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1 Einleitung 1

1  Einleitung
1.1  Allgemeine Einfiihrung

Die Fihigkeit &duBere Reize aufzunehmen und adiquat auf diese zu reagieren, ist ein
wesentliches Merkmal von Zellen lebender Organismen. Die Mechanismen der
Signaliibertragung nehmen hierbei eine Schliisselposition im Verstindnis komplexer
zelluldrer Funktionen ein. In diesem Zusammenhang wurde 1980 der Begrift signal
transduction durch eine Publikation von Rodbell etabliert (Rodbell, 1980). Im Jahr 2000
verwendeten bereits 12 % aller wissenschaftlichen Publikationen, in denen das Stichwort
cell enthalten war, auch den Begriff signal transduction. Von den verschiedenen
extrazelluldiren Stimuli wie optischen, akustischen und olfaktorischen Reizen sowie
Hormonen, Neurotransmittern oder Wachstumsfaktoren sind nur wenige in der Lage, die
Zellmembranbarriere direkt zu durchdringen. Ein Beispiel hierfiir sind Steroidhormone, die
aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaft an intrazellulidre Rezeptorproteine binden konnen.
Dagegen erfolgt die Bindung von hydrophilen Botenstoffen wie Peptidhormonen an
membranstindige Rezeptoren. Durch die Entwicklung der Oberfldchenrezeptoren, die ihre
Signale ins Zellinnere iibertragen, wurde es moglich, die Aktivititen einer Zelle auf
verschiedenste Arten und mit hoher Spezifitit und priziser Kontrolle in Bezug auf das

Ausmal} und die Dauer der Reaktion zu beeinflussen.

1.2 Signaltransduktion iiber Transmembran-
Rezeptoren

Die Weiterleitung extrazelluldrer Signale in das Zellinnere kann iiber eine Vielzahl von
Transmembran-Rezeptoren erfolgen. Aufgrund ihrer Wirkmechanismen und struktureller
Merkmale lassen sich Transmembran-Rezeptoren in fiinf Klassen einteilen. Dabei
unterscheidet man Zytokinrezeptoren, Integrine, Rezeptor-Tyrosinkinasen, Ionenkanéle
und G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren. Die Zytokine umfassen eine Gruppe kleiner
Proteine mit einer molekularen Masse zwischen 8 und 40 kDa, die an zelluldren Prozessen
wie Apoptose, Zelldifferenzierung und -proliferation beteiligt sind (Uings et al., 2000). Da
die Zytokine mit ihren zugehdrigen Zytokinrezeptoren eine wesentliche Rolle bei

verschiedenen Erkrankungen, z. B. der rheumatoiden Arthritis, spielen, sind sie als
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Angriffspunkt neuer Therapien in den letzten Jahren zunehmend in den Mittelpunkt des
Interesses geriickt (Smeets et al., 2003; Wijbrandts et al., 2007). Die Rezeptoren fiir
Zytokine werden in mehrere Gruppen unterteilt. Die Gruppe der Himatopoetin-Rezeptoren
(oder Klasse 1-Rezeptoren) werden von Liganden wie etwa Interleukin (IL)-2 und
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) aktiviert (Uings et al.,
2000). Die Zytokinrezeptoren dieser Gruppe sind aus jeweils einer einzelnen
transmembrandren sowie einer intrazelluliren Doméne aufgebaut. Damit weisen sie
strukturelle Ahnlichkeiten mit den Interferon-Rezeptoren (oder Klasse 2-Rezeptoren) auf.
Letztere sind dadurch charakterisiert, dass Paare von Cysteinen in der extrazelluldren
Doméne angeordnet sind. In der extrazelluliren Doméne der Gruppe des TNF (tumor
necrosis factor)-Rezeptors und dhnlicher Zytokinrezeptoren befinden sich ebenfalls
mehrere benachbarte Cysteinreste (Uings et al., 2000). Ein Beispiel fiir eine weitere Klasse
von Zytokinrezeptoren ist der IL-1-Rezeptor, dessen extrazellulire Doméne drei
immunglobulindhnliche Regionen enthilt (Uings et al., 2000). Bei den Integrinen handelt
es sich um Transmembranproteine, die sowohl die Interaktion von Zellen untereinander als
auch die Interaktion von Zellen mit dem Extrazellularraum vermitteln (Hynes, 2002).
Integrine sind Heterodimere, die aus zwei Glykoprotein-Ketten, einer a- und einer f-
Untereinheit bestehen. Aus den bisher bekannten 19 a- und 8 B-Untereinheiten entstehen
beim Menschen 24 verschiedene Integrine (Hynes, 2002). Der extrazellulire Anteil der
Integrine ist in der Lage, mit Matrixproteinen wie z. B. Fibronektin, Kollagen und Laminin
zu interagieren (Evans ef al., 2007). Zu den Liganden, die an die Gruppe der Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTKs) binden, gehdren u. a. die Wachstumsfaktoren EGF (epidermal
growth factor) und PDGF (platelet-derived growth factor) sowie Insulin. Die
Tyrosinkinase-Rezeptoren sind aus einer intrazelluldren katalytischen Domidne mit
Tyrosinkinaseaktivitit sowie einer einzelnen, die Membran durchspannenden Doméne
aufgebaut. Der extrazelluldre, ligandenbindende Anteil der RTKs kann dagegen variieren
(Gomperts (b) et al., 2003). Wenn Wachstumsfaktoren an RTKs binden, kann es einer
Dimerisierung der monomeren Rezeptoren und in der Folge zu einer
Autophosphorylierung der intrazelluldren Abschnitte kommen (Uings et al., 2000). Der so
phosphorylierte Rezeptorkomplex kann an verschiedene Proteine mit Src-Homologie (SH)-
2-Doméne binden, deren Rekrutierung zur Aktivierung intrazelluldrer Signalwege fiihrt.
Die Proteine mit SH2-Doméne besitzen entweder selbst enzymatische Aktivitit wie z. B.
Phospholipase C-y (PLC-y) und Phosphatidylinosit-3-Kinasen (PI-3-Kinasen) oder

fungieren als Interaktionspartner wie z. B. Grb2 und son of sevenless (SOS), deren
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Bindung eine Aktivierung von Ras/Raf-Kinasen nach sich ziehen (Gomperts (c) et al.,
2003). Abweichend von dem beschriebenen Mechanismus liegt der Insulin-Rezeptor
bereits als Dimer vor, hier kommt es durch die Bindung des Liganden zu einer
Konformationsdnderung, die ebenfalls zur Aktivierung von PLC-y und PI-3-Kinasen fiihrt
(Gomperts (b) et al., 2003). Zur Gruppe der Tyrosinkinasen zdhlen neben den Rezeptor-
Tyrosinkinasen auch die zytoplasmatischen Tyrosinkinasen. Diese liegen, teils
membranassoziiert, teils als 16sliche Proteine im Zytoplasma vor und koppeln an
ligandenaktivierte membranstindige Rezeptoren, z. B. an Zytokinrezeptoren oder an
Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren. Zu der Gruppe der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen
zdhlen u. a. Mitglieder der Src-Familie, wie Janus Kinase (JAK) oder focal adhesion
kinase (FAK). Die Aktivierung der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen kann ebenfalls zu
einer Aktivierung von Proteinkinasen wie PLC-y und PI-3-Kinasen fiihren oder iiber
STAT-Proteine (signal transducers and activators of transcription) Einfluss auf die
Expression von Genen nehmen (Gomperts (c) et al., 2003). Die Ionenkinale bilden eine
weitere Gruppe von Transmembranproteinen. Man unterscheidet spannungsabhingige und
ligandengesteuerte Ionenkanidle. Beispiele fiir ligandengesteuerte Ionenkanéle sind der
nikotinische Acetylcholinrezeptor, der GABAa-Rezeptor und der 5-HTs-Rezeptor. Der
nikotinische Acetylcholinrezeptor, der als Prototyp dieser Rezeptorklasse angesehen wird,
besteht aus fiinf Untereinheiten (2 x a-, B-, y-, 6-Untereinheit). Die Untereinheiten
durchspannen jeweils viermal die Zellmembran und sind zylindrisch angeordnet
(Gomperts (a) et al., 2003). Die a-Untereinheiten besitzen jeweils eine Bindungsstelle fiir
Acetylcholin. Durch die Bindung des Liganden an die Untereinheiten kommt es zu einer
Konformationséinderung, die eine Kanalpore erdffnet, durch die Ionen ins Zellinnere
gelangen konnen (Uings et al., 2000). Ligandenbesetzte lonenkanéle kdnnen sich in einem
offenen, geschlossenen oder inaktivierten Zustand befinden. Im inaktivierten Zustand ist
die Kanalpore geschlossen und eine erneute Aktivierung des Rezeptors ist nicht moglich.
Die zahlenméBig grofSite Gruppe der Transmembran-Rezeptoren stellen die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) dar. Im Genom des Menschen wurden ca. 865
verschiedene DNA-Sequenzabschnitte nachgewiesen, die fiir diese, aufgrund ihrer Struktur
auch als 7-Transmembrandoménen-Rezeptoren bezeichneten, Proteine kodieren

(Fredriksson ef al., 2003; Milligan et al., 2006).
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1.3  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

1.3.1 Einteilung

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) kommen in zahlreichen Lebewesen vor,
darunter in Wirbeltieren und Wirbellosen sowie in Pilzen (z. B. in Hefen) und in Pflanzen
(Fredriksson et al., 2005). Es wurden mehrere Versuche unternommen, die Familie der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren zu klassifizieren. Eine systematische Einteilung mit dem
Anspruch, alle GPCR zu erfassen, unterteilt die Rezeptoren in die Klassen A bis F
(Kolakowski, 1994). Einige dieser Klassen kommen in Wirbeltieren nicht vor, z. B. die
Klassen D und E, die u. a. die Pheromonrezeptoren von Hefen enthalten (Kolakowski,
1994). Ein neues System zur Klassifizierung der humanen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, das so genannte GRAFS-System, wurde 2003 von Fredriksson et al
vorgeschlagen (Fredriksson ef al., 2003). Das Akronym GRAFS steht fiir 5 Hauptfamilien
unter den humanen GPCR: Die Glutamat- (15 Mitglieder), die Rhodopsin- (701
Mitglieder), die Adhdsions- (24 Mitglieder), die Frizzeld/Taste2- (24 Mitglieder) und die
Sekretin-Familie (15 Mitglieder) (Fredriksson et al., 2003). Rezeptoren, die sich basierend
auf den phylogenetischen Untersuchungen nicht eindeutig einer der oben genannten
Gruppen zuordnen lieBen, wurden unter unter dem Begriff ,,andere 7-Transmembran-

Rezeptoren zusammengefasst.

1.3.2 Struktur der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zeichnen sich durch einen gemeinsamen strukturellen
Aufbau aus. So besitzen sie eine extrazelluldr gelegene aminoterminale Domine, sieben
transmembrandre Doménen, welche die Plasmamembran in Form von o-Helices
durchspannen sowie eine intrazelluldr gelegene carboxylterminale Doméne (Ji ef al., 1998;
Gether, 2000). Sowohl drei intra- als auch drei extrazellular gelegene Schleifen verbinden
die transmembraniren Domidnen. Wéhrend die extrazelluliren Anteile des Rezeptors fiir
die Bindung von Liganden von Bedeutung sind, vermitteln die intrazelluliren Abschnitte
die Interaktion mit G-Proteinen und Nicht-G-Protein-Interaktionspartnern. Eine vierte
intrazelluldre Schleife, auch als Helix 8 bezeichnet, entsteht, wenn Cysteinreste im
carboxylterminalen Abschnitt posttranslational palmitoyliert werden (Gether, 2000;
Palczewski et al., 2000). Diese bildet sich wahrscheinlich in Form einer amphiphilen a-

Helix aus und spielt vermutlich ebenfalls bei der Interaktion mit G-Proteinen eine Rolle



1 Einleitung 5

(Palczewski et al., 2000; Fritze et al., 2003). Obwohl alle GPCRs die genannten
strukturellen Elemente besitzen, konnen doch groe Unterschiede in der GrdéBe der
einzelnen Abschnitte und Doméinen bestehen. So kann das aminoterminale Segment 7-595
Aminosduren, der carboxylterminale Abschnitt 12-359 Aminosduren und konnen die
Schleifen 5-230 Aminosduren umfassen (Ji ef al., 1998). Im Jahr 2000 gelang es mit der
Kristallisierung des bovinen Rhodopsins erstmals, die dreidimensionale Struktur eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren darzustellen (Palczewski et al, 2000). Die
Untersuchungen bestitigten die postulierte Anordnung des Rezeptors aus sieben
transmembrandren Domédnen. Erst im Oktober 2007 wurde mit der Kristallisierung des

humanen B,-Adrenozeptors die Struktur eines weiteren G-Protein-gekoppelten Rezeptors

w.%

/"’a\v/_
[

ermittelt (Rasmussen et al., 2007).

]

Abb. 1: Dreidimensionale Struktur des G-Protein-gekoppelten Rezeptors Rhodopsin. Das
dreidimensionale  computergenerierte Modell des bovinen Rhodopsins wurde nach den
Rontgenstrukturanalysen des kristallisierten Rezeptors angefertigt (Palczewski et al., 2000). Der
aminoterminale Abschnitt des Rezeptors liegt im oberen Teil der Abbildung, der carboxylterminale Abschnitt
liegt im unteren Teil der Abbildung. Blau: Transmembran-Doméine (TM)1, Hellblau: TM2, Tiirkis: TM3,
Griin: TM4, Gelb: TMS5, Orange: TM6, Hellrot: TM7, Dunkelrot: Helix 8. Erlduterungen zum strukturellen
Aufbau siche auch im Text (Abbildung von S. Jdhnichen, Wikimedia Commons, 2007).
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1.3.3 Signaliibertragung

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren konnen durch Bindung ihrer Liganden aktiviert werden.
Dabei kann die Lage der Ligandenbindungsstelle in den verschiedenen Rezeptoren
variieren. So lagern sich z. B. biogene Amine und Eikosanoide direkt an eine von den
transmembrandren Dominen gebildete Bindungsstelle (core) an. Dagegen interagieren
Peptide (< 40 Aminosduren) sowohl mit dem core als auch mit den extrazelluldren
Schleifen der GPCRs. Polypeptide (< 90 Aminosduren) interagieren dariiber hinaus
zusitzlich mit dem aminoterminalen Abschnitt der Rezeptoren. Die Bindungsstelle fiir
Glykoproteine (= 30 kDa) befindet sich ebenfalls im aminoterminalen Abschnitt (Ji ef al.,
1998). Eine Unterscheidung zwischen Bindung von Liganden an den Rezeptor und
Aktivierung des Rezeptors ist notwendig, da nicht nur Agonisten, sondern auch
Antagonisten an den Rezeptor binden konnen. Letztere kdnnen den Rezeptor jedoch nicht
aktivieren. Durch die Bindung eines Agonisten wird der im Gleichgewicht zwischen
aktiviertem und inaktiviertem Zustand befindliche GPCR in den vermehrt aktiven Zustand
iiberfiihrt. Dieser Zustand geht mit einer Konformationsianderung des Rezeptors einher,
welche eine nachfolgende Rezeptor/G-Protein-Interaktion ermoglicht (Gether, 2000).
Neben der dritten intrazelluldren Schleife spielt die intrazelluldr gelegene Helix 8 fiir diese
G-Protein-Interaktion vermutlich eine wichtige Rolle (Palczewski et al., 2000; Fritze et al.,

2003).

1.34 Heterotrimere G-Proteine

Durch Kopplung an aktivierte GPCRs {ibertragen die heterotrimeren Guaninnukleotid-
bindenden Proteine (G-Proteine) die extrazelluldren Signale auf intrazelluldre
Effektorproteine. Bei den G-Proteinen handelt es sich um membranstdndige Proteine, die
sich aus den drei Untereinheiten, Ga, GB und Gy zusammensetzen. Im inaktiven Zustand
liegen die Untereinheiten assoziiert vor und die Go-Untereinheit hat GDP gebunden. Die
G- und Gy-Untereinheiten bilden ein Dimer und liegen als funktionelle Einheit vor. Wird
der Rezeptor aktiviert, kommt es zu einer Konformationsianderung und einer Interaktion
mit dem G-Protein, wobei der Rezeptor als GTP-Austauschfaktor (GEF, guanine
nucleotide exchange factor) fungiert. Bei Aktivierung des G-Proteins kommt es zum
Austausch von GDP gegen GTP an der Ga-Untereinheit und das G-Proteine dissoziiert in
die Go-Untereinheit und in das Gpy-Dimer. Beide G-Protein-Anteile konnen nun

intrazelluldre Effektoren aktivieren und die Signaltransduktion beeinflussen. Durch die
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intrinsische GTPase-Aktivitit der Ga-Untereinheit wird GTP zu GDP hydrolisiert und eine
Reassoziation mit dem Gfy-Dimer initialisiert, wodurch der Zyklus abgeschlossen ist und
sich das System im Ausgangszustand befindet (Milligan et al., 2006). Derzeit sind 17 Ga-,
5 G- und 12 Gy-Untereinheiten bekannt (Wettschurek et al., 2005). Die Mitglieder der
Gruppe der Ga-Untereinheit werden in vier Familien eingeteilt, Gya, Gio0, Ggna und
Giysa (Milligan ef al., 2006). Sowohl die verschiedenen Go- als auch die Gfy-
Untereinheiten weisen Unterschiede in ihrem Proteinexpressionsmuster und in der
Regulation intrazelluldrer Effektoren auf (Milligan et al., 2006). So werden einige der
Proteine ubiquitdr, andere Zell-spezifisch z. B. in Seh- oder Nervenzellen exprimiert
(Milligan et al., 2006). Zu den Effektoren von G-Proteinen zdhlen u. a. Adenylylcyclasen,
Phospholipasen, Tyrosinkinasen und Ionenkanéle. Die Regulation der Effektoren durch G-
Proteine kann dabei teils entgegengesetzt erfolgen. So konnen Gga-Proteine die
Adenylylcyclase aktivieren, widhrend die G-Proteine aus der Gj,0-Familie das Enzym
inhibieren (Milligan et al, 2006). In den Ga-Untereinheiten wurden verschiedene
Doménen identifiziert, die fiir die Bindung und Hydrolyse von GTP sowie fiir die
Interaktion mit Effektoren von Bedeutung sind. Zu diesen zdhlen neben der ras-like
GTPase-Domine und der an der GDP/GTP-Bindung beteiligten a-helikalen Doméne auch
drei sogenannte switch-Regionen (Tesmer et al., 2005). Durch die Bindung von GTP an die
Ga-Untereinheit findet eine Konformationsdnderung im Bereich der switch-Region statt.
Dies ermoglicht eine Interaktion der Ga-Untereinheit mit Effektoren des Rezeptors sowie
mit RGS-Proteinen (regulators of G protein signaling) (Tesmer et al., 2005). RGS-Proteine
beeinflussen die intrinsische GTPase-Aktivitit der Go-Untereinheit und damit die
Geschwindigkeit, mit der ein Aktivierungszyklus abgeschlossen wird (Cabrera-Vera et al.,
2003; Milligan et al., 2006.) Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die Ga-
Untereinheit durch posttranslationale Myristoylierung und/oder Palmitoylierung im
aminoterminalen Abschnitt modifiziert werden kann und dass auf diese Weise die
Interaktion mit der Plasmamembran und mit dem Rezeptor und der Gpy-Untereinheit
vermittelt wird (Cabrera-Vera et al., 2003; Milligan et al., 2006). Auch das GBy-Dimer
interagiert mit der Zellmembran. Dies wird durch posttranslationale Isoprenylierung des im
carboxylterminalen Abschnitt von Gy gelegenen CAAX-Motiv (C = Cystein, A =
aliphatische Aminosédure, X = beliebige Aminosdure) ermoglicht (Milligan et al., 2006).
Unabhéngig von der Aktivierung eines Rezeptors konnen heterotrimere G-Proteine auch
durch so genannte AGS-Proteine (activators of G protein signaling) aktiviert werden.

Diese stimulieren den GDP/GTP-Austausch an der Ga-Untereinheit (Cismowski, 2006).
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Abb. 2: ZyKlus der Signaliibertragung iiber G-Proteine nach Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten
Rezeptors. Durch Bindung eines Agonisten (1) kommt es am Rezeptor zu einer Konformationsidnderung (2).
Der Rezeptor agiert nun am G-Protein als GTP-Austauschfaktor (GEF, guanine nucleotide exchange factor),
wodurch GDP an der Ga-Untereinheit durch GTP ersetzt wird (3,4). In der Folge dissoziiert Ga.grp vom Gpy-
Komplex und beide Untereinheiten konnen durch Effektorproteine die Signaliibertragung regulieren (5).
Nach Hydrolyse des GTPs durch die intrinsische GTPase-Aktivitit der Ga-Untereinheit reassoziieren Go und
GPy-Untereinheiten des G-Proteins und das System geht in den Ausgangszustand vor der Aktivierung iiber
(6). (Abbildung von S. Jéhnichen, Activation cycle of G-proteins by G-protein-coupled receptors, Wikimedia
Commons, 2006).

1.4  Regulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren reagieren auf anhaltende Stimulation mit verminderter
Aktivierbarkeit, ein Vorgang, der als Desensibilisierung bezeichnet wird (Gainetdinov et
al., 2004, Yang et al., 2006). Diese verringerte Sensibilitit kann sowohl iiber eine
Entkoppelung des Rezeptors mit seinen nachfolgenden Effektoren, als auch iiber eine

Abnahme der Rezeptordichte an der Zelloberflache erreicht werden.
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1.4.1 Homologe und heterologe Desensibilisierung

Fir die Desensibilisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren spielt die
Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten in den carboxylterminalen Abschnitten
der Rezeptoren eine entscheidende Rolle. An der Phosphorylierung sind zum einen
Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GRKs), zum anderen second-messenger-
abhéngige Proteinkinasen wie Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) beteiligt
(Morris et al., 1999; Ferguson, 2001). Dabei unterscheidet man zwischen homologer und
heterologer Desensibilisierung (Lefkowitz, 1993; Luttrell et al., 2002). Bei der homologen
Desensibilisierung handelt es sich um einen Vorgang, der spezifisch an aktivierten G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren stattfindet und durch Phosphorylierung von GRKs
vermittelt wird. Die heterologe Desensibilisierung, d. h. Phosphorylierung durch PKA und

PKC kann dagegen unabhéngig vom Aktivierungszustand des Rezeptors erfolgen.

Bei der homologen Desensibilisierung, d. h. der Phosphorylierung von Agonist-besetzten,
aktivierten Rezeptor durch GRKs wird die Affinitdt des Rezeptors zu inhibitorischen
Arrestin-Proteinen erhoht. Die Proteinfamilie der Arrestine umfasst vier Mitglieder, von
denen zwei, das come arrestin und das visual arrestin, ausschliefSlich in Retinazellen
exprimiert werden (Yamaki et al., 1987; Ferguson, 2001; Premont und Gainetdinov, 2007).
Die B-Arrestine, B-Arrestinl und p-Arrestin2, dagegen sind ubiquitdr exprimierte Proteine,
die sich in besonders hoher Konzentration im Gehirn und in der Milz nachweisen lassen
(Ferguson, 2001; Luttrell et al., 2002). Durch die Bindung von Arrestinen an G-Protein-
gekoppelte  Rezeptoren kommt es zur sterischen  Behinderung der G-
Protein/Rezeptorinteraktion und damit zur Abnahme der Rezeptor-vermittelten G-Protein-
Aktivierung (Luttrell et al., 2002; Gainetdinov et al., 2004). Zusitzlich fungieren -
Arrestine als Adapterproteine fiir die Bindung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren an
Clathrin und sind auf diese Weise an der Internalisierung des Rezeptor-Arrestin-
Komplexes im Rahmen der Clathrin-abhidngigen Endozytose beteiligt (Luttrell ef al., 2002;
Moore et al, 2007). Der internalisierte Rezeptorkomplex kann anschliefend nach
Dephosphorylierung und Entfernung des Arrestins entweder in Lysosomen abgebaut
(downregulation) oder zuriick an die Zelloberflache transportiert werden (resensitization)
(Luttrell et al., 2002; Mousavi ef al., 2004). Neuere Untersuchungen deuten dariiber hinaus
auf eine Rolle der Arrestine in der Signaliibertragung hin. Arrestine kdnnen die

Signaltransduktion vermutlich beeinflussen, indem sie an bestimmte Proteine,
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beispielsweise an Mitglieder der Src-Familie und Komponenten aus dem MAP-Kinase-

Weg, binden (Luttrell ez al., 2002; Gainetdinov et al., 2004; Moore et al., 2007).

Im Unterschied zu der homologen Desensibilisierung werden G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren bei der heterologen Desensibilisierung von second-messenger-abhingigen
Proteinkinasen, wie Proteinkinase A, Proteinkinase C und MAP-Kinasen phosphoryliert
(Benovic et al., 1985; Pitcher et al, 1992; Gainetdinov et al., 2004). Zu den second-
messenger, die die Proteinkinase C aktivieren, zdhlen Diacylglycerol, Ca?* und
Phospholipide. Die Proteinkinase A sowie die MAP-Kinase werden dagegen {iber
zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) stimuliert. Dabei beschrinkt sich die
Phosphorylierungsaktivitidt der genannten Proteinkinasen nicht wie bei den GRKs auf
Serin- bzw. Threoninreste aktivierter Rezeptoren, sondern schlie3t auch nicht-aktivierte
Rezeptoren mit ein (Gainetdinov et al., 2004). Die phosphorylierten Aminoséuren finden
sich dabei jedoch in anderen Abschnitten des Rezeptors als die der Phosphorylierung durch
GRKs. AuBlerdem entsteht durch die Phosphorylierung durch second-messenger-abhiangige
Proteinkinasen keine erhohte Affinitdt zu Arrestinen, weshalb letztere vermutlich in der
heterologen Desensibilisierung keine Rolle spielen (Blinemann et al., 1999). Auch bei der
heterologen Desensibilisierung kommt es durch Phosphorylierung des Rezeptors zu einer
Inhibierung der Interaktion der Ga-Untereinheiten mit dem Rezeptor (Freedman et al.,
1996; Pierce et al., 2002). Dariiber hinaus werden nicht nur die G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren durch die Kinasen phosphoryliert, sondern auch eine Reihe der durch die
Rezeptoren aktivierten intrazelluldrer Effektorproteine, wie Adenylylcyclasen und
Phospholipase C-Isoenzyme. Bei den genannten Formen der Desensibilisierung handelt es
sich jedoch nicht um zwei unabhédngige Regulationssysteme der Rezeptoraktivitit. So
konnen beispielsweise Arrestine und GRKs durch PKC und PKA phosphoryliert und in
einem als cross-talk bezeichneten Vorgang in ihrer Aktivitit reguliert werden (Chuang et

al., 1996; Penela et al., 2003).

1.5 Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

Derzeit sind sieben Mitglieder der Familie der Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren,
GRK1 bis GRK7, in Sdugetieren bekannt. Die Aminosduresequenzen von GRK1 bis
GRK7 stimmen in 53-93 % der Aminoséuren iiberein (Pitcher et al., 1998; Weiss et al.,
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1998; Penela et al., 2003). Aufgrund struktureller und funktioneller Gemeinsamkeiten
werden die Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren in drei Subfamilien unterteilt. Die
erste Subfamilie umfasst GRK1 und GRK7, die in Retinazellen vorkommen und auch als
,,visuelle Kinasen® bezeichnet werden. Die zweite Subfamilie umfasst GRK2 und GRK3
und die Mitglieder der dritten Subfamilie sind GRK4, GRKS und GRK6. Bis auf GRK4,
die hauptsédchlich im Hodengewebe zu finden ist, werden die Mitglieder der letzten beiden
Subfamilien ubiquitdr exprimiert. Das bedeutet, dass der tiberwiegende Teil der Rezeptoren
durch die vier GRKs 2, 3, 5 und 6 reguliert wird (Pitcher et al., 1998; Premont und
Gainetdinov, 2007). Fiir GRK4 und GRK6 der GRK4-Subfamilie wurden dariiber hinaus
Varianten beschrieben. So wurden fiir die humane GRK4 und GRK6 sowie fiir die murine
GRK6 Spleivarianten identifiziert, die jeweils aus einer gemeinsamen hnRNA
hervorgehen und fiir vier Isoformen kodieren (Premont et al., 1996; Moepps et al., 1999;

Premont et al., 1999).

Die Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren zeichnen sich durch einen gemeinsamen
strukturellen Aufbau aus. Die zentrale katalytische Doméne besteht aus 263-266
Aminosduren und wird von einem ca. 185 Aminosduren umfassenden aminoterminalen
Abschnitt und einem in der Linge variablen carboxylterminalen Abschnitt flankiert
(Pitcher et al., 1998; Noble et al., 2003; Penela et al., 2003). Fiir den aminoterminalen
Abschnitt wird angenommen, dass er maligeblich an der Erkennung des G-Protein-
gekoppelten Rezeptors und an der Lipidinteraktion beteiligt ist. Fiir GRKS wurde in
diesem Abschnitt eine spezifische Bindungsstelle fiir Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat
(Aminosduren 22-29) identifiziert, deren Aminosduresequenz auch in den anderen
Mitgliedern der GRK4-Subfamilie, GRK4 und GRK6, vorkommt (Pitcher et al., 1996).
Des weiteren besitzen dariiber hinaus alle GRKs in ithrem aminoterminalen Abschnitt einen
Bereich, der eine Homologie zu RGS-Proteinen aufweist (regulators of G protein signaling
(RGS) homology domain, RH-Doméne) (Penela et al, 2003; Yang et al., 2006). Der
carboxylterminale ~Abschnitt, fiir den angenommen wird, dass er fiir die
Membraninteraktion der Kinasen von Bedeutung ist, unterscheidet sich zwischen den
einzelnen Mitgliedern der GRKs nicht nur in der Lénge, sondern auch hinsichtlich
posttranslationaler Modifikationen. Bei GRKI1 und GRK7 befindet sich im
carboxylterminalen Abschnitt ein CAAX-Motiv, welches posttranslational isoprenyliert
und carboxymethyliert werden kann. Dabei wird GRK1 farnesyliert, wihrend GRK7
geranylgeranyliert wird (Inglese et al., 1992; Weiss et al., 1998). GRK2 und GRK3 lassen
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sich bei inaktivem Zustand des G-Protein-gekoppelten Rezeptors im Zytosol nachweisen
und werden erst nach Aktivierung des Rezeptors an die Zellmembran transloziert (Penela
et al., 2003). Dabei wird die Membraninteraktion dieser Kinasen iiber die so genannte
pleckstrin homology domain (PH-Doméne) vermittelt. Diese Doméne umfasst ca. 120
Aminosduren im carboxylterminalen Abschnitt und ist auch in zahlreichen anderen
Proteinen zu finden ist, z. B. in verschiedenen Serin/Threoninkinasen und in Isoformen der
Phospholipase C (Pitcher et al., 1995; Daaka et al., 1997). Neben der PH-Doméne
(Aminosduren 553-656) enthélt der carboxylterminale Abschnitt von GRK2 und GRK3
eine mit der PH-Doméne iiberlappende GPy-Bindungsdoméne (Aminosduren 546-670).
Durch diese beiden Abschnitte ist GRK2 in der Lage, sowohl mit dem Gpy-Dimer, als
auch mit dem negativ geladenen Phospholipid Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat zu
interagieren (Pitcher et al., 1995; DebBurman et al., 1996, Pitcher et al., 1998). Den
Mitgliedern der GRK4-Subfamilie, GRK4, GRKS5 und GRKS6, fehlt ein CAAX-Motiv
ebenso wie eine PH-Doméne. Auch besitzen diese GRKs keine Gfy-bindende Doméne.
Trotzdem sind die Kinasen in der Lage, mit der Zellmembran in Wechselwirkung zu treten
und an sie zu binden. So haben Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt, dass ein Teil
der Proteine der murinen GRK6-Varianten mGRK6-A, mGRK6-B und mGRK6-C in
intakten Zellen membranassoziiert vorliegt (Vatter et al., 2005). Im carboxylterminalen
Abschnitt der GRK4 und der humanen GRK6-A lassen sich Cysteinreste nachweisen,
welche posttranslational palmitoyliert werden kénnen (Stoffel ez al., 1997; Gainetdinov et
al., 2004). Bei der humanen GRK6-A fordert die Palmitoylierung dabei nicht nur die
Membranassoziation, sondern auch die Phosphorylierungsaktivitit der Kinase (Loudon
und Benovic, 1997; Stoffel et al., 1998). Untersuchungen der Arbeitsgruppe mit mGRK6-
A-Mutanten bestdtigten die Bedeutung der Cysteinreste des carboxylterminalen
Abschnittes. So kam es bei Austausch der Cysteine, fiir die eine posttranslationale
Palmitoylierung angenommen wird, gegen neutrale Alanine zu einem deutlichen
Aktivititsverlust dieser Rezeptorkinase im Vergleich zum wildtypischen mGRK6-A-
Protein (Dissertation Samel, 2007). Da auch GRK4 Cysteinreste in dhnlicher Position
aufweist, wird fiir diese Kinase ein dhnlicher Mechanismus der posttranslationalen
Modifikation angenommen (Loudon und Benovic, 1997). Fiir GRKS liegt kein Hinweis fiir
eine posttranslationale Lipidmodifikation vor, daher werden andere Mechanismen im
Zusammenhang mit der nachgewiesenen Membranassoziation der Kinase diskutiert. So
befindet sich im carboxylterminalen Abschnitt der GRKS5 ein polybasischer Bereich

(Aminosduren 552-562), der eine Interaktion mit negativ geladenen Phospholipiden der
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Zellmembran erlaubt (Pronin et al.,, 1998). Wie verschiedene Untersuchungen gezeigt
haben, fiihrt das Fehlen dieser Region zu einer deutlichen Abnahme der
Phosphorylierungsaktivitit von GRKS gegeniiber membrangebundenen Substraten,
wihrend die Aktivitdt der Kinase gegeniiber loslichen Substraten unverdndert bleibt
(Pronin et al., 1998). Neuere Untersuchungen postulieren fiir GRKS5 sowie fiir die GRK6-
Varianten GRK6-A, GRK6-B und GRK6-C eine amphiphile o-Helix im Bereich der
Aminosduren 546-565, welche die Membranassoziation der Kinase vermittelt
(Thiyagarajan et al., 2004). Der hydrophobe Anteil der Helix wird dabei von den
Aminoséduren L3, L33! L33 und F35 (L= Leucin, F= Phenylalanin) gebildet, diese sind von
mehreren basischen Aminosduren umgeben, was zusitzlich die Membraninteraktion
verbessert und eine Interaktion mit Phospholipiden erlaubt (Thiyagarajan et al., 2004).
Auch fiir GRK4 (Aminosduren 552-562) und GRK6 (Aminosduren 553-563) wurden
basische Aminosduren im carboxylterminalen Abschnitt identifiziert, die vermutlich eine
spezifische Interaktion mit negativ geladenen Phospholipiden ermdglichen (Pronin et al.,
1998; Vatter et al., 2005). Untersuchungen der Arbeitsgruppe mit mGRK6-C-Mutanten
konnten die Bedeutung dieser Region fiir die Membraninteraktion belegen. So zeigten
mGRK6-C-Mutanten, in denen basische Aminosduren im Bereich der amphiphilen Helix
durch neutrale Aminosduren ersetzt worden waren, einen beinahe vollstdndigen Verlust der
Phosphorylierungsaktivitit beziiglich membrangebundener Rezeptorsubstrate (Dissertation

Kern, 2007).

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivitit der GRKs ebenfalls der
Kontrolle durch Kinasen, insbesondere durch Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C
(PKC) unterliegt (Penela et al., 2003). Am Beispiel von GRK2 und GRKS5 wird deutlich,
wie unterschiedlich sich die Phosphorylierung durch PKC auswirken kann. Die
Phosphorylierung von GRK2 durch PKC, die vermutlich im aminoterminalen Abschnitt im
Bereich der Calmodulin-Bindungsstelle der GRK2 stattfindet, fiihrt in vitro zu einer
Zunahme der Phosphorylierungsaktivitit gegeniiber membrangebundenen Substraten
(Penela et al., 2003). Da die Aktivitit der Rezeptorkinase gegeniiber 16slichen Substraten
unverdndert bleibt, wird als zugrunde liegender Mechanismus eine erleichterte
Membraninteraktion der GRK2 durch die PKC-abhéingige Phosphorylierung angenommen.
Im Gegensatz dazu wird die Phosphorylierungsaktivitit von GRKS durch
Phosphorylierung von PKC deutlich reduziert und zwar sowohl gegeniiber 19slichen als

auch gegeniiber membrangebundenen Substraten (Pronin et al., 1998; Penela ef al., 2003).
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Dieser Effekt, fiir den angenommen wird, dass er auf eine Inhibition der katalytischen
Funktion der GRKS5 zuriickzufiihren ist, wird durch PKC-abhingige Phosphorylierung im
carboxylterminalen Abschnitt erzielt (Pronin et al, 1998). Offen bleibt bei diesen
Betrachtungen, welchen Stellenwert die Phosphorylierung von GRKs durch andere

Proteinkinasen bei der Regulation der Rezeptorkinasen in vivo einnimmt.

Neben der Bedeutung der GRKs fiir die Desensibilisierung von Rezeptoren weisen
zahlreiche Untersuchungen auf die Phosphorylierungs-unabhéngigen Effekte der
Rezeptorkinasen hin (Pitcher et al., 1998; Ruiz-Gomez et al., 2000; Iwata et al., 2005,
Yang et al., 2006). So kénnen GRKs iiber die aminoterminale RH (regulators of G protein
signaling (RGS) homology)-Domine mit G-Proteinen interagieren. Fiir GRK2 wurde
gezeigt, dass die Bindung an Ga, die Signaliibertragung inhibiert (Tesmer et al., 2005;
Yang et al., 2006). Untersuchungen konnten auBlerdem Interaktionen von GRKs nicht nur
mit Rezeptoren, sondern auch mit anderen, an der zelluldren Signaltransduktion beteiligten
Proteinen wie PI-3-Kinasen, Clathrin, dem GTPase-aktivierenden Protein GIT und

Caveolin nachweisen (Penela et al., 2003; Yang et al., 2006).

Die meisten Arbeiten zur Funktion von GRKs basieren auf in vitro-Untersuchungen.
Obwohl auf diese Weise zahlreiche Daten tiber die Eigenschaften der Kinasen und ihre
Rolle in der zelluldren Signaltransduktion erhoben werden konnten, brachten erst
Untersuchungen an lebenden Organismen, u. a. mit transgenen und knockout-Miusen,
mehr Klarheit zur Bedeutung der GRKs in vivo (Premont und Gainetdinov, 2007).
Interessanterweise weisen die Phénotypen der GRK knockout-Miause Unterschiede in den
Auswirkungen auf Rezeptorfunktionen und bestimmte Organsysteme auf. Eine Ausnahme
stellt hier nur die GRK2-defiziente Maus mit einem letalen Phénotyp dar (Premont und
Gainetdinov, 2007). Fiir heterozygote GRK2-M4use, in denen nur ein GRK2-Gen aktiv ist,
wurde etwa eine erhohte kardiale Sensibilitdt auf adrenerge Stimulation nachgewiesen.
Damit bestétigten die Untersuchungen die bis dahin postulierte Bedeutung der GRK?2 fiir
die Desensibilisierung p-adrenerger Rezeptoren (Rockman et al., 1998). Eine erhohte
GRK2-Expression konnte dariiber hinaus sowohl im Menschen als auch im Tiermodell mit
arterieller Hypertonie in Verbindung gebracht werden (Premont und Gainetdinov, 2007).
Neuere Untersuchungen beschreiben zudem Verdnderungen der Immunantwort im ZNS bei
experimenteller Autoimmunenzephalitis, einem Modell der Multiplen Sklerose, in

heterozygoten GRK2-Maiusen (Vroon et al., 2005). So war in GRK2 heterozygoten Tieren
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ein fritherer Krankheitsbeginn verbunden mit erhdhter Chemotaxis von T-Lymphozyten im
Vergleich mit wildtypischen Méusen nachzuweisen. Interessanterweise zeigten die GRK2
heterozygoten Mause dafiir keine Rezidive, so dass die Verdnderung zugleich negative wie
positive Auswirkungen auf den Krankheitsprozess zeigte (Vroon et al., 2005). Auch das
Fehlen von GRKS resultiert in organspezifischen Verdnderungen. In GRKS knockout-
Miusen wurden im Vergleich zu wildtypischen Méusen zwar Unterschiede nach
Stimulation muskarinischer M2-Acetylcholinrezeptoren in der Lunge, nicht jedoch nach
Aktivierung des gleichen Rezeptortyps im Herzen beobachtet (Walker et al., 2004).
Dariiber hinaus wurde im ZNS von Tieren, die als Modell einer friihen Alzheimer-
Erkrankung dienen, eine Erniedrigung des membranassoziierten GRKS-Proteins
beobachtet (Suo er al., 2004). Fiir GRK6 bestitigten Untersuchungen eine bedeutende
Rolle in Immunzellen. Lymphozyten von Patienten mit Rheumatoider Arthritis zeigten
zum Beispiel eine erniedrigte GRK6-Expression (Lombardi er al, 1999). Akute
Entziindungsreaktionen in GRK6 knockout-Mausen gingen mit erhdhter Gewebsinfiltration
durch neutrophile Granulozyten sowie mit verstirkter Schwellung einher (Kavelaars et al.,
2003). Wie unterschiedlich sich dabei das Fehlen von GRK6 auf verschiedene Zelltypen
auswirken kann, zeigt der Vergleich des durch SDF-la aktivierten Chemokinrezeptors
CXCR4 in T-Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten. So zeigten T-Lymphozyten aus
GRK6-defizienten Méusen eine verminderte und neutrophile Granulozyten eine erhdhte
Chemotaxis im Vergleich zu den Zellen, die aus wildtypischen Tieren isoliert worden
waren (Vroon et al., 2004; Premont und Gainetdinov, 2007). Obwohl die den beobachteten
Effekten zugrunde liegenden Mechanismen noch nicht eindeutig verstanden werden,
belegen diese Beispiele doch eindriicklich die Komplexitit, mit der GRKs in die zellulére

Signaliibertragung eingreifen (Premont und Gainetdinov, 2007).

Den sieben Mitgliedern der GRK-Familie stehen mehr als 800 bekannte GPCR gegeniiber
(Premont und Gainetdinov, 2007). Verschiedene Mdglichkeiten, um Spezifitidt zwischen
GRKs und bestimmten Rezeptoren zu generieren, sind denkbar. Neben den
angesprochenen Unterschieden zwischen den GRKs beziiglich der Lokalisation in der
Zelle sowie den verschiedenen Lipidinteraktionen, ist hierbei auch das Expressionsmuster
zu berlicksichtigen. Dabei sind nicht nur flir die verschiedenen Mitglieder der GRK-
Familie sondern auch fiir Spleilvarianten der Kinasen spezifische Expressionsmuster
beschrieben worden. Fiir die Spleivarianten mGRK6-A und mGRK6-B konnten in

Untersuchungen der Arbeitsgruppe Unterschiede gezeigt werden. So lie sich
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beispielsweise in Leber- und Herzgewebe mGRKG6-A-, nicht aber mGRK6-B-Protein
nachweisen (Vatter et al., 2005). In anderen Geweben, etwa aus Milz, mesenterialen
Lymphknoten und Thymus waren dagegen sowohl mGRK6-A als auch mGRK6-B {iber
spezifische Antikorper im Immunoblot zu detektieren (Vatter et al.,, 2005). Zu
berticksichtigen bleibt jedoch, dass die Bedeutung bzw. das Ausmal3 der Spezifitét in der
Regulation von GPCR durch GRKs bisher nicht abschlieBend geklirt ist. Wihrend
Untersuchungen des muskarinischen M2-Rezeptors in GRKS knockout-Méusen darauf
hindeuten, dass die Regulation eines Rezeptors in verschiedenen Organsystemen durch
verschiedene GRKs erfolgen kann, gibt es auch Beispiele fiir Rezeptoren, die nur von einer
GRK reguliert werden (Walker et al., 2004; Premont und Gainetdinov, 2007). Fiir
Dopamin-D2-Rezeptoren im Striatum, die eine wichtige Rolle bei der Parkinson-
Erkrankung spielen, wurde beispielsweise eine spezifische Interaktion mit GRK6
nachgewiesen (Premont und Gainetdinov, 2007). Im Gegensatz zu anderen GRK knockout-
Maiusen und wildtypischen Tieren war bei GRK6-defizienten Méusen eine gesteigerte
motorische Aktivitit nach Gabe von stimulierenden Substanzen (u. a. Kokain,
Amphetamine) und Dopaminrezeptoragonisten beobachtet worden (Gainetdinov et al.,
2003). Dariiber hinaus lie sich in den knockout-Tieren im Striatum eine erh6hte Dopamin-
D2-Rezeptor/G-Proteinen-Interaktion nachweisen. Auch Untersuchungen am Tiermodell
der Parkinson-Erkrankung, fiir das Affen mit MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridin) behandelt werden, um die dopaminergen Zellen zu zerstéren, weisen auf
die Bedeutung der GRK6 hin. So wurden bei den mit MPTP behandelten Affen in
mehreren Hirnregionen, darunter im Striatum, erhohte GRK6-Proteinkonzentrationen
nachgewiesen (Premont und Gainetdinov, 2007). Es ist denkbar, dass die Beeinflussung der
Funktion der GRK6 eine neue Option darstellt, Therapieansitze zur Behandlung der
Parkinson-Erkrankung zu entwickeln. Unklar bleibt bei diesen Betrachtungen die etwaige
Bedeutung von Spleilvarianten der GRK, wie sie fiir die humane und murine GRK6
nachgewiesen wurden. Ein tieferes Verstindnis der molekularen Mechanismen der
Signaltransduktion dieser Varianten ist die Voraussetzung, um die Rolle der GRK und ihrer

Isoformen in Zukunft ndher zu definieren.
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1.6 Ziele der Arbeit

Fiir die murine GRK6 konnten in der Arbeitsgruppe drei Spleilvarianten, mGRK6-A,
mGRK6-B und mGRK6-C, isoliert werden, die sich im Aufbau und in der Lédnge des
carboxylterminalen Abschnittes unterscheiden (Moepps et al., 1999). Sowohl fiir mGRK6-
A als auch fiir mGRK6-C hatten Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt, dass der
carboxylterminale Abschnitt fiir die Phosphorylierung membrangebundener Substrate
durch die Kinasen nicht essentiell ist, sondern vielmehr eine autoregulatorische Funktion

besitzt (Vatter et al., 2005; Dissertation Samel, 2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu kldren, (i) ob auch der carboxylterminale Abschnitt
von mGRK6-B eine autoregulatorische Funktion besitzt, (ii)) welche Rolle basische
Aminosduren im carboxylterminalen Abschnitt von mGRK6-B fiir die Membraninteraktion
und die Regulation der Kinaseaktivitit spielen und (iii) welche Bedeutung den
Aminoséduren, die Substrate einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C darstellen, bei
der Regulation der Aktivitit von mGRK6-B zukommt. Hierfiir sollte die Aktivitit von
mGRK6-B-Mutanten verglichen werden, deren carboxylterminale Abschnitte sukzessive
verkiirzt worden waren. Dariiber hinaus sollten mGRK6-B-Mutanten hergestellt werden, in
denen basische Aminosduren gegen neutrale Aminosduren ausgetauscht wurden und/oder
in denen putative Phosphorylierungsstellen entfernt bzw. durch Aminosduren ersetzt
wurden, welche die Ladungsverhéltnisse nach einer Phosphorylierung imitieren. Die
mGRK6-B-Mutanten sollten in Baculovirus-infizierten Insektenzellen exprimiert und die
Proteine gereinigt werden. Mit den gereinigten Proteinen sollten Experimente zur
Lipidinteraktion der Rezeptorkinasen mit Phospholipidvesikeln durchgefiihrt werden. Um
den Einfluss der Mutationen auf die Funktion der Kinasen zu untersuchen, sollte die
Phosphorylierungsaktivitdt der mGRK6-B-Mutanten gegeniiber verschiedenen Substraten
mit der Aktivitdt von rekombinantem mGRK6-B- und/oder mGRK6-C-Protein verglichen

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid-Losung 30 % 4K Mix
Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat
Ampicillin, Natrium-Salz

ATP, Dinatriumsalz

Bacto Yeast Extract
Bacto-Trypton

Benzamidin

Boviner IgG Proteinstandard
Bromphenolblau

Casein

Coomassie Brilliant Blue R 250
Dithiothreitol

DMEM

DMF

DMSO

ECL™ Western Blotting Detection Reagent
EDTA Dinatriumsalz
Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum
Fungizone®

Gentamicin

Glycerin

Glycin

Grace’s Insect Medium
Harnstoff

HEPES

HEPES (fiir Zellkultur)

AppliChem, Darmstadt

Difco, Detroit, USA

Sigma, Deisenhofen
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Boehringer, Mannheim
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Difco, Detroit, USA

Sigma, Deisenhofen

BioRad, Miinchen
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Serva-Bioproducts, Heidelberg

Life Technologies GmbH, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim

Life Technologies GmbH, Eggenstein
Life Technologies GmbH, Eggenstein
Life Technologies GmbH, Eggenstein
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Biowhittaker Bioproducts, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Life Technologies GmbH, Eggenstein
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IPTG

Leupeptin

B-Mercaptoethanol
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Pepstatin A

Phenol

Phosphatidylcholin
Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat (PtdInsP;)
Phosvitin

Pluronic F-68®

PMSF

Polymax RT Entwickler/Fixierer
Ponceau S-Konzentrat

Pyronin Y

TEMED

Thimerosal

TNM-FH-Insect Medium

Tris

Trypanblau
Trypsin/EDTA-L6sung
Trypsininhibitor aus Sojabohnen
Tween® 20

X-Gal
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Boehringer, Mannheim
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Life Technologies GmbH, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Serva-Bioproducts, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

Fluka, Neu-Ulm

Sigma, Deisenhofen

Boehringer, Mannheim

Alle verwendeten und hier nicht aufgefiihrten Chemikalien, Biochemikalien und

Losungsmittel wurden in p. a.-Qualitidt von Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen (Seelze)

oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.2 Radioaktiv markierte Chemikalien

[y-**P]ATP (>5000 mCi/mmol)

Amersham Pharmacia, Freiburg

2.1.3 Enzyme, Kits und Nukleinsauren

ABI PRISM® Ready Reaction Dye®
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Terminator Cycle Sequencing Kit
Alkalische Phosphatase

BaculoGold™ Baculovirus DNA
Desoxynukleosidtriphosphat-Set

Klenow Enzym

Lambda DNA/EcoRI+HindlIll Marker 111
Nucleobond™ AX PC-Kit-100
Nucleospin™-Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
Pfu-Turbopolymerase

QuikChange Site™-Directed Mutagenesis Kit
Restriktionsendonukleasen

TA Cloning Kit®

Tag-DNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase

TransFast™ Transfektions Reagenz

2.1.4 Verbrauchsmaterial

Agfa Cronex5 Medical X-Ray Film
Blotpapier GB002

Kaniile 25 GI1 0,5 x 25 mm Nr. 18
Kodak X-OMAT™ AR X-ray film
Nitrozellulosemembranfilter (0.45 pm)
Protran Nitrozellulose

Zellkulturflaschen, 75 ¢cm? und 150 cm?
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Applied Biosystems, Weiterstadt
Boehringer, Mannheim
Pharmingen, Hamburg
Boehringer, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Macherey-Nagel, Diiren
Macherey-Nagel, Diiren
Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Frankfurt
Promega, Madison, USA

Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien
Schleicher & Schuell, Dassel
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Schleicher & Schuell, Dassel
Schleicher & Schuell, Dassel

Renner, Dannstadt

2.1.5 Siulen und Gele fiir die Chromatographie

HiTrap® Heparin-Sepharose-Saule, 1 ml
HiTrap® SP-Sepharose-Saule, 1 ml und 5 ml
Fast Desalting™ PC 3.2/10-Fertigséule

Amersham Pharmacia, Freiburg
Amersham Pharmacia, Freiburg

Amersham Pharmacia, Freiburg
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2.1.6 Pro- und eukaryontische Zellstamme

Escherichia coli DH5a Clontech/ITC Biotechnology, Heidelberg
Escherichia coli XL1-Blue MRF’ Stratagene, Heidelberg
Spodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen  Invitrogen, Heidelberg

2.1.7 Plasmide

pCR®2.1 (TA-Cloning Kit) Invitrogen, Karlsruhe
pVL1393 Invitrogen, Karlsruhe

2.1.7.1 Vorhandene Plasmid-DNA-Konstrukte

mGRK6-B Mut2-pVL1393 Dr. P. Vatter, Ulm

2.1.8 Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden von der Firma Interactiva, Ulm bezogen.

2.1.8.1 Vektor-spezifische Oligonukleotide

pVL-sense 5'-CTGTTTTCG TAACAGT - 3'
pVL-antisense 5'-TGAGTT TTT GGT TCT TGC CG - 3'
pCR 2.1-reverse 5'- CAG GAA ACA GCT ATG AC - 3'
pCR 2.1-universe 5'- GTAAAACGACGGCCAG-3

2.1.8.2 GRK6-spezifische Oligonukleotide

GRK6-B mut4 5'-CTACTT CCT CAC TGC CGC TGC AGT - 3'
GRK6-B mut5 5'- CTA CGC CGC CAC TGT CGC TGC AGT - 3
GRK6-B mut6 5'- CTA CGC CGC CAC TGC CGC TGC AGT - 3
GRK6-B mut7 5'-CTACTT CCT CACTTC CGC TGC AGT T -3'
GRK6-B mut8 5'-CTA CGC CGC CACTTC CGCTGC AGTT-3'

2.1.9 Rekombinante Baculoviren

mGRK6-A Dr. P. Vatter, Ulm
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mGRK6-B
mGRK6-C
mGRK6-B Mutl
mGRK6-B Mut2
mGRK6-B Mut3
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Dr. P. Vatter, Ulm
Dr. P. Vatter, Ulm
Susanne Zollner, Ulm
Susanne Zollner, Ulm

Susanne Zollner, Ulm

2.1.10 Molekulargewichtsmarker fur die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Der high molecular weight marker (HMW) wurde von der Firma Sigma, Deisenhofen

bezogen.
Protein Molekulargewicht (kD)
Myosin, Kaninchenmuskel 205
B-Galaktosidase, E. coli 116
Phosphorylase b, Kaninchenmuskel 97.4
Rinderserumalbumin 66
Ovalbumin 45
Carboanhydrase, Rindererythrozyten 29

2.1.11 Antikorper

Primérer Antikorper gegen:

mGRK6 (Anti-Pep2) Polyklonales Kaninchen-1gG

Sekundérer, Peroxidase-gekoppelter Antikorper:
Anti-Kaninchen-IgG Ziegen-IgG

2.1.12 Spezielle Gerite

ABI 310 PRISM™ Genetic Analyser
AKTA™ explorer 100

Brutschrank Kelvitron ®T
Binokkular SZH 10

CCD Kamera Olympus DP 10
Certomat R (Schiittlereinheit)

Eurogentec, Belgien

Sigma, Deisenhofen

Perkin-Elmer, Weiterstadt
Amersham Pharmacia, Freiburg
Heraeus Instruments, Felbach
Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

Braun, Melsungen
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Easy Breeze Air Gel Dryer
Elektrophoresekammer grof3 (SDS-PAGE)

Elektrophoresekammer klein (SDS-PAGE)
Immunoblot Transferkammer
Immunoblot Transferkammer

Hoefer™ miniVE

FPLC™ System

J2-HS Zentrifuge

Milli-Q% s

Minifuge GL

Optima™ TLX Ultrazentrifuge
Sorvall Ultrazentrifuge OTD50B
Spektrophotometer DU 640
Thermocycler PTC-200
Tischzentrifuge 5415 C
Transilluminator IL 200M
Ultra Turrax

Videodokumentationsystem CF8/1 DX

Amersham Pharmacia, Freiburg
Hoefer-Amersham Pharmacia,
Freiburg

Sigma, Deisenhofen

Renner GmbH, Darmstadt

Hoefer-Amersham Pharmacia,
Freiburg

Amersham Pharmacia, Freiburg
Beckman Instruments, Miinchen
Millipore, Eschborn

Heraeus Christ, Osterode

Beckman Instruments, Miinchen

Du Pont Instruments, Bad Nauheim
Beckman Instruments, Miinchen
MIJ-Research, Biozym, Oldendorf
Eppendorf, Hamburg

Bachofer, Reutlingen

Janke & Kunkel, Staufen i. Breisgau
Kappa MeBtechnik GmbH, Gleichen

2.1.13 Software und Datenbanken

NeoOffice® Copyright 2003-2008 Planamesa Inc., USA

Prosite Database www.expasy.org, Swiss Institute of Bioinformatics, Genf
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2.2  Methoden
2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Herstellung von Luria-Bertani (LB)-Medium

Die Kultivierung der E.coli-Stimme DHS5a und XL1-Blue MRF' erfolgte in Luria-Bertani-
Medium (LB-Medium). Das LB-Medium wurde durch Autoklavieren sterilisiert und
anschlieBend bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Die Selektion der mit Plasmiden
transformierten Bakterien erfolgte durch das Antibiotikum Ampicillin bzw. Kanamycin.
Dieses wurden dem Medium in einer Konzentrationen von 50 pug/ml zugesetzt. Fiir die
Herstellung von LB-Agarplatten wurde der LB-Agar autoklaviert, auf Handwirme
abgekiihlt und nach Zugabe des Antibiotikums in sterile Petrischalen gegossen. Diese

wurden nach dem Erstarren des Agars bei 4°C gelagert.

LB-Medium: 1 % (m/V) Bactotrypton, 0.5 % (m/V) Hefeextrakt, 1 % (m/V)
NaCl

LB-Agar: 2 % (m/V) Agar in LB-Medium

Ampicillinlosung: 50 mg/ml in ddH,O, durch einen Zelluloseacetatfilter (0.22 um

Porenweite) sterilfiltriert

2.2.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Unter Verwendung eines sterilen Zahnstochers wurde eine Einzelkolonie des
Bakterienstammes E. coli DH5a von einer Agarplatte abgenommen, in 2.5 ml LB-Medium
iiberfiihrt und {iber Nacht unter Standardbedingungen (37 °C und 200 Upm) inkubiert. Mit
1.5 ml dieser Vorkultur wurden 50 ml LB-Medium angeimpft und diese Bakterienkultur
unter gleichen Bedingungen bis zu einer optischen Dichte von 0.6 bei 600 nm (OD600)
gezogen. Anschlieend wurden die Bakterien abzentrifugiert (2 000 g, 10 min, RT), in 40
ml eiskaltem 100 mM CaCl,-Puffer resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation (2 000 g, 10 min, RT) wurden die Bakterien in 2.5 ml 100 mM
CaCl,-Puffer resuspendiert und mit 550 pl sterilem, kaltem 86%igem Glycerin
(Endkonzentration 19 % (V/V)) versetzt. Die somit zur Aufnahme von DNA kompetenten
Zellen wurden dann in 100 pl Aliquots portioniert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.
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2.2.1.3 Transformation kompetenter Bakterien

Ein Aliquot (30 pl) kompetenter DH5a- oder XL1-Blue MRF'-Bakterien wurde auf Eis
aufgetaut, mit einem Ligationsansatz (siche 3.2.9) versetzt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde fiir 30 s ein Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad
durchgefiihrt, dieser fiihrte zur Aufnahme der zur Transformation zugesetzten Plasmid-
DNA. Die Bakterien wurden danach fiir 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 250 pl
SOC-Medium wurden die Bakterien fiir 1 h bei 200 Upm und 37 °C auf dem
Bakterienschiittler inkubiert. Ein Aliquot der Bakterienkultur wurde schlieBlich auf einer
zuvor getrockneten LB-Agar(+Antibiotikum)-Platte mit einem Drygalsky-Spatel
ausplattiert.

Um kompetente Bakterien mit Plasmid-DNA aus einer Ligation zu transformieren, wurde
ein Aliquot (30 pl) kompetenter DHS5a- oder XL1-Blue MRF'-Bakterien auf Eis aufgetaut,
mit einem Aliquot eines Ligationsansatzes (sieche 3.2.9) versetzt und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Der im Anschluss fiir 30 s durchgefiihrte Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad
filhrte zur Aufnahme der zur Transformation zugesetzten Plasmid-DNA in die Bakterien.
Die Bakterien wurden danach fiir 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 250 pl SOC-
Medium wurden die Bakterien fiir 1 h bei 200 Upm und 37 °C auf dem Bakterienschiittler
inkubiert. Ein Aliquot der Bakterienkultur wurde schlieBlich auf einer zuvor getrockneten

LB-Agar(+Antibiotikum)-Platte mit einem Drygalsky-Spatel ausplattiert.

SOC-Medium: 2% Tryptone
0.5% Hefeextrakt
10 mM NaCl
2.5 mM KCI
10 mM MgCl,-6H,O
20 mM Glucose
(Nach der Herstellung autoklaviert und sterilfiltriert.)

Die Transformation in XL1-Blue MRF' Supercompetent Cells erfolgte nach Angaben des
Herstellers (Stratagene). Das nach dem heat-shock den Bakterien zugesetzte NZY+-
Néahrmedium wurde wie folgt hergestellt: fiir einen Liter Medium wurden 10 g NZ-Amin A

(Casein-Hydrolysat), 5 g Hefeextrakt und 5 g NaCl eingewogen und autoklaviert.
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Zusitzlich wurden noch 12.5 ml einer sterilfiltrierten 1 M MgCl,-Losung, 12.5 ml einer
sterilen 1 M MgSO,-Losung und 20 ml einer 20%igen (m/V) sterilen Glucose-Losung
hinzugefiigt.

2.2.1.4 Selektion von transformierten Bakterien

Die Selektion von Bakterien, welche die rekombinante Plasmid-DNA aufgenommen
hatten, erfolgte in Anwesenheit des Antibiotikums Ampicillin. Bei Bakterien, die mit dem
Vektor pCR2.1 transformiert worden waren, konnte zusétzlich eine blau/weiss-Selektion
mit Hilfe der Substanzen Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) und 5-Brom-4-Chlor-3-
indolyl-B-D-galaktosid (X-Gal) durchgefiihrt werden. Blaue Bakterienkolonien enthielten
dabei Plasmide ohne rekombinante DNA und konnten eine funktionsfihige [-
Galaktosidase herstellen. In diesem Fall wird das inaktive Fragment der B-Galaktosidase
(dem a-Akzeptor), das vom Bakterium produziert wird, mit einem kurzem Peptid (dem a-
Donorfragment), das aus dem Klonierungsvektor stammt komplementiert, daher wird
dieses Selektionssystem auch als a-Komplementierung bezeichnet. Nach Induktion durch
den Induktor IPTG setzte die B-Galaktosidase das Substrat X-Gal in einen blauen Farbstoff
um. Bei Bakterien mit rekombinanten Plasmiden verursachte die Insertion eines zu
klonierenden Fragments zur Inaktivierung des o-Donorfragments und somit eine
Inaktivierung des B-Galaktosidase-Gens (lacZ), es kann keine B-Galaktosidase hergestellt
werden und die Kolonien bleiben weiss. Ein Aliquot des Transformationsansatzes (200 pl)
wurde auf LB(+Antibiotikum)-Agar-Platten ausplattiert und {iber Nacht bei 37° C im
Brutschrank inkubiert. Im Falle der blau/weiss-Selektion wurden zuvor dem Aliquot

jeweils 10 pul IPTG und 10 pl X-Gal zugesetzt.

IPTG-Losung: 0.1 M in ddH,O
X-Gal-Losung: 10% (m/V) in DMF

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Préparation von Plasmid-DNA

Fiir die Priaparation von Plasmid-DNA aus E.coli DH5a oder XL1-Blue MRF' wurden fiir

die Miniprdparationen aus 2.5 ml Kulturen Nucleospin®-Kits und fiir die
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Medipréparationen aus 50 ml Kulturen Nucleobond® AX 100 nach Angaben des
Herstellers (Macherey-Nagel, Diiren) verwendet. Die Bakterien waren vorher iiber Nacht
bei 37° C unter Schiitteln (200 Upm) in LB(+Antibiotikum)-Medium kultiviert worden.
Die praparierte Plasmid-DNA wurde bei -20 °C autbewabhrt.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Nukleinsdurekonzentration einer Losung wurde spektralphotometrisch durch die
Messung der Extinktion bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Eine optische Dichte
(1 OD) entspricht dabei 50 pg/ml doppelstraingiger DNA. Die Reinheit der
Nukleinsdurelosung wurde iiber das Verhéltnis der Extinktionen der Lésung bei 260 und
280 nm (OD a60180) bestimmt. Bei reinen Nukleinsdurelosungen erhdlt man Werte zwischen

1.8 und 2.0, niedrigere Werte deuten auf Verunreinigung durch Phenol oder Proteine hin.

2.2.2.3 Phenol/Chloroform-Extraktion und Fallung von DNA

Um Proteine, die bei der Extraktion von DNA aus Zellen, aber auch bei der Spaltung von
DNA mit Restriktionsendonukleasen anfielen, zu entfernen, wurden die wéissrigen
Nukleinsdurelosungen mit 1 Volumen Phenol versetzt und nach dem Durchmischen fiir 5
min mit 15.800 g bei RT zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde abgenommen und
mit 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt, um das restliche Phenol
zu entfernen und anschliefend bei 15.800 g 5 min bei RT erneut zentrifugiert. Die DNA
wurde aus dem Uberstand durch Zugabe von 2.5 Volumen 100 % Ethanol und 0.1 Volumen
3 M Natriumacetatlosung pH 5.6 und einer Inkubation von min 30 min bei -80 °C bzw.
durch Zusatz von 0.7 Volumen Isopropanol und einer Inkubation von 20 min bei RT
ausgefillt. Nach der Zentrifugation des Fallungsansatzes fiir 10 min mit 15.800 g bei RT
wurde das Pellet mit 70 % Ethanol (V/V) gewaschen und wie oben zentrifugiert.
SchlieBlich wurde das Pellet im Heizblock (37 °C) oder im Exsikkator getrocknet und in

einem geeigneten Volumen ddH,O aufgenommen.

2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen wurde eine
Horizontalgelapparatur eingesetzt. Die Konzentration der Agarose richtete sich nach der

GrofBe der aufzutrennenden Fragmente.
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Agarosekonzentration Trennbereich linearer
[Y% (m/V)] DNA [kb]
0.7 0.8-10
0.9 0.5-7
1.2 0.4-6
1.5 0.2-3
2.0 0.1-2

nach Sambrook et al. (1989)
Die Agarose wurde in Elektrophoresepuffer (1 x TAE) aufgekocht, nach Abkiihlen auf ca.
60 °C mit 0.5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und in einen Gelschlitten gegossen. Bei
Ethidiumbromid handelt es sich um einen interkalierenden Farbstoff, der sich zwischen die
Basen der Nukleinsduren einlagert und unter UV-Beleuchtung eine rot-orange
Fluoreszenzstrahlung (A = 560 nm) emittiert. Die DNA-Proben wurden im Verhéltnis 5:1
(V/V) mit Probenpuffer vermischt, in die Taschen des erstarrten Gels geladen und bei einer
konstanten Feldstirke von 10 V/cm in 1 x TAE elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel
wurde unter UV-Beleuchtung (A = 312 nm) auf einem Transilluminator (Bachofer)
ausgewertet und ein Gelbild wurde mit einem Videodokumentationssystem (Kappa

Meftechnik) erfasst.

1x TAE: 40 mM Tris/HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA,
0.1 % (V/V) Essigséure
Ethidiumbromidlésung: 10 mg Ethidiumbromid in 1 ml ddH,O, dunkel
gelagert
5 x DNA-Probenpuffer: 25 mM TrisHCI pH 7.0, 150 mM EDTA,

0.05 % (m/V) Bromphenol Blau,
25 % (V/V) Glycerol

2.2.2.5 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Nach der Auftrennung der DNA im Agarosegel wurde die gewilinschte DNA-Bande auf
dem Transilluminator unter UV-Beleuchtung mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten
und in ein vorgewogenes Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt. Die DNA aus dem Gelstiick wurde
mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kits (Quiagen) nach Herstellerangaben extrahiert.
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2.2.2.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

DNA-Spaltungen wurden mit Restriktionsendonukleasen (RE) nach Angaben der
Hersteller durchgefiihrt.

Standardansatz: 1 ug (Plasmid-)DNA
0.5 ul Restriktionsendonukleasen (10 U/ul)
1.5 ul 10 x Restriktionspufter

ad 15 pl mit ddH,O
Dazu wurde der Restriktionsansatz bei der von den Herstellern empfohlenen Temperatur
fiir mindestens 1 h inkubiert, anschlieend mit 5 ul 5 x DNA-Probenpuffer versetzt und in
die Spaltungsprodukte in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die

Auftrennung der DNA wurde unter UV-Beleuchtung ausgewertet.

2.2.2.7 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um bei der Ligation (siehe 3.2.9) eine Rezirkularisierung zu verhindern, wurden die
Vektoren nach der Spaltung mit Restriktionsendonukleasen mit alkalischer Phosphatase

aus Kaélberdirmen (CIP) durch Inkubation fir 1 h bei 37 °C an den 5'-Enden

dephosphoryliert.

CIP-Ansatz: 2-3 ug linearisierter Vektor (Plasmid-DNA)
6 ul 50 mM Tris/HCI, pH 7.5
1 ul CIP (1 U/ul)

ad 60 pl mit ddH,O

Im Anschluss wurde die CIP fiir 10 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Der Ansatz wurde
phenolisiert und das linearisierte Plasmid mit Ethanol ausgefillt. Zur DNA-
Mengenabschitzung wurde ein Aliquot in einem 1 % (m/V) Agarosegel zusammen mit
einem DNA-GroBenstandard bekannter Konzentration elektrophoretisch aufgetrennt. Ein
Aliquot des linearisierten, dephosphorylierten Vektors wurde zur Kontrolle in einen
Ligationsansatz (siehe 3.2.9) eingesetzt. Nach der Transformation und dem Ausstreichen
der Bakterien auf LB(+Antibiotikum)-Platten gibt die Anzahl der Bakterienkolonien
Aufschluss iiber die Qualitdt der CIP-Behandlung.
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2.2.2.8 Auffullreaktion

Mit dem Klenow-Fragment, der E. coli-DNA-Polymerase I ohne 3' 5'-Exonuklease-
aktivitit, konnen einzelstringige, 5'-liberhingende Enden von DNA-Fragmenten (sticky
ends) partiell aufgefiillt werden. Es entsteht ein Doppelstrang mit glatten Enden (blunt
ends), so dass eine Ligation zwischen zwei DNA-Stringen, die mit unterschiedlichen

Restriktionsendonukleasen geschnitten wurden, moglich ist.

Auffiillansatz: ca.0.5 ug DNA-Fragment
7 ul 10 mM dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP,
dTTP)
2 ul 10 x Buffer-for-Klenow
2 ul Klenow-Fragment (2 U/ul)

ad 20 pl mit ddH,O

Nach Inkubation bei 37 °C fiir 1 h wurde das Enzym fiir 10 min bei 68 °C hitzeinaktiviert,
die Probe mit Phenol behandelt und das DNA-Fragment mit Ethanol ausgefallt.

2.2.2.9 Ligation

Um rekombinante Plasmide herzustellen und in kompetente Bakterien einzuschleusen
wurden DNA-Fragmente (inserts) und der Plasmidvektor mit Hilfe einer Ligase iiber

Phosphodiesterbindungen verkniipft.

Standard-Ligationsansatz: 1.5 ul 10 x Ligationspuffer
1 ul Vektor (ca. 20 ng)
5ul DNA-Fragment (ca. 100 ng)
1wl T4-Ligase (400 U/ul)

ad 15 pl mit ddH,O

Die Inkubation erfolgte bei 16 °C fiir 16 h.



2 Material und Methoden 31

2.2.2.10 Polymerasekettenreaktion

Mit der polymerase chain reaction (PCR) kann enzymatisch in vitro ein bestimmter DNA-
Abschnitt mit Hilfe zweier Oligonukleotide (Primer), die den zu amplifzierenden Bereich
in 5'—>3'-Richtung begrenzen, vervielfiltigt werden. Das Prinzip der PCR basiert auf sich
wiederholenden Zyklen der DNA-Doppelstrangdenaturierung (denaturation), der
Anbindung beider Oligonukleotide an ihre jeweilige Matrize (annealing) und der
Verldngerung der Komplementérstrange an der entsprechenden Matrize (Primer extension)
durch eine thermostabile DNA-Polymerase entweder aus dem thermophilen
Archaebakterium Thermus aquaticus (Mullis und Faloona,1987; Saiki et al, 1988) oder
anderen thermophilen Bakterien. Im Verlauf dieser Arbeit wurden mit Hilfe der PCR-
Methode Mutationen in eine DNA-Sequenz eingebracht oder die PCR-Methode wurde zur
Amplifikation von DNA-Fragmenten aus vorhandenen cDNA-Vorlagen eingesetzt. Alle
PCR-Versuche wurden in einem Thermocycler (PTC-200, MJ-Research) durchgefiihrt.

2.2.2.10.1 Standard-PCR

Die Standard-PCR wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit zur Modifikation von DNA-

Fragmenten mit einer Lénge von etwa 2000 bp angewendet.

Standard-PCR-Ansatz: 5 pl 10 x Tag-Puffer
1 ul 10 uM Oligonukleotid 1
1 ul 10 uM Oligonukleotid 2
1 ul 10 mM dNTP-Mix
x pl Matrizen-DNA
0.3 ul Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl)

ad 50 pl mit ddH,0
Die Konzentration jedes Oligonukleotids im PCR-Ansatz betrdgt 0.2 uM. Die Tag-DNA-
Polymerase wurde bei Erreichen der annealing-Temperatur im ersten Zyklus oder bereits
vor Beginn des Programms hinzupipettiert (hot start). Die annealing-Temperatur lésst sich
anhand der Oligonukleotid-Sequenzen berechnen: Jedem A- und T-Nukleotid entsprechen

2 °C, jedem G- und C-Nukleotid 4 °C (Nelson und Brutlag, 1979).
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PCR-Standardprogramm:

Denaturierung annealing Extension
Start 94° C, 3 min
Zyklen 1-36 94° C, 1 min x° C, 2 min 72° C, 2 min
Ende 72° C, 10 min
dann 4°C

Vor dem Zyklusprogramm wurden alle Matrizenstrange vollstindig denaturiert (Start); die
Schlussextension (Ende) diente dazu, unvollstindig synthetisierte Strdnge aufzufiillen.
Nach Beendigung der PCR wurde ein 10 pl-Aliquot des PCR-Ansatzes auf ein 1 % (m/V)
Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Beleuchtung

analysiert.

2.2.2.10.2 QuikChange™-Site-Directed Mutagenesis Kit

Die Herstellung einiger in der vorliegenden Arbeit beschrieben mGRK6-Mutanten
kodierenden cDNAs erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem QuikChange™.-Site-
Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, Heidelberg. Dazu wurden nach den Angaben des
Herstellers zu einem supercoiled, doppelstraingigen DNA-Vektor mit dem gewiinschten
insert Oligonukleotide hergestellt, welche die gewiinschte Mutation enthielten. Diese
Oligonukleotide sind komplementir zu den gegenteiligen Strdngen des Vektors und
werden wihrend der Reaktion mit Hilfe der PfuTurbo DNA-Polymerase verldngert. So
entsteht eine Kopie des DNA-Vektors, die nun ein mutiertes insert enthdlt. Im Anschluss
an die PCR-Reaktion wurden die Produkte mit der Restriktionsendonuklease Dpnl
spezifisch fiir methylierte und hemimethylierte DNA erkennt, behandelt. Da die Ausgangs-
DNA nicht jedoch die in der PCR synthetisierten Produkte die genannten Modifizierungen
tragen, kann die Ausgangs-DNA auf diese Weise selektiv entfernt werden. Die Vektor-
DNA mit der gewiinschten Mutation wurde anschlieBend durch Transformation in

kompetente E. coli XL1-Blue Zellen eingebracht.

Mutations-PCR-Ansatz: 5ul 10 x Reaktions-Puffer
1.25 ul Primer 1 (100 ng/ul)
1.25 ul Primer 2 (100 ng/ul)
1 ul dNTP-Mix
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1 ul Matrizen-DNA (50 ng/ul)
1 pl PfuTurbo DNA-Polymerase (2.5 U/ul)
ad 51 pl mit ddH,O

Mutations-PCR-Standardprogramm:

Denaturierung annealing Extension
Start 95 °C, 30 sec
Zyklen 1-18 95 °C, 30 sec 55°C, 1 min 68 °C, 2 min pro
kb Plasmidldnge
Ende 4°C

Die Anzahl der Zyklen richtete sich nach der Art der Mutation:

Punktmutation: 12 Zyklen
Austausch einzelner Aminosauren: 16 Zyklen
Deletion, Insertion mehrerer AS: 18 Zyklen

Nach Ablauf der Amplifikation wurde dem Reaktionsansatz 1 pl des Restriktionsenzyms
Dpnl (10 U/ul) zugesetzt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde 1 pl des
Ansatzes zu 50 ul kompetenten E. coli XL1-Blue gegeben, die Zellen 30 min auf Eis
inkubiert und anschlieend einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s unterzogen. Dies fiihrte
zur Aufnahme der zur Transformation zugesetzten Plasmid-DNA. Die Bakterien wurden
danach fiir 2 min auf Eis inkubiert, mit 500 ul NZY-Medium, in dem 12.5 mM MgSO,,
12.5 mM MgCl, und 0.4 % (m/V) Glukose enthalten waren versetzt und die Bakterien
schlieBlich fiir 60 min unter Standardbedingungen inkubiert. Ein Aliquot dieser
Bakterienkultur wurde mit einem Drygalsky-Spatel auf zuvor getrockneten LB

(+Antibiotikum)-Platten ausplattiert.

2.2.2.11 Automatisierte, nichtradioaktive DNA-Sequenzanalyse

Bei dem Verfahren der automatisierten, nichtradioaktiven DNA-Sequenzanalyse werden
die lineare (single primer) PCR und die Didesoxy-Kettenabbruchmethode nach Sanger et
al. (1977) kombiniert. Bei der dye terminator-Methode sind die vier ddNTPs mit

unterschiedlichen  Fluoreszenzfarbstoffen —markiert. Nach der Elongation der
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Oligonukleotide durch PCR mit Taqg-DNA-Polymerase (cycle sequencing) wurde die DNA
gefillt, in Ladepuffer gelost und nach der Denaturierung auf die Gelmatrix aufgetragen.
Durch Laserabtastung der mit Farbstoff markierten DNA-Fragmente wéhrend der
Kapillargelelektrophorese im Sequenzer wurde die DNA-Sequenz ermittelt. Die DNA-
Sequenzierungen wurden freundlicherweise von Frau Gierschik, Abteilung Pharmakologie

und Toxikologie, Ulm, durchgefiihrt.

2.2.3 Spodoptera frugiperda-Insektenzellkultur
2.2.3.1 Medien

Fiir die Kultivierung von Spodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen wurden Medien verwendet,
die von den Firmen Biowhittaker Bioproducts, Heidelberg und Sigma, Deisenhofen,
bezogen wurde. Dem Medium mussten teilweise noch FCS und Antibiotika zugesetzt

werden.

Medium fiir adhirente Sf9-Zellkultur:
500 ml TNM-FH-Insect-Medium
50 ml fotales Kdlberserum (steril filtriert, hitzeinaktiviert)
500 pl Gentamicin (50 mg/ml)

Medium fiir Sf9-Suspensionskultur:
Grace's Insect Medium (enthélt bereits 10 % FCS und Gentamicin)
2 ml Pluronic F-68® (10 % m/V) auf 100 ml Medium
1 ml Fungizone® (250 pg/ml) auf 100 ml Medium

2.2.3.2 Kultivierung von Sf9-Insektenzellen

Adhérente Spodoptera frugiperda (Sf9)-Zellen wurden in 15 ml TNM-FH-Medium bei 27
°C in 75 ecm*Kulturflaschen (Renner, Dannstadt) kultiviert. Wenn die Zellen konfluent
gewachsen waren (ca. 2 x 107 Zellen/Flasche), wurde das alte Medium abgesaugt, die
Zellen vom Boden der Kulturflaschen mit frischem Medium abgespiilt, 1:3 verdiinnt und
in neue Kulturflaschen iiberfiihrt. Fiir die Suspensionskultur wurde von 7-10 konfluent

gewachsenen Kulturschalen mit Sf9-Zellen das Medium abgesaugt, die Zellen mit frischem
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Medium abgel6st und in einen sterilen Fernbachkolben iiberfiihrt. Um die Zellzahl pro ml
der Zellsuspension zu ermitteln, wurde ein Aliquot mit Trypanblau-Lésung (0.5 % in
0.85%iger NaCl-Losung) verdiinnt und mittels Neubauer-Zahlkammer die ausgezihlt. Die
Zellzahl betrug im giinstigsten Fall 2 x 10° Zellen/ml (das entspricht 800 x 10° Zellen in
400 ml Medium) mindestens jedoch 0.5 x 10° und maximal 3.5 x 10° Zellen/ml. Die
Zellsuspension wurde im Fernbachkolben bei 27 °C bei 80 Upm geschiittelt. Die

Generationszeit der Zellen betrug unter diesen Umsténden ungeféahr 36 h.

2.2.4 Proteinexpression in Insektenzellen

Die Proteine wurden in Insektenzellen unter Verwendung des BaculoGold™ Baculovirus-
Expressionssystems (Pharmingen, Hamburg) exprimiert. Im Gegensatz zur Expression in
bakteriellen Systemen sind in diesem eukaryontischen Expressionssystem die meisten
posttranslationalen Modifikationen der rekombinant exprimierten Proteine wie
Acetylierungen, Phosphorylierungen und Methylierungen mdéglich. Bei der Baculovirus-
DNA handelt es sich um eine modifizierte Form der DNA des Autographa californica
nuclear polyhedrosis viruses (AcNPV), die eine letale Deletion enthilt und bei der durch
homologe Rekombination mit einem entsprechenden Transfervektor (z.B. pVL1392 oder
pVL1393) diese Deletion kompensiert werden kann. Des Weiteren findet sich in den
Baculovirus-Transfervektoren ein starker Promotor fiir das viruseigene Polyhedringen.
Dieser vorgeschaltete Polyhedrinpromotor kontrolliert nach erfolgreicher Rekombination
der einklonierten cDNA in die Baculovirus-DNA die Expression der rekombinanten

Proteine. In der modifizierten Baculovirus-DNA ist das Polyhedringen dagegen deletiert.

2.2.4.1 Transfektion von Insektenzellen

Die Insektenzellen wurden mit Hilfe der Calciumphosphat-Methode nach Graham und van
der Eb (1973) transfiziert. Dazu wurde von frisch umgesetzten, zu 60 % konfluent
gewachsenen Insektenzellen (ca. 4 x 10° Zellen pro 25 cm?-Kulturflasche) nach 30 min das
Medium abgesaugt und durch 750 pl frisches Zellkultur-Medium ersetzt. Fiir den
Transfektionsansatz wurden 10 pg rekombinanter Transfervektor-DNA und 0.5 pg
Baculogold™ Baculovirus DNA gemischt und unter Zugabe von 750 pul
Transfektionspuffer fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde der Ansatz erneut gemischt
und tropfenweise auf die Zellen gegeben. Durch die Zugabe von Calciumchlorid zu dem

phosphatgepufferten Zellkulturmedium entsteht ein Calciumphosphatpridzipitat mit darin
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eingeschlossener DNA, das auf die Zellen absinkt und von diesen durch Endozytose
aufgenommen wird. Nach Inkubation der Insektenzellen fiir 4 h bei 27 °C wurde der
Uberstand abgenommen, durch neues Zellkulturmedium ersetzt und die Zellen fiir 4 Tage
bei 27 °C inkubiert. Im Folgenden wurde das Medium, das die rekombinanten Baculoviren
enthielt abgenommen und ein Teil in einem Amplifikationsschritt zur Infektion neuer,
frisch umgesetzter Insektenzellen eingesetzt. Die restlichen Baculoviren enthaltenen
Uberstinde wurden bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Vor einer Infektion von Insektenzellen
zur Proteinexpression musste der Virustiter durch mindestens zwei Amplifikationen erhoht

werden.

Transfektionspuffer: 25 mM HEPES/NaOH pH 7.1, 125 mM NaCl, 125 mM CaCl,

2.2.4.2 Amplifikation der Baculoviren

Um die Viren zu amplifizieren, wurden 6.5 x 10° Sf9-Insektenzellen (das entspricht 60 %
konfluente Zellen) in eine 60 cm? Petrischale (Renner, Dannstadt) ausgesét. Nachdem sich
die Sf9-Zellen abgesetzt hatten (ca. 30 min) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen
mit 2 ml Virusiiberstand fiir 1 h bei 27 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 10-13 ml
Medium zugegeben und die Sf9-Zellen fir 3 Tage bei 27 °C kultiviert. AnschlieBend
wurde das Medium abgenommen, abgeldste Zellen durch Zentrifugation entfernt (250 g)

und der Uberstand (Virusldsung) bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

2.2.4.3 Infektion von Insektenzellen

Die Infektion wurde wie die Amplifikation durchgefiihrt. Die Virusmenge sowie die Dauer
der Infektion fiir eine optimale Expression des rekombinanten Proteins wurden durch
Nachweis der exprimierten rekombinanten Proteine im Immunoblot bestimmt. Das
Volumen der eingesetzten Viruslosungen lag zwischen 0.1 und 1 ml pro Petrischale, die
Infektion erfolgte tiber 2 Tage. Um grofere Proteinmengen zu produzieren, wurden
Suspensionskulturen von Insektenzellen infiziert. Die Zellen (8-10 x 10*) wurden mit 250
g fiir 5 min abzentrifugiert und in 20 ml Medium und 30 ml Virussuspension in einem
sterilen 50 ml-Rohrchen resuspendiert. Nach Inkubation bei 27 °C fiir 1 h wurden die
Zellen in einen sterilen Fernbachkolben tberfiihrt und mit 350 ml Medium auf eine

Zellzahl von 2 x 10° Zellen/ml verdiinnt.
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2.2.4.4 Proteinprédparation aus Sf9-Insektenzellen

Um aus den infizierten Sf9-Insektenzellen Proteine zu gewinnen, wurden die Zellen von
den Kulturschalen oder -flaschen abgespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen in 50 ml
Rohrchen iiberfiihrt und bei 250 g abzentrifugiert. Ebenso wurde mit den Zellen aus den
Suspensionskulturen verfahren. Der Virus-Uberstand wurde fiir weitere Infektionen steril
abgenommen und bei 4 °C dunkel gelagert. Die Priaparation der mGRK6-Proteine wurde
im Wesentlichen nach den Angaben von Loudon und Benovic (1994) durchgefiihrt. Dazu
wurde das Zellenpellet einmal mit kaltem CMF-PBS gewaschen, auf Eis {iberfiihrt und in
Extraktionspuffer, der 250 mM NaCl enthielt, resuspendiert (ca. 1 ml Puffer pro 2 x 10’
Zellen). Die Zellsuspension wurde durch mindestens sechsmaliges auf- und abziehen
durch eine 0.5 x 25 mm (18 gauge) Kaniile homogenisiert. Zelltriimmer und Zellorganellen
wurden durch Zentrifugation fiir 30 min bei 40.000 g und 4 °C abgetrennt. Der Uberstand
wurde in ein neues Zentrifugenrohrchen tiberfithrt und nochmals fiir 30 min bei 300.000 g
und 4 °C zentrifugiert. Bei kleineren Ansétzen aus Kulturflaschen wurde dieser Uberstand
(16sliche Fraktion) nach der Proteinbestimmung (siehe 3.5.1) in 50 pl Portionen aliquotiert,
in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Im Falle von
Suspensionskulturen wurde von dem Uberstand ein Aliquot fiir Proteinbestimmung,
Aktivitdtsuntersuchung und SDS-PAGE abgenommen, der weitaus grof3ere Teil (ca. 35 ml)
wurde fiir spitere sdulenchromatographische Auftrennungen in ein 50 ml Réhrchen

iiberfiihrt, ebenfalls in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

HE-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM EDTA pH 7.5, | mM DTT,
0.5 mM PMSF, 200 pg/ml Benzamidin, 20 pg/ml Leupeptin

2.2.5 Proteinbiochemie

2.2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationen der Proteinlésungen wurden durch Doppelbestimmung nach
der von Bradford (1976) beschrieben Methode ermittelt. Zur Erstellung einer Eichgerade
wurden 0, 10, 20, 30 und 40 pl (entsprechend 0, 3.4, 6.8, 10.2 und 13.6 pg Protein) einer
Proteinstandardlésung (0.34 mg/ml Rinder-IgG) eingesetzt. In die Messungen wurden

jeweils 30 pl einer geeigneten Verdiinnung (je nach Stirke der Proteinexpression 1:20 bis
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1:50 verdiinnt) der Proteinlosungen eingesetzt. Die Proben wurden mit ddH,O auf 800 pl
aufgefiillt und nach Zugabe von 200 pl Bradfordreagenz gemischt. Die Extinktion wurde
bei 595 nm bestimmt und die Proteinkonzentration der Probe durch lineare Regression der

Eichgerade mittels eines Basic-Computerprogramms ermittelt.

Bradfordreagenz: 0.04 % (m/V) Coomassie Brilliantblau G 250, 21 % (V/V)
Ethanol, 42.5 % (V/V) ortho-Phosphorséure

Zur Herstellung des Bradfordreagenz wurden ein 1 1 - Glasgefdl und ein Magnetriihrstab
mit 85%iger H;PO, gespiilt und mit ddH,O gewaschen. Das Coomassie-Brillantblau wurde
im Glasgefdl in dem entsprechenden Volumen Ethanol geldst. Nach Zugabe der
Phosphorsdure wurde die Losung fiir weitere 60 min geriihrt, mit ddH,O auf das
Endvolumen aufgefiillt und anschlieBend {iber einen Faltenfilter abfiltriert und bei 4 °C

gelagert.

2.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelktrophorese SDS-PAGE wurde nach der von Laemmli (1970)
beschriebenen Methode durchgefiihrt. Es wurden zwei Vertikalapparaturen eines Sigma-
Systems (Sigma Aldrich, Deisenhofen) verwendet: eine Gelapparatur mit Glasplatten der
GroBe 12.5 x 13.8 cm, sowie eine kleinere Apparatur mit 8 x 10 cm groBen Glasplatten.
Die Dicke der Abstandshalter betrug jeweils 1 mm. Zur Herstellung der Gele wurden

zunédchst die Komponenten der Trenngellosung gemischt und zwischen die Glasplatten

gegossen.

Trenngellosung:
Prozent (m/V) 10 %
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
Monomerlosung 10 ml
Trenngelpuffer 7.5 ml
H,O 12 ml
10% (m/V) SDS 0.3 ml
10% (m/V) APS 150 pl

TEMED 10 pl
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Vor der Zugabe von SDS, APS und TEMED wurde die Losung kurz entgast. Die
angegebene Menge von 30 ml war fiir vier kleine Gele ausreichend, fiir die gleiche Anzahl
groBerer Gele wurde das 3-fache Volumen bendtigt. Die Trenngellosung wurde mit H,O
iiberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Wasser abgekippt, das Trenngel mit der

Sammelgellosung tiberschichtet und der Kamm eingesetzt.

Sammelgellosung:

Prozent (m/V) 6 %
Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)

Monomerlosung 2 ml
Sammelgelpuffer 2.5ml
H,O 53 ml
10% (m/V) SDS 100 pl
10% (m/V) APS 50 pul
TEMED S5pul

Die angegebene Menge von ca. 10 ml war fiir vier kleine Gele ausreichend, fiir die
grofleren Gele waren etwa 25 ml notig. Die Proteinproben sowie die Markerproteinlsung
wurden mit gleichen Volumina 2 x Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95 °C erhitzt und in
die mit 1 x Tankpuffer gespiilten Geltaschen geladen. Die Elektrophorese wurde in 1 x
Tankpuffer bei einer konstanten Stromstiarke von 20 mA/Gel oder bei konstanter Spannung
von 105 V fiir kleine Gele durchgefiihrt. Die Auftrennung wurde beendet, wenn der
Farbstoffmarker das Ende des Geles erreicht hatte.

Monomerlosung: 30 % (m/V) - Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) - Fertiglosung

Trenngelpuffer: 1.5 M Tris/HCI pH 8.8
90.75 g Tris wurden in 400 ml ddH,O gelost, der pH mit
ca. 16 ml konz. HCI auf 8.8 eingestellt, mit ddH,O auf 500 ml
aufgefiillt und die Losung tiber einen 0.45 um Filter filtriert
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Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris/HCI1 pH 6.8
12 g Tris wurden in 160 ml ddH,O geldst, der pH mit ca.
9 ml konz. HCI auf 6.8 eingestellt, mit ddH,O auf 200 ml
aufgefiillt und die Losung iiber einen 45 um Filter filtriert

10 x Tankpuffer: 250 mM Tris, 1.9 M Glycin
1 x Tankpuffer: 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 0.1 % (m/V) SDS pH 8.6
2 x Probenpuffer: 125 mM Tris/HCI1 pH 6.8, 4 % (m/V) SDS, 20 % (V/V)

Glycerin, 10 % (V/V) B-Mercaptoethanol, 0.002 % (m/V)
Pyronin Y

2.2.5.3 Coomassie Blau-Farbung von Polyacrylamidgelen

Nach der Gelelektrophorese wurde das Trenngel in einer Schale mit 200 ml Férbelosung
fiir 30 min bei 60 °C im Schiittelbad inkubiert. Im Anschluss wurde das Gel in Entfarber
iiberfiihrt und bei 60 °C inkubiert. Nach 30 min wurde die Entfarbelosung gewechselt. Die
Inkubation in der Entfarbelosuung wurde solange fortgesetzt, bis sich die gefarbten

Proteinbanden deutlich vom entfiarbten Hintergrund abhoben.

Farbelosung: 0.14 % (m/V) Coomassie Brillantblau R 250, 50 % (V/V)
Methanol, 10 % (V/V) Essigsdure

Entfarbelosung: 10 % (V/V) Methanol, 10 % (V/V) Essigsdure

2.2.5.3.1 Trocknen von gefarbten Gelen

Um Gele fiir ldngere Zeit aufbewahren zu koénnen, wurden diese mit dem Easy Breeze-
System (Hoefer-Amersham Pharmacia, Freiburg) getrocknet. Hierzu wurden die Gele tiber
Nacht in 5 % (V/V) Glycerin eingelegt, danach luftblasenfrei zwischen zwei, in warmem
Leitungswasser vorgequollene Cellulosefolien in einen Rahmen eingespannt und fiir etwa

4 h in dem Gel Dryer getrocknet.
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2.2.5.4 Immunoblotting von Proteinen (Western Blot)

Um Proteine mit spezifisch gegen sie gerichteten Antikorpern nachzuweisen, wurden die
Proteine bzw. das Proteingemische zundchst mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die

Proteine anschlieBend aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.

2.2.5.4.1 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembranen

Nach der SDS-PAGE wurden das Gel und ein Stiick Nitrocellulosemembran (Protran,
Schleicher & Schuell, BioScience, Dassel) passender Gro3e mit Transferpuffer getrankt.
Die Membran wurde luftblasenfrei auf das Gel aufgelegt, das Sandwich zwischen zwei
Schaumstoffschwdmmen und einer Lage Blotpapier GB002 (Schleicher & Schuell,
Bioscience) in eine Plastikhalterung eingespannt und in die mit Transferpuffer 1 gefiillte
Immunoblot-Transferkammer iiberfiihrt. Damit die negativ geladenen Proteine aus dem
Gel zur Membran hinwanderten, war das Gel war der Kathode, die Membran der Anode
zugewandt. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 125 mA und einer
Leistung von 2 W fiir 12 h. Der Bereich der Membran, auf den die Markerproteine
transferiert worden waren, wurde nach dem Transfer abgetrennt, kurz in ddH,O gewaschen
und die transferierten Markerproteine mit Ponceaurot (0.2 % (m/V)) oder blauer Tinte (0.1

% (V/V) in 0.3 % (V/V) Tween 20-Ldsung) gefarbt und anschlieBend markiert.
Transferpuffer I: 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % (V/V) Methanol pH 8.6

Fiir kleine Gele wurde wahlweise eine zweite, wesentlich schnellere Transfermethode in
einer Blotkammer von Amersham Pharmacia (Hoefer™ miniVE) eingesetzt. Die
eigentliche Blotkammer besteht aus zwei nach aulen abgedichteten Graphitplatten (Anode
und Kathode), zwischen denen das Sandwich aus Blotpapier, Gel, Nitrocellulosemembran
und Blotpapier mit Hilfe von Schaumstoffschwdmmen eingespannt war. Die Blotkammer
wurde mit Transferpuffer II gefiillt, in einen Kiihlwassertank gehdngt und die Proteine bei

konstanter Stromstirke von 400 mA fiir 1.25 h auf die Membran transferiert.

Transferpuffer II: 25 mM Tris, 190 mM Glycin, 20 % (V/V) Methanol,
0.1 % (m/V) SDS pH 8.6
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2.2.5.4.2 Immunchemischer Nachweis transferierter Proteine

Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers an die Membran zu blockieren, wurde die
Membran nach dem Transfer fiir 1 h in Blotto inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran
mit dem in Blotto 1:500 verdiinnten ersten Gegen mGRK6-Proteine gerichteten Antikorper
iiberfiihrt und fiir 1 h schwenkend inkubiert. Der Antikorperlosung enthielt 0.05 % (m/V)
Thimerosal als Konservierungsmittel. Nach dreimaligem Waschen fiir 5 min in
TBS/Tween wurde der zweite, in Blotto 1:2000 verdiinnte Antikorper (Peroxidase-
gekoppeltes Anti-Kaninchen-IgG) fiir 30-60 min auf den Blot gegeben. Danach wurde die
Membran dreimal mit TBS/Tween und einmal mit TBS (jeweils fiir 5 min) gewaschen.
Samtliche Inkubationen wurden bei Raumtemperatur auf einem Schwenker durchgefiihrt.
Der Nachweis der Immunkomplexe erfolgte mit Hilfe des ECL™-Systems durch
Inkubation der Membran in einer 1:1-Mischung der Losungen 1 und 2 fiir 1 min. Die

Chemolumineszenzsignale wurden durch Schwirzung eines Rontgenfilmes sichtbar

gemacht.

TBS: 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NacCl
TBS/Tween: 0.05 % (V/V) Tween 20 in TBS

Blotto: 5 % (m/V) Magermilchpulver in TBS/Tween

2.2.6 Chromatographische Methoden

Alle sdulenchromatographischen Auftrennungen wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

2.2.6.1 Kationenaustausch-Chromatographie

Die Anreicherung der in Sf9-Insektenzellen rekombinant hergestellten Rezeptorkinasen
wurde unter Verwendung einer Kationenaustausch-Chromatographie an einer SP-
Sepharose-Matrix (Amersham Pharmacia) nach den Angaben von Loudon und Benovic
(1994) durchgefiihrt. Die dafiir verwendeten 1 ml bzw. 5 ml-HiTrap®-Siulen und das
FPLC-System stammten von Amersham Pharmacia. Die Sdulen wurden mit
Extraktionspuffer mit 12.5 % (V/V) NaCl (fiir mGRK6-B und mGRK6-B-Varianten)
dquilibriert. Die verdiinnten Proben (bis 66 ml, je nach Sdulenvolumen 40 bis 400 mg

Gesamtprotein) wurden filtriert (0.45 pm) und auf die Sdule aufgetragen. Die Flussrate
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betrug 0.5 ml/min fiir 1 ml-Sédulen und 1 ml/min fiir 5 ml-S4ulen, gesammelt wurden 1 ml-
Fraktionen. Die Matrix wurde mit 8 (5 ml-Séule) bzw. 40 (1 ml-Sdule) Sdulenvolumina
gewaschen und die Proteine mit einem linearen 50 ml-NaCl-Gradient von (x-y mM)
eluiert. Die Analyse der in den Fraktionen enthaltenen Proteine erfolgte durch SDS-PAGE

und Immunoblotting sowie durch Coomassie-Brillantblau-Féarbung.

HE-Puffer: 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM EDTA pH7.5, 1 mM DTT,
0.5 mM PMSF, 20 pg/ml Leupeptin, 200 pg/ml Benzamidin
HE-Puffer + 1 M NaCl

2.2.6.2 Affinititschromatographie an Heparin-Sepharose

Zur weiteren Reinigung der iiber Kationenaustausch-Chromatographie angereicherten
Proteine wurde eine Affinitdtschromatographie an einer Heparin-Sepharose-Matrix
(Amersham Pharmacia) durchgefiihrt. Dazu wurde die Heparin-Sepharose-Matrix der 1
ml-HiTrap®-S4ule mit Hilfe des FPLC- oder AKTA-Systems (Amersham Pharmacia) mit
Extraktionspuffer mit der gewiinschten NaCl-Konzentration dquilibriert (von 150 bis 200
mM NaCl). Um die Salzkonzentration der Proteinlosungen vor dem Auftrag auf die Sdule
zu reduzieren wurde gegebenenfalls Extraktionspuffer ohne NaCl eingesetzt. Nach dem
Waschen der Matrix mit 40 Sdulenvolumina Extraktionspuffer (Flussgeschwindigkeit 0.5
ml/min) wurde das Protein mit einem linearen Gradienten von NaCl in Extraktionspuffer
(z. B. 0.2-1 M NaCl fiir mGRK6-B Mut2) eluiert. Die Analyse der in den Fraktionen (1
ml) enthaltenen Proteine erfolgte durch SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-
Brillantblau-Farbung und Immunoblot, sowie durch den Nachweis der Phosphorylierung
der loslichen Substrate Phosvitin und Casein und der lichtabhéngigen Phosphorylierung

von Rhodopsin.

2.2.6.3 Gelfitration

Um die Salzkonzentration des sequentiell gereinigten, rekombinanten Proteins der
mGRK6-B-Varianten und -Mutanten zu reduzieren, wurde im Anschluss an die
Affinitidtschromatographie eine Gelfiltration durchgefiihrt. Fiir das SMART-System wurde
eine Fast Desalting™ PC 3.2/10-Fertigsdule von Amersham Pharmacia verwendet, die mit
Sephadex G-25 Superfine™ -Gel befiillt war. Die Flussgeschwindigkeit betrug 50 ul/min,

es wurden 50 pl-Fraktionen gesammelt. Die Sdulenmatrix wurde in 20 % (V/V) Ethanol
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gelagert und vor dem Probenauftrag zundchst mit ddH,O und anschlieBend mit 1.5
Sdulenvolumina Puffer S dquilibriert. die Trennung der Proteine wurde iiber SDS-Page und

Western blot oder Coomassie-Brillantblau-Féarbung kontrolliert.

Puffer S: 20 mM HEPES pH 7.5, 10 mM EDTA pH 7.5, 1 mM DTT, 100 mM
NaCl

2.2.7 Invitro-Bestimmung der Kinaseaktivitit von GRKs

Zur Ermittlung der Aktivitdit der Kinasen G-Protein gekoppelter Rezeptoren (GRKs)
verschiedener Substrate in eine Phosphorylierungsreaktion mit den Kinasen eingesetzt. Die
Kinasen ibertragen in Anwesenheit von [y-*P]ATP die radioaktiv markierte vy-
Phosphatgruppe des Adenosintriphosphates auf das Substrat. Das auf diese Weise
radioaktiv markierte, phosphorylierte Substrat kann nach Auftrennung iiber SDS-PAGE

autoradiographisch nachgewiesen werden.

2.2.7.1 Aktivitatsbestimmung der GRKs mit Phosvitin als Substrat

Die Aktivitit der GRKs mit Phosvitin als Substrat wurde in Anlehnung an Loudon und
Benovic (1994) bestimmt. Phosvitin ist ein 45 kD groB3es saures Protein, das als 16sliches
Substrat fiir die hGRK6 beschrieben wurde (Loudon und Benovic, 1994). Die zu
untersuchende GRK (5-10 uM) wurde in 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7
mM MgCl, zusammen mit 6.25 pg Phosvitin (Sigma, Deisenhofen) und 1.3 ul ATP-Mix
(final 100 uM ATP) fiir 1 h bei 30 °C in 15 pl Gesamtvolumen inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 10 pl 2 x Probenpuffer (siehe 3.5.2) gestoppt und die Proteine
iiber SDS-PAGE auf einem 10 % Acrylamidgel bei konstanter Stromstirke (105 V)
aufgetrennt. Die radioaktiven Proteine wurden durch Exposition des Coomassie-
Brilliantblau-gefarbten Gels mit einem Rontgenfilm nachgewiesen. Die Exposition des

Gels mit dem Rontgenfilm wurde bei -80 °C in einer Filmkassette durchgefiihrt.

ATP-Mix (fiir 19 Ansétze): 19 ul 1.5 mM ATP
S5ul [y-**P]ATP (10 mCi/ml, >5000

Ci/mmol)
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2.2.7.2 Aktivitatsbestimmung der GRKs mit Casein als Substrat

Als weiteres 16sliches Substrat wurde Casein in eine Phosphorylierungsreaktion mit den
GRKs eingesetzt (DebBurman et al., 1996). Hierfiir wurden GRKs (5-10 uM) in 20 mM
Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, zusammen mit 2.25 pg Casein (Sigma,
Deisenhofen) und 1.3 pl ATP-Mix (final 100 uM ATP) fiir 10 min bei 37 °C in 15 pl
Gesamtvolumen inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ul 2 x Probenpuffer
(siehe 3.5.2) gestoppt und die Proteine iiber SDS-PAGE auf einem 10 % Acrylamidgel bei
konstanter Stromstirke (105 V) aufgetrennt. Die radioaktiven Proteine wurden durch
Exposition des Coomassie-Brilliantblau-gefiarbten Gels mit einem Rontgenfilm
nachgewiesen. Die Exposition des Gels mit dem Rontgenfilm wurde bei -80 °C in einer

Filmkassette durchgefiihrt.

ATP-Mix (fiir 19 Ansétze): 19 pul 1.5 mM ATP
5ul [v-**P]ATP (10 mCi/ml,
>5000 Ci/mmol)

2.2.7.3 Lichtabhédngige Phosphorylierung von Rhodopsin durch
GRKs

2.2.7.3.1 Praparation der dufleren Segmente von Stibchenzellen der
Rindernetzhaut und Inaktivierung der Rhodopsinkinase

Neben der Phosphorylierung der 16slichen Substrate Phosvitin und Casein sollte auch der
membranstindige Lichtrezeptor Rhodopsin in eine Phosphorylierungsreaktion mit den
GRKSs eingesetzt werden. Das Rhodopsin wurde aus der Netzhaut von Rinderaugen
isoliert. Die Membranen der dufleren Segmente von Stidbchenzellen (rod outer segments,
ROS) der Rindernetzhaut enthalten 10° Molekiile Rhodopsin pro um? (Alberts et al.,
1987). Die Priparation dieser rhodopsinreichen ROS-Membranen wurde nach Papermaster
(1982) bei 4 °C unter Rotlicht durchgefiihrt. Vom Schlachthof wurden 25 an Dunkelheit
adaptierte Rinderaugen frisch geschlachteter Tiere bezogen. Die vorderen Abschnitte und
der Glaskorper der Rinderaugen wurden entfernt und die Retina durch Zugabe von Puffer
A vom Augenhintergrund abgeldst und am optischen Nerv abgetrennt. Die 25 Retinas
wurden in 15 ml Homogenisationspuffer mit einem Teflon-Homogenisator homogenisiert,
indem der Pistill dreimal auf- und abgezogen wurde. Das Homogenat wurde 4 min bei

4000 Upm (JA 20-Rotor) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem Messzylinder
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gesammelt, das Pellet nochmals in 15 ml Homogenisationspuffer homogenisiert und
anschlieBend zentrifugiert. Zu den vereinigten Uberstinden (ca. 40 ml) wurden unter
Riihren langsam 2 Volumen 10 mM Tris/Acetat pH 7.4 gegeben und diese Losung erneut
bei 4000 Upm zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 0.77
M Saccharose in 1 mM Tris/Acetat pH 7.4, 0.1 mM MgCl, resuspendiert, indem die
Losung dreimal durch eine Stahlkaniile (Nr. 18) gezogen und fiir 5 s mit dem Ultra-Turrax
gemischt wurde. Das gesamte Volumen der Losung von 4 ml wurde auf einen
Saccharosedichtegradienten (Zentrifugenréhrchen gefiillt mit 15 ml 1.14 M, 15 ml 1.0 M
und 12 ml 0.84 M Saccharose in 1 mM Tris/Acetat pH 7.4, 0.1 mM MgCl,) aufgetragen
und 30 min bei 24.000 Upm (SW25.2-Rotor) zentrifugiert. Mit Hilfe einer Kaniile wurde
die rétlich scheinende Interphase zwischen 0.84 und 1.0 M Saccharose abgenommen (ca. 5
ml), mit 1 Volumen 10 mM Tris/Acetat pH 7.4 gemischt und bei 20.000 Upm (JA20-
Rotor) fiir 20 min pelletiert. Das Pellet wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

bei -80 °C gelagert.

Die Inaktiverung der Rhodopsinkinase erfolgte mit 5 M Harnstoff nach der von Shichi und
Somers (1978) beschriebenen Methode. Alle Arbeiten wurden bei 4 °C unter Rotlicht
durchgefiihrt. Das Rhodopsin-enthaltende Pellet aus der Préparation der Retinazellen
(siche 3.7.1.3.1) wurde aufgetaut, in 25 ml (1 ml/Retina) Puffer B resuspendiert und die
Suspension fiir 3 min auf Eis mit Ultraschall behandelt. Die Suspension wurde mit 2
Volumen 50 mM Tris/HCI pH 7.4 verdiinnt und 45 min mit 100.000 g zentrifugiert. Die
Pellets wurden vereinigt, viermal mit 50 mM Tris/HCI pH 7.4 gewaschen und am Ende in
500 ul 50 mM Tris/HCI pH 7.4 resuspendiert, indem die Probe sechsmal durch eine 0.5 x
25 mm Kaniile und dreimal durch eine 0.4 x 20 mm Kaniile auf- und abgezogen wurde.
Nach der Proteinbestimmung (siche 3.5.1) wurden die Rhodopsin enthaltenden ROS-
Membranen aliquotiert (10 pl pro Aliquot), in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C dunkel gelagert.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Préparationen wurden freundlicherweise von
Frau Petra Vatter und Herrn Norbert Zanker, Pharmakologie und Toxikologie, Universitét

Ulm, durchgefiihrt.

Puffer A: 100mM NaH,PO,, 0.1 mM EDTA, 2 mM MgCl,
pH 6.5, 0.1 mM PMSF, 1 uM Leupeptin, 1 uM
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Pepstatin, 3 mM Benzamidin, 1 pg/ml

Trypsininhibitor

Puffer B: 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 5 mM EDTA, 5 M
Harnstoff

Homogenisationspuffer: 34 % (m/V) Saccharose, 65 mM NaCl, 0.2 mM

MgCl,, 5 mM Tris/Acetat pH 7.4

2.2.7.3.2 Aktivitatsbestimmung der GRKs mit Rhodopsin als
Substrat

Die Aktivitit der GRKs mit Rhodopsin als Substrat wurde ebenfalls in Anlehnung an
Loudon und Benovic (1994) bestimmt. Dazu wurden Rhodopsin und der ATP-Mix unter
Rotlicht zu der Rezeptorkinase und dem Puffer gegeben und die Reaktion anschlieBend

durch Belichtung gestartet.

Reaktionsansatz: 1.5 ul 10 x TEM-Puffer
x pl GRK (5-10 uM)
1 ul ROS-Membranen (in unterschiedlichen

Konzentrationen, z.B. 120 nM, d.h. 1:100
Verdiinnung in 50 mM Tris/HCI pH 7.4)

1.3 ul ATP-Mix [1 ul 1.5 mM ATP, 0.3 pl [y-*P]ATP
(10 mCi/ml)]

ad 15 pl mit ddH,O

Die Belichtung erfolgte fiir 10 min bei 30 °C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl
2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine auf einem 10 % Acrylamidgel bei einer
konstanten Spannung von 105 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die radioaktiven Proteine
wurden durch Exposition des Coomassie-Brilliantblau-gefirbten Gels mit einem
Rontgenfilm nachgewiesen. Die Exposition des Gels iiber Nacht mit dem Rontgenfilm

wurde bei -80 °C in einer Filmkassette durchgefiihrt.

10 x TEM-Puffer: 200 mM Tris/HCI pH 7.5, 20 mM EDTA und 37 mM MgCl,
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2.2.8 Untersuchung von GRK-Lipid-Wechselwirkungen

Die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen mGRK6-B-Varianten und -Mutanten
mit Phospholipiden wurde mit Hilfe von kiinstlichen Lipidvesiklen nach der von Pronin et
al. (1998) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Fiir diese Untersuchungen wurden die

sdulenchromatographisch gereinigten mGRK6-B-Proteine (sieche 3.6) eingesetzt.

2.2.8.1 Herstellung von Lipidvesikeln

Die Phospholipidvesikel wurden mit Hilfe von L-a-Phosphatidylcholin (PtdCho) und
Phosphatidylinosit-4,5,bisphosphat (PtdInsP,) hergestellt. Dazu wurden PtdCho in einer
Konzentration von 10 mg/ml und PtdInsP, in einer Konzentration von 5 mg/ml in
Chloroform gelost und bei 4 °C dunkel gelagert. Um die verschiedenen Vesikel
herzustellen, wurden die in Chloroform geldsten Phospholipide in dem gewiinschten
Verhiltnis in einem Glasrohrchen gemischt und unter Stickstoff-Atmosphire eingedampft.
Als Grundsubstanz fiir die Vesikel diente PtdCho, dem 5 % (m/V) PtdInsP, zugesetzt
worden war. Das eingedampfte Pellet wurde in Vesikel-Puffer aufgenommen. Zur Bildung
der Phospholipidvesikel wurde die Suspension 30 min bei RT gut gemischt und
anschlielend fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt.

Vesikel-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, 0.1 M EDTA pH 8.0

2.2.8.2 Bindungsexperimente an Lipidvesikel

Die Bindung der verschiedenen mGRK6-B-Varianten und -Mutanten an Phospholipide
wurde durch Inkubation von ca. 30 pmol der jeweiligen Kinase ohne und mit frisch
hergestellten Phospholipidvesikeln (0.017, 0.17, 1.7 und 10 mg Phospholipid pro ml) in
Inkubationspuffer untersucht. Dazu wurde das Reaktionsgemisch in einem
Gesamtvolumen von 30 pl fiir 10 min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation fiir 25 min
mit 100.000 g bei 4 °C wurden die Ansitze in eine 16sliche (Uberstand) und eine
lipidhaltige, partikulire Fraktion (Pellet) getrennt. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und das Pellet in 30 pl Inkubationspuffer resuspendiert. Jeweils 15 pl der
16slichen und partikuldren Fraktion wurden mit 2 x Probenpuffer versetzt und die Proteine

auf einem 10 % Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Verteilung der
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mGRK6-B-Proteine in den verschiedenen Fraktionen wurde mittels Western blot-Analysen

(siehe 3.5.4) untersucht.

Inkubationspuffer: 20 mM Tris/HCI pH 8.0, 2 mM MgCl,, 100 mM NacCl
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3 Ergebnisse

3.1 Varianten und Mutanten der murinen GRK6

Die Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GRKs) gehdren zur Familie der
Serin/Threonin-Kinasen. GRKs regulieren die Aktivitit G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
(GPCRs), indem sie diese an Serin- bzw. Threoninresten phosphorylieren und auf diese
Weise inaktivieren. Von der Kinase G-Protein-gekoppelter Rezeptoren Typ 6 der Maus
(mGRK6) wurden in der Arbeitsgruppe vier cDNAs isoliert, mGRK6-A, -B, -C und
mGRK6-D, die fiir verschiedene Isoformen der Rezeptorkinase kodieren (Moepps et al.,
1999). Die Isoformen von mGRK6 gehen durch alternatives Splicen aus einer hnRNA
hervor und die kodierten Proteine unterscheiden sich in der Anzahl ihrer Aminosiuren. So
ist mGRK6-D mit 244 Aminosduren die kiirzeste der Varianten, gefolgt von mGRK6-C mit
560 Aminosduren, mGRK6-A mit 576 Aminosduren und mGRK6-B mit 589
Aminosduren. Dabei sind die Varianten der mGRK6, mGRK6-A, mGRK6-B und mGRK6-
C bis zu der Aminosdure 559 identisch und unterscheiden sich nur in ihren
carboxylterminalen Abschnitten (sieche Abb. 3). Fiir diesen Abschnitt wird angenommen,
dass er fiir die Interaktion der Kinasen mit der Plasmamembran von entscheidender
Bedeutung ist. In Untersuchungen zur Bedeutung des carboxylterminalen Abschnittes
wurden in diesem Aminosduren identifiziert, die durch posttranslationale Verdnderungen
wie Lipidmodifikationen eine Interaktion mit der Plasmamembran ermdglichen (Moepps
et al., 1999; Krupnick und Benovic, 1998; Loudon und Benovic, 1994). So wurde fiir die
drei Cysteine C**', C**2, und C°* im carboxylterminalen Abschnitt der humanen GRK6-A
beschrieben, dass diese posttranslational palmitoyliert werden. Sowohl die humane GRK6-
B- als auch die murine mGRK6-B-Isoform weisen in ihren carboxylterminalen
Abschnitten Aminosduren auf, die moglicherweise einer Phosphorylierung durch die
Proteinkinase C sowie durch cAMP- und ¢cGMP-regulierte Kinasen unterliegen. Fiir die
humane GRKS5 war gezeigt worden, dass die Interaktion dieser Kinase mit der
Plasmamembran {iiber die Phosphorylierung von Aminosduren im carboxylterminalen
Abschnitt reguliert wird (Pronin et al., 1998). Die mGRK6-C-Isoform wird wegen ihres
verkiirzten carboxylterminalen Abschnittes voraussichtlich weder palmitoyliert noch

phosphoryliert.
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Palmitoylierung

N-terminaler Abschnitt - C-terminaler Abschnitt ‘ 576 AS

N-terminaler Abschnitt C-terminaler Abschnitt 589 AS

mGRK6-A

mGRK6-B

mGRK6-D ‘N-terminaler Abschnitt - 244 AS

Abb. 3: Schematische Darstellung der Spleiivarianten der murinen GRKG6. Die Isoformen der murinen

GRK6 (mGRK6) sind schematisch dargestellt. Die Anzahl der Aminoséuren [AS] ist auf der rechten Seite
angegeben. Im Bereich des carboxylterminalen (C-terminalen) Abschnittes sind neben basischen
Aminosduren (Lysin [K] und Arginin [R]) mogliche posttranslationale Modifikationen wie Palmitoylierung

und Phosphorylierung [P] bezeichnet.

In weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die murinen
GRK6-Varianten mGRK6-A, mGRK6-B und mGRK6-C in der Lage waren, den
membranstindigen G-Protein-gekoppelten Lichtrezeptor Rhodopsin zu phosphorylieren
(Vatter et al, 2005). Dabei war fiir die Isoform mGRK6-C eine hohere
Phosphorylierungsaktivitdt beobachtet worden als fiir die Varianten mGRK6-A und
mGRK6-B (Vatter et al., 2005). Ausgehend von dieser Beobachtung war damit begonnen
worden, sowohl den Einfluss des im Vergleich zu der Isoform mGRK6-C lidngeren
carboxylterminalen Abschnittes von mGRK6-A als auch von mGRK6-B auf die
Phosphorylierungsaktivitit und auf die Interaktion der Kinasen mit der Plasmamembran
ndher zu untersuchen (Dissertation Vatter, 2000; Dissertation Samel, 2007). Im Falle der
mGRK6-B waren im Rahmen einer Doktorarbeit durch sukzessive Verkiirzung der cDNA
der wildtypischen mGRK6-B um 39, 54 bzw. 66 Nukleotide drei Mutanten hergestellt
worden (siche Abb. 4), die mit mGRK6-B Mutl bis Mut3 bezeichnet wurden und fiir
Proteine mit 567 Aminosduren (MGRK6-B Mutl), 571 Aminosduren (mGRK6-B Mut 2)
bzw. 567 Aminosduren (mGRK6-B Mut3) kodieren (Dissertation Vatter, 2000).
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Aminoterminaler Carboxylterminaler

Abschnitt Abschnitt
mMGRKB-B | ... RIAVGTAATVRKSSPPASSPQAEAPTGGWR* | 589AS
fGthI‘KB‘B | RIAVGTAATVRKSSPPA* | 576 AS
u
mGRK6-B :
MUt \ RIAVGTAATVRK | 571 AS
mGRK6-B .
Mut3 | RIAVGTAA | 567 AS
MGRKE-C | . R 560 AS

Abb. 4: Dargestellt sind die Primérstrukturen der carboxylterminalen Abschnitte der wildtypischen
Varianten mGRK6-B und mGRKG6-C sowie der Mutanten mGRK6-B Mutl, mGRK6-B Mut2 und
mGRK6-B Mut3 der murinen mGRKG6-B. Die Anzahl der Aminoséuren (AS) fiir die einzelnen Varianten
und Mutanten ist auf der rechten Seite angegeben. Ausgehend von der wildtypischen Variante mGRK6-B
waren folgende Verkiirzungen vorgenommen worden: mGRK6-B Mutl wurde um 13 AS, mGRK6-B Mut2
um 18 AS und mGRK6-B Mut3 um 22 AS verkiirzt. Die Variante mGRK6-C ist 29 AS kiirzer als die
Variante mGRK6-B. Im dargestellten carboxylterminalen Abschnitt sind jeweils die letzten Aminosduren
angegeben. Das Ende der Aminosduresequenz ist durch durch ein Sternchen (*) markiert.

A= Alanin, D= Asparaginsdure, E= Glutaminséure, G= Glycin, I= Isoleucin, K= Lysin, L= Leucin, N=

Asparagin, P= Prolin, Q= Glutamin, R= Arginin, S= Serin, T= Threonin, V= Valin, W= Tryptophan

Die trunkierten mGRK6-B-Mutanten waren in ihrer Aktivitdt untersucht worden, das
membranstindige Substrat Rhodopsin zu phosphorylieren. In diesen Untersuchungen war
beobachtet worden, dass die Mutanten mGRK6-B Mutl und mGRK6-B Mut2 gegeniiber
dem wildtypischen mGRKG6-B-Protein eine gesteigerte Phosphorylierungsaktivitit
aufwiesen. Interessanterweise hatte die weitere Verkiirzung der Aminosduresequenz, wie
sie in der Mutante mGRK6-B Mut3 vorgenommen worden war, eine Abnahme der
Phosphorylierungsaktivitit zur Folge (Dissertation Vatter, 2000). Aufgrund der
unterschiedlichen Expression der rekombinanten Proteine in den Sf9-Insektenzellen war es
in diesen vorausgegangenen Phosphorylierungsversuchen notig gewesen unterschiedliche
Mengen von Proteinldsungen einzusetzen, um dhnliche Mengen an GRK6-Proteinen im
Reaktionsansatz zu erzielen. Dies hatte in den einzelnen Versuchsansitzen zu
Unterschieden in den finalen NaCl-Salzkonzentrationen gefithrt. Im Rahmen der

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sollte daher zunichst der Frage nachgegangen



3 Ergebnisse 53

werden, ob sich die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B-Mutanten auch unter
standardisierten Bedingungen mit einer NaCl-Konzentration von 17 mmol in ihrer
Phosphorylierungsaktivitit unterscheiden. Die NaCl-Konzentration von 17 mmol wurde
gewahlt, da sie deutlich unter dem fiir die GRK6 beschriebenen IC50 lag (Loudon und
Benovic, 1994). Die Mengen der in die Phosphorylierungsassays eingesetzten mGRKO6-
Proteine wurden unter Verwendung des mGRK6 spezifischen Anti-Pep2-Antikorpers
(Dissertation Vatter, 2000) iiber einen Immunoblot abgeglichen. Der dazu verwendete
Antikorper ist gegen ein Epitop im aminoterminalen Abschnitt der mGRK6 gerichtet und

ist damit in der Lage, alle mGRK6-Isoformen sowie die trunkierten Mutanten zu erkennen.

N-terminaler Abschnitt _ C-terminaler Abschnitt

Pep2 = AS 87 —101: H,N - VSE YEV TPD EKR KAC - CONH,

Abb. S5: Aminosiuresequenz des synthetischen Peptids zur Herstellung des polyklonalen Anti-Pep2-
Antikorpers und Lokalisation innerhalb des mGRKG6-Polypeptids. Die Aminosduresequenz des fiir die
Immunisierung von Kaninchen synthetisierten Peptids Pep2 ist dargestellt. Die Lage des Epitops innerhalb
des mGRK6-Polypeptids, das durch den polyklonalen Anti-Pep2-Antikorper erkannt wird, ist
gekennzeichnet.

A= Alanin, C= Cystein, D= Asparaginsiure, E= Glutaminsiure, K= Lysin, P= Prolin, R= Arginin, S= Serin,
T= Threonin, V= Valin, Y= Tyrosin

Die in Abbildung 6 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die trunkierten mGRK6-B-
Mutanten auch bei standardisierten Bedingungen mit einer NaCl-Konzentration von 17

mmol den Lichtrezeptor Rhodopsin phosphorylierten.
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Abb. 6: Phosphorylierung von Licht-aktiviertem Rhodopsin durch mGRK6-Varianten und mGRK6-B-
Mutanten. Die in den 300.000 g-Uberstinden infizierter Sf9-Zellen enthaltenen Proteine der mGRKG6-
Varianten und -Mutanten wurden iiber einen Immunoblot auf gleiche Proteinmengen eingestellt (A). Die
rekombinanten mGRK6-Proteine wurden anschlieBend in 20 mM Tris/HCL, pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7
mM MgCl, mit 240 nM Rhodopsin in Anwesenheit von [y-**P]ATP fiir 5 min bei 30 °C belichtet. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Probenpuffer gestoppt. Die Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt und fixiert. Anschliefend wurde ein Rontgenfilm mit dem getrockneten Gel

exponiert (B). Die Positionen des Rhodopsins und der Molekulargewichtsstandards sind angegeben.

Dariiber hinaus zeigen die Ergebnisse, dass die Verkiirzung des carboxylterminalen
Abschnittes im Falle der mGRK6-B Mutl und mGRK6-B Mut2 jeweils eine Steigerung
der Phosphorylierungsaktivitit der Mutanten gegeniiber der wildtypischen mGRK6-B-
Variante zur Folge hat. Eine weitere Verkiirzung (mGRK6-B Mut3) fiihrte zu einer
Abnahme der Phosphorylierungsaktivitdt. Das stirkste Phosphorylierungssignal war der
mGRK6-B Mut2-Mutante zuzuordnen, dieses lag auf einem @hnlichem Niveau wie das
Phosphorylierungssignal der wildtypischen mGRK6-C-Variante. Die Ergebnisse der
Phosphorylierungsversuche unter standardisierten Versuchsbedingung mit einheitlichen
NaCl-Konzentrationen stimmten somit mit den zuvor gemachten Beobachtungen iiberein
(Dissertation Vatter, 2000). Die dabei festgestellten Unterschiede in der Phosphorylierung
des Substrates Rhodopsin waren jedoch zwischen den mGRK6-Varianten und -Mutanten

weniger deutlich ausgeprégt.
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3.2  Chromatographische Reinigung der
wildtypischen mGRK6-B-Variante und der
mGRK6-B-Mutanten Mutl, Mut2 und Mut3

In fritheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe und anderer Arbeitsgruppen war gezeigt
worden, dass der carboxylterminalen Abschnitt der GRK6-Proteine eine wichtige Rolle fiir
die Interaktion der Kinasen mit Phospholipiden und damit fiir die Membraninteraktion
spielt (Pitcher et al., 1996; Pronin et al., 1998; Vatter et al., 2005). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit stellte sich daher die Frage, ob die Verkiirzungen des
carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-B zu Anderungen in der Interaktion mit
Phospholipiden fiihren und auf diese Weise die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B-
Mutanten beeinflussen. Um dieser Frage nachzugehen, wurden Bindungsstudien mit
gereinigten mGRK6-Proteinen an Phospholipidvesikeln durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
wildtypische mGRK6-B-Variante und die mGRK6-B-Mutanten Mutl, Mut2 und Mut3 als
rekombinante Baculoviren hergestellt, die rekombinanten Proteine in infizierten Sf9-
Insektenzellen exprimiert und aus Insektenzelllysaten sequentiell unter Anwendung einer

Kationenaustausch- und einer Heparin-Affinitdtschromatographie gereinigt.

3.2.1 Chromatographische Reinigung der wildtypischen
mGRK6-B-Variante

Um fiir die chromatographische Aufreinigung der wildtypischen mGRK6-B-Variante eine
ausreichende Menge an rekombinantem Protein zu produzieren, wurden Sf9-Zellen in 400
ml Medium in Fernbachkolben kultiviert und mit mGRK6-B-kodierenden Baculoviren fiir
48 h inkubiert. Die Zellen wurden mit Extraktionspuffer in Anwesenheit von 250 mM
NaCl aufgeschlossen und 300.000 g-Uberstiinde gewonnen. Der anhand der
Aminosduresequenz berechnete pl-Wert (PHYSCHEM; PC/GENE-Programm) der
wildtypischen Rezeptorkinase mGRK6-B betrdgt pl 8.73. Dies bedeutet, dass das
wildtypische mGRK6-B-Protein bei einem pH-Wert 7.5 an der SP-Sepharose-Matrix, einer
Kationenaustauschermatrix, angereichert werden kann. Um die Salzkonzentration auf 125
mM NaCl in den 300.000 g-Uberstinde zu reduzieren, wurden diese mit NaCl-freiem
Extraktionspuffer verdiinnt. Im Anschluss wurden die in den 300.000 g-Uberstinde
enthaltenen Proteine an der SP-Sepharose-Matrix chromatographiert. Die Proteine aus den
Fraktionen 11 bis 23 (200 bis 295 mM NacCl), die im Bereich um den peak mit der
hochsten Proteinmenge lagen, wurden mittels SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE, 10 %
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(m/V)) elektrophoretisch aufgetrennt und zum einen mit Coomassie-Brillantblau geférbt,
zum anderen auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert
(Abb. 7). Im Coomassie-Brillantblau behandelten Gel wurde insbesondere in den
Fraktionen 13 bis 17 ein angereichertes Protein mit einer molekularen Masse von ~ 67 kD
angefdarbt. Die immunchemische Analyse bestétigte, dass es sich hierbei um das
rekombinante wildtypische mGRK6-B-Protein handelte. In dem im Vergleich zu der
Coomassie-Brillantblau-Farbung sensitiveren Western blot wurde auch in den
benachbarten Fraktionen (11, 19 bis 23) noch wildtypisches mGRK6-B-Protein detektiert.
Der Immunoblot zeigte auch, dass das Protein der wildtypischen Rezeptorkinase mGRK6-
B quantitativ an die S#dulenmatrix gebunden hatte, da dieses im Durchfluss nicht
nachgewiesen werden konnte (Abb. 7). Die Fraktionen 12 bis 18 (210 bis 260 mM NacCl),
in denen sich der iiberwiegende Anteil an mGRK6-B-Protein befand, wurden vereinigt und
die enthaltenen Proteine an einer Heparin-Sepharose-Affinitdtsmatrix chromatographiert.
Da das mGRK6-B-Protein in der vorausgegangenen Kationenaustauschchromatographie
bereits bei einer Konzentration von 210 mM NaCl im Elutionspuffer von der Saule
eluierte, wurde die NaCl-Konzentration im Puffer durch Zugabe von NaCl-freiem

Extraktionspuffer auf nur 150 mM reduziert.
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Abb. 7: Nachweis der nach Aufreinigung an der SP-Sepharose-Matrix in den Fraktionen enthaltenen
mGRKG6-B-Proteine. Insektenzellen wurden fiir 48 h mit mGRK6-B-kodierenden Baculoviren inkubiert,
geerntet, aufgeschlossen und aus den Zelllysaten 300.000 g-Uberstande gewonnen. Diese wurden mit NaCl-
freiem Extraktionspuffer auf eine Endkonzentration von 125 mM NaCl im Puffer verdiinnt und die
enthaltenen Proteine an einer SP-Sepharose-Matrix (1 ml HiTrap-Sdule, FPLC-System) chromatographiert
(50 ml-Gradient von 125 bis 500 mM NaCl, Flussgeschwindigkeit 0.5 ml/min, Fraktionsgrofe: 1 ml). Die
eluierten Proteine aus dem Durchfluss (D) und den Fraktionen 11, 13, 15, 17, 19, 21 und 23 (200 bis 295 mM
NaCl) wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel (10 % (m/V)) aufgetrennt und entweder mit Coomassie-
Brillantblau gefarbt (A) oder auf Nitrozellulose transferiert und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-
Antikorper detektiert (B). Zum Vergleich wurden 15 pl der auf die Séule aufgetragen Proteinlosung (SA)
ebenfalls analysiert. Die Nummern der analysierten Fraktionen wund die Lage des
Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet. (C) Schematische Darstellung des Chromatogramms. Die
Fraktionsgrenzen sind markiert und durch Nummern bezeichnet. Die rote Linie zeigt den Verlauf des NaCl-

Gradienten (von 125 bis 500 mM NacCl).
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Abb. 8: Nachweis der nach Aufreinigung an der Heparin-Sepharose-Matrix in den Fraktionen
enthaltenen mGRK6-B-Proteine. Nach der Kationenaustauschchromatographie an einer SP-Sepharose-
Matrix wurden die Fraktionen 12 bis 18 (210 bis 260 mM NaCl), die die Hauptmengen des gereinigten
rekombinanten mGRK6-B-Proteins enthielten, vereinigt und die Proteine an einer Heparin-Sepharose-Matrix
chromatographiert (1 ml HiTrap-Sdule, 50 ml-Gradient von 150 bis 1000 mM NaCl, Flussgeschwindigkeit:
0.5 ml/min, FraktionsgroBe: 1 ml). Die NaCl-Konzentration war durch Zugabe von NaCl-freiem
Extraktionspuffer auf 150 mM reduziert worden. Die eluierten Proteine im Durchfluss (D) und aus den
Fraktionen 17, 19, 21, 23, 25 und 27 (~ 410 bis 620 mM NaCl) wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel (10
% (m/V)) aufgetrennt und entweder mit Coomassie-Brillantblau gefarbt (A) oder auf Nitrozellulose
transferiert und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (B). Zum Vergleich wurden 15 pl
der auf die Séule aufgetragen Proteinlosung (SA) ebenfalls analysiert. Die Nummern der analysierten
Fraktionen und die Lage des Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet. (C) Schematische
Darstellung des Chromatogramms. Die Fraktionsgrenzen sind markiert und durch Nummern bezeichnet. Die

rote Linie zeigt den Verlauf des NaCl-Gradienten (von 150 bis 1000 mM NaCl).
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Das in den Fraktionen 17 bis 27 (~ 410 bis 620 mM NaCl) um den peak mit der hochsten
Proteinmenge der Affinitdtschromatographie enthaltene wildtypische mGRK6-B-Protein
wurde entweder mit Coomassie-Brillantblau gefarbt oder nach dem Transfer auf
Nitrozellulose immunchemisch mit dem Anti-Pep2-Antikorper nachgewiesen (Abb. §).
Entsprechend dem deutlich abgegrenzten Elutions-peak im Chromatogramm zeigte sich
auch in der Analyse der Proteine in der Coomassie-Brillantblau-Farbung bzw. im Western
blot eine maximalen Anreicherung des mGRK6-B-Proteins in den Fraktionen 19 bis 23. Im
Durchfluss lieB sich bei den Untersuchungen kaum mGRK6-B-Protein nachweisen, was

dafiir sprach, dass das Protein quantitativ an die Sdulenmatrix gebunden hatte.

3.2.2  Chromatographische Reinigung der mGRK6-B Mutl-, der
mGRK6-B Mut2- und der mGRK6-B Mut3-Proteine

Fir die Reinigung der mGRK6-B Mutl-, -Mut2- und -Mut3-Proteine wurden wie unter
3.4.3 beschrieben Sf9-Insektenzellen mit den entsprechenden mGRK6-B Mut-kodierenden
Baculoviren fiir 48 h inkubiert. Die Zellen wurden aufgeschlossen und 300.000 g-
Uberstinde gewonnen. Die 300.000 g-Uberstinde wurden mit NaCl-freiem
Extraktionspuffer auf eine Endkonzentration von 200 mM NaCl im Puffer verdiinnt und
anschlieBend die enthaltenen Proteine an einer SP-Sepharose-Matrix chromatographiert.
Nach erfolgter Anreicherung an der SP-Sepharose-Matrix wurden die Proteine der
Fraktionen um den peak mit der groBten Proteinmenge mittels SDS-PAGE aufgetrennt,
zum einen mit Coomassie-Brillantblau gefdrbt und zum anderen nach dem Transfer auf
Nitrozellulose immunchemisch mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert. Die Fraktionen,
in denen der iiberwiegende Anteil des rekombinanten mGRK6-B Mutl- (Fraktionen 21-27,
Abb. 9), mGRK6-B Mut2- (Fraktionen 24-29, Abb. 11) bzw. mGRK6-B Mut3-Proteins
(Fraktionen 29-37, ohne Abbildung) enthalten war, wurden jeweils vereinigt, mit NaCl-
freiem Extraktionspuffer auf eine Endkonzentration 200 mM NaCl im Puffer verdiinnt und
an der Heparin-Sepharose-Affinititsmatrix chromatographiert. Wiederum wurden die
Proteine der um den peak mit der groflten Proteinmenge liegenden Fraktionen mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und zum einen mit Coomassie-Brillantblau gefirbt, zum anderen auf
Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (mGRK6-B Mutl
Abb. 10, mGRK6-B Mut2 Abb. 12, mGRK6-B Mut3 Abb. 13). Die in den Abbildungen
10, 12 und 13 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass alle mGRK6-Proteine durch

sequentielle Chromatographie an einer SP-Sepharose-Matrix und einer Heparin-
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Sepharose-Matrix gereinigt werden konnten. Unter den Proteinen des Durchflusses der
Kationenaustauschchromatographie und der Affinititschromatographie war nur wenig
rekombinantes mGRK6-B-Protein nachweisbar, was eine gute Bindung der mGRK6-B-
Proteine an die Sdulenmatrices bestitigte. Im Vergleich zum wildtypischen mGRK6-B-
Protein, das bei einer NaCl-Konzentration von 410 bis 495 mM im Elutionspuffer von der
Heparin-Sepharose eluierte, zeigten die mGRK6-B Mutl-, Mut2- und Mut3-Proteine ein
anderes Elutionsprofil. So wurde fiir die Elution des mGRK6-B Mutl-Proteins von der
Heparin-Sepharose Matrix eine NaCl-Konzentration von 520 bis 620 mM, fiir die Elution
des mGRK6-B Mut2-Proteins eine Konzentration von 540 und 630 mM und fiir die
Elution des mGRK6-B Mut3-Proteins eine Konzentration von 575 bis 685 mM NaCl im
Puffer benotigt (Tab. 1). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verkiirzung des
carboxylterminalen Abschnittes von mGRK6-B zu verdnderten physiko-chemischen
Eigenschaften fithren. Die im SDS-PAGE durch Coomassie-Brillantblau-Farbung
nachgewiesen Proteine besitzen molekulare Massen von ~ 65.8 kDa (mGRK6-B Mutl), ~
65.4 kDa (mGRK6-B Mut2) und 64.9 kDa (mGRK6-B Mut3). Es waren neben den
angereicherten gewiinschten Proteinen nur geringe Verunreinigungen durch Proteine
anderer molekularer Massen zu erkennen. Die immunchemischen Untersuchungen mit
dem Pep-2-Antikdrper bestdtigten, dass es sich bei den gereinigten Proteinen um mGRK6-
B-Proteine handelte. Wihrend die Mengen an isolierten mGRK6-B-, mGRK6-B Mutl-
und mGRK6-B Mut3-Protein dhnlich waren, war die Ausbeute an gereinigtem mGRK6-B
Mut2-Protein deutlich geringer. Dies war jedoch nicht auf eine fehlende Interaktion mit der
Sdulenmatrix zuriickzufiihren, da bei der Analyse der Proteine des Durchflusses kein
rekombinantes mGRK6-B Mut2-Protein nachzuweisen war. Bereits im Ausgangsmaterial
nach Infektion der Sf9-Schiittelkulturen mit den entsprechenden Baculoviren war im
Verhiltnis zu der wildtypischen mGRK6-B-Variante und den anderen mGRK6-B-

Mutanten weniger mGRK6-B Mut2-Protein nachweisbar gewesen.
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Abb. 9: Nachweis des nach Aufreinigung an der SP-Sepharose-Matrix in den Fraktionen enthaltenen

mGRK6-B Mutl Proteins. Insektenzellen wurden flir 48 h mit mGRK6-B Mutl-kodierenden Baculoviren
inkubiert, geerntet, aufgeschlossen und aus den Zelllysaten 300.000 g-Uberstande gewonnen. Diese wurden
mit NaCl-freiem Extraktionspuffer auf eine Endkonzentration von 125 mM NaCl im Puffer verdiinnt und die
enthaltenen Proteine an einer SP-Sepharose-Matrix (1 ml HiTrap-Sdule, FPLC-System) chromatographiert
(50 ml-Gradient von 125 bis 500 mM NaCl, Flussgeschwindigkeit 0.5 ml/min, Fraktionsgrofle: 1 ml). Die
eluierten Proteine aus dem Durchfluss (D) und den Fraktionen 17, 19, 21, 23, 25, 27 und 29 (240 bis 340 mM
NaCl) wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel (10 % (m/V)) aufgetrennt und entweder mit Coomassie-
Brillantblau gefdrbt (A) oder auf Nitrozellulose transferiert und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-
Antikorper detektiert (B). Zum Vergleich wurden 15 pl der auf die Séule aufgetragen Proteinldsung (SA)
ebenfalls analysiert. Die Nummern der analysierten Fraktionen und die Lage der

Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet.
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Abb. 10: Nachweis des nach Aufreinigung an der Heparin-Sepharose-Matrix in den Fraktionen
enthaltenen mGRK6-B Mutl-Proteins. Nach der Kationenaustauschchromatographie an einer SP-
Sepharose-Matrix wurden die Fraktionen 21 bis 27 (270 bis 325 mM NaCl), die die Hauptmengen des
gereinigten rekombinanten mGRK6-B Mutl-Proteins enthielten, vereinigt und die Proteine an einer Heparin-
Sepharose-Matrix chromatographiert (1 ml HiTrap-Saule, 50 ml-Gradient von 200 bis 1000 mM NaCl,
Flussgeschwindigkeit: 0.5 ml/min, Fraktionsgrofle: 1 ml). Die NaCl-Konzentration war durch Zugabe von
NaCl-freiem Extraktionspuffer auf 200 mM reduziert worden. Die eluierten Proteine im Durchfluss (D) und
aus den Fraktionen 17, 19, 21, 23, 25 und 27 wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel (10 % (m/V))
aufgetrennt und entweder mit Coomassie-Brillantblau geféarbt (A) oder auf Nitrozellulose transferiert und im
Immunoblot mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (B). Zum Vergleich wurden 15 pl der auf die Saule
aufgetragen Proteinlosung (SA) ebenfalls analysiert. Die Nummern der analysierten Fraktionen und die Lage

der Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet.
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Abb. 11: Nachweis des nach Aufreinigung an der SP-Sepharose-Matrix in den Fraktionen enthaltenen
mGRK6-B Mut2-Proteins. Insektenzellen wurden flir 48 h mit mGRK6-B Mut2-kodierenden Baculoviren
infiziert, geerntet, aufgeschlossen und aus den Zelllysaten 300.000 g-Uberstande gewonnen. Diese wurden
mit NaCl-freiem Extraktionspuffer auf eine Endkonzentration von 125 mM NaCl im Puffer verdiinnt und die
enthaltenen Proteine an einer SP-Sepharose-Matrix (1 ml HiTrap-Séule, FPLC-System) chromatographiert
(50 ml-Gradient von 125 bis 500 mM NaCl, Flussgeschwindigkeit 0.5 ml/min, Fraktionsgrof3e: 1 ml). Die
eluierten Proteine aus dem Durchfluss (D) und den Fraktionen 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 (250 bis 350 mM
NaCl) wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel (10 % (m/V)) aufgetrennt und entweder mit Coomassie-
Brillantblau gefirbt (A) oder auf Nitrozellulose transferiert und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-
Antikorper detektiert (B). Zum Vergleich wurden 15 pl der auf die Sdule aufgetragen Proteinlosung (SA)
ebenfalls analysiert. Die Nummern der analysierten Fraktionen und die Lage der

Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet.



3 Ergebnisse 64

Fraktionen M x10°
SA D 20 22 24 26 28 30 32 X
A
— 974
— 66
B
— 974
— e — 66

Abb. 12: Nachweis des nach Aufreinigung an der Heparin-Sepharose-Matrix in den Fraktionen
enthaltenen mGRK6-B Mut2-Proteins. Nach der Kationenaustauschchromatographie an einer SP-
Sepharose-Matrix wurden die Fraktionen 24 bis 29 (295 bis 335 mM NaCl), die die Hauptmengen des
gereinigten rekombinanten mGRK6-B Mut2-Proteins enthielten, vereinigt und die enthaltenen Proteine an
einer Heparin-Sepharose-Matrix chromatographiert (1 ml HiTrap-Séule, 50 ml-Gradient von 200 bis 1000
mM NaCl, Flussgeschwindigkeit: 0.5 ml/min, FraktionsgroBe: 1 ml). Die NaCl-Konzentration der
Proteinlosung war durch Zugabe von NaCl-freiem Extraktionspuffer auf 200 mM reduziert worden. Die
eluierten Proteine im Durchfluss (D) und aus den Fraktionen 20, 22, 24, 26, 28, 30 und 32 wurden in einem
SDS-Polyacrylamidgel (10 % (m/V)) aufgetrennt und entweder mit Coomassie-Brillantblau gefarbt (A) oder
auf Nitrozellulose transferiert und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (B). Zum
Vergleich wurden 15 ul der auf die Sdule aufgetragen Proteinlosung (SA) ebenfalls analysiert. Die Nummern

der analysierten Fraktionen und die Lage der Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet.
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Abb. 13: Nachweis des nach Aufreinigung an der Heparin-Sepharose-Matrix in den Fraktionen
enthaltenen mGRK6-B Mut3-Proteins. Nach der Kationenaustauschchromatographie an einer SP-
Sepharose-Matrix wurden die Fraktionen 29 bis 37 (340 bis 410 mM NaCl), die die Hauptmengen des
gereinigten rekombinanten mGRK6-B Mut3-Proteins enthielten, vereinigt und die enthaltenen Proteine an
einer Heparin-Sepharose-Matrix chromatographiert (1 ml HiTrap-Séaule, 50 ml-Gradient von 200 bis 1000
mM NaCl, Flussgeschwindigkeit: 0.5 ml/min, FraktionsgroBe: 1 ml). Die NaCl-Konzentration der
Proteinlosung war durch Zugabe von NaCl-freiem Extraktionspuffer auf 200 mM reduziert worden. Die
eluierten Proteine im Durchfluss (D) und aus den Fraktionen 23 bis 29 wurden in einem SDS-
Polyacrylamidgel (10 % (m/V)) aufgetrennt und mit Coomassie-Brillantblau gefarbt. Zum Vergleich wurden
15 pl der auf die Sdule aufgetragen Proteinlosung (SA) ebenfalls analysiert. Die Nummern der analysierten

Fraktionen und die Lage des Molekulargewichtsstandards sind gekennzeichnet.

Tab.1: Zur Elution der rekombinanten Proteine von der Heparin-Sepharose-Affinititsmatrix
notwendige NaCl-Konzentrationen. Aufgefiihrt sind die NaCl-Konzentrationen, die zur Elution der
rekombinanten Proteine der wildtypischen mGRK6-B-Variante und der mGRK6-B-Mutanten von der
Heparin-Sepharose-Affinitdtsmatrix notwendig waren. Die angegebenen Bereiche beziehen sich auf
diejenigen Fraktionen, in denen nach der Affinitdtschromatographie der grofite Anteil an mGRK6-B-Protein

nachzuweisen war.

Bezeichnung der Varianten NaCl-Konzentration
bzw. Mutanten

der mGRK6-B

mGRK6-B 410 bis 495 mM
mGRK6-B Mutl 520 bis 620 mM
mGRK6-B Mut2 540 bis 630 mM

mGRK6-B Mut3 575 bis 685 mM
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3.3 Interaktion der chromatographisch gereinigten
mGRKG6-B-Proteine mit Phospholipiden

Frithere Untersuchungen der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass die wildtypischen
mGRK6-Isoformen mGRK6-A, mGRK6-B und mGRK6-C bei transienter Expression in
COS-7-Zellen vorwiegend mit der Membran assoziiert vorliegen (Vatter et al., 2005).
Dariiber hinaus haben Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen Hinweise darauf
geliefert, dass der carboxylterminale Abschnitt der GRKSs fiir die Interaktion der Kinasen
mit der Plasmamembran und fiir die Aktivitit der Kinasen von entscheidender Bedeutung
ist. Um zu untersuchen, welchen Einfluss Verdnderungen im carboxylterminalen Abschnitt
der mGRK6-B auf die Interaktion mit Phospholipiden haben, wurden die zuvor
chromatographisch  gereinigten mMGRKG6-B-Proteine in Lipidbindungsstudien mit
kiinstlichen Lipidvesikeln eingesetzt. Da Untersuchungen der Arbeitsgruppe Hinweise
darauf geliefert hatten, dass steigende Mengen an NaCl die Interaktion der GRK6-Proteine
mit Phospholipiden negativ beeinflussen, wurden die gereinigten mGRKG6-B-Proteine
zundchst durch Gelfiltration unter Verwendung einer Fast Desalting-Saule (SMART-
System) entsalzt. Fiir die Bindungsstudien mit Phospholipidvesikeln wurden die
gereinigten Proteine mGRK6-B, mGRK6-B Mutl bzw. mGRK6-B Mut2 mit
Lipidvesikelsuspensionen inkubiert, die steigende Mengen an Phospholipiden enthielten
(0.017 mg/ml, 0.17mg/ml, 1.7 mg/ml und 10 mg/ml) und anschlieBend durch
Zentrifugation bei 100 000 g in eine lipidfreie 1sliche und eine lipidhaltige partikuldre
Fraktion separiert. Die in den jeweiligen Fraktionen enthaltene mGRK6-B-Proteine wurde
nach elektrophoretischer Auftrennung in einem SDS-Polyacrylamidgel (10 % (m/V)) auf
Nitrozellulose transferiert und im Western blot mit dem Anti-Pep2-Antikdrper detektiert

(Abb. 14).
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Abb. 14: Wechselwirkung von mGRK6-B, mGRK6-B Mutl und mGRK6-B Mut2 mit
Phospholipidvesikeln. Jeweils 1 pl (mGRK6-B und mGRK6-B Mutl) bzw. 5 pl (mGRK6-B Mut2) der
sequentiell iiber SP- und Heparin-Sepharose-Matrix gereinigten, entsalzten Proteine wurden in Abwesenheit
oder Anwesenheit von 0.017 mg/ml, 0.17mg/ml, 1.7 mg/ml und 10 mg/ml Phospholipidvesikeln aus reinem
Phosphatidylcholin (PC) oder mit Vesikeln aus PC, denen 5 % Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat (PtdInsP.)
zugesetzt worden war, in Anwesenheit von 20 mM Tris/HCI pH 8.0, 2 mM MgCl, und 100 mM NacCl fiir 10
min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation bei 100.000 g wurden die Ansétze in eine 16sliche lipidfreie (L)
und eine partikuldre (P) Fraktion separiert. Jeweils 15 pl der 16slichen und partikuldren Proteinfraktionen
wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (10 % (m/V)) aufgetrennt, auf Nitrozellulose
transferiert und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-Antikdrper detektiert.
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Die in Abbildung 14 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich die mGRK6-B-Proteine in
Abwesenheit von Phospholipiden ausschlieBlich in der lipidfreien 16slichen Fraktion
befanden. Steigende Konzentrationen von Phosphatidylcholin (PC) hatten keinen
signifikanten Effekt auf die Umverteilung der mGRK6-B-Proteine von der lipidfreien in
die lipidhaltige partikuldre Fraktion, d. h. weder das wildtypische mGRK6-B-Protein noch
die Proteine der trunkierten mGRK6-B-Mutanten Mutl und Mut2 konnten mit dem positiv
geladenen PC in Wechselwirkung treten. Im Gegensatz dazu wurde in Anwesenheit von
Phosphatidylinosit-4,5-bisphosphat (PtdInsP,) mit zunehmender Lipidkonzentration eine
Verschiebung des Anteils der mGRK6-B-Proteine von der lipidfreien 16slichen in die
lipidhaltige partikulére Fraktion beobachtet. Somit konnte gezeigt werden, dass sowohl das
wildtypische mGRK6-B-Protein als auch die Proteine der mGRK6-B-Mutanten Mutl und
Mut2 mit PtdInsP; interagieren. Unterschiede zwischen der wildtypischen Variante und
den untersuchten Mutanten lieBen sich hierbei nicht feststellen. Diese Ergebnisse zeigen,
dass der carboxylterminale Abschnitt (AS 572 bis 589) von mGRK6-B, der Abschnitt, der
in mGRK6-B Mutl und mGRK6-B Mut2 fehlt, keinen direkten Einfluss auf die Interaktion
der Kinasen mit Phospholipiden der Plasmamembran hat. Die Tatsache, dass nur deutlich
geringe Mengen des mGRK6-B Mut2-Proteins im Immunoblot nachzuweisen waren, ist

auf die geringere eingesetzte Proteinmenge zuriickzufiihren.

3.4  Funktionelle Analyse der chromatographisch
gereinigten mGRK6-B-Proteine

3.4.1 Funktionelle Analyse der sequentiell tiber SP- und
Heparin-Sepharose-Matrix gereinigten rekombinanten
mGRK6-B-Proteine

Da unklar war, ob es sich bei den rekombinanten gereinigten mGRK6-B-Proteinen um
aktive Proteine handelte, wurde zunichst die Phosphorylierungsaktivitit der Kinasen
iiberpriift. Dazu wurde zum einen die Phosphorylierung des membranstidndigen G-Protein-
gekoppelten Lichtrezeptor Rhodopsins, zum anderen die Phosphorylierung von zwei
16slichen sauren Proteinen, des Phosvitins (45 kD) und des Caseins (30 kD) untersucht.
Sowohl vom Phosvitin, als auch vom Casein ist bekannt, dass sie unphysiologische
Substrate der GRK6 darstellen (Loudon und Benovic, 1994). Die mGRK6-B-Proteine
wurden in einem Reaktionsansatz mit 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM
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MgCl, in Anwesenheit von [y-**P]ATP und entweder Rhodopsin (Endkonzentration 240
nM, Inkubation 10 min bei 30 °C unter Lichteinfluss), Phosvitin (12.5 pg Phosvitin,
Inkubation fiir 1 h bei 30 °C) oder Casein (1.5 pg Casein, Inkubation fiir 10 min bei 37 °C)
auf ihre Phosphorylierungsaktivitdt untersucht. Die phosphorylierten Substrate wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie, d. h. durch Exposition des
Gels mit einem  Rontgenfilm, nachgewiesen. = Zundchst  wurde  die
Phosphorylierungsaktivitit des wildtypischen mGRK6-B-Proteins (je 1 pl/Fraktion) wie
unter Punkt 3.7 beschrieben iiberpriift. Parallel wurde die in den Versuchen eingesetzte
Proteinmenge in einem Western blot unter Verwendung des Anti-Pep2-Antikorpers

analysiert (Abb. 15).
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Abb. 15: Phosphorylierung von Rhodopsin, Phosvitin und Casein durch mGRK®6-B. Dic in den

Fraktionen 17 bis 21 enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (A). Jeweils 1 pl aus
den von der Heparin-Sepharose-Matrix eluierten Fraktionen 17 bis 21, in denen das wildtypische mGRK6-B-
Protein enthalten war, wurde mit 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, in Anwesenheit
von [y-*P]ATP in die Phosphorylierungsversuche eingesetzt (B-D). Als Substrat wurde entweder der
membranstindige G-Protein-gekoppelte Lichtrezeptor Rhodopsin (B, Endkonzentration 240 nM, Inkubation
fiir 10 min bei 30 °C unter Belichtung) oder eines der 16slichen Substrate Phosvitin (C, 12.5 pg Phosvitin,
Inkubation fiir 1 h bei 30 °C) und Casein (D, 1.5 pg Casein, Inkubation fiir 10 min bei 37 °C) verwendet. Die
Reaktion wurde jeweils durch Zugabe von 2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine iiber SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert. Die Expositionszeit des Rontgenfilms mit den fixierten Gelen
betrug bei Rhodopsin und Phosvitin 2.5 h und bei Casein 6 h. Die Art des Substrates und die Lage des
Phosphorylierungssignals, die Positionen der Molekulargewichtsstandards sowie die Nummern der

Fraktionen sind angegeben.



3 Ergebnisse 71

Die in Abb. 15 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das sequentiell tiber SP- und Heparin-
Sepharose-Matrix gereinigte wildtypische mGRK6-B-Protein katalytisch aktiv war und
alle getesteten Substrate in Anwesenheit von [y-’P]ATP phosphorylierte. Die
Phosphorylierungsaktivitit korrelierte dabei mit der in den Fraktionen iiber die Western
blot-Analyse nachgewiesen Proteinmengen. So zeigten die in der Fraktion 19 enthaltenen
mGRK6-B-Proteine fiir alle Substrate das stérkste Phosphorylierungssignal. Auch fiir die
Proteine aus den benachbarten Fraktionen 18 und 20 waren deutliche Signale zu
verzeichnen, lediglich das Phosphorylierungssignal der Proteine aus der Fraktion 20 fiir
das Substrat Phosvitin war etwas schwicher ausgeprdgt. Im Anschluss wurde die
Phosphorylierungsaktivitdt der trunkierten Mutanten mGRK6-B Mutl, mGRK6-B Mut2
und mGRK6-B Mut3 untersucht. Die in Abb. 16 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass
mGRK6-B Mutl sowohl den membranstindigen G-Protein-gekoppelten Lichtrezeptor
Rhodopsin, als auch die 16slichen Substrate Phosvitin und Casein phosphorylierte. Dabei
zeigten insbesondere die Proteine der Fraktion 23 bis 25 eine hohe
Phosphorylierungsaktivitdt beziiglich Rhodopsin und Casein. Die Aktivitit korrelierte
dabei mit den in den Western blot-Analysen nachgewiesenen Proteinmengen. Im
Autoradiogramm der Phosvitin-Phosphorylierung wurde dariiber hinaus auch
Phosphorylierungsaktivitit der Proteine von den benachbarten Fraktionen 21 und 22

beobachtet.
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Abb. 16: Phosphorylierung von Rhodopsin, Phosvitin und Casein durch mGRK6-B Mutl. Die in den
Fraktionen 21 bis 26 enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (A). Jeweils 1 pl aus
den von der Heparin-Sepharose-Matrix eluierten Fraktionen 21 bis 26, in denen das mGRK6-B Mut1-Protein
enthalten war, wurde mit 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, in Anwesenheit von [y-
2PJATP in die Phosphorylierungsversuche eingesetzt (B-D). Als Substrat wurde entweder der
membranstindige G-Protein-gekoppelte Lichtrezeptor Rhodopsin (B, Endkonzentration 240 nM, Inkubation
fiir 10 min bei 30 °C unter Belichtung) oder eines der 18slichen Substrate Phosvitin (C, 12.5 pg Phosvitin,
Inkubation fiir 1 h bei 30 °C) und Casein (D, 1.5 pg Casein, Inkubation fiir 10 min bei 37 °C) verwendet. Die
Reaktion wurde jeweils durch Zugabe von 2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine iiber SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert. Die Expositionszeit des Rontgenfilms mit den fixierten Gelen
betrug bei Rhodopsin 5 h, bei Phosvitin 1 h und bei Casein 1.5 h. Die Art des Substrates und die Lage des
Phosphorylierungssignals, die Positionen der Molekulargewichtsstandards sowie die Nummern der

Fraktionen sind angegeben.
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Auch das rekombinante sequentiell iber SP- und Heparin-Sepharose-Matrix angereicherte
und gereinigte Protein der trunkierten Mutante mGRK6-B Mut2 war nach der
Aufreinigung katalytisch aktiv und somit in der Lage, die Substrate Rhodopsin, Casein und
Phosvitin in Anwesenheit von [y->*P]ATP zu phosphorylieren. Die in Abb. 17 dargestellten
Ergebnisse zeigen, dass obwohl in der Western blot-Analyse des gereinigten mGRK6-B
Mut2-Proteins nur eine geringere Menge des Proteins nachzuweisen war, dieses eine
deutliche = Phosphorylierungsaktivitit  beziiglich aller =~ Substrate aufwies. Die
Phosphorylierungsaktivitit fiir das Substrat Rhodopsin korrelierte mit der Verteilung der
Proteine, wie sie in der Western blot-Analyse ermittelt wurde und zeigte das stirkste Signal
fiir die Proteine der Fraktion 25. Auch fiir Proteine der benachbarten Fraktionen waren
deutliche Signale festzustellen. Fiir die Phosphorylierung der 16slichen Substrate Phosvitin
und Casein waren uneinheitliche Phosphorylierungssignale zu beobachten. So zeigten im
Falle des Caseins sowohl Proteine der Fraktion 22, als auch der Fraktion 25 eine hohe
Phosphorylierungsaktivitit. Erstaunlicherweise war in Fraktion 22 im Gegensatz zu
Fraktion 25 jedoch kaum mGRK6-B Mut2-Protein nachzuweisen. Ahnliches wurde fiir die
Phosphorylierung ~ von  Phosvitin ~ beobachtet. = Hier = wurde neben  der
Phosphorylierungsaktivitit der Proteine in Fraktion 23 bis 25 auch Aktivitit von Proteinen
der Fraktionen 26 und 27 ermittelt, obwohl in diesen Fraktionen mGRK6-B Mut-2 Protein
nicht nachzuweisen waren. Dabei war die Phosphorylierung des Phosvitins durch Proteine
der Fraktion 27 sogar am stirksten (Abb. 17). Unklar bleibt, ob diese Aktivitdt auf
hochaktives mGRK6-B Mut2 Protein oder auf ein anderes aus den Insektenzelllysaten
mitgereinigtes Protein zuriickzufiihren ist. Die zur Bestimmung der Aktivitit der mGRK6-
B Mut3-Mutante durchgefiihrten Phosphorylierungsexperimente zeigten, dass auch die
kiirzeste der trunkierten Mutanten, die Substrate Rhodopsin, Casein und Phosvitin
phosphorylierte (Abb. 18). Im Gegensatz zum mGRK6-B Mut2-Protein korrelierte die
Starke der Phosphorylierung der Substrate mit den in Western blot-Analysen ermittelten
Proteinmengen. Die stdrkste Phosphorylierungsaktivitdit war bei allen untersuchten

Substraten fur Proteine der Fraktionen 25 und 26 zu beobachten.
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Abb. 17: Phosphorylierung von Rhodopsin, Phosvitin und Casein durch mGRK6-B Mut2. Die in den
Fraktionen 22 bis 27 enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (A). Jeweils 1 pl aus
den von der Heparin-Sepharose-Matrix eluierten Fraktionen 22 bis 27, in denen das mGRK6-B Mut2-Protein
enthalten war, wurde mit 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, in Anwesenheit von [y-
32P]ATP in die Phosphorylierungsversuche eingesetzt (B-D). Als Substrat wurde entweder der
membranstédndige G-Protein-gekoppelte Lichtrezeptor Rhodopsin (B, Endkonzentration 240 nM, Inkubation
fiir 10 min bei 30 °C unter Belichtung) oder eines der 16slichen Substrate Phosvitin (C, 12.5 pg Phosvitin,
Inkubation fiir 1 h bei 30 °C) und Casein (D, 1.5 ug Casein, Inkubation fiir 10 min bei 37 °C) verwendet. Die
Reaktion wurde jeweils durch Zugabe von 2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine {iber SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert. Die Expositionszeit des Rontgenfilms mit den fixierten Gelen
betrug bei Rhodopsin, Phosvitin und Casein 2.5 h. Die Art des Substrates und die Lage des
Phosphorylierungssignals, die Positionen der Molekulargewichtsstandards sowie die Nummern der

Fraktionen sind angegeben.
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Abb. 18: Phosphorylierung von Rhodopsin, Phosvitin und Casein durch mGRK6-B Mut3. Die in den
Fraktionen 22 bis 28 enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert (A). Jeweils 1 pl aus
den von der Heparin-Sepharose-Matrix eluierten Fraktionen 22 bis 28, in denen das mGRK6-B Mut3-Protein
enthalten war, wurde mit 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, in Anwesenheit von [y-
PJATP in die Phosphorylierungsversuche eingesetzt (B-D). Als Substrat wurde entweder der
membranstidndige G-Protein-gekoppelte Lichtrezeptor Rhodopsin (B, Endkonzentration 240 nM, Inkubation
fiir 10 min bei 30 °C unter Belichtung) oder eines der 16slichen Substrate Phosvitin (C, 12.5 pg Phosvitin,
Inkubation fiir 1 h bei 30 °C) und Casein (D, 1.5 pg Casein, Inkubation fiir 10 min bei 37 °C) verwendet. Die
Reaktion wurde jeweils durch Zugabe von 2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine iiber SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert. Die Expositionszeit des Rontgenfilms mit den fixierten Gelen
betrug bei Rhodopsin, Phosvitin und Casein 2 h. Die Art des Substrates und die Lage des
Phosphorylierungssignals, die Positionen der Molekulargewichtsstandards sowie die Nummern der

Fraktionen sind angegeben.
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3.4.2 Funktionelle Analyse der chromatographisch gereinigten
entsalzten mGRK6-B-Proteine

In den vorausgegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe zur
Phosphorylierungsaktivitit der verschiedenen mGRK6-B-Proteine waren Unterschiede in
der Phosphorylierung durch die mGRK6-B Mutanten beobachtet worden (Dissertation
Vatter, 2000). Des Weiteren hatten Untersuchungen ergeben, dass die Anwesenheit von
hohen NaCl-Konzentrationen im Reaktionsansatz die Phosphorylierungsaktivitit von
mGRK6-Kinasen negativ beeinflusst (Loudon und Benovic, 1994). Um klédren zu kénnen,
ob sich die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gereinigten Proteine mGRK6-B, mGRK6-
B Mutl, Mut2 und Mut 3 in ihrer Aktivitdt membranstindiges bzw. 16sliches Substrat zu
phosphorylieren unterscheiden, sollten die Proteine zundchst wie unter 3.6.3 beschrieben
durch Gelfiltration unter Verwendung einer Fast Desalting-Saule (SMART-System)
entsalzt und anschlieBend in Anwesenheit von 10 mM NaCl im Reaktionsansatz zur
Phosphorylierung von Rhodopsin, Phosvitin und Casein eingesetzt werden. Die
Untersuchungen zeigten, dass keines der mGRK6-B-Proteine nach dem Entsalzen in der
Lage war, die radioaktiv markierte y-Phosphatgruppe von [y-*’P]ATP auf eines der
Substrate zu iibertragen (nicht abgebildet). Es liel sich somit fiir die chromatographisch
gereinigten und angereicherten sowie anschlieBend entsalzten Proteine mGRK6-B,
mGRK6-B Mutl, mGRK6-B Mut2 und mGRK6-B Mut 3 keine katalytische Aktivitit
nachweisen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die mGRK6-B-Proteine sehr sensibel
gegeniiber Anderungen des Ionenmilieus reagieren. Dabei bleibt zu kliren, ob zusitzlich
zu dem Verlust der katalytischen Aktivitdt auch weitere Effekte auf die Struktur und/oder
Funktion der mGRK6-B-Proteine nachzuweisen sind. Im folgenden wurden daher in den
vergleichenden Analysen zur Phosphorylierungsaktivitit von verschiedenen mGRK6-B-
Mutanten Proteine des 300 000 g-Uberstandes eingesetzt und die maximalen NaCl-
Konzentrationen durch Zugabe von entsprechenden Volumina NaCl-freiem

Extraktionspuffer in den Reaktionsansitzen ausgeglichen.
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3.5 Herstellung und Expression weiterer
carboxylterminal veranderter Mutanten der
mGRK6-B

Die vorausgegangenen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit mit den carboxylterminal
verkiirzten mGRK6-B Mutanten mGRK6-B Mutl, Mut2 und Mut3 hatten gezeigt, dass
diese, obwohl sie keine Unterschiede in der Interaktion mit Phospholipiden aufweisen, sich
in ihrer Aktivitdt Rhodopsin zu phosphorylieren unterscheiden. Unklar war, worauf die
ermittelten Unterschiede in der Phosphorylierungsaktivitét zurtickzufiihren sind. Vergleicht
man die carboxylterminalen Abschnitte der aktivsten (mGRK6-B Mut2) und der kiirzesten
(mGRK6-B Mut3), aber weniger aktiven mGRK6-B-Mutante, so fallen zwei Bereiche auf,
die fiir die funktionellen Unterschiede bedeutsam sein kdnnten. Zum einen sind dies zwei
benachbarte basische Aminosduren, ein Arginin an Position 570 (R*”°) und ein Lysin an
Position 571 (K°"), die eine Interaktion mit der Plasmamembran und/oder dem
Rezeptorsubstrat begiinstigen kdnnten, zum anderen eine putative Phosphorylierungsstelle
in Form eines Threoninrestes (T°**). Fiir die humane GRK5 war in Untersuchungen von
Pronin et al. ein Einfluss sowohl basischer Aminosduren als auch putativer
Phosphorylierungsstellen im carboxylterminalen Abschnitt auf die Interaktion mit
Phospholipiden bzw. die Phosphorylierung membrangebundener Substrate nachgewiesen
worden (Pronin et al, 1998). Um die Bedeutung dieser Aminosduren des
carboxylterminalen Abschnittes fiir die Phosphorylierungsaktivitit von mGRK6-B nidher
zu untersuchen, wurden von der mGRK6-B Mut2-Mutante ausgehend weitere mGRK6-B-
Mutanten hergestellt, in denen die genannten Aminosduren jeweils durch neutrale
Alaninreste ersetzt wurden. So wurde bei der mGRK6-B Mut4-Mutante die putative
Phosphorylierungsstelle an der Aminosédure 568 entfernt, indem das Threonin®® gegen
Alanin ausgetauscht (T°® — A®) wurde. Bei der mGRK6-B Mut5-Mutante wurden die
basischen Aminosduren Arginin’” und Lysin®"' (R — A", K’"' — A*"") durch Alanine
ersetzt. Bei der mGRK6-B Mut6-Mutante wurden beide Modifikationen durchgefiihrt
(Abb. 19).
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Aminoterminaler Carboxylterminaler

Abschnitt Abschnitt
mMGRK6-B | RIAVGTAATVRKSSPPASSPQAEAPTGGWR* 589 AS
MGRK6-B | RIAVGTAATVRK* | 571 AS
Mut2
MGRK6-B | RIAVGTAAAVRK* | 571 AS
Mut4
MGRK6-B | RIAVGTAATVAA* | 571 AS
Mut5
MGRK6-B | RIAVGTAAAVAA* | 571AS
Mut6
MGRK6-C | .. R 560 AS

Abb. 19: Die mGRK6-Varianten mGRK6-B und mGRK6-C und mGRK6-B-Mutanten. Dargestellt sind
die Primérstrukturen der carboxylterminalen Abschnitte der wildtypischen Proteine mGRK6-B und mGRK6-
C sowie der mGRK6-B-Mutanten Mut2, Mut4, Mut5 und Mut6. Die mGRK6-B Mut4-Mutante enthélt statt
eines Threoninrestes als putativer Phosphorylierungsstelle ein neutrales Alanin (T°® — A®). Die basischen
Aminosduren im carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-B Mut5-Mutante wurden gegen zwei
Alaninreste ausgetauscht (R7° — A%’ K°' — A%"). Die mGRK6-B Mut6-Mutante enthélt beide
Verdnderungen in der Primirsequenz. Die ausgetauschten Aminosduren sind rot hervorgehoben. Die Anzahl
der Aminoséuren fiir die einzelnen Varianten und Mutanten ist auf der rechten Seite angegeben. Das Ende
der Aminosduresequenz ist durch durch ein Sternchen (*) markiert.

A= Alanin, E= Glutaminsédure, G= Glycin, I= Isoleucin, K= Lysin, P= Prolin, Q= Glutamin, R= Arginin, S=
Serin, T= Threonin, V= Valin, W= Tryptophan

Die Herstellung der mGRK6-B Mut4-, Mut5- und Mut6-kodierenden cDNAs erfolgte mit
Hilte der polymerase chain reaction (PCR) unter Verwendung spezifischer
Oligonukleotide (sieche Abb. 20). Als Ausgangs-DNA diente die mGRK6-B Mut2-
kodierende cDNA. Nach der PCR wurde die etwa 2 kb groBen und fiir die jeweilige
mGRK6-B-Mutante kodierende cDNA-Fragmente in einem 1 % (m/V) Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
aus diesem extrahiert. Die cDNA wurde anschliefend in den Vektor pCR2.1 ligiert und mit
dem Plasmid E. coli DhS transformiert. Aus den Bakterienkolonien wurde die Plasmid-
DNA prépariert und die Nukleotidsequenz der mGRK6-B Mut4- Mut5- und Mut6-
kodierenden cDNAs durch DNA-Sequenzierung kontrolliert.
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MGRKE-B R L F § R @Q R F AV 6 T A A T V R K~

Mut2 5 AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG ACA GTG AGG AAG TAG 3
primerut4  3[T TGA CGT CGC CGT CAC TCC TTC ATC |5
GRIEE 5 AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG GCA GTG AGG AAG TAG 2
Mutd - R LF SR QR F AUV G T A A AV R K *
GRKE.S R LF S R QURTFAV G T A ATV R K?©*
Mut2 & AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG ACA GTG ACG AAG TAG 3
Primeruts 3T TGA CGT CGC TGT CAC CGC CGCATC|5
GRKE.B 5 AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG ACA GTG GCG GCG TAG 3
Mut5 . R LF S R Q R F AV G T A ATV A A *
GRKGB R LF S R QURTF AV G T A ATV R K:?*

Mut2 5 - AGACTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG ACA GTG AGG AAG TAG ¥
Primer Muté 3T TGACGT CGC CGT CAC CGC C ATC|%

S 5 AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG GCA GTG GCG GCG TAGY
Muté -~ R LF S R Q R F AV G T A A AV A A *

Abb. 20: Schematische Darstellung zur Herstellung der mGRK6-B Mut4-, Mut5- und Mut6-
kodierenden c¢DNAs. In der Abbildung sind die zur Herstellung der jeweiligen mGRK6-B-Mutanten-
kodierenden cDNAs verwendeten Oligonukleotide (Primer Mut4, Primer Mut5 und Primer Mut6)
dargestellt. Die Nukleotidabfolge der Ausgangs-cDNA mGRK6-B Mut2 und der mutierten Ziel-cDNAs
mGRK6-B Mut4, Mut5 und Mut6 sowie die von diesen cDNAs kodierte Aminosiduresequenz sind oberhalb
und unterhalb der Oligonukleotidprimer eingezeichnet. Die verénderten Basen, die zu den gewiinschten
Mutationen in der cDNA fiihrten, sind in griin, die verdnderten Aminosduren sind rot dargestellt. Das
jeweilige Ende der Aminoséduresequenz ist durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet.

Aminosduren: A= Alanin, G= Glycin, K= Lysin, L= Leucin, F= Phenylalanin, Q= Glutamin, R= Arginin, S=
Serin, T= Threonin, V= Valin

DNA: A= Adenin, G= Guanin, C= Cytosin, T= Thymin

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die vorgenommen Verdnderungen in der
Aminosduresequenz auf die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B-Mutanten haben,
wurden diese mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems in Sf9-Zellen exprimiert. Die
mGRK6-B Mut4-, Mut5- und Mut6-kodierenden cDNAs wurden dafiir aus dem pCR2.1-
Vektor mit Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten, in den linearisierten und
dephosphorylierten Baculovirus-Transfervektor pVL1393 ligiert und mit diesem Plasmid
kompetente E. coli Dh5a transformiert. Aus den Bakterienkolonien wurde die Plasmid-
DNA prépariert und die Nukleotidsequenz der mGRK6-B Mut4- Mut5- und Mut6-
kodierenden c¢DNAs iiber DNA-Sequenzierung kontrolliert. Zur Herstellung der
Baculoviren wurden Sf9-Zellen mit dem die cDNAs-tragenden Baculovirus-Transfervektor
pVLI1393 in Anwesenheit von Baculovirus-DNA transfiziert und die Baculoviren bis zu
einem geeigneten Titer amplifiziert. Fiir die rekombinanten Polypeptide mGRK6-B Mut4,
mGRK6-B Mut5 und mGRK6-B Mut6 konnte 48 h nach Infektion mit den entsprechenden
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Baculoviren eine optimale Expression in infizierten Insektenzellen beobachtet werden. Die
Sf9-Zellen wurden nach Zugabe von Extraktionspuffer in Anwesenheit von 250 mM NaCl
aufgeschlossen und 300 000 g-Uberstinde gewonnen. Bei dieser Salzkonzentration war es
moglich, den Teil der liber hydrophobe Wechselwirkungen an der Membran haftenden
iiberexprimierten Rezeptorkinasen abzuldsen. Die in den 300.000 g-Uberstanden der
infizierten Zellen enthaltenen mGRKG6-B-Proteine wurden nach elektrophoretischer
Auftrennung in einem 10 % (m/V) SDS-Polyacrylamidgel auf Nitrozellulose transferiert
und im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert.
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Abb. 21: Expression der mGRK6-B Mutanten mGRK6-B Mut2, mGRK6-B Mut4, mGRK6-B Mut5
und mGRK6-B Muté in Baculovirus-infizierten Sf9-Insektenzellen. Sf9-Zellen wurden mit mGRK6-B
Mut2-, mGRK6-B Mut4-, mGRK6-B Mut5- und mGRK6-B Mut6-kodierenden Baculoviren infiziert und fiir
48 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem 250 mM NaCl enthaltenden Extraktionspuffer
aufgeschlossen und die Zelllysate bei 300 000 g zentrifugiert. Die in den 300.000 g-Uberstéinden der Sf9-
Zellen enthaltenen mGRK6-B Mut4-, mGRK6-B Mut5- und mGRK6-B-Mut6-Proteine wurden mittels
Elektrophorese in einem 10 % (m/V) SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und
im Immunoblot mit dem Anti-Pep2-Antikdrper detektiert. Die Positionen des Molekulargewichtsstandards

sind gekennzeichnet.

Die in Abbildung 21 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Proteine der mGRK6-B-
Mutanten in Baculovirus-infizierten Insektenzellen exprimiert worden waren. Unter
Verwendung des Anti-Pep2-Antikdrpers konnten die exprimierten rekombinanten Proteine
mGRK6-B Mut2, mGRK6-B Mut4, mGRK6-B Mut5 und mGRK6-B Mut6 nachgewiesen

werden. Die molekulare Masse der exprimierten Proteine lag bei ~ 65 kDa.
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3.6 Funktionelle Analyse der mGRK6-B-Mutanten
Mut4, Mut5 und Mut6

Um die Aktivitit der mGRK6-B-Mutanten Mut4, Mut5 und Mut6 zu ermitteln und mit der
von mGRK6-B Mut2 zu vergleichen, wurden die rekombinanten Proteine wie unter 3.7
beschrieben in einer Phosphorylierungsreaktion mit den Substraten Phosvitin und
Rhodopsin in Anwesenheit von [y-*P]ATP eingesetzt. Die in die Reaktion eingesetzten
Mengen der mGRK6-B-Proteine wurden hierfiir iber einen Western blot unter Einsatz des

Anti-Pep2-Antikorpers angeglichen.
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Abb. 22: Phosphorylierung von Phosvitin durch die rekombinanten mGRK6-B-Proteine mGRK6-B
Mut2, mGRK6-B Mut4, mGRK6-B Mut5 und mGRK6-B Mut6. Die in den 300.000 g-Uberstinden
infizierter Sf9-Zellen enthaltenen mGRK6-B-Proteinmengen, die in die Phosphorylierung eingesetzt werden
sollten, wurden mittels Western blot auf gleiche Mengen eingestellt (A). AnschlieBend wurden die
entsprechenden Mengen der 300 000 g-Uberstéinde in 20 mM Tris/HC1 pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM
MgCl, mit 12.5 pg Phosvitin in Anwesenheit von 100 pM [y-*P]JATP fiir 1 h bei 30 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine iiber SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Rontgenfilm wurde fiir 1 h mit dem Gel exponiert (B). Die Positionen

des Phosvitins und der Molekulargewichtsstandards sind angegeben.

Im Autoradiogramm nach der Phosphorylierung von Phosvitin waren fiir die mGRK6-B-

Mutanten keine Unterschiede in der Phosphorylierung von Phosvitin durch die mGRK6-B-
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Mutanten mGRK6-B Mut2, mGRK6-B Mut4, Mut5 und Mut6 festzustellen (Abb. 22).
Nachdem die Mutanten katalytische Aktivitit bei der Phosphorylierung des loslichen
Substrates Phosvitin gezeigt hatten, wurden Versuche mit dem membranstindigen Licht-
aktivierten G-Protein gekoppelten Rezeptor Rhodopsin als Substrat durchgefiihrt. Das
Substrat wurde hierbei in zwei unterschiedlichen Konzentrationen, 120 bzw. 240 nM,
eingesetzt. Die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B-Mutanten wurde mit der des
wildtypische mGRK6-C-Proteins verglichen. Die in die Untersuchungen eingesetzten
Mengen der mGRK6-B-Proteine wurden hierfiir wiederum tiiber einen Western blot unter

Einsatz des Anti-Pep2-Antikorpers angeglichen (Abb. 23).
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Abb. 23: Phosphorylierung von Licht-aktiviertem Rhodopsin durch mGRK6-C und mGRK6-B-
Mutanten. Die in den 300.000 g-Uberstinden infizierter Sf9-Zellen enthaltenen mGRK6-B-Proteinmengen,
die in die Phosphorylierung eingesetzt werden sollten, wurden mittels Western blot auf gleiche Mengen
eingestellt (A). AnschlieBend wurden die entsprechenden Mengen der 300 000 g-Uberstinde in 20 mM
Tris/HC1 pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, mit 120 nM bzw. 240 nM Rhodopsin in Anwesenheit von
100 uM [y-**P]ATP fiir 10 min bei 30 °C belichtet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 x Probenpuffer
gestoppt und die Proteine {iber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Rontgenfilm wurde
fir 22 h mit dem fixierten Gel exponiert (B). Die Positionen des Phosvitins und der

Molekulargewichtsstandards sind angegeben.
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Die in Abbildung 23 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die verschiedenen mGRK6-B-
Mutanten das Licht-aktivierte Rhodopsin unterschiedlich phosphorylierten. Ahnlich wie
bereits in den vorausgegangenen Untersuchungen beobachtet, phosphorylierten das
wildtypische mGRK6-C-Protein und die mGRK6-B Mut2-Mutanten das Rhodopsin gleich
stark. Interessanterweise zeigte die mGRK6-B Mut5-Mutante ein &hnlich hohes
Aktivitdtsniveau. Bei dieser Mutante waren die basischen Aminosduren durch Alanine
ersetzt worden. Im Gegensatz zur Mutante mGRK6-B Mut5 wiesen die Mutanten
mGRK6-B Mut4 und mGRK6-B Mut6 eine deutlich geringere Phosphorylierungsaktivitét
im Vergleich zu mGRK6-C und mGRK6-B Mut2 auf. Bei diesen beiden mGRK6-B-
Mutanten handelte es sich um jene, bei denen durch Austausch des Threonins gegen
Alanin (T*® — A°%*) die putative Phosphorylierungsstelle entfernt worden war. Fiir die
geringere Rhodopsinkonzentration (120 nM) waren allgemein schwéchere Signale
festzustellen, das Muster der Signalstérken entsprach jedoch in beiden Versuchsreihen den
oben genannten Beobachtungen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die basischen Aminosduren
Arginin’” und Lysin’”' im carboxylterminalen Abschnitt (AS 567 bis 571) von mGRK6-B
keinen direkten Einfluss auf die Phosphorylierungsaktivitit von mGRK6-B haben. Die
Ergebnisse lassen dariiber hinaus den Schluss zu, dass dem Threonin an Position 568 im
carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-B eine wichtige Rolle bei der Regulation der

Aktivitat dieses Proteins zukommt.

3.7  Herstellung und Expression der mGRK6-B-
Mutanten Mut7 und Mut8

Die Beobachtung, dass das der Austausch des Threonins gegen Alanin zu einem deutlichen
Verlust der Phosphorylierungsaktivitdit der mGRK6-B Mutanten Mut4 und Mut6 gefiihrt
hatte, kdnnte ein Indiz dafiir darstellen, dass die Phosphorylierung dieses Threonins eine
Bedeutung bei der Regulation der mGRK6-B Kinaseaktivitit z. B. iiber Beeinflussung der
Interaktion der Kinase mit der Plasmamembran spielt. Um die funktionelle Bedeutung
dieser moglichen Phosphorylierung ndher zu untersuchen, sollte daher die mdgliche
Phosphorylierung des Proteins an der Position 568 der Aminosduresequenz durch
Austausch des Threonins gegen Glutaminsdure (T°® — E°®) nachgeahmt werden
(Maciejewski et al.,, 1995; Pronin und Benovic, 1997). Auf diese Weise liegt an der

Position 568 der Aminosduresequenz auch ohne Phosphorylierung negative Ladung vor. Es
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wurden zwei mGRK6-B-Mutanten hergestellt, indem das Threonin an Position 568 durch
Glutaminsdure im Falle von mGRK6-B Mut7 ausgehend von der mGRK6-B Mut2-
Mutante und im Falle von mGRK6-B Mut8 ausgehend von der mGRK6-B Mut5-Mutante
ersetzt wurde. Die mGRK6-B Mut8-Mutante unterscheidet sich von der mGRK6-B Mut7

0

durch den zusétzlichen Austausch der basischen Aminosduren Arginin®”® und Lysin®”'

gegen Alanine (Abb. 24).

Aminoterminaler Carboxylterminaler

Abschnitt Abschnitt
mGRK6-B | RIAVGTAATVRKSSPPASSPQAEAPTGGWR* | 589 AS
mGRK6-B | RIAVGTAATVRK* | 571 AS
Mut2
mGRK6-B | RIAVGTAAEVRK* | 571 AS
Mut7
mGRK6-B | RIAVGTAATVAA* | 571 AS
Mut5
MGRK6-B | RIAVGTAAEVAA* | 571 AS
Mut8
MGRK6-C | .. K 560 AS

Abb. 24: Die mGRK6-B-Varianten mGRK6-B und mGRK6-C und die nGRK6-B-Mutanten Mut7 und
Mut8. Dargestellt sind die Primérstrukturen der carboxylterminalen Abschnitte der wildtypischen Proteine
mGRK6-B und mGRK6-C sowie der mGRK6-B-Mutanten Mut2, Mut5, Mut7 und Mut8. Ausgehend von der
mGRK6-B Mut2- bzw. der mGRK6-B Mut5-Mutante wurde ein Threonin- durch einen Glutaminsdurerest
(T — E’%¥) ersetzt. Dadurch entstanden die Mutanten mGRK6-B Mut7 (T°*® — E**) und mGRK6-B Mut8
(T5% — B R — A%, K¥' — A’™"). Die ausgetauschten Aminosduren sind rot hervorgehoben. Die Anzahl
der Aminoséuren fiir die einzelnen Varianten und Mutanten ist auf der rechten Seite angegeben. Das Ende
der Aminoséuresequenz ist durch ein Sternchen (*) markiert.

A= Alanin, E= Glutaminsdure, G= Glycin, I= Isoleucin, K= Lysin, P= Prolin, Q= Glutamin, R= Arginin, S=
Serin, T= Threonin, V= Valin, W= Tryptophan

Die Herstellung der mGRK6-B Mut7- und Mut8-kodierenden cDNAs erfolgte mit Hilfe
der polymerase chain reaction (PCR) unter Verwendung spezifischer Oligonukleotide
(siche Abb. 25). Als Ausgangs-DNAs dienten die mGRK6-B Mut2- bzw. mGRK6-B
Mut5-kodierende cDNAs (Abb. 25). Nach der PCR wurde die etwa 2 kb groflen und fiir
die jeweilige mGRK6-B-Mutante kodierende cDNA-Fragmente in einem Agarosegel (1 %
(m/V)) elektrophoretisch aufgetrennt, ausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert. Die
cDNAs wurden in den Vektor pCR2.1 ligiert und mit dem Plasmid E.coli DhS5a

transformiert. Aus den Bakterien wurde die Plasmid-DNA prépariert und die
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Nukleotidsequenz der mGRK6-B Mut7- und Mut8-kodierenden cDNAs durch DNA-

Sequenzierung kontrolliert.

GRKG.B R LF SR QRTFA AV G T A ATV R K:?*

Mut2 5 AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG ACA GTG AGG AAG TAG ¥
Primer Mut7 3| T TGA CGT CGC CTT CAC TCC TTC ATC |5
mGRKG-B 5 AGACTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG GAA GTG AGG AAG TAG *
Mut? . R LF 8 R @Q R F AV 6 T A A E V R K *
ERKEE . R LF &8 R @Q R F AV 6 T A A T V A A*
Muts 5 AGACTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG ACA GTG GCG GCG TAG 3
Primer Muts  3|T TGA CGT CGC CTT CAC CGC CGC ATC |5
mGRKB-B 5 AGA CTC TTC AGT CGC CAA AGG ATT GCT GTG GGA ACT GCA GCG GAA GTG GCG GCG TAG?3
Mut8 . R L F S R @ R F A V G T A A E V A A *

Abb. 25: Herstellung der mGRK6-B Mut7- und Mut8-kodierenden cDNAs. In der Abbildung sind die
zur Herstellung der jeweiligen mGRK6-B-Mutanten-kodierenden cDNAs verwendeten Oligonukleotide
(Primer Mut7 und Primer Mut8) dargestellt. Die Nukleotidabfolge der Ausgangs-cDNA mGRK6-B Mut2
und mGRK6-B Mut5 und der mutierten Ziel-cDNAs mGRK6-B Mut7 und Mut8 sowie die von diesen
cDNAs kodierte Aminoséuresequenz sind oberhalb und unterhalb der Oligonukleotidprimer eingezeichnet.
Die verdnderten Basen, die zu den gewliinschten Mutationen in der cDNA fiihrten, sind in griin, die
verdnderten Aminoséuren sind rot dargestellt. Das jeweilige Ende der Aminoséuresequenz ist durch ein
Sternchen (*) gekennzeichnet.

Aminosduren: A= Alanin, E= Glutaminsdure, G= Glycin, K= Lysin, L= Leucin, F= Phenylalanin, Q=
Glutamin, R= Arginin, S= Serin, T= Threonin, V= Valin

DNA: A= Adenin, G= Guanin, C= Cytosin, T= Thymin

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die vorgenommen Verdnderungen in der
Aminosduresequenz auf die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B-Mutanten haben,
wurden diese mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems in Sf9-Zellen exprimiert.
Dazu wurde die fiir die mGRK6-B-Mutanten Mut7 und Mut8 kodierende cDNA zunichst
in den Baculovirus-Transfervektor pVL1393 ligiert und mit diesem Plasmid kompetente
E.coli Dh5a transformiert. Aus den Bakterien wurde die Plasmid-DNA prépariert und die
Nukleotidsequenz der mGRK6-B Mut7 und Mut8-kodierenden ¢cDNAs durch DNA-
Sequenzierung kontrolliert. Zur Herstellung der rekombinanten mGRKG6-B-Proteine
wurden Sf9-Zellen mit dem die entsprechen cDNAs tragenden Baculovirus-Transfervektor
pVL1393 in Anwesenheit von Baculovirus-DNA transfiziert und die Viren bis zu einem
geeigneten Titer amplifiziert. Fiir die rekombinanten Proteine mGRK6-B Mut7 und Mut8

konnte 48 h nach Infektion mit den entsprechenden Baculoviren eine optimale Expression
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in den infizierten Insektenzellen beobachtet werden. Die infizierten Insektenzellen wurden
wie unter 3.4.4 beschrieben aufgearbeitet und 300 000 g-Uberstiinde gewonnen. Die in den
300.000 g-Uberstinden enthaltenen Proteine wurden mittels SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit dem Anti-Pep2-Antikorper detektiert

(siche Abb. 26).

3.8 Funktionelle Analyse der mGRK6-B-Mutanten
Mut7 und Mut8

Um die Phosphorylierungsaktivitdt der mGRK6-B-Mutanten Mut7 und Mut8 zu ermitteln
und mit der von den bisher generierten Mutanten und der wildtypischen mGRK6-C zu
vergleichen, wurden die rekombinanten Proteine, wie unter 3.7 beschrieben in eine
Phosphorylierungsreaktion mit den Substraten Phosvitin und Rhodopsin in Anwesenheit
von [y-*P]ATP eingesetzt. Die in die Reaktion verwendeten Mengen der mGRK6-B-
Proteine wurden hierfiir liber einen Western blot unter Einsatz des Anti-Pep2-Antikorpers

angeglichen.
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Abb. 26: Phosphorylierung von Phosvitin durch die mGRK6-B-Mutanten und durch das wildtypische
mGRK6-C-Protein. Die in den 300.000 g-Uberstinden infizierter Sf9-Zellen enthaltenen mGRK6-B-
Proteinmengen, die in die Phosphorylierung eingesetzt werden sollten, wurden mittels Western blot auf
gleiche Mengen eingestellt (A). AnschlieBend wurden die entsprechenden Mengen der 300 000 g-Uberstinde
in 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, mit 12.5 pg Phosvitin in Anwesenheit von 100
uM [y-**P]ATP fiir 1 h bei 30 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 x Probenpuffer gestoppt
und die Proteine iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Rontgenfilm wurde fiir 1 h mit

dem Gel exponiert (B). Die Positionen des Phosvitins und der Molekulargewichtsstandards sind angegeben

Die in Abbildung 26 gezeigten Ergebnisse zeigen, dass die beiden mGRK6-B-Mutanten
Mut7 und Mut8 katalytisch aktiv waren und sich nicht in ihrer Aktivitit das losliche
Substrat Phosvitin zu phosphorylieren von den anderen mGRK6-B-Mutanten und vom
wildtypischen mGRK6-C-Protein unterschieden. Als nédchstes wurde die Phosphorylierung
des Licht-aktivierten Substrats Rhodopsin durch die mGRK6-B-Mutanten untersucht. Da
sich in den Vorversuchen gezeigt hatte, dass hohere Konzentrationen von Rhodopsin zu
deutlicheren Signalen im Autoradiogramm fiihrten, ohne die Verteilung der Signalstirken
zu beeinflussen, wurde das Substrat Rhodopsin in den folgenden Untersuchungen in einer
Endkonzentration von 1.2 pM eingesetzt. Die in Abbildung 27 dargestellten Ergebnisse
zeigen, dass ibereinstimmend mit den Ergebnissen der vorausgegangenen
Untersuchungen, das wildtypische mGRK6-C-Protein Rhodopsin &dhnlich stark
phosphorylierte ~ wie ~ mGRK6-B Mut2 und mGRK6-B Muts. Die
Phosphorylierungsaktivitit von mGRK6-B Mut4 und Mut6 war dagegen deutlich geringer.
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Interessanterweise phosphorylierte mGRK6-B Mut7 Rhodopsin deutlich stirker als die
Mutanten mGRK6-B Mut4 und Mut6. Der Unterschied zwischen diesen Mutanten liegt im
Alanin an Position 568, das gegen die die Phosphorylierung nachahmende Glutaminsiure
ausgetauscht worden war. Dieses Ergebnis unterstiitzt die zuvor gemachte Annahme, dass
die Phosphorylierung des Threonins an dieser Position im wildtypischen mGRK6-B-
Protein fiir die Aktivitit der Kinase von Bedeutung ist. Obwohl der Austausch der
basischen Aminosduren gegen Alanine in mGRK6-B Mut5 keinen Einfluss auf die
Phosphorylierungsaktivitit des Proteins zeigte, scheint dies bei Anwesenheit einer die
Phosphorylierung nachahmenden negativ geladenen Aminoséure von Bedeutung zu sein.

So phosphorylierte mGRK6-B Mut8 Rhodopsin deutlich schwécher als mGRK6-B Mut7.
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Abb. 27: Phosphorylierung von Licht-aktiviertem Rhodopsin durch die mGRK6-B-Mutanten und das
wildtypische mGRK6-C-Protein. Die in den 300.000 g-Uberstinden infizierter Sf9-Zellen enthaltenen
mGRK6-B-Proteinmengen, die in die Phosphorylierung eingesetzt werden sollten, wurden mittels Western
blot auf gleiche Mengen eingestellt (A). AnschlieBend wurden die entsprechenden Mengen der 300 000 g-
Uberstiinde in 20 mM Tris/HCI pH 7.5, 2 mM EDTA und 3.7 mM MgCl, mit 1.2 uM Rhodopsin in
Anwesenheit von 100 uM [y-*P]ATP fiir 10 min bei 30 °C belichtet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
2 x Probenpuffer gestoppt und die Proteine iiber SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Der
Rontgenfilm wurde fiir 16 h mit dem fixierten Gel exponiert (B). Die Positionen des Rhodopsins und der

Molekulargewichtsstandards sind angegeben.
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Auch die mGRK6-B-Mutanten Mut7 und Mut8 waren in der Lage, den membransténdigen
G-Protein gekoppelten Lichtrezeptor Rhodopsin zu phosphorylieren. Im Autoradiogramm
war fiir die mGRK6-B Mut7-Mutante ein deutlich stirkeres Signal auszumachen als fiir die
mGRK6-B Mut8-Mutante. Die Signalstirke fiir mGRK6-B Mut7 (T°*®® — E**®) lag dabei
auf einem vergleichbar hohen Niveau wie fir die mGRK6-B Mut2- und Mut5 (R — A,
K" — A")-Mutante sowie die wildtypische mGRK6-C-Variante. Die mGRK6-B Mut8-
Mutante (T°® — E, R — A K" — A’") dagegen korrespondierte in ihrer
schwicheren Phosphorylierungsaktivitit mit den Mutanten mGRK6-B Mut4 (T5%® — A*%)
und Mut6 (T3 — A% R0 5 AS0 K57, AT,

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die trunkierte mGRK6-B Mut2-Mutante
(-18 AS) auch unter standardisierten Bedingungen mit einer NaCl-Konzentration von ~ 17
mmol im Vergleich mit der wildtypischen mGRK6-B-Variante und den trunkierten
Mutanten mGRK6-B Mutl (-13 AS) und Mut3 (-22 AS) die hochste Aktivitdt bei der
Phosphorylierung von Rhodopsin zeigte. Bei der Interaktion mit Phospholipiden waren
keine Unterschiede zwischen der wildtypischen mGRK6-B-Variante und den trunkierten
Mutanten beobachtet worden, zu beriicksichtigen ist hierbei, dass fiir die verwendeten
chromatographisch gereinigten mGRK6-B-Proteine nach der durchgefiihrten Entsalzung
keine katalytische Aktivitit nachweisbar war. Der Austausch der putativen
Phosphorylierungsstelle (T°*®) im carboxylterminalen Abschnitt der trunkierten mGRK6-B
Mut2-Mutante gegen einen Alaninrest (mGRK6-B Mut4; T°® — A®) fiihrte sowohl
alleine, als auch in Kombination mit dem Austausch zweier basischer Aminosiuren
(mGRK6-B Mut6; T°% — A R — A% K" — A") zu einer verminderten Aktivitét
bei der Phosphorylierung von Rhodopsin. Ein eindeutiger Einfluss auf die
Phosphorylierung des membranstindigen Substrates durch den alleinigen Austausch der
basischen Aminosduren gegen Alaninreste (mGRK6-B Mut5; R — A’ K" — A
lief sich dagegen nicht nachweisen. Die Mutation der putativen Phosphorylierungsstelle
Threonin zu Glutaminsdure, wodurch eine Nachahmung des phosphorylierten Zustandes
der Rezeptorkinase erzeugt wird, resultierte fiir die mGRK6-B Mut7-Mutante (T>® — E>®%)
in einer vergleichbar hohen Phosphorylierungsaktivitit, eine zusétzliche Steigerung
gegeniiber der mGRK6-B Mut2-Mutante und der wildtypischen mGRK6-C-Variante war
nicht zu beobachten. Die Kombination dieser Mutation mit dem Ersatz der basischen
Aminoséduren durch Alaninreste (nGRK6-B Mut8; T**® — E** R — A0 K57' — A
fithrte hingegen zu einer Abnahme der Aktivitét bei der Phosphorylierung von Rhodopsin,
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die mit den Signalstirken der Mutanten mGRK6-B Mut4 und Mut6 korrespondierte. Fiir
die Phosphorylierung des 16slichen Substrates Phosvitin konnte fiir alle untersuchten
Varianten und Mutanten bei gleichen Proteinmengen eine vergleichbare Aktivitit

beobachtet werden.
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4 Diskussion

Die Kinasen G-Protein-gekoppelter-Rezeptoren (GRKSs) spielen bei der Desensibilisierung
Liganden-aktivierter G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs) eine entscheidende
Rolle. Die Familie umfasst derzeit sieben Mitglieder, GRK1 bis GRK7. Von einzelnen
Mitgliedern, wie GRK4 und GRK®6, sind dariiber hinaus verschiedene Varianten bekannt.
In unserer Arbeitsgruppe wurden von der GRK6 der Maus (mGRK6) Spleiflvarianten
isoliert, die fiir vier Isoformen der Rezeptorkinase, mGRK6-A, -B, -C und -D kodieren
(Moepps et al., 1999). Die Isoformen mGRK6-A mit 576 Aminosduren, mGRK6-B mit
589 Aminosduren und mGRK6-C mit 560 Aminosduren sind bis zur Aminosdure 559
identisch und unterscheiden sich nur in der Lange und im Autbau ihres carboxylterminalen
Abschnittes. Die vierte Isoform, mGRK6-D ist mit 244 Aminosduren kiirzer als die
iibrigen Isoformen und besitzt eine unvollstindige katalytische Doméne (Moepps et al.,
1999). Im verldngerten carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-A-Isoform finden sich
Cysteine (C**', C** und C°®), die sehr wahrscheinlich durch posttranslationale
Palmitoylierung zur Interaktion der Kinase mit der Plasmamembran beitragen. Der
carboxylterminale Abschnitt der mGRK6-B-Isoform enthélt Proline und eine Reihe
Hydroxylgruppen tragender Aminosduren und dhnelt mit dieser Zusammensetzung dem
entsprechenden Abschnitt der GRKS5 des Menschen (Pronin et al., 1998, Moepps et al.,
1999). Fiir den carboxylterminalen Abschnitt der GRKS wird eine konstitutive Interaktion
mit Phospholipiden der Plasmamembran durch basische Aminosduren angenommen
(Pronin et al., 1998). Dariiber hinaus liegen Hinweise vor, dass die Aktivitdit von GRKS5
iiber Phosphorylierung von im carboxylterminalen Abschnitt gelegenen Serin- und
Threoninresten durch Proteinkinasen reguliert wird (Pronin et al., 1998). Auch der
carboxylterminale Abschnitt von mGRK6-B enthdlt Konsensussequenzen fiir die
Phosphorylierung durch Proteinkinasen. Die mGRK6-C-Isoform endet mit einem Arginin
in Position 560 (R*") und bietet in ihrem verkiirzten carboxylterminalen Abschnitt keine

Konsensussequenzen fiir posttranslationale Modifikation.

Fiir die Phosphorylierung von membranstindigen Rezeptoren durch GRKs spielt die
Interaktion der Kinasen mit der Plasmamembran eine entscheidende Rolle. Alle
Eigenschaften oder Strukturen, die diese Interaktion der Kinasen mit der Plasmamembran
kontrollieren, konnen daher auch Einfluss auf die Aktivitit der Kinasen haben. Bisher

wurde angenommen, dass der carboxylterminale Abschnitt bzw. dessen posttranslationale



4 Diskussion 92

Modifikationen in den Proteinen der GRK4-Familie von entscheidender Bedeutung fiir die
Lokalisation der Kinasen an der Plasmamembran ist (Inglese et al., 1993, Stoffel et al.,
1997). Interessanterweise hatten vorausgegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe
gezeigt, dass mGRK6-C trotz des fehlenden carboxylterminalen Abschnittes im zellfreien
System mit Phospholipiden interagiert, in Zellen an der Plasmamembran lokalisiert ist und
membranstindige GPCRs sogar deutlich besser phosphoryliert als die Varianten mGRK6-
A und mGRK6-B (Dissertation Vatter, 2000; Vatter et al., 2005). Diese Befunde fiihrten
zur Hypothese, dass der carboxylterminale Abschnitt der mGRK6-Varianten fiir die
Interaktion der Kinasen mit der Plasmamembran nicht essentiell ist, aber eine
autoregulatorische Funktion in der Vermittlung der Membraninteraktion und der
Rezeptorkinaseaktivitit libernimmt (Dissertation Vatter, 2000; Vatter et al., 2005). So
waren unter Verwendung von carboxylterminal trunkierten mGRKG6-A-Varianten zwei
autoinhibitorische und ein dazwischen gelegener stimulatorischer Bereich im
carboxylterminalen Abschnitt von mGRK6-A identifiziert worden (Vatter et al., 2005;
Dissertation Samel, 2007). Sowohl im zellfreien System als auch an intakten Zellen war
gezeigt worden, dass die Verkiirzung des carboxylterminalen Abschnittes der mGRK6-A
um neun Aminosduren (D*%7) zu einer Zunahme der Phosphorylierungsaktivitit und eine
weitere  Verkiirzung um sieben Aminosduren (D**°) zu einer Abnahme der
Phosphorylierung von Rezeptorsubstraten durch die verdnderten Kinasen fiihrte

(Dissertation Samel, 2007).

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob dem carboxylterminalen Abschnitt
von mGRK6-B eine #hnliche autoregulatorische Bedeutung zukommt wie dem
carboxylterminalen Abschnitt von mGRK6-A (Vatter et al., 2005; Dissertation Samel,
2007). Hierfiir sollte die Aktivitit von mGRK6-B-Mutanten verglichen werden, deren
carboxylterminale Abschnitte sukzessive verkiirzt worden waren. Des weiteren sollten
mGRK6-B-Mutanten hergestellt werden, in denen basische Aminosduren gegen neutrale
Aminosduren ausgetauscht wurden und/oder in denen putative Phosphorylierungsstellen
entfernt bzw. durch Aminosduren ersetzt wurden, die die durch Phosphorylierung bedingte
negative Ladung imitieren. Die mGRK6-B-Mutanten sollten in Baculovirus-infizierten
Insektenzellen exprimiert und die Proteine gereinigt werden. Um zu kldren, welche
Auswirkungen die Verdnderungen im carboxylterminalen Abschnitt von mGRK6-B auf die

Funktionen der Kinasen haben, sollte die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B-
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Mutanten gegeniiber verschiedenen Substraten mit der Aktivitdt von rekombinantem

wildtypischen mGRK6-B- und/oder mGRK6-C-Protein verglichen werden.

Im Rahmen von vorausgegangen Untersuchungen der Arbeitsgruppe waren bereits
mGRK6-B-Mutanten hergestellt worden, bei denen der carboxylterminale Abschnitt
sukzessive verkiirzt worden war (siche Abb. 4) (Dissertation Vatter, 2000). Die Verkiirzung
um 13 Aminoséuren fiihrte in der mGRK6-B Mutl-Mutante zu dem Verlust des
endstindigen basischen Arginins (R**) sowie der sauren Aminosdure Glutamat (E**?).
Durch die weitere Verkiirzung um fiinf Aminosduren in mGRK6-B Mut2 wurde der
Serine-enthaltender Aminosduresequenzabschnitt  S°72-S°3-PS74-P55-A%¢  deletiert, der
Bestandteil einer ermittelten  Konsensussequenz  fir die cAMP-abhingige
Phosphorylierung ist (R-K-S-S, die zu phosphorylierende Aminoséure ist unterstrichen,
bestimmt mit Prosite Database). Die Entfernung von vier weiteren Aminosduren in
mGRK6-B Mut3 resultierte im Verlust der ermittelten Konsensussequenz fiir die
Phosphorylierung durch Proteinkinase C: T ®-V**-R>-K>"' (Prosite Database)
(Dissertation Vatter, 2000). Die trunkierten mGRK6-B-Proteine waren in Versuchen mit
dem membranstindigen G-Protein-gekoppelten Lichtrezeptor Rhodopsin auf ihre
Phosphorylierungsaktivitdt untersucht worden. Diese Analysen hatten gezeigt, dass die
Verkiirzung von mGRK6-B um 13 Aminosiduren (mGRK6-B Mutl) und insbesondere um
18 Aminosduren (mMGRK6-B Mut2) zu einer Zunahme der Phosphorylierung von
Rhodopsin durch die Kinasen fiihrte (Dissertation Vatter, 2000). Dabei erreichte mGRK6-
B Mut2 eine der mGRK6-C-Variante entsprechende Phosphorylierungsaktivitit.
Interessanterweise hatte eine weitere Verkiirzung des carboxylterminalen Abschnittes um
vier Aminosduren (mGRK6-B Mut3) eine Abnahme der Phosphorylierungsaktivitdt zur
Folge gehabt (Dissertation Vatter, 2000).

In den vorausgegangenen Versuchen mit den mGRK6-B-Mutanten waren aufgrund der
unterschiedlichen Expression der rekombinanten mGRK6-B-Proteine in Insektenzellen
unterschiedliche Mengen an Proteinlosung in die Phosphorylierungsreaktion eingesetzt
worden. Dies hatte dazu gefiihrt, dass die Phosphorylierungen in Anwesenheit
unterschiedlicher Salzkonzentrationen in den Reaktionsansidtzen durchgefiihrt worden
waren. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen  hatten gezeigt, dass die
Phosphorylierungsaktivitit der GRKs durch steigende NaCl-Konzentrationen inhibiert
wird (Loudon und Benovic, 1994). So wurde fiir die humane GRK6 (hGRK6) ein IC50-
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Wert von 50 mM NaCl (Loudon und Benovic, 1994) und fiir die humane GRKS5 (hGRKY)
ein IC50 von 60 mM NaCl ermittelt (Kunapuli et al., 1994). Um zu klédren, ob und wenn
ja, welchen Anteil die unterschiedliche Salzkonzentrationen in den Reaktionsansitzen an
den beobachteten Unterschieden in der Phosphorylierung der Substrate durch die mGRK6-
B-Mutanten hatten, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunichst die
Phosphorylierungsaktivitit der trunkierten mGRK6-B-Mutanten Mutl bis Mut3 und der
wildtypischen mGRK6-B unter standardisierten Bedingungen mit einer NaCl-
Konzentration von 17 mM im Reaktionsansatz verglichen. Mit 17 mM liegt die NaCl-
Konzentration deutlich unterhalb des fiir die humane GRK6 beschriebenen 1C50-Wertes
von 50 mM NaCl (Loudon und Benovic, 1994). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
haben gezeigt, dass bei einheitlichen NaCl-Konzentrationen in den Reaktionsansétzen
deutlich geringere Unterschiede in der Phosphorylierung des membranstindigen Substrats
Rhodopsin durch das wildtypische mGRK6-B-Protein und die mGRK6-B-Mutanten zu
beobachten sind, als in den vorangegangenen Untersuchungen ermittelt worden war
(Dissertation Vatter, 2000). Jedoch wurde ebenfalls beobachtet, dass es bei Verkiirzung von
mGRK6-B um 13 bzw. 18 Aminosduren zu einer Steigerung und bei der Verkiirzung um
weitere 4  Aminosduren (mGRK6-B  Mut3) zu einer Abnahme  der
Phosphorylierungsaktivitdt kommt. Die Reihenfolge der Aktivitit mGRK6-C = mGRK6-B
Mut2 >> mGRK6-B Mut3 = mGRK6-B Mutl > mGRK6-B WT entsprach dabei der von
Frau Vatter im Rahmen ihrer Dissertation gemachten Beobachtungen (Dissertation Vatter,
2000). Untersuchungen der Arbeitsgruppe zur autoinhibitorischen Rolle des
carboxylterminalen Abschnittes von mGRK6-A hatten gezeigt, dass den neun letzten
Aminosduren mit der Aminosduresequenzabfolge S**EEELPTRL’’ eine inhibitorische
Funktion zukommt. Dabei wird angenommen, dass die in diesem Abschnitt enthaltenen
sauren Aminosduren E’*-E*°-E*"! mit der Membraninteraktion der Kinase interferieren
(Vatter et al., 2005; Jiang et al., 2007). Ob die Aktivititszunahme der mGRK6-B-Mutante
Mutl bei Deletion der 13 letzten Aminosduren ebenfalls auf den Verlust der in diesem
Abschnitt gelegenen sauren Aminosdure E>*? zurlickgefiihrt werden kann, muss noch
untersucht werden. Die Deletion von 5 weiteren Aminosduren in mGRK6-B Mut2 hatte zu
einer starken Zunahme der Phosphorylierungsaktivitit der Kinase gefiihrt.
Interessanterweise umfasst der deletierte Abschnitt Teile der ermittelten Konsensussequenz
fiir die Phosphorylierung durch ¢cAMP/cGMP-abhingige Proteinkinasen: R7°-K°7!'-S%72-
S°”) (die zu phosphorylierende Aminoséure ist unterstrichen). Zahlreiche Untersuchungen

anderer Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass fiir die Desensibilisierung von GPCRs neben
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GRKSs auch andere Proteinkinasen wie Proteinkinase C (PKC) und Proteinkinase A (PKA)
von Bedeutung sind (Kelly et al., 2008). Hinzu kommt, dass fiir Proteinkinase A und
Proteinkinase C auch eine Modulation der GRK-Funktion beschrieben wurde. So ist seit
langerem bekannt, das PKC die Aktivitdt von GRK2 durch Phosphorylierung positiv und
die Aktivitit von GRKS negativ reguliert (Chuang ef al., 1995; Pronin und Benovic, 1997;
Pronin et al., 1998; Krasel et al., 2001). Fir GRK2 wurde beschricben, dass die
Phosphorylierung der Kinase durch die cAMP-abhédngige Proteinkinase A zu einer
Zunahme der Aktivitit von GRK2 durch verstirkte Translokation des Enzyms an die
Plasmamembran fiihrt (Cong et al, 2001; Li et al.,, 2006). Ob die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit beobachtete Zunahme der Aktivitit von mGRK6-B Mut2 auf den
Verlust der zu phosphorylierenden Aminosiure S°” und womdglich auf den Verlust der
negativen Regulation der Aktivitit durch cAMP/cGMP-abhédngige Proteinkinasen
zurlickzufiihren ist, bedarf weiterer Untersuchungen. Fiir GRKS5 wurde gezeigt, dass der
carboxylterminale Abschnitt sowohl eine Calmodulin-Bindungsstelle (Aminosduren 552-
562), als auch eine Autophosphorylierungsstelle enthilt (Aminosduren 578-585) (Pronin et
al., 1997; Levay et al., 1998; Pronin et al., 1998). Calmodulin inhibiert die Aktivitit der
humanen GRKS5 und auch mit geringerer Effektivitit die Aktivitit der humanen GRK6-A
(Pronin et al., 1997). Eine potentielle Calmodulin-Bindungsstelle findet sich auch in der
mGRK6-B. Fir die GRKS5 wurde ermittelt, dass die Calmodulin-stimulierte
Autophosphorylierung im carboxylterminalen Abschnitt die autoinhibitorische Funktion
des carboxylterminalen Abschnittes verstirkt (Pronin et al., 1998). Ob &dhnliche
Mechanismen auch fiir die Regulation der Aktivitdt von mGRK6-B von Bedeutung sind,
werden weitere Untersuchungen zeigen miissen. Zusammenfassend liefern diese
Ergebnisse erste Hinweise darauf, dass dem carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-B
in der Tat eine autoregulatorische Funktion zukommt und dass sich im carboxylterminalen
Abschnitt dhnlich wie fiir die humane GRKS postuliert, unterschiedliche regulatorische

Elemente finden.

In der humanen GRKS5 (hGRKSY) fiihrt die sukzessive Verkiirzung des carboxylterminalen
Abschnittes des hGRKS5-Proteins um 5 bis 28 Aminosduren im Vergleich zu dem
wildtypischen Protein zu einer Steigerung, die weitere Verkiirzung um 11 bzw. 22
Aminosduren zu einer Abnahme der Aktivitdt der Kinase, d. h. der Phosphorylierung des
membranstindigen G-Protein gekoppelten Lichtrezeptors Rhodopsin (Pronin et al., 1998).

Interessanterweise hatten die Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe dariiber hinaus
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Hinweise darauf geliefert, dass der carboxylterminale Abschnitt zwar an der Regulation
der Kinaseaktivitdit der hGRKS beziiglich membranédren Substrats beteiligt ist, jedoch
keinen entscheidenden Einfluss auf die Interaktion der Kinase mit Phospholipiden hat.
Vielmehr wurde in diesen Untersuchungen im Aminosduresequenzabschnitt D32 bis N
eine PtdInsP,-Bindungsstelle identifiziert, die nicht im carboxylterminalen Abschnitt
sondern unmittelbar vor diesem liegt (Pronin er al, 1998). Ein Fehlen dieser
Bindungsstelle in den trunkierten hGRKS5-Mutanten oder eine Blockade dieser Region
durch Peptide resultierte in einer Inhibition der Phosphorylierung von Rhodopsin durch die
Kinasen (Pronin et al., 1998). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde daher als
ndchstes der Frage nachgegangen, ob die beobachteten Unterschiede in der
Phosphorylierungsaktivitit der trunkierten mGRK6-B-Mutanten auf Verdanderungen in der
Phospholipidinteraktion zuriickzufiihren waren. Um diese Untersuchungen durchfiihren zu
konnen, wurden die wildtypische mGRK6-B-Isoform und die trunkierten mGRK6-B-
Mutanten Mutl bis Mut3 als rekombinantes Protein in Insektenzellen exprimiert, {iber
sequentielle Kationenaustausch- und Affinitdtschromatographie gereinigt und die
gereinigten Proteine im Anschluss in Phospholipidbindungsstudien eingesetzt. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurde auch iiberpriift, ob sich die verschiedenen mGRK6-B-
Mutanten nach der Reinigung als katalytisch aktive Proteine verhielten. Die Ergebnisse
haben gezeigt, dass sowohl das wildtypische mGRKG6-B-Protein als auch die
rekombinanten Proteine der mGRK6-B-Mutanten iiber sequentielle Chromatographie an
einer SP- und Heparin-Sepharose-Matrix gereinigt und mit hohem Reinheitsgrad erhalten
werden konnten. Auffillig war, dass es mit zunehmender Verkiirzung der wildtypischen
mGRK6-B-Isoform zu einer Verschiebung der zur Elution notwendigen NaCl-
Konzentrationen im Elutionspuffer von einer Konzentration von 410-495 zu 575-685 mM
kam. Eine Erkldrung fiir diese gemachte Beobachtung konnte darin liegen, dass die
trunkierten mGRK6-B-Proteine durch ihre verdnderte Struktur eine stabilere Bindung an
die Sdulenmatrix erreichten als das wildtypische mGRK6-B-Protein. Interessanterweise
entsprach die NaCl-Konzentration, bei der die trunkierten Mutanten von der SP-Heparin-
Matrix eluierten der, die fiir die Elution der carboxylterminal verkiirzten wildtypischen
mGRK6-C-Isoform (~ 600 mM NaCl) notwendig gewesen war (Vatter et al., 2005). Die
Phosphorylierungsaktivitit des wildtypischen mGRK6-B-Proteins wurde mit der der
mGRK6-Mutanten unter Verwendung verschiedener Substrate, wie membranstindigem
Rhodopsin und 16slichem Phosvitin und Casein verglichen. Fiir die sauren l6slichen

Proteine Phosvitin und Casein ist bekannt, dass sie als Substrate sowohl der GRKS5 als
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auch der GRK6 dienen (Loudon und Benovic, 1994; Kunapuli et al., 1994; DebBurman et
al., 1996) und dass die Substrate dhnlich stark durch die GRKs phosphoryliert werden. Die
Ergebnisse der vorausgegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass
das wildtypische mGRK6-C-Protein nach der chromatographischen Reinigung keinen
Verlust der katalytische Aktivitit aufweist (Vatter et al., 2005). Die mGRK6-A-Isoform
war dagegen nur unter Verlust eines Teils der katalytischen Aktivitit chromatographischen
gereinigt worden (Dissertation Vatter, 2000; Dissertation Samel, 2007). Fiir die hGRKS
war von anderen Arbeitsgruppen ermittelt worden, dass nach dem zweiten
chromatographischen Reinigungsschritt nur ca. 25 % der katalytischen Aktivitit der
Rezeptorkinase erhalten geblieben waren (Kunapuli et al., 1994). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass die chromatographisch gereinigten mGRK6-B-Proteine
als katalytisch aktive Rezeptorkinasen vorlagen. Jedoch wurden bei der Phosphorylierung
von Casein und Phosvitin durch die wildtypische mGRK6-B und durch die mGRK6-B-
Mutanten Unterschiede in der Aktivitdt beobachtet. So war die Phosphorylierung des
Phosvitins meist stirker als die des Caseins. In Untersuchungen zur Phosphorylierung von
Casein und Phosvitin durch hGRKS5 war dagegen eine verstirkte Phosphorylierung von
Casein gegeniiber Phosvitin ermittelt worden (Kunapuli ef al., 1994). Der Grund fiir das
unterschiedliche Phosphorylierungsverhalten der Kinasen beziiglich der 16slichen
Substrate ist nicht bekannt. Eine mogliche Erklidrung konnte die ldngere Inkubationszeit

der Kinasen mit Phosvitin (1 h) im Vergleich zum Casein (10 min) sein.

Die Untersuchungen zur Interaktion der rekombinant hergestellten mGRK6-B-Proteine mit
Phospholipiden haben gezeigt, dass trotz der unterschiedlichen
Phosphorylierungsaktivititen des wildtypischen mGRK6-B-Proteins und der mGRK6-B-
Mutanten keine Unterschiede in der Interaktion der einzelnen Proteine mit
Phospholipidvesikeln bestehen. So interagierten weder mGRK6-B noch die mGRK6-B-
Mutanten mit Phosphatidylcholin (PC)-Vesikeln. Der Zusatz von Phosphatidylinosit-4,5-
bisphosphat (PtdInsP,) zu den PC-Vesikeln fiihrte in allen Féllen zu einer Umverteilung
der GRK-Proteine aus der ldslichen lipidfreien in die partikuldre lipidhaltige Fraktion.
Diese Befunde entsprechen damit Ergebnissen unserer sowie anderer Arbeitsgruppen, in
denen weder fiir die Varianten mGRK6-A und mGRK6-C noch fiir die humane GRKS eine
Interaktion mit PC-Vesikeln nachgewiesen und in denen ebenfalls eine Umverteilung der
Kinasen bei Zusatz von PtdInsP, zu den PC-Vesikeln beobachtet worden war (Vatter et al.,

2005; Pitcher et al., 1996). Die fiir die mGRK6-B-Proteine erzielten Ergebnisse stiitzen die
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Vermutung, dass der carboxylterminale Abschnitt von mGRK6-B nicht essentiell fiir die
Interaktion der Kinase mit der Plasmamembran ist. Die Beobachtungen lassen sich auch in
das Konzept von Thiyagarajan et al. iber die Bedeutung der vor dem carboxylterminalen
Ende gelegenen amphiphilen a-Helix der GRKS integrieren (Thiyagarajan et al., 2004).
Ausgehend von fritheren Arbeiten u. a. von Pronin ef al., die den Einfluss einer im
entsprechenden Abschnitt gelegenen PtdInsP--Bindungsstelle fiir die
Phosphorylierungsaktivitit von GRKS betont hatten, war in den Untersuchungen von
Thiyagarajan et al. eine amphiphile Helix im Bereich der Aminosduren 546 bis 565 der
GRKS als entscheidende Region fiir die Membraninteraktion identifiziert worden (Pronin
et al., 1998; Thiyagarajan et al., 2004). Die Konsensussequenz der amphiphilen Helix,
LLQRLF, die aus einem hydrophoben Anteil und mehreren umgebenden basischen
Aminosiuren besteht, ist auller in GRKS auch in den GRK6-Isoformen GRK6-A, GRK6-B
und GRK6-C zu finden (Thiyagarajan et al., 2004). Diese Region unmittelbar vor dem
carboxylterminalen Abschnitt ist sowohl fiir die wildtypische mGRK6-B als auch fiir ihre
trunkierten mGRK6-B-Mutanten vollstindig erhalten und spielt fiir die Interaktion der
Rezeptorkinasen mit den Phospholipiden sehr wahrscheinlich eine entscheidende Rolle.
Diese Annahme war in Untersuchungen der Arbeitsgruppe mit mGRK6-C-Mutanten
bestdtigt worden. So zeigten Mutanten, in denen die basischen Aminosduren der
amphiphilen Helix gegen Alanine ausgetauscht worden waren, sowohl im zellfreien, als
auch im zelluldren System einen fast vollstindigen Verlust der Phosphorylierungsaktivitét

beziiglich membranérer Rezeptorsubstrate (Dissertation Kern, 2007).

In den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen war in
Phosphorylierungs-Experimenten mit membranstindigem Rhodopsin fiir die Mutante
mGRK6-B Mut2 die hochste Phosphorylierungsaktivitit ermittelt worden. Diese Mutante
unterscheidet sich von der kiirzesten und weniger aktiven Mutante mGRK6-B Mut3 durch
die Anwesenheit des Aminosduresequenzmotivs T*®-V>¥-R5°-K°7! das eine ermittelte
Konsensussequenz fiir die Phosphorylierung durch Proteinkinase C (PKC) darstellt (siche
Abb. 28). In Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen konnte im carboxylterminalen
Abschnitt von GRKS5 ein durch PKC-Phosphorylierung kontrolliertes regulatorisches
Element identifiziert werden (Pronin et al., 1998). Die fiir die PKC-Phosphorylierung
ermittelte Konsensussequenz S**°-P>7-S%_S5% im carboxylterminalen Abschnitt der GRKS5
(Pronin und Benovic, 1997) unterscheidet sich dabei von der fiir mGRK6-B ermittelten

Konsensussequenz T°%®-V°¥-R°°-K>"! Da das Fehlen dieser Konsensussequenz in der
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mGRK6-B-Mutante Mut3 zu einer deutlichen Abnahme der Phosphorylierung des
membranstindigen Substrats Rhodopsins gefiihrt hatte, wurde im folgenden die Bedeutung
dieser vier Aminosduren fiir die Phosphorylierungsaktivitit der mGRK6-B néher
untersucht. Dazu wurde ausgehend von der mGRK6-B Mut2-Mutante in mGRK6-B Mut4
das Threonin an Position 568 gegen ein Alanin ausgetauscht (T>® — A*®) und so die
putative Phosphorylierungsstelle entfernt (Bairoch et al, 1997). In mGRK6-B Mut5
wurden die basischen Aminosduren durch die neutrale Aminoséure Alanin ersetzt (R*° —
A, K" — A" und fiir mGRK6-B Mut6 wurden die beiden genannten Verinderungen
kombiniert (T**® — A% R — A% K" — A", Wie die Ergebnisse zeigen liefen sich
die rekombinanten Proteine mGRK6-B Mut4, Mut5 und Mut6 in Baculovirus-infizierten
Insektenzellen in dhnlichen Mengen wie die wildtypischen Isoformen mGRK6-B und
mGRK6-C bzw. die bisher untersuchten mGRK6-B-Mutanten exprimieren und zeigten
hinsichtlich der Phosphorylierung von Phosvitin katalytische Aktivitit. Die Mutanten
Mut4 bis Mut6 unterschieden sich bei der Phosphorylierung des 18slichen Substrates dabei
nicht von der mGRK6-B Mut2-Mutante. Im Gegensatz dazu wurden in Phosphorylierungs-
Experimenten mit dem membranstindigen Lichtrezeptor Rhodopsin deutliche
Unterschiede zwischen den mGRK6-B-Mutanten beobachtet. So wurde die hdchste
Phosphorylierungsaktivitdt fiir die mGRK6-B Mut5-Mutante (R — A, K" — A"
ermittelt. Die Aktivitidt dieser Mutante entsprach dabei der wildtypischen mGRK6-C-
Isoform sowie der mGRK6-B Mut2-Mutante. Dagegen zeichnete sich die mGRK6-B
Mut4-Mutante (T°%® — A’%*), bei der die putative Phosphorylierungsstelle am Threonin 568
durch Austausch der Aminosdure gegen ein Alanin entfernt worden war, im Vergleich zu
mGRK6-B Mut2 und Mut5 durch eine deutlich verminderte Phosphorylierungsaktivitit
aus. Ahnliches wurde auch fiir die mGRK6-B Mut6-Mutante (T>%® — A% R0 — A,
K" — A”") beobachtet. Ein signifikanter =~ Unterschied zwischen der
Phosphorylierungsaktivitit von mGRK6-B Mut4 und Mut6 wurde nicht ermittelt. Somit
ergab sich folgende Reihenfolge der Aktivitdt fiir die Phosphorylierung von Rhodopsin:
mGRK6C = mGRK6-B Mut2 = mGRK6 Mut5 >> mGRK6 Mut4 = mGRK6 Mut6 >
mGRK6-B WT. Entsprechende Befunde in Bezug auf die Bedeutung basischer
Aminosduren im carboxylterminalen Abschnitt wurden von anderen Arbeitsgruppen auch
fiir die humane GRKS5 beschrieben. Hier waren in Phosphorylierungs-Experimenten mit
GRKS5-Mutanten, bei denen mehrere basische Aminosduren im carboxylterminalen
Abschnitt (K>, K> R, K3°¢ und R**") durch Alaninreste ersetzt worden waren, ebenfalls

keine signifikanten Unterschiede nachzuweisen zwischen dem wildtypischen GRKS5-
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Protein und den GRKS5-Mutanten beziiglich der Fdhigkeit, in Anwesenheit des
Phospholipids PtdInsP, den membranstindigen p-Adrenorezeptor zu phosphorylieren
(Pitcher et al., 1996). Diese Ergebnisse zeigen, dass die basischen Aminosduren im
carboxylterminalen Abschnitt keinen wesentlichen Einfluss auf die Fihigkeit der GRKs

haben, membranstdndige Substrate zu phosphorylieren.

In den Untersuchungen zur Bedeutung der Phosphorylierung der humanen GRKS durch
PKC hatte sich gezeigt, dass die Aktivitit der GRKS sowohl membranstindige
Rezeptorsubstrate, als auch 19sliche Substrate zu phosphorylieren durch die PKC negativ
reguliert wird (Pronin und Benovic, 1997). So wurde gezeigt, dass PKC-phosphoryliertes
GRKS5-Protein eine um ca. 90 % reduzierte Phosphorylierung von Rhodopsin aufwies
(Pronin und Benovic, 1997). Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse zeigten,
dass im Falle der mGRK6-B die Anwesenheit der Konsensussequenz fiir die PKC-
Phosphorylierung einen positiven Effekt auf die Aktivitit der mGRK6-B-Mutanten hatte.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sich mGRK6-B und GRKS in ihrer Regulation
durch PKC-Phosphorylierung unterscheiden. Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die
Beobachtung, dass das Fehlen der putativen Phosphorylierungsstelle in mGRK6-B Mut3
nur in Phosphorylierungsreaktionen mit dem membranstédndigen Lichtrezeptor Rhodopsin,
nicht aber in Reaktionen mit Phosvitin zu einer verringerten Phosphorylierung fiihrte.
Jedoch muss in diese Uberlegungen einbezogen werden, dass in die Untersuchungen nicht
das wildtypische mGRK6-B-Protein, sondern die carboxylterminal trunkierten Mutanten
eingesetzt wurden. Da fiir den carboxylterminalen Abschnitt sowohl fiir GRKS und, wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt, fiir mGRK6-B eine autoinhibitorische Funktion
beobachtet wurde (Pronin et al., 1998; Dissertation Vatter, 2000; Vatter et al., 2005), bleibt
zu untersuchen, ob dieser fehlende Abschnitt in den mGRK6-B-Mutanten die Erklérung
fiir die beobachteten Unterschiede in der Regulation von GRKS5 und mGRK6-B liefert. So
wire denkbar, dass dieser ldngere carboxylterminale Abschnitt an der Vermittlung der
Interaktion zwischen der GRK und ihrem Substrat beteiligt ist. Diese Annahme wird auch
durch die Beobachtung gestiitzt, dass in Bindungsstudien mit Phospholipiden die PKC-
abhéngige Phosphorylierung keinen Einfluss auf die Phospholipidinteraktion der GRKS5
hatte (Pronin und Benovic, 1997). Fiir die mGRK6-B konnte dies bedeuten, dass die
Verdnderung der Phosphorylierungsstelle T°®® nur unter der zusétzlichen Bedingung, dass
der  carboxylterminale = Abschnitt  verkiirzt = wurde, Einfluss auf  die

Phosphorylierungsaktivitdt ausiibt. In weitergehenden Untersuchungen muss daher
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iiberpriift werden, welchen Effekt die PKC-Phosphorylierung auf die Phosphorylierung
von Rhodopsin durch das wildtypische mGRK6-B-Protein hat. Auch die Herstellung einer
mGRK6-B-Mutante, bei der die Phosphorylierungsstelle entfernt werden wiirde ohne eine

Verkiirzung der Rezeptorkinase vorzunehmen, konnte zur Klarung dieser Fragen beitragen.

Die Ergebnisse der in vitro-Phosphorylierungs-Experimente hatten einen deutlichen
Einfluss der putativen Phosphorylierungsstelle auf die Funktion der mGRK6-B gezeigt.
Um weitere Einblicke in die Bedeutung einer moglichen Phosphorylierung an dieser
Position und der damit verbundenen negativen Ladungsverteilung zu gewinnen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit weitere Mutanten von mGRK6-B hergestellt, bei denen durch
Austausch der Aminosédure Threonin gegen die negativ geladene Aminosdure Glutamat der
Effekt einer Phosphorylierung imitiert wird (siche Abb. 28). Der Austausch der
Aminosduren wurde sowohl in mGRK6-B Mut2 als auch in mGRK6-B Mut5 durchgefiihrt
und lieferte die Mutanten mGRK6-B Mut7 (T°®*—E***) bzw. mGRK6-B Mut8 (T°*—E>%,
R7—A KA. Aus anderen Arbeitsgruppen liegen fiir verschiedene Proteine,
darunter auch fiir GRKS bereits Daten vor, dass durch Austausch von potentiell als
Phosphorylierungsstellen geltenden Aminosduren gegen Glutamin- bzw. Asparaginsiure
ein Phosphorylierungseffekt imitiert werden kann (Maciejewski et al., 1995; Pronin und
Benovic, 1997). Auch die Mutanten mGRK6-B Mut7 und mGRK6-B Mut8 lieen sich in
der wildtypischen mGRK6-B-Isoform entsprechenden Proteinmengen in Baculovirus-
infizierten Insektenzellen exprimieren und zeigten eine den restlichen Mutanten
entsprechende katalytische Aktivitdt beziiglich des 16slichen Substrats Phosvitin. Diese
Ergebnisse belegen, dass die katalytische Aktivitdt der mGRK6-B-Mutanten durch die
Verinderungen im Protein nicht beeinflusst wird. Bei der Phosphorylierung des
membrangebundenen Substrat Rhodopsins durch mGRK6-B Mut7 und mGRK6 Mut8
zeigten sich dagegen deutliche Unterschiede in der Aktivitdt der Kinasen. So wies
mGRK6-B Mut7 eine dhnlich hohe Phosphorylierungsaktivitidt auf wie die mGRK6-B
Mut2-Mutante, die mGRK6-B Mut5-Mutante und das wildtypische mGRK6-C-Protein.
Die mGRK6 Mut8-Mutante war dagegen in die Reihe der mGRK6-B-Mutanten mit
geringerer Phosphorylierungsaktivitit, wie mGRK6-B Mut4 und und mGRK6-B Mut6,
einzuordnen. Daraus ergab sich die Reihenfolge der Aktivitit mGRK6-C = mGRK6-B
Mut2 = mGRK6 Mut5 = mGRK6Mut7 >> mGRK6 Mut4 = mGRK6 Mut6 = mGRK6
Mut8 > mGRK6-B WT.
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PKC-abhidngige
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mGRK6-B PKKGLLQRLFSRQRIAVGTAAT \{RKS§PPASSPQAE}0\PTGGWR

mGRK6-B Muti  PKKGLLQRLFSRQRIAVGTAATVRKSSPPA
mGRK6-B Mut2  PKKGLLQRLFSRQRIAVGTAATVRK
mGRK6-B Mut3 PKKGLLQRLFSRQ?RIAVGTAA
MGRK6-B Muté PKKGLLQRLFSRQ?RIAVGTAAAVRK
MGRK6-B Mut5 PKKGLLQRLFSRQ?RIAVGTAAIVAA
MGRK6-B Muté PKKGLLQRLFSRQERIAVGTAAAVAA
MGRK6-B Mut? PKKGLLQRLFSRQ?RIAVGTAAEVRK
MGRK6-B Muts PKKGLLQRLFSRQ?RIAVGTAAEVAA
MGRK6-C PKKGLLQRLFSRQER

Autoregulation

Membraninteraktion & S

Abb. 28: Dargestellt sind die Priméiirstrukturen der carboxylterminalen Abschnitte der wildtypischen
Varianten mGRK6-B und mGRK6-C sowie der Mutanten mGRK6-B Mutl bis Mut8 der murinen
mGRKG6-B. Aminosiuren, die putative Phosphorylierungsstellen darstellen, sind unterstrichen. Anderungen
innerhalb der Aminosduresequenz durch Mutation sind durch Fett/Kursivdruck hervorgehoben. Hellblau
unterlegt wurde zum einen der vor dem carboxylterminalen Ende gelegene Abschnitt der Kinasen, flir den
eine amphiphile Helix postuliert wird, zum anderen die Konsensussequenz fiir die die Phosphorylierung
durch Proteinkinase C (PKC) im carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-B angenommen wird. Hellrot
unterlegt wurden die ermittelte Konsensussequenz fiir die cAMP-abhingige Phosphorylierung und die
Aminosiure E*. Unterhalb der Aminosauresequenzen sind die Bereiche, fiir die eine positive (eingekreistes
Pluszeichen) bzw. eine negative (eingekreistes Minuszeichen) autoregulatorische Funktion angenommen
wird, markiert. Die Position der Aminosduren ist oberhalb der Sequenzen angegeben.

A = Alanin, D = Asparaginséure, E = Glutaminsiure, F = Phenylalanin, G = Glycin, I = Isoleucin, K = Lysin,
L = Leucin, N = Asparagin, P = Prolin, Q = Glutamin, R = Arginin, S = Serin, T = Threonin, V = Valin, W =
Tryptophan

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete geringe Phosphorylierungsaktivitét
der mGRK6-B Mut8-Mutante war iiberraschend, da diese sich von mGRK6-B Mut7 nur
durch den Austausch basischer Aminosduren unterscheidet. In den vorausgegangenen
Untersuchungen mit mGRK6-B Mut5 hatte dieser Austausch keinen Einfluss auf die
Phosphorylierung von Rhodopsin durch die Kinase. Eine mogliche Erkliarung fiir dieses

Ergebnis konnte in verdnderten Ladungsverhéltnissen innerhalb des carboxylterminalen
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Abschnittes durch die vorgenommenen Aminosdureaustausche liegen. Durch
Glutaminsdure E°*® wird eine negativ geladene Aminoséure eingebracht, damit wire dieser
Bereich beispielsweise nicht in der Lage, mit negativ geladenen Phospholipiden der
Plasmamembran zu interagieren. Dieser Effekt konnte in mGRK6-B Mut7 durch die
Nachbarschaft mit den beiden basischen Aminosduren Arginin R*° und Lysin K°”' eher
ausgeglichen werden als durch die beiden neutralen Alanine in mGRK6-B Mut8. Auf der
Grundlage dieser Annahme konnte sowohl die unverdndert hohe Aktivitit der mGRK6-B
Mut5, als auch die verminderte Aktivitit der mGRK6-B Mut8 erklart werden. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass dem carboxylterminalen
Abschnitt der mGRK6-B eine autoregulatorische Funktion zukommt. So stellt der
endstindige carboxylterminale Abschnitt ein negativ regulatorisches Element und der eine
PKC-Konsensussequenz-enthaltende Abschnitt ein positiv regulatorisches Element der
mGRK6-B-Aktivitit dar. Diese Ergebnisse unterstiitzen die bereits aus den
Untersuchungen zur autoregulatorischen Funktion der mGRK6-A aufgestellte Hypothese,
dass (i) die Variante mGRK6-C einen Prototyp der mGRK6-Kinasen darstellt, dem
aufgrund des trunkierten carboxylterminalen Abschnittes Aktivitdts-regulierende Elemente
fehlen und dass (ii)) mGRK6-A und mGRK6-B in ihrer Aktivitit durch die Prisenz des
carboxylterminalen =~ Abschnittes und  posttranslationale =~ Modifikationen  wie

Palmityolierung und Phosphorylierung einer Regulation unterliegen.
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5  Zusammenfassung

Kinasen G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GRKs) regulieren die Aktivitit von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), indem sie durch Phosphorylierung die
Desensibilisierung und somit die Inaktivierung der Rezeptorproteine initiieren. Derzeit
sind in Sdugetieren sieben Mitglieder der GRK-Familie bekannt, GRK1-7. Die Proteine
der GRK-Familie weisen groBle strukturelle Gemeinsamkeiten auf. So besitzen sie eine
zentrale, hochkonservierte katalytische Doméne, die von variablen amino- und
carboxylterminalen Abschnitten flankiert wird. In unserer Arbeitsgruppe waren drei
Isoformen der GRK6 der Maus (mGRK6), mGRK6-A, mGRK6-B und mGRK6-C isoliert
worden, die in ithren Aminosduresequenzen des aminoterminalen Bereichs und der
katalytischen Doméne {iibereinstimmen, sich jedoch in der Linge und im Aufbau des
carboxylterminalen Abschnittes unterscheiden. So enthilt der carboxylterminale Abschnitt
der mGRK6-A drei Cysteine, die in der humanen GRK6-A-Variante posttranslational
palmitoyliert werden. Im carboxylterminalen Abschnitt der mGRK6-B finden sich dagegen
neben basischen Aminosduren auch Aminosduren, die, wie fiir die humane GRKS5
beschrieben, als Substrate einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C dienen und auf
diese Weise zur Interaktion der Kinase mit der Plasmamembran beitragen, bzw. die
Aktivitdit der Kinase regulieren. Erstaunlicherweise hatten die Untersuchungen der
Arbeitsgruppe gezeigt, dass mGRK6-C, eine Variante welcher der carboxylterminale
Abschnitt fehlt, in intakten Zellen mit der Plasmamembran assoziiert vorliegt und
membranstindige GPCRs sogar deutlich besser phosphoryliert als die Varianten
mGRK6-A und mGRK6-B. In weitergehenden Untersuchungen mit trunkierten mGRK6-A
-Varianten konnte ermittelt werden, dass der carboxylterminalen Abschnitt von mGRK6-A
in der Tat fiir die Membraninteraktion nicht essentiell ist, sondern dass diesem Abschnitt
vielmehr eine autoregulatorische Funktion bei der Vermittlung der Membraninteraktion

und der Aktivitdt der Rezeptorkinase zukommt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu kliren, (i) ob der carboxylterminale Abschnitt von
mGRK6-B eine autoregulatorische Funktion besitzt, (ii) welche Rolle basische
Aminosduren im carboxylterminalen Abschnitt von mGRK6-B fiir die Interaktion und
Regulation der Aktivitdt der Kinase spielen und (iii) welche Bedeutung den Aminoséuren,
die Substrate einer Phosphorylierung durch Proteinkinase C darstellen, bei der Regulation

der Aktivitit von mGRK6-B zukommt. Um diese Fragen zu kldren, wurde (1) die Aktivitat
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von mGRK6-B-Mutanten verglichen, deren carboxylterminale Abschnitte schrittweise
verkiirzt worden waren und wurden (ii)) mGRK6-B-Mutanten hergestellt in denen
basischen Aminosduren gegen neutrale Aminosduren ausgetauscht wurden und/oder in
denen potentielle Phosphorylierungsstellen fiir Proteinkinase C entfernt bzw. durch
Aminosduren ersetzt wurden, welche die durch Phosphorylierung generierte Ladung
imitieren. Die mGRK6-B-Mutanten wurden in Baculovirus-infizierten Insektenzellen
exprimiert und die Proteine gereinigt. Um zu kldren, welche Auswirkungen die
vorgenommen Anderungen in der Primérstruktur auf die Funktionen der mGRK6-B-
Proteine haben, wurde die Phosphorylierungsaktivitit der rekombinanten mGRK6-B-
Mutanten mit der Aktivitit von rekombinanten wildtypischen mGRK6-B- und/oder
mGRK6-C-Protein verglichen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit carboxylterminal trunkierten mGRK6-B-Mutanten
haben gezeigt, dass die schrittweise Verkiirzung zunichst zu einer Zunahme, dann zu einer
Abnahme der Aktivitit der Kinasen beziiglich Phosphorylierung des membraniren
Rezeptorsubstrats Rhodopsin fiihrt. Die verschiedenen mGRK6-B-Mutanten wiesen dabei
keine Unterschiede in der Interaktion mit Membranphospholipiden auf, wie die Ergebnisse
der an kiinstlichen Vesikeln durchgefiihrten Lipidbindungsexperimente ergaben. Diese
Ergebnisse belegen, dass die Unterschiede in der Aktivitdt der mGRK6-B-Mutanten nicht
auf Unterschiede in der Interaktion mit der Plasmamembran zuriickzufiihren sind, sondern
dass Teile des carboxylterminalen Abschnitts autoinhibitorisch wirken. Dariiber hinaus
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass weitere Elemente des carboxylterminalen
Abschnitts fiir die Regulation der Aktivitit von mGRK6-B von Bedeutung sind.
Tatsdchlich  wiesen = mGRK6-B-Mutanten, bei denen das Threonin  des
Aminosduresequenzmotivs Threonin>®#-Valin>®-Arginin®7°-Lysin®7!, das eine
Konsensussequenz fiir die Phosphorylierung durch Proteinkinase C darstellt, durch Alanin
ersetzt wurde, eine deutlich verringerte Phosphorylierung von Rhodopsin auf. Im
Gegensatz dazu phosphorylierte eine Phosphorylierung-imitierende mGRK6-B-Mutante
Rhodopsin dhnlich stark wie die verkiirzte mGRK6-B-Mutante. Beide Ergebnisse zeigen,
dass die Phosphorylierung am Threonin*® im carboxylterminalen Abschnitt fiir die
Regulation der Aktivitdit von mGRK6-B von Bedeutung ist. Die Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass der carboxylterminale Abschnitt eine autoinhibitorische Funktion besitzt,
die durch posttranslationale Modifikation, z. B. durch Phosphorylierung des Threonins an

Position 568, aufgehoben werden kann.
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