianten internalisieren auch nach der Behandlung mit
Morphin (Koch et al., 2001).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dall die Interaktion von pB-Arrestin mit $2-Adaptin (AP-2)

zur Initiation der clathrin-vermittelten Rezeptor-Endozytose fiihrt (Laporte et al., 2002). Die
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Bindung von AP-2 wird durch eine PA-reiche Membran erleichtert, die aus der PA-
Produktion der durch ARF aktivierten PLD2 resultiert (Liscovitch und Cantley, 1995; De
Camilli et al., 1996).

Dies 148t erkennen, daBl die Rezeptor-Endozytose nicht nur durch die Rezeptor-
Phosphorylierung und p-Arrestin-Bindung moduliert wird, sondern auch durch die PLD2-
induzierte PA-Produktion, welche wiederum die Translokation von AP-2 und Clathrin an die
Plasmamembran ermoglicht. Daraus 1a6t sich folgern, dal der Aktivierung der PLD2 die
Schliisselrolle wéihrend der Induktion der agonisten-induzierten Endozytose des p-

Opioidrezeptors zukommt.

Aufgrund von Studien, die zeigten, dal die Endozytose und das Recycling des Rezeptors
entscheidende Faktoren fiir die Rate der agonisten-induzierten p-Opioidrezeptor-
Desensitisierung sind (Koch et al., 1998 und 2001; Law et al., 2000), konnte angenommen
werden, dal die PLD2 in die Regulation der Reaktivierung und auch der Desensitisierung des
MORUI involviert sein konnte.

Deshalb wurde zuerst die Auswirkung einer Uberexpression der PLD2 auf die De-
beziehungsweise Resensitisierungs-Rate des MOR1 untersucht. Es stellte sich heraus, dal3 die
Koexpression der PLD2 zu keinen Verdnderungen der agonisten-induzierten MORI-
Desensitisierung oder Resensitisierung fiithrte. Dies stimmt mit den Befunden zur agonisten-
induzierten Endozytose des MORI iiberein. Denn auch hier fiihrte die zusidtzliche
Uberexpression der PLD2 zu keiner Verstirkung der basalen Rate der Rezeptor-Endozytose
in den HEK293-Zellen. Die endogen exprimierte Menge an PLD2 scheint somit fiir die
Induktion der Rezeptor-Endozytose und des Recyclings des Rezeptors ausreichend zu sein.
Jedoch 14Bt die Zunahme der agonisten-induzierten p-Opioidrezeptor-Endozytose unter
Morphin, nach einer heterologen Stimulierung der PLD2 durch die PKC mittels PMA, die
Rolle der PLD2-Aktivitdt fiir die Induktion der Rezeptor-Endozytose erkennen. Daher wurde
im weiteren Verlauf der EinfluB einer PLD2-Inhibition auf die De- beziehungsweise
Resensitisierung-Rate des MOR1 in HEK293-Zellen determiniert. Auf der einen Seite wurde
deshalb die PLD2-vermittelte PA-Produktion durch die Behandlung der Zellen mit einer
0,7%igen 1-Butanollosung gehemmt. In den MOR1-exprimierenden als auch MOR1-PLD2-
koexprimierenden Zellen fiihrte dies zu einer drastischen Zunahme der Desensitisierungsrate
des MORI1, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Die isobutanol-behandelten

Kontrollzellen zeigten dagegen keine Anderung hinsichtlich der Desensitisierung des MORI.
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Fiir den Einflufl der PA-Produktion auf die Desensitisierung spricht auch die Hemmung der
PLD2 durch eine physiologische Ethanolkonzentration (0,1%). Die Behandlung der MOR1-
exprimierenden Zellen fiihrte ebenfalls zu einer Zunahme der Desensitisierungsrate des
MORI.

Auf der anderen Seite wurde die katalytisch inaktive nPLD2 zur Hemmung der MOR1-
vermittelten PLD2-Aktivierung und anschlieBender PA-Synthese verwendet. Die
Uberexpression der nPLD2 in den MOR1-Zellen resultierte in einer deutlich schnelleren
DAMGO-induzierten Rezeptor-Desensitisierung. AuBBerdem wurde auch die Resensitisierung
des p-Opioidrezeptors stark beeintrachtigt. Im Vergleich dazu wurde die DAMGO-induzierte
Internalisierung des MORI1 durch die nPLD2 aber nur um rund 50% reduziert (Abbildung 15,
S. 50). Die stark verzogerte Resensitisierungsrate des MOR1 in Folge der Uberexpression der
nPLD?2 146t erkennen, dafl die Aktivierung der PLD2 neben ihrer wichtigen Funktion in der
agonisten-induzierten Endozytose in die Reaktivierung des MOR1 eingebunden ist. Choi et
al. (2002) konnten mit Hilfe von Mastzellen zeigen, daB3 die dort endogen exprimierten
Phospolipasen D1 und D2 unterschiedliche Phasen der Exozytose regulieren. Ihre Ergebnisse
verdeutlichten die Beteiligung der PLD2 an sekretorischen Prozessen, denn die Expression
einer katalytisch inaktiven PLD2 fiihrte zur Blockierung der Sekretion. Fiir den Verlauf der
Exozytose postulierten sie, dafl die Translokation der Granula zur Zellperipherie in
Mastzellen durch die granula-assoziierte PLD1 reguliert wird. Die kalzium-abhéngige Fusion
der Granula mit der Plasmamembran wird durch die PLD2 gesteuert und mdoglicherweise
durch die PLD1 beeinfluBBt. Daneben konnte demonstriert werden, dafl die PLD2 in die
Neuordnung des Actin-Cytoskelett (Cockcroft, 2001; Colley et al., 1997) und der Anderung
der Membranstruktur (Honda et al., 1999) eingebunden ist. Damit beteiligt sich die PLD2 an
den vesikuldren Transportprozessen der Zellmembran. Auf Grund dessen konnte die
beobachtete Zunahme der DAMGO-induzierten MOR1-Desensitisierung in Folge der nPLD2-
Uberexpression auf einem kombinatorischen Effekt aus abnehmender Rezeptor-Endozytose
und beeintrichtigtem Rezeptor-Recycling zuriickzufiihren sein. Uber welche Zielproteine und
Signalwege die PLD?2 in die Reaktivierung des MOR1 eingebunden ist, sollten weitergehende
Untersuchungen zeigen.

AbschlieBend lassen die Resultate erkennen, daB3 die Blockierung der Féhigkeit des p-
Opioidrezeptors zur Reaktivierung das Vermogen des Agonisten zur Desensitisierung des
Rezeptors verstiarkt. Dies entspricht dem Modell, wonach die schnelle Rezeptor-

Internalisierung ein bedeutender Mechanismus fiir die Reaktivierung des MORI1 ist. Die
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Abbildung 21 (S. 67) verdeutlicht dies anhand des Unterschiedes der liganden-abhéngigen
Rezeptor-Desensitisierung des MOR1 zwischen Morphin und DAMGO. Wihrend Morphin
aufgrund der fehlenden Internalisierung zu einer schnellen Rezeptor-Desensitisierung fiihrt,
hat die starke Internalisierung des MOR1 nach DAMGO und der folgenden Resensitisierung
eine langsamere Rezeptor-Desensitisierung zur Folge (Abbildung 19A und C, S. 56).

Die Stimulierung der PLD2-Aktivitit durch zahlreiche G-protein-gekoppelte Rezeptoren
einschlieBlich den VPAC und PAC-Rezeptoren, dem Endothelin-Rezeptor oder D,-Dopamin-
Rezeptor (McCulloch et al., 2001; Ambar et al., 1993; Senogles et al., 2000) konnte bisher
nachgewiesen werden. Trotzdem ist der Mechanismus der PLD2-Aktivierung durch die G-
protein-gekoppelten Rezeptoren und die zelluldre Funktion der aktivierten PLD2 nahezu
unverstanden. Diese Arbeit konnte daher erstmals die essentielle Rolle der PLD2 in der
agonisten-induzierten Endozytose des p-Opioidrezeptors als Beispiel eines G-protein-

gekoppelten Rezeptors aufzeigen.
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Abbildung 21: Vergleich der liganden-abhéingigen Rezeptor-Desensitisierung zwischen Morphin und
DAMGO. Erlduterungen im Text.
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V. Zusammenfassung

Auf der Suche nach intrazelluldren Proteinen, die an der Endozytose des p-Opioidrezeptors
(MOR1) beteiligt sind, wurde die Phospholipase D2 (PLD2) als ein mit dem Rezeptor
interagierendes Protein identifiziert. Bei der PLD2 handelt es sich um eine plasmamembran-
assoziierte Phosphodiesterase, die eine Rolle bei der Bildung endozytotischer Vesikel spielt.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu der PLD2 auf die agonisten-induzierte
Internalisierung und Desensibilisierung des MOR1 untersucht. HEK293-Zellen wurden fiir
die Untersuchungen mit MOR1 und PLD2 kotransfiziert. Die Interaktion zwischen dem
MORI1 und der PLD2 konnte mit Hilfe der Koimmunoprézipitation bestitigt werden. Die
Stimulierung der Zellen mit dem Rezeptor-Agonisten DAMGO hatte eine dreifache Zunahme
der PLD2-Aktivitdt zur Folge. Im Gegensatz dazu fithrte Morphin, das keine Internalisierung
des MORI1 induziert, zu keiner PLD2-Aktivierung. Die DAMGO-vermittelte PLD2-
Aktivierung konnte durch Brefeldin A, einem Inhibitor des ADP-Ribosylierungsfaktor (ARF),
gehemmt werden, wohingegen der Proteinkinase C-Inhibitor Calphostin C die Aktivierung
nicht beeinflussen konnte. Dies spricht dafiir, daB die MOR1-vermittelte PLD2-Aktivierung
ARF- und nicht PKC-abhéngig erfolgt.

Der zweite Teil dieser Arbeit verdeutlichte, daf3 die alleinige Behandlung der Zellen mit
Morphin oder dem Phorbolester PMA, welches die PLD2 {iber die PKC aktiviert, zu keiner
Endozytose des MORI1 fiihrte. Erst die kombinierte Stimulierung des MOR1 durch Morphin
und der PLD2 durch PMA zog eine Internalisierung des MORI1 nach sich. Umgekehrt konnte
gezeigt werden, dall die Hemmung der PLD2-vermittelten Phosphatidsdure-Produktion durch
1-Butanol oder die Uberexpression einer katalytisch inaktiven PLD2-Mutante (nPLD2) eine
drastische Verringerung der agonisten-vermittelten Internalisierung zur Folge hatte.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde der EinfluB der PLD2 auf die agonisten-induzierte De-
und Resensitisierung des MOR1 untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dafl die Inhibition der
PLD2 in einer beschleunigten Desensitisierungsrate und verzogerten Resensitisierung des
MORI1 resultierte. Dies spricht fiir das Modell, wonach die Rezeptor-Internalisierung ein
bedeutender Mechanismus fiir die Reaktivierung des MORI ist.

Damit konnten die Ergebnisse dieser Arbeit erstmals die essentielle Rolle der PLD2 in der

agonisten-induzierten Endozytose des MOR1 aufzeigen.
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