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1. Zusammenfassung 

In jüngerer Zeit haben eine Reihe von Studien gezeigt, dass die membranständigen G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) in ihrer Funktion durch das elektrische 

Membranpotenzial beeinträchtigt werden. Diese spannungsabhängige Modulation kann je nach 

betrachtetem Rezeptor und je nach Liganden zu einer Aktivierung oder Deaktivierung führen, 

die aus Veränderungen in der Ligandenaffinität oder Effektstärke resultiert. Obwohl bereits 

eine Reihe von Rezeptoren charakterisiert werden konnten, bleibt der zugrundeliegende 

Mechanismus größtenteils unklar. Ebenso weiß man bis heute nicht viel über die 

pharmakologische Relevanz der Spannungsabhängigkeit in nativem Gewebe.  

In der vorliegenden Studie wurde der µ-Opioid-Rezeptor (MOR) in Bezug auf 

spannungssensitives Verhalten charakterisiert. Die physiologische Rolle des MOR liegt in einer 

Hemmung pronozizeptiver Signale auf prä- und postsynaptischer Ebene. Die wichtigsten 

Schmerzmittel zur Behandlung mittelstarker bis starker Schmerzen adressieren den MOR. Als 

neuronaler Rezeptor ist der MOR starken und hochfrequenten Änderungen im 

Membranpotenzial ausgesetzt. Die Spannungsabhängigkeit wurde in vorliegender Studie auf 

mehreren Ebenen beleuchtet: in der G-Protein-Aktivierung, ß-adrenergen Rezeptorkinase 

(GRK2, englisch G-protein coupled receptor kinase 2)- und Arrestin3-Interaktion wurde die 

Spannungssensitivität des MOR auf molekularer Ebene beobachtet, indirekt gemessen durch 

Protein-Protein-Interaktionen der Effektoren. Dies konnte durch einen Versuchsaufbau 

gewährleistet werden, der Förster Resonanz Energie Transfer (FRET) Messungen zwischen 

fluoreszent markierten Fusionsproteinen unter Manipulation des Membranpotenzials im whole-

cell (englisch: ganze Zelle) Spannungsklemmen-Modus erlaubt. In weiteren Versuchen wurden 

die pharmakologischen Implikationen der Spannungsabhängigkeit des Rezeptors unter 

Manipulation des Membranpotenzials untersucht. Dafür wurden zum einen MOR-induzierte 

GIRK-Ströme (G-Protein-aktivierter, einwärtsgleichrichtender Kanal) in transfizierten HEK 

293T Zellen in Einwärts- und Auswärtsrichtung aufgezeichnet und zum anderen Messungen 

der GIRK-Ströme in einzelnen Neuronen aus Locus Coeruleus (LC) Präparationen 

durchgeführt1. 

Auf molekularer Ebene wurde in allen untersuchten Interaktionen eine starke 

spannungsabhängige Steigerung der Morphin-induzierten Rezeptoraktivierung gefunden. 

Besonders ausgeprägte spannungsabhängige Auswirkungen fanden sich in der Fähigkeit des 

 
1 Messungen durchgeführt von S. Klindert und C.P. Bailey an der University of Bath, Großbritannien 
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Morphin-aktivierten MORs, GRK2 und Arrestin3 zu rekrutieren. Morphin wurde in der 

Literatur bereits als Ligand mit niedriger intrinsischer Effektstärke charakterisiert und zeigt im 

Vergleich zu peptidergen Liganden (DAMGO, Met-Enkephalin) in nicht-depolarisierten Zellen 

nur eine geringfügige GRK2- und Arrestin3-Rekrutierung. Bei Depolarisation innerhalb der 

physiologischen Bandbreite an Membranpotenzialen zeigte sich allerdings eine mehrfache 

Steigerung der initialen Rekrutierung, die als gesteigerte Effektstärke identifiziert werden 

konnte. Im Gegensatz dazu reagierte der DAMGO-aktivierte MOR nur geringfügig 

spannungssensitiv und unter Met-Enkephalin konnte keine messbare Veränderung in 

Abhängigkeit des Membranpotenzials festgestellt werden. In einem kleinen Exkurs wurde 

weiterhin beobachtet, dass der hochpotente Ligand Fentanyl unter Depolarisation sogar eine 

Deaktivierung des Rezeptors zeigt, während der strukturell mit Morphin verwandte Ligand 

Buprenorphin bei Depolarisation, ähnlich wie Morphin, eine starke Zunahme in der 

Effektstärke zeigt. 

Bei Betrachtung der Veränderungen des Morphin-induzierten, MOR-vermittelten 

GIRK-Stroms wurde in transfizierten HEK 293T sowohl in Einwärts- als auch in 

Auswärtsrichtung eine starke Steigerung des Signals detektiert, obwohl für diese Messungen ï 

im Gegensatz zu den FRET-Messungen aufgrund der Kanaleigenschaften nur ein Teil der 

physiologischen Bandbreite des Membranpotenzials zur Verfügung stand. Es wurde weiterhin 

versucht, diese, in HEK 293T Zellen bereits auf physiologischer Ebene evident gewordene 

Spannungsabhängigkeit in einzelnen Neuronen in Schnitten, welche natives LC Gewebe 

enthielten, nachzuweisen. Obwohl hierbei die, für die Messungen geeignete Bandbreite des 

Membranpotenzials noch kleiner war, zeigte sich ebenfalls eine signifikante Steigerung der 

Morphin-induzierten GIRK-Ströme im Vergleich zu peptidergen Liganden. 

Die vorliegende Arbeit zeigt zusammenfassend die starke, ligandenabhängig 

unterschiedliche Modulation des MOR, die sich bis hin zu einer veränderten GIRK-Kanal-

Aktivierung bemerkbar macht und somit nahelegt, dass depolarisationsinduzierte 

Rezeptormodulation auch pharmakologische Relevanz besitzt. 

 

Stichworte: 

Förster Resonanz Energie Transfer (FRET), G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), MOR-

Signaltransduktion, G-Protein-aktivierter einwärtsgleichrichtender Kalium (GIRK) Kanal, Gi/o-
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Protein, intramolekularer Rezeptor-Sensor, Arrestin3, GRK2, Affinität, Effektstärke, 

opioiderge Analgetika;
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2. Summary 

Recently, in a series of studies it has been proven, that the function of membranous G-

protein coupled receptors (GPCR) is modulated by the membrane potential Depending on the 

type of receptor or ligand, the observed voltage-dependent changes may lead to an enhanced or 

decreased receptor activity which may be due to a change in affinity and also efficacy. Despite 

of an increasing number of receptors being characterized, the underlying mechanism of voltage 

sensitivity remains rather obscure. Also, there is little knowledge about pharmacological 

implications of voltage sensitivity in native tissue. 

In the present study the µ-opioid 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 target for analgesics in treatment of 

moderate to severe pain. Being expressed in neuronal tissue, the MOR is exposed to robust and 

high-frequency changes in membrane potential. In the present study voltage sensitivity was 

elucidated at different levels: in G-protein activation, G-protein coupled receptor kinase 2 

(GRK2)- and Arrestin3-recruitment, the voltage sensitivity of the MOR was elucidated on a 

molecular level by analyzing protein - protein interactions of effectors. To this aim, a setup 

which allows for the determination of ratiometric Foerster Resonance Energy Transfer (FRET) 

measurements between fluorescently labelled fusion proteins upon manipulation of the 

membrane potential by whole cell voltage clamp was used. A further set of experiments, which 

measured alterations of G-protein activated inwardly rectifying K+ (GIRK) currents, allowed 

for investigation of the pharmacological consequences of voltage sensitivity. To this aim, 

MOR-evoked GIRK currents were characterized upon depolarization both in inward and 

outward direction in transfected HEK 293T cells. Moreover, these currents were also 

determined in neurons that contained preparations of Locus Coeruleus (LC) neurons2.  

On a molecular basis, a strong voltage dependent increase in morphine-mediated 

receptor activation was observed on all investigated levels of signaling. The most striking 

impacts of voltage on signaling were found in the GRK2- and Arrestin3-recruitment to the 

morphine-activated MOR. 

According to previous publications, morphine has been characterized to be a ligand with 

low intrinsic efficacy, causing only minor recruitment of GRK2 and Arrestin3 in non-

depolarized cells to the receptor, when compared with the peptidergic ligands DAMGO or Met-

 
2 LC measurements were performed by S. Klindert and C. P. Bailey, University of Bath  



Summary 

5 

 

enkephaline. However, upon depolarization to different membrane potentials within the 

physiological range, a remarkable increase of the initial recruitment was observed and the 

occurring changes could be identified to demonstrate a change in efficacy. In contrast, 

investigation of voltage sensitive modulations of the DAMGO-activated receptor showed only 

minor changes in all observed interactions and the Met-enkephaline activated receptor even 

exhibited no detectable voltage sensitivity. In a subset of experiments, voltage sensitivity of 

fentanyl and buprenorphine, two further opioids of therapeutic relevance were tested. While the 

morphine-like substance buprenorphine showed ï similar to morphine ï a strong increase in 

efficacy upon depolarization, for fentanyl which is a structurally different type of ligand, a 

decrease of MOR-activity was observed upon depolarization.   

Characterization of changes in morphine-induced MOR-mediated GIRK currents due 

to depolarization in transfected HEK 293T cells showed an increase of currents both in outward 

and inward direction, although in these measurements only a small range of potentials within 

the physiological range of membrane potentials was suited for characterization, due to the 

physiologic properties of these channels. In a further set of experiments, the investigation of 

voltage sensitive effects on morphine-mediated GIRK currents in native tissue was performed. 

In these experiments, slices containing LC neurons were used for measurements. Although 

measurements in this delicate tissue allow for measurements in an even smaller range of 

membrane potentials, a significant increase in morphine-mediated GIRK currents, as compared 

to DAMGO- or Met-enkephaline-mediated currents was observed upon depolarization. 

In summary, this work demonstrates the strong voltage dependent modulation of MOR-

signaling, which occurs to different extents and qualities dependent on the ligand applied. In 

case of the strong voltage sensitivity of the morphine-activated receptor, these changes become 

evident even on the level of GIRK currents in physiological tissue suggesting pharmacological 

relevance of voltage induced alterations of MOR activity. 

Keywords: 

Foerster Resonance Energy Transfer (FRET), G-protein coupled receptors (GPCRs), MOR-

signaling, G-protein-activated inwardly rectifying K+ (GIRK) channel, Gi/o-protein, 

intramolecular receptor-sensor, Arrestin3, GRK2, affinity, efficacy, opioidergic analgesics;
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3. Einleitung 

 3.1 Biologische Membranen 

Die Begrenzung und Stabilisierung zellulärer Systeme wird durch Membranen 

bewerkstelligt. Diese Membranen sind nach ihrer Struktur als Lipiddoppelschicht anzusehen, 

wobei die polaren Kopfgruppen zu den wässrigen Lösungen im Extrazellulärraum und 

Intrazellulärraum weisen und die hydrophoben Fettsäureanteile zueinander in die Innenseite der 

Membran gewandt sind. Membranen sind üblicherweise elektrisch polarisiert, wobei die 

Innenseite im nicht erregten Zustand negative Ladung aufweist. Diese Ladung ist je nach 

Zelltyp unterschiedlich und kann Werte bis zu -100 mV aufweisen1.  

Dieses Ruhemembranpotenzial resultiert aus der unterschiedlichen Ionenverteilung im 

Intrazellulärraum im Vergleich zum Extrazellulärraum: während intrazellulär K+ überwiegt 

(155 mM innen; 4 mM außen), findet sich extrazellulär überwiegend Na+ (145 mM außen; 12 

mM innen). Die Konzentrationen von Cl- (120 mM außen; 4 mM innen) und HCO3
- (27 mM 

außen; 8 mM innen) sind außen höher. Die Leitfähigkeit für die Ionen und intrazellulären 

Bestandteile sind unterschiedlich hoch. So werden negativ geladene Proteine aus dem Zytosol 

nicht nach außen geleitet, ferner ist die K+-Leitfähigkeit hoch, wohingegen die Na+-

Leitfähigkeit nur 4 % davon beträgt2. Der elektrochemische Gradient wird durch Ionenpumpen 

wie die Na+/K+-ATPase aufrecht erhalten, die Na+ und K+ im Verhältnis 3:2 transportiert 3.  

Die großen Ladungsunterschiede zwischen Extrazellulär- und Intrazellulärseite werden 

durch die sehr dünne hydrophobe Membranschicht (ca. 27 Å) getrennt, welche als Dielektrikum 

des Kondensators dient und dabei ein starkes elektrisches Feld erzeugt (~ 107 V/m) 4. Durch 

Reorientierung geladener Moleküle bei Änderung dieses elektrischen Felds kann es in den 

integralen Membranproteinen zu deutlichen Konformationsänderungen kommen. Diese 

Reorientierungen können die Aktivität dieser Proteine in Abhängigkeit des Membranpotenzials 

deutlich modulieren 4. Dass zahlreiche Ionenkanäle sensitiv auf Veränderungen des 

Membranpotenzials reagieren ist schon lange bekannt 5.  

In den letzten 20 Jahren erlangte man auch deutlich mehr Kenntnis über die Existenz 

weiterer spannungsabhängiger Proteine an der Plasmamembran, wie den spannungsabhängigen 

Phosphatasen 6, Ionencarriern 7 oder Pumpen 8. Eine weitere Erkenntnis der letzten beiden 

Dekaden ist, dass auch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sensitiv auf Veränderungen 

im Membranpotenzial reagieren. Diese Spannungsabhängigkeit soll mit Fokus auf dem, in stark 
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erregbarem neuronalem Gewebe exprimierten µ-Opioid-Rezeptor (MOR) in dieser Arbeit 

untersucht werden.  

3.2  Spannungsabhängigkeit von Membranproteinen 

Wie bereits in Kapitel 3.1 angeführt, reagieren eine Reihe von Proteinen sensitiv auf die 

Veränderungen, im elektrischen Feld der Plasmamembran, indem eine elektrische Ladung oder 

ein Dipol unter Veränderung des elektrischen Feldes umorientiert wird. Mit diesem Schritt 

werden so häufig zelluläre Prozesse, wie die Regulation des Ruhemembranpotenzials, 

Generierung eines Aktionspotenzials oder Phosphorylierungsprozesse spannungsabhängig 

moduliert. Viele Proteine, die an synaptischer Transmission oder zellulärer Homöostase 

beteiligt sind, werden auf diese Art reguliert 4.  

Resultat der Umorientierung der Ladungen oder Dipole ist stets eine konformationelle 

Änderung des Proteins. Die spannungssensitiven Ladungen innerhalb des Proteins sind häufig 

die flexiblen Seitenketten der Aminosäuren Asp, Glu, Lys oder Arg. Seitenketten von Tyr sind 

häufige, sich reorientierende Dipole. Ein weiterer spannungsabhängiger Prozess kann die 

Anlagerung freier Ladungen aus intramolekularen Kavitäten sein. Durch die 

Ladungsanlagerungen werden dann weitere konformationelle Umordnungen im Protein 

initiiert. Wenn spannungsabhängige Ladungen von Membranproteinen innerhalb des 

Transmembranbereichs des Proteins bewegt werden, kommt es dadurch auch in Intrazellulär- 

und Extrazellulärmilieu zur proportionalen Ladungsverschiebungen, die einen messbaren 

Strom erzeugen. Solche spannungsabhängigen Ströme wurden erstmals an Na+-Kanälen 

beobachtet 5 und wurden seit jener Entdeckung als āgating currentsó bezeichnet, da sie zeitlich 

mit der Öffnung des Kanals korrelieren. Auch in vorliegender Arbeit wird im weiteren Verlauf 

der Begriff āgating currentsó verwendet. Diese Ströme werden als 

Elementarladungsverschiebungen angegeben und variieren je nach spannungsabhängigem 

Protein. Besonders große Ladungsverschiebungen finden sich bei spannungsabhängigen 

Ionenkanälen, die im Bereich von 13 Elementarladungen (e0) (Shaker K+ Kanäle 9,10) bis 9 e0 

(Ca2+ Kanäle 11) liegen. In all diesen Proteinen finden große konformationelle Umlagerungen 

bei Veränderung des Membranpotenzials statt, da diese Kanäle über ein S4-Segment verfügen. 

Im Falle der Shaker K+ Kanäle weist dieses Segment eine hohe Dichte an basischen 

Aminosäuren auf, während die benachbarten Segmente S2 und S3 über zahlreiche saure 

Aminosäuren verfügen. Bei Depolarisation kommt es zu einer drastischen Umlagerung des 

basischen S4-Segments, die zu einer veränderten Leitfähigkeit für K+ durch die Porenschleife 

führt. Die Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals wird dadurch in sehr starkem Ausmaß 
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spannungsabhängig reguliert: Depolarisation um 10 mV erhöht die 

Öffnungswahrscheinlichkeit um den Faktor 150 4.  

Ebenfalls über ein S4-Segment, jedoch nicht über eine Porenschleife verfügt der 

spannungsabhängige Protonen-Kanal 12. In allen bisher genannten Kanälen führt Depolarisation 

zur erhöhten Leitfähigkeit des Kanals. Allerdings verfügen auch Kanäle über S4-Segmente, die 

bei Depolarisation inaktiviert werden, wie z.B. der Hyperpolarisations-aktivierte-

Zyklonukleotid-regulierte- (HCN)-Kanal 13 oder der hERG-Kanal (englisch: human-Ether-a-

go-go related gene) 14.  

Auch enzymatische Funktionen können, wie im Falle der spannungsabhängigen 

Phosphatase CiVSP unter Depolarisation hergestellt werden. Auch hier stellt ein S4-Segment 

die spannungssensitive Komponente im Protein dar 6. Spannungsabhängige Transporter und 

Pumpen sowie GPCRs grenzen sich allerdings mechanistisch von den beschriebenen Proteinen 

mit S4-Segment ab. Während Letztere ausführlich in den nachfolgenden Kapiteln beschrieben 

werden und daher an dieser Stelle nicht auf GPCRs eingegangen wird, soll noch der Na+-

Glucose-Co-Transporter (SGLT1) Erwähnung finden. Dieser Co-Transporter nutzt die Energie 

eines Na+-Gradienten um Glucose entgegen des Konzentrationsgradienten über die 

Plasmamembran zu transportieren. Da sich unter Entzug von Na+-Ionen am SGLT1 eine 

Veränderung in der Abhängigkeit zwischen Elementarladungsverschiebung und dem 

Membranpotenzial (sog. Q-V-Kurve) zeigte, wurde darauf geschlossen, dass die Bewegung des 

Na+-Ions im Transporter innerhalb des elektrischen Feldes selbst zu einem Teil der 

Elementarladungsverschiebung beiträgt. Da jedoch immer noch eine restliche (1.4 e0 von 

ursprünglich 3,5 e0) spannungsabhängige Elementarladungsverschiebung messbar war, wird 

angenommen, dass der Transporter über weitere spannungsabhängige Gruppen verfügt 7,15.  

Auch die Na+ K+-ATPase, die durch Einhaltung der Stöchiometrie aus 3 Na+ und 2 K+ 

selbst einen Auswärtsstrom generiert, der zum negativen Ruhemembranpotenzial beiträgt, wird 

spannungsabhängig reguliert. Unter Bedingungen, in denen ATP und Na+ im Zytosol und K+ 

im Extrazellulärraum in sättigenden Konzentrationen vorliegen, wurde für die Pumpe eine 

Spannungsabhängigkeit mit steilem, sigmoidalem Verlauf beschrieben, die bei 

hypophysiologisch negativem Membranpotenzial vernachlässigbar geringe Ströme generiert 

und bei 0 mV bereits das Plateau erreicht hat 16. Da viele Membranproteine in ihrer Funktion 

in großem Ausmaß vom Membranpotenzial reguliert werden, ist von großem Interesse, ob ein 

GPCR, der in hoch erregbarem neuronalen Gewebe exprimiert wird, wie der MOR, ebenfalls 

spannungsanhängig moduliert wird. 
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3.3  G-Protein gekoppelte Rezeptoren  

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen eine große Familie an Rezeptoren 

dar, die über 950 Mitglieder beinhaltet 17. Strukturell ist den GPCRs ihre heptahelikale Struktur 

gemeinsam, mit der sie die Plasmamembran mit 7 Transmembrandomänen (TM) 

durchspannen. GPCRs werden durch unterschiedlichste extrazelluläre Signale, wie Gerüche, 

Licht, Geschmack, Hormone oder Wachstumsfaktoren aktiviert und leiten als integrale 

Membranproteine Signale an den Intrazellulärraum weiter (ausführlich besprochen in 18). 

Die Rezeptorfamilie lässt sich aufgrund ihrer funktionellen Merkmale in fünf Klassen 

unterteilen: Rhodopsin- (Klasse A), Sekretin-/Adhesion- (Klasse B), Glutamat- (Klasse C), 

Frizzled/TAS-Rezeptoren sowie weitere, nicht weiter eingegliederte Rezeptoren 19. Da den 

GPCRs vielfältige Rollen in der humanen Pathophysiologie zukommen, adressiert derzeit jeder 

dritte neue Wirkstoff (~ 34 %; Stand: 2017) einen von 108 derzeit als therapeutisches Target 

adressierten GPCRs 20. Die behandelten Krankheitsbilder sind vielfältig und reichen von 

Übergewicht über Bluthochdruck bis hin zu neurologischen Erkrankungen 20. 

Die Ligandenbindung erfolgt meist innerhalb des gebündelten transmembranären 

Bereichs des GPCRs, kann aber auch am N-Terminus erfolgen 21. Resultierend aus der 

Ligandenbindung kommt es zu einer Reihe von konformationellen Umlagerungen am Rezeptor, 

ausgehend von der Ligandenbindetasche bis hin zu den intrazellulären Bereichen des GPCRs 

22. Dabei kann eine Vielzahl Liganden-spezifischer Konformationen eingenommen werden, die 

mit verschiedenen strukturellen Charakteristika und funktionellen Implikationen einhergehen 

23ï25. In einer Studie, die die Kristallstrukturen des inaktiven 26 MOR mit dem, durch den 

synthetischen Morphin-ähnlichen Liganden BU72 aktivierten 27 MOR, der in seinem aktiven 

Zustand durch einen synthetischen Nanokörper (englisch: nanobody) stabilisiert wird, 

vergleicht, wird deutlich, dass es bei Aktivierung des Rezeptors, ähnlich wie beim ß2AR 28, zu 

einer großen, auswärts gerichteten Bewegung der TM 6 und einer kleineren einwärts 

gerichteten Bewegung der TM 5 und 7 kommt (siehe Abbildung 1). 

Nach klassischer Sicht leiten membranständige GPCRs nach erfolgter Aktivierung 

Signale mittels G-Proteinen weiter. Neben diesem Signalweg (besprochen in 3.4) gibt es 

weitere Möglichkeiten der GPCR-vermittelten Signaltransduktion. So wurde für den ß2AR eine 

G-Protein-vermittelte Signalweiterleitung von Endosomen aus beobachtet 29. Entgegen der 

früheren Ansicht, GPCRs reagierten lediglich als monomere Proteine auf externe Stimuli, 

existiert heute vielfältige Evidenz dafür, dass GPCRs mit weiteren membranständigen 
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Interaktionspartnern, wie GPCRs in einer Homo- oder Heterodimerisierung 30 , Ionenkanälen 

31 oder ionotropen Rezeptoren 32 durch direkte Bindung interagieren können. Eine solche 

Interaktion führt in der Regel zu einer Feinjustierung des GPCR-Signals oder der Rezeptor-

Pharmakologie 33.  

Ferner wurde eine allosterische Modulation des GPCR-vermittelten Signals für 

zahlreiche Faktoren, wie Ionen, bestimmte chemische Verbindungen, Lipide 34, aber auch das 

Membranpotenzial (35ï46, diese Arbeit 47) beschrieben.  

Eine weitere Möglichkeit ist die Interaktion von GPCRs mit zytoplasmatischen 

Proteinen, wie GRKs 48 (sh. Kapitel 3.5.1), Arrestinen 49 (sh. Kapitel 3.5.2) oder PDZ-Domänen 

enthaltenden Proteinen (ausführlich besprochen in 33,50).  

 

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

Die inaktive Kristallstruktur des MOR ist in blau dargestellt, die aktive Struktur ist in grün zu 

sehen. Links werden die Strukturen in der Seitenansicht gezeigt, rechts finden sich 

Darstellungen der Aufsicht von extrazellulärer bzw. intrazellulärer Seite. Die markantesten 

Bewegungen bei Rezeptoraktivierung sind mit roten Pfeilen dargestellt. Die Kristallstruktur 

wurde unter Bindung des Morphin-ähnlichen Liganden BU72 und Zuhilfenahme des, den 

aktiven Zustand stabilisierenden Nanokörpers Nb39 erhalten (Abbildung modifiziert nach 27); 
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3.4  G-Proteine 

Extrazelluläre Stimuli, die zur GPCR-Aktivierung führen, werden über G-Proteine an 

zytoplasmatische Effektoren übermittelt. Sie setzen sich aus heterotrimeren Untereinheiten 

zusammen. Benannt werden G-Proteine im Allgemeinen nach der beteiligten GŬ-Untereinheit. 

Hierbei lassen sich die G-Proteine in 4 Familien unterteilen: GŬs, GŬi, GŬq, GŬ12. Der in dieser 

Studie verwendete MOR bindet selektiv Proteine der GŬi-Familie, welche die größte und 

diverseste Familie der GŬ-Proteine darstellt und folgende 7 Proteine umfasst: GŬi1, GŬi2, GŬi3, 

GŬo, GŬt, GŬg, GŬz. Von den genannten GŬ-Subtypen existieren wiederum verschiedene Splice-

Varianten (GŬoA, GŬoB) oder Isoformen (GŬt1, GŬt2). Für die Gß-Untereinheiten kodieren noch 

5 verschiedene Gene (Gß1-5), wobei Gß1-4 eine 80 ï 90 % Sequenzhomologie aufweisen. Für 

die Gɔ-Untereinheiten wurden 12 kodierende Gene identifiziert, die zueinander weniger 

Sequenzhomologien als die Gß-Untereinheiten aufweisen (ausführlich besprochen in 51). Eine 

Prenylierung im C-Terminus gewährleitstet eine Membran-Verankerung der ɔ-Untereinheit 52. 

In der vitalen Zelle liegt GÇɔ als Dimer vor 53, es sind keine Funktionen für nicht dimerisierte 

Ç und ɔ Untereinheiten beschrieben 51. Obwohl eine Vielzahl an Kombinationen aus ß und ɔ 

Untereinheiten theoretisch möglich ist, zeigen die verschiedenen GÇɔ-Isoformen in in-vitro 

Assays recht ähnliche biochemische Aktivitäten (ausführlich besprochen in 51). 

Kürzlich wurde eine Kryo-elektronenmikroskopische Struktur des MOR im DAMGO-

aktivierten Zustand, gebunden und stabilisiert durch ein nukleotidfreies Gi-Protein beschrieben 

54. Dies ermöglicht einen Vergleich zu dem ebenfalls mit gebundenem Gs-Protein publizierten 

ß2AR 28 und zeigt, dass sich die Struktur des Gi-gekoppelten MOR unter anderem in der Position 

der TM6 sowie in der Interaktionsflªche der GŬ-Untereinheit mit dem Kern des Rezeptors 

unterscheidet (siehe Abbildung 2 A). Diese Faktoren scheinen die G-Protein-Spezifität des 

MOR, der selektiv Proteine der Gi/o-Familie bindet, zu beeinflussen (siehe Abbildung 2 B) 54. 
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Abbildung 2: Vergleich der Strukturen von MOR und ß2AR in G-Protein-gebundener 

Konformation.  

A, Die Struktur des aktiven, Gi-Protein ï gebundenen MOR ist in grün dargestellt, die 

Struktur des, an ein Gs-Protein gebundenene ß2AR ist in orange in Seitenansicht gezeigt. Der 

rote Pfeil markiert den stärksten konformationellen Unterschied zwischen den beiden 

Rezeptoren. Der Unterschied besteht in einer um 9 Å weiter nach außen abstehenden 

Knickung in der TM6 des ß2AR im Vergleich zum MOR. B, Vergleich der Konformationen der 

Ŭ5-Helix der G-Proteine (GŬs ist in Violett und GŬi in Gelb gekennzeichnet) und der TM6 der 

Rezeptoren (ß2AR ist in Orange und MOR in Grün gekennzeichnet) 54; 

 

3.4.1 Der G-Protein-Zyklus 

Über den kanonisch ablaufenden G-Protein-Zyklus können Stimuli, erzeugt durch die 

Bindung extrazellulärer Liganden über Aktivierung eines GPCRs an intrazelluläre Effektoren 

der Zelle weitergegeben werden. Im inaktiven Ausgangszustand ist ein GDP an die GŬ-

Untereinheit gebunden. Die Interaktion der GŬ-Untereinheit mit einem aktivierten GPCR, das 

hier als Guanine Nucleotide Exchange Factor (GEF) fungiert, beschleunigt die Freisetzung des 

gebundenen GDPs sehr stark 55,56 (siehe Abbildung 3). Möglich wird die Abdissoziation des 

GDP durch eine Konformationsänderung, bei der sich die Ras-Domäne und helikale Domänen 

der GŬ-Untereinheit voneinander weg bewegen und damit das zuvor eng eingepackte GDP 

freilassen 28,57ï59. Die Freisetzung des gebundenen GDPs ist der geschwindigkeitsbestimmende 

Schritt beim Austausch von GDP gegen GTP, denn das GTP kann aufgrund der hohen 

intrazellulären Konzentrationen von GTP (ca. 200 ï 300 µM) rasch folgen 60 . Die Bindung des 

GTPs bewirkt konformationelle  nderungen in der GŬ-Untereinheit, die zur Dissoziation vom 
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Rezeptor und der Interaktion der GŬ-Untereinheiten mit diversen Effektoren wie der 

Adenylylcylase, Phospholipase C oder den RhoGEFs führt. Die membranständigen GÇɔ-

Untereinheiten vermögen, verschiedene Proteine (z.B. GRKs) an die Plasmamembran zu 

rekrutieren oder direkt die Aktivität von Ionenkanälen, Kinasen oder Phospholipasen zu 

modulieren (ausführlich besprochen in 24,56).  

Zumindest für den Gi-Protein-Komplex (GŬi1-3, GŬz) wurde eine konformationelle 

Neuanordnung der G-Protein-Untereinheiten anstelle einer Dissoziation des Komplexes 

vorgeschlagen 61. Dies zeigte sich sowohl in 61, als auch in vorliegender Studie in Gi-Protein-

Aktivierungsassays in erhöhtem Energietransfer und somit einer räumlichen Annäherung der 

Untereinheiten bei Gi-Protein-Aktivierung. Diese Beobachtung, die spezifisch f¿r GŬi1-3 und 

GŬz zu sein scheint, spricht gegen eine Abdissoziation der GÇɔ-Untereinheiten von den 

entsprechenden GŬ-Untereinheiten. Eine weitere Beobachtung, die diese Theorie stützt, ist die 

Entdeckung von Bindestellen f¿r GŬ-Untereinheiten an GIRK Kanälen. Diese Bindestellen 

scheinen den K+-Strom durch diesen Kanal mit zu regulieren 62. Die Verringerung in der 

YFP/CFP Emission, die unter Aktivierung der Go-Proteine zwischen den GŬ und GÇɔ-

Untereinheiten gemessen wird und die eine räumliche Entfernung der Untereinheiten anzeigt, 

muss nicht zwangsläufig auf eine Dissoziation hindeuten, sondern kann auch aus einer 

konformationellen Umlagerung resultieren 63. Beendet wird der G-Protein-Zyklus durch 

Hydrolyse des gebundenen GTPs zu GDP und Phosphat. Die GŬ-Untereinheit besitzt hierfür 

eine GTPase-Domªne, welche zudem Bindungsoberflªche f¿r die Çɔ-Untereinheiten sowie 

einige Effektoren bildet. GTP-Hydrolyse kann durch das Regulator of G-Protein Signaling 

Protein (RGS) beschleunigt werden 56. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des G-Protein-Aktivierungszyklus. 

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

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

des GDP gegen GTP beschleunigt. Im aktiven Zustand (unten) steuert die Çɔ-Untereinheit das 

Effektorprotein an (Ionenkanal). Hydrolyse des GTPs zu GDP und Pi durch die GTPase-

Funktion der GŬ-Untereinheit beendet den G-Protein-Zyklus; 

 

3.4.2 GIRK-Ströme  

Ein direkter Effekt der Aktivierung von inhibitorischen, PTX-sensitiven G-Proteinen ist 

die Modulation von G-Protein-aktivierten einwärtsgleichrichtenden K+ (GIRK)-Kanälen. Die 

Bezeichnung āeinwªrtsgleichrichtendó resultiert aus der Eigenschaft der Kanäle, am 

Gleichgewichtspotenzial für K+ einen starken Abfall in der Steigung bzw. āNullstromó der 

Strom ï Spannungskennlinie des Einwärtsstroms aufzuweisen 64, der durch den Verschluss der 

Kanalpore mit Mg2+ und Polyaminen aus dem Intrazellularraum erfolgt 65. Neben des 

Einwärtsstroms findet unter physiologischen Bedingungen auch ein Auswärtsstrom statt, der 

die neuronale Erregbarkeit herabsetzt 64 und das Ruhemembranpotenzial um ~-8 mV verschiebt 

66. In Säugetieren wurden 4 verschiedene Untereinheiten (GIRK1 ï 4 bzw. Kir 3.1 ï 3.4) 
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nachgewiesen 64. Von GIRK2 existieren 3 Spleißvarianten im Gehirn, die sich in der Länge des 

C-Terminus unterscheiden. Der wesentlichste Unterschied zwischen den 3 Varianten ist das 

Vorhandensein eines PDZ-Bindemotivs bei GIRK2c, über das GIRK2a und 2b nicht verfügen 

67,68. Im Gehirn wurden vor allem heterotetramere Kanäle aus GIRK1/3 und GIRK2/3 69,70 

nachgewiesen. Von den GIRK-Untereinheiten sind GIRK2 die einzigen, die auch 

Homotetramere bilden können 67,71. 

Die Regulation der GIRK-Kanäle durch G-Proteine erfolgt durch Bindung zahlreicher 

Kombinationen aus GÇɔ-Untereinheiten an den Kanal 69,72. Es können dabei pro Kanal maximal 

4 GÇɔ-Untereinheiten binden 73. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass die GŬi/o-

Untereinheiten dabei direkt die Rezeptor-Spezifität der GIRK-Kanal Modulation vermitteln 61ï

63,74,75. Aus dieser Modulation kann je nach Zellsystem eine postsynaptische Hemmung im 

Neuron selbst, oder neuronaler Netzwerke resultieren 64. 

3.5  Homologe Desensitivierung und Internalisierung 

3.5.1 Phosphorylierung über GRKs 

Wie bereits im Kapitel 3.3 besprochen, können aktivierte GPCRs nicht nur durch G-

Proteine Signalweiterleitung betreiben, sondern interagieren auch mit zahlreichen 

transmembranären oder zytosolischen Proteinen 33. Hierzu gehören auch die im Menschen 

nachgewiesenen Serin- und Threoninkinasen der GPCR-Kinasen (GRK) - Familie (GRK1-7) 

76 (siehe Abbildung 4). Die Phosphorylierung von Serin-und Threoninresten am C-Terminus 

ligandenaktivierter GPCRs durch GRKs stellt nach klassischer Ansicht den ersten Schritt der 

homologen Desensitivierung dar 77 und erleichtert die Bindung von Arrestinen (siehe Kapitel 

3.5.2) 78. Die verschiedenen GRK Proteine unterscheiden sich bezüglich ihrer Lokalisation und 

Struktur: so werden GRK1 und 7 überwiegend in der Retina exprimiert und GRK4 in 

nennenswerter Menge nur in Hoden. Im Gegensatz dazu kommen GRK2 (ß-adrenerge 

Rezeptor-Kinase 1/ ß-Arrestin 1), GRK3 (ß-adrenerge Rezeptor-Kinase 2/ ß-Arrestin 2) sowie 

GRK5 und 6 ubiquitär vor 79. Strukturell unterscheiden sich die GRK2 und 3 durch das 

Vorhandensein einer C-terminalen PH-Domäne von den anderen GRKs. Diese PH-Domäne 

interagiert mit GÇɔ-Untereinheiten und vermittelt so die Membranlokalisation. Im Gegensatz 

dazu zeigen GRK4 und 6 am C-Terminus eine Palmitoylierungsstelle, die in diesen Enzymen 

wiederum die Membranlokalisation vermittelt. In GRK1 und 7 findet sich eine sehr kurze C-

terminale Prenylierungssequenz 80. Bei GRK5 erfolgt die Membranlokalisation über die N-

terminale Bindung an Phosphatidyl-Bisphosphat 79.  
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Strukturelle Analysen der Komplexe aus GPCRs mit G-Proteinen, GRKs und Arrestinen 

zeigen, dass alle drei mit den GPCRs interagierenden Proteine bevorzugt die bei 

Rezeptoraktivierung auf zytoplasmatischer Seite gebildete Kavität zwischen den Helices zu 

binden scheinen 28,81,82. Dies bestätigt also die klassische Ansicht, dass GRKs den 

ligandenaktivierten Rezeptor binden. Allerdings existiert zumindest für die Enzyme GRK4 bis 

6 Evidenz, dass diese auch den inaktiven GPCR zu binden vermögen und die dabei generierte 

Phosphorylierung auch zur Arrestin-Rekrutierung führen kann 83. 

Die Rolle der GRKs besteht klassischerweise in einer Regulierung der GPCR-Aktivität über 

Phosphorylierung zytoplasmatischer Serin- und Threoninreste. Hierbei phosphorylieren GRK2 

und 3 typischerweise andere Reste als GRK4 ï 6 80. Am Beispiel des MOR wurde gezeigt, dass 

im gleichen Zellsystem je nach Ligand im Bereich des 370TREHPSTANT379 Abschnitts im C-

terminalen Teil ein ligandenspezifisch unterschiedliches Phosphorylierungsmuster unter 

Rekrutierung unterschiedlicher GRKs erzeugt werden kann: so führt Applikation von 

Agonisten mit hoher Effektstärke, wie dem DAMGO über GRK2 und 3 zu einer extensiven 

Phosphorylierung der Reste T370, T376 und T379, während Morphin, ein Ligand mit niedriger 

Effektstärke lediglich eine GRK5-vermittelte Phosphorylierung des S375 zeigt 84, die zudem 

kaum Internalisierung bewirken kann 48.  

Desensitivierung scheint zudem nicht immer streng an GRK2-vermittelte Phosphorylierung 

geknüpft zu sein: für den metabotropen Glutamatrezeptor 5 wurde gezeigt, dass er auch über 

phosphorylierungsdefiziente GRK2 desensitiviert wird 85. 

3.5.2 Arrestin -Rekrutierung  

Nach der klassischen Ansicht stellt die Arrestin-Rekrutierung an den 

ligandenaktivierten, extensiv über GRK 2 bzw. 3 C-terminal 86,87 phosphorylierten Rezeptor 

den zweiten Schritt der homologen Desensitivierung dar 88,89 (siehe Abbildung 4). 

Ursprünglich nahm man an, dass die Hauptaufgabe der Arrestine in einer sterischen 

Behinderung der G-Protein-Kopplung an GPCRs bestünde 90. Neben eines klassischen 

Herunterfahrens des aus dem G-Protein-Aktivierungsweg resultierenden Signals kommt es 

durch die Arrestin-Rekrutierung jedoch auch zu einer Rekrutierung zahlreicher 

Effektorproteine durch das Arrestin wie dem ADP-Ribosylierungsfaktor ARF6 91, Clathrin 92 

oder ß(2)-Adaptin (AP2) 93. Durch die Interaktion der Arrestine mit den beiden letztgenannten 

Proteinen kann der aktivierte Rezeptor zur Endozytose zu clathrinbedeckten 

Stachelsaumgrübchen gebracht werden 94 (siehe Abbildung 4). Somit ist Arrestin von 
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grundlegender Bedeutung für die anschließende Degradation oder die Wiederverwertung von 

GPCRs 95ï97.  

Zunächst wurde die Existenz von Arrestinen in retinalem Gewebe nachgewiesen, wenig 

später entdeckte man, dass ähnliche Proteine auch am ß2AR eine Rolle in der Desensitivierung 

spielen 77. Bis heute kennt man in Säugetieren vier Arrestine, wobei Arrestin-1 und -4 

hauptsächlich in retinalen Zellen vorkommen und Arrestin2 und -3 ubiquitär im Körper 

exprimiert werden 90. Aus historischen Gründen werden die beiden letztgenannten Arrestine 

auch häufig als ß-Arrestin 1 und 2 bezeichnet 98, da dort zunächst eine Herunterregulation des 

ß-adrenergen Signaltransduktion beschrieben wurde. Arrestin2 und -3 zeigen 78 % 

Sequenzhomologie.  

Eine weitere zellphysiologisch bedeutende Interaktion ist die der ß-Arrestine mit 

Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs), einer Familie von Serin-/Threoninkinasen, zu 

denen auch die ERK 1/2 (englisch: extracellular-signal regulated kinase) Proteine gehören, die 

Einfluss auf Transkription, Zellzyklusprogression und Apoptose nehmen 89. Aktuell wird in der 

Wissenschaft kontrovers diskutiert, ob die Phosphorylierung von ERK tatsächlich ein primär 

Arrestin-vermittelter Vorgang ist, da diese in jenen Experimenten auch bei völligem Knock-out 

der ß-Arrestine, nicht aber in Abwesenheit der G-Proteine beobachtet wurde 99, wohingegen 

andere Arbeiten relativieren und die Beteiligung sowohl von G-Proteinen als auch Arrestinen 

unter Berücksichtigung des zellulären Kontextes sehen 100. 

Ebenfalls extensiv diskutiert wurde, ob der µ-Opioid-Rezeptor aktivierte Arrestin-

Signalweg, wenn er mit dem in dieser Studie verwendeten Liganden Morphin ausgelöst wurde, 

ursächlich für die, unter Opioidtherapie beobachteten Nebenwirkungen der Atemdepression 

oder Verstopfung sei, wie dies eine frühere Studie unter Verwendung von ß-Arrestin 2 KO 

Mäusen 101 belegte. Nach aktuellen Erkenntnissen aus Studien, die ebenfalls mit KO Mäusen 

arbeiteten 102, konnte dies jedoch ausgeschlossen werden. Stattdessen scheint nach neuen Daten 

eher eine generelle, geringe intrinsische Aktivität eines Liganden das Auftreten von 

Nebenwirkungen zu reduzieren 103.  

Arrestin-vermittelte Internalisierung wurde durch den, in der vorliegenden Studie 

extensiv charakterisierten Liganden Morphin in verschiedenen Studien an HEK 293 Zellen 104ï

106 und in kortikalen Neuronen 107 in keinem nennenswerten Ausmaß beobachtet, wohingegen 

Enkephaline und andere, synthetische Liganden dies vermochten. Interessanterweise wurde in 

einer Studie an striatalen Neuronen eine rasche und starke Morphin-induzierte Internalisierung 

beobachtet, die durch Arrestin-3 vermittelt wurde 108 und bis auf die proximalen Axone im 
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gesamten Neuron auftrat. Daher wird auch bei der Rezeptorinternalisierung und Umverteilung 

eine Beeinflussung durch den zellulären Kontext vermutet, die auch auf Unterschiede im 

Membranpotenzial zurückzuführen sein könnte. 

 

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

Wiederverwertung von GPCRs. 

Ligandenaktivierter GPCR wird über GRK2 phosphoryliert wodurch Arrestin-3-Anlagerung 

erfolgen kann; in der Interaktion des Arrestins mit Clathrinen und AP2 kommt es zur Bildung 

Clathrin-bedeckter Stachelsaumgrübchen; nach Abschnürung Clahrin-bedeckter Vesikel (nicht 

dargestellt) kommt es zur Endosomenbildung und von dort ausgehend zur lysosomalen 

Degradation oder Wiederverwertung des GPCRs an der Plasmamembran; 

 


























































































































































































































