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1. Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Eikosanoide

Prostaglandine (PG) sind Metabolite der  Arachidonsdure  (All-cis-5,8,11,14-
Eikosatetraensaure), und zéhlen zu den Eikosanoiden (Schrér, 1984). Die Arachidonsdure ist
eine mehrfach ungeséttigte C,o-Fettsdure und Bestandteil der Membranphospholipide. Unter
Einwirkung von Phospholipase A, wird sie durch verschiedene Stimuli (z.B. Zellschédigung,
Entzindungsmediatoren, Bradykinin, Absenkung des pH-Wertes) aus der Membran freigesetzt
und Uber verschiedene Zwischenstufen zu Prostaglandinen metabolisert (Abb. 1).

Schlisselenzym  der  Arachidons8ureumsetzung  zu  Prostaglandinen it das  Enzym

Arachidonsaure )

aktivitat COX-1, COX-2 02

Cyclooxygenase- Cyclooxygenasenl

Prostaglandin G,
PGG,

Peroxidase- l

aktivitat COX-1, COX-2

Prostaglandin H,)
o PGH, AW
PGD, / PG \4 TXA

2
/ PG E2 Synthase PG an \ \

DP- / \ TX-
Rezeptoren Rezeptor
EP l

<

FP-Rezeptor
Rezeptoren

IP-
Rezeptor

Abbildung 1
Biosynthese der Eikosanoide aus Arachidonséaure

Cyclooxygenase (COX, Prostaglandin H Synthase), das in zwel 1soformen COX-1 und COX-2
vorkommt (Otto und Smith, 1995). In einem zweistufigen Prozess wird die Arachidonsiure
zunéchst durch die Cyclooxygenase-Aktivitat der COX zu Prostaglandin G, (PGG,) und durch
die nachfolgende Peroxidase-Aktivitdt des Enzyms in Prostaglandin H, (PGH,) reduziert. Die

1



1. Einleitung

anschliel?ende Umsetzung von PGH, zu den Prostaglandinen Prostacyclin (Prostaglandin I,
PGl,), PGD,, PGE, PGF, und zu ThromboxanA, (TXA; efolgt dann zell- bzw.
gewebespezifisch durch unterschiedliche Enzyme. Prostaglandine werden nicht gespeichert,
sondern nach Stimulation der Zellen, z.B. mit dem Wachstumsfaktor PDGF (Pl atelet-derived
growth factor), in den unterschiedlichen Geweben synthetisert und direkt freigesetzt. Sie
beeinflussen u.a. die lokale Durchblutung durch gefél¥relaxierende (Vasodilatation) bzw.
-kontrahierende (V asokonstriktion) Wirkung. In der Niere regulieren sie das Na'-Gleichgewicht
(Breyer et a., 1996). Weiterhin sind sie beteiligt an der Thrombozytenfunktion und spielen eine
Rolle bal Entziindungen und Fieber. Relevant fur die vorliegende Arbeit ist im besonderen

Prostacyclin, auf das nachfolgend detaillierter eingegangen wird.

1.1.1 Prostacyclin

PGH, wird mit Hilfe des Enzyms PGI-Synthase zu Prostacyclin umgesetzt, das 1976 erstmals
strukturell identifiziert werden konnte (Whittaker et al., 1976) (Abb.2). Es ist das
Hauptprodukt des Prostaglandin-Stoffwechsels im Endothel, der glatten Gefaimuskulatur und
im Herzen (Schrér, 1977; Smith, 1986).

HO

Prostacyclin
(PGl OH OH

CH
CH cp 8
c% <3 H //H c¢
lloprost :
L - (ZK 36374) OH oH Cicaprost
Abbildung 2

Prostacyclin und seine Mimetika

Die Wirkung von PGI, besteht u.a. in der Relaxation der Gefél3muskulatur (Moncada, 1976) und
der Inhibition der Thrombozytenaggregation (Weiss und Turitto, 1979). Ausserdem hemmt es
2



1. Einleitung

die Proliferation glatter Gefamuskelzellen (Sinzinger et a., 1987) und beenflusst
Entziindungsmechanismen (Schrér und Weber, 1997). Diese zelluléren Effekte werden durch
den Prostacyclin-Rezeptor (IP-R) vermittelt. Das ebenfals in Thrombozyten gebildete
Thromboxan A, agiert as funktiondller Antagonist von PGI, durch seine vasokonstriktorische
Wirkung und durch die Induktion der Blutpléttchenaggregation. Bei physiologischem pH-Wert
hydrolysiert PGIl, mit einer Halbwertszeit von 3-5 Minuten zu dem biologisch inaktiven
6-keto-PGFy, (Schror, 1984; Negishi et al., 1993). Aufgrund dieser kurzen Habwertszeit
werden bel experimentellen Arbeiten am Prostacyclin-Rezeptor und in der klinischen
Anwendung chemisch stabile Mimetika eingesetzt. Dazu zdhlen u.a. Cicaprost (Kp: 10 nM;
Mduller et al., 1984) und Iloprost (Kp: 11 nM; Schror et al., 1981; Narumiya et al., 1999)
(Abb. 2).

Die Plasmakonzentration von PGl,, die indirekt durch die Messung von 6-keto-PGF,, bestimmt
wird, liegt beim gesunden Menschen unter Ruhebedingungen bel ca. 5 pg/ml. Die vaskuldre
PGl -Bildung wird erhdht durch Gefalverletzungen und die damit einhergehende Aktivierung
von Thrombozyten sowie bel pathologischen Geféal3wandveranderungen wie der Atherosklerose
(FitzGerald et al., 1984). Sinzinger et al. (1981) haben eine verminderte Sensitivitét von
Blutplattchen auf antiaggregatorisch wirkende Prostaglandine wie PGIl, bel koronaren
Herzkrankheiten und Angina pectoris bel langer dauernder Anwendung nachgewiesen. Dieser
Befund war der erste Hinweis auf eine Abschwachung von Prostacyclinwirkungen Gber
Rezeptor-assoziierte Mechanismen. Allerdings war zum damaligen Zeitpunkt Uber Struktur und

Regulation des Prostacyclin-Rezeptors nichts bekannt.

1.2 Der Prostacyclin-Rezeptor (I P-R)

Heute weil3 man, dass der ProstacyclinRezeptor zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) des Rhodopsin-Typs gehort. 1993 wurde von der Gruppe um Narumiyadie
cDNA des IP-Rezeptors aus der Maus (m) kloniert (Namba et al., 1994). Es folgte 1994 die
Klonierung des humanen (h) IP-R (Boie et a., 1994; Gen-Bank Nr. L29016; Katsuyama et d.,
1994; Gen-Bank Nr. D25418). Ogawa et a. vertffentlichten 1995 die strukturelle Organisation
des humanen Prostacyclin-Rezeptor-Gens. Das Gen ist auf Chromosom19 lokalisiert und
besteht aus drel Exons, die dementsprechend durch zwel Introns unterbrochen sind. Eine
vergleichbare Exon-Intron-Anordnung wurde auch bel anderen Prostaglandin-Rezeptoren
nachgewiesen. Ein Sequenzenvergleich innerhalb der Gruppe der geféldrelaxierend wirkenden
Rezeptoren (IP-R, DP-R, EP»-R und EP,-R) zeigte eine maliige Homologie von 32 % bis 44 %.
(Narumiya et d., 1999). Der Promotor des IP-R-Gens weist keine konventionellen

3



1. Einleitung

Sequenzmotive wie die TATA-Box und CCAAT-Elemente auf. Als mdgliche regulatorische
Elemente wurden aber Konsensussequenzen fir die Bindung der Transkriptionsfaktoren SP-1,
AP-1 und AP-2 beschrieben (Ogawa et al., 1995).

Der humane |P-Rezeptor besteht aus 386 Aminosauren und besitzt eine molekulare Masse von
ca. 41 kDa. Er weist sieben Transmembran-Domanen auf (1 bis V1), wobel sich drei extra- (1,
2e 3o und drei intrazelluldre (1;, 2, 3) Schleifen ausbilden (Abb. 3). Die Ami nosauresequenz
des hIP-R enthdlt drei Konsensussequenzen fir eine mdgliche Phosphorylierung durch die
»Second messenger® aktivierbare Proteinkinase C (PKC), eine davon in der 1. intrazelluléren
Domane (Serin39), zwel im C-Terminus des Rezeptors (Serin328, Serin347). Eine
Konsensussequenz fir eine Proteinkinase A (PKA)-vermittelte Phosphorylierung ist in der
1. intrazelluléren Doméne des Prostacyclin-Rezeptors aus Maus und Ratte zu finden (Sasaki et
al., 1994), nicht aber beim humanen Rezeptor (Smyth et a., 1996).

extrazell. Doméanen

®@®®©®}, N L2 3

wansmembr. | | 1y viva v
Doménen

1 2 3 C
intrazell. Doméanen

PKC (39)

PKC (329)

PKC (374)

Abbildung 3

Aminoséuresequenz des humanen Prostacyclin-Rezeptors mit den drei moglichen PKC-Phosphorylierungsstellen.
Y = N-Glykosylierungsstellen, * = Isoprenylierungsmotiv

Der Rezeptor weist verschiedene posttrand ationale Modifikationen auf. An den Aminosauren 7
und 78 befinden sich mégliche Asparagin (N)-Glykosylierungsstellen (Katsuyama et a., 1994)

(Abb. 3). An diese kann wéahrend der Trandation des Rezeptorproteins im endoplasmatischen

4



1. Einleitung

Retikulum ein Oligosaccharid angeheftet werden, das wahrend des intrazelluléren Transportes
umfangreich weiter modifiziert wird. Glykosylierungen spielen eine grof3e Rolle bel der
Faltung, Sekretion und Sortierung von Proteinen. Beim Prostaglandin-Rezeptor EPsb wurde
gezeigt, dass eine fehlende N-Glykosylierung die Proteinfaltung nicht beeinflusste, aber keine
effektive Lokalisation des Rezeptors in der Membran mehr stattfand (Boer et a., 2000). 1999
zeigten Hayes et al. am humanen und murinen 1P-Rezeptor, dass durch ein CSLC-Motiv der
C-Terminus der Rezeptoren durch einen Lipidrest modifiziert wird. Im Falle von IP-R handelt
es sich dabel um ene Isoprenylierung mit einem 15C-Farnesylrest, der bed mIP-R an das
Cystein 414 (analog Cystein 383 bel hIP-R) kovalent gebunden wird (Abb. 3). Die hydrophobe
Modifikation garantiert die Membranlokalisation des Rezeptors und ist an Protein-Protein-
Wechselwirkungen beteiligt (Zhang und Casey, 1996). Fir den IP-R wiesen Hayes et al. (1999)
nach, dass die Isoprenylierung wichtig ist fur die Signaltransduktion durch den Rezeptor. Bisher
ist IP-R der einzige GPCR, fir den eine Isoprenylierung gezeigt wurde. Ofter beschrieben sind
Palmitylierungen als Lipidmodifikationen an Cysteinen im GTerminus von GPCRs, wie z.B.
beim Endothelin A-Rezeptor und beim b,-adrenergen Rezeptor. Die Palmitylierung bewirkt bel
beiden Rezeptoren u.a. die effektive Kopplung an das G-Protein (O'Dowd et a., 1989;
Horstmeyer et al., 1996).

Durch die Kongtruktion von chiméren IP/ DP-Rezeptoren wurden Doménen von hiP-R
identifiziert, die fur die Ligandenbindung und -erkennung notwendig sind. Demnach liegt die
Erkennungsdomaéne fur den Liganden im Bereich der 6. und 7. transmembrandren Region des
Rezeptors, die Bindedomane in der Region der 1. und 2. extrazellul&ren Schleife. Weiterhin ist
die Seitenkettenstruktur des Liganden wichtig fur seine Erkennung und effektive Bindung am IP-
Rezeptor (Kobayashi et a., 1997). Kedzie et al. (1998) beschreiben fir die transmembranéren
Doméanen eine vergleichsweise hohe Homologie von 60 % zwischen dem hEP,- und dem
hiP-Rezeptor. Interessanterweise fuhrte ein einziger Aminosaureaustausch beim EP,-Rezeptor
in einem konservierten Tell der 7. Transmembrandoméne zu einer 100-fach hdheren Selektivitét
fur den IP-R-Agonisten lloprost. Auch diese Autoren kommen zu dem Schluss, dass die
7. Transmembrandomane an der Ligandenerkennung tber spezifische Seitenketten beteiligt ist.
Eine Expression des Prostacyclin-Rezeptors wurde durch Northern Analyse in den meisten
Geweben nachgewiesen (Abb. 4). Dabel wird der Rezeptor am stérksten in der Aorta
exprimiert, geringere Expression ist in Niere und Lunge zu finden. Innerhalb des Herzens ist der
Rezeptor im Atrium und Ventrikel exprimiert (Boie et a., 1994; Nakagawaet a., 1994).



1. Einleitung

Skelett-
muskel

Pankreas Niere Leber Lunge Placenta Gehirn Herz

Abbildung 4
Northern Blot Analyse zur Expression des Prostacyclin-Rezeptors im menschlichen Gewebe
(Boie et al., J Biol Chem 269: 12173-12178, 1994)

Eine Besonderheit in der Expression von IP-R findet sich im Zentralnervensystem. Im Gehirn
von Mensch und Maus konnte kein I1P-R nachgewiesen werden (Boie et a., 1994; Namba et al.,
1994), exprimiert wird der Rezeptor aber im Gehirn von Ratte und Schwein (Takechi et al.,
1996; Parkinson et al., 2000). Im Ratten-Modell wurde dabei erstmals die mogliche Existenz
einer zweiter 1soform von IP-R, IP-R, genannt, beschrieben. Diese Rezeptor-1soform zeichnet
sich durch eine geringe Bindeaffinitét zum PGIl,-Analogon lloprost aus, aber einer hoheren
Affinitdt zu dem ansonsten schwéacher bindenden Analogon Isocabacyclin. Zusétzlich ist diese
Besonderheit in der Bindesffinitdt auch auf bestimmte Bereiche des Gehirns beschrénkt,
namlich auf Thalamus und Grofhirnrinde. In Rickenmark und Medulla binden beide Analoga
mit vergleichbarer Affinitét. Die Autoren vermuten eine Funktion von IP-R, in der Regulation
der neuronalen Aktivitét (Takechi et al., 1996).

Um die Funktion von IP-R besser untersuchen zu kénnen, wurde in der Arbeitsgruppe von
Narumiya 1997 eine knockout-Maus geziichtet, die einen Defekt im Prostacyclin-Rezeptor-Gen
aufwies. Die Maus ist lebensfahig, phanotypisch ist aber eine hohere Anfdligkeit fir
Thrombosen zu beobachten und eine Reduktion der Schmerz- und Entziindungsreaktionen
(Murata et al., 1997).



1. Einleitung

1.2.1 Sgnaltransduktion durch IP-R
Die =zdlularen Effekte des Prostacyclin-Rezeptors werden Uber unterschiedliche
Signaltransduktionswege vermittelt, die im nachfolgenden naher erlautert werden (Abb. 5).

, Transkription

‘ Proteinsynthese
/’/\

o, Substrat-@
® \ CREB -

Abbildung 5

Signaltransduktion Uber den Prostacyclin-Rezeptor

O Kopplungvon IP-R an ein stimulatorisches G-Protein (Gg)

Bei Aktivierung durch seinen Agonisten koppelt der Prostacyclin-Rezeptor an ein trimeres
Guanin-tri-Phosphat  (GTP)-bindendes Protein (G-Protein), das aus einer a-, b- und
gUntereinheit besteht. Im Falle von IP-R im vaskuldren System handelt es sich um ein
stimulatorisches G-Protein (Gg), dessen a-Untereinheit an die Adenylatzyklase (AC) bindet und
se aktiviert. Die Adenylatzyklase setzt Adenosintriphosphat (ATP) zum sekundéren Botenstoff
cyclo-Adenosinmonophosphat  (CAMP) um. Diese Erhthung der intrazelluléren cAMP-
Konzentration fuhrt zur Aktivierung der cAMP-abhangigen Serin- / Threonin-Proteinkinase A

(PKA) (Abb.5). Die aktivierte PKA phosphoryliert verschiedene Proteine, wie z.B.
7



1. Einleitung

Membranproteine (Rezeptoren, Kaliumkandle) oder Genexpressionsfaktoren wie das CREB-
Protein (CAMP-response Element-bindendes Protein). Das so aktivierte CREB Protein bindet
an das im Promotorbereich verschiedener Gene lokaisierte CRE-Element und kann deren
Aktivitdée erhthen. Dazu gehtrt z.B. das Gen c-Fos, welches eine Untereinheit des
Transkriptionsfaktors AP-1 kodiert (Lee, 1991).

Weiterhin ist die aktive PKA in der Lage, das durch Wachstumsfaktoren aktivierbare Raf-1
Protein zu hemmen, eine zytosolische Serin- / Threonin-Kinase. Raf-1 wird aktiviert durch das
monomere G-Protein Ras und ist Komponente einer Kaskade aus drei durch Phosphorylierung
aktivierbaren MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen, MAPK), die der
intrazelluldren Signaltbertragung dienen. Raf-1 als MAPKKK (MAPK-Kinase-Kinase)
phosphoryliert die MAPKKs (MAPK-Kinase) MKK 1/ MKK 2, die nachfolgend die MAPKs
ERK 1/ ERK 2 phosphorylieren. Am Ende der MAPK-Kaskade steht die Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren, deren Aufgabe in der Aktivierung bzw. Deaktivierung bestimmter Gene
liegt (Cook und McCormick, 1993). Die Hemmung der durch Wachstumsfaktoren wie PDGF
aktivierten Raf-1-Signalkaskade ist die Grundlage fur die antiproliferative und antimitogene
Wirkung von Prostacyclin via PKA-Aktivierung in der glatten Gefal3muskulatur (Weber et d.,
1998; Bornfeldt und Krebs, 1999).

® Einflussvon IP-R auf Kalium (K*)-Kanéle

Die gefalrelaxierende Wirkung von Prostacyclin beruht auf der |P-R-vermittelten Offnung von
K*-Kanaden in der Zellmembran (Siegel et al., 1991). Dies fiihrt zu eéinem K*-Ausstrom aus der
Zelle. De Velust von postiv geladenen lonen fihrt zu ener Zunahme des
Membranruhepotentials (Hyperpolarisation) und as Folge davon zu einem verminderten
Einstrom von Kalzium (Ca®*)-lonen durch spannungsregulierte Ca?*-Kandle. Die verminderte
intrazellulare Ca®*-Konzentration fiihrt zur Relaxation der glatten Gefaimuskulatur (Faraci und
Heistad, 1998). Auch dieser Effekt wird durch das nach der Stimulation von IP-R von der AC
gebildete CAMP vermittelt, vermutlich via PKA (Siegel et al., 1992; Kapura und Fein, 1997)
(Abb. 5).

© Kopplungvon IP-R an G
In enigen nicht vaskularen Zdllinien wurde auch ene Erh6hung der intrazelluléren

Ca’*-Konzentration nach Aktivierung des Prostacyclin-Rezeptors beschrieben. Daher ist auch

8



1. Einleitung

eine Kopplung an ein weiteres trimeres G-Protein (G;) zu vermuten (Okaet a, 1993; Schwaner
et a., 1992). Durch die a-Untereinheit von G wird die beta-lsoform der Phospholipase C
(PLCy) aktiviert (Abb. 5). Diese spaltet Phosphatidylinositol-bis-Phosphat (PIP,) in Inositol-
tri-Phosphat (InsPs) und Diacylglycerol (DAG). InsP; diffundiert ins Zytosol und bindet an
InsPs-abhéngige Ca*-Kandle der ER-Membran, was eine Ca?*-Ausschiittung bewirkt. DAG
aktiviert die PKC, was zum Anstieg der Transkription spezifischer Gene durch
Phosphorylierung  verschiedener  Zielproteine  fihrt. Im Thymus wurde eine
konzentrations-abhangige Stimulation des PLC-Weges bei hohen Prostacyclin-Konzentrationen
gezeigt (Namba et al., 1994). Ein solcher Mechanismus wirde auch die Beobachtung
vasokonstriktorischen Effekte hoherer Prostacyclin-Konzentrationen erklaren (Schror und
Verheggen, 1988).

Bel der von Takechi et a. (1996) im ZNS der Ratte beschriebenen Rezeptor-lsoform IP-R,
konnte keine der vorher beschriebenen G-Protein-Kopplungen gezeigt werden. Sie vermuten
einen weiteren Signaltransduktionsweg, dessen Effektoren weder durch eine Adenylatzyklase-

Stimulation, noch durch Ca?*-Mobilisierung wirken.
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1.3 Rezeptorregulation

Die Signaltransduktion Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) wird durch
unterschiedliche Mechanismen kontrolliert (Ubersichtsartikel: Krupnick und Benovic, 1998;
Binemann et a., 1999). Genauso wichtig wie die Aktivierung eines Signalweges ist dabel auch
seine Inaktivierung (Desensibilisierung), die durch mehrere Ereignisse mit unterschiedlichen
zeitlichen Ablaufen vonstatten geht (Abb. 6).

Kurzzeit-

Sre ) schnel
homolog:
Agonisten-abhangig
Langzeit- |
Desensibilisierung) ~ '2"95am
heterolog:
Agonisten-unabhangig \
Rezeptor ,Down*-\
Regulierung / langsam

Abbildung 6
Maglichkeiten der Rezeptor-Desensibilisierung

Die Dissoziation des Agonisten vom Rezeptor ist der zeitlich schnellste Vorgang, der zur
Signalabschaltung fuhrt. Langerfristig spielen intrazellulére Vorgénge eine grof3ere Rolle. Die
verminderte Signaltransduktion des Rezeptors in Gegenwart seines Agonisten wird als
homologe Desensibiliserung bezeichnet. Diese kann in Sekunden bis Minuten nach
Agonistenzugabe eintreten (Kurzzeitdesensibilisierung). Alternativ kénnen einige Rezeptoren
heterolog desensibilisert werden. Letzteres geschient Agonisten-unabhdngig am nicht-
aktivierten Rezeptor. In beiden Félen wird der Rezeptor phosphoryliert und dadurch eine
Interaktion zwischen Rezeptor und G-Protein verhindert. Bei der homologen Desensibilisierung
wird so die Signalweiterleitung unterbrochen, bel der heterologen kommt sie erst gar nicht
zustande. Die Langzeitdesensibiliserung zeigt einen langsameren Zeitverlauf (Minuten bis

Stunden nach Agonistenstimulation). Hier wird das Signa fur langere Zeit durch
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Internalisierung des Rezeptors in das Zellinnere unterbrochen. Die Langzeitdesensibilisierung
kann ein Recycling oder die ,Down“-Regulierung des Rezeptors beinhaten. Die ,, Down®-
Regulierung ist der langsamste Desensibilisierungsmechanismus und fihrt zur Degradation des
Rezeptorproteins im Lysosom oder auch Proteasom. Eine erneute Agonisten-vermittelte

Signalinitiation benttigt die Neusynthese des Rezeptors.

GPCRs werden nach physiologischen und pharmakologischen Stimuli desensibilisiert. Dazu
gehdren im kardiovaskuléren System die Endothelin-Rezeptoren (ET, und ETg), die Opioid-
Rezeptoren (dOR, mOR und kOR), der Bradykinin B2-Rezeptor (B2-BKR), die muskarinergen
Acetylcholin-Rezeptoren (m1, m2, m3 und m4 AChR) und die a- bzw. b-Adrenozeptoren. Am
besten untersucht ist der Desensibilisierungsmechanismus des b,-adrenergen Rezeptors (b,AR),
der als Modéll fur viele GPCRs dient (Lohse et al., 1990; Lefkowitz et a., 1998).

Abbildung 7 stellt den im folgenden beschriebenen Ablauf der Rezeptor-Desensibilisierung am
Modell des b,AR schematisch dar: Betelligt an der Desensibilisierung des aktivierten b,AR
sind GProtein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKS), die zur Familie der Serin-/ Threonin-
Proteinkinasen gehoren (Inglese et al., 1993; Lefkowitz, 1993). Durch die Dissoziation des
G-Proteins trandozieren die GRKs u.a. mit Hilfe der bgUntereinheit zum C-Terminus des
Rezeptors und phosphorylieren ihn dort. Auch second messenger Kinasen wie PKA und PKC
koénnen die Rezeptoren phosphorylieren. Als Folge der Phosphorylierung wird der Rezeptor
vom GProtein entkoppelt. Die anschlief3end bindenden Arrestinproteine verhindern weitere
Wechsalwirkungen zwischen Rezeptor und G-Protein (Ferguson et al., 1996). Zugleich leiten
sie die Endozytose des Rezeptors und damit seine Internalisierung von der Zelloberflachein die
Zelle ein. Arrestin dient zusétzlich als Adapterprotein, an das das zytosolische Clathrin bindet
und sich zu trihdikaen Strukturen zusammenlagert (Krupnick et al., 1998; Marsh und
McMahon, 1999). Die so gebildeten Clathrin-Vesikel transportieren den Rezeptor in die Zelle.
Unterstitzt wird dieser Vorgang von einer GTPase der Dynamin-Familie (Zhang et al., 1996).
In der Zelle kénnen zwel unterschiedliche Wege beschritten werden. In den Endosomen
durchléuft der Rezeptor durch den sauren pH-Wert der Umgebung eine Konformationsdnderung.
Dies fuhrt zur Dephosphorylierung des Rezeptors durch Phosphatasen und anschlief?end zum
Recycling des Rezeptors an die Zelloberflache. Alternativ kann der internalisierte Rezeptor in
den Lysosomen degradiert werden, was zu einer Herunterregulation der Rezeptorzahl fihrt.
Hier kann nur durch eine Neusynthese die Zahl der aktivierbaren Rezeptoren wieder erhdht
werden (Ko6nig und Edwardson, 1997).
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Abbildung 7

Modell der Desensibilisierung und Regulation von G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(nach Buinemann et al., Annu. Rev. Physiol. 61:169-192, 1999)

Fur viele Rezeptoren sind inzwischen mehrere Mdglichkeiten beschrieben, die zu ihrer
Desengibilisierung fuhren. Neben dem ,klassischen® Desensibilisierungsmodell, dem bAR,
ETa und ETg und auch dOR und kOR folgen kénnen und an dem Dynamin, Arrestin und Clathrin
beteiligt sind, werden zur Zeit noch zwei weitere Varianten des Desensibilisierungvorganges
beschrieben:

Die ml, m3 und m4 AChR interndisieren dynaminabhangig, aber weder Arrestin as
Adapterprotein noch Clathrin (bei m3 und m4) als Vesikelprotein sind beteiligt. Bisher ist noch
kein Protein beschrieben, das die Funktion des Arrestins Ubernehmen konnte. An Stelle des
Clathrins kénnen endozytotische Vesikel auch mit Hilfe von Caveolin gebildet werden, einem
integralen Membranprotein (Okamoto et a., 1998). Caveolin bildet durch Oligomerisierung
sogenannte Caveolae, in denen verschiedene Rezeptoren, aber auch ihre Effektormolekile
nachgewiesen werden konnten (Shaul et a., 1998). Dazu gehdren B2-BKR, ET, und m2 AChR.

Der Angiotensin Il Typ 1A-Rezeptor (AT14R) und der m2 AChR, fur dessen Desensibilisierung
aternativ auch der , klassische® Weg beschrieben ist, werden durch den dritten, am wenigsten
erforschten Weg internalisert. Hier lauft die Rezeptorinternaliserung unabhéngig von
Dynamin, Arrestin und Clathrin ab, wobel bisher aber keines der daran beteiligten Proteine
identifiziert werden konnten.
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Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht verschiedener Rezeptoren und die Beteiligung von
Arrestin, Clathrin, Dynamin und Caveolin an deren Endozytose. Hier wird deutlich, dass ein
Rezeptor zur Desensbiliserung verschiedene Wege beschreiten kann. Wie diese

unterschiedlichen Wege gesteuert werden ist bisher nicht bekannt.

Rezeptor | Adaptorprotein | Vesikelprotein GTPase Referenz
AT AR Dynamin Werbonat et al., 2000
ATsR | Arrestin-unabh. Dynamin-unabh. Zhang et ., 1996
b,AR Arrestin Clathrin Dynamin Ferguson et a., 1998
B2-BKR Caveolin De Weerd und

Leeb-Lundberg, 1997

ETa ETg Arrestin Clathrin Dynamin Bremneset al., 2000
ETa Caveolin Chun et d., 1994
m1, m3, Arrestin-unabh. m1: Clathrin Dynamin Santini et a., 2000:;

m4 AChR Leeetal., 1998
a) Arrestin a) Clathrin a) Dynamin Gurevich et a., 1993;
m2 AChR b) Arrestin- b) Clathrin- b) Dynamin- Pals-Rylaarsdam,
unabh. unabh. unabh. 1997; Werbonat et al.,
2000
m2 AChR Caveolin Feron et d., 1997
dOR Arrestin Clathrin Kovoor €t al., 1999;
Hashi et al., 2000
kOR Arrestin Clathrin Dynamin Lietal., 1999
mOR Arrestin Clathrin Dynamin Koch et a., 1998;

Zhang et al., 1998

TXALRp Arrestin Clathrin Dynamin Parent et al., 1999

Bei Prostaglandin-Rezeptoren wurde die Desensibiliserung der Gg-gekoppelten EP»- und

EP,-Rezeptoren untersucht. Dabei zeigt der EP,-Rezeptor keine Agonist-induzierte Kurzzeit-
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Desensibilisierung (Nishigaki et a., 1996; Hibbs et al., 1999). Fir den EP,-Rezeptor dagegen
ist eine schnelle Desensibilisierungskinetik beschrieben (Nishigaki et al., 1996; Neuschafer-
Rube et al., 1999). Weitere Untersuchungen gibt es zum Thromboxan-Rezeptor, von dem zwel
Isoformen, alpha (TXA,R,) und beta (TXA.Ry), existieren (Raychowdhury et a., 1994). Beide
| soformen werden nach Stimulation des Rezeptors phosphoryliert und desensibilisiert, wobel
eine Internalisierung nur fir die beta-lsoform gezeigt werden konnte, die dem ,,klassischen*
Modell folgt (Habib et al., 1997). Die Desensbilisierung des |P-Rezeptors wird von der
Gruppe um FitzGerald untersucht. Dort zeigte man in stabil 1P-R exprimierenden HEK 293-
Zellen eine schnelle Kurzzeit-Desensibilisierung des Rezeptors (Smyth et a., 1996).

1.4 Medizinischer Hintergrund
Krankheiten wie die Atherosklerose (Schror, 1997), Fieber (Milton und Wendtland, 1970) oder
entzindliche Prozesse (Davies et a., 1984) beinhaten u.a Storungen im Prostaglandin-
Stoffwechsel. Daher ist zur Behandlung solcher Krankheiten eine gezielte Beeinflussung der
Prostaglandinwirkungen durch exogene Gabe oder Hemmung der Biosynthese von grofem
Interesse. Frith erkannte man auch das therapeutische Potential von Prostacyclin (Moncada und
Vane, 1981). Zu den Erkrankungen, die in der heutigen Zeit, alerdings mit unterschiedlichem
Erfolg, mit Prostacyclin therapiert werden gehéren:

die Hemmung der Metastasenbildung bei soliden Tumoren.

die Behandlung von Gefdl¥restenosen

die Behandlung der pulmonalen Hypertonie (PH)

1.4.1 Prostacyclin und seine klinischen Anwendungen

1411  Applikation bl Tumoren

Schirner et a. untersuchten im Ratten-Modell die Auswirkung von Cicaprost auf die
Metastasenbildung beim Mammakarzinom (Schirner et. a, 1997, 1998). Dabei wurde eine
dosisabhangige Reduktion der Bildung von Lungenmetastasen nachgewiesen. Eine Reduktion
konnte nur bel solchen Tieren nachgewiesen werden, die die applizierte Tagesdosis an
Cicaprost nicht kontinuierlich, sondern as eine einmalige Gabe erhaten hatten. Die Autoren
stellten dabei einen Zusammenhang zwischen anti-metastasischer Wirkung und der Anzahl
funktioneller Rezeptoren her, die durch den kontinuierlichen Einsatz von Cicaprost vermindert

sain konnte.
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1412 Behandlungvon Gefaldrestenosen
Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine Erkrankung der grof3en Arterien, bei der die
innerste Schicht (Intima) der Gefél3wand veréndert ist. Dieser Umbau der Gefél3wandstruktur
fihrt zum Eladtizitétsverlust und zur Einengung des Lumens (Stenose) und damit zur
Minderdurchblutung des nachgeschalteten Organs. Zur Beseitigung von Gefal3stenosen wird das
Verfahren der Angioplastie angewandt. Durch Ballondilatation im Bereich der Stenose wird
das Gefalvolumen erweitert. Dadurch kommt es zu einer Uberdehnung der GefaRwand, deren
Verletzung zu einem erneuten Umbau und zur Neointimabildung fihren kann. Fir die
Pathophysiologie der Restenosen ist die glatte Gefél3muskulatur von besonderer Bedeutung
(Raines und Ross, 1993). Die Muskelzellen migrieren unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren in das Gefdlumen und proliferieren dort. Die dabel gebildeten
Matrixproteine fuhren zur Gef&3verengung und beglinstigen so die Anlagerung von
Thrombozyten und anderen zelluldren und azelluléaren Bestandteilen des Blutes (Ross, 1999).
Dieser Mechanismus fuhrt zur Entwicklung einer Restenose. Als endogener Schutzmechanismus
wird die Induktion der COX-2 in stenosierten Gefél3en angesehen. Die gesteigerte Bildung von
PGl, und PGE, in glatten Gefadmuskelzellen und die nachfolgende Aktivierung von
Prostaglandin-Rezeptoren (IP-R und EP,-R) fuhrt zur Erhdhung des intrazelluldren cAMP-
Spiegels und Aktivierung cCAMP / PKA-vermittelter Signaltransduktionswege (Rimarachin et
al., 1994, Belton et a., 2000). Dadurch kann die Wirkung von Wachstumsfaktoren wie PDGF
vermindert werden und damit die Migration und Proliferation der glatten Gefal3muskelzellen
(Bornfeldt und Krebs, 1999). Zusétzlich wird die Thrombozytenaggregation inhibiert. Im Fall
einer Restenose scheint diese antimitogene Wirkung der Prostaglandine aber nicht ausreichend
zu sain. Es stellt sich daher die Frage, ob durch eine therapeutische Gabe von Prostaglandinen
nach Angioplastie diese Wirkung verstérkt werden kann. Am Kaninchenmodell fihrte die
Behandlung mit dem Prostacyclin-Mimetikum Beraprost vier Wochen nach der Angioplastie zu
einem signifikant grofieren Gefalidurchmesser im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
(Isogayaet al., 1995). Ahnliche Befunde zeigten auch zwei mit Cicaprost durchgefiihrte Studien
an Kaninchen (Braun et a., 1993) und Schweinen (Banning et a., 1997). Eine Beschichtung
koronarer Stents, die kontinuierlich lloprost freisetzen, verminderte ebenfalls signifikant die
Neointimabildung im Schweine- und Schaf-Modell (Alt et a., 2000). In klinischen Studien
konnten diese experimentellen Daten allerdings nur tellweise bestétigt werden. Zwei
randomisierte Doppelblindstudien an Patienten konnten nach einer Angioplastie fir das
Prostacyclin-Mimetikum Ciprosten eine Reduktion der Restenoserate nachweisen (Darius et a,
1992; Raizner et a., 1993). Andererseits ergaben zwel weitere Studien mit intravendser Zufuhr
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von Prostacyclin keine signifikante Reduktion der Restenoserate (Knudtson et a., 1990;
Gershlick et al., 1994).

Aus den angefuhrten Untersuchungen ergibt sich die Frage nach den Ursachen, die zu diesen
unterschiedlichen Befunden fuhren. Arbeiten aus unserer Gruppe weisen darauf hin, dass eine
kontinuierliche Aktivierung des Prostacyclin-Rezeptors durch Agonisten zur Desensibilisierung
fuhrt. Schon 1986 wurde in einer Patientenstudie gezeigt, dass |loprost dosisabhangig die ADP-
induzierte Blutplédttchenaggregation hemmt, diese Funktionshemmung aber nach einer
Infusionszeit von Iloprost von bis zu 4 h um ca. 50 % vermindert wurde (Darius et al., 1986). In
einer von Schréder und Schrér 1993 verdffentlichten Untersuchung wurde gezeigt, dass eine
kontinuierliche endogene PGl -Freisetzung in Endothelzellen der Schweineaorta zu ener
verminderten Stimulation der Adenylatzyklase auf Prostacyclin fihrt. In einer anderen Arbeit
wurde an bovinen glatten Gefal3muskel zellen nachgewiesen, dass die antimitogene Wirkung von
lloprost nach Vorbehandiung der Zellen mit dem Prostacyclin-Mimetikum aufgehoben wurde
(Zucker et al., 1998). Beide Befunde weisen auf eine Bedeutung der 1P-R-Regulation beziiglich

der verminderten zellul&ren Wirkungen von Prostacyclin hin.

1413 Behandlung der pulmonalen Hypertonie (PH)

Eine weltere Anwendung finden Prostacyclin und seine Mimetika bei der Therapie der
pulmonalen Hypertonie. Dabei handelt es sich um eine |ebensbedrohende Krankheit, bel der
Herz und Lunge betroffen sind. Die pulmonae Zirkulation hat die Aufgabe, das Blut mit
Sauerstoff zu versorgen und den pH-Wert Uber die Kohlendioxid-Abatmung aufrechtzuerhalten.
Durch eine Verengung der pulmonalen Blutgefdle fliefd nur unter sehr hohem Druck
ausreichend viel Blut. Die rechte Herzkammer kann diesen Druck nur begrenzt erzeugen. Die
daraus resultierende Durchblutungsstorung der Lunge fuhrt zu einer verschlechterten
Sauerstoffaufnahme und zu einer zunehmenden Uberlastung der rechten Herzkammer. Patienten
mit dieser Erkrankung sind chronisch kurzatmig und korperlich wenig belastbar. Haufigste
Todesursache ist das chronische Rechtsherzversagen. Die seltenere primére pulmonale
Hypertonie (PPH) ist erblich bedingt und tritt am haufigsten bel Frauen im frihen oder mittleren
L ebensalter auf, ohne dass man die genaue Ursache kennt. Die PPH zeigt oft einen dramatischen
Krankheitsverlauf mit einer mittleren Uberlebenszeit von nur 2-3 Jahren. Die sekundére
pulmonale Hypertonie (SPH) zeigt einen schleichenden Verlauf und ist die Folge anderer
Herz- / Lungenerkrankungen. Sie tritt haufiger auf und betrifft M&nner und Frauen
gleichermal3en. Die schlechte Prognose einer einmal entstandenen PH ist mit den schon

frihzeitig auftretenden chronischen Umbauvorgdngen in der Gefal3wand (vaskuléres
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Remodelling) zu erkléren. Das Remodelling zeigt sich u.a. in der Vergrof3erung der kontraktilen
Elemente der Gefél3e und einer verstérkten Fibrose durch Fibroblastenwachstum und -migration
in der aulBersten Geféldschicht (Adventitia) (Olschewski et al., 1999; Archer und Rich, 2000).
Auch nach Beseitigung der Ursachen, z.B. durch eine Herztransplantation, ist das Remodelling
kaum ruckbildungsfahig. Vasokonstriktion und Remodelling bieten die Ansatzpunkte fir eine
Therapie der PH mit PGI,. Der relaxierende Effekt von PGI, wirkt dabei der pathologischen
Verengung der Lungengefdie entgegen und fihrt zu einer Senkung des Blutdruckes im
Pulmonakreidauf. Weiterhin kann PGI, durch antiproliferative Wirkungen den strukturellen
Umbau und durch antithrombotische Wirkungen den Verschluss der Lungengefél3e verhindern.
Zu Beginn des therapeutischen Einsatzes von PGl,-Mimetika bel PH in der Klinik erfolgte eine
intravenodse Verabreichung, die zur Verbesserung des Grundzustandes fihrte (Higenbottam et
al., 1984; Scott et al., 1990; Barst et a., 1994). Die Therapie mit PGI, ist aber nicht
unproblematisch und auch mit sehr hohen Kosten verbunden. PGl, muss durch die kurze
Halbwertszeit als Dauerinfusion appliziert werden, was Sterilitdtsprobleme bereitet und
technisch schwierig ist. Zudem wirkt PGI, nicht selektiv auf die Lungengefél3e und kann auch zu
einem arteriellen Blutdruckabfall, z.B. in Armen und Beinen, fihren. Dadurch wirde die rechte
Herzkammer aber nicht ent-, sondern belastet. Der kritischste Punkt der Dauerinfusion ist die
erforderliche  kontinuierliche Dosiserhthung, die zu ener Vervidfachung des
Medikamentenbedarfs fuhrt (Barst et a., 1994). Nach einem Jahr ist die Infusionsdosis von
PGI, in der Regel von 2ng/ kg/ min auf 20 bis 40 ng/ kg/ min erhoht (Grimminger et al.,
1999). Moglicherweise liegt auch dieser Toleranzentwicklung gegeniber PGl, eine
Desensibiliserung des Prostacyclin-Rezeptor zugrunde. Um lokal eine selektivere
Wirkungstoffkonzentration in den pulmonalen Gefél3en zu erzielen, wurde mit gutem Erfolg die
inhalative Applikation von PGl erprobt (Walmrath et a., 1993; Olschewski et al., 1996). Auch
neue klinische Studien bestétigen, dass durch die Inhalation von lloprost die Herzleistung
verbessert und damit der Druck im Gefal3system der Lunge gesenkt werden kann (Olschewski et
al., 1998, 1999; Hoper et a., 2000) und dies mit vergleichsweise geringeren Nebenwirkungen
(Ewert et al., 2000). Ein weiterer Vortell ist, dass bei der inhalativen Anwendung von PGI,, im
Gegensatz zur intravendsen, in der Regel keine nennenswerte Steigerung der Anfangsdosis
beobachtet werden konnte. Auch im pulmonalen Gewebe gilt das Interesse dem
Desengibilisierungsverhaten von IP-R, um die inhalative PGIl,-Therapie weiter zu verbessern

und moglichen Toleranzentwicklungen, z.B. durch Inhalationspausen, vorzubeugen.
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1.4.2 Zusammenfassung

Zusammenfassend ermdglichen Prostacyclin-Mimetika die Therapie verschiedener vaskulérer
Erkrankungen, zum einen durch die gefa¥relaxierende Wirkung und zum anderen durch die
Hemmung einer unkontrollierten Proliferation und Migration glatter Gefél3muskelzellen. Es
stellt sich aber die Frage, warum in einigen Falen die endogen im Endothel gebildeten
Prostaglandine, im besonderen Prostacyclin, nicht antimitogen und vasodilatierend wirken.
Hinzu kommt, dass es durch die systemische Gabe von Prostacyclin-Mimetika zu erheblichen
Nebenwirkungen in verschiedenen Organsystemen kommen kann. Im zentralen Nervensystem
beobachtet man z.B. Muidigket, Verwirrtheitszustande, aber auch Hyperaktivitét.
Nebenwirkungen auf das Herz-Kreidaufsystem beinhalten Blutdruckverénderungen in beide
Richtungen sowie Herzrhythmus-Storungen. Daher ist es fur die weitere effektive klinische
Anwendung von Prostaglandin-Mimetika oder auch -hemmstoffen von Interesse, die
Regulationsmechanismen und Signaltransduktionswege der in der Gefd3wand lokalisierten
Prostaglandin-Rezeptoren aufzukl&ren und maoglichen Toleranzentwicklungen vorzubeugen.
Allerdings stellt sich auch die Frage, ob moglicherweise durch endogen synthetisierte
Prostaglandine bereits eine Desensibilisierung der Rezeptoren erreicht wird. In diesem Fall
wére es denkbar, dass der vorherige Einsatz von Inhibitoren der Prostaglandin-Synthese eine

Wirkungssteigerung der therapeutisch verabreichten Prostaglandine bewirken kdnnte.

1.5 Ziel der Arbeit
Wichtig fur die klinische Anwendung von Prostacyclin-Mimetika ist ihre Langzeitwirkung auf
die intrazellulére Signaltransduktion Uber den Prostacyclin-Rezeptor. Vorliegende Arbeiten
weisen auf eine Regulation des |P-Rezeptors hin. Folgende Punkte sind dabei von Interesse:
Es soll gekléart werden, welche Mechanismen der Desensibilisierung von hiP-R zugrunde
liegen und welche Komponenten daran beteiligt, bzw. nicht beteiligt sind. Dazu wird
zun&chst die Expresson des Rezeptors in verschiedenen Zellsystemen (humane
Hautfibroblasten und Transfektionssystem CHO-Zellen) untersucht und anschlief3end die
Desensibiliserungskinetik durch cAMP-Assays ermittelt. Die Internalisierung des humanen
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1. Einleitung

Rezeptors nach sener Stimulation soll mit Hilfe enes ,Green Fluorescence
Fusionsproteins® (GFP) verfolgt werden.

Es soll untersucht werden, ob und in welcher Welse die Signaltransduktion tber hIP-R nach
der Desensibilisierung wiederhergestel It wird.

Im letzten Tell der Arbeit soll in Zusammenarbeit mit der Abteilung fur Thoraxchirurgie der
Universitdée Gielen die Expression und Desensibiliserung von IP-R im humanen
pulmonalen Gewebe untersucht werden. Hier konnten sich neue Erkenntnisse fur die
inhalative Therapie der pulmonalen Hypertonie mit Iloprost ergeben. Diese Versuche
werden in humanen glatten Gefal3muskelzellen und Fibroblasten aus der Adventitia der

Pulmonalarterie durchgeftihrt, die nach L ungenoperationen gewonnen wurden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Puffer und Ldsungen

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden in bester verflgbarer Qualitdt und
Reinheitsgrad von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen) oder
Roth (Karlsruhe) bezogen.

Blot-Puffer: 1x HBSS:
1 x Laufpuffer ohne SDS 10 x HBSS mit:
20 % Methanal 1 mM CaCl,
5.5 mM Glukose
10 mM HEPESpH 7.8
1mg/ ml BSA
10 x HBSS. 4 x Laemmli-Puffer:
1.35 mM NaCl 250 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.0
50 mM KCI 8% SDS
4 mM Na,HPO, 40 % Glycerin
45 mM KH,PO, 20 % 2-Mercaptoethanol
8 MM MgSO, 0.001 % Bromphenolblau
40 mM NaHCO; 100 mM Dithicthreitol (DTT)
pH 7.0
10 x Laufpuffer: PBS:
250 mM Tris 137 mM NaCl
1.9 mM Glycin 2.7 mM KCl
8.3 mM Na,HPO,
pH 7.4
P1-Puffer: P2-Puffer:
50 mM Tris/ HCI 0.2 M NaOH
10 mM EDTA 1% SDS
100 pg/ ml RNAse A
pH 8.0
P3-Puffer: RIA-Puffer:
3 M KAc-Losung 50 mM Tris/ HCI
pH 5.5 4mM EDTA
pH 7.5
4 x Sammelgelpuffer: 10 x TAE-Puffer:
0.5mM Tris/ HCI 40 mM Tris
0.4 % SDS 20 mM Na-Acetat
pH 8.8 2mM EDTA
pH 7.8
10 x TBE-Puffer: 10x TBS:
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1 mM Tris 100 mM TrigHCI
83 mM Borsaure 1.5mM NaCl
10 mM EDTA pH 7.4
pH 7.4
TBST: TBSTM:
1 x TBS mit; 1 x TBS mit;
0.1 % Tween 20 0.1 % Tween 20
5 % Magermilchpulver
TE-Puffer: 4 x Trenngelpuffer:
10 mM Tris/ HCI 1.5mM Tris/ HCI
1mM EDTA 0.4 % SDS
pH 8.0 pH 8.8
2.2 Zdlkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zdlllinien verwendet:

Zdl-Linie Her kunft Kulturmedium

CHO Chinesische Hamsterovarialzellen H&am' s F12

COs1 SV40 transformierte Nierenzellen von | Dulbecco’s Modification of Eagle’s
Afrikanischen Griinen Affen Medium (DMEM) mit GlutaMAX |™
mit 4.5 mg/ml Glukose

NF29 humane Hautfibroblasten; Dr. Rdsen, DMEM
Dusseldorf

CRL1635 | humane Vorhautfibroblasten; American DMEM mit 4.5 mg/ml Glukose
Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA)

hpSMC humane pulmonale glatte Komplettmedium
Geféalimuskel zellen aus der
Lungenarterie; Dr. Rose, Giessen

hpAdv humane Fibroblasten aus der Komplettmedium
pulmonalen Adventitia; Dr. Rose,
Giessen

Den Medien fir CHO-, COSL- und Fibroblasten-Zellen wurde 100 U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml
Streptomycin und 10% Foetales Kélberserum (FCS) zugesetzt (alles Gibco BRL Life
Technologies, Karlsruhe). Die humanen pulmonaen Zelen erhielten ein Komplettmedium

(Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 mit SupplementMix; Promocell, Heidelberg). Die

21




2. Materia und Methoden

Kulturgefdl?e wurden von den Firmen Becton und Dickinson (Heidelberg) und Greiner
(Solingen) bezogen.

Die Zellen wurden bel 5 % CO, und 37 °C kultiviert. Die Passagierung der Zellen erfolgte dle
4-6 Tage durch Ablosen der Zelen mittels Trypsin/ EDTA (0.05% /0.5 mM) nach
einmaligem Waschen mit PBS. Die Zellen wurden subkonfluent passagiert.

Fur die Versuche mit Fibroblasten wurden Zellen der Passagen 7-15 (NF29), bzw. 12-17
(CRL1635) verwendet. Versuche mit pulmonden Zelen wurden in den Passagen 5-10
durchgefihrt.

2.3 Transfektionen

2.3.1 Stabile Expression von Genen mit der Polybren/ DM SO-Methode

Zur Erzeugung einer stabilen Zellinie, die den humanen Prostacyclin-Rezeptor exprimiert,
wurden CHO-Zellen mit dem Expressionsvektor pc3hlP transfiziert. Dazu wurden 100 pg
pc3hl P Uber Nacht mit Pvul bei 37 °C linearisiert.

CHO-Zédllen wurden auf Kulturplatten (@ 150 mm) 30-50 % konfluent angezogen. Das Medium
wurde abgesaugt und die Zellen mit einem Absorptionsmix aus 10 ml vorgewarmten
Vollmedium, 100 ug lineariserter DNA und 20 pl Polybren-Stammlosung (Hexadimethin
Bromid; Sigma-Aldrich (Deisenheim); Stamml6sung: 5 mg Polybren in 1 ml 1 x HBSS-Puffer
(ohne C&®* und M) l6sen, sterilfiltrieren und bei -20 °C aufbewahren) tber Nacht inkubiert,
um die Bindung der DNA an die Zeloberfldche zu ermdglichen (Aubin et al., 1991). Am
néchsten Tag wurde der Absorptionsmix abgesaugt und die Zelen fir 5min mit 5ml
Medium/ 15% DMSO (Dimethylsulfoxid) (v/v) zur Permesbilisierung der Zellwénde im
CO,-Brutschrank inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen Gber Nacht in
ihrem Kulturmedium regeneriert und am néchsten Tag im Verhdltnis 1:20 auf neue Kulturplatten
(@ 150 mm) passagiert. Zur Selektion der transfizierten Zellen wurde dem CHO-Medium das
Antibiotikum Geniticin-Sulfat (G418, Calbiochem, USA) in einer Konzentration von 250 pg/ml
Medium zugesetzt. Unter dem Einfluld von G418 starben nicht-trandfizierte Zellen ab.
Transfizierte Zellen hingegen Uberlebten und bildeten einzelne Klone, die isoliert und separat

kultiviert wurden.

2.3.2 Transente Expression von Genen
Um Gene transent in den verschiedenen Zdllinien zu exprimieren, wurde die entsprechende

DNA in den Transfektionsvektor pcDNAS3 kloniert. Die Zellen wurden 30-50 % konfluent in
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6-L ochplatten angezogen und die DNA mittels LipofectAMIN PLUS™ Reagenz (Gibco BRL
Life Technologies, Karlsruhe) nach Herstellerangaben in die Zellen transfiziert. Dabei wurden
1 ug DNA, 6 pl PLUS-Reagenz und 4 pl LipofectAMIN eingesetzt. Fir CAMP-Assays wurden
die Zellen einen Tag nach der Transfektion auf 24-Lochplatten gesét. 48-72h nach der

Transfektion wurden die Zellen fur die entsprechenden Versuche verwendet.

2.4 Praparation und Analyse von DNA

2.4.1 DNA-Vermehrungin Escherichia coli (E.coli)

24.11 Genotyp desverwendeten E.coli-Stammes
DH5aF  F/endAl hsdR17(rm*) supE44 lambda thi-1 recAl GibcoBRL Life
gyrA relAl (lacZY A-argF) uie (M80dlacZDM15)  Technologies, Karlsruhe

2412 Anzucht desE.coli-Bakterienstammes
Vollmedium (LB): 1% Trypton (Pepton 140; Difco, USA), 0.5 % Hefeextrakt (Difco, USA),
0.5 % NaCl

Fur die Herstellung von festem Nahrboden wurden 1.2 % Agar (GibcoBRL Life Technologies,
Karlsruhe) zugegeben. Um Bakterien, die ein Plasmid mit Antibiotikaresistenz enthalten, zu
selektionieren, wurde dem Medium nach dem Autoklavieren Ampicillin in einer Konzentration

von 50 pg/ml zugegeben.

Die Bakterien wurden bel 37 °C angezogen. Zur Lagerung wurden sie bel 4 °C langstens zwei
Monate aufbewahrt.

24.1.3 Transformationen von E.coli
Transformationen von E.coli wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode durchgefiihrt
(Hanahan, 1985).
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2414 |solierung von Plasmid-DNA ausE.coli
24.1.4.1 AlkalischeLyse (, Mini-Praparation*)

Die Prdparation wurde nach Birnboim und Doly (1979) durchgefiihrt, deren Methode nach
Vorschrift der Firma Qiagen (Hilden) modifiziert wurde. 1.5 ml einer Ubernachtkultur wurden
durch Zentrifugation geerntet und in 300 pl P1-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 300
P2-Puffer und kurzem Vortexen wurden 300 pl P3-Puffer zugefiigt. Die aufgeschlossenen Zellen
wurden 15 min bei 12.500 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand, der sowohl die DNA
als auch RNA enthdt, in ein neues Eppendorfgefd? tUberfuhrt. Anschlief3end erfolgte die
Falung der DNA durch Zugabe 2.5 Volumenteilen Ethanol (96 %). Das Pellet wurde in 50 pl
TE-Puffer aufgenommen.

24.1.4.2 Qiagen (, Midi-Pr&paration*)

Die Plasmid-DNA, diein grof3eren Mengen bendtigt wurde, wurde mit dem ,, Plasmid Midi Kit®

der Firma Qiagen (Hilden) isoliert. Dies wurde nach Anweisung des Herstellers durchgefuihrt.

24.2 Restriktion von DNA

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen der Firmen
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) und New England Biolabs (Frankfurt). Nach
Herstellerangaben wurden Puffer und Reaktionstemperatur gewahlt. Fur 1 pg Plasmid-DNA
wurden 1 U Enzym eingesetzt und die DNA fur eine Stunde bei entsprechender Temperatur

inkubiert.

2.4.3 Auftrennung von DNA in nativen Agarose-Gelen

Zur Anadyse von DNA-Fragmenten wurden diese in 0.8-1.5 %igen Agarose-Gelen (Sigma
Aldrich, Deisenhofen) aufgetrennt. Als Gelpuffer wurde 1x TAE-, bzw. TBE-Puffer
verwendet. Die Proben wurden vor Beladung des Gels mit 1/10 Volumen Blaumarker
(Bromphenolblau 0.25 %, Saccharose 40 %) versetzt. Als Langenstandard dienten eine
Basenpaar 100 Leiter oder eéin DNA-Molekular-Gewichtsmarker |l (beides Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim). Durch Zugabe von 0.5 pg/ml Ethidiumbromid zum Agarosegel
wurde die DNA nach der Auftrennung in TAE-, bzw. TBE-Puffer bei Bestrahlung mit UV-Licht

sichtbar gemacht.

244 |solierung und Reinigung von DNA-Fragmenten
Um bestimmte DNA-Fragmente zu isolieren, wurden diese in eéinem 1 %igen Agarosegel

aufgetrennt. Das gewiinschte Fragment wurde unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und
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das Agarosestiick mit der DNA in dreifachem Volumen 6 M Na-lodid-Losung bel 50 °C
geschmolzen. Nach Zugabe von 5 pl ,,Glasmilk®, einer DNA-bindenden Silikat-Matrix, erfolgte
eine Inkubation fur 5min bei 50°C. Der ,Glasmilk“ / DNA-Komplex wurde durch
Zentrifugation (30 s, 13.000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415 C) sedimentiert und anschlief3end
3 x mit je 1 ml kalter Wasch-Lésung (50 mM NaCl, 10 mM Tris/ HCI, 2.5 mM EDTA, 50 %
Ethanol (v/v), pH 7.5) gewaschen. Die DNA wurde dann mit 20 pl 1 x TE-Puffer durch eine
5-mindtige Inkubation bel 50 °C von der Matrix gelést und durch Zentrifugation (30s,
13.000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415 C) von dieser getrennt. Der Uberstand mit der DNA
wurde in en neues Eppendorfgefald Uberfihrt.

2.4.5 Ligation von DNA

Fur die Ligation wurden 0.1-0.2 ug linearisierte Vektor-DNA und Fragment in 3-5-fachem
molaren UberschuRR eingesetzt. Die Ligationsresktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von
20 pl mit 1 U T4 DNA-Polymerase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) 2-3 h bei

Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 16 °C.

2.4.6 Sequenzierungvon DNA

Alle Materialien und Geréte zur Sequenzierung von DNA wurden von der Firma Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen.

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mit dem , Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator
Sequencing Kit* nach Protokoll des Herstellers. Diese Methode beruht auf einer Modifikation
der Dideoxy-Methode nach Sanger et al. (1977). Als Primer wurden verwendet:

»PCDNASeq*: 5 CGA GGC TGA TCA GCG AGC TC 3" (anti-sense)

Sequenzgel: 8.8 ml Long-Ranger Acrylamid
29 g Harnstoff
12 ml 10 x TBE ad 60 ml Aqua dest.
550 ul APS (10 %)

55 pl TEMED
Elektrophoresebedingungen: 1500V, 55 mA, 25 W, 53 °C, Laufpuffer: 0.5 x TBE
System: ALF-Express DNA-Sequenzierer
Programm: ALF-Manager 3.01
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2.4.7 Verwendete Plasmide

Tabelle mit den in der Arbeit verwendeten Plasmide:

Plasmid Beschreibung Herkunft
pcDNA1 Vektor zur stabilen Expression von Genen in
Saugetierzellen _
Invitrogen Corp.
pcDNA3 Vektor zur stabilen Expression von Genen in (Groningen, NLL)
Saugetierzellen
pclhlP enthalt das humane Prostacyclin-Rezeptor-Gen im Boieet al., 1994
Vektor pcDNA1
pc3hl P enthdlt hIP-R-Gen im Vektor pcDNA3 A. Hasse
pc3hl Pmut wie pc3hlP, mit Mutation des Stop-Codonsin eine
EcoRV-Schnittstelle
pc3hIP-GFP | C-terminal GFP-gekoppeltes hIP-R-Gen im Vektor ) _
pcDNA3 diese Arbeit
pc3hlP-HIS | C-terminal mit 6 x Histidin-gekoppeltes hIP-R-Gen
im Vektor pcDNA3
pcHANIP2 enthalt N-terminal HA-gekoppeltes hIP-R-Gen im
Vektor pcDNA3
pc3badRez Umklonierung der cDNA von hb,AR aus J. Meyer-Kirchrath
pBCbeta2-AR in den Vektor pcDNA3
pBCbeta2-AR | enthdt cDNA von hb,AR im Vektor pBC
HA-b2AR wie pBCheta2-AR, Rezeptor ist N-terminal mit N.J. Freedman,
einem HA-Epitop fusioniert Duke Univ.,
Durham, NC, USA
GRK2 enthalt bovines GRK2-Gen
GRK5 enthalt bovines GRK5-Gen
b-Arrestin2-GFP | enthalt cDNA des hb-Arrestin2-Gens, C-terminal mit | M.G. Caron, Duke
GFP fusioniert Univ., Durham,
NC, USA
pc3GRK?2 Umklonierung von GRK 2 in Express onsvektor
pPcDNA3
A. Hasse
pc3GRK5 Umklonierung von GRKS5 in Expressionsvektor
pcDNA3
pPEGFP-C1 enthalt cDNA fur GFP zur C-terminalen Fusion an zu Clontech,
untersuchende Proteine Heidelberg
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2.4.8 Klonierung von Fusionsproteinen an den Prostacyclin-Rezeptor mit Hilfe der PCR

(Polymer ase-K ettenr eaktion)-Methode
Ausgangsplasmid aler Klonierungen von Fusionsproteinen an den Prostacyclin-Rezeptor war

das Plasmid pc3hiP.
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2481 PCR

Die PCR wurde mit Ready-To-Go™-PCR-Pillen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
durchgefihrt. Die PCR-Produkte wurden aus einem TAE-Gel isoliert (s. 2.4.4) oder Uber
Saulen nach Herstellerangaben aufgereinigt (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit,
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg). Die verwendeten Primer wurden von Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) oder von MWG-Biotech AG (Ebersberg) hergestellt.

PCR-Bedingungen: 5 min, 95 °C
1 min, 95°C
1.5min, 60 °C
1 min, 72°C
15 min, 72°C

35 Zyklen
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24.8.2 Klonierung eines 6 x-Histidin-gekoppélten IP-R (hIP-R-HIS)

Mit der PCR-Methode wurde der GTerminus des Prostacyclin-Rezeptors aus dem Plasmid
pc3hlP amplifiziert. Gleichzeitig wurde mit Hilfe des anti-sense-Primers an das PCR-Produkt
sechs Higtidin-Reste und eine Xbal-Schnittstelle gekoppelt. Das 600 bp grof3e PCR-Produkt
wurde Uber eine GFX™-Saule aufgereinigt und mit EcoNl und Xbal geschnitten. Das
entstehende 100 bp grofRe Fragment wurde aus einem Agarosegel isoliert und enthdlt eine
Teilsequenz des Rezeptor-C-Terminus mit sechs Histidinresten.

PCR-Ansatz:

Template: pc3hiP

Primer: ,EPhIPul“: 5 GCC TTC TCG CTG GCC TAC GC 3" (sense)

LhIPHiS': 5 CG CAG CGG ACG AGG GAG ACG GTA GTA GTA GTA
hiIP-R 6xHis

GTA GTA ACT AGATCTGGG 3 (anti-sense)
STOP Xbal

Das Plasmid pc3hlP wurde mit EcoNI und Xbal geschnitten und ein 6459 bp grof3es Fragment

aus einem Agarosegel isoliert. In einem Ligationsansatz wurde das PCR-Produkt in das Plasmid

einkloniert. Das neu entstandene Plasmid pc3hlP-HIS enthdt den Prostacyclin-Rezeptor mit
einem C-terminal fusionierten 6x-Histidin-Rest. Das Plasmid wurde durch Sequenzierung auf
seine Richtigkelt Gberprift.

2483 Klonierung eines Hamagglutinin (HA)-gekoppelten IP-R (HA-IP-R)

Das Plasmid pc3hlP wurde mit BamHI und partiell mit BStEIl geschnitten und ein 6626 bp
grof¥es Fragment aus einem Agarosegel isoliert. Mit Hilfe der PCR wurde ein 527 bp grof3es
Fragment amplifiziert und Uber eine GFX™-Saule aufgereinigt. Anschliefiend wurde das
PCR-Produkt mit BamHI und mit BstEIl geschnitten und in den isolierten Vektor ligiert. Das neu
entstandene Plasmid pcHAhIP2 enthdt den Prostacyclin-Rezeptor mit einer N-terminalen
HA-Kopplung. Das Plasmid wurde durch Sequenzierung auf seine Richtigkeit Gberprift
Template: pc3hiP

Primer: ,HAhIP2: 5 TTT TGG ATC CAT GTA CCC ATA CGA CGT CCC AGA CTA
BamHI  START HA

CGCTGC GGA TTCGTG CAG GAA CCT C 3 (sense)
hiP

LhIPd: 5 CGG AGG AAG CAC CAG CTG CC 3 (anti-sense)
hiP
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24.84 Klonierung eines, Green Fluorescence Protein”-gekoppelten | P-R (IP-R-GFP)
In einer ersten PCR-Reaktion wurde das STOP-Codon des Prostacyclin-Rezeptors im Plasmid
pc3hlP durch eine EcoORV-Schnittstelle ersetzt. Das 676 bp grof3e, aufgereinigte PCR-Produkt
wurden mit EcoNI und EcoRV geschnitten und das 181 bp-Restriktionsprodukt aus dem
Agarosegel isoliert. Das Plasmid pc3hlP wurde ebenfalls mit EcoNI und EcoRV geschnitten
und ein 6492 bp grofes Fragment isoliert. Das PCR-Produkt wurde in den geschnittenen pc3hiP
ligiert und der entstandene Vektor pc3hl Pmut benannt.

PCR-Ansatz 1:

Template: pc3hiP

Primer: ,0ligo3“: 5 AGCAGT ACT GCC CCG GCA GCT GGT GCT TCC T 3 (sense)

LhIP-GFP1“: 5 GT CAG CTT GAA GAT ATC GCAGAGGGAG 3 (anti-sense)
hiP EcoRV

In einer zweiten PCR-Reaktion wurde die Sequenz des enhanced (€) GFP-Proteins aus dem
Plasmid pEGFP-C1 amplifiziert. Durch die verwendeten Primer wurde an das 5-Ende des
PCR-Produkts eine ECORV-Schnittstelle gekoppelt, an das 3"-Ende eine Xhol-Schnittstelle. Das
705 bp grof¥e Produkt wurde mit den beiden Enzymen geschnitten und das 700 bp-Produkt tber
eine GFX ™-Saule aufgereinigt. Das aus PCR 1 klonierte Plasmid pc3hlPmut wurde mit ECORV
und Xhol geschnitten. Um eine Religation des Vektors zu vermeiden, wurden die endstdndigen
5”-Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicas, Mannheim)
entfernt. Anschliefend wurde das 700 bp-Fragment in den geschnittenen und
dephosphorylierten Vektor ligiert. Das entstandene Plasmid enthdt den Prostacyclin-Rezeptor
mit dem C-terminalen eGFP-Fusionsprotein (pc3hl P-GFP).

PCR-Ansatz 2:

Template: pEGFP-C1

Primer: ,hIP-GFP2“: 5" TGC GAT ATC ATG GTG AGC AAG GGC GAG 3’ (sense)

EcoRV START GFP
~ALFMXho*: 5 TCT CTC TCG AGT TAT CAT CCGGACTTGTACAGCTC 3 (anti-sense)
Xhol  STOP, STOP GFP
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2.5 Analysevon RNA

25.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Sdugetier zellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben oder kultivierten Zellen erfolgte mit der
Trizol®-Methode (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe).

Zellen wurden direkt nach Abnahme des Mediums in der Kulturschale durch Zugabe von
TrizoIO-Rewenz (2 ml/10 crm?) lysiert. Nach 5 min Inkubation bel Raumtemperatur wurden die
RNA-Proben mit 200 pl Chloroform/ ml  Trizol versetzt, ausgeschittelt, 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlief?end 10 min zentrifugiert (8000 rpm, 4 °C, Beckmann
J2-HS Zentrifuge; JA 20-Rotor oder 13.000 rpm, 4 °C, Heraeus Biofuge 13). Die Fallung der
RNA aus dem Uberstand erfolgte mit 500 pl Isopropanol / ml Trizol bei Raumtemperatur fir
10 min und anschlief3ender Zentrifugation fir 30 min (13.000 rpm, 4 °C, Heraeus Biofuge 13).
Das RNA-Pdlet wurde nach Waschen mit 75% Ethanol an der Luft getrocknet und
anschlief3end bei 37 °C in DEPC (Diethylpyrocarbonat)-H,O (500 pl/l) gel tst.

Quantifizierung von RNA efolgte durch Messung der Absorption bei 260 nm in einem
Genequant 11 DNA / RNA Calculator (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

1 OD.gy = 40 pg/ml RNA.

252 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) zum Nachweis der Expression von
hIP-R und hb,AR

Die RT-PCR wurde mit Ready-To-Go™ RT-PCR-Pillen durchgefiihrt (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg). Alsinterner Standard wurde die Expression des Enzymes Glycerinal dehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) nachgewiesen. Die erwarteten PCR-Produkte zum
Nachweis des Prostacyclin-Rezeptors besitzen eine Grole von 370bp (,Oligo 1“und
,Oligo 2*), bzw. 335 bp (,,Oligo 1* und , Oligo 3*), fur den b,-adrenergen Rezeptor 461 bp.
Fur die GAPDH wurde ein 240 bp (,GAPDH 5* und ,,GAPDH 3*) grof3es PCR-Fragment
amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
oder MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen.

Verwendete Primer:

Nachweis des Prostacyclin-Rezeptors
,0ligo 1: 5" GGT CCC CCA TCT CACTGC TGC TGT CAG G 3" (anti-sense)
,0ligo 2*: 5 GCG TCC TCT TCT GCG CGC TGC CCC TGC TGG 3 (sense)

,Oligo 3“: 5" AGC AGT ACT GCC CCG GCA GCT GGT GCT TCC 3 (sense)
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Nachweis des b,-adrenergen Rezeptors
,RTAdRzu*: 5CCC ACC AGG AAG CCA TCA ACT GC 3 (sense)
»RTAdRzd": 5°CTG GGC TCC GGC AGT AGA TAA GG 3 (antisense)

Nachweis der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
,GAPDH 5“:5" TGA TGA CAT CAA GAA GGT TGG TGA A 3 (sense)
,GAPDH 3“: 5" TCC TTG GAG GAA ATG TGG GCC AT 3 (anti-sense)

RT-PCR-Ansatz: 500 ng RNA

500 ng Oligo d(T)

je 15 pmol genspezifische Primer

je 15 pmol , GAPDH 3* und ,, GAPDH 5
Ansatz mit DEPC-Wasser auf 50 pl auffillen.

RT-PCR-Bedingungen: 30 min, 42 °C
5min, 95°C
1min, 95°C
1.5min, 60 °C 35 Zyklen
1min, 72°C
15min, 72°C

2.6 Préparation und Analyse von Proteinen
2.6.1 Analysevon Proteinen durch Western Blot

2.6.1.1 Isolierungvon Proteinen aus Saugetier zellen

Fur die Untersuchungen mittels Western Blot wurden konfluente Zellen aus 6L ochplatten 2x
mit PBS gewaschen und anschlief3end durch Zugabe von modifiziertem 1 x Laemmli-Puffer
(Laemmli, 1970; Cannon und Tang, 1997) lysiert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber
vom Boden der Kulturplatten gelost, 2 sec im Eppendorfgefald sonifiziert und 10 min bel 95 °C

denaturiert.

2.6.1.2  Auftrennung von Proteinen im Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)
Die Auftrennung der Proteine aus dem Zdllysat efolgte nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970; Neville, 1971). Dazu wurde ein
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Sammelgd (5% Acrylamid) auf en Trennge (7.5%, 10% oder 12% Acrylamid;
» Rotiphorese”, Roth, Karlsruhe) gegossen. Fur die Untersuchung der Proteine wurden 10-20 ug
Protein eingesetzt.

Der Gellauf erfolgte bel 200 V in einer BioRad Elektrophoresekammer (BioRad, Miinchen) mit
1x Laufpuffer + 0.1% SDS. Als Molekulargewichtsmarker diente ein biotinylierter
hochmolekularer Proteinstandard (Sigma-Aldrich, Deisenhofen).

26.1.3 Transfer von Proteinen
Die Proteine wurden mittels einer ,, Semi-Dry“-Blotting Apparatur (BioRad, Miinchen) auf eine
Polyvinyliden Difluorid Membran (PVDF, Millipore, ImmobilonP, Sigma-Aldrich,

Deisenhofen) transferiert. Der Transfer erfolgte mit Blotpuffer bel insgesamt 12 V fir 30 min.

2.6.1.4 Hybridiserung und Detektion von Proteinen

Zur Séttigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur oder Uber
Nacht bel 4°C in TBSTM préhybridisert. Anschlief3end erfolgte die Hybridisierung mit
Primérantikorper (1:1000, siehe Tabelle) in 10 ml TBSTM fir 1-2 h bei Raumtemperatur oder
Uber Nacht bei 4 °C. Nach 3x 10 min Waschen in TBST erfolgte die Hybridiserung mit
Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikérpern (1:5000, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heldelberg) in TBSTM fir 1 h bei Raumtemperatur.

Tabelle mit den im Western Blot verwendeten Priméarantikorpern:

Bezeichnung Beschrelbung Hersteller
Monoklonaler Antikorper gegen HA-Fusionsprotein Babco,
Antikorper, HA.11 Kalifornien, USA
GFP Polyklonaler Antikorper gegen GFP-Fusionsprotein Clontech,
Antikorper Kalifornien, USA
PentaaHIS™ Antikorper gegen 6xHIS-Fusionsprotein Qiagen, Hilden
Antikorper
GRK2 (C-15) Antikorper gegen GRK?2 Santa Cruz
Biotechnology Inc.,
GRKS5 (C-20) Antikorper gegen GRK5 Heidelberg
b2AR (M-20) Antikorper gegen b2AR

Nach 3x 10 min Waschen in TBST wurden die Proteine mittels eines Lumi-Light Western
Blotting Substrat (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) nach Angaben des Herstellers
detektiert. Bel dieser Methode werden mit der, bel der Oxidation von Luminol durch HO,

entstehenden Lichtemission die Stellen mit Peroxidaseaktivitét auf der Membran nachgewiesen.
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Die Chemilumineszenz wird durch Exposition der Membran auf enem Rontgenfilm

(Hyperfilm™ ECL™, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) sichtbar gemacht.

26.1.5 Prifungder gleichméfigen Proteinbeladung

Nach der Detektion wurde die PVDF-Membran mit TBST gewaschen und 10 min in ener
Amidoschwarz-Losung (0.1% in 25% Isopropanol / 10 % Essigsaure; Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) gefarbt. Nach 10-minttigem Abwaschen der Uberschiissigen Farbstoffmenge mit
25% Isopropanol / 10 % Essigsdure wurden die Proteinbanden sichtbar und die

Gleichmaiigkeit der Proteinbeladung auf der Membran kontrolliert.

2.6.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) mit Hilfe eines , Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent” (BioRad, Minchen) bestimmt. Als Standard wurde eine
Eichkurve mit Rinderserumabumin hergestellt. Die photometrische Bestimmung der Proben
erfolgte 20 min nach Zugabe des Bradfordreagenz in einem ELISA-Reader Modell 550
(BioRad, Minchen) bei einer Wellenlange von 595 nm.

2.7 Bestimmung von cyclo-Adenosinmonophosphat (CAM P-Assay)

Zur Bestimmung der intrazelluléren cAMP-Konzentration wurden die Zellen bis zur Konfluenz
in 24-Loch Platten kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit 1 x HBSS-Puffer gewaschen und
fur 10 min bei 37 °C mit 200 ul 1 mM IBMX (3-1sobutyl-1-methylxanthin, Sigma-Aldrich,
Deisenhofen; Phosphodiesterase-Hemmstoff) inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit
100 nM lloprost (Schering, Berlin), 1 uM Isoprendin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) oder 3
bzw. 10 uM Forskolin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) fir 10 min bel 37 °C stimuliert. Am Ende
der Inkubationszeit wurde der Uberstand von den Zellen abgesaugt und die Reaktion durch
Zugabe von 200 pl eiskaltem Ethanol (96 %) abgestoppt. Dieser wurde bel 37 °C verdampft
und anschlieffend 300 pl RIA-Puffer pro Loch zugegeben. Die Platte wurde Gber Nacht bei —
80 °C eingefroren und der Uberstand nach dem Auftauen zentrifugiert. Der Gehalt an zyklischen
Nukleotiden im Uberstand wurde mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt (Steiner et 4.,
1972; Schroder et al., 1993). Zur Proteinbestimmung wurden die Zellen mit 200 pl 100 mM
NaOH bei 37°C in enem Inkubator fir 30 min geschittelt und der Proteingehalt der
Zellsuspension mittels der Bradford-Methode bestimmt.
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2.7.1 Desensbilisierungsversuche

Zur Desensbiliserung des Prostacyclin-Rezeptors wurden die Zellen in 24-Loch Platten
kultiviert und fur die angegebenen Zeiten mit lloprost bzw. Cicaprost (jeweils 100 nM)
vorinkubiert. Im Falle von b,AR efolgte die Vorinkubation mit Isoprenalin (1 uM). Alle
anderen untersuchten Substanzen wurden wie in den jeweiligen Experimenten beschrieben
eingesetzt. Bei zusétzlicher Vorinkubation mit lloprost bzw. Cicaprost wurden die Substanzen
15 min vor den Agonisten zu den Zellen gegeben. Nach jeder Inkubationsperiode wurde die
CAMP-Bildung bestimmt.

Tabelle der Substanzen, die im cCAMP-Assay eingesetzt wurden:

Substanz Wirkung Hersteller
[loprost Cicaprost | Rezeptor-Agonisten von hIP-R Schering, Berlin
| soprenalin Rezeptor-Agonist von b,AR
Forskolin Aktivator der Adenylatzyklase Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
Phorbol 12-myristat 13-acetat PK C-Aktivator
(PMA)
4a-PMA inaktive Form des PKC- Alexis, Grinberg
Aktivators
GF-109203X PK C-Inhibitor
myr-PKI PKA-Inhibitor Biomol, Hamburg

2.7.2 Resengbilisierungsversuche

Fur die Resensibilisierungsversuche wurden die Zellen in 24-Loch Platten kultiviert und Uber
2h, 6h bzw. 16 h desensibilisert. Nach dreimaligem Waschen mit FCS-frelem Medium
wurden sie Uber 6 h oder 24 h in Agonisten-freiem Nahrmedium regeneriert. Am Ende jeder
Regenerationsphase wurde ein cAMP-Assay durchgefihrt. Substanzen, deren Einflul auf de
Resensibiliserung von hIP-R untersucht wurden, waren wahrend der gesamten
Regenerationszeit anwesend: Cycloheximid (Inhibitor der Proteinsynthese, 20 pg/ml; Sigma
Aldrich, Deisenhofen), Iloprost (100 nM).
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2.8 Konfokale Laser mikroskopie

Die Aufnahmen mit dem konfokaen Lasermikroskop (LeicaDM IRB / E (invers), DM TCS SP
(konfokal)) wurden im Ingtitut fir Biochemie | der Medizinischen Fakultét der Universitét zu
Koéln (Joseph-Stelzmann-Str. 53, 50931 Kdln) durchgefihrt. Es wurden Objektive mit der
numerischen Apertur 40 x 1.3 oder 63 x 1.4 (Ol-Immersionslinsen) verwendet.

CHO-Zellen oder Fibroblasten wurden auf Glasspléttchen (@12 mm) 30-50 % konfluent
angezogen und transient mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert.

2.8.1 Internalisierung des Prostacyclin-Rezeptors
Zéllen, die das Plasmid pc3hlP-GFP exprimieren, wurden Oh, 8 h, 12 h und 20 h mit 100 nM
lloprost stimuliert und zu den jeweiligen Zeitpunkten im konfokalen Lasermikroskop untersucht.

2.8.2 Arrestin-Rezeptor-Wechselwirkungen

Zur Untersuchung der Arrestin-Rezeptor-Wechselwirkung wurden die Zellen mit den Plasmiden
pc3hlP und b-Arrestin2-GFP transfiziert, bzw. mit b,AR und b-Arrestin2-GFP. Die Zellen, die
den Prostacyclin-Rezeptor und Arrestin exprimieren, wurden fir Oh bis 3h mit 100 nM
lloprost stimuliert. Zellen, die den b,-adrenergen Rezeptor und Arrestin exprimierten wurden

fur O min und 10 min mit 1 uM Isoprenalin stimuliert.

2.9 Statistik

Bel dlen aufgefihrten Einzelergebnissen wurden generell drei voneinander unabhangige
Versuche durchgefiihrt, bei mehr als drel Versuchen ist diesim Ergebnisteil bei der jeweiligen
Abbildung vermerkt. Bel Western Blots und RT-PCRs wurde jeweils eine reprasentative
Abbildung von drei separaten V ersuchen mit ghnlichem Ergebnis dargestel It.

Die Messdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) der jeweiligen Anzahl (n) von
Einzelexperimenten angegeben. Das Signifikanzniveau p fir a wurde mit 0.05 festgelegt.
Signifikanzunterschiede wurden mit dem Bonferroni-Test Uberprift. Die dtatistische
Berechnung erfolgte mit dem Computerprogramm GraphPad Instat, Version 3.01 fur Windows
95 der Firma GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Expression und Desensibilisierungskinetik von h1P-R in ver schiedenen

Zellsystemen
Verschiedene Zellsysteme wurden zur Analyse der Desensibilisierung des IP-Rezeptors
herangezogen. Ein Transfektionssystem (CHO-Zellen) und zwei natOrlich hIP-R
exprimierende Zellsysteme (humane Hautfibroblasten, Zelllinien NF29 und CRL1635)
wurden vergleichend untersucht. Nach Abschluss dieser Arbeiten ergab sich die Méglichkeit
in  Zusammenarbeit mit der Thoraxchirurgie der Universitit Gielen, das
Desensibilisierungsverhalten des IP-Rezeptor im humanen pulmonalen Gewebe zu
untersuchen. Fir die Experimente wurden Primérkulturen aus humanen Fibroblasten der
pulmonalen Adventitia (hpAdv) und humanen glatten Gefal3muskelzellen der Lungenarterie
(hpSMC) verwendet.
In sdmtlichen Zellsystemen wurde zundchst die Expression des Prostacyclin-Rezeptors durch
RT-PCR Uberprift. Fir den 1P-Rezeptor wurde dabei je nach Primerwahl ein 370 bp grofes
(,Oligo 1* und , Oligo 2“) oder ein 335bp grofRes (,Oligo 1“ und ,Oligo 3*) Fragment
amplifiziert (Abb. 9). Als interne Kontrolle wurde die Expression des konstitutiven Enzyms
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) as 240 bp grofRes RT-PCR-Produkt

verwendet.
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Transmembran-Domanen
13 hiP-R
Lage der Primer fir RT-PCR 2 3 t
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L1

\I\‘I\\'\\\‘\II‘\I\' III'

Abbildung 9
Lage der Primer fur den Nachweis von hIP-R in der RT-PCR
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Die Stimulation von hIP-R mit den PGI,-Mimetika lloprost oder Cicaprost fihrt in alen
verwendeten Zellsystemen durch die Rezeptor-Kopplung an ein stimulatorisches G-Protein
(Gy zur Aktivierung der Adenylatzyklase und damit zu einer Erhéhung der cAMP-
Konzentration in der Zelle. Dieser Anstieg wurde im cAMP-Assay bestimmt und so die
Funktionalitdt des Rezeptors uUberprift. Als interne Kontrolle fir die Ansprechbarkeit des
Adenylatzyklase-Systems wird das Diterpen Forskolin eingesetzt. Es aktiviert die
Adenylatzyklase direkt und erhoht so den cAMP-Spiegel in der Zele. Das
Desensibilisierungsverhalten von hiIP-R wurde in den verschiedenen Zellsystemen durch
Bestimmung der lloprost- bzw. Cicaprost-vermittelten cAMP-Bildung nach unterschiedlichen
Vorinkubationszeiten des Rezeptors mit seinen Agonisten untersucht. Dazu wurden die Zellen
Uber O h bis 9 h bzw. 24 h mit Cicaprost oder lloprost (jeweils 100 nM) vorbehandelt. Nach
Abwaschen des Agonisten wurden die Zellen dann erneut mit lloprost stimuliert und Uber
10 min die IP-R-vermittelte cAMP-Bildung gemessen. Die CAMP-Entstehung in den nicht
vorinkubierten Zellen (0 h Vorinkubation = Kontrolle (Kon)) wurde dabei as maximale
(=100 %) der Rezeptor-vermittelten moglichen cAMP-Bildung betrachtet. Die cAMP-
Bildung in den Agonisten-vorbehandelten Zellen wurde zu diesem Kontrollwert in Relation
gesetzt.
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311 Expression und Desensibilisierung von hiP-R in stabil transfizierten
CHO-Zédllen
Das humane Gen des Prostacyclin-Rezeptors wurde durch Transfektion der Zellen mit dem

Plasmid pc3hlIP stabil in CHO-Zéellen exprimiert. In mehreren Klonen, die G418-Resistenz
aufwiesen, wurden die Rezeptorexpression mittels RT-PCR bestétigt (Abb. 10 A) und im
CAMP-Assay die Funktionalitdt des Rezeptors Uberprift (Abb. 10B). Fur ale weiteren

Anaysen wurde ein représentativer Klon (Klon 1) ausgewahit.

A B
*
hiP Primer- 3000 T
kombination
12 113 %AHP M |
2000 r .

:

A
g
CAMP [pmol/mg Protein x 10 min]

Vektor Klon 1

o
T

mmm unstimuliert 8 Forskolin 3 UM Cicaprost 100 nM

Abbildung 10
A Die BExpression von hiP in CHO Zellen (Klon 1) wurde mit RT-PCR gezeigt
B Im cAMP-Assay wurde die Funktionalitét des Prostacyclin-Rezeptors Uberprift

Zur Erfassung der Desensibilisierung von hiP-R in den transfizierten CHO-Zellen wurden
diese O h bis 24 h mit lloprost (100 nM) vorinkubiert und dann erneut mit Iloprost (100 nM)
stimuliert. Verglichen mit den nicht-vorinkubierten Kontroll-Zellen (Cicaprost-vermittelte

CAMP-Bildung: 100 % = Kon) ist nach einer Vorinkubation von 6 h die cCAMP-Bildung auf
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95 % reduziert, nach 24 h auf 62 %. Das bedeutet, dass die Rezeptor-vermittelte CAMP-
Bildung nach 24-stindiger Vorinkubation um 38 % reduziert ist (Abb. 11). Diese Daten
belegen eine langsame Desensibilisierung des IP-Rezeptors im CHO-Zellsystem. Ein
vergleichbarer langsamer Desensibilisierungsverlauf wurde auch in einem stabil hIP-R

exprimierenden COS1-Zellsystem beobachtet (A. Hasse, personliche Mitteilung).
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Abbildung 11

Desensibilisierungskinetik von hiIP, stabil in CHO Zellen exprimiert (Klon 1), nach Vorinkubation

mit lloprost Gber O h bis 24 h (* = Signifikanz vs. Kon (nicht vorinkubierte Zellen))

39



3. Ergebnisse

3.1.2

Expression und Desensibilisierung von hiP-R auf humanen Hautfibroblasten

Zur Untersuchung des Desensibilisierungsverhaltens des Rezeptors in einem natlrlichen
Z€llsystem wurden humane Hautfibroblasten der Zelllinien NF29 und CRL 1635 verwendet. In

einem natlrlichen Zellsystem ist von Vorteil, dass die an der Desensibilisierung beteiligten

Komponenten nicht nur endogen exprimiert werden, sondern auch in dem bendtigten

stéchiometrischen Verhdtnis zueinander stehen. Mittels RT-PCR wurde die endogene
Expression von hIP-R gezeigt (,Oligo 1* und , Oligo 2; Abb. 12 A), die Rezeptorkopplung
wurde durch Agonisten-mediierte cCAMP-Bildung nachgewiesen (Abb. 12 B).

NF29 Fbroblasten

A
8
8

hiP-R > #
GAPDH > %

b

CRL1635 Fbroblasten

Abbildung 12
A RT-PCR zur Expression von hiP-R in Fibroblasten

:

CcAMP [pmol/mg Protein x 10 min]
S

o

*
* | 7
T
NF29 CRL1635
EEE unstimuliert #E Forskolin 10 pM lloprost 100 nM

B Funktionalitét des engogenen Prostacyclin-Rezeptors nach lloprost -Stimulation im cAMP-Assay
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In den humanen Fibroblasten-Zelllinien NF29 und CRL1635 zeigt die Vorinkubation der
Zellen mit lloprost viel deutlichere Effekte auf das Desensibilisierungsverhalten von hiP-R als
in dem Rezeptor-exprimierenden CHO-Zellsystem. Die Desensibilisierung des Rezeptors
unterliegt einer sehr viel schnelleren Zeitkinetik. In NF29 Fibroblasten ist im Vergleich zur
Kontrolle nach einer Vorinkubationszeit mit dem Agonisten von 3 h nur noch eine 55 %ige,
nach 9 h eine 20 %ige Rezeptor-mediierte CAMP-Bildung zu beobachten. Ahnliche Werte
ergeben sich fir CRL1635 Fibroblasten: nach einer 3-sttindigen Vorinkubation ist die CAMP-
Bildung auf 51 % vermindert, nach 9-stlindiger Vorinkubation auf 10 % (Abb. 13).
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Abbildung 13
Zeitkinetik der Desensibilisierung von hiP-R in den beiden Fibroblasten Zelllinien NF29 (n=10) und CRL1635
(* = Signifikanz vs. Kon (nicht vorinkubierte Zellen))
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3.13 Beeinflussung der Adenylatzyklase durch cAM P-erhéhende Substanzen

Die Gs-Kopplung von hiP-R in den hier verwendeten Zellen bewirkt durch die Vorinkubation
des Rezeptors mit seinem Agonisten, dass der CAMP-Spiegel der Zelle besténdig erhéht wird.
Um sicherzustellen, dass die Desensibilisierung von hiP-R auf Rezeptorebene verléuft und
nicht auf einer Desensibilisierung des Adenylatzyklase-Systems durch die bestéandig hohe
CAMP-Konzentration beruht, wurde der Einfluss von lloprost auf die Forskolin-vermittelte
CAMP-Bildung untersucht. Dazu wurden Fibroblasten mit lloprost (100 nM) Oh bis 6h
vorbehandelt und anschlieffend im cAMP-Assay mit Forskolin (10 uM), dem direkten
Aktivator der Adenylatzyklase, erneut stimuliert (Abb. 14). Zur Kontrolle (Kon) wurde die
CAMP-Bildung in unstimulierten Zellen gemessen. Es ist zu beobachten, dass das
Adenylatzyklase-System nicht durch einen Rezeptor-vermittelten erhthten cCAMP-Spiegel in
der Zelle seine Aktivierbarkeit verliert. Nach einer Vorinkubationszeit von 1 h mit lloprost ist
alerdings ein signifikanter Anstieg der Forskolin-vermittelten CAMP-Bildung von 51 % bei
nicht-vorbehandelten Zellen auf 97 % (Maximalwert) zu bemerken. Dieser Anstieg der
CAMP-Bildung kann Folge einer Sensitivierung der Adenylatzyklase sein, da eine
gleichzeitige Bindung von Forskolin und G¢-Protein stattfindet (Alousi et al., 1991). Danach
(2h bis 6h) erreicht die cAMP-Konzentration aber wieder nahezu das cAMP-
Ausgangsniveau, moglicherweise durch die beginnende Desensibilisierung des Rezeptors.
Insgesamt betrachtet, findet die Desensibilisierung von hiP-R auf Rezeptorebene statt und ist

nicht auf eine Desensibilisierung des Adenylatzyklase-Systems zurtickzufthren.
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Abbildung 14
Die Adenylatzyklase bleibt trotz besténdiger hiP-R-vermittelter cAMP-Erhéhung in der Zelle Uber die
ganze Versuchszeit hin durch Forskolin aktivierbar




3. Ergebnisse

3.2 Expression und Desensibilisierung des humanen f3,-adr ener gen Rezeptors
(hB-AR)

Die Mechanismen der Desensibilisierung des [3,-adrenergen Rezeptors sind gut untersucht. In
der vorliegenden Arbeit diente 3,AR als Modellsystem, um die Beteiligung verschiedener
Proteine, wie z.B. B-Arrestin2, an der Rezeptor-Internalisierung zu untersuchen. Eine Western
Blot-Analyse verschiedener Zelllinien zeigte, dass der [3,-adrenerge Rezeptor auf den
Fibroblasten-Zelllinien NF29 und CRL1635 endogen exprimiert wird, nicht aber im CHO-
Zellsystem. Dort kann die Expression nach stabiler Transfektion des Zellsystems mit dem
Vektor pcfadRez nachgewiesen werden (Abb. 15).
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Abbildung 15

Die Expression von 3,AR in verschiedenen Zelltypen in der Western Blot Analyse
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Wie bei hIP-R konnte die Expression von (3;AR auf den verwendeten Fibroblasten auch
mittels RT-PCR durch die Amplifikation eines 461 bp grof3en Fragmentes gezeigt werden
(Abb. 16 A). Der B.-adrenerge Rezeptor ist wie hIP-R an ein stimulatorisches Gg-Protein
gekoppelt. Seine Stimulation fuhrt auch zu einer Aktivierung der Adenylatzyklase und damit
zu einer Erhdhung der cAMP-Konzentration in der Zelle. Als Agonist des [3,-adrenergen
Rezeptors wurde Isoprenalin (1 uM) eingesetzt und die Rezeptor-Funktionalitdt im cAMP-
Assay nachgewiesen (Abb. 16 B).
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Abbildung 16
A Expression von hB,AR in Fibroblasten: Amplifizierung eines 461 bp grol3en Fragmentes in der RT-PCR
B Im cAMP-Assay wurde die Funktionalitét des Rezeptors durch Stimulation mit Isoprenalin Gberpriift
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Zum Vergleich der Regulationsmechanismen von hIP-R und hB,AR wurde auch die
Desensibilisierung des endogenen 3,AR auf den Fibroblasten untersucht (Abb. 17). B,AR
durchlauft dabel eine sehr viel schnellere Desensibilisierungskinetik als hIP-R. Schon nach
15min ist die Rezeptor-vermittelte cAMP um 48% (NF29) bzw. 38% (CRL1635)
vermindert. Nach ener 4-stindigen Vorbehandlung ist praktisch keine durch [B.,AR-
vermittelte CAMP-Bildung mehr zu messen. Die abweichenden Kinetik-Verlaufe von hiP-R

und hB,AR deuten auf unterschiedliche Mechanismen in der Rezeptoren-Regulation hin.
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Abbildung 17

Zeitkinetik der Desensibilisierung von (3,AR in den beiden Fibroblasten Zelllinien NF29 (n=4) und CRL1635
(* = Signifikanz vs. Kon (nicht vorinkubierte Zellen))

46



3. Ergebnisse

3.3 Vergleich der Rezeptor-mediierten Adenylatzyklaseaktivierung

Um das unterschiedliche Desensibilisierungsverhalten von hiP-R und hB,AR ndher zu
untersuchen, wurde in Fibroblasten die Rezeptor-mediierte cAMP-Bildung Uber 30 min
kontinuierlich gemessen (Abb. 18). Als Kontrolle wurde die Adenylatzyklase unabhangig von
den Rezeptoren direkt mit Forskolin stimuliert. Auch hier sind deutliche Unterschiede im
Verhaten der Rezeptoren zu erkennen: wahrend die IP-R- und Forskolin-mediierten CAMP-
Bildungen anndhernd linear verlaufen, erreicht die B,AR-mediierte cAMP-Bildung nach
5 min ihr Maximum. Dies deutet darauf hin, dass schon nach 5 min keine durch Isoprenalin
stimulierbaren (3,-adrenergen Rezeptoren an der Zellmembran mehr vorhanden sind. Die
Aussage aus den Desensibilisierungskinetiken finden sich somit auch hier wieder: die
Desensibilisierung des IP-Rezeptor folgt einem langsamen Zeitverlauf, wéhrend 3,AR schnell

desensibilisiert.

—— Forskolin 10 pM
—— lloprost 100 nM

—¥— Isoprenalin 100 nM

CAMP Bildung [% max. AC-Stimulation]

Inkubationszeit [min]

Abbildung 18
NF29 Fbroblasten wurden mit lloprast (100 nM), Isoprenalin (200 nM) und Forskolin (10 pM) stinuliert und nach 5 min,
10 min, 20 min und 30 min jeweils die cAMP-Bildung bestimnt. (* = Signifikanz vs. unstimulierte Zellen, t =0 min)
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3.4 Konzentrationsabhangige Stimulation von 1P-R und 3,AR auf humanen
Hautfibroblasten

Die Stimulation von IP-R und B,AR erhoht durch die Rezeptor-Kopplung an Gs den
intrazelluldren cCAMP-Spiegel. Dies geschieht abhangig von der Agonistenkonzentration. Im
folgenden Versuch wurden die Rezeptoren mit ihrem jeweiligen Agonisten in
Konzentrationen von 10°° M bis 10° M stimuliert und firr jede Konzentration die maximale
Adenylatzyklase-Antwort durch Messung des gebildeten cAMP bestimmt (Abb. 19).

Durch Vorinkubation der Zellen mit dem jeweiligen Agonisten Uber 3h und 6 h wird die
Desensibilisierung von hiIP-R (Abb. 19 A) und hB3,AR (Abb. 19 B) sichtbar. Die erneute
Aktivierbarkeit der Rezeptoren im cAMP-Assay ist im Vergleich zum nicht vorinkubierten
Rezeptor reduziert. Im Fale von hIP-R ist die maximale Agonisten-vermittelte
Rezeptorantwort von 98 % nach einer 3-stiindigen Vorinkubation mit 100 nM Iloprost auf
66 % (lloprost 10° M) vermindert, nach einer 6-stiindigen Vorinkubation auf 26 %. Das
schnellere Desensibilisierungsverhaten von h3,AR zeigt sich auch in diesem Versuch: nach
einer 3-stindigen Vorinkubation des Rezeptors mit 1 uM Isoprenalin ist die maximale

Rezeptorantwort von 95 % auf 17 % (Isoprenalin 10° M) reduziert.
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Abbildung 19

Konzentrationsabhangige Stimulation von IP-R (A) und B,AR (B) auf NF29 Fibroblasten.
Die Zellen wurden vor dem cAMP Assay entweder nicht vorinkubiert, oder aber fiir 3 h bzw.
6 h mit lloprost oder Isoprenalin vorbehandelt. Danach erfolgte die Stimulation der Zellen
mit den Agonisten in einer Konzentration von 10" M bis 10° M.
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3.5 Nachweisder Internalisierung von hlP-R durch Kopplung an ,, enhanced
Green Fluorescence Protein® (eGFP)

Viele GPCRs werden nach ihrer Stimulation in die Zelle internalisiert. Es sollte Uberpriift
werden, ob auch bel hiP-R eine Agonisten-induzierte Translokation zu beobachten ist. Um
den Weg des Rezeptors nach Agonisten-Stimulation zu verfolgen, wurde mit Hilfe der PCR
C-terminal ein eGFP-Protein an hiP-R fusioniert (hIP-R-GFP). Nach Sequenzierung des
Plasmids erfolgte die Transfektion transient in CHO-, COS1-Zellen und in CRL1635
Fibroblasten. Die Proteinexpression von hIP-R-GFP wurde im Western Blot in CHO- und
COS1-Z€ellen Uberprift. Der Nachweis des Rezeptors erfolgte indirekt mit Hilfe eines
Antikorpers gegen das GFP-Protein (Abb. 20 A). Die funktionelle Aktivitét des GFP-
gekoppelten Rezeptors wurde im cAMP-Assay Uberpriift (Abb. 20 B).

A B
*
2000 — T
_ 1
M CHO+ CHO+ COS1+ COS1+ g
Vektor IP-GFP Vektor IP-GFP o
—
105kD> B e
£1000 - —
76 kD> #B o
- IP-R-GFP
[} L2 % - €« ca. 68 kD g
57kD> B8 g
o
3 oLHE ™ mm i
Vektor hiP-R-GFP
Il unstimuliert lloprost 100 nM
Abbildung 20

A Western Blot-Analyse der transienten Expression von hiP-R-GFP in CHO- und COS1-Zellen. Die GrofRe des
zu erwartenden Proteins liegt bei ca. 68 kD (zusammengesetzt aus GroRRe des GFP-Proteins 27 kD und
Groi3e von hiP-R 41 kD)

B Funktionalitat des eGFP-gekoppelten Rezeptors im cAMP-Assay mit transient transfizierten CHO-Zellen
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Fur die konfokale Lasermikroskopie wurden CHO-Zellen und CRL1635 Fibroblasten
transient mit hIP-R-GFP transfiziert. Die Expression des Fusionsproteins und die Lokalisation

des Rezeptorsin der Plasmamembran wurden durch Mikroskopie bestétigt (Abb. 21)

Abbildung 22

Die Uberpriifung im konfokalen Lasermikroskop zeigt die Expression und Membranlokalisation
des Rezeptors in transient mit hIP-R-GFP transfizierten CHO-Zellen (A) und Fibroblasten (B).
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Im néchsten Schritt sollte eine mogliche Internalisierung des Rezeptors nach seiner
Stimulation nachgewiesen werden. Dazu wurden die transient hIP-R-GFP exprimierenden
CHO-Zéllen und Fibroblasten Uber Oh bis 20h mit 100 nM lloprost stimuliert und die
Lokalisation des Rezeptors im Mikroskop Uberprift. Dabel konnte die Translokation des
Rezeptors von der Membran in das Zytoplasma in vesikuléren Strukturen beobachtet werden
(Abb. 22). Die Vesikel traten bei in CHO-Zéellen exprimiertem hiP-R-GFP nach einer 12- bis
20-stindigen Stimulation auf (Abb. 22 A), in Fibroblasten schon nach einer 6- bis 8-stiindigen
Stimulation (Abb. 22 B).

Abbildung 23

Nach Stimulation von hIP-R-GFP mit 100 nM lloprost (12 h bzw. 8 h) bilden sich in transient
transfizierten CHO-Zellen (A) und Fibroblasten (B) vesikulare Strukturen aus, die den GFP-
gekoppelten Rezeptor enthalten.

52



3. Ergebnisse

3.6 Untersuchungen zum Mechanismus der Desensibilisierung

Im folgenden Tell der Arbeit wurde untersucht, welche Vorgange zur Abschwéchung der
durch IP-R-vermittelten Signaltransduktion fuhren, die sich in der verminderten cAMP-
Bildung nach Vorinkubation des Rezeptors mit seinem Agonisten widerspiegelt. Viele
GPCRs werden durch ihre Phosphorylierung vom G-Protein entkoppelt, was zur
Unterbrechung der Signalkaskade fuhrt. Zun&chst wurde untersucht, ob eine Phosphorylierung
des Rezeptors eine Rolle spielt. Dazu wurde die Beteiligung von ,, second messenger Kinasen
Proteinkinase C (PKC) und Proteinkinase A (PKA) sowie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptorkinasen (GRKs) analysiert. Eine Rezeptor-Phosphorylierung kann auch den
initiierenden Schritt zu einer Abfolge von Reaktionen darstellen, die letztendlich zur
Internalisierung des Rezeptors und damit zu einer langerfristigen Abschaltung des Signales
fuhren. Dabei spielen bei vielen GPCRs, wie z.B. 3,AR, Proteine der Arrestinfamilie eine

grof3e Rolle, deren Beteiligung an der Internalisierung von hiP-R untersucht werden soll.

3.6.1 Beteiligung der second messenger Kinasen PKC und PKA an der
Desensibilisierung von h1P-R

Fur viele GPCRs ist eine Phosphorylierung durch die second messenger Kinasen PKC und
PKA beschrieben. Die Aminosauresequenz von hiP-R enthalt drei Konsensussequenzen fir
eine mogliche Phosphorylierung durch PKC, eine davon in der 1. intrazelluldren Doméane
(Serin 39), zwei im C-Terminus des Rezeptors (Serin 328, Serin 374). Eine
Konsensussequenz fur eine PKA-vermittelte Phosphorylierung ist beim humanen |P-Rezeptor
nicht zu finden. Es wurde Uberprift, ob die Desensibilisierung von hIP-R durch Inhibitoren
bzw. Aktivatoren der PKC und PKA beeinflusst werden kann.

3.6.1.1 Rolleder PKA

Um eine Beteiligung der PKA an der Rezeptordesensibilisierung zu untersuchen, wurden
Fibroblasten zusétzlich zur Vorinkubation mit Cicaprost auch mit dem zellgangigen PKA-
Inhibitor myr-PK1 (2 uM) Uber O h bis 6 h behandelt (Abb. 23). Im Vergleich der Kinetiken
konnte bei den mit myr-PKI und Cicaprost vorbehandelten Zellen keine signifikant
langsamere Desensibilisierung von IP-R beobachtet werden, as bei den nur mit Cicaprost
behandelten Zellen. Die Hemmung der PKA hat somit keinen Einfluss auf die
Desensibilisierungskinetik von hiP-R.
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Abbildung 23
Die Behandlung der Fibroblasten mit myr-PKI und Cicaprost fiihrt zu keiner signifikanten Verénderung der
Rezeptordesensihilisierung

Einen anderen Ansatz zur Untersuchung der Rolle der PKA bietet die Aktivierung der Kinase
durch andere Gggekoppelte Rezeptoren. Dieser ,crosstak” auf cAMP-Ebene kann beli
verschiedenen Rezeptoren beobachtet werden, z.B. zwischen Thromboxan- und Prostacyclin-
Rezeptor (Walsh et al., 2000). Um eine solche cAMP-abhangige Desensibilisierung von hiP-R
zu untersuchen, wurden Zellen mit Forskolin (10 uM) Uber O h bis 6 h vorbehandelt und
anschliefiend im cAMP-Assay die Stimulierbarkeit des Rezeptors mit lloprost zu jedem
Zeitpunkt Uberprift (Abb. 24). Zur Kontrolle (Kon) wurde die cAMP-Bildung in
unstimulierten Zellen gemessen. Wie schon in 3.1.3 fur die Vorinkubation mit Iloprost
beschrieben, ist auch in diesem Versuchsansatiz nach ener 1- bis 2-stindigen
Vorinkubationszeit mit Forskolin ein Anstieg der lloprost-vermittelten cAMP-Bildung zu
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beobachten: in nicht-vorbehandelten Zellen wurde eine cAMP-Bildung von 62 % durch den
[loprost-stimulierten |P-Rezeptor gemessen, die nach 1-stindiger Vorinkubation mit Forskolin
auf 87 % und nach 2-stindiger Vorinkubation auf 99 % (Maximum) ansteigt. Danach (3 h bis
6 h) erreicht die cAMP-Konzentration aber wieder nahezu das cAM P-Ausgangsniveal.

100 ~
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50
25
0L o
Kon  Oh 1h 2h 3h 5h 6h

Vorinkubation mit Forskolin 10 uM

I
|

CAMP Bildung [% max. AC-Stimulation]

Abbildung 24
Die Vorinkubation der Zellen mit Forskolin beeinflusst nicht die Ansprechbarkeit von hiP-R

Die Desensibilisierung von hiP-R wird nicht schon durch die Vorinkubation der Zellen mit
Forskolin und der nachfolgenden Erhthung des cAMP-Spiegels in der Zelle initiadisiert.

Somit beruht die Desensibilisierung von hiP-R nicht auf cAMP-vermittelten VVorgangen.
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3.6.1.2 Rolleder PKC

Ein Aktivator der PKC ist der Phorbolester PMA. Smyth et al. (1998) zeigten in IP-R-stabilen
HEK 293-Zellen, dass die Desensibilisierung von hiP-R bei Uberexpression in vitro PKC-
abhangig abléuft. Eine Vorbehandlung mit 5 uM PMA fihrte zur Rezeptorphosphorylierung.
Hier sollte untersucht werden, ob die PKC auch in den Fibroblasten mit nattrlicher hiP-R-
Expression an der Rezeptor-Desensibilisierung beteiligt ist. Eine PKC-Aktivierung ist in
verschiedenen Zelltypen schon bei sehr niedrigen PMA-K onzentrationen beschrieben (Lederer
et a., 1993; Hsu et al., 1998). Langerfristig angewendet fuhrt die PMA-Behandlung aber zu
einer Desensiblisierung der Kinase. Fibroblasten wurden mit 100 nM lloprost bzw. mit
[loprost und PMA fir O h bis 6 h vorinkubiert. Um eine Aktivierung der PKC auch noch nach
6-stindiger Vorinkubation mit PMA zu gewahrleisten, wurde 15 nM as Konzentration in der
Kinetik gewahlt. 40-PMA, eine inaktive Form des PMA, wurde in gleicher Konzentration als
Kontrollreihe mitgefihrt. Dabei zeigte sich, dass IP-R in den Zellen, die zusétzlich mit dem
PKC-Aktivator PMA behandelt worden waren, anfanglich schneller desensibilisierte alsin nur
mit [loprost vorbehandelten Zellen (Abb. 25 A). Nach 1-sttindiger Vorinkubation mit Iloprost
und PMA war die Rezeptor-vermittelte cAMP-Bildung um 43 % reduziert, gegentiber einer
Reduktion um 11 % bei Vorinkubation mit lloprost alleine. Ahnlich Unterschiede waren auch
nach 2- und 3-stiindiger Vorinkubation zu beobachten: eine Reduktion um 73 % (lloprost und
PMA) gegenuiber 36 % (nur lloprost) bzw. 70 % gegentiber 52 %. Die Vorinkubation mit
[loprost und 4a-PMA beschleunigte die Kinetik nicht.

Nachfolgend wurde untersucht, ob die Beschleunigung der Kinetik Agonisten-abhangig oder
-unabhangig verlauft, d.h. ob es sich um enen homologen oder heterologen
Desensibilisierungsvorgang handelt. Dazu wurden die Fibroblasten jeweils mit lloprost
(100 nM) oder PMA (100 nM) oder beiden Substanzen zusammen vorbehandelt und die
Rezeptor-vermittelte,  konzentrationsabhdngige maximale CcAMP-Bildung gemessen
(Abb. 25B). Eine 30-minitige PMA-Behandlung alein fihrte dabel nicht zu einer
Verminderung der Rezeptor-vermittelte Adenylatzyklase-Antwort. Eine 1-stindige
Vorbehandlung der Zellen mit lloprost reduziert die maximale Antwort auf 77 % (lloprost
10 M), wobei die zusétzliche Vorbehandlung mit PMA diese Reduktion um 20 % verstarkte.
Somit beinflusss PMA nur die Desensibiliserung des aktivierten, Agonisten-besetzten

Rezeptors. Es handelt sich also um eine homologen, Agonisten-abhangigen Vorgang.

56



3. Ergebnisse

*
100 _
[, |
75 L I . _
=3
™
< 50 | i
>
2 [
o T T
= 25 | I I ]
(&)
0 - . I I -
Oh 1h 2h 3h 5h 6h

Kon

Vorinkubation mit

Il loprost 100 nM M lloprost 100 nM + PMA 15 nM

B
= 125
i)
3
>
g 100
Y
%z’
< 15
©
e
S
> 920
c
>
2
@ 25
o
=
<
o
0
lloprost [log M]
—a&— nicht vorstimuliert —*— 1 h lloprost 100 nM
—+— 0.5 h PMA 100 nM —— 1.5 h PMA + 1h lloprost 100 nM
Abbildung 25
A Die Vorinkubation mit PMA und lloprost flihrt zur Beschleunigung der Desensibilisierungs-
kinetik von hIP-R (* = Signifikanz vs. Kon (unstimulierte Zellen))
B Die Vorinkubation der Zellen mit PMA und lloprost zusammen vermindert die Rezeptor-

vermittelte maximale Adenylatzyklase-Antwort starker, als eine Vorbehandlung mit lloprost
allein

lloprost 100 nM + 4aPMA 15 nM
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In einem anderen Versuchsansatz wurde der Einfluss des PK C-Inhibitors GF-109203X auf die
IP-R-Desensibilisierung Uberpriift. Die Arbeitsgruppe von FitzGerald zeigte, dass eine
30-minutige Vorbehandlung der IP-R-exprimierenden HEK 293-Zellen mit GF-109203X
(5 uM) die Phosphorylierung des Rezeptors durch die nachfolgende Iloprost-Stimulation
verhinderte (Smyth et a., 1996). Andererseits zeigten sie in Bindungsstudien, dass
GF-109203X nicht die Internalisierung des Rezeptors verhindert (Smyth et al., 2000). In
unserem Zellsystem wurde der PKC-Inhibitor mit einer Konzentration von 1 uM eingesetzt,
da in anderen Arbeiten die inhibierende Wirkung auf die Rezeptor-Desensibilisierung schon
bei einer Konzentration von 200nM (Yoon et al., 1998) beim dOR bzw. 1uM beim
m2 mAChR (Rousell et al., 1995) beschrieben wurde. Die Fibroblasten wurden wahrend der
0- bis 6-stiindigen Vorinkubation mit lloprost (100 nM) oder lloprost und GF-109203X
behandelt. Der Vergleich zwischen den Iloprost- und Iloprost / GF-109203X-behandelten
Zellen zeigte aber keine signifikante Veranderung in der Desensibilisierungskinetik von hiP-R
(Abb. 26).
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Abbildung 26
Der Zusatz des PKC-Inhibitors GF-109203X bei der Vorinkubation mit 100 nM lloprost verhindert nicht die
Desensibilisierung von hIP-R in Fibroblasten
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3.6.2 Beteligung von G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen (GRK's) an der
Desensibilisierung von h1P-R
Alternativ zu den second messenger Kinasen kénnen GPCRs auch von GRKs phosphoryliert
werden und so den Rezeptor vom G-Protein entkoppeln. Die Phosphorylierungsstellen sind
dabel nicht identisch mit denen der second messenger Kinasen. Stellvertretend fr die Familie
der GRKs soll untersucht werden, wie die Uberexpression von GRK2 oder GRKS5 das
Desensibilisierungsverhalten von hiP-R beeinflusst. Die Isoformen wurden ausgewahlt, dain
der Literatur haupséachlich die Betelligung von GRK2 und GRK5 an Rezeptor-
Phosphorylierungen beschrieben ist (Eason et a., 1995; Fredericks et al., 1996). Die
klonierten Gene der Kinasen wurden von N.J. Freedman (Duke Universié, Durham, NC,
USA) zur Verflgung gestellt und jeweils in den Expressionsvektor pcDNA3 umkloniert. Im
Western Blot wurde zunéchst die Expression der beiden GRKs in verschiedenen Zellsystemen
Uberprift. Dabel zeigte sich, dass GRK2 als 79 kD grof3es Protein endogen in CHO-, COS1-
Zellen und Fibroblasten exprimiert wird (Abb. 27 A), nicht aber GRK5 (Abb. 27 B). GRK5
lasst sich als 68 kD grofRes Protein durch transiente Transfektion, hier in CHO-Zéllen,

exprimieren.
A GRK2, 79 kD B GRKS5, 68 kD
CRL CHO+ CRL
M  CHO NF29 COS1 M CHO NF29 COSs1
1635 GRK5 1635
165 kD > 105kD 2>
76 kD>
105kD >
76 kD > wr ew@h | R
57kD 2>
-
57 kD> . 465kD >
Abbildung 27
Western Blot Analyse zur Expression von GRK2 (A) und GRKS5 (B) in verschiedenen Zellsystemen
A Das GRK2-Protein wird in allen Zelllinien exprimiert
B Das GRK5-Protein wird von keiner der untersuchten Zelllinien exprimiert. Durch transiente Transfektion kann GRK5
Uberexprimiert werden.
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Um die mogliche Beteiligung von GRK2 oder GRK5 an der Desensibilisierung von hiP-R zu
untersuchen, wurden die Plasmide pc3GRK2 und pc3GRK5 jewells transient in CRL1635
Fibroblasten Uberexprimiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit pcDNA3 transfiziert
wurden. Die Uberexpression der Kinasen wurde im Westen Blot iberpriift, wobei die Menge
der endogen exprimierten GRK2 kaum verstarkt werden konnte (Abb. 28 A). Da beschrieben
ist, dass die Phosphorylierung durch GRKs schneller erfolgt als durch second messenger
Kinasen (Roth et a., 1991), wurden in einer Desensibilisierungs-Kinetik die Zellen Uber
Omin bis 180 min mit lloprost vorinkubiert und IP-R im cAMP-Assay erneut mit dem
Agonisten stimuliert (Abb.28B). In der Kinetik ist keine signifikant schnellere
Desensibilisierung von IP-R durch die Uberexpression von GRK 2 oder GRK5 zu beobachten.

Diese scheinen daher nicht an der Desensibilisierung von hiP-R beteiligt zu sein.
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Abbildung 28

A Western Blot von Fibroblasten, die GRK2 bzw. GRKS5 lberexprimieren.
B IP-R in Fibroblasten, die transient GRK2 und GRK5 Uberexprimieren, desensibilisiert im
cAMP-Assay nicht schneller.
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3.6.3 Beteiligung von Arrestinen an der Internalisierung von hiP-R

Fur eine ,klassische’ Internaliserung nach Vorbild des B,AR wird die Bindung von
Arrestinen benétigt, die Uber ein C-terminales Clathrin-Bindemotiv die Endozytose des
Rezeptors einleiten. Stellvertretend fur die Familie der Arrestine sollte die Beteiligung von
B-Arrestin2 an der Internalisierung von hiP-R untersucht werden. Dazu wurde ein GFP-
gekoppeltes B-Arrestin2 eingesetzt, das freundlicherweise von M.G. Caron, (Duke Universiét,
Durham, NC, USA) zur Verflgung gestellt wurde. B-Arrestin2-GFP wurde transient mit
hIP-R bzw. hB,AR in CHO-Zellen und CRL1635 Fibroblasten exprimiert. In den
Fibroblasten, die endogen anscheinend nur geringe Rezeptormengen exprimieren, mussten die
Rezeptoren jeweils transient Uberexprimiert werden. Im konfokalen Lasermikroskop konnte
bei den unstimulierten Zellen die gleichmassige Verteilung des GFP-gekoppelten Arrestinsim
Zytoplasma beobachtet werden (Abb. 29 A, 30 A).

Nach Stimulation der Zellen mit lloprost (100 nM) bzw. Isoprenalin (1 uM) wurde erneut die
Lokalisation von B-Arrestin2-GFP im Mikroskop Uberprift. Dabel konnte in Zellen, die
hB.AR und B-Arrestin2-GFP exprimierten, schon nach wenigen Minuten die Translokation
des Arrestins zur Plasmamembran in grun leuchtenden Vesikeln beobachtet werden
(Abb. 30 B). Im Gegensatz dazu trat diese Umverteilung nicht in Zellen auf, die hiP-R und
B-Arrestin2-GFP exprimierten (Abb. 29 B). Dies spricht dafur, dass B-Arrestin2 nicht an der
Internalisierung von hiP-R beteiligt ist.
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Abbildung 29

Transient mit hIP-R und BArrestin2-GFP transfizierte Fibroblasten
A unstimuliert

B 3 h stimuliert mit lloprost 100 nM
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Abbildung 30

Transient mit B,AR und B- Arrestin2- GFP transfizierte Fibroblasten
A unstimuliert
B 10 min stimuliert mit Isoprenalin 1 uM

Die Versuche wurden mit vergleichbarem Ergebnis auch in CHO-Zellen durchgefiihrt.
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3.7 Resensibilisierung des humanen IP-R

Fur GPCRs werden unterschiedliche Wege beschrieben, die sie nach ihrer Internalisierung in
der Zelle durchlaufen kénnen. Zum einen kann der Rezeptor nach der Dephosphorylierung in
den Endosomen zur Oberflache zurtickkehren. Ein anderer Weg beinhaltet die Degradation
des Rezeptors und damit eine langerfristige Signalabschaltung. Manche Rezeptoren kdnnen
abhangig vom Zelltyp und von der Dauer der Stimulation durch den Agonisten beide Wege
beschreiten. Letztendlich flhren beide Vorgange friher (nach Recycling) oder spéter (nach
Degradation und Neusynthese) zur erneuten Verfligbarkeit aktivierbarer Rezeptoren an der
Zellmembran. Nachdem Desensibilisierung und Internalisierung des Prostacyclin-Rezeptors
gezeigt wurden, soll nun der Frage nach der Wiederherstellung der Signalantwort von hiP-R
untersucht werden.

Um die Resensibilisierungkinetik von hiIP-R zu untersuchen, wurde der Rezeptor in NF29
Fibroblasten 6 h mit lloprost (100 nM) desensibilisiert, die Zellen gewaschen und in
agonistenfreien Nahrmedium Uber 6 h und 24 h resensibilisiert. Parallel dazu wurde wéahrend
der Resensibilisierungsphase in einem weiteren Ansatz lloprost (100 nM) zu den Zellen
gegeben. Im cAMP-Assay wurde dann die Ansprechbarkeit des Rezeptors zu den
verschiedenen Zeitpunkten Uberprift (Abb. 31). Die Rezeptor-vermittelte cCAMP-Bildung in
den Fibroblasten war nach 6-stindiger Vorinkuabtion mit lloprost im Vergleich zu nicht-
vorbehandelten Zellen (Kon =100 %) auf 22 % reduziert. Nach Abwaschen des Agonisten
wurde nach einer Resensibilisierungszeit von 6 h ein Anstieg der Rezeptor-vermittelten
cAMP-Antwort auf 33 %, nach 24 h auf 75 % gemessen. In den Zellen, die wahrend der
Resensibilisierungsphase mit Iloprost behandelt wurden, konnte keine Resensibilisierung des
Rezeptors beobachtet werden. Somit ist hIP-R nach Beendigung des Stimulus in der Lage,

wieder zu resensibilisieren. Dies erfordert aber einen Zeitraum von ca. 24 h.
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Resensihilisierungsverhalten von hiP-R auf Fibroblasten: nach Entfernung des Agonisten resensibilisiert hiP-R
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Anschlief3end wurde den Zellen wahrend der Resensibilisierungsphase der Proteinsynthese-
Inhibitor  Cycloheximid  (CX, 20ug/ml)  zugesetzt. Das relativ  langsame
Resensibilisierungsverhalten von hiP-R legt die Vermutung nahe, dass zur Wiederherstellung
der Rezeptoraktivitét eine Neusynthese des Rezeptorproteins erforderlich ist. Zudem ergab
sich die Frage, ob an allen Zeitpunkten der Desensibilisierung ausschliesslich eine Rezeptor-
Neusynthese zur Resensibilisierung nétig ist, oder ob auch ein Recycling-Mechanismus
beteiligt sein kdnnte (Abb. 32).
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Abbildung 32
Fibroblasten wurden 2 h, 6 h oder 16 h mit lloprost desensibilisiert und anschlielend mit und
ohne Cycloheximid (CX)-Zugabe Utber 6 h und 24 h resensibilisiert; ns = nicht signifikant
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Der Zusatz von Cycloheximid hatte keinen Effekt auf die Resensibilisierung von IP-R nach
2-stindiger Desensibilisierung der Zellen, fuhrte aber zu ener signifikant geringeren
Resensibilisierung nach 6- und 16-stindiger Desensibilisierung im Vergleich zu CX-
unbehandelten Zellen. Dabei war die Rezeptor-vermittelte cCAMP-Bildung in den unbehandelt
resensibilisierten Zellen nach 24 h wieder von 29 % (6-stiindige Desensibilisierung) auf 78 %
bzw. von 5% (16-stiindige Desensibilisierung) auf 74 % angestiegen. Betrachtet man die
Resensibilisierung unter Einfluss von Cycloheximid, so steigt die Rezeptorantwort nur auf
44 % bzw. 14% an. Der geringe Effekt von CX nach 2-stiindiger Desensibilisierung kénnte
bedeuten, dass hier noch ein Rezeptor-Recycling entscheident fur die Wiederherstellung des
IP-R-Signals beteiligt ist. Dies wére allerdings ein sehr langsames Recycling. Andererseits ist
der Rezeptor nach einer 2-stiindigen Iloprost-Behandlung noch nicht so stark desensibilisiert,
so dass die wiederhergestellte Signalweiterleitung auch von den Rezeptoren stammen konnte,
die vor der CX-Gabe synthetisiert wurden, und nun an der Zell-Oberflache angekommen sind.
Insgesamt sprechen der langsame Zeitverlauf der Resensibilisierung und der hemmende Effekt
von Cycloheximid fur eine Regulation des Rezeptors auf Proteinebene. Dies bedeutet, dass
hIP-R nach seiner Internalisierung abgebaut wird und hauptsachlich seine Neusynthese zur

Wiederherstellung des Signales fihrt.

3.8 Charakterisierungvon hiP-R in pulmonalem Gewebe

Auch bei der Behandlung der pulmonalen Hypertonie werden Prostacyclin und seine
Mimetika eingesetzt. Durch die vasodilatorische Wirkung von Prostacyclin kann der
Gefdlidruck in der Lunge gesenkt werden. Einige Patienten kdnnen aber nur durch bestéandige
Steigerung der Arzneidosis den anfanglich verbesserten Zustand aufrecht erhalten. So scheint
der Prostacyclin-Rezeptors auch im pulmonalen Gewebe eine Desensibilisierung nach
besténdiger Aktivierung durch den Agonisten zu durchlaufen. Um den im pulmonalen
Gewebe exprimierten hiP-R zu charakterisieren, wurde nach Lungenoperationen Zellkulturen
aus pulmonalen Fibroblasten der Adventitia (hpAdv) und Gefal3muskelzellen pulmonaler
Arterien (hpSMC) angelegt. In dieser Arbeit wurde dann mittels RT-PCR die Expression von
hIP-R in beiden Zelllinien nachgewiesen (Abb. 33 A) und im cAMP-Assay die Funktionalitét
des Rezeptors bestétigt (Abb. 33 B). Dabei ist die Rezeptor-vermittelte cAMP-Bildung durch
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die Stimulation mit lloprost in den pulmonalen Zellen mit 980 pmol / mg Protein x 10 min
(hpSMC) und 1600 pmol / mg Protein x 10 min (hpAdv) geringer als in den Fibroblasten-
Zéellinien NF29 (2300 pmol / mg Proteinx 10 min; Abb.12B) und CRL1635 (2700
pmol / mg Protein x 10 min; Abb. 12 B). Die Forskolin-vermittelte cAMP-Bildung, die sich
auf 200 pmol / mg Protein x 10 min (hpSMC) bzw. 600 pmol / mg Protein x 10 min (hpAdv)
belauft, ist mit der in den Fibroblasten-Zelllinien vergleichbar (Abb. 33 B).
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Abbildung 33

A RT-PCR mit ,Oligo 1" und ,Oligo 2* zur Expression von IP-R in humanen pulmonalen (hp)
Gefassmuskelzellen (SMC) und Fibroblasten (Adv)

B Funktionelle Aktivitat von hIP-R im cAMP-Assay
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Die konzentrationsabhdngige, maximale cAMP-Bildung durch hplP-Rezeptor, der mit
lloprost-K onzentrationen von 10"° M bis 10°M stimuliert wurde, ergibt eine sigmoidae

Kurve, die bel beiden Zelllinien gleich verlauft (Abb. 34).
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Abbildung 34

Konzentrationsabhéangige Stimulation von IP-R in den Zelllinien hpSMC (A) und hpAdv (B). Die Zellen wurden vor
dem cAMP-Assay entweder nicht vorinkubiert oder 3h mit lloprost vorbehandelt. Danach erfolgte die erneute
Stimulation des Rezentors mit llobrast in einer Konzentration von 100 M bis 105 M.

Im cAMP-Assay wurde das Desenshiliserungverhaten von hplP-R nach einer
Vorinkubationszeit mit lloprost von Oh bis 8h untersucht. Auch hier zeigt die
Rezeptor-vermittelte cAMP-Bildung in beiden Zdllinien den gleichen Kinetikverlauf
(Abb. 35). Nach 1-stindiger Vorinkubation war die IP-R-vermittelte cAMP-Bildung bei
hpAdv auf 72 % reduziert, nach 2 h auf 53 % und nach 8 h auf 10 %. Die Werte fur die

Kinetik von hIP-R auf hpSMC liegen &hnlich: nach 1-stiindiger Vorinkubation vermindert
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sich die Rezeptor-vermittelte CAMP-Bildung auf 64 %, nach 2 h auf 50 % und nach 8 h auf
20 %. ImVergleich zu den Fibroblastenlinien NF29 und CRL1635 zeigt sich, dass hIP-R in

den ersten Stunden in beiden pulmonalen Zelltypen schneller desensibilisiert.
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Abbildung 35
Desensibilisierungskinetik von IP-R auf hpAdv und hpSMC nach Vorinkubation mit lloprost tGber O h bis 8 h

Nachdem die Desensibilisierungskinetik von hiP-R in den pulmonalen Zellen schneller
verlauft als die Kinetik in den Fibroblasten, wurde auch die Resensibilisierung des pulmonal
exprimierten Rezeptors verglichen. Dazu wurde IP-R auf hpSMC und hpAdv 16 h mit
lloprost (100 nM) desensibilisiert und nach Abwaschen des Agonisten fir 6 h und 24 h
resensibilisiert. Dies geschah in Agonisten-freiem Nahrmedium oder unter Zusatz von lloprost
(100 nM) oder Cycloheximid (CX, 20 pg/ml). Zu jedem Zeitpunkt wurde ein CAMP-Assay
durchgefthrt, um die Ansprechbarkeit des Rezeptors zu Uberprifen. Nach 16-stindiger
lloprost-Behandlung war die Rezeptor-vermittelte cAMP-Bildung von 100% (nicht

desensibilisiert =Kon) auf 17 % (hpSMC, Abb.36A) bzw. 25% (hpAdv, Abb. 36 B)
70



3. Ergebnisse

vermindert. Wie in den Fibroblasten resensibilisiert hplP-R innerhalb von 24 h, so dass dann
wieder eine CAMP-Bildung durch den Rezeptor von 82 % bzw. 91 % gemessen werden kann.
Die Resensibilisierung erfolgte aber nicht in lloprost oder Cycloheximid behandelten Zellen.
So kann auch hier hauptséchlich von einer Rezeptor-Neusynthese zur Signalwiederherstellung
ausgegangen werden. Das Resensibilisierungsverhalten von hiP-R in den beiden pulmonalen

Zélllinien ist vergleichbar mit dem in der Fibroblastenzelllinie NF29.
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Abbildung 36
Resensibilisierung von IP- R in den Zelllinien hpSMC (A) und hpAdv (B). Die Resensibilisierung des Rezeptors
erfolgt innerhalb von 24 h, nicht aber in lloprost und Cycloheximid (CX) behandelten Zellen
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3.9 Fusion weiterer Epitope an hlP-R

Der direkte Nachweis des IP-Rezeptors im Western Blot war bisher nicht mdglich, da keine
Antikorper vorhanden waren. Durch die Fusion von Epitopen ist ein indirekter Nachwels des
Rezeptors moglich, da sich das Fusionsprotein mit Hilfe geeigneter Saulen aufreinigen und im
Western Blot indirekt mit Antikdrpern gegen das entsprechende Epitop nachwei sen |asst.

Der IP-Rezeptor wurde C-terminal im Vektor pcDNA3 mit sechs Histidinen (6xHIS) markiert
(hIP-R-HIS). In einer weiteren Klonierung wurde ein Hamagglutinin (HA)-Epitop N-terminal
an IP-R fusioniert (HA-hIP-R). Die Klonierungen wurden durch Sequenzierung kontrolliert
und CHO- und COS1-Zéllen transient mit den Plasmiden transfiziert. Zur Uberpriifung der
Proteinexpression wurden Proteinextrakte der Zellen dber unterschiedliche Saulen (HA-
Matrix bzw. Nickel-NTA-Agarose) aufgereinigt. Im Western Blot wurde die Expression des
fusionierten Rezeptors mit einem Anti-HIS- bzw. Anti-HA-Antikdrper nachgewiesen und die
funktionelle Aktivitat im cCAMP-Assay Uberprift (Abb. 37).
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Abbildung 37

Western Blot Analyse und Funktionalitatstest (mit transient transfizierten CHO-Zellen) des HIS-, bzw.
HA-fusionierten hIP-R

A Western Blot mit transient IP-HIS exprimierenden CHO- und COS1-Zellen. Die Punkte zeigen
die Lage der Bande auf dem Originalfilm.

B Western Blot mit COS1-Zellen, die IP-R-HA und B.AR-HA transient exprimieren. Der HA-
fusionierte B2AR wurde von M.G. Caron (Duke Universitat, Durham, NC, USA) zur Verfiigung
gestellt.
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Die bisher in der Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dass hiIP-R nicht dem
»Klassischen® Desensibilisierungsmodell folgt, das fur die meisten GPCRs beschrieben ist.
Weder eine Beteiligung von Arrestin oder GRKs konnte nachgewiesen werden. Somit ist
zukunftig fur die weitere Aufklarung des Mechanismus wichtig, neue Proteine zu ermitteln,
die an der Desensibilisierung beteiligt sind. Durch die Klonierung der Fusionsproteine an IP-R
ist fur weiterfihrende Untersuchungen u.a. die Methode der Immunopréazipitation anwendbar,
um neue Komponenten zu identifizieren, die mit dem Rezeptor in Wechselwirkung treten.
Denn auch durch ene mdgliche Hemmung der  Komponenten  der
Desensibilisierungsmaschinerie kénnte die therapeutische Wirkung von Prostacyclin erhdht

werden.
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4 DISKUSSION

Fur den Kklinischen Einsatz von PGl,-Mimetika ist die gefél¥relaxierende und antimitogene
Wirkung der Substanz von grof3em Interesse. Allerdings sind die Erfolge bei der Behandlung
von Erkrankungen wie der pulmonalen Hypertonie, Restenose und peripheren
Durchblutungsstérungen nicht immer tberzeugend. Dazu gehort u.a. die des 6fteren beobachtete
Notwendigkeit einer besténdigen Dosiserhthung. Die unterschiedlichen Behandlungserfolge
konnten in einer verminderten Signaltransduktion durch den Prostacyclin-Rezeptor nach
Applikation des Therapeutikums begriindet sein. Es stellt sich daher die Frage, ob das auch in
vivo die Folge einer Desensibilisierung des Prostacyclin-Rezeptors ist. Auch bel der Suche
nach neuen Rezeptor-Agonisten wurde eine mogliche Desensibilisierung von IP-R bisher nicht
berlicksichtigt. In dieser Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, ob die verminderte
Signaltransduktion nach léngerer Agonisten-Stimulation auf einer Desensibilisierung von hIP-R
berunt. Ein Vergleich mit dem ,klassischen“ Desensibiliserungsmodell des b,-adrenergen
Rezeptors soll Aufschluss Uber mdgliche Mechanismen der Desensibilisierung von hiP-R
geben. Um PGI-Mimetika effektiver bei der Behandlung einzusetzen, ist auch die
Wiederherstellung der Signaltransduktion (Resensibilisierung) durch hIP-R von Bedeutung.
Durch entsprechende applikationsfreie Behandlungszeiten kénnten Dosiserhéhungen vermieden
werden. Anwendung finden diese Erkenntnisse im letzten Teil der Arbeit, der sich mit dem
Einsatz von PGI,-Mimetika bel der pulmonaen Hypertonie beschéftigt. In Primérkulturen aus
Lungengewebe wurde gezeigt, dass auch hier die De- und Resensibiliserung von hiIP-R die

Wirkung der verabreichten Medikamente beeinflussen kann.

4.1 Expression und Funktionalitat des Prostacyclin-Rezeptors

Mit Hilfe der RT-PCR wurde der Rezeptor sowohl im stabil IP-R exprimierenden CHO-Zell-
System nachgewiesen, als auch seine endogene Expression in den Fibroblasten-Zelllinien NF29
und CRL1635 und den pulmonalen Zdltypen hpAdv und hpSMC. Funktionel zeigen die
Rezeptoren in den unterschiedlichen Systemen eine vergleichbare cAMP-Bildung nach
Agonisten-Stimulation. Die natirlichen Zell-Systeme der Fibroblasten und glatten
Gefal3muskelzellen bieten den Vorteil, dass alle an dem Vorgang beteiligten Proteine vorhanden
sind und im nattrlichen stochiometrischen Verhaltnis zueinander stehen. Die Stochiometrie von
Komponenten des Signalweges und die mogliche Kompartimentierung der Zelle beeinflussen
nach heutiger Meinung vide Vorgdngee So wird zB. das Verhditnis von

Rezeptor : G-Protein: Adenylatzyklase in verschiedenen Zelltypen mit 1: 100 : 3 angegeben.
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Die maximale Effizienz dieses Systems hangt also von Rezeptor und Adenylatzyklase ab. Diese
Relationen konnen aber in den unterschiedlichen Zelltypen und GProtein-Systemen variieren
(Ostrom et a., 2000). Die Kompartimentierung und damit die Eintellung der Zelle in
,Mikrodomanen“ wird as en Grund fir den unterschiedlichen Ablauf von
Signaltransduktionsvorgangen gesehen. Diesist z.B. beim b;- und b,-adrenergen Rezeptor der
Fall, die nach ihrer Stimulation unterschiedliche Signalwege in der Zelle induzieren, obwohl
beide an Gs-gekoppelt sind (Kuschel et a., 1999). So kdnnen Daten aus modifizierten (nicht
natirlichen) Zell-Systemen durch veranderte Verteilungsverhdtnissen und magliche
Unterschiede in der Gesamtorganisation der betelligten Proteine nicht immer die in vivo

ablaufenden V organge wiederspiegeln.

4.2 Wirkung von Prostacyclin-Mimetika auf die Signaltransduktion des

Prostacyclin-Rezeptors

Die Versuche mit humanen Fibroblasten zeigen deutlich, dass eine Vorinkubation der Zellen mit
100 nM lloprost schon nach wenigen Stunden zu einer verminderten Signalweiterleitung und
damit zu einer reduzierten cCAMP-Bildung nach Stimulation des Prostacyclin-Rezeptors fuihrt.
Diese Beobachtung ist in den mit dem Rezeptor stabil transfizierten CHO-Zellen nicht so
deutlich. Erst nach einer langeren Vorstimulation von ca. 15 h kann eine geringere Rezeptor-
vermittelte CAMP-Bildung gemessen werden. Dies kénnte zum einen an dem kinstlichen
Zellsystem liegen, das nicht ale benttigten Komponenten der Desensibilisierungsmaschinerie
exprimiert. Wie in 4.1 ausgefihrt ist das richtige stéchiometrisches Verhdltnis der betelligten
Proteine in der Zelle wichtig. Zum anderen kénnte der Rezeptor so massiv in den CHO-Zédllen
exprimiert werden, dass der noch nicht desensibilisierte Teil der Rezeptoren noch eine starke
cAMP-Antwort liefert. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass IP-R eine homologe, d.h.
vom Agonisten-induzierte Langzeit-Desensibiliserung durchlauft, die sich in  einer
verminderten Signaweiterleitung durch den Rezeptor zeigt.

Desensibilisierungskinetiken fir den Prostacylin-Rezeptor liegen nur fir wenige Zelllinien vor.
1982 zeigten Kenimer et a., dass die Stimulation von Neuro-Glioblastom Tumorzellen
NG108-15 mit PGE;, eilnem mit Prostacyclin verwandten Agonisten, Uber 16 h zum Verlust der
durch PGE; stimulierbaren Rezeptoren, d.h. dem Prostacyclin- und EP-Rezeptoren, fuhrt. Blair
et al. (1982) fanden dhnliche Ergebnisse in der neuronalen Zelllinie NCB-20 nach einer
Vorinkubation von 16 h mit Carbacyclin, einem fur IP-R schwach spezifischen Prostacyclin-
Anaogon. Krane et al. (1994) fihrten ebenfalls Desensibilisierungsversuche in NG108-15
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Zellen durch. Sie behandelten die Zellen fir 17 h mit lloprost vor, wobel die Konzentration mit
10 pM recht hoch gewahlt wurde. Hierbei ist nicht auszuschlief3en, dass Effekte durch eine
mogliche PLC- und der damit einhergehenden PKC-Aktivierung zu beobachten sind. Sie fanden
eine vermindete IP-R-vermittelte cAMP-Antwort, wobei die basde Aktivitdt der
Adenylatzyklase durch die Vorinkubation nicht beeinflusst wurde. Die Gruppe um FitzGerald
zeigten als einzige Arbeitsgruppe ene sehr schnelle Kurzzeit-Desensibiliserung des
Prostacyclin-Rezeptors in HEK 293-Zellen, die hIP-R stabil exprimierten (Smyth et a., 1998).
Hier war die Rezeptor-vermittelte CAMP-Bildung bereits nach eine Vorinkubation von 30 sec
mit 1 uM lloprost im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Zellen um mehr as das doppelte
reduziert.

Betrachtet man die Konzentrations-abhangige Stimulation von IP-R, so ist sowohl bel den in
dieser Arbeit verwendeten Fibroblasten und dem von der FitzGerald-Gruppe verwendeten
HEK 293-System eine Reduktion der Iloprost-vermittelten Adenylatzyklase-Aktivité nach
entsprechender Vorbehandlung der Zellen zu sehen. Hier zeigt sich allerdings wieder die
verschiedenen Zetablaufe der Zellsysteme bei der Rezeptor-Desensibiliserung. In
Fibroblasten ist die Rezeptor-vermittelte maximale cAMP-Antwort nach 3-stindiger
Vorinkubation mit 100 nM Iloprost auf 66 % herabgesetzt, nach 6-stiindiger Vorinkubation auf
26 %. Im HEK 293-System dagegen kann die Reduzierung der Maximalwerte schon nach einer
10-mindtigen Vorinkubation beobachtet werden. Obwohl im letzteren Fal eine lloprost-
Konzentration von 1 uM verwendet wurde, ist nicht zu erwarten, dass diese Konzentration den

Desensibilisierungsvorgang in den Fibroblasten stark beschleunigen wirde.

4.3 Desensibilisierung von hlP-R auf Rezeptorebene

In Saugetierzellen sind bisher neun Isoformen der membran-assoziierten Adenylatzyklase (AC1
bis AC9) beschrieben. Sie werden in unterschiedlichen Mengen in allen Geweben und Organen
exprimiert. Dabel ist die hohe Komplexitét des Adenylatzyklase-Systems zu berticksichtigen,
die die Voraussetzung fir die Bindung der unterschiedlichsten Aktivatoren und Inhibitoren des
Systems ist. Zu den moglichen Effektoren zéhlen die Untereinheiten der G-Proteine (Gea, Ga
und Gy, das Diterpen Forskolin, die second messenger kinasen PKC und PKA und der
sekundére Botenstoff Ca?", die alle an unterschiedliche Doménen des Adenylatzyklase-Proteins
binden konnen. Die Regulation der ACs kann zum einen auf Genebene stattfinden, wird aber
hauptséchlich durch die Bindung der verschiedenen Effektoren beeinflusst (Hurley, 1999; Defer
et a., 2000). Die IP-R-vermittelte PK A-Aktivierung durch den erhohten cAMP-Spiegel in der

Zelle kann zu einer Bindung der Kinase an die Adenylatzyklase fuhren. Daher ist es auch
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denkbar, dass die verminderte CAMP-Bildung durch den IP-Rezeptor nach Vorinkubation mit
seinem Agonisten auf eine verdnderte Aktivitdt der Adenylatzyklase durch Phosphorylierung
zuriickzufihren ist. Bei den Isoformen ACS5 und AC6 ist eéne Hemmung der katalytischen
Aktivitét durch die Phosphorylierung mittels PKA beschrieben (Iwami et al., 1995; Chen et al.,
1997).

Zur Uberprifung der Ansprechbarkeit des Adenylatzyklase-Systems nach Behandlung der
Zellen mit lloprost eignet sich eine Stimulation der Zellen im cAMP-Assay mit Forskolin. Die
Substanz ist ein hydrophobes Diterpen und aktiviert die AC durch direkte Bindung an das
hochkonservierte katalytische Zentrum. Bis auf AC9 sind alle Isoformen aktivierbar, wenn auch
der Grad der Aktivierung unterschiedlich ist (Seamon et al., 1981; Hurley, 1999). Falls die
Vorinkubation mit lloprost das AC-System flr eine weitere Stimulation nicht mehr ansprechbar
machen sollte, wirde eine anschliefende Forskolin-Behandlung der Zellen nicht zu einer
CAMP-Erhdhung in der Zelle fuhren. Nach Vorstimulation ist aber in den Fibroblasten eine
Forskolin-vermittelte cAMP-Bildung messbar. Aufféllig ist ein Anstieg der Forskolin-
vermittelte cCAMP-Bildung um 50 % nach einer 1-sttindigen V orinkubationszeit mit Iloprost, die
sch aber im Verlauf der Kinetik wieder der cAMP-Ausgangskonzentration der nicht-
vorbehandelten Zellen anpasst. In der Literatur ist diese cCAMP-Erhdhung nach zusétzlicher
Rezeptor-Stimulation u.a. von Alousi et a. (1991) beschrieben. Diese Autoren zeigten, dass die
Wirkung von Forskolin auf die cAMP-Bildung erhoht wird, wenn die Adenylatzyklase
zusétzlich mit G interagiert. Im Verlauf der Kinetik nimmt dieser Effekt in den Fibroblasten ab,
moglicherweise durch die ensetzende Rezeptor-Desensibiliserung und der damit
einhergehenden Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein. Denkbar ist auch, dass andere
Vorgange, wie eine mogliche Phosphorylierung der AC durch die aktivierte PKA, der weiteren
Bindung von Gg entgegenwirken. Insgesamt kann aber festgestellt werden, dass die

Desensibiliserung von hiP-R auf Rezeptorebene verl uft.

4.4 1P- und b,-adrenerger Rezeptor

Der byadrenerge Rezeptor ist zur Zeit das am besten untersuchte Modelsystem zur
Desensibiliserung von GPCRs. Beschrieben wurde dieses Phéanomen schon 1976 durch
Mukherjee und Lefkowitz an isolierten Erythrozyten-Membranen aus dem Frosch. Fur b,AR ist
in vielen Zdllinien eine schnelle Kurzzeitdesensibiliserung beschrieben. Auf den hier
verwendeten Fibroblasten-Zelllinien wurde auch die endogene Expression des ebenfalls

Gs-gekoppelten bo-adrenergen Rezeptors nachgewiesen. Im Vergleich mit IP-R zeigte sich
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zuné&chst, dass die Stimulation von b,AR durch 1 uM Isoprenalin zu einer geringeren CAMP-
Bildung fuhrt verglichen mit einer Stimulation durch Iloprost. Deutliche Unterschiede ergeben
sich im Verlauf der Desensibiliserungskinetiken: die b,AR-vermittelte CAMP-Antwort ist
schon nach 15-mindtiger Vorinkubation der Fibroblasten mit 1 uM Isoprenalin um die Halfte
reduziert. Nach 3 h ist eine Rezeptor-vermittelte cCAMP-Bildung kaum mehr messbar. Dies
spiegelt sich auch in der konzentrationsabhangigen Stimulation von b,AR wieder. Die maximale
CAMP-Bildung ist nach einer 3-stindigen Vorinkubation der Zellen von 100 % auf 17 %
reduziert.

Die schnelle Kurzzeit-Desensibilisierung von b,AR wird in dem hier verwendeten Zellsystem
auch sichtbar, wenn man jeweils die Kinetiken der Rezeptor-vermittelten CAMP-Bildung Uber
30 min betrachtet. Die b,AR-vermittelte cAMP-Bildung erreicht schon nach 5min ihr
Maximum. Es scheinen keine durch Isoprenalin ansprechbaren Rezeptoren mehr zur Verfiigung
stehen. Die IP-R- und auch Forskolin-vermittelte cCAMP-Bildung dagegen folgt einem linearen
Verlauf. Diese Kinetik der cAMP-Entstehung bestétigt auch die nicht vorhandene

Kurzzeitdesensibilisierung von IP-R in den Fibroblasten.

4.5 Lokalisation und Internalisierung von hiP-R

Die Kopplung an GFP eignet sich sehr gut, um Proteine zu lokaisieren und ihre mégliche
Trandokalisation intrazelluléar zu verfolgen (Kalal und Benovic, 2000). Fir viele GPCRs
wurde so die Internalisierung nach ihrer Stimulation nachgewiesen. Dazu zéhlen z.B. die a- und
b-adrenergen Rezeptoren (Barak et al., 1997; Awaji et al., 1998) oder auch der Secretin-
Rezeptor (Walker et a., 1999). Die Uberprifung des Rezeptor-GFP-Konstrukts im cAMP-
Assay zeigte, dass die GFP-Fusion am C-Terminus von hiP-R die Kopplung an Gs nicht
beeinflusst. Im konfokalen Lasermikroskop wurde die Membran-Lokalisation von IP-R mit
Hilfe des GFP-Proteins gezeigt. Nach seiner Stimulation wird der Rezeptor internalisiert,
wobei sich vesikuldre Strukturen ausbilden. Das Auftreten deutlicher Vesikel nach 6- bis
8-stindiger Behandlung der Fibroblasten mit lloprost lauft dabei paralel mit der
Desensbilisierungskinetik von hiP-R.

Die Aktivierung und Internalisierung wird bel einigen Rezeptoren mit der sogenannten DRY -
Sequenz in Zusammenhang gebracht, einer hochkonservierten Domane einiger GPCRs. Sie kann
je nach Rezeptortyp an unterschiedlichen Stellen im Rezeptor vorkommen. Beim b,-adrenergen
Rezeptor und den muskarinergen Rezeptoren befindet sie sich in der 3. intrazelluléren Schleife
(Samama et a., 1993; Moro et a., 1993), beim Chemokin-Rezeptor CXCR2 in der 2.

78



4. Diskussion

intrazelluldren Doméne (Burger et a., 1999). Besonders gut ist die Bedeutung dieser Sequenz
fir den ay,-adrenergen Rezeptor untersucht, bei dem sie am Ende der 3. transmembranen
Doméne zum Zytoplasma hin liegt. Dabel zeigte sich, dass eine Mutation in dieser Region zur
konstitutiven Aktivierung des Rezeptors fuhrt (Scheer et a., 1996) und durch die Mutation
Phosphorylierung und Internalisierung des Rezeptors vermindert werden (Mhaouty-Kodja et d.,
1998). Der Prostacyclin-Rezeptor wird aber internalisiert, ohne eine solche Sequenz

aufzuwe sen.

4.6 Beteiligte Proteine an der Desensibilisierung von hlP-R

Dem Mechanismus der b,AR-Desensibilisierung folgen viele GPCRs. Eingeleitet wird dieser
Vorgang durch die Phosphorylierung des Rezeptors durch second messenger Kinasen oder auch
aternativ durch G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKS). Die dadurch ausgeloste
Entkopplung des Rezeptors von seinem G-Protein beendet kurzfristig das Signal des aktivierten
Rezeptors. Der langerfristigen Signalabschaltung durch eine Rezeptor-Internalisierung geht oft
eine Bindung von Arrestin-Proteinen am G-Terminus des Rezeptors voraus. Diese vermitteln
die Clathrin-Bindung und damit die Entstehung von Clathrin-beschichteten Veskeln, die der
Endozytose des Rezeptors dienen. Es stellte sich die Frage, ob die Desensibilisierung von hiP-

R diesem , klassischen“ Modell folgt.

4.6.1 Beteligungvon second messenger Kinasen

Second messenger Kinasen spielen ene Schlusselrolle bei  der intrazelluldren
Signalweiterleitung. Auf der eine Seite kdnnen sie durch Phosphorylierung bestimmter
Zielproteine Signalwege aktivieren, zum anderen auch die Signalweiterleitung beenden, z.B.
durch die Phosphorylierung aktivierter GPCRs. Eine PKA- oder PKC-vermittelte
Phosphorylierung ist fiir die meisten Rezeptoren beschrieben.

Fir den bo-adrenergen Rezeptor wurde sowohl eine homologe als auch eine heterologe
Desensibiliserung gezeigt. Die homologe Desensibiliserung erfolgt durch GRK-vermittelte
Phosphorylierung des aktivierten, Liganden-besetzten Rezeptors (Inglese et al., 1993). Dagegen
kann der nicht-aktivierte Rezeptor auch durch eine PKA-vermittelt Phosphorylierung heterolog
desengibilisiert werden. Diese unterschiedlichen Mechanismen sind abhangig von der
Konzentration des Agonisten, wobei bei b,AR die Phosphorylierung durch GRK2 schneller
erfolgt as durch PKA (Hausdorff et a., 1990; Roth et a., 1991). Zusétzlich erlaubt die
heterologe Desensibilisierung den ,, crosstalk™ zwischen unterschiedlichen Rezeptorfamilien. So

kann z.B. eine Aktivierung des Prostacyclin-Rezeptor indirekt durch die nachfolgende cCAMP-
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Erhohung und PKA-Aktivierung die a-l1soform des Thromboxan A2 Rezeptors desensibilisieren
(Walsh et d., 2000). Da der Prostacyclin-Rezeptor keine Phosphorylierungssequenz der PKA
aufweist, wéare nur en indirekter Einfluss von cAMP / PKA auf die Desensibilisierung des
Rezeptors denkbar. Die in den NF29 Fibroblasten durchgefiihrten Untersuchungen mit myr-PKI,
einem Inhibitor der PKA, bestdtigen auch die Nicht-Betelligung von PKA an der
Desensibiliserung von hiP-R. Der Einfluss von cAMP auf die Rezeptordesensibilisierung
wurde durch Vorstimulation der Zellen mit Forskolin untersucht. Diese , kunstliche* cAMP-
Erhdhung fuhrte aber auch nicht zu einer veranderten CAMP-Bildung durch den |1P-Rezeptor.
Dabel ist aber wiederum ein Anstieg der cAMP-Konzentration, wie in 4.6 schon diskutiert, zu
beobachten, dieses Mal aber vermittelt durch den Rezeptor. Auch hier scheint wieder die
gleichzeitige Bindung von Forskolin und Gs-Protein die Adenylatzyklase zu sensibilisieren und
auch hier halt der Effekt nur wahrend der 1- bis 2-stiindigen Vorinkubation mit Forskolin an.
Dann ereicht die Rezeptor-vermittelte CAMP-Konzentration wieder den Ausgangswert der
nicht vorbehandelten Zellen. Somit findet beim Prostacyclin-Rezeptor keine cAMP / PKA-
abhangige heterologe Desensibilisierung statt.

Der Einfluss der PKC scheint eher wahrscheinlich, da der Rezeptor drei mutmaldiche
Phosphorylierungsequenzen fir die Kinase aufweist. Smyth et al. (1996) zeigten, dass en
HA-gekoppelter IP-Rezeptor, der stabil in HEK 293-Zellen Uberexprimiert wurde, zeit- und
konzentrationsabhangig nach Iloprost-Stimulation phosphoryliert wird. In einer weiteren Arbeit
wiesen sie nach, dass ein C-termina trunkierter 1P-Rezeptors nach Stimulation mit 1 uM
Iloprost weder phosphoryliert noch desensibilisiert wurde. Durch anschlief3ende Mutagenese
der zwel im C-Terminus lokaliserten mutmaldichen Phosphorylierungsstellen, konnte
Serin328 as Zid der PKC identifiziert werden. Die Mutante wurde erheblich weniger
phosphoryliert und zeigte eine vermindertes Desensibilisierungsverhalten im Vergleich zum
Wildtyp-Rezeptor (Smyth et ., 1998). Es stellte daher die Frage, ob PKC auch im natiirlichen
Fibroblasten-System eine solche Rolle zukommt. Die PKC-Isoformen kdnnen in drei grofie
Gruppen eingeteilt werden: ,,konventionelle” (c)PKCs (a, by, b,, ), ,,neue” (nN)PKCs (d, e, q,
h, m) und ,atypische* (8)PKCs (I /i, z). Die drei Gruppen unterscheiden sich in der Art ihrer
Aktivierung. cPKCs sind die durch Phosphatidylserin, Ca®* oder Diacylglycerol (DAG)
aktivierbaren Isoformen. Die Kinasesktivitst der nPKCs ist Ca’-unabhdngig und nur
Phosphatidylserin- oder DAG-abhangig, aPKCs benttigen nur Phosphatidylserin (Sugden und
Bogoyevitch, 1995). Um den Einfluss der PKC auf das Desensibilisierungsverhalten des hiP-R
bei NF29 Fibroblasten zu tberprifen, wurde das DAG-Analogon PMA, en direkter Aktivator

der ¢ und nPKC, eingesetzt. Eine Aktivierung der PKC durch 30-minitige Behandlung der
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Fibroblasten mit PMA fihrte nicht zu ener geringeren |P-R-vermittelten,
konzentrationsabhangigen cAMP-Bildung im Vergleich zu PMA-unbehandelten Zellen. Eine
heterologe, PK C-abhangige Desensibilisierung von | P-R kann daher nicht beobachtet werden.

Zur Untersuchung der homologen Desensibilisierung wurde PMA zur PKC-Aktivierung vor der
Desensibilisierungskinetik mit Iloprost zugesetzt. Im anschlief3enden Assay wurde die Iloprost-
induzierte cAMP-Entwicklung in den Kontrollzellen (= nicht mit lloprost vorstimuliert, nur
PMA-behandelt) durch die PMA-Behandlung nicht vermindert. Nach Voraktivierung des
Rezeptorsfur 1 h bis 6 h mit lloprost wurde die Desensibilisierung durch die zusétzliche PMA-
Behandlung beschleunigt. Dieser additive Effekt deutet auf eine Betelligung der PKC an der
Desensibiliserung von IP-R in Fibroblasten hin. Allerdings konnte der Einsatz des PKC-
Inhibitors GF 109203X die Desensibiliserung von hIP-R auf cAMP-Ebene nicht verhindern.
Dies kann mit der Kopplung des Rezeptors an unterschiedliche G-Proteine erklért werden. Die
in diesem System verwendete Iloprost-Konzentration von 100 nM fihrt nach Stimulation des
Prostacyclin-Rezeptors an die Kopplung von G, nicht aber an G,. Auf diesem Wege findet in
vivo keine PKC-Aktivierung statt. Die beobachtete homologe Desensibilisierung des Rezeptors
ist daher unter den hier gewdahlten Versuchsbedingungen PKC-unabhangig. Daneben scheint
aber ein PKC-abhangiger Weg zu existieren: wird die PKC , kunstlich® durch PMA aktiviert, so
kann diese Aktivierung die Beschleunigung des Desensibilisierung des Rezeptors bewirken,
auch nach Behandlung der Zellen mit nur 1200 nM lloprost. In vivo bedeutet dies, dass durch die
Kopplung des Rezeptors an G, bei hohen Agonistenkonzentrationen und der nachfolgenden
PKC-Aktivierung ein anderer, PKC-abhéngiger Weg bei der Desensibilisierung beschritten
werden kann. Es stellt sich natlrlich die Frage, welcher Mechanismus dem alternativen, PKC-
unabhéngigen Weg zugrunde liegt. Daran konnte ein Protein betelligt sein, das nur fur die
Desensibiliserung des Prostacyclin-Rezeptors zusténdig ist. Die muskarinergen Rezeptoren
snd zur Zeit die enzigen GPCRs, bel denen die Betelligung einer solchen Rezeptor-
spezifischen Kinase nachgewiesen werden konnte. Dabei handelt es sich um die
Caseinkinase la (CKla, vormals Muskarin-Rezeptor Kinase MRK), die den m3
muskarinergen Rezeptor, aternativ zu den GRKS, Agonisten-abhéngig phosphorylieren kann
(Tobin et a., 1997). Dieser Vorgang, der auch beim ml muskarinergen Rezeptor gezeigt
werden konnte, fuhrt durch die Entkopplung des Rezeptors von G-Protein zu seiner
Desengibiliserung (Waugh et a., 1999). De Einfluss von CK1-Homologen auf die
Desensibiliserung von GPCRs wurde auch in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
nachgewiesen. Dort ist sie an der funktionellen Regulierung des a-Faktor Pheromon-Rezeptors

Ste?2p beteiligt (Hicke et al., 1998). Solche Rezeptor-spezischen Kinasen konnten, neben
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second messenger Kinasen und GRKSs, alternativ zu einer Desensibilisierung des Prostacyclin-

Rezeptors und anderer GPCRs fuhren.

4.6.2 Beteiligung von GRKs

GRK's sind massgeblich an der Phosphorylierung und damit an der Desensibilisierung vieler
G-Protein  gekoppelter  Rezeptoren  beteiligt. Beschrieben ist diese Art der
Rezeptorphosphorylierung z.B. beim b,-adrenergen Rezeptor (Lohse et al., 1990), dem
muskarinergen Acetylcholin Rezeptor (Haga et al., 1996) und dem Secretin-Rezeptor (Shetzline
et a., 1998). Fur diesen recht schnell nach der Rezeptoraktivierung ablaufenden Vorgang
muissen verschiedene Voraussetzungen erfullt sein. Zundchst werden die GRKs durch die
bgUntereineinheit des heterotrimeren G-Proteins aktiviert, die nach Rezeptorstimulation von
der a-Untereinheit abdissoziiert. GRKS5 ist eine membranstdndige Kinase, wohingegen GRK?2
nach Aktivierung vom Zytoplasma zur Zellmembran trandoziert (Pronin et a., 1998; Aragay et
al., 1998). GRKs phosphorylieren nur den aktiven Rezeptor, wobel dies vornehmlich fir GRK2
und GRK5 beschrieben ist. Dabei kann man die bisher untersuchten Rezeptoren in zwel
Gruppen einteilen. Bei der einen Gruppe befinden sich die potentiellen GRK2-, bzw. GRK5-
Phosphorylierungsstellen im C-Terminus des Rezeptors (Thrombin-Rezeptor, Prostaglandin
EP, Rezeptor, b;- und b-adrenerger Rezeptor), bel der anderen Gruppe in der 3. intrazelluléren
Domaéne (a-adrenerge Rezeptoren, Dopamin-Rezeptoren, muskarinerge Rezeptoren (my, bis my))
(Eason et al., 1995). Verschiedene Untersuchungen zeigen die Beteiligung von GRKs an
Herzerkrankungen wie Hypertonie (Gros et a., 1999), regionaler Ischamie (Ungerer et al.,
1996) oder Herzinsuffizienz (laccarino et al., 1998). Die Existenz von sieben GRKs ist zur Zeit
beschrieben, wobel GRK2, GRK3 und GRK5 hauptséchlich im Herzen exprimiert werden
(Lohse, 1995). GRK 2 nimmt dabei eine herausragende Position €in, da die Uberexpression und
-Aktividt von GRK2 zur Desensibilisierung von b,AR fihren kann. Die Ausschaltung des
b-adrenergen Signalsystems fihrt zu einer Dysfunktion des Herzens (Koch et a., 1995; Choi et
al., 1997). Mause, die eine heterozygote Deletion fir GRK 2 trugen, waren in ihrer Entwicklung
nicht auffallig, die mit einer homozygoten Deletion dagegen nicht |ebensfahig.

Da eine Viezahl von Rezeptoren auf diesem Wege phosphoryliert wird, einschliefdlich des
Prostaglandin EP,-Rezeptors, erschien es sinnvoll diesen Weg auch beim hiP-Rezeptor zu
Uberprifen. Dabel scheidet eine Phosphorylierung in der 3. intrazellul&ren Doméane von IP-R
aus, da die von Eason et a. (1995) beschriebenen Erkennungssequenzen fir die
Phosphorylierung durch  GRKs nicht vorhanden sind. Obwohl diese innerhab der

Rezeptortypen variieren, folgen bei den beschriebenen Erkennungssequenzen zwei Serin-Reste
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aufeinander. IP-R weist in der 3. intrazelluldren Doméane nur einen Serin-Rest (Serin 223) auf.
Dagegen sind im G-Terminus verschiedener Rezeptoren auch Phosphorylierungssequenzen mit
einzelnen Serinen beschrieben, die auch bei IP-R zu finden sind. Stellvertretend fur die GRKs
wurde die Beteiligung von GRK2 und GRK5 an der Desensibilisierung von hiP-R untersucht.
Dabel zeigten sich grofée Unterschiede in der Expression der beiden Kinasen. Wahrend GRK 2
in alen hier untersuchten Zelllinien stark endogen exprimiert wird, ist die Expression von
GRK5 in keiner der Zelllinien nachzuweisen. Entsprechend gut liess GRK5 sich im naturlichen
Fibroblasten-System durch Transfektion Uberexprimieren. Im Falle von GRK2 konnte nur einen
minimale Erhdhung der Proteinexpression erzielt werden. Bel einer Beteiligung der beiden
Kinasen an der Desensibilisierung von hiP-R sollte sich dies durch ihre Uberexpression in
einer Beschleunigung der Desensibilisierungskinetik ausdriicken. Dies konnte aber weder durch
eine Uberexpression von GRK2 noch durch GRK5 erzielt werden. Betrachtet man zudem die
relativ langsame Kinetik von hiP-R, aber die starke endogene Expression von GRK 2, so deutet
dies schon auf eine Nicht-Beteiligung der Kinase hin, da die Phosphorylierung durch die GRK's

innerhalb einer kurzen Zeit nach Rezeptoraktivierung erfolgt.

4.6.3 Beteiligung von Arrestinen

Benovic et al. beschrieben 1987 erstmals, dass GRKs nicht allein an der Beendigung der
Signaltransduktion von GPCRs beteiligt sind. Versuche mit isolierten b,-adrenergen Rezeptoren
und retinalem (,visua®) Arrestin, das an der Desensibiliserung des Rhodopsin-Rezeptors
beteiligt ist, fuhrten zur Entdeckung der Familie der Arrestinproteine. 1990 klonierten Lohse et
al. das zum retinalen Arrestin homologe b-Arrestin. In einer weiteren Arbeit konnten sie zeigen,
dass b-Arrestin vornehmlich bei der GRK-, nicht aber bel der PKA-vermittelten
Rezeptorphosphorylierung des b,AR eine Rolle spielt (Lohse et a., 1992). Arrestin ist en
zytosolisches Protein, das in mehreren Spleissvarianten vorkommt (Sterne-Marr et al., 1993).
Seine Aufgabe besteht darin, zusammen mit GRKs die intrazelluldare Signaweiterleitung des
Rezeptors zu beenden, indem die Wechsalwirkung zwischen Rezeptor und G-Protein verhindert
wird. Fir diesen Vorgang wird folgendes Modell fir verschiedene GPCRs beschrieben, das
aus mehreren Tellschritten bestent. Die Aminosduresequenz von Arrestin weist eine
Phosphorylierungserkennungs-Domane (P-Region) auf, mit der es die GRK-phosphorylierten
Serin- / Threonin-Regionen des Rezeptors erkennt. Mit einer zweiten Domane, der
Aktivierungserkennungs-Doméne (A-Region), kann es dternativ aber auch Liganden-besetzte

Rezeptoren erkennen und Uber die 1., bzw. 3. intrazellulére Schleife mit dem Rezeptor in
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Wechsalwirkung treten. Arrestin bindet im Falle eines Liganden-besetzten und phosphorylierten
Rezeptors an beiden Doméanen des Rezeptors, was eine Konformationsanderung im Arrestin
bewirkt und die Affinitét zum Rezeptor erhdht (Gurevich et a., 1995; Ferguson et al., 1996).
Neuere Arbeiten beschreiben, dass die DRY -Sequenz, die einige GPCRs aufweisen, auch in
die Arrestinbindung involviert ist (Bennett et a., 2000). Fir seine weitere Aufgabe besitzt
Arrestin im C-Terminus ein Clathrin-Bindemotiv. Dadurch fungiert Arrestin als Adapterprotein
zwischen Rezeptor und Clathrinproteinen und kann so die Internaisierung des Rezeptors in
Clathrin-beschichteten Vesikeln einleiten (Goodman et a., 1996). Eine Sonderstellung nehmen
dabel die muskarinergen Acetycholin-Rezeptoren ein. Fir den humanen m2 muskarinergen
Rezeptor ist die Bindung von b-Arrestin nach Phosphorylierung des Rezeptors beschrieben
(Gurevich et a., 1993), diein der 3. intrazelluldren Doméne stattfindet und GRK 2-vermittelt ist
(Pals-Rylaarsdam et al., 1995). Neuere Arbeiten zeigen, dass die Internaisierung des
phosphorylierten m2 Rezeptors nicht nur dem Arrestin- / Clathrin-abhangigen Weg folgen kann,
sondern auch ein aternativer, Arrestin-unabhangiger Weg existiert (Pals-Rylaarsdam et al.,
1997). Dies bestétigte sich auch fir den m1, m3 und m4 muskarinergen Rezeptor (Lee et .,
1998). Folglich muss einer Phosphorylierung durch GRKs nicht automatisch eine Arrestin-
Bindung folgen. Andererseits wurde mit Hilfe einer Mutanten des b,AR, bei der en
Aminosdureaustausch in der GRK-Bindedoméne vorgenommen wurde, gezeigt, dass ene
Arrestin-vermittelte Internaliserung des Rezeptors auch ohne GRK-Phosphorylierung
stattfinden kann. Dies beruht auf der Phosphorylierungs-unabhéngigen Bindung von Arrestin an
den Rezeptor, wenn auch mit einer sehr viel schwécheren Affinitét (Ferguson et ., 1996).

Mit Hilfe eines GFP-fusionierten Arrestins lasst sich die Agonisten-vermittelte Translokation
von Arrestin zum Rezeptor und damit seine Beteiligung an der Desensibilisierung von GPCRs
sichtbar machen (Barak et a., 1997). So konnte die Beteiligung von Arrestinen an der
Internalisierung vieler GPCRs gezeigt werden, wie z.B. dem Angiotensin-Rezeptor, Dopamin-
Rezeptor, Endothelin Typ A-Rezeptor oder dem Neurotensin-Rezeptor (Zhang et al., 1999).
Das GFP-fusioniete b-Arrestin2 wurde auch zur Uberprifung einer  moglichen
Wechsawirkung von Arrestin und hiP-R in den hier verwendeten Zellsystemen eingesetzt. Die
gleichzeitige Expression von b-Arrestin2-GFP und hIP-R in den Fibroblasten und auch den
CHO-Zédlen fuhrte zu keiner Umverteilung des Arrestins vom Zytoplasma an die Zellmembran.
Zur Uberpriifung des Systems zeigte eine Expression von H,AR und b-Arrestin2-GFP in den
beiden Zellentypen diese in der Literatur beschriebene Trandokation von Arrestin. Dabei
bildeten sich vesikulére Strukturen an der Plasmamembran aus. Dies zeigt eindeutig die Nicht-

Beteiligung von b-Arrestin an der Internalisierung von hiP-R.
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4.7 Resensibilisierung von hiP-R

Um die weitere zelluldre Signalweiterleitung zu gewahrleisten, ist die ,Re-Aktivierung“ von
internalisierten Rezeptoren ein wichtiger Vorgang. Ein Mechanismus ist das Recycling des
Rezeptors, wobel die insgesamt in der Zelle vorhandene Rezeptorzahl gleich bleibt. An diesem
Vorgang ist eine G-Protein gekoppelte Rezeptor-Phosphatase, die Protein Phosphatase Typ 2A
(PP-2A), beteiligt. Fur b,AR ist beschrieben, dass der Rezeptor nach seiner Internalisierung
durch eine pH-Wert-Anderung in den Endosomen eine Konformationsanderung durchlauft, die
es der PP-2A mdglich macht, den Rezeptor zu dephosphorylieren. Zusétzlich kann hier auch die
Dissoziation des Liganden vom Rezeptor stattfinden. Anschlief3end wandert der Rezeptor an die
Zdloberfléche zurtick und steht dort fir eine erneute Aktivierung zur Verfigung (Kriger et a.,
1997). Neuere Arbeiten Uber den Vasopressin-Rezeptor zeigen einen Variante dieses
Recycling-Vorgangs. Wahrend der Vasopressin Typ 1A-Rezeptor den vorher beschriebenen
»kurzen Weg"* beschreitet, wird fir den Vasopressin Typ 2-Rezeptor (V2R) ein sogenannter
»langer Weg“ beschrieben. Dabel sammelt sich der internaliserte V2R zunédchst in einem
perinukledren Recycling-Kompartiment an, ausgelést durch die Phosphorylierung einer
speziellen , Rickhalte-Domane” im C-Terminus des Rezeptors. Es ist noch unbekannt, wie
genau die Dephosphophorylierung vonstatten geht, die fir das spétere Recycling erforderliche
ist (Innamorati et a., 2001).

Die Resensibilisierung durch die Neusynthese des Rezeptorproteins stellt den aternativen Weg
dar. Vorausgegangen ist hier die ,, Down“-Regulierung des Rezeptors, die zu einer Reduzierung
der Rezeptor-Gesamtzahl in der Zelle fuhrt. Dies geschieht durch die Degradation des
Rezeptors, die meist lysosomal, aber auch nach Ubiquitinierung des Rezeptors im Proteasom
ablauft. FUr manche Rezeptoren sind der Recyclingweg und die Neusynthese nach ,,Down®-
Regulierung beschrieben, abhéngig vom Zellsystem und der Dauer der Stimulation durch den
Agonisten (B6hm et al., 1997).

Schon die langsame Resensibilisierungskinetik des IP-Rezeptors in den Fibroblasten tber 24 h
legt die Notwendigkeit der Rezeptor-Neusynthese zur Signalwiederherstellung nahe. Dies
konnte durch den Einsatz von Cycloheximid bestétigt werden, da der Proteinsynthese-1nhibitor
die Rezeptor-Resensibilisierung verhindert. Die fehlende Kurzzeit-Desensibilisierung von
hiP-R spricht auch fir eine ,Down‘-Regulierung, da diese vornehmlich nach l&ngerer
Stimulation mit dem Agonisten beobachtet wird. Im Vergleich zu vielen anderen Rezeptoren
verlauft die Desensibilisierungskinetik von hIP-R recht langsam und macht somit eine langere
Anwesenheit des Agonisten bis zu ener Internaliserung des Rezeptors nétig. So ist eine

Internalisierung von 70% der dOR-Rezeptoren nach 15-minitiger Agonistenbehandiung
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gezeigt, die bis zu einer 1-stiindigen Stimulation reversibel ist. Nach langerer Stimulation wird
die Degradation des Rezeptors eingeleitet (Hasbi et a., 2000). Die Rezeptor-,Down*-
Regulierung konnte die oft beobachtete geringere Wirksamkeit von Prostacyclinen nach ihrer
mehrmaligen Anwendung erkldren. So sollte die langerfristig verminderte Ansprechbarkeit des
Rezeptors nach seiner Degradation bel der systemischen Gabe dieser Therapeutika

berticksichtigt werden.

4.8 1P-R in pulmonalem Gewebe

Die Pathophysiologie der pulmonalen Hypertonie beinhaltet u.a die Vasokonstriktion der
Lungengefdl?e und vaskuldres Remodelling, das letztlich zu irreversiblen Veranderungen der
Gefalwand fuhrt (Archer und Rich, 2000). Therapierbar wird die Krankheit durch den Einsatz
des gefarelaxierend und antiproliferativ. wirkenden Prostacyclins. Nachteilig sind dabei
unerwiinschte Nebenwirkungen, kurze Wirkzeiten und die Notwendigkeit einer Dosiserhthung
nach langerer Anwendung (Grimminger et a., 1999). Daher ist fur diese Krankheit das
Verhaten von IP-R im pulmonalen Gewebe von grof3em Interesse, um durch eine effektivere
Anwendung die Behandlungssituation der Patienten zu verbessern. Fortschritte konnten schon
durch die Umstellung der PGIl,-Applikation von intraventser auf inhalative Verabreichung
erzielt werden, da nachteilige systemische Effekte reduziert werden und Probleme in der
praktischen Handhabung der Dauerkatheter wegfallen (Olschewski et al., 1996; Mikhail et al.,
1997). Zudem waren bei der inhaativen Anwendung geringere Dosen (1.1 ng/ kg/ min bel
inhalativer gegentiber 2.5 ng/ kg/ min bel intravendser Applikation) notwendig (Olschewski et
al., 1996).

Die in der Arbeit untersuchten Primérkulturen hpSMC und hpAdv aus Arterien der
menschlichen Lunge exprimieren IP-R endogen. Die Iloprost-vermittelte CAMP-Bildung ist
etwas geringer alsin den Fibroblasten-Zelllinien NF29 und CRL1635. Auch in den pulmonalen
Zdlen durchlauft 1P-R eine Agonisten-abhangige homologe Desensibilisierung. Die Zeitkinetik
ist mit der in den Fibroblasten-Zelllinien NF29 und CRL1635 vergleichbar, wobei in den
pulmonaen Zelllinien die Desensibiliserung in den ersten zwei Stunden schneller verlauft.
Dies konnte in einer geringeren Rezeptorzahl auf der Zelloberfldche begrindet sein, die
moglicherweise auch zu einer geringeren cAMP-Bildung fihrt. Die Resensibilisierung bendtigt
auch im pulmonalen Gewebe eine Zeitdauer von 24 h. Der Einsatz von Cycloheximid zeigte,
dass wiederum nur die Neusynthese des Rezeptors eine erneute Signaltransduktion tUber IP-R
maoglich macht. Dieses De- und Resensibilisierungsverhalten von hiP-R kann besonders bei der
Erstellung eines Anwendungsprotokolls fur die inhalative PGIl,-Therapie von Interesse sein.

Durch eine zeitlich kurzgehaltene Applikation mit entsprechender Moglichkeit des Rezeptors
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zur Resensibilisierung ist eine wirksamere Anwendung von Prostacyclin bei der pulmonalen
Hypertonie denkbar. In der Erprobung ist zur Zeit ein Inhaationsschema, das eine Vertellung
von 100-150 ug lloprost auf sechs Tagesdosen vorsieht, wobei eine Inhalation ca. 15 Minuten
dauert. Das Inhdationsintervall ist unmittelbar begleitet von enem verbesserten
Herzminutenvolumen, einem drastischen Abfall des mittleren pulmonal-arteriellen Blutdruckes
und einer Verbesserung des Gasaustausches durch den gleichzeitigen Anstieg der arteriellen
Sauerstofféttigung. Diese Effekte bilden sich im Verlauf der néchsten 1-2 Stunden langsam
zuriick. Zusétzlich wird wahrend der Nacht eine mehrstiindige Inhalationspause eingehaten
(Grimminger et al., 1999). In einer neuen Studie kommt die Arbeitsgruppe von Kleber zu einem
ahnlichen Schluss, wobel aber auf das Problem der diskontinuierlichen Verabreichung und
Wirkung von Prostacyclin aufgrund der kurzen Halbwertszeit hingewiesen wird (Wensdl et d.,
2000). Insgesamt aber erscheint diese Anwendungsform sinnvoll, da sie durch kurze
Inhalationszeiten nicht zu einer vollsténdigen Rezeptor-Desensibilisierung fuhrt und zusétzlich
durch Inhalationspausen eine regel méldige Resensibilisierung des Rezeptors moglich wird.

4.9 Bedeutung des Prostacyclin-Rezeptors fir die therapeutische

Anwendung von Prostacyclin und seinen Mimetika
Fir die Therapie verschiedener Erkrankungen wie der Restenose, Durchblutungsstérungen und
der pulmonalen Hypertonie bietet sich der Einsaiz des vasodilatierend, antimitogen und
antiproliferativ wirkenden Prostacyclins an. Vermittelt werden die Effekte durch den
Prostacyclin-Rezeptor, dessen veranderte zelluldre Signalweiterleitung nach bestéandiger
Aktivierung ein moglicher Grund fir unbefriedigende Therapieergebnisse sein kdnnte. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Prostacyclin-Rezeptor eine Agonisten-abhangige,
homologe Langzeit-Desensibilisierung durchlauft (Nilius et a., 2000). Dabel zeichnet sich
hiP-R dadurch aus, dass er nicht dem , klassischen* Desensibilisierungsmodell folgt, wie es fr
viele GPCRs beschrieben ist. Es konnte weder eine Beteiligung von Arrestin, noch von GRKs
nachgewiesen werden. Dazu scheint die Desensibilisierung Uber verschiedene Wege
abzulaufen, abhéngig von der Konzentration des Agonisten (Abb. 38).
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Mdogliche Komponenten der Rezeptor-Desensibilisierung und ihre Beteiligung
an der Desensibilisierung des Prostacyclin-Rezeptors

Besonders die nach der Rezeptor-Internalisierung stattfindende ,, Down®-Regulierung fuhrt zu
einer langeren , Licke" in der Signaltransduktion durch den IP-Rezeptor. Hier kdnnten gezielte
Behandlungspausen, die der Resensibiliserung des Rezeptors dienen, zu einer wirksameren
Anwendung von Prostacyclin beitragen. Allerdings tritt bei manchen Erkrankungen, auch bel
der pulmonalen Hypertonie, die verminderte Ansprechbarkeit von IP-R durch seinen Agonisten
st nach ener langeren Anwendungszeit auf. Moglicheweise fihrt eine bestandige
Desensibiliserung mit nicht ausreichend langen Resensibilisierungsphasen langerfristig zum
weitgehenden Verlust des Rezeptors auf der Zellmembran.

Verschiedene Ansdtze sind denkbar, um Prostacyclin und seine Analoga effizienter
anzuwenden. Zum einen wére die gezidte Hemmung von beteiligten Komponenten der
Desensibiliserungsmaschinerie denkbar. Dazu wéare es notwendig, zukinftig mit Hilfe der
Epitop-fusionierten |P-Rezeptoren oder der Two Hybrid-Methode neue Proteine zu

identifizieren, die mit dem Rezeptor in Wechselwirkung treten.
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Bei der Entwicklung neuer Rezeptor-Agonisten wurde bisher die Mdoglichkeit einer
Desensibilisierung des Rezeptors wenig berticksichtigt. Daher bietet sich der Einsatz partieller
Rezeptor-Agonisten an. Partielle Agonisten unterscheiden sich in ihrer  sogenannten
»intrinsischen Aktivitét“ vom reinen Agonisten. Dabel erzielt der partielle Agonisten zwar die
gleiche Wirkung, seine intrinsischen Aktivitét ist aber geringer. Dies ist bedingt durch die
Konformationsanderung, die ein Rezeptor durchlduft, um nach seiner Stimulation in den
aktivierten Zustand zu gelangen. Der partielle Agonist verschiebt das Gleichgewicht der
Rezeptor-Konformation nicht so stark zum aktiven Zustand hin, wie dies durch den reinen
Agonisten geschehen wirde (Clark et ., 1999). Der Vorteil in der therapeutischen Anwendung
waére, dass die Desensibilisierung des Rezeptors langsamer verlaufen wirde. Dies konnte fir
den p Opioid-Rezeptor (Kovoor et a., 1998) und fur den Dopamin-Rezeptor gezeigt werden,
bei dem der Einsatz von partiellen Agonisten die Desensibiliserung um 50 % reduzierte,
verglichen mit dem reinen Agonisten Dopamin (Lewiset d., 1998).
Eine weitere Chance bietet die Gentherapie, bel der gezielt bestimmte Gene in Geweben oder
Organen Uberexprimiert werden. Zur Behandlung von Thrombosen sollte die Expression von
antikoagulativen und fibrinolytisch wirkenden Genen erhoht werden. So kdnnten Stents mit
Zellen bestlickt werden, in denen zuvor in vitro der Gentransfer durchgefuhrt wurde. Nach
Implantation der Stents entfalten die modifizierten Zellen in der Gefél3wand ihre
antithrombotische Wirkung (Vassalli und Dichek, 1997). Diesem Zweck dient auch die
Uberexpression von Genen, die zu einer Erhéhung des endogenen Prostacyclinspiegels fiihren.
Die Produkte des COX-1-Gens und Prostacyclin-Synthasegens sind an der PGIl,-Synthese
beteiligt und die Aktivitét der Enzyme stellt dabel einen limitierenden Faktor dar. Das COX-1-
Gen wurde bereits durch adenovirden Gentransfer nach Durchfihrung einer Angioplastie in
Arterien des Schweins Uberexprimiert. Im Verlauf von 10 Tagen wurde eine 4fach erhdhte
Prostacyclin-Synthese in den Arterien nachgewiesen und daraus folgend eine geringere
Thrombusentstehung (Zoldhelyi et a., 1996). Gute Ergebnisse erzielte man auch bei
Uberexpression des COX-1-Gens in der Lunge von Kaninchen, wo eine durch Endotoxin
kinstlich ausgeloste pulmonale Hypertonie durch die erhohte PGI,-Synthese supprimiert
werden konnte (Conary et a., 1994). Eine andere Mdglichkeit den Prostacyclinspiegel zu
erhbhen liegt in der Uberexpression des PGI,-Synthasegens. Dies filhrte in glatten
Gefalimuskelzellen der Ratte zu einer verminderten DNA-Synthese (Hara et al., 1995). Todaka
et al. (1999) konnten in Arterien der Ratte zeigen, dass durch die Uberexpression des PGl
Synthasegens nach Angioplastie die Proliferation der glatten Muskelzellen und damit die
Neointima-Bildung signifikant vermindert wurde. In einer neuen Arbeit aus der Arbeitsgruppe
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von Wu (Shyue et a., 2001) wurden erstmals das COX-1-Gen und das PGI,-Synthasegen
zusammen in der Endothel-Z€llinie HUVEC Uberexprimiert. Wichtig fur die Effizienz der Co-
Transfektion war das Mengenverhdtnis COX-1-Gen/ PGl,-Synthasegen, das bel einer Ratio
von 2: 1 zu einer maximalen PGI,-Bildung fuhrte. Andere Mengenverhdtnisse erhohten zwar
auch den PGH,-Spiegel, aber eine maximale PGI,-Bildung wurde nur durch eine ausreichende
Menge an PGIl,-Synthase erreicht. Allerdings wurde in den Arbeiten nicht die Auswirkung des
erhéhten PGI,-Spiegels auf die Signalweiterleitung durch den Rezeptor untersucht. Wie in
dieser Arbeit an dem kinstliche CHO-Zellsystem gezeigt wurde, kann eine vollsténdige
Desensibilisierung vermutlich durch eine massive Uberexpression des Rezeptors verhindert
werden. Daher erscheint es fur zukiinftige Arbeiten von Interesse, die Uberexpression des
PGI,-Rezeptors zu untersuchen um eine maogliche Desensibiliserung des Rezeptors durch die

erhohten PGl -Spiegel zu umgehen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG
Prostacyclin  (PGIl,) gehort zur Gruppe der Prostaglandine, die im Gewebe nach

unterschiedlichen Stimuli aus Arachidonsdure entstehen und freigesetzt werden. PGI, wirkt u.a
vasodilatierend und beeinflusst so die lokale Durchblutung. Vermittelt wird die biologische
Wirkung von PGI, durch den Prostacyclin-Rezeptor (IP-R), der zur Gruppe der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehdrt. Nach Stimulation von IP-R fihrt die Kopplung an ein
stimulatorisches G-Protein (Gg) zur Aktivierung der Adenylatzyklase und nachfolgend zur
CAMP-Erhthung und Proteinkinase A (PKA)-Aktivierung. Durch die antimitogene Wirkung
werden PGI, und seine Mimetika zur Therapie, z.B. von Restenosen oder der pulmonalen
Hypertonie, eingesetzt, wobel aber unterschiedliche Behandlungserfolge erzielt werden. Diese
deuten darauf hin, dass eine bestdndige Stimulation von IP-R seine Signaltransduktion
vermindert, d.h. zu seiner Desensibiliserung fuhrt. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Desensibiliserung des humanen (h) IP-R und daran beteiligte Mechanismen untersucht. Die
Experimente wurden in Zdllinien durchgefiihrt, die hiIP-R endogen exprimieren (humane
Fibroblasten und glatte Gefdimuskelzellen) und an Transfektionssystemen (CHO-, COSI1-
Zéellen).

Nach Uberpriifung der Rezeptorexpression mittels RT-PCR wurde die funktionelle Aktivitét
von hIP-R durch Messung der Rezeptor-vermittelten cAMP-Bildung bestimmt. Diese war nach
Vorinkubation der Zellen mit den Rezeptor-Agonisten lloprost, bzw. Cicaprost in Abhangigkeit
vom Zéelltyp und von der Dauer der Vorinkubation vermindert. Durch die Gterminale Fusion
eines Green Fluorescence Proteins (GFP) an hIP-R wurde die Membranlokalisation und
anschlief3end die Agonisten-abhangige Trand okation des Rezeptors in vesikuléren Strukturen in
das Zytoplasma nachgewiesen. Im folgenden Teil der Arbeit wurde die Beteiligung
verschiedener Proteine an der Desensibilisierung von hiP-R untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass weder die Proteinkinase A (PKA), noch GProtein gekoppelte Rezeptorkinasen
(GRKSs) die Rezeptor-Desensibilisierung beeinflussen. Eine Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC) dagegen beschleunigte die Desensibilisierungskinetik. Mit Hilfe eines GFP-fusionierten
b-Arrestin2 wurde nachgewiesen, dass die Internalisierung von hiP-R Arrestin-unabhéngig
verlauft. Anschlielend stellte sich die Frage nach der Wiederherstellung der
Signalweiterleitung durch hiP-R. Eine Resensbilisierung fand innerhalb von 24 h satt und
wurde durch den Einsatz des Proteinsynthese-1nhibitors Cycloheximid verhindert, was fir eine
Neusynthese des Rezeptors spricht. Abschlief?end wurde Uberprift, ob eine solche
Desensihilisierung auch im pulmonalen Gewebe ablauft, da der IP-R dort eine wichtige Rolle
bei der Behandlung der pulmonalen Hypertonie spielt. Auch hier konnte eine Agonisten-
abhangige homologe Desensibiliserung von hiP-R nachgewiesen werden, die nur durch
Neusynthese des Rezeptors kompensiert werden konnte und eine erneute Stimulierbarkeit
ermaoglichte.
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