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ANOVA Analysis Of Variance = Varianzanalyse
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DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic Acid = Desoxyribonu-
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FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy

FRAP Fluorescence Recovery After Photoblea-
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1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen die grofite Familie der Membranproteine dar.
Sie vermitteln zelluldre Antworten auf Hormone und Neurotransmitter, bilden die Rezeptoren des
olfaktorischen Systems und konnen sogar Photonen in zelluldre Signale umsetzen (Rosenbaum et al.
2009). Allein fiir das olfaktorische System sind hunderte strukturell verwandter GPCRs bekannt.
Damit bilden Molekiile, die GPCRs adressieren heute die Gruppe der am meisten verwendeten
Medikamente (Pierce et al. 2002).

Alle GPCRs besitzen sieben hydrophobe alpha-helikale Transmembransegmente (7TM-Rezeptoren).
Das Aminoende (N-Terminus) ist extrazelluldr lokalisiert, das Carboxyende (C-Terminus) intrazellu-
lar. Dazwischen liegen alternierend intra- und extrazelluldre Schleifen.

Bei beeindruckender funktioneller Diversitit lassen sich die GPCRs aufgrund struktureller Homo-
logien in fiinf Familien unterteilen (Fredriksson et al. 2003): Rhodopsin- (Klasse A), Sekretin- (Klasse
B), Glutamat- (Klasse C), Adhéasions- (Klasse D) und Frizzled /Taste-Rezeptoren (Klasse E). Die
bei weitem grofite unter ihnen bilden die rhodopsinverwandten Rezeptoren (dem , Lichtrezeptor”
dhnliche Rezeptoren), zu denen auch der in dieser Arbeit ndher untersuchte B,-Adrenozeptor
(ADRB2) gehort.

1.1.1 Signaltransduktion

GPCRs sind in der Lage, stimulatorische (Gs) und inhibitorische (G;) guaninnukleotidbindende
Proteine (G-Proteine) zu binden, die zu unterschiedlichen Signalkaskaden fiihren (s. Abb. 1.1):

Anhand der Funktion des ADRB2 kann die klassische Funktion eines GPCRs illustriert werden:
Nach Bindung der natiirlichen Agonisten, in diesem Fall Adrenalin oder Noradrenalin, wird
die stimulatorische Untereinheit eines heterotrimeren G-Protein aktiviert (GaS). Diese fiihrt zur
Stimulation der Adenylatzyklase und damit zur Produktion von zyklischem AMP (cAMP). Das
akkumulierte cAMP wiederum aktiviert die cAMP-abhédngige Proteinkinase A (PKA), die Proteine
phosphoryliert und inaktiviert, die fiir die Kontraktion glatter Muskelzellen verantwortlich sind
(L-Typ-Kalziumkandile) (Hoffman et al. 1982).

Die Aktivierung des ADRB2 fiihrt zur Phosphorylierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptor-
kinasen (GRK). Die Phosphorylierung ermoglicht die Bindung des Proteins Arrestin, das seinerseits
als regulatorisches und Signalprotein fungiert. Es deaktiviert den GPCR und fiihrt tiber Clathrin zur
Endozytose und damit zur Internalisierung des Rezeptors (s. Abschnitt 1.1.2), der danach entweder
zur Membran recycled oder in Lysosomen degradiert wird.

Daneben bedingt Arrestin die Aktivierung extrazelluldrer signalregulierter Kinasen (ERK 1,2).
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Abbildung 1.1: Signaltransduktion eines GPCRs am Beispiel des ADRB2 (hier 8,AR) aus Rosen-

baum et al. 2009.
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Diese wiederum regulieren als Teil des MAP (mitogen-activated-pathway)-Kinase-Wegs die Genex-

pression.

1.1.2 Rezeptordesensibilisierung und -internalisierung

Naturgemaf3 fithrt dauerhafte Rezeptorstimulation {iber negative Riickkopplungsmechanismen zur
Verminderung der Rezeptorantwort (Rezeptordensibilisierung) (Zastrow et al. 2008). Mehrere im
Folgenden beschriebene Mechanismen modulieren dabei die Rezeptorantwort.

Gleichzeitig zur Entdeckung, dass durch Agonisten der -Adrenozeptoren ein zelluldrer Signal-
prozess in Gang gesetzt wird, konnten bei Rezeptorstimulation Verdnderungen der Rezeptorendichte
auf der Membran gefunden werden (Chuang et al. 1979).

Modernere Modelle beschreiben die Rezeptorhomdostase vielgestaltiger. Uber ligandeninduzierte
Rezeptordesensibilisierung wird demnach tiber Rezeptorphosphorylierung und anschliefSfende
Bindung von B-Arrestin schlieflich auch Rezeptorendozytose und damit Internalisierung vermittelt
(Zastrow et al. 2008).

1.2 Adrenerge Rezeptoren

1.2.1 Das adrenerge System

Die Klasse der adrenergen Rezeptoren umfasst als Subgruppe der rhodopsinverwandten Rezeptoren
a- und B-Adrenozeptoren. Diese wiederum lassen sich in drei a1-Subtypen (w14, a1p, a1p), drei
ax-Subtypen (a24, a2, azc) sowie in die drei B-Subtypen B1, den in dieser Arbeit betrachteten
B2-Adrenozeptor (ADRB2) und B3 unterteilen (http://www.guidetopharmacology.org).

Die Diversitdt der adrenergen Rezeptoren ist ihrem Vorhandensein in der Mehrzahl der menschli-
chen Zellen geschuldet. Die Effektoren des beta-adrenergen Systems haben somit physiologisch
eine Vielzahl von Wirkungen an Endorganen. Eine Ubersicht findet sich in Brunton et al. 2011.

Aufgrund der systemischen Bedeutung von B-Adrenozeptoren fiir den Organismus ergeben sich
weitreichende klinische Einsatzmoglichkeiten. Von besonderer pharmakologischer und klinischer
Relevanz sind die vasokonstriktorischen und -dilatorischen Wirkungen. Im Zusammenhang mit
notfallmedizinischer Therapie bei Kreislaufversagen und atemwegsobstruktiven Krankheitsbil-
dern gehoren spezifische und effektive medikamentdse Therapeutika zur Grundausstattung jedes
kardiopulmonalen Therapieregimes. f-Adrenozeptorblocker sind prognoseverbessernde Medika-
mente bei der Therapie der Herzinsuffizienz (Brophy 2001), auf Agonisten des ADRB2 kann in der
Asthmatherapie kaum verzichtet werden (Wood et al. 1995).

1.2.2 Polymorphismen der S-Adrenozeptoren

Aufgrund der funktionellen Eigenschaften des ADRB?2 ist er hdufiges Ziel von Medikamenten, die
bei der Behandlung von obstruktiven bronchopulmonalen Erkrankungen eingesetzt werden (Ortega
et al. 2007). Bei der Anwendung von Agonisten des ADRB2 konnten signifikante interindividuelle
Unterschiede bei den Ansprechraten gefunden werden (Wechsler et al. 2006; Hawkins et al. 2006). Als
in diesem Zusammenhang bedeutsam konnten mehrere genetische Unterschiede identifiziert werden.
So existieren mindestens 13 Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs) mit teils unterschiedlichen



http://www.guidetopharmacology.org

1 Einleitung

pharmakologischen und klinischen Eigenschaften (Chung et al. 2011). Am besten untersucht ist
der haufigste Polymorphismus im ADRB2, p.Gly16Arg. Hier ist an Position 16 im N-Terminus des
Rezeptors Arginin durch Glycin substituiert.

Fiir p.Gly16Arg existieren zum einen in-vitro Untersuchungen, in denen der Gly!®-Variante gegen-
tiber der Arg!-Variante eine Hyperfunktionalitit attribuiert wird. Diese beruht auf der Beobachtung
schnellerer Konformationsanderung, schnellerer S-Arrestin-2-Interaktion (Ahles, Rochais et al. 2011)
und damit Herabregulation (Green et al. 1994). Die Affinitit von Agonisten am ADRB2 wurde dabei
in-vitro als gleich bestimmt.

Zum anderen konnten in-vivo dagegen fiir den untersuchten Polymorphismus keine relevanten
physiologischen Unterschiede beobachtet werden (Ahles & Engelhardt 2014). Im Bereich pharma-
kotherapeutischer Untersuchungen existieren variantenspezifisch divergente Beobachtungen: Bei
lokaler Applikation von Isoprenalin oder Terbutalin konnte bei gesunden Probanden, die homo-
zygot fiir die Gly'®-Variante des Rezeptors waren, deutlichere Vasodilatation beobachtet werden.
Bei systemischer Applikation zeigte demgegentiiber die Gruppe der gesunden Probanden, die
homozygot fiir die Arg!®-Variante des ADRB2 waren, deutlichere Vasodilatation. Im ersten Fall
korreliert die Beobachtung mit der in-vitro beobachteten Hyperfunktionalitit der Gly-'®-Variante.
Die Ursachen fiir die gegenldufige Beobachtung bei systemischer Applikation sind ungekladrt und
beruhen moglicherweise auf physiologischen Gegenregulationsmechanismen.

Insofern konnen sich therapeutische Konsequenzen bei der Asthmatherapie ergeben, wobei
zukiinftig im Rahmen der personalisierten Medizin genetische Pradiktoren benannt werden kénnen.

1.3 Oligomerisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

1.3.1 Homo- und Heterooligomerisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Die klassische Annahme, GPCRs wiirden als monomere Proteine funktionieren, konnte durch eine
grofie Zahl unterschiedlicher Studien widerlegt werden. Tatsdchlich sind nach zahlreichen BRET-
und FRET-gestiitzten Untersuchungen mittlerweile sowohl Hetero- als auch als Homodimere einer
Vielzahl von GPCRs bekannt (Khelashvili et al. 2010, http://www.gpcr-okb.org).

Als Reaktion auf die stetig wachsenden Informationen tiber Rezeptoroligomerisierung verdffent-
lichte die International Union of Basic and Clinical Pharmacology (IUPHAR) drei Kriterien, von
denen mindestens zwei erfiillt sein sollen, um die physiologische Relevanz der Oligomere einordnen
zu konnen (Pin et al. 2007). Die drei Kriterien umfassen:

1. Den Nachweis der physischen Interaktion der am Oligomer beteiligten Rezeptoren in nativem
Gewebe oder primidren Zellen. Dabei wird hinreichende methodische Sicherheit gefordert:
Blofse Co-Immunoprazipitationsstudien gentigen beispielsweise nicht fiir den tiberzeugenden

Nachweis physischer Interaktion.

2. Funktionelle oligomerspezifische Besonderheiten wie positive oder negative allosterische
Interaktion oder auch den Nachweis eines oligomerspezifischen Liganden (s. Abschnitt 1.3.3).
Auch der Nachweis einer spezifisch durch den Oligomer modifizierten Signalkaskade kann an
dieser Stelle stehen.
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3. Validierung des Rezeptoroligomers in-vivo mittels beispielsweise Knock-Out-Méausen oder
RNAi-basierten Methoden - unter der Voraussetzung, dass in heterologen Expressionssystemen
bereits hinreichende Relevanz bestétigt werden konnte.

Fiir einige Steroidrezeptoren und Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitdt ist die Rolle ihrer Oli-
gomerisierung seit langerer Zeit etabliert (Heldin 1995). Im Falle der GPCRs ist die Existenz der
Rezeptoroligomere heute in vielen Fallen akzeptiert, doch fiihrt die Bewertung ihrer funktionellen
Bedeutung weiter zu kontroversen Diskussionen - etwa weil sich die meisten Untersuchungen
heterologer Expressionssysteme bedienten, die beispielsweise Rezeptoren exprimierten, die in-vivo
nicht gemeinsam exprimiert werden. Zum anderen wird weiter diskutiert, welche Untereinheiten
der Rezeptoren tatsdchlich das Interface der beobachteten Rezeptoroligomere bilden (Terrillon et al.
2004).

Ebenso bleibt Gegenstand der Diskussion, wie viele Rezeptoren in einem Oligomer gruppiert
sind. Haufiger taucht die These auf, Dimere seien die vorherrschende stochiometrische Einheit
(Dorsch et al. 2009), erst mit steigender Expressionsstdrke ergdben sich hohergradige Oligomere
(Calebiro et al. 2013). Gleiches konnte fiir den GABAg-Rezeptor beobachtet werden (Maurel et al.
2008; Comps-Agrar et al. 2011). Untersuchungen, die sich der Fluorescence-Correlation-Spectroscopy
(FCS) und Photon-Counting-Histogram (PCH) bedienen, deuten ebenfalls darauf hin, dass Dimere
bei mehreren GPCRs die funktionelle Einheit bilden (Herrick-Davis et al. 2013). In der vorliegenden
Arbeit wird der Begriff ,,Oligomere” bei weiter nicht vollstindig geklarter Stochiometrie bevorzugt,
da die wahrscheinliche Dimer-Konfiguration einen Spezialfall des allgemeineren Begriffes darstellt.

Rezeptoroligomere haben eine Reihe denkbarer Implikationen. Fiinf postulierte und beobachtete
Rollen der Rezeptoroligomerisierung sind in Abbildung 1.2 illustriert:

e Biosynthese und korrekte posttranslationale Modifikationen im endoplasmatischen Retikulum
(ER) sind moglicherweise Voraussetzung fiir Integration in die Zellmembran (Salahpour et
al. 2004). Wurden GPCRs mit einem Retentions-Signal versehen, das den Export aus dem
endoplasmatischen Retikulum verhinderte, bedingte dies die Retention des untersuchten
Heterooligomers (X. Zhu et al. 1998; Lee et al. 2000; Issafras et al. 2002; Floyd et al. 2003).

e Im Falle des Heterooligomers aus y- und J-Opioid-Rezeptoren wurde beobachtet, dass die
Bindung eines fiir den einen Rezeptor spezifischen Liganden tiber Beeinflussung der Rezep-
torkonformation die Affinitat fiir den Agonisten des anderen verstarkt (Gomes et al. 2004).

Ein Phianomen, das als positive Kooperativitit bezeichnet wird.

o Auf der Ebene der durch G-Proteine vermittelten Signalkaskade konnten fiir die Dopaminre-
zeptoren D1 und D2 im Heterooligomer verdnderte Bindungseigenschaften gegeniiber dem
Gg/11-Protein und somit verdnderte Signaleigenschaften gemessen werden (Rashid et al. 2007).

e Schliefllich konnte gezeigt werden, dass Rezeptorinternalisierung eines Protomers im Fall von
Heterooligomeren effektiv auch zur Internalisierung des anderen fiihren, beziehungsweise
diese verhindern kann (Hillion et al. 2002; Milligan 2010; Ward et al. 2011).




1 Einleitung

e Pharmacological diversity

L

Ligand-promged regulation L | L L

NH NH. NH. NH. | NH. NH. :}—{_ NlH NH l NH NH NH
— ittty =gl A6 =t e i 1 F = ‘W I i —
PlasmaJMg)ollgzo(m |LMPCOOH |\|JMEDOOH ll)Jﬂ !!Ololg?COOH | |||| %ljol(!!il COOH |]J |||| ?!)JJ ||!|| ZOOH |L |||| ;Jjol(!ll-il ?COOH

+

Golgi I ’j - T e @

Signal transduction

o (4]
NH, | NH, Ontogeny NH, 7 NH, ‘ \%
9 ‘3‘2 — it~ Ji - [ !ﬁb[ﬁb ‘\/
Ef*m"f"fmu"ffn i |M|-’||Hﬂ|m’||ll
: COOH COOH COOH ,Cooﬂ COOH COOH

e Internalization

Abbildung 1.2: Rolle der Rezeptoroligomerisierung (aus Terrillon et al. 2004): 1 Rezeptorreifung;
2 Dynamische Regulierung der Oligomerisierung durch Ligandenbindung; 3 Hete-
rodimerisierung von Rezeptoren bedingt positiv- oder negativ-kooperative Ligan-
denbindung; 4 verstidrkte und inhibierte Signaltransduktion als Folge der Rezep-
toroligomerisierung; 5 Heterooligomerisierung ruft moglicherweise Rezeptorinter-
nalisierung schon bei Aktivierung nur eines Protomers hervor, beziehungsweise
blockiert ein endozytoseresistenter Protomer die Internalisierung seines gekoppelten
Rezeptors im Heterooligomer.
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1.3.2 Physiologische Relevanz von Rezeptoroligomeren

In einer Reihe von Pathologien konnte eine Bedeutung von Rezeptoroligomerisierung im Zusam-

menhang mit den oben genannten Mechanismen identifiziert werden:

In der Asthmatherapie spielen beispielsweise Agonisten des ADRB2 als Bronchodilatatoren ei-
ne fiithrende Rolle. In einer Publikation von McGraw et al. 2006 wurde ein Cross-Talk zwischen
dem Prostanoid-Rezeptor EP1 (EP1R) und dem ADRB2 gezeigt: Prostaglandin E2 (PGE2) fiihrte
zu verstdrkter Dimerisierung des EP1R und des ADRB2 - mit geringerer cAMP-Produktion als
Zeichen verminderter ADRB2-Aktivierung. Bei Patienten mit Major-Depression wurde der Anteil
oligomerisierter D1- und D2-Rezeptoren in post-mortem-Studien mittels Co-Immunopréazipitation si-
gnifikant erhoht gegentiber gesunden Probanden gemessen (Pei et al. 2010). Moglicherweise konnen
in Zukunft Medikamente, die die Oligomerisierung der beiden Rezeptoren beeinflussen, therapeuti-
sche Bedeutung fiir die Depression gewinnen. In mehreren Untersuchungen, unter anderem mit
bivalenten Liganden (s. Abschnitt 1.3.3), wurde dem Heterooligomer aus é- und p-Opioidrezeptoren
negative Kooperativitidt in-vivo beigemessen (Daniels et al. 2005; Lenard et al. 2007; He et al. 2011).
Ahnlich wie beim Dopaminrezeptor (bei der Depression) konnte Beeinflussung der Oligomerisie-

rung von Opioidrezeptoren von pharmakologischer Relevanz sein.

Weitere physiologisch bedeutsame Konstrukte konnten bei der Parkinson-Erkrankung (Tanganelli
et al. 2004; Fuxe, Agnati et al. 2003; Fuxe, Ferré et al. 2005) sowie bei Pra-Eklampsie (Hypertonie)
(AbdAlla et al. 2001) gefunden werden.

1.3.3 Rezeptoroligomere als Targets neuartiger Wirkstoffe

GPCR-Heterooligomere stellen bisher nicht adressierte Angriffspunkte fiir eine neue Klasse von
Arzneimitteln dar (George et al. 2002; Hiller et al. 2013; Ferré et al. 2014). Denkbar ist die Entwicklung
neuer Substanzen, die aufgrund hoherer Selektivitit und Affinitat weniger unerwiinschte Wirkungen
aufweisen. Hinweise fiir gewebsspezifische Heterooligomere bleiben Gegenstand der aktuellen
Forschung.

Prinzipiell konnen mono- und bivalente Liganden, d.h. Substanzen, die aus einem oder zwei
bekannten GPCR-Liganden bestehen, eingesetzt werden, um selektive Affinitit fiir Oligomere zu
erreichen (Waldhoer et al. 2005; Burford et al. 2014). Die Synthese birgt dabei einige Schwierigkeiten,
da die chemischen Eigenschaften zum Teil erheblich von denen der Einzelliganden abweichen
(Hiller et al. 2013).

Neben den klassischen orthosterischen Liganden seien die Moglichkeiten allosterischer Liganden
erwdhnt. Diese bewirken Rezeptormodulation bei Besatz einer nicht-physiologischen Bindungsstelle:
In einer Studie von Waldhoer et al. 2005 zeigte beispielsweise ein monovalenter Ligand (6’-GNTI)
bevorzugte Aktivierung des Heterodimers aus J- und x-Opioidrezeptoren. In-vivo bewirkte der
Ligand bei intrathekaler Gabe Analgesie, nicht jedoch bei intrazerebroventrikuldrer Gabe, was

eventuell auf Gewebsspezifitit hinweist.

Mittlerweile sind eine Reihe bivalenter Liganden synthetisiert worden, die unter anderem Serotonin-,
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Histamin-, Dopamin-, Adenosin- Chemokin-, Cannabinoid-, Muskarin- und auch adrenerge Rezep-
toren zum Ziel haben (Hiller et al. 2013).

1.4 Methoden zur Untersuchung der Oligomerisierung von Rezeptoren

1.4.1 Uberblick

Es existieren eine Vielzahl von Methoden, die zum Nachweis von Rezeptoroligomerisierung ver-
wendet worden sind. Die am héufigsten und aktuell verwendeten werden im folgenden dargestellt,

um auf die Zielsetzung dieser Arbeit hinzuleiten.

Co-Immunoprazipitation

Eine der am haufigsten verwendeten Methoden stellt die Co-Immunoprézipitation dar (Hebert et
al. 1996; Jordan et al. 1999; Hillion et al. 2002; Park et al. 2004). In der einfachsten Variante mit
einem Protein-Epitop-tag und dem passenden spezifischen Antikorper war aufgefallen, dass die
untersuchten Rezeptoren jeweils in den Banden ganzzahliger Vielfacher des Molekulargewichts
liefen. Der Vermutung, es konnte sich um Oligomere handeln, liegt nahe. Allerdings konnte so nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich um unspezifische Rezeptor-Protein-Aggregate handelte. Ge-
nauer gelang der Nachweis mithilfe zweier Protein-Epitop-tags und zwei spezifischen Antikérpern.
So konnten untersuchte Rezeptoren erst immunpréazipitiert und anschlieffend mit dem zweiten

Antikorper geblottet werden.

Kristallstrukturen oligomerisierter Rezeptoren

Eine direkte Nachweismoglichkeit oligomerisierter Rezeptoren bietet die aufwandige Gewinnung
der Kristallstruktur der Rezeptoren. Im Falle des CXCR4-Chemokin-Rezeptors und der Opioid-
Rezeptor-Subtypen u und xkonnten in den Kristallstrukturen strikte Rezeptordimere beobachtet
werden (B. Wu et al. 2010; Manglik et al. 2012; H. Wu et al. 2012). Die mit dieser Methode
identifizierten Oligomerisierungsinterfaces waren fiir die jeweiligen Rezeptoren unterschiedlich

lokalisiert und werden in Zukunft Gegenstand weiterer Analysen werden.

Fluoreszenz-basierte Methoden

Fluoreszenz-basierte Methoden zur Analyse der Oligomerstruktur von GPCRs bedienen sich dem
Resonanzenergietransfer (RET) zwischen biolumineszenten oder synthetischen Fluorophoren. In
Abschnitt 1.4.2 sind die Methoden genauer dargestellt.

Funktionelle Untersuchungen

Weitere, insbesondere fiir in-vivo-Untersuchungen essentielle Verfahren, schliefsen iiber funktionelle
Analyse indirekt auf die Existenz oligomerisierter Rezeptoren. Sie bedienen sich etwa bivalenter
Liganden (Daniels et al. 2005) oder elektrophysiologischer Untersuchungen der G ; beziehungsweise
Gq-Protein-assoziierten Signalwege (Fribourg et al. 2011).
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1.4.2 BRET & FRET zur Analyse oligomerisierter Rezeptoren

Am haufigsten kommen Biolumineszenz- und Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (BRET/FRET)
zum Einsatz. In beiden Fillen bedient man sich einem Effekt, der als Resonanzenergietransfer
bekannt ist: Grundlage sind zwei kompatible Fluorophore. Bei Exzitation eines Donorfluorophors
kommt es zu dipolvermitteltem, strahlungsfreien Energietransfer auf einen Akzeptor, wenn sich
die beiden beteiligten Fluorophore in geeignetem Abstand (Forster-Radius) zueinander befinden.
Nach dem Energietransfer emittiert dann im Idealfall nur das Akzeptorfluorophor ein Photon seiner
(grofseren) Wellenldnge (Forster 1948). Alternativ ldsst sich stattgehabter Resonanzenergietransfer
auch als Verringerung der Intensitdt, Ldnge oder als Anisotropie der Donoremission messen
(Rajapakse et al. 2010).

Dieser Effekt kann nun verwendet werden, um die raumliche Nahe im Bereich der Forster-Radien

beliebiger Strukturen zu zeigen. Die notwendige Entfernung liegt iiblicherweise bei d < 10nm.

Bei BRET-basierten Analysen werden Fusionsproteine generiert, die C-terminal tiber ein biolu-
mineszentes Protein, beispielsweise Renilla-reniformis-Luciferase (Rluc) als Donor und fluoreszente
Proteine wie YFP als Akzeptor verfiigen (Pfleger et al. 2006). Die subzelluldre Lokalisation ist mit
diesem Ansatz nicht eindeutig bestimmbar. Auflerdem bietet die Methode geringere Signalausbeute
als auf synthetischen Fluorophoren basierende Methoden.

Der Ubersicht halber werden weitere, fiir speziellere Anwendungen benétigte Methoden kurz
erldutert:

Die Fluorescence-Recovery-After-Photobleaching-(FRAP)-Methode ist eine ebenfalls fluoreszenz-
basierte Methode, die sich nicht dem Resonanzenergietransfer bedient. Nach antikorpervermittelter
Immobilisation beispielsweise einer Rezeptorfraktion, werden die Fluorophore, die sich auf einem
definierten Membranabschnitt befinden durch lange Exzitation geblichen. Anschliefsend wird die
Repopulation als Mafs der Rezeptoroligomerisierung gedeutet (Dorsch et al. 2009).

1.4.3 Time-resolved FRET (tr-FRET)

Die in dieser Arbeit verwendete Technik (tr-FRET) bietet gegeniiber den zuvor erlduterten Methoden
mehrere Weiterentwicklungen.

Bei der tr-FRET-Methode wird als Donor ein in einem Chelatkomplex gebundenes Lanthanid
(beispielsweise Terbium- oder Europium) verwendet. Genaugenommen handelt es sich bei der
Lanthanidemission nicht um Fluoreszenz, sondern um eine physikalisch anderes begriindete Strah-
lung (Singulett-Singulett-Zustandsiibergang). Die Lanthanide bieten gegeniiber synthetischen oder
biolumineszenten Proteinen zum einen deutlich langer anhaltende Emission im Millisekundenbe-
reich und zum anderen einen breiten Stokes-Shift (Wellenldngendifferenz zwischen Exzitation und
Emission) bei duflerst schmalem Emissionsspektrum (Selvin & Hearst 1994; Selvin 2002).

Beim tr-FRET kann nun aufgrund der Lange der Emissionsdauer die Messung der Akzeptoremis-
sion zeitversetzt zur Exzitation des Donors erfolgen. Das Prinzip ist in Abbildung 1.3 dargestellt:
Erst nachdem die kurzlebige Autofluoreszenz der Umgebung, beispielsweise anderer Proteine

oder unspezifische Fluoreszenz des Zellkulturmediums und durch direkte Exzitation des Akzep-
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unspezifische Fluoreszenz + direkte Akzeptoremission

Akzeptoremission

Donorremission

Fluoreszenzintensitat bei 620 / 665nm

N |

|
|
g 60 Messfenster 400 t/ps

Donorexzitation (337nm)

Abbildung 1.3: Funktionsprinzip der tr-FRET-Methode: Die Messung der Akzeptoremission er-
folgt erst 60ns nach Exzitation des Donors. So konnen die Storsignale der kurzlebigen
unspezifischen Matrixfluoreszenz und direkte Exzitation des Akzeptors durch den
initialen Energiepuls minimiert werden.

tors entstehendes Signal grofstenteils verschwunden sind, wird das eigentliche Akzeptorsignal als
numerisches Integral {iber einem Messfenster (area under the curve) bestimmt (Selvin 2002).

Damit ldsst sich das Verhéltnis zwischen Signal und Hintergrund auf ein Niveau anheben, das
ausreichend sein kann, Rezeptoroligomere in natiirlich vorkommender Expressionsstarke nachzu-
weisen (Albizu et al. 2010).

Limitiert ist die Methode in Bezug auf den Nachweis der Anzahl der sich in einem Oligomer
befindenden Protomere (s. Abschnitt 4.2).

Proteinmarkierung mit dem SNAP-tag

Zur spezifischen Adressierung von Proteinen wie den GPCRs existieren eine Reihe unterschiedlicher
Systeme. Dazu zdhlen Verfahren wie das Proximity Ligation Assay (PLA) (Soderberg et al. 2006)
oder N-terminale tags wie der Flag-tag, die sich auf strukturell grofie Antikorper stiitzen.
Daneben konnen tag-Systeme mit intrinsischer Enzymaktivitit verwendet werden, um spezifische
kovalente Bindungen mit den gewiinschten Proteinuntereinheiten zu katalysieren (Gautier et al.
2008). Das in dieser Arbeit verwendete Prinzip beruht auf einem Proteinmarkierungssystem, das es
erlaubt, Fluorophore kovalent an ein N-terminal lokalisiertes Fusionsprotein zu koppeln. Mittels
eines mutierten DNA-Reparaturenzyms erfolgt die kovalente Bindung des tr-FRET-Fluorophors (s.
3.1). Dazu miissen die zu untersuchenden Proteine vor weiterer Charakterisierung jedoch zuerst um

die Fusionsproteine erweitert werden, die die gewtinschte Enzymaktivitat besitzen. Es ist ersichtlich,
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dass mit dieser Methode allein in priméren Zellen noch kein Nachweis gelingen kann.

Nachweis von GPCR-Oligomeren mit fluoreszierenden Liganden

Mit einem komplizierteren Ansatz besteht die Moglichkeit, GPCRs mittels fluoreszierender Liganden
auf ihre rdumliche Ndhe zu untersuchen. Fluoreszierende Liganden bieten den entscheidenden
Vorteil, auch fiir nicht modifizierte, natiirlich exprimierte Rezeptoren verwendet werden zu koénnen.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass mit fluoreszierenden Liganden bei ausreichend hoher
Expressionsstadrke tr-FRET auch in primédren Zellen, beziehungsweise Gewebsstiicken gemessen
werden kann (Albizu et al. 2010).

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war, die strukturelle Eigenschaft der Oligomerisierung des ADRB2 zu untersuchen.
Dabei sollte zundchst unter Verwendung eines N-terminalen tag-Systems (SNAP-tag) in Kombinati-
on mit einem hochsensitiven trFRET-gestiitzten Ansatz die Methodik an transfizierten Zelllinien
etabliert werden. In einem néchsten Schritt sollte mittels fluoreszierender Liganden der native
ADRB?2 auf seine Oligomerisierungseigenschaften gepriift werden. Schliefslich sollte die Methode
so weit optimiert werden, dass sie zukiinftig fiir in-vivo-Untersuchungen etwa an Gewebsstiicken
verwendet werden konnte.

Als grundlagenorientierte Untersuchung sollte diese Arbeit sich mit strukturell bedeutsamen
Prinzipien befassen, die gegenwartig Gegenstand der Arzneimittelforschung werden.
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2.1 Material

2.1.1 Plasmide

Die folgenden Plasmide stammen entweder aus dem Laborbestand (IPT, TU Miinchen) oder wurden
von New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.) erworben. Sie wurden unverdndert transfiziert

bzw. fiir Klonierung verwendet.

Vektor Insert Referenz

PSNAPf - New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.)
pCLIPf - New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.)
PSNAPf 5mis-SNAP-ADRB2-Glyl6 New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.)
pCLIPf 5mis-SNAP-ADRB2-Glyl6 New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.)
pENTR ADRB2-Argl6 IPT (TU Miinchen)

pT-REx Dest 30 - IPT (TU Miinchen)

In die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Vektoren wurden die angegebenen Inserts klo-
niert. Dazu wurde die Methode der homologen Rekombination als Teil der Gateway-Technologie

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe) verwendet.

Vektor Insert Variante / Mutation
PSNAPf 5mis-SNAP-ADRB2 Argle, Tyr284
PSNAPf ADRB?2 Arglé

pCLIPf ADRB2 Argl6

pENTR ADRB2-SNAP-ADRB2" Arglé

pT-REx Dest 30 ADRB2-SNAP-ADRB2" Arglé

2.1.2 Bakterien

Zur DNA-Amplifikation wurde der Bakterienstamm E. coli (DH10B) (IPT, TU Miinchen) verwendet.

2.1.3 Zelllinien & Zellkultur

Zur Transfektion und Mikroskopie bzw. als Negativkontrollen wurden die angegebenen Zelllinien

verwendet.
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Name Ursprung (Organ) Referenz

HEK293 humanes embryonales Nierenepithel IPT (TU Miinchen)

HeLa humanes Cervixepithel IPT (TU Miinchen)

16HBE140 humanes Lungenzellepithel Getu Abraham (Universitadt Leipzig)
Calu-3 humanes Lungenzellepithel Getu Abraham (Universitit Leipzig)
A549 humanes Lungenzellepithel Getu Abraham (Universitédt Leipzig)

Basierend auf den angegebenen HEK293- und HeLa-Zelllinien wurden folgende stabile Zelllinien
generiert. Die mit 5-mis-SNAP gekennzeichneten exprimierten Rezeptoren trugen am N-terminalen
Ende eine vom Serotonin (5HT3)-Rezeptor abgeleitete Membraninsertionssequenz, sowie direkt
C-terminal anschlieflend den SNAP-Tag (New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.).

Name Stabil tiberexprimiertes Protein  Varianten/Mutation
SNAP-B,AR-HEK293 5mis-SNAP-ADRB2 Arglé, Glyl6, Tyr284
SNAP-B,AR-HeLa 5mis-SNAP-ADRB2 Argle, Glyl6, Tyr284

2.1.4 Chemikalien & Reagenzien

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien und Reagenzien von Applichem (Darmstadt),
Carl Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

2.1.5 SNAP-Substrate und fluoreszierende Liganden

Die SNAP-Substrate, die iiber eine O°-Benzylguanin-Gruppe verfiigten, sind mit BG gekennzeichnet.

Die verwendeten Fluorophore waren mit der Methode des Time Resolved Fluorescence Resonance
Energy Transfer (tr-FRET) kompatibel: Als Donorfluorophor wurde ein Tb3*-Cryptat (Lumi4, Cisbio
Bioassays, Codolet, Frankreich) verwendet. Als Akzeptor wurde auf d2 (ein kommerzielles Alexa
647-Derivat, Cisbio Bioassays, Codolet, Frankreich) und Alexa 647 zuriickgegriffen.

Die fluoreszierenden Liganden basierten auf dem inversen p,Adrenozeptoragonisten ICI-118,551
(ICI). Uber einen Linker waren die angegebenen Fluorophore an den Liganden kovalent gekoppelt.
Die Verbindungen wurden wie angegeben zur Synthese in Auftrag gegeben.

Name Referenz
BG-Alexa 488 New England Biolabs (Frankfurt a. M.)
BG-d2 Cisbio Bioassays (Codolet, Frankreich)

BG-Lumi4 Cisbio Bioassays (Codolet, Frankreich)

ICI-Alexa 647 Prof. Dr. Peter Gmeiner, Universitdt Erlangen-Niirnberg
ICI-Lumi4 Cisbio Bioassays (Codolet, Frankreich)

2.1.6 Enzyme

Die in der Tabelle angegebene Enzyme kamen zum Einsatz.
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Name

Referenz

DNA Ligase T4

DNA Polymerase AccuPrime Pfx

DNA Polymerase Quikchange Lightning
N-Glykosidase F (PNGase F)
Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs (Frankfurt a. M.)

Invitrogen (Karlsruhe)

Agilent Technologies (Waldbronn)
New England Biolabs (Frankfurt a. M.)
New England Biolabs (Frankfurt a. M.)

2.1.7 Oligonukleotidprimer

Die Oligonukleotidprimer wurden entweder von Eurofins MWG Biotech (Ebersberg) oder Sigma-
Aldrich (Miinchen) synthetisiert. Sie wurden in bidestilliertem Wasser (ddH,0) gelost und auf 1mM

eingestellt.

Name

Sequenz (5" — 3')

Produkt

ADRB2-SbfI-for

ADRB2-Xhol-rev

Klonierung

AAA AAA CCT GCA GGC GGG CAA CCC
GGG AAC GG

ATG ACT CAC TGC TGT AAC TCG AGT
TTTTT

SbfI-ADRB2-Xhol

SNAP-Mfel-for

SNAP-Mfel-rev

AAA AAA CAATTG CGA CAA AGA CTG
CGA AAT GAA G

AAA AAA CAATTG ATA CCC AGC CCA
GGCTTG CC

Mfel-SN AP-tag-Mfel

ADRB2-c850t_t851a-for

ADRB2-c850t_t851a-rev

Mutagenese

CAT GGG CAC TTT CAC CTA CTG CTG
GCT GCCCITC
GAA GGG CAG CCA GCA GTA GGT GAA
AGT GCC CAT G

ADRB2(Leu284Tyr)

ADRB2-c549t-for

ADRB2-c549t-rev

CCC ACC AGG AAG CCA TCA ATIT GCT
ATG CCA ATG A
TCA TTG GCA TAG CAA TTG ATG GCT
TCC TGG TGG G

ADRB2-Mfel-ADRB2’

2.1.8 Pharmaka

Name Typ Referenz

Alprenolol  B;-Adrenozeptoranagonist Sigma-Aldrich GmbH
ICI-118,551 inverser By-Adrenozeptoragonist Sigma-Aldrich GmbH
Isoprenalin  f,-Adrenozeptoragonist Sigma-Aldrich GmbH
Adrenalin  Adrenozeptoragonist Sigma-Aldrich GmbH

14



2 Material & Methoden

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 DNA-Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von kodierender DNA wurde die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR)
mittels des Enzyms AccuPrime pfx DNA Polymerase verwendet. Dabei wurde folgendes Reaktions-
gemisch vorbereitet.

cDNA oder Plasmid-DNA 100ng
Vorwiértsprimer 20pmol
Riickwértsprimer 20pmol

AccuPrime pfx Reaktionspuffer ~ 5uL
AccuPrime pfx DNA Polymerase 1uL
ddH,O ad 50pL

Das Reaktionsgemisch wurde nach folgendem Protokoll in einem Mastercycler Pro (Eppendorf,

Hamburg) zur DNA-Amplifikation den angegebenen Zyklen ausgesetzt.

Temperatur Dauer Zyklen

Initiale Denaturierung 95°C 120s 1
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 57°C 30s 35
Elongation 68°C 60s/kb

Finale Elongation 68°C 60s 1

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese
50xTAE-Pulffer: Tris 242¢

Essigsdaure (0,5M) 57,1mL
Na,EDTA x 2H,O 37,2mL

ddH,O ad 1L
5xDNA-Ladepuffer: Xylencyanol 0,025g
EDTA (0,5M) 1,4mL
Glycerol 3,6mL
ddH,O 7,0mL

Die Herstellung eines einprozentigen Agarosegels erfolgte mit 1g Agarose in 100mL 1xTAE-Puffer,
die durch Erhitzen in einer Mikrowelle gelost wurde. Nach Abkiihlen auf etwa 45°C wurden 6,5uL
Ethidiumbromid hinzugefiigt und das Gel mit den gewiinschten Kdimmen gegossen. Nach dem
Auspolymerisieren wurde das Gel in eine mit 1IXTAE-Puffer befiillte Elektophoresekammer (Peqlab,
Erlangen) transferiert. Die DNA-Proben wurden 1:5 mit DNA-Ladepuffer verdiinnt und in die
Geltaschen geladen. Parallel wurden Marker (1-10kb, NEB) in eine Geltasche geladen.

An die so beladene Gelkammer wurde eine Spannung von 120V fiir 45min angelegt. Die negativ
geladenen DNA-Fragmente liefen abhdngig von ihrer Lange mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
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anodenwdrts. Das sich im Gel befindliche Ethidiumbromid interkalierte in die doppelstrangige
DNA.

Anschlieffend konnte unter UV-Licht (Wellenldnge 312nm) der Standard mit den gesuchten
Fragmenten abgeglichen werden.

2.2.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die gewiinschte DNA-Bande mit
einem sterilen Skalpell ausgeschnitten und mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden) gemédfs dem Protokoll des Herstellers extrahiert. SchliefSlich wurde die DNA aus der
Extraktionssdule mit 15uL. ddH,O eluiert.

2.2.4 Restriktionsenzymverdau von PCR-Produkten und Plasmid-DNA

PCR-Produkte und Plasmid-DNA wurden entsprechend den Empfehlungen des Enzymherstellers
(New England Biolabs, Frankfurt a. M.) mit Restriktionsendonukleasen verdaut. Wenn moglich
wurden die High-Fidelity-(HF)-Varianten der Restriktionsenzyme verwendet.

Fiir den vollstindigen Verdau von Plasmid-DNA wurden 1-2U des gewiinschten Enzyms mit 1pg
DNA fiir 2,5h bei 37°C inkubiert. Zur Uberpriifung der DNA-Fragmentldnge nach Mini-Praparation

durchlief die verdaute DNA erneut eine Gelelektrophorese.

2.2.,5 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten (Insert-DNA und Vektor-DNA) wurde die T4 DNA-Ligase
(New England Biolabs, Frankfurt a. M.) verwendet.

Das Verhiltnis der Insertkopienanzahl gegeniiber dem Vektor wurde mindestens 3:1 gewdihlt.
Die zu verwendende Masse des Inserts wurde dazu wie folgt berechnet:

3 x m(Vektor) x Lange des Inserts in Basenpaaren
Lange des Vektors in Basenpaaren

m(Insert) =

Ein Ligationsansatz wurde folgendermafien hergestellt:

10x T4-Ligase Puffer 1,5pL

T4 DNA-Ligase 1uL
Vektor-DNA 2,5uL = 100ng
Insert-DNA xx puL

ddH,O ad 15pL

Die Ligation erfolgte 30min — 60min bei 22°C oder iiber Nacht bei 16°C. Anschlieffend wurden
3uL fiir die Transformation von DH10B-Bakterien verwendet (s. 2.2.8).
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2.2.6 Klonierung mittels Gateway-Technologie

Die Gateway Technologie (Invitrogen, Karlsruhe) ist ein kommerziell verfiigbares System zur
effizienten Klonierung und Transfektion mittels gelieferter wohldefinierter Vektoren. Es wird
dabei zwischen , Entry-” und , Destinationsvektoren” unterschieden. In dieser Arbeit wurde ein
bestehender , Entry-Vektor "modifiziert und mit der LR-Reaktion in einen , Destinationsvektor”
kloniert.

LR-Reaktion

Die im Kit enthaltenen Enzyme ,Excisionase”, , Integration Host Factor” und ,Integrase” katalysie-
ren die Rekombination zwischen der mit der attL-Sequenz flankierten DNA im Entryvektor und

dem mit der attR-Sequenz flankiertem Abschnitt des Destinationsvektors (LR-Reaktion).

pENTR (Entryvektor) 150ng

pT-Rex DEST30 150ng
TE-Puffer, pH 8 ad 8uL
LR-Clonase II 2uL

Das so vorbereitete Reaktionsgemisch wurde 1h bei 25°C inkubiert. Darauf wurde 1pL Prote-
inase K zugegeben und die Reaktion durch 10min Inkubation bei 37°C gestoppt. 1uL des DNA-
Reaktionsgemisches wurde wie beschrieben in DH10B-Bakterien elektroporiert und so amplifiziert.

2.2.7 Mutagenese

Zur Generierung der dimerisierungsdefizienten Variante Tyr284 des ADRB2 und der Klonierung
des SNAP-tags in den zweiten extrazelluldren Loop des ADRB2 wurde der ,QuikChange Lightning
Site-Directed Mutagenesis Kit” (Agilent, Waldbronn) verwendet.

Die Mutagenese beruht auf einander komplementéren , Vorwarts-“ und , Riickwértsprimern”, die
die gewiinschte Mutation enthalten. Eine DNA-Polymerase katalysierte die Elongation der Plasmide.
Das Reaktionsgemisch wurde den nachfolgend beschriebenen Zyklen ausgesetzt. Dadurch wurden
die gewiinschte Mutation tragende Plasmide generiert.

10x Reaktionspuffer 5uL
Ausgangsplasmid 100ng
Vorwirtsprimer 125ng
Riickwértsprimer 125ng
dNTP-Mix 1uL
QuikSolution-Reagenz 1,5puL
ddH,0 ad 50pL

DNA-Polymerase Quikchange Lightning 1pL

Das Reaktionsgemisch wurde nachfolgend mit 2pL des Dpnl-Enzyms 5min bei 37°C verdaut.
Mittels dieses Enzyms wurde methylierte und hemimethylierte DNA — damit das nicht mutierte
Ausgangsplasmid — degradiert. Anschlieffend wurden 2pL des so verdauten PCR-Produktes mittels
Transformation durch Elektroporation in DH10B-Bakterien amplifiziert.
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Temperatur Dauer Zyklen

95°C 120s 1
95°C 20s

60°C 10s 18
68°C 30s/kb

68°C 300s 1

2.2.8 Transformation elektrokompetenter DH10B-Bakterien

LB-Agar: 1% Bacto-Trypton 10g
0,5% Hefeextrakt 5g
0,5% NaCl 5¢g
Agar 15¢g
NaOH 1M 1ImL
ddH,O ad 1L

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton 10g
0,5% Hefeextrakt 5g
0,5% NaCl 5g
NaOH 1M 1mL
ddH,O ad 1L

nach Resistenzgen des Plasmids: Ampicillin 100pg/mL

Kanamycin 33pg/mL
Zur DNA-Amplifikation von Plasmiden oder Ligationsprodukten wurden 0,5pL Plasmid-DNA bzw.

3uL Ligationsreaktion zu 50puL elektrokompetenten DH10B-Bakterien gegeben, in eine LB-Medium-
gefiillte Kiivette (Gene Pulser 0,1cm Cuvette, Bio-Rad GmbH, Miinchen) tiberfiihrt und mit einem
Elektroporationsgerat (MicroPulser, Bio-Rad GmbH, Miinchen) eine gepulste Spannung von initial
1,8kV angelegt. Das Elektroporationsprodukt wurde sofort in ein 1,5mL-Reaktionsgefaf tiberfiihrt
und in einem Schiittelinkubator (Thermomixer, Eppendorf AG, Hamburg) fiir 1h bei 37°C und
350rpm inkubiert.

Bei Plasmid-Amplifikation wurden verschiedene Verdiinnungen um 1:10, bei Ligation das voll-
standige Bakterienvolumen auf Agarplatten ausgestrichen, die tiber das dem Resistenzgen des
Vektors entsprechende Antibiotikum verfiigten. Die Agarplatten wurden tiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.2.9 Mini/Maxi-Kultur und Mini/Maxi-DNA-Aufreinigung

Zur weiteren DNA-Amplifikation im Rahmen einer Mini-Kultur wurde mittels einer sterilen
Pipettenspitze eine einzelne Bakterienkolonie von einer Agarplatte aufgenommen und in ein Re-
aktionsgefdfs mit 4mL LB-Medium und dem Vektor entsprechenden Antibiotikum (Ampicillin
100pg/mL bzw. Kanamycin 33ng/mL) abgeworfen. In einem Schiittelinkubator (Thermoschiittler,
Adolf-Kiihner AG, Birsfelden) wurde die Kultur mindestens 6h oder iiber Nacht bei 37°C und
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170rpm inkubiert.

Die im folgenden beschriebene DNA-Aufreinigung erfolgte unter Verwendung der Puffer des
Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden).

Mini-DNA-Aufreinigung

1,5mL der Mini-Kultur wurden in einem 1,5mL Reaktionsgefafs fiir 15s bei 15000rpm abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen. Zur Vergroerung des Pellets wurde der Zentrifugationsschritt nach

erneuter Zugabe von 1,5mL der Mini-Kultur wiederholt.

Das Pellet wurde in 250pL Resuspensionspuffer (P1) zur Degradation der bakteriellen RNA aufge-
nommen und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 250pL Lysispuffer (P2) wurden
die Proben gemischt und erneut 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Die so in alkalischem Niveau
lysierten Zellen wurden mit 300pL auf 4°C gekiihltem Neutralisierungspuffer (P3) neutralisiert und
5min auf Eis inkubiert.

Nach Zentrifugation (10min, 15000rpm, 4°C) wurde die im Uberstand befindliche DNA in ein
neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt und mit 750pL reinem Ethanol fiir 5min bei Raumtemperatur prazi-
pitiert. Mit einem weiteren Zentrifugationsschritt (5min, 15000rpm, 4°C) wurde die DNA pelletiert,
mit 750pL 70%igem Ethanol gewaschen, nochmals eine Minute zentrifugiert, luftgetrocknet und in
10pL ddH,O gelost. Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt.

Nach Restriktionsverdau zur Integritatspriifung der tiber Mini-Praparation amplifizierten Plas-
mide erfolgte weitere Amplifikation mittels Maxi-Kultur. Zur weiteren Amplifikation wurden
2ml der Mini-Kultur in sterile Erlenmeyer-Reaktionsgefdfie mit 100mL LB-Medium sowie dem
entsprechenden Antibiotikum {iberfiihrt und wiederum iiber Nacht im Schiittelinkubator inkubiert.

Maxi-DNA-Aufreinigung

Die Maxi-Kulturen wurden bei 6000g fiir 10min bei 4°C abzentrifugiert (Zentrifuge 5810R, Ep-
pendorf, Hamburg), der Uberstand verworfen. Die DNA-Aufreinigung der Maxi-Kultur erfolgte
entsprechend den Vorgaben des Herstellers des Plasmid Maxi Kits von Qiagen (Hilden). Dazu
wurde nach Degradation der in der Bakterienkultur befindlichen RNAasen eine alkalische Zelllyse
durchgefiihrt, der pH-Wert anschliefflend angepasst und in salzfreier Losung bei passendem pH die
negativ geladene DNA {iber eine Anionenaustauschersdule gebunden, eluiert und mit Isopropanol
prézipitiert. Das luftgetrocknete DNA-Pellet wurde in 150pL ddH,0O gelost und die Konzentration

wie beschrieben bestimmt.

2.2.10 Enzymatische Deglykosylierung

N-Glykosidase F (PNGase F, New England Biolabs, Frankfurt am Main) ist ein Enzym, das N-
Glykan-Ketten hydrolysiert. Es eignet sich damit zur Deglykosylierung von humanen Proteinen.
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In 384-well-Mikrotiterplatten wurden mittels einer passenden Multipipette 7000 Zellen, die das zu
deglykosylierende Protein exprimierten ausgeséat und tiber Nacht inkubiert. Zur Deglykosylierung
wurden 60U des PNGase-Enzyms mit DMEM++ gemischt. Das Zellkulturmedium wurde durch
dieses Medium ersetzt. Zur enzymatischen Deglykosylierung wurden die Mikrotiterplatten 1h bei
37°C und 5%CO, inkubiert. Darauf wurden die Zellen fiir weitere fluoreszenzoptische Farbungen,

wie in 2.5.1 beschrieben, verwendet.

2.2.11 Messung der DNA-Konzentrationen

Die Bestimmung der Konzentration in Wasser geloster DNA erfolgte mittels des Spektrophotometers
ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, USA) und der vom Hersteller mitgelieferten Software. Mithilfe
der NanoDrop Software konnte iiber die Absorption bei 260nm die Konzentration der geldsten
DNA und tiber den Quotienten der Absorption bei 260nm und 280nm die Reinheit der Probe
bestimmt werden. Lag der Quotient iiber 1,8, konnte von einem hohen Reinheitsgrad, d.h. geringer

Kontamination mit Proteinen, Phenol oder anderen Kontaminanten ausgegangen werden.

2.2.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurde durch Eurofins MWG Biotech
(Ebersberg) durchgefiihrt. Dazu wurden 20puL in ddH,O geloster DNA der Konzentration 0,1ng/pL
zur Sequenzierung gegeben und die Sequenz anschliefiend mit der Software MacVector (MacVector,

Inc.) mit der erwarteten Basenfolge abgeglichen.

2.3 Methoden der eukaryotischen Zellbiologie

2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

HEK293-, HeLa-Zellen und die Lungenepithelzellen Calu-3, 16HHBE140, A549 wurden bei 5%CO,

und 37°C in folgendem Zellkulturmedium inkubiert:

DMEM+++ Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen, Karlsruhe)
+ 1% L-Glutamin
+ 1% Penicillin (10.000U/mL) / Streptomycin (10.000 ng/mL)
+ 10% fotales Rinderserum (FBS)

Transfizierte Zelllinien wurden zusédtzlich mit folgendem Antibiotikum kultiviert:
+ 0,4g/L Genticin (G-418)

das Kulturmedium fiir Calu-3, 16HBE140 und A549 enthielt zuséatzlich:
+ 1% Non-Essential-Amino-Acids (NEAA) (Invitrogen, Karlsruhe)

Die Zelllinien wurden in 6cm- bzw. 10cm-Zellkulturschalen (Nunc, Thermo Scientific, Braun-
schweig) kultiviert. Die Zelllinien verdoppelten ihre Zellzahl in Kultur nach etwa 24h und wuchsen
als adhdrente Monolayer. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen gesplittet. Nach Absaugen des
Mediums und einmaligem Waschen mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) wurden die
Zellen mit Trypsin-EDTA-Losung (0,5g/L Trypsin, 0,2g/L EDTA, Invitrogen, Karlsruhe) fiir Imin
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bei 5%CO; und 37°C inkubiert, die Trypsin-EDTA-Losung abgenommen und die nun abgeldsten
Zellen in Kulturmedium resuspendiert. Sie wurden 1:8 in neue Kulturschalen mit vorgelegtem
Medium gesiit.

2.3.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Einfriermedium DMEM+++ (s. 2.3.1)
+ 10% Dimethylsulfoxid (DMSO)

Zum Auftauen von zuvor in fliissigem Stickstoff gefrorenen Zellen, wurden sie in Kryogefafsen
(Sarstedt AG, Niimbrecht) in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Wahrenddessen wurden die
beschriebenen Zellkulturmedien auf 37°C vorgewdarmt und in Zellkulturschalen vorgelegt. Die
aufgetaute Zellsuspension wurde zugegeben. Nach etwa vier Stunden, wenn die Zellen adhédrent
waren, wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt, das kein DMSO
mehr enthielt.

Sollten kultivierte Zellen eingefroren werden, wurden sie mittels Trypsin-EDTA-Losung von den
Zellkulturschalen abgeldst (s. 2.3.1), in einem 15mL-Reaktionsgefafs bei 1200rpm fiir 5min bei Raum-
temperatur zentrifugiert und in auf 4°C gekiihltem Einfriermedium resuspendiert. Jeweils 1mL der
Suspension wurde in vorgekiihlte Kryogefafie gefiillt und bei -20°C gefroren. Nach 24h wurden sie
weiter auf -80°C gekiihlt. Nach weiteren 24h konnten die gefrorenen Zellen in fliissigen Stickstoff

tberfiihrt werden.

2.3.3 Transiente Transfektion von HEK293- und HeLa-Zellen mit Effectene

Zur transienten Transfektion von HEK293- und HeLa-Zellen wurde Effectene (Qiagen, Hilden)
benutzt.

Zum Zeitpunkt der Transfektion waren die Zellen in 6-Well-Platten bzw. 6cm-Zellkulturschalen zu
60-80% konfluent kultiviert. Unmittelbar vor der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS

gewaschen, daraufhin die unten beschriebene Menge DMEM vorgelegt.

Zur Herstellung des Transfektionsansatzes wurden angegebene Volumina der zu transfizieren-
den Plasmid-DNA, EC-Puffer und Enhancer vermischt und fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Mit dem Enhancer wurden die DNA-Molekiile in einem durch den EC-Puffer korrekt eingestellten
Puffersystem zuerst kondensiert. Die anschlieffende Zugabe des Effectene-Reagenzes fiihrte zur
Komplexierung der DNA mit einem kationischen Lipid.

Nach ausreichendem Mischen und zehnminiitiger Inkubation konnte die so komplexierte DNA
tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben werden. Die DNA-Molekiile konnten damit
in den Zellkern eingeschleust werden. Nun in grofier Zahl im eukaryoten Zellkern vorhandene
transfizierte DNA wurde von den Zellen abgelesen und fiihrte zu einem ausreichend hohen Expres-

sionslevel.
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Mit dem verwendeten Reagenz konnte eine Transfektionseffizienz von etwa 70% erreicht wer-

den.
6-Well-Platte 6cm-Schale
DNA (1pg/pL)  04pg Ing
EC-Puffer 100pL 150pL
Enhancer 3,2uL 8uL
1s vortexen und 5min bei Raumtemperatur inkubieren
Effectene 5uL 10pL
10s vortexen und 10min bei Raumtemperatur inkubieren
DMEM 600pL ImL
DMEM vorgelegt 1,5mL 4mL

2.3.4 Generierung stabil exprimierender HEK293- und HeLa-Zelllinien

Mit den Plasmiden aus 2.1.1 wurden unter Verwendung der in 2.3.3 beschriebenen Methode HEK293-
und HeLa-Zellen mit Effectene transfiziert. Danach wurden die iiberexprimierenden Zellen in 10cm-
Zellkulturschalen ausgesét. 24h nach Transfektion wurden die Zellen téglich fiir ein bis zwei Wochen

mit frischem Medium versorgt, das mit 0,8g/L Genticin versetzt war.

Alle verwendeten Plasmide besafien das Neomycin-Genticin-Resistenzgen (Neo"). Zellen, die die
transfizierte Plasmid-DNA stabil in ihr Genom integriert hatten, konnten so mit Genticin (G-418,

Invitrogen, Karlsruhe) selektioniert werden.

Als unter dem invertierten Mikroskop einzelne Kolonien erkennbar waren, wurden diese ge-
pickt und in eigenen Zellkulturschalen ausgesat. Die so entstandenen heterogen exprimierenden

Zellen wurden fiir fluoreszenzoptische Untersuchungen herangezogen.

2.4 Mikroskopische Methoden

2.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Fluoreszenzmikrokopische Aufnahmen von lebenden Zellen wurden an einem Inversmikroskop
(Axio Observer Z1, Zeiss, Gottingen) durchgefiihrt. Die Mikroskopie wurde mit den Plan-Apochromat
63x und Plan-Apochromat 40x Olimmersionsobjektiv vorgenommen. Folgendes Filterset (Chroma
Technology, Bellow Falls, USA) kam dabei zur Verwendung:

Fluorophor Anregungsfilter Strahlenteiler Emissionsfilter

Alexa 488  ET470/40x T495LPXR ET525/50x
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Mit einer Retiga 4000DC Kamera (Qimaging, Burnaby, Kanada) konnten hochauflésende Graustu-
fenbilder mit einer Aufldsung von 2048x2048 Bildpunkten aufgenommen werden.

2.4.2 Fluoreszenzfirbungen mit SNAP-Substraten

Zur Farbung von lebenden Zellen, die ein Protein exprimierten, das den SNAP-tag trug, wurden
die in 2.1.4 angegebenen SN AP-Substrate verwendet.

Stabil oder transient exprimierende HEK293- bzw. HeLa-Zellen wurden in einer Zellkonzentration
von 2,5x10°/mL in 100pL Medium schwarze, fiir die Fluoreszenzmikroskopie spezialisierte 96-well-
Platten (p-Plate, ibidi, Martinsried) ausgesdt und mindestens fiinf Stunden oder bevorzugt tiber
Nacht im passenden Zellkulturmedium kultiviert, um ausreichende Adhédrenz zu gewéhrleisten.
Um die Adhédrenz weiter zu verbessern wurden die Mikroskopieplatten vor Verwendung fiir 30min
bei 37°C mit Poly-D-Lysin beschichtet und einmal mit PBS gewaschen.

Fiir jedes Well wurden SNAP-Substrat-Losungen mit 1uM BG-Alexa 488 in 50pL DMEM++ vorbe-
reitet.

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen mit 50uL des vorbereiteten Farbemediums
mit den SNAP-Substraten fiir 30min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach dem Farben wurden
die Zellen drei Mal mit 100pL PBS gewaschen, um freies SNAP-Substrat, sowie eventuell storende
Einfliisse des im DMEM-Zellkulturmedium enthaltenen Indikators zu reduzieren. Die so gefarb-
ten Zellen wurden in 50uL PBS mikroskopiert. Zur Mikroskopie wurde das in 2.4 angegebene

Inversmikroskop mit dem passenden Filterset verwendet.

2.4.3 Farbungen mit fluoreszierenden Liganden

Zur Fluoreszenzfarbung von Zellen, die den nicht-modifizierten ADRB2 exprimierten, konnten die
in 2.1.5 angegebenen extern synthetisierten fluoreszierenden Liganden verwendet werden. Dazu
wurden 3x10° Zellen, sowie untransfizierte HeLa-Zellen als Negativkontrolle in 150uL in 96-well-
Mikrotiterplatten (u-Plate, ibidi, Martinsried) ausgesit und mindestens 5h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert.

Zur Farbung mit dem fluoreszierenden Liganden ICI wurden séttigende Konzentrationen des
Derivates verwendet. Das Zellkulturmedium wurde durch frisches DMEM++ ersetzt, das mit 10nM
bzw. 100nM der fluoreszierenden Liganden versetzt war. Nach einem einstiindigen Inkubations-
schritt bei 37°C und einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit dem in 2.4 beschriebenen

Inversmikroskop evaluiert.

2.5 Fluoreszenzoptische Methoden

Alle tr-FRET-Studien wurden entweder in 96-well-Platten (p-Plate, ibidi, Martinsried) oder 384-well-
Platten (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig) durchgefiihrt. Die Mikrotiterplatten wurden
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in einem Mikrotiterplattenlesegerit (Pherastar FS, BMG Labtech, Ortenberg) ausgelesen.

In allen Versuchen wurde sowohl die Intensitidt bei 620nm als auch bei 665nm gemessen. Fiir
jedes Well der Mikrotiterplatten wurden jeweils 60 Messzyklen (flashes per well) durchgefiihrt.
Die Messwerte reprasentieren eine Flache unter der Intensitdtskurve im Zeitverlauf (AUC). Zur
numerischen Integration wurden dazu die Messbereiche zwischen 60ps bis 400us nach initialer
Exzitation gewdhlt.

2.5.1 tr-FRET mit SNAP-Substraten

Zur Messung von intermolekularem tr-FRET zwischen B,-Adrenozeptoren, die mit dem SNAP-tag
versehen waren, wurden unterschiedliche Versuchsreihen durchgefiihrt. In einem Schritt wurde die
Interaktion zwischen tr-FRET-Donor und tr-FRET-Akzeptor gepriift. Im zweiten war zu iiberpriifen,
ob eine lineare Korrelation zwischen transfizierter DNA-Menge und tr-FRET-Signal bestand.

Interaktion zwischen tr-FRET-Donor und tr-FRET-Akzeptor

Um ausreichende Zelladhédrenz zu gewihrleisten, mussten alle Mikrotiterplatten zuvor mit Poly-D-
Lysin beschichtet werden. 384-well-Platten wurden dazu mit 25uL Poly-D-Lysin fiir 30min bei 37°C
inkubiert und einmal mit PBS gewaschen.

10° Zellen pro Well der stabil oder transient exprimierenden HEK293- bzw. HeLa-Zellen wur-
den in 6-Tupeln fiir jede Bedingung in 30pL passenden Mediums in die Mikrotiterplatten ausgesat.
Die Mikrotiterplatten wurden tiber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Zur Reaktion mit den SNAP-Substraten wurden die in 2.1.5 angegebenen Donor- und Akzep-
torfluorophore mit O°-Benzylguaningruppen in doppelter Konzentration im Vergleich zur finalen
Konzentration vorbereitet. Die Konzentration des Akzeptorfluorophors wurde dabei iiber die ange-
gebenen Bereiche variiert, wihrend die Konzentration des Donorfluorophors BG-Lumi4-Tb konstant
auf eine finale Konzentration von 10nM festgesetzt wurde. Die SNAP-Substrate wurden im Vergleich
zur Stock-Konzentration (teilweise DMSO-haltig) in starker Verdiinnung in DMEM++ angesetzt.

Anschliefend wurden zum Erreichen der finalen Konzentration die Losungen 1:1 gemischt.

Zur Reaktion zwischen SNAP-tag und Benzylguaningruppe wurde das in den Wells vorhandene
Zellkulturmedium durch 10uL pro Well der vorbereiteten Losungen ersetzt. Die Mikrotiterplatten
wurden 1h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen vier Mal mit reinem PBS gewaschen. Im Falle einer
Ligandenstimulation wurden sie nach dem letzten Waschschritt in einer PBS-Losung aufgenommen,

die den Liganden enthielt, sonst wurde reiner PBS-Puffer zugegeben.

Die Mikrotiterplatten wurden wie angegeben im Mikrotiterplattenlesegerat ausgelesen. Die trFRET-

Ratio wurde als Quotient aus den gemessenen Intensitdten bei 665 nm und 620 nm bestimmt.
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Messung des tr-FRET-Signals bei Ligandenstimulation

Zur Messung des tr-FRET-Signals SNAP-getaggter Rezeptoren im Falle einer Ligandenstimulation
wurden Versuchsreihen analog zu 2.5.1 durchgefiihrt. Die Konzentration des Akzeptorfluorophors
wurde jedoch auf den Wert festgesetzt, mit dem das maximale tr-FRET-Signal zu erwarten war
([BG-Lumi4] = 10nM; [BG-d2] = 100nM).

Dieser Versuch wurde in zwei Varianten durchgefiihrt:

In der ersten Variante erfolgte eine Prastimulation mit den Agonisten und Antagonisten. Die
Inkubation erfolgte ebenfalls mit Losungen, die sowohl Donor- und Akzeptorfluorophor als auch
die Liganden enthielten. Schliefllich wurde mit PBS-Losungen gewaschen, die ebenfalls die Liganden

enthielten.

In einer zweiten Variante wurden die Liganden ausschliefilich in den letzten Puffer gegeben,

in dem auch die Messung erfolgte.

Korrelation zwischen transfizierter DNA-Menge und tr-FRET-Signal

Zur Messung des Einflusses der transfizierten Plasmid-Masse auf die Intensitdt des tr-FRET-Signals
wurden 2x10° Zellen pro Well in einer — wie beschrieben mit Poly-D-Lysin beschichteten — 96-
well-Mikrotiterplatte (u-Plate, ibidi, Martinsried) ausgesat und tiber Nacht bei 37°C und 5% CO,

inkubiert.

Wie in 2.3.3 beschrieben, wurden zwischen 1Ing und 200ng Plasmid-DNA, die fiir ein SNAP-
tag tragendes Protein codierte, transfiziert. Die Zellen wurden 5h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Anschlieffend wurden die transient exprimierenden Zellen mit entweder nur 10nM des SNAP-
Substrat des Donor-Fluorophores BG-Lumi4 fiir 1h bei 37°C und 5% CO; oder mit 10nM BG-Lumi4
und 100nM BG-d2 inkubiert und vier Mal mit PBS gewaschen.

Die Mikrotiterplatten wurden im Mikrotiterplattenlesegerit Pherastar FS (BMG Labtech, Ortenberg)
ausgelesen. Uber die Messung der Signalintensitit bei 620nm der nur mit dem Donor-Fluorophor
gefarbten Zellen konnte die Menge des exprimierten Rezeptors bestimmt werden. Parallel konnte
die tr-FRET-Intensitdt bei 665nm (AF665) der mit Donor- und Akzeptorfluorophor gefiarbten Zellen

gemessen werden.

Es erfolgte eine statistische Regressionsanalyse mit Prism 6 (GraphPad, La Jolla, USA), bei der die
Signalintensitdt bei 620nm gegen die tr-FRET-Intensitdt aufgetragen wurde.
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2.5.2 tr-FRET mit fluoreszierenden Liganden
Ligandenbindung und -sittigung

Zur Bestimmung der Sittigungskonzentration des fluoreszierenden tr-FRET-Donor-Liganden wur-
den 8000 Zellen pro Well in Poly-D-Lysin beschichtete 384-Well-Mikrotiterplatten ausgesét und tiber
Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Zur Ligandenbindung wurde Zellkulturmedium DMEM-+++ mit steigenden Konzentrationen des

Donor-Liganden (Lumi4-ICI) vorbereitet. Fiir jede Bedingung wurde ein 6-Tupel gemessen.

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und durch das vorbereitete Medium, das den Ligan-
den enthielt, ersetzt. Die Mikrotiterplatten wurden 1h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Die Zellen wurden drei Mal mit PBS gewaschen. Die Messung erfolgte in 20puL PBS im Mikrotiter-

plattenlesegerit.

Interaktion zwischen tr-FRET-Donor-Ligand und tr-FRET-Akzeptor-Ligand

Zur Messung der spezifischen rdumlichen Interaktion zwischen tr-FRET-Donor- und tr-FRET-
Akzeptor-Ligand wurden 8000 Zellen der beschriebenen Zelllinien in 384-well-Mikrotiterplatten
ausgesdt und tiber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Zur Ligandenbindung wurde Zellkulturmedium mit variablen Akzeptorkonzentrationen vorbereitet.
Das Zellkulturmedium wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen 1h bei 37°C und 5% CO; mit

den Losungen inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Mikrotiterplatten wie angegeben im Mikroti-

terplattenlesegerat ausgelesen.

2.6 Statistische Methoden

Wann immer moglich, erfolgte die statistische Auswertung von Messwerten. Diese wurde mithilfe
von Prism 6 (GraphPad, La Jolla, USA) vorgenommen. Statistische Signifikanz wurde mit dem
Student’s-t-Test iiberpriift. Auf Ergebnisse verschiedener Gruppen wurde eine Varianzanalyse (one-
way bzw. two-way ANOVA) angewendet. Der Signifikanzwert (p-Wert) wurde in beiden Fillen auf
0,05 festgelegt.

Messwerte sind, wenn nicht anders angegeben, mit Mittelwert und Standardfehler dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von $,-Adrenozeptoren mit SNAP-tag

Zur Untersuchung der Oligomerisierung des ADRB2 wurde der Rezeptor so modifiziert, dass er
iber eine extrazelluldre Komponente verfiigte, die Untersuchungen mit fluoreszierenden Substraten
ermoglichte. Der SNAP-tag ermoglicht iiber seine O°-Alkylguanin-DNA-Alkyltransferase-Aktivitit
die kovalente Bindung nahezu beliebiger Molekiile (Gronemeyer et al. 2006). Die gewtiinschten
Fluorophore miissen dazu eine O°-Benzylguanin oder O%-Alkylguanin-Gruppe tragen. Viele Fluo-
rophore, darunter tr-FRET-kompatible, sind kommerziell verfiigbar. Die Funktionsweise ist in
Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Funktionsweise des SNAP-tag: Ein Fluorophor, das eine O°-Benzylguanin-Gruppe
trdgt, kann kovalent an ein SNAP-getaggtes Protein gekoppelt werden.

Darauf basierend wurden Vektoren kloniert, die den ADRB2 trugen, der N-terminal iiber den
SNAP-tag verfiigte.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte initial gezeigt werden, dass mit der N-terminalen Modifi-
kation des ADRB2 keine Membranexpression des ADRB2 mehr erfolgte (s. Abb. 3.4). Infolgedessen
wurde weiter N-terminal eine Proteinsequenz zur Membraninsertion (abgeleitet von der bekann-
ten Signalsequenz des S5SHT3A entsprechend der Angaben von NEB GmbH) verwendet, die zur
Expression des ADRB2 fiihrte.

In Abbildung 3.2 sind schematisch die Klonierungsstrategien zu den schliefdlich verwendeten
Vektoren dargestellt. Es wurden Expressionsvektoren erzeugt, die die SNAP-getaggten natiirlich
vorkommenden Varianten Arg!'® und Gly'® des ADRB2 exprimierten.

Dariiber hinaus wurden zwei weitere Expressionssysteme generiert: Ein Vektor, der den ADRB2 mit
dem SNAP-tag im zweiten extrazelluldren Loop trug, sowie ein weiterer, der die in der Literatur als
dimerisierungsdefizient beschriebene Variante Tyr?** (Salahpour et al. 2004) enthielt.

27
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Fiir zukiinftige Anwendung wurden aufierdem analog Vektoren kloniert, die den mit dem
CLIP-tag versehenen ADRB2 trugen (nicht dargestellt).
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Abbildung 3.2: Klonierungsstrategien: a Generierung eines Expressionsvektors mit dem SNAP-tag
im zweiten extrazelluldaren Loop des ADRB2. b SNAP-tag am N-Terminus des
ADRB2. ¢ SNAP-tag am N-Terminus der dimerisierungsdefizienten Mutante des
ADRB?2.
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3.2 Fluoreszenzmikroskopie des ADRB2 mit SNAP-tag

Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, konnten erfolgreich Vektoren erzeugt werden, die den mit dem
SNAP-tag versehenen ADRB2 trugen. Diese Plasmide wurden in die HeLa- und HEK293-Zelllinien
transient transfiziert.

Die Charakterisierung der Oligomerisierung des ADRB2 zunéchst aufler Acht gelassen, wurden
Fluoreszenzfarbungen mit SNAP-Substraten durchgefiihrt. Dabei sollte gepriift werden, ob der mit
dem SNAP-tag versehene Rezeptor korrekt in die Zellmembran integriert wird, bzw. noch trivialer,
ob die Transfektion mit zufriedenstellender Effizienz gelungen war.

Zundchst wurden direkt nach der Transfektion in HEK293-Zellen mit BG-Alexa-488 SNAP-basierte
Fluoreszenzfarbungen durchgefiihrt (schematische Darstellung in Abbildung 3.3). Dabei zeigten
sich die in Abbildung 3.4 in der mit ,HEK” gekennzeichneten Zeile dargestellten Expressionsmuster:
Als Negativkontrolle dienten entweder nicht transfizierte Zellen oder Zellen, die mit dem ADRB2

Alexa 488

SNA

ADRB2

—

C

Abbildung 3.3: Firbung mit SNAP-Substraten: Schematische Darstellung eines SNAP-getaggten
ADRB2 mit kovalent gebundenem Alexa Fluor 488.

Mit CLIP-Tag ADRB2-Arg16 ADRB2-Gly16 ADRB2 ohne MIS  SNAP-tag im 2. EZL

) .....

Nicht transfiziert ADRB2-Arg16 ADRB2-Gly16 ADRB2-Tyr284

h ....

Abbildung 3.4: Fluoreszenzfarbung mit Alexa-488-tragenden SNAP-Substraten und transient /
stabil die SNAP-getaggten ADRB2-Konstrukte exprimierenden HEK293- / Hela-
Zellen. Als Negativkontrollen dienten nicht transfizierte bzw. den CLIP-getaggten
ADRB2 exprimierende Zellen. MIS = Membraninsertionssequenz. 2. EZL = Zweiter
extrazelluldrer Loop

29



3 Ergebnisse

transfiziert worden waren, der den CLIP-tag trug. Fiir den Polymorphismus zeigte sich in beiden
Fallen ein deutliches Membranexpressionsmuster mit vernachldssigbarem Hintergrundsignal. Fiir
die Variante des Vektors, der N-terminal vor dem SNAP-tag kein Membraninsertionssignal enthielt,
war keine Membranfarbung nachweisbar. Auch die Variante des ADRB2, die den SNAP-tag im
zweiten extrazelluldren Loop trug, war fluoreszenzmikroskopisch kein Membranexpressionsmuster

284

erkennbar. Die Tyr~*-Variante, wurde in HeLa-Zellen transfiziert. Dort war keine Membranfarbung

nachweisbar.

HEK?293-Zellen eigneten sich aufgrund ihrer geringen Adhérenz nicht fiir die weiteren Versuchs-
reihen, die allesamt hdufiges Waschen bendétigten. Somit wurden stabile Zelllinien nur mit den
starker adhdrenten HeLa-Zellen generiert. Diese zeigten in der Fluoreszenzmikroskopie eine den
HEK293-Zellen vergleichbare Membranexpression. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.4 dargestellt.
Sowohl bei der Arg!¢- als auch bei der Gly!®-Variante des ADRB2 war eine klare Membranfarbung
feststellbar.

3.3 Oligomerisierung des ADRB2 mit SNAP-tag

Zur Analyse der Oligomerisierung des ADRB2 wurde der in der Einleitung beschriebene tr-FRET-
Ansatz verwendet. Dazu wurden zuerst mit tr-FRET kompatible Fluorophore, die an Substrate des
SNAP-tag gekoppelt waren, in unterschiedlichen Versuchsreihen zur Untersuchung der prinzipiellen
Oligomerisierung des modifizierten ADRB2 eingesetzt.

3.3.1 tr-FRET mit SNAP-Substraten

Mit Hilfe der tr-FRET-Methode konnte die rdumliche Interaktion von Molekiilen des ADRB2
nachgewiesen werden. Zum hinreichenden Nachweis waren mehrere Ansitze notwendig: In einem
ersten Schritt wurde die optimale Konzentration des Donorfluorophor-gekoppelten SNAP-Substrates
mittels seiner Sattigungskinetik bestimmt. Darauf konnte eine rdumliche Interaktion gemessen
werden. In einem letzten Schritt wurde gezeigt, dass diese spezifisch fiir Rezeptoroligomere war.

Bestimmung der Sittigungskinetik der SNAP-Substrate

Zur optimalen Einstellung der Konzentrationen der verwendeten SNAP-Substrate wurden Satti-
gungsassays durchgefiihrt. Dazu wurden steigende Konzentrationen des mit dem Donorfluorophor
Lumi4 verbundenen SNAP-Substrats (Lumi4-BG) mit Zellen inkubiert, die die Gly'®-Variante des
SNAP-getaggten ADRB2 trugen. Diese Zellen waren zuvor fluoreszenzmikroskopisch auf ihre Ex-
pression untersucht worden. Als Negativkontrolle und zur Abschitzung unspezifischer Bindung des
SNAP-Substrates dienten nicht-transfizierte Zellen. Uber die Messung der Intensitét der Fluoreszenz
des Donorfluorophores bei 620nm konnte auf die Sattigung der SNAP-tags Riickschluss gezogen
werden. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

Uber steigenden Konzentrationen des SNAP-Substrates zeigte sich ein sigmoidaler Intensitétsver-
lauf, der bei spezifischer sittigbarer Bindung zu erwarten ist. Das Signal unspezifische Bindung im
Falle nicht-transfizierter Zellen erwies sich als gering. Fiir die weitere Analyse waren zwei Bedingun-
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Abbildung 3.5: Bindungskinetik  des =~ SNAP-Substrates mit gekoppeltem  Lumi4-
Donorfluorophor. SNAP-ADRB2 exprimierende HEK-Zellen wurden mit
Lumi4-tragendem SNAP-Substrat (Lumi4-BG) inkubiert und darauffolgend bei
Donorexzitation die Intensitit seiner Emission bei 620nm gemessen. Die Intensitit
diente als Maf3 fiir die Anzahl der gebundenen Fluorophore. Als Negativkontrolle
(unspezifische Bindung) dienten nicht-transfizierte HEK293-Zellen.

gen zu optimieren: Zum einen sollte die Konzentration der SNAP-Substrate gering gehalten werden,
um nicht-spezifische Bindung vernachlédssigen zu diirfen. Zum anderen war fiir eine ausreichend
hohe signal-to-noise-ratio eine moglichst hohe Konzentration zu wéahlen.

Diese Bedingungen waren am besten bei der etwa halbmaximal séttigenden Konzentration
des SNAP-Substrates gegeben. Fiir die Analyse der spezifischen Interaktion der SNAP-getaggten
Rezeptoren wurde daher die Konzentration des Donor-Substrates auf 10nM festgelegt.

Réaumliche Interaktion der SNAP-getaggten ADRB2

Um zu untersuchen, ob eine rdumliche Interaktion der Fluorophore innerhalb ihres FRET-Radius zu
beobachten war, wurde das tr-FRET-Signal (665nm) bei Anregung des Donors (620nm) gemessen.

Anders als in der zuvor beschriebenen Mikroskopie geniigte es aber nicht, das FRET-Signal nur
tiir eine Bedingung zu messen. Fiir einen einzelnen Messpunkt konnen nur begrenzt Aussagen tiber
die Spezifitdt der Interaktion getroffen werden. Aufgrund unterschiedlicher Affinitdt der strukturell
unterschiedlichen SNAP-Substrate war zuerst, wie schematisch in Abbildung 3.6 dargestellt, eine
Optimierung der Konzentration vorzunehmen.

Dazu wurde tiiber der zuvor festgelegten Konzentration des Donor-Substrates die Konzentration
des Akzeptors variiert und das tr-FRET-Signal gemessen. In diesem Schritt wurde zum einen
die Konzentration des Akzeptorfluorophors optimiert und zum anderen weitere Evidenz fiir die

rdumliche Ndhe der Rezeptoren gezeigt, wie sie bei Oligomeren zu erwarten war. Bei niedriger
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Intensitat (665nm)

d2-Konzentration bei fester Th-Konzentration >

Abbildung 3.6: Optimierung des tr-FRET-Signals bei oligomerbildenden Rezeptoren (schemati-
sche Darstellung): Uber einer fest eingestellten Konzentration des tr-FRET-Donors
(Tb) wird die Konzentration des tr-FRET-Akzeptors (d2) gesteigert. Befinden sich die
tr-FRET-Partner in raumlicher Nihe, ergibt sich bei Exzitation des Donorfluorphors
ein gaufi-verteilter Intensitdtsverlauf des Akzeptorfluorophors.

Konzentration des Akzeptorfluorophors ist die Mehrheit der Rezeptor-tags ausschliefilich mit Donor-
fluorophoren besetzt, das tr-FRET-Signal ist entsprechend gering. Bei sehr hohen Konzentrationen
des Akzeptorfluorophors gegeniiber dem Donorfluorophor ist zu erwarten, dass die getaggten
Rezeptoren beinahe ausschliefslich mit Akzeptoren besetzt sind. Auch dann ist nur ein geringes
tr-FRET-Signal messbar. Im Bereich zwischen diesen beiden Situationen erwartet man - allerdings
nur wenn die Rezeptoren sich tatsdchlich in passender Entfernung zueinander befinden - ein
Maximum der tr-FRET-Intensitét.

Im Experiment zeigte sich gemafs Abbildung 3.7 ein glockenkurvenformiger Verlauf der Intensitat
der tr-FRET-Intensitdt mit steigender Akzeptordichte. Zur Elimination des Hintergrundsignals
diente leeres SNAP-Substrat (O6-BG) anstelle des mit Akzeptor-Fluorophor besetzen Substrates.
Durch einfache Subtraktion konnte damit die um das Hintergrundsignal bereinigte Intensitat AF
berechnet werden.

Mit dem Ergebnis konnte geschlossen werden, dass fiir den mit dem SNAP-tag besetzten ADRB2
ein tr-FRET-typisches Signal messbar war, das auf raumliche Néhe der Rezeptoren hindeutet. Weiter
konnte fiir die SNAP-Substrate die Konzentration bestimmt werden, bei der das tr-FRET-Signal

maximal war.

Nachweis der spezifischen Interaktion zwischen Rezeptoroligomeren

Da fiir die vorher gemessenen Intensitatswerte keine absolute Bezugsskala existiert, ist so noch nicht
ausgeschlossen, dass es sich um zuféllige Interaktionen der Fluorophore aus einfacher Kollision
monomerer Rezeptoren handelt, wie in Abbildung 3.8 links in grau dargestellt. Beruht das tr-FRET-
Signal auf zufélliger Interaktion, ist ein nicht-linearer Zusammenhang zwischen Rezeptordichte und

tr-FRET-Intensitdt zu erwarten. Bei blofSer Kollision existieren kombinatorisch exponentiell anstei-

32



3 Ergebnisse

a 20007 b 20004
- d2-BG === (d2-BG) - (06-BG)
- 06-BG

N=3

15004 1500+

10004 10004

Intensitat (665nm) / AU
AF(665nm) / AU

5004 500

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -10 -9 -8 -7 -6 -5
log(c/M) log(c/M)

Abbildung 3.7: Ermittlung der optimalen Ligandenkonzentration zur Optimierung des Signal-
Rausch-Verhiltnisses: a Das SNAP-getaggte ADRB2-Konstrukt stabil exprimie-
rende HeLa-Zellen wurden mit fester Konzentration des Donorfluorophors und
steigenden Konzentrationen des Akzeptorfluorophors (d2-BG) inkubiert. Bei Exzita-
tion des Akzeptors wurde das Signal des Akzeptorfluorophors bei 665nm gemessen
(schwarz). Als Negativkontrolle (grau) diente ein nicht-fluorophor-tragendes SNAP-
Substrat (O6-BG). Der Intensitatsverlauf des FRET-Signals ergab eine Glockenkurve.
b Um das Hintergrundsignal bereinigte AF-Kalkulation durch Subtraktion aus (a).

gende Moglichkeiten einer Interaktion. Befinden sich die Fluorophore jedoch strikt in Oligomeren
angeordnet, so ist ein linearer Zusammenhang nachzuweisen, da mit Erhchung der Anzahl der
Rezeptoroligomere die Signalerhthung nur proportional steigen kann.

Im Experiment zeigte sich eine starke lineare Korrelation zwischen der fluoreszenzoptometrisch
bestimmten Anzahl der Rezeptoren auf der Zelloberfliche und dem tr-FRET-Signal zwischen dem
Donor- und Akzeptorfluorophor. Die statistische Auswertung ergab fiir den Korrelationskoeffizenten
R? = 0.9549. Die gewonnen Werte konnten mit hinreichender Sicherheit als proportional interpretiert
werden.

Der so beobachtete lineare Zusammenhang schloss sowohl die zuféllige Kollision zwischen Rezep-
tormonomeren als auch nicht-rezeptorgebundenes, rein konzentrationsabhédngiges, unspezifisches
tr-FRET aus.

In Kombination mit dem glockenkurvenférmigen Verlauf im vorherigen Experiment konnte so
gezeigt werden, dass der mit dem SNAP-tag versehene ADRB2 in der Zellmembran als Oligomer
vorkommt. Uber die Groe der Oligomere konnte, wie in der Diskussion erldutert, mit dieser
Methode keine Aussage getroffen werden.
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Abbildung 3.8: Signalverhalten von in Oligomeren organisierten Fluorophoren gegeniiber zufil-
liger Interaktion: a Schematische Darstellung des zu erwartenden tr-FRET-Signals
bei Variation der Rezeptordichte. Zufdllige Interaktion (grau) liefert einen exponen-
tiellen, Interaktion zwischen Oligomeren (schwarz) einen linearen Zusammenhang.
b HEK293-Zellen wurden mit steigenden Mengen des zu exprimierenden ADRB2-
Konstruktes transfiziert und die Rezeptordichte fluoreszenzoptometrisch bestimmt
(Abszisse). Darauffolgend wurden trFRET-Messungen mit Donor- und Akzeptor-
substraten durchgefiihrt (Ordinate). Es ergab sich eine starke lineare Korrelation
zwischen trFRET-Signal und Rezeptordichte.

3.3.2 Einfluss der Stimulation mit Liganden des ADRB2 auf seine Oligomerisierung

Die Stimulation mit Agonisten erhoht signifikant das tr-FRET-Signal des SNAP-getaggten
ADRB2

Die zuvor optimierten Bedingungen fiir die Markierung mit SNAP-Substraten, unter denen gezeigt
werden konnte, dass der ADRB2 in basalem Zustand ohne Ligandenkontakt oligomerisiert auf der
Zellmembran vorkommt, wurden fiir die Analyse des Einflusses der Stimulation mit Liganden
herangezogen. Die Stimulation wurde in zwei Varianten durchgefiihrt: In einer Versuchsreihe
erfolgte die Stimulation vor dem Labelling und wurde danach fortgefiihrt, in einer zweiten wurden
die Zellen nach dem Labelling mit einer Ligandenlosung versetzt. Beide Versuchsreihen lieferten
qualitativ vergleichbare Ergebnisse. Die dauerhafte Stimulation tiber eine Stunde ist in Abbildung
3.9 dargestellt.

Gegeniiber der basalen, nicht stimulierten Situation (,,ohne Ligand”) ergaben sich hochsignifikante
Erhohungen der tr-FRET-Ratio fiir die Stimulation mit Isoprenalin und dem natiirlichen Agonisten
Adrenalin. Sowohl in niedrigen (Iso/Adr 100nM) als auch in hohen Konzentrationen (Iso/Adr
1000nM) resultierte die Stimulation mit Agonisten in signifikanter Signalanhebung.

Demgegentiber waren fiir die Stimulation mit dem inversen Agonisten ICI-118,551 und dem
Antagonisten Alprenolol in beiden Konzentrationen keine signifikanten Anderungen der tr-FRET-

Ratio messbar.
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Abbildung 3.9: Effekt der Stimulation mit Liganden des SNAP-getaggten ADRB2 auf das tr-
FRET-Signal: Das ADRB2-Konstrukt stabil exprimierende HeLa-Zellen wurden mit
den angegebenen Liganden vorstimuliert. Danach erfolgte Inkubation mit Donor-
und Akzeptorfluorphoren. Anschliefiend wurde unter erneuter Stimulation mit Li-
ganden das trFRET-Signal gemessen. Bei Stimulation mit den Agonisten Isoprenalin
(Iso) und Adrenalin (Adr) wurde ein signifikant hoheres trFRET-Signal gemes-
sen. Kein signifikanter Unterschied ergab sich bei Stimulation mit dem inversen
Agonisten 1CI-118,551 (ICI) und dem Antagonisten Alprenolol. Als Negativkon-
trolle dienten nicht-transfizierte Zellen. (Daten normiert auf das Signal des nicht
stimulierten Rezeptors.)

Die polymorphen Varianten des ADRB2 unterscheiden sich nicht hinsichtlicher ihrer

Oligomerisierungseigenschaften

Die Arg!®- und Gly!®-Varianten des ADRB2 besitzen - wie in der Einleitung erldutert - unterschiedli-
che Aktivierungskinetik (Ahles, Rochais et al. 2011). Sind auch die Oligomerisierungseigenschaften
variantenspezifisch?

Zur Klarung wurden Versuchsreihen analog zu den vorigen durchgefiihrt. Es erfolgte die statisti-
sche Analyse der Gly'®-Gruppen gegen die Arg!®-Gruppen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.10
dargestellt. Dabei zeigte sich beim Vergleich zwischen den Gruppen der Varianten kein signifikanter
Unterschied bei Stimulation mit den Agonisten Isoprenalin und Adrenalin, die in den Vorversuchen
gegeniiber der nicht stimulierten Situation zu einer signifikanten Elevation der tr-FRET-ratio gefiihrt
hatten.
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Waihrend dieser Versuchsreihe war die Stimulationsdauer mit 30 min kiirzer gewahlt worden, die
bei der 100nM-Konzentration der Agonisten nicht zu den zuvor beobachteten Effekten fiihrt. (Siehe
hierzu auch Abschnitt 3.3.2).
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Abbildung 3.10: Effekt der Stimulation mit Liganden auf die polymorphen Rezeptorvarianten
Gly'® und Arg!® des ADRB2: Zwischen den polymorphen Varianten Gly'® und
Arg'® existieren bei Ligandenstimulation analog zur Messung in Abbildung 3.9
keine signifikanten Unterschiede in der tr-FRET-Ratio. (Daten normiert auf das
Signal des nicht stimulierten Gly'®-Rezeptors.)

Agoniststimulation verdndert die Grofie der Rezeptoroligomere nicht

Die Anhebung des tr-FRET-Signals bei Stimulation mit Agonisten wirft unweigerlich die Frage nach
der Ursache auf. In Abschnitt 4.2.3 soll darauf genauer eingegangen werden. Fiir das Verstandnis
ist folgendem Ergebnis aber bereits an dieser Stelle die theoretische Uberlegung vorangestellt.

Denkbar als Ursache der gestiegenen tr-FRET-Ratio bei Agoniststimulation ist unter anderem
die Veranderung der Grofle der Oligomere. Zur Uberpriifung, ob tatsichlich eine Anderung
der Rezeptoranzahl in einem Oligomer fiir die Signalanhebung verantwortlich ist, konnen die
Glockenkurven der basalen Situation mit der Ligandenstimulation verglichen werden.

In Abbildung 3.11 links ist der prinzipielle Vergleich zweier Glockenkurven wie in Abschnitt 3.3.1
dargestellt. Da fiir Tetramere gegeniiber Dimeren schon bei geringerer Akzeptorkonzentration eine
hohere Wahrscheinlichkeit besteht, dass die Rezeptoren mit einer Kombination von Fluorophoren
besetzt werden, die ein tr-FRET-Signal erzeugt, ist bereits ursprungsndher im Graphen eine hoheres
Signal zu erwarten. Bei hoheren Akzeptorkonzentrationen ergibt sich eine vice-versa-Situation
mit entsprechend spaterem Signalabfall. Insgesamt erhdlt man fiir hohergradige Oligomere eine
breitere Gau3-Verteilung. Diese Uberlegung wurde auf die signifikante tr-FRET-Erhohung bei
Stimulation mit 1pM Isoprenalin angewandt. Das Experiment aus Abschnitt 3.3.1 wurde mit und
ohne Stimulation durchgefiihrt (s. Abbildung 3.11).
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Abbildung 3.11: Einfluss der Rezeptoranzahl in einem Oligomer auf das trFRET-Signalverhalten:
a Schematische Darstellung der zu erwartenden Signalverteilung hohergradiger
Rezeptoroligomere gegeniiber geringergradigen bei Variation der Akzeptorfluoro-
phorkonzentration, konstanter Donorkonzentration und sonst gleichen Bedingun-
gen. b Messung des trFRET-Signals mit (+ 1uM Iso, schwarz) und ohne Stimulation
durch den Agonisten Isoprenalin (- 1uM Iso, grau): Die Messwertpaare standen
in strikter linearer Beziehung zueinander. (Lineare Interpolation in orange). Eine
Verbreiterung der Gauf3-Verteilung war nicht zu beobachten.

In der basalen Situation zeigte sich erwartungsgemafs eine Glockenkurve. Wurden die gleichen
stabil exprimierende Zellen mit Isoprenalin stimuliert, war eine gleich breite Gauf3-Verteilung der
Messwerte mit grofserem Maximum messbar. Aus der basalen Glockenkurve liefs sich durch lineare
Regression mit einem Faktor mit hinreichender Sicherheit die Verteilung der stimulierten Messwerte
berechnen. Die Messwertpaare standen in linearer Beziehung zueinander. Daraus ging hervor, dass
sich die Anzahl der Rezeptoren in einem Oligomer nicht gedndert hatte.

Die Anderung des tr-FRET-Signals bei Stimulation ist zeitabhingig

Weitere mogliche Erklarungen fiir die Verstarkung des tr-FRET-Signals bei Agoniststimulation liegen
zum einen in der effizienteren Energietibertragung bei moglicher N-terminaler Konformationsande-
rung des ortsstindigen Rezeptors. Zum anderen miissen insbesondere bei lingerer Stimulation mit
hohen Konzentrationen Rezeptorinternalisierungseffekte bedacht werden.

Dazu wurde die Zeitabhdngigkeit der Signaldnderung untersucht. In Abbildung 3.12 ist der
gemessene Zusammenhang zwischen Dauer der Stimulation und Signaldnderung dargestellt. Bei
finf-mintitiger Stimulation unter Kulturbedingungen ergab sich eine hohere tr-FRET-Ratio als bei
zwei-miniitiger Stimulation mit der gleichen Konzentration (1nM) des Agonisten Isoprenalin. Die
fiinfmintitige Stimulation verdnderte die tr-FRET-Ratio vergleichbar zur durchgehenden Stimulation
wahrend der einstiindigen Reaktion mit den SNAP-Substraten.

Mit der zeitlichen Signalanderung war zwar eine Konformationsianderung des Rezeptors nicht aus-
geschlossen, dennoch sollte tiberpriift werden, ob mikroskopisch Unterschiede bei der Lokalisation
des Rezeptors sichtbar gemacht werden konnten.
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Abbildung 3.12: Zeitabhidngiger Effekt der Stimulation mit Liganden: Die trFRET-Ratio wurde
nach zwei- bzw. fiinf-miniitiger Stimulation mit (+ISO, grau) oder ohne Isoprenalin
(-ISO, schwarz) gemessen. Nach fiinf-miniitiger Stimulation bei Kulturbedingungen
stieg die tr-FRET-Ratio stdrker als bei zwei-mintitiger Stimulation bei Raumtempe-
ratur.

Rezeptorinternalisierung bei Stimulation mit Agonisten

Die Proteinmarkierungstechnologie des SNAP-tags kann auch zur mikroskopischen Analyse der
Internalisierung von Rezeptoren angewandt werden (Koo et al. 2012).

Wie zuvor beschrieben wurde der an das SNAP-Substrat gekoppelte Farbstoff Alexa-488 ver-
wendet, um die Lokalisation der Rezeptoren in der Zellmembran zu charakterisieren. Die Farbung
erfolgte analog zur Mikroskopie in Abschnitt 3.2. Lediglich wurden die Rezeptoren vor der einstiin-
digen Reaktion mit den SNAP-Substraten fiir fiinf Minuten mit Isoprenalin bzw. ICI vorstimuliert.

ohne Stimulation +1000nM Iso +100nM ICI

HelLa

Abbildung 3.13: Effekt der Stimulation mit Liganden auf die subzelluldire Lokalisation der
SNAP-getaggten Rezeptoren: Verlagerung der fluoreszenzmikroskopisch bestimm-
ten Rezeptorlokalisation nach intrazelluldr nach Stimulation mit Isoprenalin (Iso).
Keine Anderung der Lokalisation nach Stimulation mit ICI 118,551 (ICI).

Die mikroskopische Analyse der Rezeptorlokalisation lieferte folgendes Ergebnis: Bei Stimulation
mit Isoprenalin (Iso) war eine Verdnderung der Lokalisation der Rezeptoren erkennbar, die in
anderen Publikationen mit Rezeptorinternalisierung gleichgesetzt wird (Koo et al. 2012). Unter
Stimulation mit ICI ergab sich ein mikroskopisches Bild, das mit der Situation ohne Stimulation

vergleichbar war.
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3.3.3 Einfluss der Rezeptorglykosylierung auf die Oligomerisierung des ADRB2
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Abbildung 3.14: Funktionsweise des Enzyms PNGase F: Als Amidase schneidet das Enzym zwi-
schen den innen gelegenen N-Acetylglucosamin- (GIcNAc) und Asparagin-Resten
komplexer Oligosaccharide.

Als weiterer Einflussfaktor sollte die Rezeptorglykosylierung untersucht werden. Das Enzym
N-Glykosidase F (PNGase) hydrolysiert N-Glykan-Ketten wie in Abb. 3.14 dargestellt. Somit konnte
es fiir die Deglykosylierung des ADRB2 verwendet werden. Nach Deglykosylierung wurde die tr-
FRET-Ratio mit oder ohne Stimulation durch Liganden gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Effekt einer Deglykosylierung auf die Oligomerisierung: Die ADRB2 exprimie-
renden Hela-Zellen wurden ohne (-) oder mit 60 U PNGase F (+) zur Deglykosie-
rung inkubiert. Nach Markierung mit den SNAP-Substraten wurde die trFRET-
Ratio unter Stimulation mit den angegebenen Rezeptorliganden gemessen. Die
statistische Analyse ergab keinen signifikanten Effekt der Deglykosylierung auf
die Anderung der tr-FRET-Ratio.
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Fiir keine der Bedingungen ergab sich eine signifikante Anderung der tr-FRET-Ratio. Mit dem
Ergebnis konnte ein Einfluss der Rezeptorglykosylierung auf den beobachteten Effekt ausgeschlossen

werden.

3.4 tr-FRET mit fluoreszierenden Liganden des ADRB2

Mit dem ADRB?2 transfizierte HEK-Zellen zeigen sittigbare Affinitit fiir den fluoreszierenden
Liganden Lumi4-ICI

Fiir die Analyse des nicht-modifizierten ADRB2 wurde vom Labor Prof. Dr. Peter Gmeiner (Univer-
sitat Erlangen) eigens eine Verbindung synthetisiert, die auf dem inversen Agonisten ICI-118,551
basierte. Uber einen Linker wurde als tr-FRET-Akzeptor das Fluorophor Alexa647 gekoppelt. Der
nur kommerziell erhéltliche tr-FRET-Donor Lumi4 wurde durch cisbio Bioassays (Codolet) an die
ICI-118,551-Verbindung synthetisiert.

Da die Verbindung bisher nicht charakterisiert wurde, musste vor eigentlichen Experimenten
zuerst ihre prinzipielle Funktionalitdt tiberpriift werden. Dies erfolgte fluoreszenzoptometrisch an
mit dem ADRB?2 transfizierten HEK293-Zellen. In Abbildung 3.16 ist das dosisabhdngige AF-Signal
(gegeniiber nicht-transfizierten Zellen als Kontrolle der unspezifischen Bindung) des Donorliganden
(Lumi4-ICI) dargestellt. Zu messen war eine sigmoidale AF mit halbmaximaler Sattigung bei einer
Ligandenkonzentration von etwa 10nM (Kp = 8.9 + 4.1nM).
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Abbildung 3.16: Sdttigung mit fluoreszierendem ICI-118,551: Den ADRB2 transient exprimierende
HEK293-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen des fluoreszierenden Li-
ganden (Lumi4-ICI) inkubiert. Bei Exzitation konnte ein konzentrationsabhédngiges
Signal (AF gegeniiber nicht transfizierten HEK293-Zellen) gemessen werden.
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Bei mit dem ADRB2 transfizierten HEK293-Zellen ist tr-FRET zwischen fluoreszierenden
Liganden messbar

Mit der Methode, die bereits im Abschnitt {iber die raumliche Interaktion zwischen tr-FRET-Donor
und Akzeptor beschrieben wurde, konnte auch fiir die fluoreszierenden Liganden eine Glockenkurve
gemessen werden (Abbildung 3.17). Fiir transfizierte HEK-Zellen ergab sich ein gaufi-verteiltes
Signal. Damit konnte dynamisch der raumliche Bezug der tr-FRET-Liganden gezeigt werden.
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Abbildung 3.17: Versuch der Detektion einer Oligomerisierung von endogen exprimiertem
ADRB2 in humanen Lungenepithelzellen. Fiir die mit dem ADRB2 transfizierten
HEK293-Zellen ergab sich bei Variation der Konzentration des fluoreszierenden
Akzeptorliganden und konstanter Konzentration des Donorliganden eine gaufs-
verteilte Intensitdtskurve (Positivkontrolle). Bei den humanen Lungenepithelzellen
Calu-3, 16HBEo014 und A549 war kein Signal messbar.

Das tr-FRET-Signal zwischen fluoreszierenden Liganden lisst sich kompetitiv inhibieren

Mit dem Ergebnis aus Abbildung 3.17 war noch nicht die Spezifitit der Ligandeninteraktion gezeigt.
In einem weiteren Experiment konnte die Reversibilitdt der Interaktion bei Zugabe des ausreichend
charakterisierten nicht-modifizierten ICI-118,551 gezeigt werden. Unter Zugabe eines Uberschuss
des nicht-markierten Liganden (10uM ICI) sank die tr-FRET-Ratio auf das Niveau des Signals
der HEK293-Zellen auf denen im Vergleich zu den transfizierten Zellen praktisch kein Rezeptor
exprimiert wurde (HEK-0). Die Messdaten sind in Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Verdringung des fluoreszierenden Liganden durch unmarkiertes ICI-118,551:
ADRB2-exprimierende HEK-293 Zellen (HEK-ADRB2-Gly16) wurden mit den
Fluorophorliganden (ICI-Alexa647 und ICI-Lumi4) inkubiert und daruffolgend
das tr-FRET-Signal gemessen. Durch die Zugabe von ICI-118,551 (+) in hoher Kon-
zentration war dieses reversibel. Als Negativkontrolle dienten nicht-transfizierte
HEK293-Zellen (HEK-0). Fiir die humane, endogen ADRB2 exprimierende Calu-3-
Zelllinie konnte kein Signal gemessen werden.

Mit dem ADRB?2 transfizierte HEK-Zellen weisen oligomerisierte Rezeptoren auf

Fiir die mit dem ADRB?2 transfizierten HEK293-Zellen konnte erfolgreich eine kompetitiv reversible
Interaktion zwischen fluoreszierenden Liganden in Form einer Gaufi-Verteilung nachgewiesen
werden. Die Kombination beider Ergebnisse ldsst analog zu den Vorversuchen, bei denen SNAP-
getaggte Rezeptoren zu dhnlichem Nachweis verwendet worden waren, schliefien, dass die nicht
verdnderten f-Adrenozeptoren oligomerisiert an der Membranoberfliche vorkommen.

Die Rezeptoren der Lungenepithelzelllinien Calu-3, 16HBEo14 und A549 konnen mit der

tr-FRET-Methode nicht auf ihre Oligomerisierungseigenschaften iiberpriift werden

Von weiterer Bedeutung ist die in-vivo-Analyse der Oligomerisierung des ADRB2. Dazu wurden
drei Lungenepithelzelllinien (LEC) untersucht, die endogen {iber ein hohes Expressionsniveau
verfligen sollen (Abraham et al. 2004). Sowohl bei den Calu-3-, als auch bei 16HBE014- und A549-
Zellen konnte aber in Versuchsreihen analog zu den mit ADRB2 transfizierten HEK293-Zellen keine
ausreichend hohe Signalausbeute erreicht werden. So war zum einen keine Gauf3-Verteilung bei
Variation des Akzeptorliganden messbar (s. Abb. 3.17) und zum anderen auch unter Zugabe einer
hohen Konzentration unmarkierten Ligands keine Reversibilitat des tr-FRET-Signals zu messen
(s. Abb. 3.18). Es ist daher davon auszugehen, dass selbst mit dem hochaffinen fluoreszierenden
Liganden keine ausreichende Sensitivitat fiir das Expressionsniveau der Lungenepithelzellen erreicht
werden konnte.
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4.1 Untersuchung der Rezeptoroligomerisierung des ADRB2

In der Vergangenheit sind auf Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) und Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) basierende Methoden zur Untersuchung der Rezeptoroligomere in
Zellmembranen verwendet worden. Aufgrund hoher Komplexitit und relativ geringer Signalaus-
beute eignen sich diese Methoden jedoch nur bedingt zur systematischen Analyse. Insbesondere
weil bei den genannten Methoden hdufig Membranpraparationen oder permeabilisierte Zellen
verwendet werden miissen, ist die Herkunft des Signals nur schwer tatsachlich auf Rezeptoren in
der Zellmembran zuriickzufiihren. Demgegentiber bietet die tr-FRET-Methode mit SNAP-getaggten
Rezeptoren eine deutlich hohere Signalausbeute bei klar definierter Position der raumlichen Inter-
aktion auf die Zellmembran. Dariiber hinaus findet die tatsdchliche Analyse anders als in vielen
dlteren Assays, die die Rezeptoroligomerstruktur untersuchten, an lebenden Zellen statt. Dies bietet
entscheidende Vorteile: So konnen beispielsweise direkt Modulatoren des Oligomerisierungsverhal-
tens beobachtet werden. Die Methode bietet weitere Vorteile bei der Untersuchung des ,Crosstalk”
zwischen heterooligomerisierten Rezeptoren (wie beispielsweise in Fribourg et al. 2011), da mit-
tels orthogonaler Farbetechniken wie dem SNAP- und CLIP-tag unterschiedliche Rezeptorspezies

synchron untersucht werden kénnen.

4.2 Moglichkeiten und Grenzen von tr-FRET zur Analyse von

Rezeptoroligomerisierung

4.2.1 Etablierung der tr-FRET-Methode zwischen SNAP-getaggten Rezeptoren

Der SNAP-tag ermoglicht komfortable spezifische Proteinmarkierung. Mit 19,4kDa ist er etwas klei-
ner als die meisten autofluoreszierenden Proteine (sie besitzen Molekulargewichte von etwa 25kDa).
Es gelang, ein Fusionsprotein aus ADRB2 und SNAP-tag zu klonieren. Mit dem N-terminalen Tag
gelang es, zuverldssig und mit hoher Spezifitdt ausschlieslich die in der Zellmembran liegenden
ADRB2 mit fluoreszierenden Molekiilen zu versehen.

Im Vergleich zu autofluoreszierenden Proteinen ergeben sich mit dem vorliegenden Ansatz
mehrere Vorteile: Statt wenigen verfiigbaren autofluoreszierenden Proteinen kdnnen mit dem Prote-
inmarkierungssystem beliebige, insbesondere synthetische Fluorophore mit deutlich giinstigeren
spektralen Eigenschaften, weniger Bleicheffekten und besserer Energieeffizienz (quantum-yield) an
den zu untersuchenden Rezeptor gekoppelt werden. Aufserdem ist bei einigen autofluoreszierenden
Proteinen die Tendenz zur Oligomerisierung beobachtet worden, die es unbedingt auszuschliefSen
gilt (Zhang et al. 2002; Keppler et al. 2004).
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SNAP- und CLIP-basierte Membranfirbungen

Fiir die Farbung mithilfe des SNAP-tags erwiesen sich die mit Alexa-488 versehenen SNAP-Substrate
als geeignete Fluorophore (dargestellt in Abbildung 3.2). In der Fluoreszenzmikroskopie konnten
kontrastreiche Bilder mit geringer Hintergrundfluoreszenz und vernachldssigbarem unspezifischem
Signal aufgenommen werden. Die Kreuzreaktivitdt der SNAP-Substrate mit der enzymatischen
Aktivitat des CLIP-tags konnte ausgeschlossen werden. Eine mit dem CLIP-tag versehene Variante
des ADRB2 wurde kloniert - fand aber, da es bei den vorliegenden Versuchsreihen primér um den
Nachweis von Homooligomeren ging, vorerst keine Anwendung. Fiir spatere Untersuchungen, die
sich an Heterooligomere richten, kommt dem orthogonal zum SNAP-tag gleichzeitig nutzbaren

CLIP-tag grofSe Bedeutung zu.

Membranintegration des SNAP-getaggten ADRB2

Anfangs konnte mit dem blofien SNAP-tag am N-Terminus des ADRB2 keine Membranfarbung
realisiert werden (s. Abb. 3.4). Dabei darf nicht vergessen werden, dass es sich beim SNAP-tag
um eine Protein der Grofie von 20kDa handelt und Einfliisse auf die korrekte Membraninsertion
denkbar sind. Insertion in die Membran war folglich erst mit einer Membraninsertionssequenz
zu bewerkstelligen. Der verwendete Proteinrest ist dem murinen Htr3a-(Serotonin)-Rezeptor ent-
nommen. Die ersten 72 Basenpaare dessen Sequenz geniigen den Angaben des den SNAP-tag
vermarktenden Herstellers New England Biolabs GmbH (Frankfurt a. M.) empirisch, um den mit
dem SNAP-tag versehenen ADRB2 in die Zellmembran lokalisieren zu konnen. Damit ist gleichzeitig
eine Limitation der Methode beschrieben. Zwar ist nicht davon auszugehen, dass eine N-terminale
Modifikation dieser Lange entscheidenden Einfluss auf die Funktion des ADRB2 nimmt, doch ist
bei jedem Experiment naturgemaifs die geringste Komplexitiat zu bevorzugen. Der Versuch, auf
die Membraninsertionssequenz zu verzichten und den SNAP-tag in den zweiten extrazelluldren
Loop zu klonieren, schlug fehl. Da es Hinweise gibt, dass die extrazelluldiren Loops aufierdem
als Interface der Dimerisierung fungieren konnten (Salahpour et al. 2004), ergab sich folglich der
sinnvollere Kompromiss zu dem N-terminal lokalisierten SNAP-tag.

Mogliche Determinanten fiir eine Beeinflussung der Rezeptoroligomerisierung

Im gleichen Zusammenhang sollte eine dimerisierungsdefiziente Mutation des ADRB2 untersucht
werden. In einer Publikation von Salahpour et al. (2004) war mit einem BRET-basierten Assay die
Dimerisierung als Voraussetzung fiir die Lokalisation des ADRB2 in die Zellmembran gefunden
worden. Interessanterweise deckt sich die Lokalisation mit der beim CXCR4-Chemokin-Rezeptor in
der Kristallstruktur gefundenen Transmembrandomane als Dimerisierungsinterface (B. Wu et al.
2010). Die Daten beziiglich des ADRB2 finden sich jedoch danach nicht mehr erneut durch andere
Gruppen verifiziert. In der Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit gelang mit der beschriebenen

Mutation Tyr284

in der sechsten Transmembrandoméne des ADRB2 keine Expression des Rezeptors.
Nicht ausgeschlossen ist die Vermutung, dass die Oligomerisierung tatsachlich Voraussetzung fiir
die korrekte Membraninsertion sein konnte.

Auch ein in einer anderen Arbeit (Hebert et al. 1996) publiziertes Peptid der sechsten Trans-

membrandomaéne (TM VI) fand in Publikationen weiter keine Beachtung und war insofern nicht
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tiberzeugend in den vorliegenden Aufbau zu integrieren, als mit einfacher Zugabe eines Peptids
nicht von seiner Integration in die Zellmembran auszugehen ist.

Weiterere mogliche Determinanten fiir unterschiedliche Oligomerisierungszustdnde bei Rezepto-
raktivierung waren schliefilich die polymorphen Rezeptorvarianten p.Glyl6Arg des ADRB2. Von
den tiber 49 existierenden Varianten wurden diese beiden auf ihre Eigenschaften tiberpriift, da bei
ihnen sowohl pharmakologische als auch klinische Unterschiede gemessen werden konnten.

Die tr-FRET-ratio als Maf3 fiir den Oligomerisierungszustand bei Aktivierung zeigte jedoch keine
signikanten Unterschiede. Damit besteht zwischen den unterschiedlichen Rezeptorkinetiken und
dem Oligomerisierungszustand unter Stimulation keine Korrelation. Die Hypothese, dass eine Rolle
der Oligomerisierung beziiglich der funktionellen Unterschiede der Rezeptorvarianten existiert,

musste verworfen werden.

4.2.2 Hinreichende Kriterien zum Nachweis der Rezeptoroligomerisierung

Tr-FRET-basierte Studien bieten Sensitivitdt, die auch fiir den Nachweis von Rezeptoroligomeren
auf nativen Gewebsstiicken ausreichend sein kann (Albizu et al. 2010). Streng genommen kann die
Rezeptoroligomerisierung mit der vorliegenden Methode nicht direkt beobachtet werden. Um zu
zeigen, dass die Messergebnisse auf oligomerisierten SNAP-getaggten Rezeptoren beruhen bedarf
es mehrerer Versuchsreihen:

Zuerst war, wie im vorigen Abschnitt diskutiert, die korrekte Lokalisation des Fusionsprote-
ins nachzuweisen. Diese war mit mikroskopischer Methoden gelungen und notwendig, weil alle
weiteren Untersuchungen readerbasiert durchgefiihrt wurden und der Reader stets nur die Gesam-
tintensitdt eines Wells messen konnte - ungeachtet der subzelluldren Lokalisation (s. Abschnitt 2.5).
Dabei war unspezifische Hintergrundfluoreszenz durch die beschriebenen intrinsischen Vorteile der
genutzten Fluorophore und der tr-FRET-Methode per se reduziert. Weiter konnte durch das ziigige
Readout multipler Wells jeweils einer Bedingung statistische Signifikanz schnell identifiziert und
Messfehler minimiert werden.

Bei jedem Experiment, das die raumliche Ndhe von Proteinen untersucht, ist auszuschlieflen, dass
es sich nicht lediglich um der Rezeptordichte geschuldete und somit direkt von der Expressionsstiarke
abhédngige Interaktion handelt. Im vorliegenden Fall war dazu die im Ergebnisteil erlduterte Methode
verwendet worden. Erst mit der Beobachtung, dass die tr-FRET-Intensitét direkt den exprimierten
Rezeptoren proportional war - und nicht etwa in exponentiellem Zusammenhang stand - konnte
die Kollisionshypothese verworfen werden.

4.2.3 Modulation der Oligomergrofie und Rezeptorkonformationsanderungen durch
Ligandenstimulation

In Abschnitt 3.3.2 konnte beobachtet werden, dass Stimulation mit Agonisten einen signifikanten
Effekt auf die tr-FRET-Ratio der SNAP-getaggten Rezeptoren nimmt. Die Steigerung des tr-FRET-
Signals war nicht bei Behandlung mit inversen Agonisten oder Antagonisten zu beobachten.
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De-novo-Formation von Rezeptorligomeren

Es ist denkbar, dass durch die Behandlung mit Agonisten des ADRB2 neue Rezeptoroligomere
aus zuvor monomeren Rezeptoreinheiten rekrutiert werden. Geht man davon aus, dass diese neu
geformten Oligomere von der gleichen Grofie wie die urspriinglichen waren, ergibt sich ein zusatz-
liches tr-FRET-Signal (bei 665nm) bei gleichzeitig verringertem Donor-Signal (bei 620nm); das am
neu geformten Oligomer beteiligte Donorfluorophor verliert den grofsten Teil seiner Strahlungsin-
tensitdt an die Forster-Interaktion mit dem Akzeptor. In den Ergebnissen wurde stets die Ratio, also
der Quotient aus Akzeptor- und Donorintensitdt gemessen. Wenn man nun bedenkt, dass auch
die nicht-oligomerisierten Rezeptorprotomere mit jeweils geringeren Betrdgen der Akzeptor- und
hoheren Betrdgen der Donorwellenldnge in die urspriingliche tr-FRET-Ratio eingegangen waren,
ergibt sich in der Summe eine Erhohung der tr-FRET-Ratio bei Neubildung eines Oligomers aus
primdr nicht oligomerisierten Rezeptoren. Neubildung von Rezeptoroligomeren wiirde sich mit der
vorliegenden Methode als grofiere tr-FRET-Ratio dufSern bzw. kann als Ursache einer gegentiber der

Ausgangssituation gestiegenen tr-FRET-Ratio nicht ausgeschlossen werden.

Anderung der Anzahl der Protomere in einem Rezeptoroligomer

Ebenso fiir die Signalanderung verantwortlich kénnte neben der de-novo-Formation von Rezeptoro-
ligomeren auch eine Anderung der Anzahl der an einem Rezeptoroligomer beteiligten Rezeptoren
sein. Analog zu obiger Kalkulation wiirde, wenn zuvor monomere Rezeptoren zu einem Rezeptoro-
ligomer hinzukommen, eine erhohte tr-FRET-Ratio resultieren. Ein blofSer Zusammenschluss von
bereits zuvor oligomerisierten, am tr-FRET-Signal beteiligten Rezeptoren, wiirde demgegeniiber
nicht zu verdnderter tr-FRET-Ratio beitragen.

Verfiigt man nur {iber die tr-FRET-Ratio an einem Messpunkt mit festgesetzter Donor- und
Akzeptorkonzentration, konnen keine Aussagen iiber die Anzahl der Rezeptoren in einem Oligomer
getroffen werden. Insofern ist auch die Anderung dieser Anzahl bei Stimulation a priori nicht als
Ursache des grofleren Signals auszuschlieffen. An dieser Stelle wurde daher erneut das Experiment
durchgefiihrt, bei dem die Akzeptorkonzentration gegeniiber fester Donorkonzentration variiert
wird. Wie bereits in 3.3.2 geschildert, wiirde sich bei zunehmender Oligomergrofie eine breitere Gauf3-
Verteilung des Signals ergeben. Da aber die erhaltene Gauf3-Verteilung in direkter proportionaler
Beziehung zur urspriinglichen stand, d.h. die neue Gauf3-Verteilung sich durch Multiplikation mit
einem fiir alle Funktionswerte konstanten Faktor aus der alten transformieren liefs, kann gefolgert

werden, dass sich die Grofse der Oligomere mit Ligandenstimulation nicht gedndert hatte.

Rezeptorkonformationsinderungen

Das tr-FRET-Signal ist fiir einen effizienten Energietransfer von einer optimalen Entfernung zwi-
schen den interagierenden Fluorophoren abhingig. Der optimale Energietransfer findet bei einem
festen Radius statt. Bei dem definierten Radius Rg (Forster-Radius) belduft sich die Effizienz des
Energietransfers konstitutiv auf 50%. Variation der Entfernung zwischen Donor- und Akzeptorfluo-
rophoren um einen Betrag AR fiihrt demnach zu einer neuen FRET-Effizienz E = R§/(AR® + R§).
Dabei befindet sich Ry fiir Fluorophore wie die hier verwendeten {iiblicherweise im Bereich von

46



4 Diskussion

46nm (Doumazane et al. 2011; Maurel et al. 2008). Es ergibt sich, dass eine Anderung der Entfer-
nung der FRET-Partner einen signalerhohenden Effekt auf die tr-FRET-Ratio haben kann. Somit ist
denkbar, dass bereits minimale Rezeptorkonformationsianderungen mit messbarer Anderung des
tr-FRET-Signals einhergehen konnen.

Bei Untersuchungen der Kristallstruktur des ADRB2 wurde dem unstrukturierten N-Terminus ins-
besondere bei der Ligandenbindung Bedeutung beigemessen (Cherezov et al. 2007). Im vorliegenden
Aufbau war der SNAP-tag N-terminal an das Fusionsprotein kloniert worden.
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Abbildung 4.1: N-terminale Verdnderung bei Stimulation des ADRB2 mit Agonisten: In einem
denkbaren Szenario bewirken agonistische Liganden eine Bewegung des N-Terminus
des ADRB2 und fiihren so zu hoherer tr-FRET-Intensitat.

Fiihrt nun die Bindung von Agonisten - im Gegensatz zu der Bindung von Antagonisten - zu
Konformationsanderungen des N-Terminus wie in Abbildung 4.1 illustriert, resultiert ein moglicher-
weise optimierter Abstand zwischen den tr-FRET-Partnern und damit ein hoheres tr-FRET-Signal.
Andere Studien, die auch intramolekulare FRET-Effekte, und damit rezeptorinterne Konformations-
dnderungen in Betracht zogen, attribuierten Agonisteneffekte den Konformationsanderungen in
Transmembrandoméne VI (TM VI) (Fung et al. 2009; Latif et al. 2002; C. C. Zhu et al. 2002).

Die agonistabhingigen tr-FRET-Anderungen sind also gut mit Rezeptorkonformationsdnderungen
erkldrbar. Mit dem Ansatz lasst sich jedoch nicht bestimmen, an welcher Stelle des Rezeptors die

entscheidenden Konformationsanderungen stattfinden wiirden.

Rezeptorinternalisierung

In Abbildung 3.13 konnten morphologische Anhaltspunkte der Rezeptorinternalisierung bei Stimu-
lation mit Agonisten gefunden werden. Dabei war das primér zellimpermeable Fluorophor Alexa
Fluor 488 nach kovalenter Bindung an den SNAP-tag unter Stimulation innerhalb der Zellmembran
zu sehen. Urspriinglich sollte die Oligomerisierung des ADRB2 an der Zellmembran untersucht
werden. Die mogliche Internalisierung des ADRB2 stellt dabei eine Situation dar, unter der das
tr-FRET-Signal nicht mehr eindeutig verwertbar ist.

Bereits kurze Stimulation mit Agonisten unter Kulturbedingungen fiihrt im Falle des ADRB2
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zu Endozytose und Rezeptorinternalisierung aus der Zellmembran (Von Zastrow et al. 1994).
N-terminal SNAP-getaggte Rezeptoren sind in neueren Publikationen zur Untersuchung von
Rezeptorinternalisierung verwendet worden (Roed et al. 2014). In der Publikation von Roed et al.
(2014) diente der ADRB2 als Referenz fiir Rezeptorinternalisierung. Bereits nach zehnminditiger
Stimulation mit Isoproterenol bei der Konzentration 1nM konnte tr-FRET-basiert die Internalisierung
eines Grofiteils der Rezeptoren beobachtet werden.

In einer BRET-basierten Studie war geschlossen worden, dass Rezeptorinternalisierung des
ADRB2 zur Dissoziation der Rezeptoroligomere fiihrte (Lan et al. 2011). Davon ist mit den hier
gewonnenen Daten nicht auszugehen. Im Gegenteil suggeriert das angehobene tr-FRET-Signal eher
einen dichteren Rezeptorverbund.

Zusammenfassend ist eine Signalanhebung bei Ligandenstimulation, wie unter den hier beschrie-
benen Bedingungen, gut mit der dichteren Agglomeration von Rezeptoren vereinbar, die unter

endozytotischen Bedingungen zu erwarten ist.

Interpretation

In der Literatur wird iiber eine mogliche Rolle der Assoziation bzw. Dissoziation von Oligomeren
bei Stimulation mit Liganden berichtet. In einigen Publikationen fiihrte Stimulation mit Liganden
zu postulierter Assoziation (Angers et al. 2000), andere berichten tiber keine Anderung der Anzahl
der an einem Oligomer beteiligten Protomere (Dorsch et al. 2009). In einer weiteren Publikation
wird die Konformationsanderung der Protomere gegeniiber den angrenzenden als Ursache ago-
nistenbedingter Signaldnderung angefiihrt (Fung et al. 2009). Die Anzahl der in einem Oligomer
befindlichen Protomere scheint von Rezeptor zu Rezeptor unterschiedlich zu sein. FRAP-basiert
gemessen ergaben sich fiir den ADRB2 Hinweise auf hohergradige Oligomere (Dorsch et al. 2009).
Eine neuere Publikation, die sich aufwendiger FCS- und PCH-Untersuchungen bedient (Herrick-
Davis et al. 2013), kommt zum Schluss, dass es sich unter anderem im Fall des ADRB2 um strikte
Dimere handelt und hdhergradige Oligomere wiederum nicht vorkommen. Die hier gefundenen
Ergebnisse widersprechen diesen nicht, liefern jedoch - der Eigenschaften der tr-FRET-Methode
geschuldet - per se keine eindeutige Gradierung der Oligomere.

Die mit der vorliegenden Methode gewonnenen Ergebnisse sind sowohl mit Rezeptorkonformati-
onsdnderungen als auch mit Effekten der Rezeptorinternalisierung vereinbar.

Der beobachtete Effekt nahm bei ldngerer Stimulation zu. Ebenso verhielten sich die mikrosko-
pisch bestimmten Verdnderungen der Rezeptorlokalisation. Es existiert also eine positive Korrelation
zwischen Rezeptorinternalisierung und vergrofierter tr-FRET-Ratio. Gleichermafsen wahrscheinlich
sind Konformationsianderungen innerhalb des Rezeptors oder im rdumlichen Verhalten der Pro-
tomere zueinander. Dagegen konnten Assoziations- oder Dissoziationseffekte von Protomeren als
Ursache des verdnderten tr-FRET-Signals ausgeschlossen werden.

4.2.4 tr-FRET zwischen Rezeptorliganden

tr-FRET zwischen fluoreszierenden Liganden des ADRB2 in HEK293-Zellen

Mit den vorliegenden Ergebnissen ist es gelungen, Rezeptoroligomere des nicht-modifizierten
ADRB2 nachzuweisen. Dabei wurden tr-FRET-geeignete Liganden synthetisiert.
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Dabei war signalalterierende Interaktion der Liganden mit den zu untersuchenden Rezeptoren,
wie sie in Abschnitt 3.3.2 festgestellt worden war, zu minimieren. Ferner gibt es Beobachtungen
in der Literatur, nach denen mit Agonisten teils geringere Signalausbeute erreicht wurde (Albizu
et al. 2010; Emami-Nemini et al. 2013). Daher erfolgte die de-novo Synthese eines in Bezug auf
Rezeptorinternalisierung und Affinitdtsdanderung durch Phosphorylierungseffekte inerten Ligan-
denderivats. Der inverse Agonist ICI-118,551 besitzt duflerst hohe Affinitat und Spezifitat fiir den
ADRB2 (Kp = 4.6 £ 2nM) (Mauriege et al. 1988). Dem Labor von Prof. Dr. Peter Gmeiner (Univer-
sitdt Erlangen) war die Synthese eines funktionellen Liganden mit einem Linker und den daran
gekoppelten Fluorophoren Lumi4 und Alexa647 gelungen. Erst mit dieser Verbindung waren die
beschriebenen Experimente moglich.

Zum Nachweis der Spezifitit des FRET-Signals fiir die Rezeptoroligomere wurden mehrere
Experimente durchgefiihrt: Es konnte im Assay zur Analyse der spezifischen Bindung des Ligan-
denderivats eine typische Affinititskurve gemessen werden (s. Abb. 3.16). Die Kp betrug fiir den
fluorophortragenden Antagonisten 8.9 & 4nM. Damit war die Funktionalitdt des Liganden gezeigt.
Die beiden Ligandenspezies (tr-FRET-Donor- und Akzeptorliganden) zeigten in einem Kompetiti-
onsassay den fiir Rezeptoroligomere typischen gauf3-verteilten Intensitdtsverlauf des tr-FRET-Signals
(s. Abb. 3.17. So konnte die fiir tr-FRET notwendige raumliche Nédhe der Rezeptoren gezeigt werden.
In Kompetition mit nicht-getaggten Liganden war das tr-FRET-Signal vollstindig eliminierbar. Dies
zeigt den spezifischen rezeptorgebundenen Ursprung des Signals.

In der Zusammenschau mit den Ergebnissen aus den SNAP-tag-gestiitzten Untersuchungen
konnte die Hypothese verworfen werden, dass das tr-FRET-Signal lediglich der Kollision monomerer
Rezeptoren geschuldet war (s. Abb. 3.8).

Analog zu den Ergebnissen, die bei SNAP-getaggten Rezeptoren gewonnen werden konnten,
stellt sich die Frage nach dem Verhalten der nicht-modifizierten Rezeptoren unter Stimulation. Da
aber die Ligandenbindungsstelle durch die fluoreszierenden Liganden bereits zumindest zum Teil
fiir Agonisten nicht mehr zugénglich ist und die Rezeptoreigenschaften durch die Interaktion mit
dem inversen Agonisten ICI-118,551 verdndert sind, bestand diese Moglichkeit in der vorliegenden
Versuchsreihe nicht mehr.

Untersuchungen des nativ exprimierten ADRB2

Fiir zukiinftige Experimente mit dem nativ exprimierten ADRB2 etwa bei der Analyse von Gewebs-
stiicken kann folgendes geschlossen werden: Unter nativen Umstdnden ist mit deutlich geringerer
Expression (s.u.) zu rechnen als im Falle eines Uberexpressionssystems. Die Kollisionshypothese
konnte aber schon unter Bedingungen der Uberexpression der SNAP-getaggten Rezeptoren aus-
geschlossen werden. Somit erscheint fiir den ADRB2 die zufillige Kollision als Ursache fiir das
gemessene tr-FRET-Signal als unwahrscheinlich.

In anderen Versuchsreihen war unter sonst gleichen Bedingungen mit Rezeptoragonisten ein
geringeres tr-FRET-Signal als mit -antagonisten beobachtet worden. Der Effekt ist auf das negativ-
kooperative Bindungsverhalten von Agonisten im Vergleich zu den Antagonisten zuriickgefiihrt
worden und liefert weitere Evidenz fiir die Existenz von Rezeptoroligomeren im Gegensatz zur
Kollisionshypothese (Cottet et al. 2012). Trife die Kollisionshypothese zu, sollten mit Rezeptorant-
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agonisten und -agonisten Signale gleicher Grofienordnung zu beobachten sein. Gleichzeitig wird
eine prinzipielle Limitation bei dem alleinigen Einsatz der ligandenbasierten Methode ersichtlich:
Der Einsatz von Liganden selbst hat moglicherweise Einfluss auf die Oligomerisierung. Statt allein
ligandenbasierte Assays durchzufiihren, konnen durch den Einsatz von Fusionsproteinen aus dem
zu untersuchenden Rezeptor und einem Proteinmarkierungssystem wie in der vorliegenden Arbeit
zusétzlich Aussagen tiber den Einfluss der Liganden erst getroffen werden.

Die Rezeptoren der Lungenepithelzelllinien Calu-3, 16HBEo14 und A549 konnen mit der
tr-FRET-Methode nicht auf ihre Oligomerisierungseigenschaften iiberpriift werden

Von weiterer Bedeutung ist die in-vivo-Analyse der Oligomerisierung des ADRB2. Dazu wurden drei
humane Lungenepithelzelllinien (LEC) untersucht, die endogen iiber ein hohes Expressionsniveau
verfligen sollen (Abraham et al. 2004). Sowohl bei den Calu-3-, als auch bei 16HBEo014- und A549-
Zellen konnte aber in Versuchsreihen analog zu den mit ADRB2 transfizierten HEK293-Zellen keine
ausreichend hohe Signalausbeute erreicht werden. So war zum einen keine Gaufs-Verteilung bei
Variation des Akzeptorliganden messbar (s. Abb. 3.17) und zum anderen auch unter Zugabe einer
hohen Konzentration unmarkierten Ligands keine Reversibilitdt des tr-FRET-Signals zu messen
(s. Abb. 3.18). Es ist daher davon auszugehen, dass selbst mit dem hochaffinen fluoreszierenden
Liganden keine ausreichende Sensitivitat fiir das Expressionsniveau der Lungenepithelzellen erreicht
werden konnte.

Welche Sensitivitiat die Methode tatsdchlich aufweist, ist schwer zu bewerten. In der Literatur ist
mit dhnlichen Assays der Nachweis endogen exprimierter Rezeptoren bei einer Expressionsstédrke
von etwa 1 — 3pmol/mg Protein gelungen (Albizu et al. 2010). Demgegentiiber ist die Rezeptordichte
bei den verwendeten Lungenepithelzellen mit nach Radioligandenbindung gemessenen 10000
Rezeptoren pro Zelle um etwa das 30-fache geringer (Abraham et al. 2004). Die Detektionsschwelle
fiir fluoreszierende Liganden bei der vergleichbaren Methode der Fluoreszenzpolarisation liegt
ebenfalls bei etwa 1pmol/mg Protein (Gagne et al. 2002; De Jong et al. 2005).
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Entgegen dem klassischen Paradigma, die Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sei struk-
turell auf Einzeleinheiten (Monomeren) basiert, geht man heute vom Vorhandensein konstitutiver
Rezeptoroligomere als erstem Signaltransduktor bei der zelluldren Signalisierung aus. Zwar exis-
tierten bislang eine Reihe von Untersuchungsmethoden, die diese These stiitzten, doch fehlten zur
substantiellen Validierung noch Systeme, die unter in-vivo-Bedingungen spezifische Evidenz liefern
konnen.

Mit dieser Arbeit konnte mittels einer auf tr-FRET basierenden Methode speziell die Oligomerisie-
rung des humanen pB,-Adrenozeptors (ADRB2) untersucht werden. Dazu wurden zundchst mehrere
Untersuchungsmethoden etabliert und validiert. Zuerst konnten unter Verwendung des SNAP-tag
geeignete Expressionssysteme generiert werden, die die kovalente Bindung tr-FRET-kompatibler
Fluorophore erlaubten. Mit dieser Methode gelang der Nachweis von Rezeptoroligomeren und
die Untersuchung von modulierenden Faktoren. Es konnte gezeigt werden, dass der zellmem-
brangebundene ADRB2 Oligomere mindestens der Grofienordnung zwei bildet. Weiter zeigte die
Bindung von Agonisten, nicht jedoch die von Antagonisten oder inversen Agonisten einen signi-
fikanten Signalanstieg des tr-FRET-Signals zwischen oligomerisierten Rezeptoren. Es ist davon
auszugehen, dass die Anhebung des Signals nicht mit einer denkbaren Anderung der Anzahl der
sich in einem Rezeptoroligomer befindlichen Protomere in Verbindung gebracht werden kann,
sondern mit N-terminalen Konformationsdnderungen der untersuchten Rezeptorspezies oder im
Rahmen von Internalisierung unter Agonistenstimulation einhergeht. Durch die ausbleibende Si-
gnaldnderung bei Stimulation mit einem inversen Agonisten konnte dieser als in Bezug auf die
Rezeptoroligomerisierung neutral eingestuft und fiir die folgende Ligandensynthese priorisiert
werden. Weiter konnte gezeigt werden, dass weder den bekannten Rezeptorvarianten noch der Re-

zeptorglykosylierung des ADRB2 im Zusammenhang mit der Oligomerisierung eine Rolle zukommt.

Nach dem prinzipiellen Nachweis der Oligomerisierung konnte der nicht-modifizierte ADRB2
mittels fluoreszierender Liganden weiter charakterisiert werden. Dazu wurden mit den Fluoropho-
ren Lumi4 und Alexa 647 verkniipfte Liganden synthetisiert. Mit diesen, bislang nicht verfiigbaren,
invers antagonistischen Rezeptorliganden hochster Spezifitdt, konnten membrangebundene Rezep-
toroligomere auf transfizierten HEK-Zellen nachgewiesen werden. Damit konnte die prinzipielle
Eignung eines tr-FRET-basierten Ansatzes im Falle des ADRB2 auch fiir native Zellen gezeigt werden.
Mit der Etablierung der hier beschriebenen Methodik ergeben sich fiir zukiinftige Anwendungen
essentielle Grundlagen, sowie die Moglichkeit des Transfers auf andere Rezeptoren. Mit ligandenge-
bundenen tr-FRET-Fluorophoren kénnen im Hochdurchsatzverfahren neue Verbindungen auf ihre

Eigenschaften an Rezeptoren getestet werden.
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