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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In jingerer Zeit haben eine Reihe von Studien gezeigt, dass die membranst@adigen
Proteingekoppelta Rezeptoren (GPCR) in ihrer Funktion durch das elektrische
Membranpotenzial beeintrachtigt werd@&iese spannungsabhangige Modulation kann je nach
betrachtetem Rezeptor undrjach Liganderzu einer Aktivierung oder Deaktivierung fihren
die aus Veranderungen in der Ligandenaffinitat oder Effektstarke resuimwvohl bereits
eine Reihe von Rezeptoren charakterisiert werden konnten, bleibt der zugrundeliegende
Mechanismus grof3tenteils unklaEbenso weil3 man bis heute nicht viel Uber die

pharmakolgische Relevanz der Spannungsabhangigkeit in nativem Gewebe.

In der vorliegenden Studie wurde derQpioid-Rezeptor (MOR) in Bezug auf
spannungssensitives Verhalten charakterisizig physiologische Rolle des MOR liegt in einer
Hemmung pronozizeptiver Signale auf prind postsynaptischer Ebene. Die wichtigsten
Schnerzmittel zur Behandlung mittelstarker bis starker Schmerzen adressieren dei\OR.
neuronaler Rezeptor ist der MOR starken und hochfrequenten Anderungen im
Membranpotenzial ausgesetbie Spannungsabhangigkeit wurde in vorliegender Studie auf
mehrerenEbenen beleuchtet: in der-FFoteinAktivierung, Z-adrenerge Rezeptorknase
(GRKZ2, englisch Gprotein coupled receptor kinase 2nd Arrestin3interaktion wurde die
Spannungssensitivitites MORauf molekularer Ebene beobachtetdirekt gemessen durch
Protein-Proteirinteraktionen der EffektorenDies konnte durch einen Versuchsaufbau
gewahrleistet werden, deidister Resonanz Energie Transfer (FRET) Messunrgéschen
fluoreszenmarkierten Fusionsproteinemter Manipulation des Membranpotenzialssymole-
cell (englisch: ganze Zell§pannungsklemmeModus erlaubtln weiteren Versuchen wurde
die pharmakolgischen Implikationen der Spannungsabhangigkkit Rezeptors unter
Manipulation des Membranpotenzials untersucht. Daflr wurden zum eineniMiDRerte
GIRK-Strome (GProteiraktivierter, einwartsgleichrichtender Kana) transfiziertea HEK
293T Zellen in Einwartsund Auswartsrichtungufgezeichnetind zum anderen Messungen
der GIRK-Stréme in einzelnen MNuronen aus Locus Coeruleus LC) Préaparationen
durchgefiihrt

Auf molekularer Ebene wurde in allen untersuchten Interaktionen eine starke
spannungsabhangige Steigerung der MoHmizierten Rezeptoraktivierung gefunden

Besonders ausgepragtpannungsabhéngige Auswirkunganden sichn der Fahigkeit des

I Messungemlurchgefiihrt von S. Klindert und C.P. Bailey an der University of Bath, GroBbritannien
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Morphinaktivierten MORs, GRK2 und Arrestin3 zu rekrutieren. Morphin wurde in der
Literatur bereits als Ligand mit niedriger intrinsischer Effektstarke charakterisiert und zeigt im
Vergleich zu peptidergen Liganden (DAMGO, Ma&tkephdin) in nicht-depolarisierten Zellen

nur eine geringfigige GRKkaund Arrestin3Rekrutierung. Bei Depolarisation innerhalb der
physiologischen Bandbreite an Membranpotenzialenteeaigh allerdings eine mehrfache
Steigerung der initialen Rekrutierundie als gesteigerte Effektstarke identifiziert werden
konnte. Im Gegensatz dazu reagierte der DAMG@Kivierte MOR nur geringfligig
gpannungssensitiv. und unter Mebkephalin konnte keine messbareveranderung in
Abhangigkeit des Membranpotenzials festgesteitden.In einem kleinen Exkurs wurde
weiterhin beobachtet, dass der hochpotente Ligand Fentanyl unter Depolarisation sogar eine
Deaktivierung des Rezeptors zeigtihrendder strukturell mit Morphin verwandte Ligand
Buprenorphin bei Depolarisatipréhnlich wie Morphin eine starke Zunahme in der

Effektstarkezeigt.

Bei Betrachtung der Veranderungeles Morphin-induzierten, MORvermittelten
GIRK-Stroms wurde in transfizierten HEK 293Tsowohl in Einwdrts als auch in
Auswartsrichtung eine starke Steigerung des Signals detektiert, obwohl fiMeiesengeri
im Gegensatz zu den FREBMessungeraufgrundder Kanaleigenschaften nur ein Teil der
physiologischen Bandbreite des Membranpotdsizar Verfligung stands wurde weiterhin
versucht, diesein HEK 293T Zellen bereitauf physiologischer Ebenevident gewordene
Spannungsabhéangigkeit in einzelnen NeuronerSéhnitten, welche natives LC Gewebe
enthielten, nachzuweisen. Obwohl hierbas, dir die Messungen geeignete Bandbreite des
Membranpotenzials noch kleiner war, zeigte stienfallseine signifikante Steigerung der

Morphirrinduzierten GIRKStréme im Vergleich zu peptidergen Liganden.

Die vorliegende Arbeit zeigt zusammenfassend diarke, ligandenabhangig
unterschiedliche Modulation des MORig sich bis hin zu einer veranderten GHREnat
Aktivierung bemerkbar math und somit nahelegt, dass depolarisationsinduzierte

Rezeptormodulation auch atmakologisch&elevanz besitzt.

Stichworte:

Forster Resonanz Energie Transfer (FRETR®tein gekoppelte Rezeptoren (GPCRKDR-

SignaltransduktiorG-Proteiraktivierter einwartsgleichrichtender Kalium (GIRKanal, Gro-
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Protein, intramolekularer RezepiSensor, Arrestis, GRK2, Affinitat, Effektstarke
opioiderge Analgetika,



Summary

2. Summary

Recently, in a series of studies it has been proven, that the function of membranous G
protein coupled recepto(&PCR)is modulated by the embrane potentidbepending on the
type of receptor or ligand, the observed voltdgpendent changes may lead to an enhanced or
decreased receptor activity which may be duedioange in affinity and also efficadpespite
of an ingeasing number of receptors being characterized, the underlying mechanism of voltage
sensitivity remains rather obscur@lso, there is little knowledge abogtharmacolgical

implications of voltage sensitivity in native tissue.

In the present study theqpioid receptor (MOR) has been characterized with regard to
voltage sensitivity As activation of the MOR leads to a decreased propagation of
pronociceptive stimuli, the receptor is the most important targetfalgesicsn treatment of
moderate to severmpain.Being expressed in neuronal tissue, the MOR is exposed to robust and
high-frequency changes in membrane potential. In the present study vedtagiévity was
elucidated at different levelsn G-protein activation,G-protein coupled receptor kisa 2
(GRK2)- and Arrestinarecruitment, the voltage sensitivity of the MOR was elucidated on a
molecular level by analyzingrotein- protein interaction®f effectors.To thisaim, asetup
which allows for thaletermination of ratiometriEoerster Resonance Energy Transfer (FRET)
measurements between fluorescently labelled fusion protgyes manipulation of the
membrane potential byhole cell voltage clampas usedA further set of experiments, which
measued alterations o6G-protein activated inwardly rectifying 'K(GIRK) currents, allowed
for investigation of thepharmacolgical consequences of voltage sensitivityp this aim,
MOR-evoked GIRKcurrents were characterized upon depolarization both in inaadl
outward directionin transfected HEK 293Tcells. Moreover, these currents were also

determinedn neuronghatcontained preparations of LocG®eruleus (LC) neurofs

On a molecular basis, strong voltage dependent increase in morpheeliated
receptor activation was observed ail investigatedevels of signalingThe most striking
impacts of voltage on signaling were found in the GRKAd Arrestindecruitment to the

morphineactivatedMOR.

According to previous publications, morphine has lmemacterizetb be digand with
low intrinsic efficacy, causingonly minor recruitment of GRR and Arrestin3 in non

depolarized cellto the receptor, when compared with the peptidergic ligands DAMGO er Met

2LC measurements weperformedby S. Klindert and C. P. Bailey, University of Bath
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enkephalire. However, upon depolarization to different membrane potentials within the
physiological range, a remarkablecrease ofthe initial recruitment was observed and the
occuring changes could be identified to demonstrate a change in effitacgontrast
investigation of voltage sensitive modulations of the DAM&sDivated receptor showed only
minor changes in albbserved interactionand the Meenkephalire activated recepr even
exhibitedno detectablevoltage sensitivityln a subset of experiments, voltage sensitivity of
fentanyl and buprenorphine, two further opioids of therapeutic relevance were tested. While the
morphinelike substance buprenorphine showesdimilar to morphinei a strongincrease in
efficacy upon depolarizatigrfor fentanyl which isa structurally different type of ligana

decrease of MORctivity was observed upon depolarization.

Characterization of changes in morphinduced MORmediated GIRKcurrents due
to depolarization in transfected HEK 293T cells showed an increase of currents both in outward
and inward direction, although thesemeasurements only a small range of potentials within
the physiological range of membrane potentials watedubr characterization, due to the
physiologic properties of these channéfsa further set of experiments, the investigation of
voltage sensitive effects on morphimediated GIRK currents in natitissue waperformed.
In these experiments, slicesntaining LC neurons were used for measurements. Although
measurements in this delicate tissue allow rf@gasurements in an even smaller range of
membrangotentialsa significant increase in morphimeediated GIRK currentss compared

to DAMGO- or Metenkephalinemediated currentwas observed upon depolarization.

In summary, this work demonstrates the strong voltage dependent modulation ef MOR
signaling, which occurs to different extents andlities dependertn the ligand appliedn
case of the stra@y voltage sensitivity of the morphiaetivated receptor, these changes become
evident even on the level of GIRK currents in physiological tissiggesting pdwrmacolgical
relevance of voltage induced alterations of MOR activity.

Keywords:

Foerster Resonae Energy Transfer (FRET), Brotein coupled receptors (GPCRs), MOR
signaling, Gproteinactivated inwardly rectifying K (GIRK) channel Gio-protein,

intramolecular receptorsensor, Arresti, GRK2, affinity, efficacy, opioidergic analgesi¢s



Einleitung

3. Einleitung

3.1 Biologische Membranen

Die Begrenzungund Stabilisierungzellularer Systeme wird durch Membranen
bewerkstelligt Diese Membranen sind nach ihrdruktur als lipiddoppelschicht anzusehen,
wobei die polaren Kopfgruppen zden wassrigen Losungen im Extrazellularraum und
Intrazellularraum weisen und die hydrophobetisaureateile zueinander in die Innenseite der
Membran gewandt sind. Membranen sind Ublicherweise elektrisch polarisiert, wobei die
Innenseite im nicherregten Zustand negative Ladung aufweist. Diese Ladung ist je nach

Zelltyp unterschiedlich und karWertebis zu-100 mVaufweisen.

Dieses Ruhemembranpotenzial resultiert aus der unterschiedlichen lonenverteilung im
Intrazellularraum im Vergleich zum ExtrazeBuntaum: wahrend intrazellular Kiberwiegt
(155 mM innen; 4 mM auf3en), findet sich extrazellular iberwiegend & mM aul3en; 12
mM innen). Die Konzentrationen von G120 mM auf3en; 4 mM innen) und HGQ27 mM
aul3en; 8 mMinnen sind aufRen hohebDie Leitfahigkeit fur die lonen und intrazeliren
Bestandteile sind unterschiedlich ho&o werdemegativ geladene Proteine aus dem Zytosol
nicht nach auRen geleiteferner ist die K'-Leitfahigkeit hoch, wohingegen die Na
Leitfahigkeit nur 4 % davohetragf. Derelektrochemische Gradientird durch lonenpumpen
wie die Nd/K*-ATPase aufrecht erhaltedie N& und K" im Verhaltnis 3:2 transportieft

Die grol3en Ladungsunterschiede zwischen Extrazelluféd Intrazellularseite werden
durch diesehr diinne hydrophobe Membranschicht (ca& PJetrennt, welche als Dielektrikum
des Kondensators dient und dabei ein starkes elektrisches Feld erzeugV(m)lf Durch
Reorientierung geladener Molekiile bei Anderung diesddrisiehen Felds kann es in den
integralen Membranproteinen zu deutlichen Konformationsanderungen kommen. Diese
Reorientierungen kénnen didtivitat dieser Proteinen Abhangigkeit des Membranpotenzials
deutlich modulieren®. Dass zahlreiche lonenkanile sensitivf averanderungen des

Membranpotenzials reagieren ist schon lange bekRannt

In den letzten 20 Jahresrlangte man auch deutlich mehr Kenntnis tber die Existenz
weiterer spannungshfingiger Proteine an der Plasmamembran, wie demsjmgsabhangigen
Phosphatasef, lonencarrien ” oder PumpeR. Eine weitere Erkenntnis der letztéeiden
Dekaderist, dass auch ®roteirgekoppelte Rezeptoren (GPCRshsitiv auf Veranderungen
im Membranpotenzial reagieren. Diese Spannungsabhéngigkeit soll mit Fokus aiuf stark,
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erregbarem neuronalem Gewebeprimierten HOpioid-Rezeptor (MOR) in dieser Arbeit

untersucht werden.

3.2 Spannungsabhangigkeit von Membranproteina

Wie bereits in KapiteB.1angefuhrt, reagieren eine Reihe von Proteinen sensitiv auf die
Veranderungen, imlektrischen Feld der Plasmamembriaxdem eine elektrische Ladung oder
ein Dipol unter Veranderung des elektrischen Feldes umorientiert Mitddiesem Schritt
werden sohaufig zellulare Prozessewie die Regulation des Ruhembranpotenzials,
Generierungeines Aktionspotenzials oder Phosphorylierungsprozegseinungsabhangig
moduliert. Viele Proteine, die an synaptischer Transmission oder zellularer Homdostase

beteiligt sind, werden auf diese Art reguli&rt

Resultat der Umorigierung der Ladungen oder Dipole ist stets eine konformationelle
Anderung des Protein®ie spannungssensitivéiadungen innerhaldes Proteins sind haufig
die flexiblen Seitenketteder Aminosaure\sp, Glu, Lys oder ArgSeitenketta von Tyrsind
haufige, sich reorientierende DipolBin weiterer spannungsabhéngiger Prozess kann die
Anlagerung freier Ladungen aus intramolekularen Kavitatsein Durch die
Ladungsanlagerungen werden dann weitere konformationelle Umordnungen im Protein
initiiert.  Wemn spannungsabhangige Ladungen von Membranproteinen innerhalb des
Transmembranbereichs des Proteins bewegt werden, kommt es dadurch auch in Intrazellular
und Extrazellularmilieu zur proportionalemadungsverschiebungerdie einen messbaren
Strom erzeugenSolche spannungsabhangigen Strome wurden erstmals ‘aKaNalen
beobachtetund wur den seit jtemgrcEnteec&dnbgeatisclham
mit derOffnungdes Kanalkorrelieren Auch in vorliegender Arbeit wird im weiteren Verlauf
der Begri f fcure dtgad i n o e rDiesen dStréme  werden  als
Elementarladungsverschiebungen angegeben und variieren je nach spannungsabhéngigem
Protein. Besonders gro3e Ladungsverschiebungen finden sich bei spannungsabhangigen
lonenkanalendie im Bereich von 1&lementarladagen &) (Shaker K Kanale®!9 bis 9 e
(Ca* Kanale'?) liegen.In all diesen Proteinen finden groRe konformationelle Umlagerungen
bei Veranderung des Membranpotenzials statt, da diese Kanéle UberSagr8dnt verfigen.
Im Falle der Shaker K Kandle weist dieses Segment eine hohe Dichte an basischen
Aminosauren auf, wahrend die benachbarten Segmente S2 uitleBZahlreiche saure
Aminosauren verfigen. Bei Depolarisation kommt es zu einer drastischen Umlagerung des
basischen S&egments, die zurer veranderten Leitfahigkéditir K* durch die Porenschleife
fuhrt. Die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals witddurchin sehr starkem AusmaR
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spannungsabhangig reguliert: Depolarisation um 10 mV erhoht die

Offnungswahrscheinlichkeit um den Faktor 50

Ebenfalls Gber ein S4Segmaet, jedoch nicht tber eine Porenschleife verfligt der
spannungsabhangige Protodéanal’?. In allen bisher genannten Kanélen fiihrt Depolarisation
zur erhohten Leitfahigkeit des Kanals. Allerdings verfluigen #astéle UbeS4Segmente, die
bei Depolarisation inaktiviert werden, wie z.B. der Hyperpolarisataitivierte
Zyklonukleotidregulierte (HCN)-Kanal * oder der hER&anal (englisch: humaEthera-
go-go related genéY.

Auch enzymatische Funktionen kénnen, wie im Falle der spannungsabhéngigen
Phosplatase CiVSP unter Depolarisation hestgllt werden. Auch hier stellt ein Segment
die spannungssensitilomponentem Protein dar. Spannungsabhangige Transporter und
Pumpen sowie GPCRs grenzen sich allerdings mechanistisch von den beschriebenen Proteine
mit S4Segment ab. Wahrend Letztere ausfihriicden nachfolgenden Kapitebeschrieben
werden und daher an dieser Stelle nighf GPCRs eingegangen wirsbll noch der Na
GlucoseCo-Transporte(SGLT1) Erwéahnung finderDieser CeTransporter nutztid Energie
eines NaGradienten um Glucose entgegen des Konzentrationsgradienten {ber die
Plasmamembran zu transportieren. Da sioter Entzug von Nalonen am SGLTleine
Veranderung in der Abhangigkeit zwischen Elatadadungsverschiebung und dem
Membranpotenzial (sog. €/-Kurve) zeigte, wurde darauf geschlossen, dass die Bewegung des
Na'-lons im Transporterinnerhalb des elektrischen Feldsglbst zu einem Teil der
Elementarladungsverschiebung beitrdga jedoch immer noch eine restliche (k#ivon
urspringlich 3,5) spannungsabhangige Elementarladungsverschiebung messbar war, wird

angenommen, dass der Transporter (iber weitere spannungsabi@mgigenverfigt’1°.

Auch die Nd K*-ATPase, die durch Einhaltung détdchiometrie aus Ba* und 2K*
selbst einen Auswéadtrom generierderzum negativen Ruhemembranpotenzial beifnagtd
spannungsabhangig regulidonter Bedingungen, in denen ATP und*Nma Zytosol und K
im Extrazellularraum in sattigenden Konzeationen vorliegenwurde fur die Pumpe eine
Spannungsabhangigkeit mitsteilem, sigmoidalem Verlauf beschrieben, die bei
hypophysiologisch negativem Membranpotenzial vernachlassigbar geringe Strome generiert
und bei 0 mV bereits das Plateau erreicht'fhdda viele Membranproteine in ihrer Funktion
in grol3em Ausmalfd vom Membranpotenzial reguliert werden, ist von grol3em Intelessge
GPCR, der in hoch erregbarem neuronalen Gewebe exprimiert wird, wie der MOR, ebenfalls

spannungsanhangig moduliert wird
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3.3 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Proteingekoppelte RezeptordlsPCRy) stellen einegrol3e Familie an Rezeptoren
dar, die tibe®50Mitglieder beinhaltet’. Strukturell ist den GPC&Rhre heptahelikale Struktur
gemeinsam, mit der sie die Plasmamembrain i Transmembrandoménen (TM)
durchspannen. GPCRegerden durch unterschiedlichste extrazellulare Signale, wie Geriiche,
Licht, Geschmack,Hormone oder Wachstumsfaktoren aktiviert und leiten als integrale

Membranproteine Signale an den Intrazellularraumewgiusfiihrlich besprochen i#).

Die Rezeptorfamilie Iasst sich aufgrund ihrer funktionellen Merkmale in finf Klassen
unterteilen Rhodopsin (Klasse A), SekretitAdhesion (Klasse B), Glutamat(Klasse C),
Frizzled TAS-Rezeptoren sowie weitere, nicht weiter eingegliederte Rezeptdr&a den
GPCRs vielfaltige Rollen ider humane Pathophysiologieukommen, adressiert derzeit jeder
dritte neue Wirkstoff (~ 34 %Stand 2017 einen von 108 derzeit altherapeutischeJarget
adressierterGPCRs?’. Die behandelten Krankheitsbildsind vielfaltig und reichen von
Ubergewicht tiber Bluthochdruck bis hin zu neurologischen Erkraygaff.

Die Ligandenbindung erfolgt meist innerhalb des geblndelten transmembranéren
Bereichs des GPCRs, kann aber auch amieNninus erfolger?!. Resultierend & der
Ligandenbindung kommt es zu einer Reihe von konformationellen Umlagerungen am Rezeptor,
ausgehend von der Ligandenbindetasche bis hin zu den intrazellularen Bereichen des GPCRs
22 Dabei kann eine Vielzahl Ligandapezifischer Konformationen eingenomnvegrden die
mit verschiedenen strukturellen Charakteristika und funktionellen Implikationen einhergehen
2325 In einer Studie, die die Kristallstrukturen des inakti?@mMOR mit dem durch den
synthetischen Morphiéhnlichen Liganden BU7aktivierten?” MOR, der in seinem aktiven
Zustand durch einen synthetischen Nanokdrper (englisshnobody stabilisiert wird,
vergleicht, wird deutlich, dass es bei Aktivierung des Rezeptors, dhnlich wie BeRR zu
einer grolBen, auswarts gerichteten Bewegung der TM 6 und einer kleineren einwarts
gerichteten Bewegung der TM 5 und 7 komnsieheAbbildung 1).

Nach klassischer Sicht leiten membranstdndige GPCRs nach erfolgter Aktivierung
Signale mittels &@roteinen weiter. Neben diesem Signalweg (besprocheéhd)ngibt es
weitere Moglichkeiten der GPGRermittelten Signaltransduktion. So wurde fur deAReine
G-Proteinvermittelte Signalweiterleitung von Endosomen aus beobaéht@&ntgegen der
friheren Ansicht, GPCRs reagierten lediglich als monomere Proteine auf externe Stimuli,

existiert heute vielfaltige Evidenz daftr, dass GPCRs mit weiteren membranstandigen

9
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Interaktionspartnern, wie GPCRs in einer Herader Heterodimerisierun , lonenkanén
31 oder ionotropen Rezeptoref durch direkte Bindung interagieren kénnen. Eine solche
Interaktion fuhrt in der Regel zu einer Feinjustierung des GB{gRals oder der Rezeptor

Pharmakologié®.

Ferner wurde eine allosterische Modulation des GR@mittelten Signals fur
zahlreiche Faktoren, wi@nen, bestimmte chemische Verbindungen, Ligfj@ber auch das

MembranpotenzialPf 46, diese Arbeit’) beschrieben.

Eine weitere Mdoglichkeit ist die Interaktion von GPCRs mit zytoplasmatischen
Proteinen, wie ®Ks*8 (sh. KapiteB.5.1), Arrestinerf® (sh. Kapite.5.2 oder PDZDoménen

enthaltenden Proteinen (ausfiihrlich besproché .

Extrazellulare

Extrazellular Aufsicht ™5

T™4

Intrazellulére

Aufsicht
Abbildung 1: Vergleich der Strukturen des aktiven und inaktiven MOR.

Die inaktive Kristallstruktur des MOR st in blau dargestellt, die aktive Struktur ist in griin zu
sehen. Links werdemlie Strukturen in der Seitenansicht gezeigt, rechts finden sich
Darstellungen der Aufsicht von extrazéditer bzw. intrazellularer Seite. Die markantesten
Bewegungen bei Rezeptoraktivierung sind mit roten Pfeilen dargebBlellKristallstruktur
wurde uner Bindung des Morphtdhnlichen Liganden BU72ind Zuhilfenahmedes, den
aktiven Zustand stabilisierenden Nanokorpers Néad@ilten(Abbildung modifiziert nack);
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3.4 G-Proteine

Extrazellulare Stimuli, die zur GPCGRktivierung fuhren, werden Uber-Broteine an
zytoplasmatische Effektoren Ubermittelt. Sietzen sich aus heterotrimerentéieinheiten
zusammenBenanntwerden®r ot ei ne i m Al | ge mei-Dencineic h de |
Hierbei lassen sich die-Broteine in 4 Familiennterteilen & UiG U4s U1g Der in dieser
Studie verwendete MOR bii-hraindid, wekleldie lgrid und Pr ot e
di ver sest e -Fraantidiiree deear GtUe | | 't undiy, f @ghlUgsgthde 7
GU GUGULGUVON den -Sublypemeridtieram wi€derum verschiedeples
Vari andeng 6der | su f & BindieGRUn&iginheiten kodieren noch
5 verschiedene Gene (&}, wobei Gi34 eine 80i 90 % Sequenzhomologie aufweis&tir
d i e -UnBeoeinheiten wurden 12 kodierende Gene identifiziert, die zueinander weniger
Sequenzhomologien als die GRitereinheiten aufweiseg@usfihrlich besprochen M). Eine
Prenylierungm C-Terminusgewahrleitstet eine Membrane r a n k e r-Unteginhei®’.r 2
In dervitalenZ e | | e | i Ringet vor®,@s sind keise Funktionen fiir nicht dinséerte
C und 9 Unt er ei>h@voht eina Vidizaht an Komibieaboaem aus R ond
Untereinheiten theoretisch moglich igt,te i gen di e v elsofermdniingreligson e n GC

Assays recht dliche biochemische Aktivitaten (ausfihrlich besprochett)in

Kirzlich wurde eine Kryeelektronenmikroskopische Struktur des MOR im DAMGO
aktivierten Zustand, gebunden und stabilisiert durch ein nukleotidfreieso®in beschrieben
*4 Dies ermoglicht einen Vergleich zu dem ebenfalls mit gebundendPno®inpublizierten
AR 22und zeigt, dass sich die Struktur degg€koppelten MOR unter anderendier Position
der TM6 sowi e i n der-Untereibheir naitkdéem Kem sids|Rézeposs d e r
unterscheidet (siehabbildung 2 A). Diese Faktone scheinen die @roteinrSpezifitat des
MOR, der selektiv Proteine deréFamilie bindet, zu beeinflussésieheAbbildung 2 B) °4,
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Abbildung 2: Vergleich der Strukturen von MOR und 32AR in G-Protein-gebundener

Konformation.

A, Die Struktur des aktiven,{Broteini gebundenen MOR ist in griin dargestellt, die
Struktur des, an ei@s-Protein gebundenene&R ist in orange in Seitenansicht gezeigt. Der
rote Pfeil markiert den starksten konformationellen Unterschied zwischen den beiden
Rezeptoren. Der Unterschied besteht in einer um 9 A weiter nach auRen abstehenden
Knickung in der TN des BAR im Vergleich zum MOB, Vergleich der Konformationen der
USHelixderGPr ot eisin®t (iGN ViinGek gekennzeictinetudd der TM6 der
Rezeptoren @R ist in Orange und MOR in Griin gekennzeichtfet)

3.4.1 Der G-Protein-Zyklus

Uber den kanonisch ablaufenderP@teinZyklus kénnen Stimulierzeugt durch die
Bindung extrazelluléarer Liganden uber Aktivierung eines GPCRasteaellulae Effektoren
der Zelle weitergegeben werdeim inaktiven Ausgangsa st and | st ei-n GDP
Untereinheit gebunden. Die Interaktidne r -U@ddeinheitmit einem aktivierten GPCRdas
hier alsGuanine Nucleotide Exchange Fac{@EF) fungiertpeschleunigt i@ Freis¢zungdes
gebundeneiGDPssehr stark®>® (sieheAbbildung 3). Moglich wird die Abdssoziation des
GDP durch eine Konformationsanderung, bei der sich didd®asine und helikale Doméanen
der  -Gttereinheit voneinander weg bewegen und damit das zuvor eng eingepackte GDP
freilasserf®>">°, Die Freisetzungles gebundenen GDPs ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt beim Austausch von GDP gegen GTdenn das GTP kann aufgd der hohen
intrazellularen Konzentrationen von GTP.(2807 300uM) rasch folgert° . Die Bindungdes

GTPs bewirkt konf or mat iUoteranhditelie zunDissoriatimogne N i n
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Rezeptor und dernlt er a k t i dntereidheiten n@tdiversen Effektoren wie der
Adenylyicylase, Phospholipase C oder den RhoGEHst. Die membranstandige® C-2

Untereinheitenvermdgen,verschiedene Proteine (z.B. GRKs) an die Plasmamentran
rekrutieren oder direkt diéktivitat von lonenkanalen, Kinasen oder Phospholipazen

modulieren (ausfiihrlich besprocher?fr?9.

Zumindest fiir den @ProteinKomplex ( Gid,  A5Wurde eine konfomationelle
Neuanordnung der -BroteinUntereinheiten anstelle einer Dissoziation des Komplexes
vorgeschlagef'. Dies zeigte sich sowohl ifi, als auch in vorliegender Studie Gi-Protein
Aktivierungsassays ierhohtem Energietransfer und somit einer raumlichen Anndherung der
Untereinleiten bei G-ProteirAk t i vi er ung. Di ese Beolauntdtung,
G W zu sein scheint, sprichtegg en ei ne Abdi sUsteranheitenivonnae d e r €
entsprechende@ UUntereinheién Eine weitere Beobachtung, die diese Theorie stistzie
Entdeckung vorBi n d e s t e I-Unterainhditgran GIRK Kanalen. Dise Bindestellen
scheinenden K'-Strom durch diesen Kanal mit zu regulief®nDie Verringerung in der
YFP/CFP Emissiondie unter Aktivierung der &Proteinez wi schen den GU u
Untereinheitergemessen wirdnd die eine raumliche Entfernung der Untereinheiten anzeigt,
muss nicht zwangslaufig auf eine Dissoziation hindeuten, sondern kannaaschiner
konformationell@ Umlagerungresultieren®. Beendet wird der @roteinrZyklus durch
Hydrolyse des gebundenen GTPs zu GDP umusptat D i -dnte®ibheit besitzt hierfiir
eine GTPas® o m2 n e, wel che zudem Bi-dOrdeteimhpiteio $owie f | 2 ¢ h
einige Effektoren bildet. GTHPlydrolyse kann durchak Regulator of GProtein Signaling
Protein(RGS) beschleunigt werdéh
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an
+GTP
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GDP
~ 2 e

SO - |
GDP © GTP

Abbildung 3: Schematisc(r?érgarstellung des ®rotein-Aktivierungszyklus.

Im inaktiven Zustand liegt das-Botein an GDP gebunden vor (oben). Ligandenbindung

(rotes Pentagon) aktiviert den Rezeptor, was wiederum die Abdissoziatioden Austausch

des GDP gegen GTP beschl euni gt .-Ultemintekdas ven Z
Effektorprotein an (lonenkanal). Hydrolyse des GTPs zu GDP urtufeh die GTPase

Funkt i o-tntedemheito&hdet den ®rotein-Zyklus

3.4.2 GIRK-Strome

Ein direkter Effekt der Aktivierung voimhibitorischen PTX-sensitiverG-Proteinen ist
die Modulation von @roteiraktivierten einwartsgleichrichtendéti” (GIRK)-Kanalen.Die
Bezei chnung aei nw? rett sagsl der €igenschafh ter rKdndle, ane s u |l t
Gleichgewichtspotenzial firKei nen st arken Abf al/l i nderd er St
Stromi Spannungskennliniges Einwartsstromsufzuweised?, der durch den Verschluss der
Kanalpore mit Mg" und Polyaminen aus dem Intrazellularraum erfdiyt Neben des
Einwartsstroms findetunter physiologischen Bedingunganch ein Auswartsstrom statt, der
die neuronale Erregbarkeit herabsétzind das Ruhemembranpotenzial w@ mV verschiebt

% In Saugetieren wurden 4 verschiedene Untereinheiten (GIRKIbzw. Kir 3.17 3.4)
14
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nachgavieser®®. Von GIRK2 existieren 3 SpleiRvarianten Gehirn, die sich in der Lange des
C-Terminus unterscheidemer wesentlichste Unterschied zwischen den 3 Varianten ist das
Vorhandensein eines PEBindemotivs bei GIRK2c, Uber das GIRK2a und 2b nicht verfugen
6768 |m Gehirn wurden voallem heterotetramere Kanile aus GIRK1/3 und GIRK2/8
nachgewiesen.Von den GIRKUntereinheiten sind GIRK2 die einzigen, die auch
Homotetramere bilden konnéh’,

Die Regulation der GIRKKanale durch @& roteine erfolgt durch Bindungahlreicher
Kombinationen au§ C-tIntereinheiten aden Kan&®®’2 Es konnen dabei pro Kanal maximal

4 GlUhtereinheiten binder®. In zahlreichen Studiewur de gezei gib-, das s
Untereinheiten dabei direklie RezeptoSpezifitat der GIRKKanal Modulation vermittel@Y

637475 Aus dieser Modulation kann je nach Zellsystem eine postsynaptische Hemmung im

Neuron selbst, oder neuronaler Netzwerke resulti®ren

3.5Homologe Desensitivierungind Internalisierung
3.5.1 Phosphorylierung tiber GRKs

Wie bereits im KapiteB.3 besprochen, kdnnen aktivierte GPCRs nicht nur durch G
Proteine Signalweiterleitung betreiben, sondern interagieren auch mit zahlreichen
transmembranaren oder zytosolischen ProtefieRlierzu gehéren auch die im Menschen
nachgewiesene8erin und Threomkinasender GPCRKinasen(GRK) - Familie (GRKZ%7)

'8 (sieheAbbildung 4). Die Phosphorylierungon Serirund Threoninresten am-Terminus
ligandenakwierter GPCRgurch GRKs stellt nach klassischer Ansicht den ersten Schritt der
homologen Desensitivierung d&rund erleichtert die Bindung von Arrestinen (siehe Kapitel
3.5.2 '8 Die verschiedene®RK Proteinaunterscheiden sich beziiglich ihrer Lokalisation und
Struktur: so werden GRK1 und @berwiegad in der Retina exprimierund GRK4 in
nennenswerter Menge nur iHoden Im Gegensatz dazkommen GRK2 (Badrenerge
RezeptoiKinase 1 3-Arrestin1l), GRK3 (Zadrenerge Rezeptdtinase 2 R-Arrestin2) sowie
GRK5 und 6 ubiquitar vor®. Strukturell unterscheiden sich die GRK2 und 3 durch das
Vorhandensein einer-@rminalen PFDoméanevon den anderen GRK&iese PHDomane

i nt er agi-&mereinmiten und\@mmittelt so die Membranlokalisation. Im Gegensatz
dazu zeigen GRK4 und 6 amT&rminus eine Palmitoylierungsstelle, die in diesen Enzymen
wiederum die Membranlokalisation vermittelt. In GRK1 undndét sich eine sehr kurze C
terminale Prenylierungssequetfz Bei GRK5 erfofyt die Membranlokalisation tiber die- N

terminale Bindung an Phosphatiégisphosphat®.
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Strukturelle Analysen der Komplexe aus GPCRs miPr@teinen, GRKs und Arrestinen
zeigen, dass alle drei mit den GPCRs interagierenden Proteine bevorzugt die bei
Rezeptoraktivierung auf zytoplasmatischer Seite gebildete Kavitat zwischen den Helices zu
binden scheinen?®8182 Dijes bestatigt also die klassische Ansicht, dass GRKs den
ligandenaktivierten Rezeptor binden. Allerdings existiert zalesih firdie EnzymeGRK4 bis

6 Evidenz, dass diese auch den inaktiven GPCR zu binderdgermand die dabei generierte
Phosphorylierung auch zur ArresfRekrutierung fiihren karff.

Die Rolle der GRKs besteht klassischerweise in einer Regulierung der-GRvRat tber
Phosphorylierung zytoplasmatischer Seund Threoninrestédierbei phosphorylieren GRK2

und 3 typischerweise andere Reste als GRB4%. Am Beispiel des MOR wurde gezeigt, dass

im gleichen Zellsystem je nach Ligaimd Bereich de$"°TREHPSTANT’® Abschnitts im G
terminalen Teil ein ligandenspezifischunterschiedlichesPhosphorylierungsmusteunter
Rekrutierung unterschiedlicher GRKserzeugt werden kann: so fuhrt Applikation von
Agonisten mit hoher Effektstarke, wiem DAMGO Uber GRK2 und 3 zu einer extensiven
Phosphorylierung der Reste T370, T376 und T379, wahrend Morphin, ein Ligand mit niedriger
Effektstarkelediglich eine GRK5vermittelte Phosphorylierung des S375 zé&fgdie zudem

kaum Internalisierung bewirken kaffh

Desensitivierung scheint zudem nicht immer streng an GRiRiittelte Phosphorylierung
geknupft zu sein:ifr den metabotropen Glutamatrezeptor 5 wurde gezeigtedassh bter

phosphorylierungsdefizien®RK2 desensitiviertvird &.

3.5.2 Arrestin -Rekrutierung

Nach der klassischen Ansicht stellt die ArrestinRekrutierung an den
ligandenaktiviertenextensiv iiber GRK 2 bzwB C-terminal 87 phosphorylierten Rezeptor
den zweiten Schritt der homologen Desensitivierung #&° (siehe Abbildung 4).
Urspringlich nahm man an, dass die Hauptaufgabe der Arrestine in einer sterischen
Behinderung der @roteirKopplung an GPCRs bestiind® Neben eines klassischen
Herunterfahrens des aus demP@teinrAktivierungsweg resultierenden Signals kommt es
durch die ArrestirRekruierung jedoch auch zu einer Rekrutierung zahlreicher
Effektorproteine durch das Arrestin wie dem AB#bosylierungsfaktoARF6 °%, Clathrin %
oder B(2)Adaptin (AP2)%3. Durch die Interaktion der Arrestine mit den beiden letztgenannten
Proteinen kann der aktivierte Rezeptor zur Endozytose zu clathrinbedeckten
Stachelsaumgriibchen gebracht werdén(siehe Abbildung 4). Somit ist Arrestin von
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grundlegender Bedeutung fur die anschlie3ende Degradation oder die Wiederverwertung von
GPCRs»®Y",

Zunachst wurddie Existenz/on Arrestinen in retinalem Gewebe nachgewiesen, wenig
spater entdeckte man, dass &hnliche Proteine auch/dreihie Rolle in der Desensitivierung
spielen’’. Bis heute kennt man in Saugediervier Arrestine, wobei Arrestii und -4
hauptsachlich in retinalen Zellen vorkommen und Arrestin2 «hdibiquitar im Korper
exprimiert werder?®. Aus historischen Griinden werden die beiden letztgenannten Arrestine
auch haufig als{rrestin 1 und 2 bezeichn#&t da dort zunéchst eine Herunterregulation des
t-adrenergen Signaltransduktion beaseben wurde Arrestin2 und -3 zeigen 78 %
Sequenzhomologie

Eine weitere zellphysiologisch bedeutende Interaktion ist die dArr€stine mit
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKsginer Familie von SerifilT hreoninkinasenzu
denen auch die ERK 1(2nglisch: extracellulasignal regulated kinase) Proteine gehoren, die
Einfluss auf Transkription, Zellzyklusprogression und Apoptose nefinaktuell wird in der
Wissenschaft kontrovers diskutiert, ob die Phosphorylierung von ERK tatsachlich ein priméar
Arrestinvermittelter Vorgang ist, da diese in jenen Experimenten auch bei vélligem ¥ubck
der BArrestine, nicht aber in Abwesenheitrdg-Proteine beobachtet wurd® wohingegen
andere Arbeiten relativieren und die Beteiligung sowohl var@einen als auch Arrestinen

unter Beriicksichtigung des zellularen Kontextes séffen

Ebenfalls extensiv diskutiert wurde, ob deiOpioid-Rezeptor aktivierte Arrestin
Signalweg, wenn er mit dem in dieser Studie verwenddagantden Morphin ausgel6st wurde,
ursachlich fur die, unter Opioidtherapie beobachteten Nebenwirkungen der Atemdepression
oder Verstopfung sei, wie dies eine frihere Studie unter Verwendung-fomegsdin 2 KO
Mausen'®! belegte. Nach aktuellen Erkenntnissen aus Studien, die ebenfalls mit KO Mausen
arbeitetert®, konnte dies jedoch ausgeschlossenden Stattdessen scheint nach neDaten
eher eine generelle, geringe intrinsische Aktivigihes Ligandendas Auftreten von

Nebenwirkungen zu reduzieréfs.

Arrestinvermittelte Internalisieing wurde durch denin der vorliegenden Studie
extensiv charakterisierd_igandenMorphin inverschiedenen Studien an HEK 293 Zefiéh
106 ynd in kortikalen Neuronel?” in keinemnennenswerteAusmaf beobachtet, wohingegen
Enkephaline und andere, synthetische Liganden dies vermotttenessanterweise wurde in
einer Studie an striatalen Neuronen eine rasche und starke Marghiierte Internalisierung
beobachtet, die durch As#n-3 vermittelt wurde'® und bis auf die proximalen Axone im
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Einleitung

gesamten Neuron auftrddaher wirdauch bei der Rezeptorinternalisierung und Umverteilung
eine Beeinflussung durclden zellularen Kontext vermutetdie auch auf Unterschiede im

Membranpotenzial zurtickfilhren sein kénnte

Abbildung 4: Darstellung der Desensitivierung, Internalisierung und Degradation bzw.
Wiederverwertung von GPCRs

Ligandenaktivierter GPCR wird Uber GRK2 phosphoryli@ddurch ArrestiA3-Anlagerung
erfolgen kann; in der Interaktion des Arrestins mit Clathrinen und AP2 kommt es zur Bildung
Clathrin-bedeckter Stachelsaumgriibchen; nach Abschnirung Clakdeckter Vekel (nicht
dargestellt) kommt es zur Endosomenbildung und von dort ausgehend zur lysosomalen

Degradation oder Wiederverwertung des GPCRs an der Plasmamembran

18







































































































































































































































































































































