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|. Einleitunqg

1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen mit {ber 1000 identifizierten
Mitgliedern die gréfite Klasse an membrangebundenen Rezeptoren im S&ugergenom
dar. Sie spielen eine wichtige Rolle in den verschiedensten Bereichen des Lebens, wie
zum Beispiel in der Wahrnehmung von Licht, Geruch und Geschmack und in der
Regulation von Blutdruck und Zuckerstoffwechsel (PIERCE et al., 2002). Auch in der
Pharmaindustrie spielen GPCRs eine groRRe Rolle, da Schatzungen zufolge etwa 50 %
aller modernen Medikamente die Aktivitdt von GPCRs modulieren (GEORGE et al.,
2002).

1.1 Struktur von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Die Gruppe der GPCRs zeichnet sich aus durch einen einheitlichen Aufbau aus
sieben Transmembrandoménen (TM), die durch drei intrazelluldre und drei
extrazellul&re Schleifen miteinander verbunden sind, einem extrazellularen N-Terminus
und einem intrazelluldren C-Terminus. Die Transmembrandomanen sind aus 20 — 27
hydrophoben Aminosauren aufgebaut, die eine a-helikale Anordnung aufweisen. Das
Rhodopsin ist der bisher einzige GPCR, fur den die Kristallstruktur mit einer Auflésung
von 2,8 Angstrom dargestellt werden konnte (PALCZEWSKI et al., 2000).

Aufgrund von Ahnlichkeiten der Aminosdurensequenz werden GPCRs in mindestens
sechs Familien eingeteilt, wobei die meisten der Rezeptoren der ersten Familie
angehdren (Abb. 1). In der Unterfamilie 1a, zu der Geruchsrezeptoren, die adrenergen
Rezeptoren und auch Rhodopsin gehoren, binden kleine Liganden innerhalb der
Transmembrandomanen. In der Unterfamilie 1b ist die Ligandbindestelle primar in
Bereichen des N-Terminus und der extrazelluldren Schleifen lokalisiert. Zu dieser

Familie gehoren unter anderem die Chemokinrezeptoren (BOCKAERT et al., 1999).
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Family 1 Family 2
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Abb. 1: Klassifikation und strukturelle Unterschiede von GPCRs

Die Abbildung zeigt die Unterschiede des strukturellen Aufbaus und der Ligandbindung der
drei Hauptfamilien von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der jeweils obere Teil des
Rezeptors entspricht der extrazellularen Doméne, der COOH-Terminus der Rezeptoren befindet
sich im cytoplasmatischen Raum der Zelle. Die Position konservierter Aminoséduren ist im
Einbuchstabencode angegeben. Die dunkelgrauen Ovale stellen den gebundenen Liganden der
Rezeptoren dar. Neben dem schematischen Aufbau der GPCRs sind wichtige Vertreter der
einzelnen Unterfamilien exemplarisch aufgefihrt.

(Abb. modifiziert aus BOCKAERT et al., 1999)

Wéhrend von GPCRs lange angenommen wurde, daf sie als monomere Strukturen auf
der Zelloberflache exprimiert werden, deuten neue Untersuchungen auf eine
Dimerisierung bzw. Oligomerisierung der Rezeptoren hin (ANGERS et al., 2002;
BOUVIER, 2001). Der erste GPCR, fur den eine Dimerisierung Uberzeugend
nachgewiesen wurde, ist der Gamma-Aminobuttersdure Rezeptor B (GABA(B)). Es
konnte gezeigt werden, dal dieser Rezeptor aus zwei unterschiedlichen GPCRs
zusammengesetzt ist, wobei beide Rezeptoren GbR1 und GbR2 alleine nicht
funktionsfahig sind. GbR1 wird durch ein C-terminales Retentionsmotif im
endoplasmatischen Reticulum zurlickgehalten, wéhrend GbR2 zwar auf der
Zelloberflache exprimiert wird, aber inaktiv ist. Durch die Dimerisierung der

Rezeptoren wird das GbR1-Retentionsmotif maskiert, und beide Rezeptoren werden als
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funktionelles Heterodimer auf der Zelloberflache exprimiert (WHITE et al., 1998, NG
et al., 1999, MARGETA-MITROVIC et al., 2000). Den eindrucksvollsten Hinweis auf
das physiologische Vorkommen von Dimerisierung liefert die konstitutive, das heif3t
nicht Ligand-induzierte Dimerisierung von Rhodopsin und Opsin in nativen
Membranen von murinen Photorezeptoren (LIANG et al., 2003). Die Abbildung 2 zeigt
deutlich die zweireihige Anordnung beider Rezeptoren, was darauf hindeutet, dal3
Rezeptordimerisierung nicht nur unter artifiziellen Bedingungen der Uberexpression

dieser Proteine auftritt.

Rhodopsin Opsin

Abb. 2: Dimerisierung von Rhodopsin und Opsin in nativen Membranen

Die Abbildung zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von Rhodopsin und Opsin in
nativen Membranen von murinen Photorezeptoren. Beispiele fur die Dimerisierung zweier
Rezeptoren sind eingekreist, gelegentlich auftretende Monomere sind mit Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Die GroRenbalken entsprechen jeweils 15 nm.

(Abb. modifiziert aus LIANG et al., 2003)

Da mit den meisten angewandten Untersuchungsmethoden nicht zwischen Dimeren und
groReren Oligomeren unterschieden werden kann, wird in dieser Arbeit durchgangig der
Begriff Dimer als Kleinste Einheit womdglich vorhandener oligomerer Strukturen
verwendet.

Obwohl die Dimerisierung mittlerweile flr eine Reihe von Rezeptoren nachgewiesen
werden konnte, ist bisher jedoch wenig uber die Bedeutung der Dimerisierung fur die
Rezeptorregulation bekannt. Weiterhin stellt sich die Frage, welche Rezeptorstrukturen
an der Dimerbildung beteiligt sind. Aufbauend auf Nachweisen der Heterodimerisierung
mit anderen GPCRs ist auflerdem unklar, was die Spezifitdt der Zusammenlagerung

zweier unterschiedlicher GPCRs bestimmt.
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1.2 Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Die meisten GPCRs liegen in Abwesenheit eines Liganden in inaktiver Form vor
(GETHER et al., 1998). Nach der Stimulation des Rezeptors durch einen spezifischen
Liganden kommt es zu einer Konformationsanderung des Rezeptors, wodurch die
Bindung von heterotrimeren G-Proteinen ermdglicht und damit die Aktivierung oder
Inhibition verschiedener Signalwege und Effektoren induziert wird. Durch die folgende
Phosphorylierung des Rezeptors wird die Bindung von R-Arrestin ermdglicht, was
zusammen mit der Phosphorylierung zur Verdrangung der G-Proteine und damit zur
Termination von Signalkaskaden flihrt. Der desensibilisierte Rezeptor wird internalisiert
und rezirkuliert nach seiner vollstdndigen Dephosphorylierung in endozytotischen
Zellkompartimenten wieder als intakter Rezeptor an die Zelloberflache zuriick (Abb. 3).
Die strukturellen Grundlagen dieses Zyklus werden in den folgenden Abschnitten

detailliert beschrieben.

Ligand 1. Desensibilisierun

-) bedecktes
4 Vesikel

‘Angesiuertes Vesik
Kumpartlment

Degradation ,
“ / &
3. Recycling

Abb. 3: Signaltransduktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Die Ligand-Aktivierung eines GPCR fiihrt zur Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen, die
die Aktivierung verschiedener Signalkaskaden und parallel dazu auch die Phosphorylierung des
Rezeptors induzieren. Die Phosphorylierung ermdéglicht die Bindung von R-Arrestin an den
GPCR, was zu dessen Desensibilisierung und Clathrin-abhangigen Internalisierung fuhrt. Klasse
A GPCRs rezirkulieren tiber angeséuerte Vesikel schnell wieder an die Zelloberflache, wahrend
Klasse B GPCRs langsamer tber endosomale Vesikel rezirkulieren oder degradiert werden.
(Abb. modifiziert aus LUTTRELL und LEFKOWITZ, 2002)
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1.2.1 Signaltransduktion iber G-Proteine und Rezeptorphosphorylierung
Heterotrimere G-Proteine gehoren zur Superfamilie der GTPasen und bestehen aus je
einer a- (39-46 kDa), - (35 kDa) und einer y-Untereinheit (7,3-8,5 kDa). Die
Klassifikation der G-Proteine wird durch die jeweilige a-Untereinheit determiniert,
wobei bei S&ugern bisher Uber 20 verschiedene o-Untereinheiten identifiziert und
aufgrund ihrer Sequenzhomologien in vier Familien (s, i, g/11 und 12/13) eingeteilt
wurden. Alle a-Untereinheiten sind aus einer Ras-&hnlichen GTPase-Domadne und einer
vornehmlich helikal angeordneten Domane aufgebaut, in deren Schnittstelle ein Guanin-
Nukleotid gebunden ist. Die y-Untereinheit ist mit einer C-terminalen Farnesyl-Gruppe
in der Zellmembran verankert und bildet zusammen mit der 3-Untereinheit einen fest
assoziierten Ry-Komplex. Es sind bisher 5 3- und 12 verschiedene y-Untereinheiten
identifiziert worden. Wegen der Vielzahl der einzelnen Untereinheiten entstehen
zahlreiche Kombinationsmdglichkeiten zur Bildung funktioneller Heterotrimere
(Ubersicht in MORRIS und MALBON, 1999).

Die Ligand-Aktivierung eines GPCRs induziert eine Konformationsanderung des
Rezeptors, die zumindest mit einer Umordung der Membranhelizes 3 und 6 einhergeht
(PIERCE et al., 2002). Dadurch wird die Rezeptor-Bindung an das inaktive, GDP-
gebundene, heterotrimere G-Protein ermdglicht. Die Aktivierung des G-Proteins
bewirkt den Austausch von GDP gegen GTP und gleichzeitig die Dissoziation der GTP-
gebundenen a-Untereinheit vom membrangebundenen Ry-Dimer. Sowohl die
a-Untereinheit als auch die By-Untereinheit wirken dann als ,,first messenger” auf eine
Reihe von Effektormolekilen ein (HAMM, 1998).

Die Gas-Untereinheit reguliert bestimmte Calcium-Kanale und stimuliert die Adenylat-
Cyklase, die den ,second messenger“ CAMP generiert, der unter anderem die
Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Die Gai-Untereinheit reguliert Calcium- und Kalium-
Kanale und inhibiert die Adenylat-Cyclase, wahrend die Gogai-Untereinheit die
Phospholipase C aktiviert. Die Gaznz-Untereinheit schliellich reguliert GTP-
Austausch-Faktoren (OSTROM und INSEL, 2004). Durch die intrinsische GTPase-
Aktivitadt der a-Untereinheit deaktiviert sich diese durch die Hydrolyse des GTP zu
GDP nach kurzer Zeit selbst und kann wieder an den Ry-Komplex binden.

Die Ry-Untereinheit interagiert mit der membranstdndigen Phospholipase C, die

wiederum Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-triphosphat
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(IP3) und Diacylglycerin (DAG) spaltet. IP; wird von Phosphatasen in Inositol
umgewandelt und bewirkt die intrazellulédre Freisetzung von Calciumionen. DAG
aktiviert die cytosolische Serin/Threonin-Proteinkinase C (PKC), die daraufhin an die
Membran transloziert und unter anderem zur Phosphorylierung von GPCRs fihrt. Die
Ry-Untereinheit bindet weiterhin zusammen mit PIP, an G-Protein-gekoppelte
Rezeptorkinasen (GRK), die daraufhin ebenfalls die Serin- und Threonin-
Phosphorylierung aktivierter GPCRs bewirken (PITCHER et al., 1992; PITCHER et al.,
1998). Dem Kklassischen Modell zufolge phosphorylieren GRKs in homologer Weise
lediglich Agonist-gebundenen Rezeptor (Abb. 4), wédhrend PKA und PKC in
heterologer Weise auch nicht Agonist-gebundene Rezeptoren phosphorylieren
(Ubersicht in BUNEMANN und HOSEY, 1999; FERGUSON, 2001). Da dieses Modell
fir die Regulation monomerer Rezeptoren aufgestellt wurde, bleibt zu klaren, ob es

auch fir Rezeptor Homo- und Heterodimere seine Gultigkeit behélt.

C5aR C5aR CCRS

Homolog Heterolog

Abb. 4: Klassisches Modell der homo- und heterologen Phosphorylierung von GPCRs

Nach einer Ligand-Aktivierung eines GPCRs wird Uber heterotrimere G-Proteine und
Phospholipase C die Phosphorylierung der GPCRs katalysiert. Dabei phosphorylieren
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) ausschliellich homolog Ligand-gebundene
Rezeptoren, wéhrend Proteinkinase C (PKC) auch in heterologer Weise nicht Ligand-
gebundene Rezeptoren phosphoryliert.
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1.2.2 Desensibilisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Als Desensibilisierung wird die abnehmende zellulare Antwort eines GPCR auf die
anhaltende oder wiederholte Stimulation mit einem Liganden bezeichnet. Sie wird
schon Sekunden nach der Ligand-Stimulation durch die Rezeptor-Phosphorylierung
eingeleitet. Dabei unterscheidet man zwischen der homologen und heterologen
Desensibilisierung von Rezeptoren (Ubersicht in PERRY und LEFKOWITZ, 2002;
LUTTRELL und LEFKOWITZ, 2002). Die Phosphorylierung von GPCRs durch die
»second messenger*“-Kinasen PKA und PKC, die zur Beeintrachtigung der Rezeptor-G-
Protein-Bindung fihrt, zeichnet die heterologe Desensibilisierung aus, wobei dadurch
auch nicht Ligand-gebundene Rezeptoren desensibilisiert werden (Abb. 4). Die
homologe Desensibilisierung ist durch die GRK-vermittelte Phosphorylierung Ligand-
gebundener GPCRs charakterisiert, die zur Bindung von RB-Arrestin an den
phosphorylierten Rezeptor fuhrt. Durch die B-Arrestin-Bindung kommt es zur sterischen
Verdrangung der G-Proteine und damit zur vollstdndigen Termination von G-Protein-
vermittelten Signalkaskaden. R-Arrestin bindet schlieBlich Clathrin und R2-Adaptin
(AP-2) (GOODMAN et al., 1996) und fiihrt zur Rezeptor-Endozytose (Abb. 3). Es wird
postuliert, dalR R-Arrestin zwei Sensor-Regionen besitzt, wobei eine Region den
Rezeptor-Phosphorylierungsstatus erkennt und der andere Sensor die Aktivierung des
Rezeptors kontrolliert. Nur wenn beide Sensoren simultan einen aktivierten und
zugleich phosphorylierten Rezeptor erkennen werden die Bindedoménen fir Clathrin
und 32-Adaptin zuganglich (HIRSCH et al., 1999, HAN et al., 2001, GUREVICH et
al., 2003, SERGEY et al., 2004). Die genauen Mechanismen dieser Sensorkontrollen
sind dabei noch nicht bekannt. So bleibt zu klaren, ob alle potenziellen
Phosphorylierungsstellen des Rezeptors phosphoryliert sein mussen, und welcher

Bereich des Rezeptors B-Arrestin die korrekte Rezeptoraktivierung vermittelt.

Zur Familie der Arrestine gehtren zum einen das visuelle und das Zapfen-Arrestin, die
fast ausschlieBlich in der Retina exprimiert werden und spezifisch an Rhodopsin bzw.
Pigmente der Zapfen binden (SHINOHARA et al., 1987; YAMAKI et al., 1987;
MURAKAMI et al., 1993; CRAFT et al., 1994). Die R-Arrestine, zu denen
R-Arrestin-1 (Arrestin-2) und [-Arrestin-2 (Arrestin-3) gehoren, werden ubiquitar
exprimiert, wobei eine hohe Expressionsrate in Gehirn und Milz gefunden wurde
(LOHSE et al., 1990; ATTRAMADAL et al., 1992). Zusatzlich wird postuliert, dal
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R-Arrestine als Gerustproteine fiir mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAP-Kinasen)
wirken (PIERCE und LEFKOWITZ, 2001; MILLER und LEFKOWITZ, 2001). Die
MAP-Kinasen gehdren zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen, die in der Transduktion
extrazelluldrer Signale wie Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Zellteilung und
Apoptose involviert sind. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dal 3-Arrestin-2 an
die c-Jun aminoterminalen Kinasen JNK3 und ASK1 bindet (McDONALD et al.,
2000).

1.2.3 Internalisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Die Bindung von [-Arrestin an einen stimulierten GPCR flhrt zu dessen
Internalisierung ber Clathrin-bedeckte Vesikel. In nicht stimulierten Zellen rekrutiert
AP-2 Clathrin-Molekiile an die Plasmamembran und initiiert die Ausbildung eines
Clathrin-Gitters, wodurch eine flache, Clathrin-bedeckte Grube entsteht. Nach der
Stimulation eines GPCRs leitet B-Arrestin diesen durch die Bindung an Clathrin und
AP-2 in die vorgeformten Clathrin-Gruben (Abb. 3), die sich durch Bindung zahlreicher
anderer endozytotischer Proteine wie Amphiphysin, Dynamin und Synaptojanin in die
Zelle einstilpen und sich schlieflich von der Plasmamembran abschniren
(McPHERSON et al., 2001). Im weiteren Verlauf der Internalisierung lassen sich
GPCRs in zwei unterschiedliche Klassen einteilen. Klasse A-Rezeptoren, zu denen
beispielsweise die [(2-adrenergen, p-opiod-, Endothel-A- und Dopamin DI1A-
Rezeptoren gehdren, binden R-Arrestin-2 mit hoherer Affinitat als R-Arrestin-1, wobei
diese Bindung von transienter Natur ist. Die Rezeptoren internalisieren zusammen mit
R-Arrestin in die Clathrin-Vesikel, dissoziieren dann aber sofort von diesen. In sauren,
endozytotischen Vesikeln kommt es zur Dephosphorylierung der Rezeptoren durch
Protein-Phosphatasen (KRUEGER et al., 1997), und danach werden die Rezeptoren
relativ schnell wieder an die Zelloberflache transportiert. Klasse B-Rezeptoren, wie zum
Beispiel der Angiotensin 1A-, Vasopressin 2- und Neurokinin NK-1-Rezeptor, binden
R-Arrestin-1 und -2 mit gleicher Affinitat und internalisieren zusammen mit diesen zu
den Endosomen (Abb. 3). Von dort werden sie zum Teil erst mehrere Stunden spéter
wieder an die Zelloberflache transportiert (LUTTRELL und LEFKOWITZ, 2002;
PERRY und LEFKOWITZ, 2002). Es wurde postuliert, daf} die Ubiquitinierung des

R-Arrestins nach der Rezeptor-Bindung verantwortlich fur die Stabilitat der B-Arrestin-
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Rezeptorkomplexe ist und damit bestimmt, welcher Klasse ein Rezeptor in Bezug auf
sein Rezirkulierungsverhalten angehért (SHENOY und LEFKOWITZ, 2003).

Neben der Clathrin-abhdngigen Internalisierung werden einige GPCRs uber Clathrin-
unabhéngige Mechanismen internalisiert, die Uber Caveolae vermittelt werden.
Caveolae sind 50 — 80 nm grofRe Einstllpungen der Plasmamembran und zeichnen sich
durch eine Umhillung mit dem 21 kDA groRen, integralen Membranprotein Caveolin-1
aus. Weiterhin sind Caveolae abhéngig von Cholesterin und Sphingolipiden, die flr die
Stabilitat der Caveolae essenziell sind (PELKMANS und HELENIUS, 2002; HARRIS
et al., 2002). Uber die Regulation der Caveolae-Internalisierung von GPCRs ist weit
weniger bekannt als tber die Clathrin-abhangige Internalisierung. Es wird postuliert,
dal sich GPCRs in Caveolin-reichen Mikrodoménen anreichern und da3 das Caveolin
eventuell auch als Geristprotein fir verschiedene Signalkaskaden-Proteine fungiert
(OSTROM und INSEL, 2004).

Fur den R;-adrenergen Rezeptor wurde postuliert, dafl die Rezeptor-Phosphorylierung
den Internalisierungsweg des Rezeptors determiniert. Hier wurde gefunden, dal} die
PKC-vermittelte Phosphorylierung die Internalisierung (ber Caveolae induziert,
wahrend die Phosphorylierung durch GRKs die Clathrin-abhéngige Rezeptor-
internalisierung vermittelt (RAPACCIUOLO et al., 2003).

2. Chemokinrezeptoren

Chemokinrezeptoren gehdren zur Unterfamilie 1b innerhalb der GPCRs und bewirken
die zielgerichtete Migration von Leukozyten zu Entzindungsherden. Chemokin-
rezeptoren werden aktiviert von Chemotaxis induzierenden Zytokinen, die als
Chemokine bezeichnet werden, wobei die Wirkung der Chemokine nicht ausschlieBlich
auf die Migrationsinduktion beschrankt ist. Chemokine sind kleine Peptide mit einem
Molekulargewicht von 7 — 14 kDa, die eine hochkonservierte Region mit 4 Cysteinen
aufweisen, die durch Disulfidbriicken miteinander verknupft sind (BAGGIOLINI,
1998). Anhand der Anordnung der beiden aminoterminalen Cysteine werden
Chemokine im wesentlichen in zwei Untergruppen unterteilt (MURPHY et al., 2000).
Bei den CC-Chemokinen liegen die beiden Cysteine direkt nebeneinander, wahrend sie

in CXC-Chemokinen durch eine variable Aminosédure getrennt sind. Ausnahmen bilden
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das Lymphotactin, das nur zwei Cysteine besitzt, und ein Mucin-haltiges Chemokin, in
dem drei Aminosauren die ersten beiden Cysteine trennen. CC-Chemokinrezeptoren
(CCR) binden ausschliellich CC-Chemokine, CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR)
lediglich CXC-Chemokine. Dabei kann ein Rezeptor mehrere Chemokine binden und
ebenso bindet ein Chemokin in der Regel an mehrere Chemokinrezeptoren
(BAGGIOLINI, 1998). Neben der Kilassifizierung Uber ihre Struktur koénnen
Chemokine und Chemokinrezeptoren auch nach funktionellen Gesichtspunkten in
konstitutive und inflammatorische Chemokine eingeteilt werden. Dabei regulieren
konstitutive Chemokine die Leukozytenmigration unter physiologischen Bedingungen,
wahrend die Sekretion inflammatorischer Chemokine durch Entziindungsmediatoren
induziert wird.

Nach Stimulation von Chemokinrezeptoren durch ihren Agonisten kommt es innerhalb
von Sekunden zu einer Polymerisation und dem Abbau von Aktin innerhalb der Zellen,
wodurch Lamellipodien ausgebildet werden, die der Zelle die zielgerichtete Migration
ermoglichen. Weiterhin werden Integrine aktiviert, die die Adhésion der Zellen an
GefaBwénde und die Passage durch Membranen in Richtung von Entziindungsherden
ermoglichen. AuBerdem steigt der intrazelluldre Calciumionen-Spiegel, und es werden
bioaktive Lipide und Sauerstoffradikale gebildet. Je nach Zelltyp kommt es bei
Neutrophilen und Monozyten zur Ausschuttung von Proteasen, von Histamin bei

Basophilen oder von cytotoxischen Proteinen bei Eosinophilen (BAGGIOLINI, 1998).

3. Der CC-Chemokinrezeptor 5 (CCR5)
Der CC-Chemokinrezeptor 5 (CCR5) wird auf Monozyten, Makrophagen, ruhenden T-

Lymphozyten und unreifen dendritischen Zellen exprimiert. Gegenstand intensiver
Forschungsbemiihungen ist CCR5 unter anderem deshalb geworden, weil er nicht nur
die Migration von Zellen induziert, sondern weil er neben CD4 den essentiellen
Corezeptor fur die zelluldre Infektion mit M-tropischen (R5) Stammen von HIV-1
darstellt (CHOE et al., 1996). Es konnte gezeigt werden, dal} HIV-1 fiir den Eintritt in
die Zielzelle mit seinem Glykoprotein gpl120 sowohl an CD4 als auch an den
N-Terminus von CCR5 bindet, wobei der Virus-Eintritt in die Zelle unabhéngig von
CCR5-induzierter G-Protein-Kopplung oder Calcium-Freisetzung ist (FARZAN et al.,
1997; FARZAN et al., 1999). Individuen, die homozygot fir ein CCR5-A32-Defektallel
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sind, exprimieren einen trunkierten Rezeptor, der nicht an der Zelloberflache exprimiert
wird. Diese Merkmalstréger sind fast vollstandig vor einer HIV-1-Infektion geschiitzt,
da der M-tropische Stamm vorwiegend fiir die Ubertragung des Virus verantwortlich ist
(LIU et al., 1996; SAMSON et al., 1996; BENKIRANE et al., 1997; KINTER et al.,
2000). Das Fehlen von pathophysiologischen Auswirkungen in Individuen, die keinen
funktionellen CCR5 exprimieren, macht CCR5 zu einem wichtigen Ansatzpunkt in der
Entwicklung antiviraler Pharmazeutika (NANSEN et al., 2002).

Die wichtigsten physiologischen Liganden von CCR5 sind die CC-Chemokine
RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3), MIP-18 (CCL4), MCP-2 (CCL8) und HCC-1
(CCL14) (RAPORT et al., 1996). Es wird postuliert, dall Chemokine in zwei Schritten
an CCR5 binden. Zunéchst interagiert der Kern des Chemokins mit extrazellularen
Doménen des CCR5, wobei die zweite extrazellulare Schleife des CCR5 die
Ligandspezifitdt determiniert. Anschlielend bindet der Chemokin-N-Terminus an
Aminosauren der Transmembranregion des CCR5 und triggert so die
Rezeptoraktivierung (CLARK-LEWIS et al., 1995; SAMSON et al., 1997). Es konnte
auch gezeigt werden, dafl die Chemokine RANTES und MIP-1a unterschiedliche
extrazellulare Aminosaurereste von CCR5 binden (BLANPAIN et al., 2003).

Die Aminosauresequenz und der Aufbau von CCR5 sind in der Abbildung 5 dargestellt.
Es konnte bisher noch fur keinen Chemokinrezeptor eine Kristallstruktur ermittelt
werden, so daB das gezeigte computergenerierte Modell in Anlehnung an die
Kristallstruktur von Rhodopsin durch Vergleich korrespondierender Bereiche erstellt
wurde. CCR5 besteht aus 352 Aminosduren und besitzt eine kalkulierte molekulare
Masse von 40,6 kDa (SAMSON et al., 1996; RAPORT et al., 1996). Die
posttranslationale Modifizierung des CCR5-Aminoterminus durch O-Glykosylierung
und Tyrosin-Sulfatierung ist essenziell fir die hoch affine Ligand-Bindung (FARZAN
et al., 1999). Zugleich ist sie verantwortlich fir die breite Rezeptorbande nach
Auftrennung Uber SDS-PAGE. Die zwischen den Cysteinen der ersten und zweiten
extrazellularen Schleife gebildete Disulfidbriicke ist in der GPCR-Familie hoch
konserviert. Zusétzlich bilden Chemokinrezeptoren wie CCR5 noch eine zweite
Disulfidbriicke zwischen Cysteinen des Aminoterminus und der dritten extrazelluldren
Schleife aus. C-terminal wird CCR5 an den Cysteinen 321, 323 und 324 palmitoyliert

und in der Zellmembran verankert, wodurch eine vierte intrazellulare Schleife gebildet
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wird. Es konnte gezeigt werden, dal? die Palmitoylierung des Rezeptors wichtig flr die
Phosphorylierung und Internalisierung des Rezeptors ist, und daB ein trunkierter CCR5
ohne die Cysteine in seiner Zelloberflachenexpression eingeschrankt ist (KRAFT et al.,

2001; VENKATESAN et al., 2001).
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Abb. 5: Schematischer Aufbau und Aminosauresequenz von CCR5

Gezeigt ist die Aminosduresequenz im Einbuchstaben-Code und der schematische Aufbau von
CCRS5. Der Aminoterminus liegt extrazelluldr, der Transmembranbereich ist grau unterlegt. Flr
die Stabilitat und Funktion des CCR5 wichtige Aminosauren sind schwarz gekennzeichnet. Die
extrazelluldaren Verbindungen der Cysteine stellen Disulfidbriicken dar.

(Abb. modifiziert aus OPPERMANN, 2004)

Nach Stimulation mit seinen natirlichen Liganden wird CCR5 an vier im C-Terminus
gelegenen  Serinen  phosphoryliert.  Diese  Serine stellen die einzigen
Phosphorylierungsstellen dar, da weder eine Threonin-Phosphorylierung noch eine
Rezeptorphosphorylierung an den intrazelluldren Schleifen in einem C-terminal
trunkierten CCR5 gefunden wurde (OPPERMANN et al., 1999; OLBRICH et al., 1999;
KRAFT et al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dal eine CCR5-S/A-Mutante
mit Austausch aller vier C-terminalen Serine gegen Alanin einen Defekt in der
R-Arrestin-Bindung, in der Rezeptor-Internalisierung und der Desensibilisierung
aufweist (KRAFT et al., 2001). Die homologe Phosphorylierung des CCR5 wird primar
durch die Kinasen GRK2 und GRK3 vermittelt (OPPERMANN et al., 1999). Es
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konnten fir zwei der vier potentiellen Phosphorylierungsstellen monoklonale,
phosphospezifische Antikorper hergestellt werden, mit denen der Verlauf und die
Regulation der Phosphorylierung an diesen zwei Positionen dokumentiert werden kann.
Dabei zeigte sich, dal} Serin 337 ausschlieBlich durch PKC phosphoryliert wird, Serin
349 dagegen durch GRKs (POLLOK-KOPP et al., 2003).

4. Ziele dieser Arbeit

Aufgabe dieser Arbeit war zum einen die systematische Untersuchung der Bedeutung

der C-terminalen Phosphorylierungsstellen des CCR5 fur die R-Arrestin-Bindung,
Internalisierung und Desensibilisierung des Rezeptors. Dazu sollten verschiedene
CCR5-Mutanten, in denen die Serine in unterschiedlicher Anzahl und Position gegen
Alanin substituiert waren, stabil in RBL-2H3-Zellen exprimiert und die
Rezeptoreigenschaften charakterisiert werden. Weiterhin sollte die Bedeutung des
konservierten DRY-Motivs innerhalb der Rezeptors fur die R-Arrestin-Bindung an
CCR5 untersucht werden.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit sollte Uberpruft werden, ob CCR5 homo- und
heterodimere Strukturen bilden kann und inwieweit das Kklassische Modell der
Rezeptorregulation (Abb. 4) durch diese neuen Kenntnisse modifiziert werden muf.
Dazu sollten zwei CCR5-Mutanten mit Defekten in der Ligandbindung einerseits und
der C-terminalen Phosphorylierbarkeit andererseits zusammen auf einer Zellreihe
exprimiert werden. Es sollte gepruft werden, ob die Homodimerisierung beider
Rezeptoren bei gemeinsamer Expression auf einer Zelle den jeweiligen Defekt in Bezug
auf Rezeptorphosphorylierung, R-Arrestin-Bindung und Internalisierung komplemen-
tieren kann. Desweiteren sollte untersucht werden, ob CCR5 heterologe Rezeptordimere
mit zwei weiteren GPCRs (C5aR und AT1aR) bilden kann und ob die Hetero-
dimerisierung funktionelle Konsequenzen fir die Regulation von CCR5 aufweist.
Schlielich sollte die Bedeutung des Rezeptor-C-Terminus fur wichtige
Rezeptorfunktionen wie Phosphorylierung und 3-Arrestin-Bindung Uberpruft werden.
Dazu sollten Rezeptorchimaren hergestellt werden, in denen die C-Termini von CCR5
und C5a-Rezeptor ausgetauscht wurden, und es sollten die Rezeptoreigenschaften dieser

Chimaren untersucht werden.
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1. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien, Reagenzien, Kits

Chemikalien zur Herstellung von Ldsungen und Puffern wurden von den Firmen
MERCK (Darmstadt, D), DIFCO (Detroit, USA), ROCHE DIAGNOSTICS GmbH
(Mannheim, D), ROTH (Karlsruhe, D), SERVA (Heidelberg, D) und SIGMA
ALDRICH CHEMIE GmbH (Taufkirchen, D) bezogen.

Mediumbestandteile fur die Herstellung der Zellkulturmedien stammten von
BIOCHROM SEROMED (Berlin, D), GIBCO (Karlsruhe, D) und
ICN-BIOMEDICALS  (Irvine, USA). Fetales Kélberserum  wurde  bei
PAESEL & LOREI (Hanau, D) bezogen. Bestandteile fiir Bakterienmedien waren von
OTTO NORDWALL (Hamburg, D).

G418 Sulfat (Geneticin®) wurde von CALBIOCHEM-NOVABIOCHEM (Bad Soden,
D), Zeocin® von INVIVOGEN (San Diego, USA) und Ampicillin und Kanamycin von
SIGMA ALDRICH CHEMIE GmbH (Taufkirchen, D) bezogen.

Rekombinantes humanes C5a wurde im Labor aufgereinigt (LANGKABEL, 1999),
rekombinantes humanes RANTES wurde freundlicherweise von Frau Dr. A. E. I.
Proudfoot (SERONO Pharmaceutical Research Institut, Genf) bereitgestellt. PMA,
Angiotensin Il und Pertussis Toxin waren von CALBIOCHEM-NOVABIOCHEM (Bad
Soden, D).

Das ECL®-Western Blot-Kit RPN 2108, Hyperfilm™ ECL™ und PD-10 Sephadex
G-25M Séaulen stammten von AMERSHAM BIOSCIENCES (Braunschweig, D).
Entwickler und Fixierer zur Entwicklung der Hyperfilme waren von KODAK GBX
(Stuttgart, D), Protein G-Sepharose fast flow von PHARMACIA (Freiburg, D).

Als Léangenstandard fur die Auftrennung von Nukleinséduren im Agarose-Gel wurden
die 100 bp-Leiter der Firma ROTH (Karlsruhe, D) und der DNA-Marker A (Bst Ell
verdaut) der Firma BIOMOL (Hamburg, D) verwendet. Fur die Auftrennung von
Proteinen in der SDS-PAGE wurde der Prestained Protein Molecular Weight Marker
der Firma MBI FERMENTAS GmbH (St.-Leon-Rot, D) benutzt.
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol war von BIOMOL (Hamburg, D), synthetische
Peptide wurden bei JERINI AG (Berlin, D) hergestellt.
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Radioaktiv markiertes ?°I-C5a und '®I-RANTES wurden bei der Firma PERKIN
ELMER (Boston, USA), Bolton-Hunter-Reagenz und *P bei MP BIOMEDICAL Inc.
(Irvine, USA) bestellt. Die Immobilon-P-Transfer Membran Filtertyp PVDF,
Porengrofie 0,45 um war von MILLIPORE (Eschborn, D), die Szintillationsflissigkeit
Typ Roti-Szint Eco Plus von ROTH (Karlsruhe, D).

Zur Préparation von DNA wurden Kits der Firmen QIAGEN GmbH (Hilden, D) und
MACHEREY-NAGEL (Diren, D) verwendet. Zur gezielten Punktmutagenese von
DNA wurde das Quick-Change Il Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma
STRATAGENE (La Jolla, CA) verwendet.

1.2 Labormaterialien

Pipettenspitzen, Reaktionsgefale, Gewebekulturschalen (Mittel = 10 cm),
DurchfluBzytometrie-Réhrchen, 96-Loch-Gewebekulturplatten, Sterilfilter fur Medien
(PorengréfRe 0,2 um) und 50 ml Plastikréhrchen wurden bei SARSTEDT (Numbrecht,
D) bezogen. Gewebekulturschalen (GroR = 14 cm), 15 ml Plastikrohrchen und
27,0/60,0 mm Szintillatorréhrchen stammten von GREINER GmbH (Ndirtingen, D).
Gewebekulturschalen (klein = 4 cm), 6- und 24-Lochplatten fur Gewebekulturen und
Maxisorp-Mikrotiterplatten fir ELISA waren von NUNC GmbH (Wiesbaden, D),
weile OptiPlate Mikrotiterplatten fiir BRET-Experimente von PACKARD
BIOSCIENCES (Dreieich, D). Die Chemotaxiskammern und Kryokonservierungs-
rohrchen wurden von COSTAR (Cambrighte Massachusetts, USA) geliefert.

Der Potter Typ 810S CC und 5, 10 und 20 ml Einwegspritzen wurden bei BRAUN-
MELSUNGEN (Melsungen, D), 50 ml Einwegspritzen bei BECTON DICKINSON
(Heidelberg, D) bezogen. Sterile Zellschaber waren von COSTAR CORNING
(Badhoevendorp, Niederlande), Plastibrand® Einweg-Pasteurpipetten von BRAND
GmbH & Co KG (Wertheim, D).

Es wurden Pipetten von EPPENDORF (Hamburg, D) verwendet. Die elektrischen
Pipettierhilfen vom Typ Pipetboy accu wurden bei INTEGRA BIOSCIENCES GmbH
(Fernwald, D) bezogen, die Pipettierhilfe Typ accu-jet von BRAND GmbH & Co KG
(Wertheim, D).

Protran® Nitrozellulose Transfer Membran und Filter-Papier stammten von
SCHLEICHER & SCHULL (Dassel, D), Spectra/Por® CE Float-A-Lyzer
Dialyseschlduche von SPECTRUM LABORATORIES Inc. (Rancho Dominguez, CA).
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Deckgléser fir Mikroskopie (@ 12 mm) und Objekttrager (ca. 76 x 26 mm, geschnitten)
waren von SCHUTT Labortechnik (Géttingen, D), die Zellzahlkammer Typ Neubauer
Improved von KRANNICH GmbH (Gottingen, D). Klvetten, Typ Uvette 220-1600 nm
wurden bei EPPENDORF (Hamburg, D) bezogen, die 4 x 4 mm Quarzkivetten waren
von PERKIN ELMER (Boston, USA). Elektroporationskiivetten, Typ GenePulser
0,4 cm wurden von BIO-RAD (Hercules, CA) geliefert.

1.3 Geréte

Zentrifugationen von Eppendorf ReaktionsgefaRen bei Raumtemperatur wurden in einer
Eppendorf Tischzentrifuge 5415D von EPPENDORF (Hamburg, D), Zentrifugationen
bei 4°C in der EBA 21 von HETTICH (Tuttlingen, D) durchgefiihrt. Die Zentrifugation
von 15 ml und 50 ml Plastikréhrchen erfolgte in der Biofuge A von HERAEUS (Hanau,
D), in der Rotana/RP von HETTICH (Tuttlingen, D), der Sorvall RC-3B Refrigerated
Centrifuge von DUPONT (Bad Nauheim, D) oder der Kiihlzentrifuge Varifuge RF von
HERAEUS (Hanau, D). Die Zentrifugation von Sucrosegradienten erfolgte in der L8-70
Ultrazentrifuge von BECKMAN (Krefeld, D), die von Maxi-DNA-Aufreinigungen in
der Sorvall RC26 plus von DUPONT (Bad Nauheim, D).

Standardmé&lig wurden die Heizblécke Thermomixer 5436 von EPPENDORF
(Hamburg, D) und HLC KBT 100-1 von HAEP LABOR CONSULT (Bovenden, D),
der Vortex-Genie 2™ von BENDER & HOBEIN AG (Zurich, CH), Feinwaagen von
SARTORIUS (Gottingen, D) und das pH-Meter PHM 63 Digital und der
Leitfahigkeitsmesser CDM3 von RADIOMETER (Kopenhagen, DK) verwendet.

Zur Anzucht von Bakterien wurde der Brutschrank T6060 von HERAEUS (Hanau, D)
verwendet, zur Anzucht von Eukaryonten der Typ B5060 EC-CO, . Die Sterilbénke der
Typen Clean Air DLF BSS6 (Eukaryontische Zellkulturen) und BSS4 (Prokaryontische
Zellkulturen) waren von Med. Techn. Geréte J.H. SCHRADER (G6ttingen, D).
Elektroporationen wurden mit dem GenePulser und Capacitance Extender von
BIORAD (Hercules, USA) durchgefihrt. Die Beschallung von Zellen erfolgte mit dem
Ultraschall-Sonifikator Labsonic 1510 (90 Watt) von BRAUN-MELSUNGEN
(Melsungen, D). Es wurde das DurchfluBzytometer Coulter Epics XL von BECKMAN
COULTER (Krefeld, D) mit der Coulter Epics XL/XL-MCL System Il Software
verwendet.

Agarose-Gele wurden in der Agagel Maxi Elektrophorese-Kammer von BIOMETRA
(Gottingen, D) gefahren, SDS-Gele in der Elektrophorese-Kammer SE600 von
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HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS (San Francisco, USA). Der Proteintransfer
erfolgte im Elektroblot-Gerat Multiphor 1l von PHARMACIA LBK GmbH
(Freiburg, D).

Es wurden die Mikroskope Telaval 31 und IM 15 von ZEISS (Oberkochen, D) und das
Konfokal-Fluoreszenzmikroskop DM IRB von LEICA MICROSYSTEMS (Heidelberg,
D) verwendet.

Die Quantifizierung von DNA erfolgte im Biophotometer von EPPENDORF
(Hamburg, D), der Proteingehalt wurde im UV-Spektrometer Biochrom 4060 von
PHARMACIA (Freiburg, D) bestimmt. Die optische Dichte in Mikrotiterplatten wurde
im Thermo-max microplate reader von MOLECULAR DEVICES (Menlo Park, USA)
bestimmt, BRET Messungen erfolgten im Mithras LB 940 von der Firma BERTHOLD
(Bad Wildbad, D).

Fur PCR wurden der Mastercycler Gradient von EPPENDORF (Hamburg, D) und das
Gene Amp PCR-system 9600 von PERKIN ELMER (Boston, USA) verwendet. Das
Einengen von Proben erfolgte in der Savant Speedvac mit der Kuhlfalle RVT 400 von
SCHUTT (Géttingen, D).

Die Bestimmung radioaktiver Aktivitat erfolgte fiir *° im WinSpectral 1414 Liquid
Scintillation Counter von WALLAC (Turku, Finland) und fur 3P im Molecular Imager
FX von BIORAD (Hercules, USA).

1.4 Stamml6sungen und Standardpuffer

ABTS:

0,11g ABTS

0,694 NaH,PO,4 x 2 H,0O
0,89 ¢g Natriumacetat x 3 H,O

ad 100 ml dH,0, pH 4,2, aliquotieren und bei —20°C lagern

Fluo3-AM

12,5 ul Fluo3-AM (10 mg/ml in DMSO)

467,5 pl HBSS™, pH 7,2 — 7,4 jeweils neu einstellen
20 pl Pluronséure 2,5 %

mischen, 30 min im Ultraschallbad inkubieren, zu 35 ul aligoutieren, bei —20°C lagern,

lichtempfindlich
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Lysepuffer:

50 mM Tris

150 mM NaCl

5mM EDTA

0,05 % SDS

1% Triton X-100
10 mM NaF

10 mM NayHPO4

pH 8,0; jeweils frisch dazugeben: 1:500 PMSF (100 mM)

Mowiol

2449 Mowiol

6,09 Glycerol

6 ml dH,0

12 ml 0,2 M Tris-HCI, pH 8,5

Zunachst nur Mowiol und Glycerol fiir 1 h bei RT rihren, dH,O dazugeben und fur 2 h
rihren, Tris dazugeben und bei 50°C inkubieren. AnschlieRend fur 15 min bei 5000 x g
abzentrifugieren, aliquotieren und bei -20°C lagern. Gebrauchsaliquot mit

p-Phenylendiamin in einer Endkonzentration von 1 mg/ml versetzen.

PAGE-Puffer (2x)
0,125 mM Tris-HCI pH 6,8

0,1% Bromphenolblau

4 % SDS

20 % Glycerol

10 % 2-Mercaptoethanol, frisch dazugeben

PBS (einfach):

130 ml 0,5 M Na;HPO, x 12 H,0O
50 ml 0,5 M NaH,PO,4 x H,O
72 ¢ NaCl

ad 10 | dH,0, pH-Wert 7,2-7,4
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Protein-G-Sepharose

5 ml absetzen lassen, Ethanol abnehmen, Zugabe von

50 ml Lysepuffer
0,2 % BSA

10 % NaNs3
10xTBE:

216 ¢ Tris

9049 Borséure
16,64 ¢ EDTA

ad 2000 ml dH,0, pH 8,6

10xTBS:
24 ¢ Tris
80¢g NaCl

ad 1000 ml dH,0, pH 7,6

TBS-Tween:
100 ml 10 x TBS
1ml Tween 20

ad 1000 ml dH,0O

T1E
10 mM Tris/HCI
pH 8,0, autoklavieren

1.5 Bakterienstdamme

Zur Klonierung wurden die Escherichia coli Stimme TOP10 (F" mcrA A(mrr” hsdRMS
mcrBC) @80 lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®)
endAl nupG) und XL1-blue (recA endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F’

proAB lacl%ZAM 15 tn10 (Tet")]) verwendet.
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1.6 Medien fir Bakterien

LB-Medium (Luria-Bertani)

10g Trypton (1 %)

59  Hefeextrakt (0,5 %)

10g NaCl (1 %)

ad 1 Liter mit dH,O, pH-Wert auf pH 7 einstellen, anschlielend autoklavieren.

Fur das GieRBen von Agar-Platten wurden dem Medium 1,5 % Agar zugegeben.
Eventuell zuzusetzende Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren nach Abkuhlung
des Mediums auf etwa 60°C zugegeben.

Fur das Antibiotikum Zeomycin wurde LB-low salt mit 0,5 % NaCl verwendet, da ein

hoher Salzgehalt das Antibiotikum inhibiert.

SOB-Medium

59  Trypton (2 %)

1,25 g Hefeextrakt (0,5 %)

146 mg NaCl (10 mM)

47 mg KCI (2,5 mM)

508 mg MgCl; x 6H,0 (10 mM)

516 mg MgSO,4 x 7H,0 (10 mM)

ad 0,25 Liter mit dH,O, pH-Wert auf pH 7 einstellen, anschlielend autoklavieren.

1.7 Eukaryotische Zelllinien

Fur die stabile Expression der diversen Rezeptorkonstrukte wurde die Zelllinie RBL-
2H3 ausgewahlt. Bei den RBL-Zellen handelt es sich um Zellen einer basophilen
Rattenzelllinie, die eine gute Adhdarenz zeigen.

Fur die transiente Expression von Rezeptoren wurden HEK293-Zellen (ATCC-Nr.:
CRL-1573) verwendet, die aus einer humanen, embryonalen, adenoviral-transformierten
Niere isoliert wurden. lhr Erscheinungsbild entspricht dem einer Epithelzelle und sie
wachsen maRig adhé&rent.

Beide Zellen wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) (Maryland,
USA) bezogen.
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RBL-CCR5/C5aR WT 58.9
Stabil transfizierte RBL-2H3-Zellen, welche die Wildtypform des humanen Cba-

Rezeptors sowie den humanen Chemokinrezeptor CCR5 auf der Zelloberflache
exprimieren (KRAFT et al., 2001).

RBL-CCR5 WT 2.2

Stabil transfizierte RBL-2H3-Zellen, welche die Wildtypform des humanen
Chemokinrezeptors CCR5 auf der Zelloberflache exprimieren (OPPERMANN et al.,
1999).

RBL-C5aR
Stabil transfizierte RBL-2H3-Zellen, welche die Wildtypform des humanen Cb5a-
Rezeptors auf der Zelloberflache exprimieren (ROTHERMEL et al., 1997)

1.8 Medien fiir Zellkultur
80/20-Medium (RPMI-1640/199-Medium)
fur 5 Liter:

50 ml L-Glutamin

50 ml Antibiotische-antimykotische Ldsung

50 ml Natrium Pyruvat

50 ml nicht essentielle Aminosduren

41,6 g Instantmedium RPMI 1640

9,8 g Instantmedium Earle 199

10g NaHCO;

451 dH,O

Durch CO,-Begasung fur 1-2 min des fertig angesetzten Mediums pH-Wert von
6,8 - 7,0 einstellen, anschlieBend Sterilfiltrieren des Mediums.

80/20-10-Medium

Zum 80/20-Medium wurden 10 % (v/v) fotales Kalberserum gegeben, welches vorher

eine Stunde bei 56°C hitzeinaktiviert und fur 15 min bei 3000 rpm abzentrifugiert

wurde.
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DMEM (Dulbecco’s Maodifiziertes Eagle Medium)
50,6 g DMEM
10g NaHCO;

50 ml nicht essentielle Aminosauren

50 ml Antibiotische-antimykotische Lésung
50 ml Glutamin

50 ml Natrium Pyruvat

22,59 Glucose

ad 5L dH,0, pH 6,8

1.9 Enzyme

Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase und Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
wurden von MBI FERMENTAS GmbH (St.-Leon-Rot, D) bezogen. Accu Tag™ DNA-
Polymerase und Red Tag™ DNA-Polymerase waren von SIGMA-ALDRICH Chemie
GmbH (Deisenhofen, D), die Hot Star-Tag von QIAGEN (Hilden, D). RNase A wurde
von BOEHRINGER (Mannheim, D) verwendet.

Alle Enzyme wurden nach den Angaben des Herstellers verwendet.

RNase wurde in einer Konzentration von 10mg/ml in dH,O geldst. Zur Inaktivierung
von DNasen wurde die Losung 15 min im kochenden Wasserbad inkubiert, langsam auf
RT abgekihlt und bei —20°C gelagert.

1.10 Antikorper

Kommerzielle Antikdrper

F313

Ziege-Anti-Maus 1gG, FITC-konjugiert, DAKO (Hamburg, D)
R480

Ziege-Anti-Maus 1gG, PE-konjugiert, DAKO (Hamburg, D)

2259

Kaninchen-Anti-Maus 1gG, DAKO (Hamburg, D)

P260

Kaninchen-Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert, DAKO (Hamburg, D)
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R-Arrestin-Ak

Maus-Anti-3-Arrestin-1, BECTON DICKINSON (Transduction Laboratories)
(Heidelberg, D)

E3165

Anti-FLAG M2, SIGMA (Taufkirchen, D)

12CAS

Maus-Anti-HA 1gG2b Klon 12CA5, BABCO (San Francisco, USA)

H6533

Anti-HA, Peroxidase-konjugiert, Klon HA-7, SIGMA (Taufkirchen, D)

MC5

Maus-Anti-human-CCRS5, 1gG2a, freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Herrn
Dr. M. Mack

In der Abteilung hergestellte Antikérper:

T21/8-3

Maus-Anti-CCR5, 1gG2a, erkennt den Aminoterminus des humanen CCR5, (KRAFT et
al., 2001)

R22/7-6

Maus-Anti-CCR5, erkennt den Aminoterminus des humanen CCR5, (KRAFT et al.,
2001)

RC10

Maus-Anti-CCR5, erkennt das nicht phosphorylierte Serin 337 im C-Terminus des
humanen CCR5, (POLLOK-KOPP et al., 2003)

E11/19-10

Maus-Anti-CCR5, erkennt das durch GRK phosphorylierte Serin 349 im C-Terminus
des humanen CCR5, (POLLOK-KOPP et al., 2003)

V14/2-3

Maus-Anti-CCR5, erkennt das durch PKC phosphorylierte Serin 337 im C-Terminus
des humanen CCR5, (POLLOK-KOPP et al., 2003)

S5/1

Maus-Anti-C5aR, erkennt den Aminoterminus des humanen C5aR (OPPERMANN et
al. 1993)
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P12/1

Maus-Anti-C5aR, erkennt den Aminoterminus des humanen C5aR (OPPERMANN et
al. 1993)

32-G1

Maus-Anti-C5aR, erkennt das durch PKC phosphorylierte Serin 334 im C-Terminus des
humanen C5aR, (RETHORN, 2003)

21B1-8-32

Maus-Anti-3-Arrestin 1/2, (SGODDA, 2004)

1.11 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide sind in 5°-3'Richtung aufgefiihrt und wurden Uber IBA GmbH

(Gottingen, D) bezogen. Eventuell vorhandene Schnittstellen wurden unterstrichen,
eingefuhrte Markierungen wie HA-Tag oder sonstige mutagene Bereiche sind kursiv

dargestellt.

CCRS5 spezifische Oligonukleotide

CCR5-Xba-For (33mer)
5’-CGC GGG TCT AGA ACC ATG AAG ACC ATC ATC GCC-3’

CCR5-EcoRV-For (27mer)
5°-ACG GAT ATC ACC ATG GAT TAT CAA GTG-3’

CCR5-Hind3-EcoR5-For (38mer)
5-ACG AAG CTT GAT ATC ACC ATG GAT TAT CAAGTG TCA AG-3’

CCR5-Rluc-For (30mer)
5’-ACG AAG CTT ACC ATG GAT TAT CAA GTG TCA-3’

CCR5 -Rluc-Back (27mer)
5’-ACG GGA TCC CAA GCC CAC AGATATTTC-3’

CCR5S349A-Rluc-Back (27mer)
5’-ACG GGA TCC CAA GCC CAC AGC TATTTC-3

CKR5/490 (20mer)
S’-TCATCT TTA CCA GAT CTC AA-3’

CKR5 back (33mer)
5’-CGC GGG TCT AGA TCA CAA GCC CAC AGATATTTC-3

CCR5-Xba-EcoRV-back (36mer)
5-ACG TCT AGA GAT ATCTCACAAGCCCACAGATATTTC-3
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CCR5-ST/A-back (87mer)
5’-CGC GGG TCT AGA TCA CAA GCC CAC AGC TATTTCCTG CTC CCC AGC
GGC TCG GGC GTAAACTGC GGC TGC TCG CTC GGG AGCCTCTTG-3’

CCR5-d2-17-Bam-For (66mer)
5’-ACG GGA TCC ACC ATG TAC CCA TAC GAC GTC CCA GAC TAC GCC GAG
CCC TGC CAA AAA ATC AAT GTG-3’

CCR5-L36Arg-For (27mer)
5’-CTCCTG CCTCCG CGC TACTCACTG GTG-3

CCR5-L36Arg-back (27mer)
5’-CAC CAG TGA GTA GCG CGG AGG CAG GAG-3’

C5aR spezifische Oligonukleotide

C5aR-EcoR5-For (27mer)
5’-ACG GAT ATC ACC ATG AACTCC TTC GAT-3’

C5aR-Bam-For (30mer)
5’-ACG GGA TCC ACC ATG AAC TCC TTC GAT TAT-3’

C5aR-540 (21mer)
5-GTACTT TCC ACC AAA GGT GTT -3’

ChaR-Rluc-For (30mer)
5-ACG AAG CTT ACCATG AACTCC TTC AAT TAT-3’

C5aR-Rluc-Back (27mer)
5’-ACG GGA TCC CAC TGC CTG GGT CTT CTG-3’

C5aR-S/A-EcoV-Backl (75mer)
5’-ACG GAT ATC TTA CTC CCT AAC CAC GGC CTC TTC AGT CAACACGTT
CCG GAG GAG GGC GGG GAG GGC TTT CCG CAG-3’

C5aR-S/A-T/A-EcoR5-Back? (90mer)

5’-ACG GAT ATC CTACACTGC CTG GGT CTT CTG GGC CAT AGT GTC CAC
TGT GGC GCG CGT GAA TGC/A CTT GGC CTC CCT AAC CAC GGC CTC
TTC-3’

ChaR-S/A-EcoV-Back?2 (100mer)

5’-ACG GAT ATC CTA CAC TGC CTG GGC CTT CTG GGC CAT AGC GTC CAC
TGC GGC GCG CGC GAA TGC CTT GGC CTC CCT AAC CAC GGC CTC TTC
AGC CAA CAC G-3’

C5aR-ST/A-Rluc-back (27mer)
5’-ACG GGA TCC CACTGC CTG GGCCTT CTG-3’

C5aR-L41A-For (36mer)
5’-CCA GAC ATCCTG GCCCGC GTC ATCTTT GCAGTC GTC-3’
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ChaR L41A-Back (36mer)
5’-GAC GAC TGC AAA GAT GAC GCG GGC CAG GAT GTC TGG-3’

Oligonukleotide fur Rezeptor Chiméaren

CCR5-890-Fsel-For (28mer)
5’-ACG GGC CGG CCA GAA GTT CAG AAACTAC-3

CCR5-890-Fsel1-Back (28mer)
5’-ACG GGC CGG CCA AGG CAT AGA TGA TGG G-3°

CCR5 57bpCT-C5aR-Eco5-Back (100mer)

5’-ACG GAT ATC TCA CAA GCC CAC AGA TAT TTC CTG CTC CCC AGT GGA
TCG GGT GTA AAC TGA GCT TGC TCG CTC GGG AGC CTC TTC AGT CAA CAC
GTT CCG G-3’

C5aR 84bpCT-CCR5-Not1-Back (121mer)

5’-ACG GCG GCC GCC TAC ACT GCC TGG GTC TTC TGG GCC ATA GTG TCC
ACT GTG GAG CGC GTG AAT GAC TTG CTC TCC CTA ACC ACG GAC TCT TCA
GTC AAG GGA GCC TCT TGC TGG AAA ATA G-3’

C5aR 132bpCT-CCR5-Not-Back (168mer)

5"-ACG GCG GCC GCC TAC ACT GCC TGG GTC TTC TGG GCC ATA GTG TCC
ACT GTG GAG CGC GTG AAT GAC TTG CTC TCC CTA ACC ACG GAC TCT TCA
GTC AAC ACG TTC CGG AGG AGG CTG GGG AGG GAT TTC CGC AGT CGG
CCC TGC TGG AAA ATA GAA CAG CAT TTG CAG-3’

US28-890-Fse-For (26mer)
5’-ACG GGC CGG CCA GAA GTT TCG GCA AG-3’

US28-EcoR5-Back (26mer)
5’-ACG GAT ATC TTACGG TAT AATTTG TG-3’

Angiotensin spezifische Oligonukleotide

AT1-Hind3-For (27mer)
5’-ACG AAG CTT ACC ATG TAC CCA TAC GAC-3’

AT1-ohneStop-Bam-Back (26mer)
5’-ACG GGA TCC CTC CAC CTC AAA ACA AG-3’

AT1-560-For (15mer)
5’-CGG AAT TCG ACG CTC-3’

Sequenzier- und sonstige Oligonukleotide

pEF-Bos-sense (18mer)
5’-TCT CAA GCC TCA GAC AGT-3’
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pRIucN-570 For (20mer)
5’-GCA GAG CTG GTT TAG TGA AC-3’

GFP2N2-590-For (14mer)
5’-GCT AGC GCT ACC GG-3’

GFP2-BamH1-For (24mer)
5°-ACG GGA TCC GCC ACC ATG GTG AGC-3’

GFP2-Notl1-Back (29mer)
5’-CGT GCG GCC GCC TACTTGTAC AGC TCG TC-3’

GFP2-EcoRV-For (27mer)
5’-ACG GAT ATC GCC ACC ATG GTG AGC AAG-3’

Rluc-Notl-Back (29mer)
5’-ACG GCG GCCGCTTACTGC TCGTTCTTC AG-3’

Arr2-Notl-Back (29mer)
5’-ACG GCG GCC GCC TAG CAG AGTTGATCATC-3’

1.12 Vektoren

1.12.1 Allgemeine Expressionsvektoren

pEF1/Myc-HIS-A

Der Expressionsvektor pEF1/Myc-HIS-A der Firma INVITROGEN wurde zur stabilen

Expression fast aller neu synthetisierten Rezeptorkonstrukte genutzt. Als

Selektionsmarker diente Ampicillin in Prokaryoten und Geneticin in Eukaryoten.

R cotope | eutis [

5 E _—=—=_ . ==
PRI
| LXDOOQUUOZX0a

Pme |

Abb. 6: Plasmidkarte des Expressionsvektors pEF1-MycHIS-A
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Fir stabile Transfektionen in RBL-Zellen wurde der Vektor mit Pvul oder Scal, deren

Schnittstellen beide im Ampicillin-Resistenzgen liegen, linearisiert.

pEF-Bos

Der Expressionsvektor pEF-Bos setzt sich aus dem pUC119-Plasmidfragment und der
EF-Bos Expressionskassette zusammen. Das pUCL119-Fragment beinhaltet das
Ampicillin-Resistenzgen. Dieser Vektor kodiert fir kein eukaryotisches Resistenzgen,
so dall bei stabilen Transfektionen in RBL-Zellen ein resistenztragendes Plasmid
cotransfiziert werden muf3te. In diesem Vektor exprimierte Rezeptoren wurden mit Xbal

verdaut und ersetzten das 451 bp groRe Stuffer-DNA-Fragment im Vektor.

-100bp
missing

Sapl
Xbal(971)

BstX 1
Xba 1(1422)

PUC119

Apal 1 (3604)

Hind [ (2486)
Hind M (2493)

Abb. 7: Plasmidkarte des Expressionsvektors pEF-Bos

pHRAPr-1-neo
Das Plasmid pHRAPr-1-neo enthalt das Neomycin-Resistenzgen des Transposons Tn5

(GUNNING et al., 1987) und wurde bei der Herstellung der stabilen RBL-CCR5-

Ser/Ala-Zellreihen cotransfiziert.

1.12.2 BRET Vektoren
Alle BRET-Vektoren wurden von der Firma PERKIN ELMER bezogen und beinhalten

die an den menschlichen Codon-Gebrauch angepaliten Gene fir Renilla-luciferase und
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GFP?, wodurch ein erhdhter Expressionsgrad der Fusionsproteine in Mammalia-Zellen

erzielt wird.

pRIucN2
Im Vektor pRIucN2 wurde das Renilla-luciferase-Gen unter Beachtung des

Leserahmens an den C-Terminus verschiedener Rezeptoren, deren Stop-Codon deletiert
wurde, Kloniert. Dazu wurden die Rezeptoren N-terminal mit Hindlll und C-terminal
mit BamHI verdaut und in die multible Klonierungsstelle des Vektors eingefligt. Der
Vektor codiert flr eine prokaryotische Kanamycin-Resistenz und fir eine eukaryotische

Geneticin-Resistenz.

Pcmv

Riuc

pRluc-N2

4953 bp

SV40 pAa

SV40/Amp promoters

Abb. 8: Plasmidkarte des Vektors pRIUCN2

PGFP?N2

Pemv

TK pA GFP?

pGFP3N2
4326 bp

SV40 pA

1 ori

SV40/Amp promolers

Abb. 9: Plasmidkarte des Vektors pGFP?N2
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Im Vektor pGFP?N2 wurde das GFP%-Gen unter Beachtung des Leserahmens an den
C-Terminus verschiedener Rezeptoren, deren Stop-Codon deletiert wurde, kloniert.
Dazu wurden die Rezeptoren N-terminal mit Hindlll und C-terminal mit BamHI verdaut
und in die multible Klonierungsstelle des Vektors eingefiigt. Der Vektor codiert sowohl

in Prokaryoten als auch in Eukaryoten fur eine Zeocin-Resistenz.

pGFP?-Rluc(h)
Der Vektor pGFP%-RIuc(h) wurde als BRET-Positivkontrolle verwendet und tragt ein

direkt an die Renilla-luciferase gekoppeltes GFP’-Gen. Er codiert sowohl in

Prokaryoten als auch in Eukaryoten fir eine Zeocin-Resistenz.

1.13 Antibiotika

Ampicillin:

Ampicillin wirkt gegen die meisten Gram-negativen Bakterien, indem es die Bildung
der bakteriellen Mureinschichten unterbindet.

Kanamycin

Kanamycin ist ein prokaryotisches Zellgift, daR sich an die 30S-Untereinheit der
Ribosomen setzt und die Bindung der N-Formylmethionyl-t-RNA blockiert. AuRerdem
werden durch die Bindung des Aminoglykosids an die Ribosomen Fehler bei der
Translation ausgelost.

Zeomycin:

Es handelt sich um ein pro- und eukaryotisches Zellgift, welches durch Binden an die
DNA zu einer Degradation durch das zentrale Cu*-lon fiihrt.

G418 Sulfat (Geneticin®):

Es handelt sich um ein pro- und eukaryotisches Zellgift, welches die Protein-

Biosynthese zum Erliegen bringt, indem es an die 30S- bzw. 40S-Untereinheit bindet.
Durch die Expression der Aminoglycosid-3"-Phosphotransferase wird die Bindung an
die ribosomale Untereinheit verhindert und damit G418 unwirksam. Die
Aminoglycosid-3-Phosphotransferase hebt ebenfalls die Wirkung von Kanamycin und

Neomycin auf.
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Tab. 1: Antibiotika

Lagerungskonzentration | Arbeitskonzentration
Ampicillin 50 mg/ml in H,O 100 mg/I
Kanamycin 50 mg/ml in H,O 50 mg/I
Zeocin 100 mg/ml in H,O 25 mg/l
G418 200 mg/ml in HEPES 600 mg/I

Ampicillin, Kanamycin und Zeocin wurden in entsprechender Konzentration in sterilem
dH,O geldst. AnschlieBend wurden die Ldsungen durch einen 0,22 pm-Filter
sterilfiltriert, in 1-Milliliterportionen aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

G418 Sulfat wurde in 100 mM HEPES, pH 7,3 gel6st, durch einen 0,22 pum-Filter
sterilfiltriert, in 1,5-Milliliterportionen aliquotiert und bei -20°C eingefroren.

2. Methoden

2.1 Kultivierung und Manipulation von Mikroorganismen

2.1.1 Kultivierung von Escherichia coli

Die Zellen wurden in Luria-Bertani (LB) -Vollmedium bei 37°C kultiviert. Aus diesen
Medien gegossene Platten enthielten 1,5 % Agar.

Zur Selektion transformierter Zellen wurden dem Medium die entsprechenden

Antibiotika zugesetzt.

2.1.2 Praparation von chemisch kompetenten E. coli- Zellen

Zur Anzucht der Zellen wurde zunéchst eine Kolonie E. coli- Zellen in 15 ml LB
angeimpft und fiir 6-8 h bei 37°C angezogen. Aus dieser Vorkultur wurden dann durch
Uberimpfen von 5, 3 bzw. 1 ml Vorkultur 3 Hauptkulturen zu je 100 ml LB angeimpft,
die Uber Nacht bei 18-22°C mit 200 U/min bis zu einer ODggonm VOn 0,55 inkubiert
wurden.

Zum Ernten der Zellen wurde eine der 100 ml Kulturen fir 10 min auf Eis gekihlt und
bei 2500 x g fur 10 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Sediment wurde in 100 ml Inoue-
Puffer (10 mM PIPES, 15 mM CacCl, x 2H,0, 250 mM KCI, 55 mM MnCl, x 4H,0,
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pH 6,7) durch vorsichtiges Schwenken resuspendiert, fir 10 min auf Eis inkubiert und
erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden dann in 10 ml Inoue-Puffer aufgenommen
und vorsichtig mit 0,75 ml DMSO vermischt. Der Ansatz wurde erneut
10 min auf Eis inkubiert. Abschlielend wurden die Zellen in 0,2 ml Aliquots in
vorgekihlte E-cups aufgeteilt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.1.3 Transformation von chemisch kompetenten E. coli- Zellen

Bei -80°C eingefrorene, kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Je 100 pl der
Zellen wurden 1-5 pul DNA oder, bei einer vorangegangenen Ligation, dem gesamten
Ligationsansatz zugesetzt, und der Ansatz wurde fir 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 1 min bei 42°C hitzegeschockt und auf Eis
abgekihlt. Dem Ansatz wurden 800 pl SOC-Medium (SOB + 20 mM Glukose)
zugeflgt, und es erfolgte eine Inkubation fur 1 h bei 37°C. AbschlieRend wurden die

Zellen auf Selektionsmedium ausgestrichen.

2.2 Klonierungstechniken und Manipulation von Nukleinsauren

2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA (STET-Methode)

Die Zellen aus 1,5 ml einer Ubernacht-Kultur wurden durch Zentrifugation bei 13000
rpm fur 30 sec bei RT geerntet und in 400 ul STET-Puffer (8 % Saccharose, 0,5 %
Triton X-100, 50 mM EDTA, pH 8,0, 10 mM Tris, pH 8.0) resuspendiert. Die Proben

wurden fir 40 Sekunden in kochendem Wasser aufgeschlossen und die dadurch

entstandenen ZelltrGmmer nach 30 minutiger Zentrifugation bei 4°C mit Hilfe eines
sterilen Zahnstochers entfernt. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 50 pl
NaOAc (3 M, pH 4,8) und 500 ul Isopropanol gefallt und durch eine 10 minitige
Zentrifugation bei 4°C abzentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 50 ul TE-Puffer und 1ul RNase A (10 mg/ml)

aufgenommen. Die Plasmid-DNA wurde bei —20°C aufbewahrt.



Il. Material und Methoden 44

2.2.1.2 Mini-Praparation

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA, die fir transiente Transfektionen (siehe 2.3.5.3)
oder Sequenzierungsreaktionen eingesetzt werden sollte, wurde das Plasmid-
Aufreinigungs-Kit AX 20 der Firma MACHEREY-NAGEL (Duren, D) nach Angaben
des Herstellers verwendet.

2.2.1.3 Maxi-Préparation

Zur Aufreinigung grolRer Mengen an Plasmid-DNA wurde das Maxi-Plasmid-
Aufreinigungs-Kit AX 500 der Firma MACHEREY-NAGEL (Diren, D) nach Angaben

des Herstellers verwendet.

2.2.2 Phenol-Féallung von DNA

Zur Aufreinigung groBer Mengen an DNA nach Restriktion wurde diese einer
Phenolfallung unterworfen. Dazu wurde die DNA-L&sung mit gleichem Volumen
Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25/24/1) versetzt, vermischt und fir 15 sec
abzentrifugiert. Dann wurde die obere Phase in ein neues steriles E-cup tberfthrt und
die DNA nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaAcetat und 2-3 Volumen 96 %
eiskaltem Ethanol fir 30 min bei —20°C gefallt. Anschliefend wurde die DNA fur 5 min
bei 4°C abzentrifugiert, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und kurz getrocknet.

SchlieRlich wurde die DNA in TE-Puffer aufgenommen.

2.2.3 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung geldster DNA erfolgte tiber die Messung
der optischen Dichte der DNA-LGAsungen bei 260 nm und 280 nm. Die Wellenldnge von
260 nm entspricht dem Absorptionsmaximum der Nukleotide AMP und UMP, wobei
eine ODyg0 von 1 einer Konzentration von 50 pg/ul doppelstrangiger DNA entspricht.
Der Quotient aus OD,gp und ODyg ist ein Mal} fir die Reinheit der DNA-Ldsung. Er
sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen; ein geringerer Wert weist auf Verunreinigungen
durch Proteine hin.

StandardmaRig wurden 2 pl DNA Losung mit 98 pl Puffer verdinnt und die

Konzentration der L&sung gegen einen Leerwert aus reinem Puffer bestimmt.



Il. Material und Methoden 45

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (,,PCR*)
Polymerase-Kettenreaktionen wurden mit dem thermostabilen Enzym Tag-Polymerase

durchgefiihrt. Ublicherweise hatten die Ansétze folgende Zusammensetzung:

pl Polymerase

pl Polymerase-Puffer
pl Primer 1

pl Primer 2

il dNTPs

pl DNA-Template
40 pl H,0 bidest.

N N = T =2 B =

Die PCR-Zyklen wurden durch einen 3-mindtigen Denaturierungsschritt eingeleitet und
durch einen finalen Syntheseschritt von 5 min abgeschlossen. Ein Ublicher Zyklus
bestand aus: 0,5-1 min 94°C Denaturierung

0,5 -1 min 54°C Annealing

0,5-1min72°C Elongation ( etwa 1 min /1 kb AmplifikatgroRe).

Zur Synthese von modifizierter Rezeptor DNA wurde die Accu Tag™ DNA-
Polymerase verwendet. Diese besitzt eine Korrekturlese-Fahigkeit und zeichnet sich
durch eine geringe Fehlerrate der Amplifikate aus. Entsprechend den Herstellerangaben
wurde dem PCR-Ansatz zusatzlich 1 pl DMSO zugesetzt. Das Temperaturoptimum der
Accu-Taqg liegt bei 68°C und es wurden Ublicherweise 20 Amplifizierungszyklen
durchlaufen.

Zur Synthese von Amplifikaten, die nicht weiter verwendet wurden, wurde die Red
Taq™ DNA-Polymerase verwendet. Hier wurden tblicherweise 30 Zyklen durchlaufen.
Zur Amplifikation genomischer Templates wurde die Hot Star Taq verwendet. Hier

ging den Zyklen eine Aktivierung der Hot Star Taq fiir 5 min bei 95°C voraus.

2.2.5 Restriktion von DNA

Fur analytische Restriktionsreaktionen wurden ca. 10 ug DNA mit 1-2 Units Restrik-
tionsenzym in einem Volumen von 20 pl fir 2-3 h bei 37°C inkubiert. Fir die
Restriktion praparativer Mengen an DNA wurden entsprechend gréRere Volumina und
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Mengen Enzym eingesetzt. Reaktionspuffer wurden nach den Angaben des Herstellers

verwendet.

2.2.6 Dephosphorylierung von DNA

Zur Minimierung von Vektoreigenligation wurde die geschnittene Vektor-DNA
gelegentlich einer Dephosphorylierung durch CIAP (Calf Intestine Alcaline
Phosphatase) unterzogen. Dazu wurde der Restriktionsansatz entweder durch
Hitzeinaktivierung fir 15 min bei 65°C abgestoppt und dann nach Zugabe von 1 pl
CIAP fir 1 h bei 37°C inkubiert, oder die DNA wurde nach Restriktion zun&chst
aufgereinigt und anschliefend mit 1 pul CIAP und 1/10 Volumen CIAP-Puffer fir 1 h
bei 37°C inkubiert.

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten wurde die DNA-LOsung mit
0,1 Volumen DNA-Ladepuffer (20 % w/v Ficoll 400, 0,25 % w/v Bromphenolblau,
100 mM EDTA, 1 % w/v SDS pH 8,0) versetzt und ber ein horizontales 0,8 %iges
Agarosegel in TBE-Puffer in Gegenwart von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid
elektrophoretisch ~ aufgetrennt. DNA-Banden  wurden  mittels eines UV-

Transilluminators (254 nm) detektiert.

2.2.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose

Um DNA-Fragmente aus dem Agarosegel zu isolieren, wurde das QIAquick Gel
Extraktions Kit gemall der Gebrauchsanweisung des Herstellers verwendet. Hierbei
wurden zundchst die DNA-Fragmente aus dem Gel herausgeschnitten und gewogen. Es
wurden 3 Volumen des Puffers QX1 hinzugegeben und fir 10 min bei 50°C inkubiert.
Sobald sich das Gelfragment vollstdndig geltst hatte, wurde das Gemisch auf die
QIlAquick-Saule gegeben und abzentrifugiert. Um die an die Saule gebundene DNA zu
waschen, wurden 0,75 ml PE-Puffer hinzugegeben und erneut zentrifugiert. SchlieBlich
wurde die DNA mit 30 - 50 pl EB-Puffer eluiert.

2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten
Lineare DNA-Fragmente mit kohasiven oder glatten Enden wurden mit der T4-DNA-
Ligase von FERMENTAS ligiert.
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Dazu wurde die DNA in einem Reaktionsgemisch in einem Gesamtvolumen von 20 pl
mit 2 ul Ligationspuffer, 2 ul PEG 4000 und 5 Units T4-DNA-Ligase fir 2-3 h bei RT
ligiert. Die Konzentration an DNA betrug zwischen 1 und 10 pg/ml, das molare
Verhaltnis Vektor/Insert-DNA lag zwischen 1:2 und 1:14. Im Anschlul an die
Ligationsreaktion wurde der Ansatz fir 10 min bei 65°C abgestoppt und die DNA ohne

weitere Reinigung zur Transformation eingesetzt.

2.2.10 Sequenzierung von DNA
Zur Verifizierung mutagenisierter Rezeptor-DNA wurde diese bei der Firma SeqLab

(Gottingen, D) unter GC-Bedingungen sequenziert.

2.3 Kultivierung und Manipulation eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C bei einem
CO, Gehalt von 5 %. Alle verwendeten Zelllinien besitzen eine reguldre

Verdopplungszeit von etwa 24 h.

2.3.1 Kultivierung von RBL-Zellen

Die adhérent wachsene Zelllinie RBL-2H3 wurde in 80/20-10 (RPMI)-Medium
kultiviert. In dieser Arbeit verwendete stabil transfizierte Zelllinien wurden mit dem
Neomycin-Resistenzgen cotransfiziert, so dafl das Medium dieser Zellen zusatzlich mit
0,6 mg/ml G418 versetzt wurde.

Zum Abldsen der Zellen wurde das Medium abgesaugt und Trypsin/EDTA (0,025 %
Trypsin, 0,01 % EDTA in PBS) auf die Zellen gegeben. Nach kurzer Einwirkzeit
wurden die Zellen mit einem scharfen Pipettenstrahl abgel6st, in neues Medium

uberfuhrt und gegebenenfalls ausgezahlt.

2.3.2 Kultivierung von HEK-293-Zellen
Die maRig adharent wachsene Zelllinie HEK-293 wurde in DMEM-Medium kultiviert.
Das Ablosen der Zellen erfolgte mit frischnem Medium, da die Adharenz dieser Zellen

deutlich schwécher ausgepragt ist.
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2.3.3 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer. Dazu wurden 10 pl
der Zellsuspension zur Zellvitalitatsbestimmung mit gleichem Volumen Trypan-Blau
versetzt, welches tote Zellen blau anfarbt. AnschlieBend wurden 10 pl dieser
Suspension unter dem Phasenkontrastmikroskop ausgezéhlt.

2.3.4 Lagerung eukaryotischer Zellen

Zur Konservierung eukaryotischer Zellen wurden diese in flissigem Stickstoff gelagert.
Zum Einfrieren wurden die Zellen abgeldst, mit Einfriermedium (hitzeinaktiviertes FCS
+ 10 % DMSO) auf eine Zellzahl von 0,5 — 1 x 10" Zellen/ml eingestellt und in
vorgekuhlte Kryokonservierungsrohrchen tberfiihrt. Dann wurden die Zellen fiir 2 h bei
—20°C und fur weitere 24 h bei —80°C gelagert und anschlieend in den Stickstofftank
uberfihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen fir kurze Zeit im 37°C Wasserbad erwérmt, bis die
Zellsuspension fast vollstandig aufgetaut war, und dann in 10 ml Medium tberfuhrt, um
das zelltoxische DMSO auszudiinnen. Schlieflich wurden die Zellen fir 5 min bei
1000 rpm bei RT abzentrifugiert, das Pellet in warmem Medium resuspendiert und in

einer Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert.

2.3.5 Transfektion eukaryotischer Zellen

Die Transfektion ermdéglicht bei geeigneten Expressionsvektoren die Synthese von
Fremdgenen in eukaryotischen Zellen. Bei der stabilen Transfektion wird die
eingebrachte  DNA in das Wirtsgenom integriert und an die Tochterzellen
weitergegeben. Diese Methode birgt den Vorteil, dall mit gleichbleibener Expression
der Fremdproteine gut reproduzierbare Experimente durchgefiihrt werden kdnnen,
beinhaltet aber einen langwierigen SelektionsprozeR. Bei der transienten Transfektion
wird die Fremd-DNA nicht in das Genom integriert und damit auch nicht an
Tochterzellen weitergegeben. Diese Methode hat den Vorteil, dall man bereits zwei
Tage nach der Transfektion eine optimale Fremd-Proteinexpression beobachten kann.

2.3.5.1 Elektroporation von RBL-2H3 Zellen
Bei der Elektroporation werden die Zellen kurzen elektrischen Impulsen hoher

Spannung ausgesetzt, wodurch fur kurze Zeit nanometergrofle Poren in den

Plasmamembranen der Zielzellen entstehen, wodurch die zu transfizierende DNA in die
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Zellen gelangen kann (NEUMANN et al., 1982). Dort integriert sie an zufalliger Stelle
im Genom. Die Identifizierung und Isolierung der DNA-tragenden Zellen erfolgt durch

Cotransfektion des Resistenzgens fiir Neomycin.

Zur Transfektion von RBL-2H3 Zellen wurde die zu transfizierende DNA zuné&chst
linearisiert. Die Restriktion erfolgte idealerweise im Ampicillin-Gen des Vektors durch
Pvul oder Scal. Bei Verwendung des Vektors pEF-Bos, der selbst kein Neomycin-
Resistenzgen tragt, wurden der mit EcoRI verdaute Vektor pHRAPr-1-neo oder der mit
Scal linearisierte Vektor pEF1-MycHISA cotransfiziert. Der Restriktion schlof3 sich
jeweils eine Phenol-Féllung (siehe 2.2.2) der DNA an.

Die etwa 80 % konfluent gewachsenen RBL-2H3 Zellen wurden mit Trypsin/EDTA
abgeldst, in 80/20-10-Medium aufgenommen und gezahlt. Nach zweimaligem Waschen
mit PBS wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 4 x 10" Zellen/ml in PBS eingestellt
und auf Eis gelagert.

In eine auf Eis vorgekuhlte Elektroporationskiivette wurden 18 pg des linearisierten
Expressionsvektors und gegebenenfalls 3 pg des Neomycin-Hilfsvektors gegeben und
anschlieBend mit 250 pl Zellsuspension fur 10 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte
die Elektroporation bei 260 Volt und 960 pF bei RT. Die Zeitkonstante wurde notiert
und die Zellen erneut fir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in
10 ml vorgekihltes 80/20-10-Medium tberfihrt und fir 5 min bei 1000 rpm bei RT
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Medium resuspendiert, in 36 ml Medium
uberfuhrt und auf 3 sterile 24-Loch-Zellkulturplatten verteilt, die vorher jeweils mit
0,5 ml Medium pro Napf befillt wurden. Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt und
durch G418-haltiges 80/20-10-Medium ersetzt. Nach weiteren 5 Tagen wurde das
Medium erneuert, um Zelltrimmer zu entfernen. Nach weiteren 5 bis 10 Tagen konnten

dann einzelne Transfektanten isoliert werden.

2.3.5.2 Identifizierung und Subklonierung von Transfektanten

Pro stabiler Transfektion mittels Elektroporation wuchsen zwischen 10 und mehreren
hundert Einzelkolonien heran. Einzeln liegende Klone wurden mit einer Pipette in
einem Volumen von 20 pl aspiriert und in eine 96-Loch-Zellkulturplatte Gberfiihrt. Von
dort aus wurden die Zellen nach 1 bis 3 Tagen auf zwei 24-Loch N&pfe aufgeteilt. Von

einem der Népfe wurde mittels FACS-Analyse (siehe 2.4.1) die Rezeptorexpression
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uberprift. Von positiven Klonen wurde mit den Zellen des zweiten Napfes eine
Subklonierung durchgefuhrt, um die Reinheit des Klons sicherzustellen. Dazu wurden
die Zellen in drei Verdinnungen auf 260, 62 und 20 Zellen/ml eingestellt und in jeweils
eine halbe 96-Loch-Zellkulturplatte getropft, so dal sich statistisch in jedem Napf
7,2, 2,4 bzw. 0,8 Zellen befanden. Nach etwa 10 Tagen Anzucht wurden nun erneut
einzeln liegende Klone gepickt und im FACS analysiert. Falls notig schlossen sich
erneute Subklonierungen an. Mindestens zwei positive Klone pro Transfektion wurden

angezogen und in funktionellen Tests verglichen, um klonale Artefakte zu vermeiden.

2.3.5.3 Calcium-Phosphat-Transfektion von HEK-293 Zellen

Bei der Transfektion mittels der Calcium-Phosphat Methode wird die zu transfizierende

DNA mit Calcium und Phosphat komplexiert, auf die Zellen aufgebracht und dort
endozytiert. Die Transformationseffizienz wird durch Glycerinbehandlung der Zellen
erhoht.

Am Tag vor der Transfektion wurden die HEK-293 Zellen zu 25 % Konfluenz
ausplattiert. Die Transfektion erfolgte standardmé&Rig in 6-Loch Né&pfen, bei Bedarf
wurden mittlere oder groRe Schalen verwendet. Zu Beginn der Transfektion wurde das
Medium abgesaugt und durch 3 ml frisches, vorgewarmtes Medium ersetzt. Dann
wurden 3,3 pg ungeschnittene DNA in 166 pl 0,25 M CaCl, aufgenommen und
vermengt. Nun wurden jeder Probe tropfenweise 166 pl 2x HBS (2,8 ml 2 M NaCl,
2 ml 0,5 M HEPES pH 7,0, 30 ul 1 M Na,HPO,, ad 20 ml H,0, pH 7,1) zugesetzt, und
das Gemisch wurde sanft auf den Zellen verteilt.

Nach 24 Stunden Wachstum wurde der Glycerin-Schock durchgefiihrt. Dazu wurde das
Medium abgesaugt, und die Zellen wurden mit 300 pl vorgewéarmtem Glycerin (10 % in
PBS) bedeckt. Nach kurzem Schwenken wurde der Napf mit 3 ml Medium aufgefiillt,
erneut abgesaugt und wieder mit 3 ml Medium versetzt. Nach weiteren 24 h wurden die
transfizierten Zellen fir funktionelle Tests verwendet.

Bei Transfektionen in mittleren Schalen wurden 10 pug DNA in je 500 pl CaCl, und
HBS aufgenommen und der Mediumwechsel erfolgte mit 10 ml Medium und 900 pl

Glycerin, bei groRen Schalen wurden alle Mengen noch einmal verzweifacht.
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2.4 Funktionelle Untersuchungen transfizierter eukaryotischer Zellen

2.4.1 Durchflu3zytometrie im Fluoreszenz-aktivierten Zellsorter (FACS)

Die DurchfluRzytometrie Fluoreszenz-markierter Zellen ermdglicht die gleichzeitige
Erfassung von GrofRe (Vorwartsstreulicht), Granularitat (Seitwartsstreulicht) und
Expression des Fluoreszenz-markierten Antigens auf einzelnen Zellen. Die verwendete
Laser-Wellenldnge von 488 nm entspricht der Anregungswellenldnge sowohl von
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) mit einer Emissionswellenldange von 530 nm, als auch

der des Phycoerythrins (PE), das ein Emissionsmaximum bei 585 nm besitzt.

2.4.1.1 Markierung nicht permeabilisierter Zellen

Es wurden 2-10 x 10° Zellen in eine Rundboden-Mikrotiterplatte tberfihrt und fiir
1 min bei 1400 rpm bei RT abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 50 bis
100 pl Primé&rantikorper in einer Konzentration von 10 pg/ml in FACS-Puffer (1,5 %
FCS, 0,1 % NaNs3 in PBS) fir 1 h bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Platte zweimal
mit je 150 pl FACS-Puffer gewaschen, und die Zellen wurden mit je 100 pl
Fluoreszenz-markiertem, polyklonalem Anti-Maus Sekundéarantikfrper in einer
Verdinnung von 1:100 in FACS-Puffer versetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei
4°C im Dunkeln wurden die Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen, in 100 pl
FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-RoOhrchen Uberfuhrt. Nach Zugabe von
weiteren 300 pl FACS-Puffer pro Rohrchen erfolgte die Messung der Proben.

2.4.1.2 Markierung permeabilisierter Zellen

Zur Detektion intrazelluldarer Antigene wurden die Zellen mittels Saponin
permeabilisiert. Dazu wurde die Methode 2.4.1.1 leicht modifiziert. Die Zellen wurden
vor Zugabe der Antikorper in der Rundboden-Mikrotiterplatte mit 150 pl PBS-Saponin-
Gelatine (0,1 % Saponin, 0,2 % Gelatine in PBS) fir 15 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde die Platte abzentrifugiert und es erfolgte die Inkubation des
Primarantikorpers in PBS-Saponin (0,1 % Saponin in PBS). Nach zweimaligem
Waschen der Zellen mit PBS-Saponin-Gelatine wurde der Anti-Maus
Sekundarantikorper in PBS-Saponin verdunnt auf die Zellen gegeben. Nach der

30 minitigen Inkubation wurde die Platte einmal mit PBS-Saponin-Gelatine und direkt
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anschlieBend einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Schlielflich wurden die Zellen wie

oben in 100 pul FACS-Puffer aufgenommen.

2.4.2 Konfokale Lasermikroskopie

Die konfokale Lasermikroskopie nach Minsky (MINSKY, 1988) ermoglicht ein
hochauflésendes, schichtweises Darstellen von Zellen in verschiedenen rdumlichen
Tiefen. Die hohe Abbildungsqualitat wird dadurch erreicht, daf3 das Licht, welches von
dem vom Laser angeregten Untersuchungsobjekt ausgeht, mittels eines
Strahlteilerspiegels durch eine Lochblende geleitet wird, wodurch nur die Strahlung der
Brennebene auf den Detektor gelangt, wo die Lichtenergie in elektrische Signale
umgewandelt und verstarkt wird. Die auftretende Streustrahlung wird durch die

Lochblende effektiv abgeschirmt.

2.4.2.1 Markierung nicht permeabilisierter Zellen

Am Vortag der Markierung wurden die RBL-Zellen mit Trypsin abgel6st, gezéahlt und
mit Medium auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Dann wurden in die Napfe einer 24-Loch
Platte sterile Glasplattchen (1 cm Durchmesser), die zur besseren Anheftung vorher
kurz in steriles PBS getaucht wurden, gelegt. Auf diese wurde dann 1 ml Zellsuspension
pro Napf pipettiert.

Am Tag der Markierung wurden die Zellen bei Bedarf mit 500 pl Stimulus in Medium
stimuliert, auf Eis transferiert und mit 500 pl Formaldehyd (10 % in PBS) fixiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 10 min auf Eis inkubiert und zweimal mit je 1 ml
PBS gewaschen. Zur Blockade freier Bindungsstellen wurden die Zellen mit 500 pl
Quench-Losung (0,669 g NH4CI ad 250 ml PBS) fir 20-25 min auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde die Quench-Lésung abgesaugt und 300 pl Primarantikorper in
einer Konzentration von 10 pg/ml in PBS-BSA (0,2 % BSA in PBS) auf die Zellen
gegeben. Nach einer Inkubation fur eine Stunde auf Eis wurden die Zellen zweimal mit
je 1 ml PBS gewaschen. Danach wurden 300 ul Sekundarantikdper in PBS-BSA auf die
Zellen gegeben, und es wurde abgedunkelt erneut flr eine Stunde auf Eis inkubiert.
SchlieRlich wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Zum Eindeckeln wurden die
Glasplattchen mit einer umgebogenen Spritzenkaniile aus dem 24-Loch Napf gehebelt
und kurz bei RT getrocknet. Wahrenddessen wurden 8 pl Eindeckelmedium (10 %
p-Phenylendiamin (10 mg/ml in dH,O) in Mowiol) auf einen Objekttrager pipettiert,
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worauf das Glasplattchen mit den Zellen nach unten gerichtet aufgelegt wurde. Zum

Aushérten des Eindeckelmediums wurden die Proben tiber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

2.4.2.2 Markierung permeabilisierter Zellen

Zur Markierung von intrazelluldaren Antigenen wurden die Zellen mit Saponin
permeabilisiert. Dazu wurde das Protokoll wie unter 2.4.2.1 mit leichten Modifikationen
verwendet.

Nach dem Abséttigen freier Bindungsstellen mit Quench-Losung wurden die Zellen far
15 min auf Eis mit 500 pl PBS-Saponin-Gelatine (0,1 % Saponin, 0,2 % Gelatine in
PBS) inkubiert. Die sich anschlielenden Inkubationen mit Antikorper erfolgten anstelle
in PBS-BSA in PBS-Saponin (0,1 % Saponin in PBS) und die Waschschritte wurden
mit PBS-Saponin-Gelatine durchgefiihrt. Am Ende der Markierung wurden die Zellen
zundchst einmal mit PBS-Saponin-Gelatine und darauf ein weiteres mal mit PBS

gewaschen. Das Eindeckeln erfolgte wie unter 2.4.2.1.

2.4.2.3 Mikroskopische Analyse
Die Auswertung der markierten Zellen erfolgte mit dem Konfokalmikroskop Leica DM
IRB der Fima LEICA MICROSYSTEMS (Heidelberg, D) mit der Software TCS SP2.

FITC-markierte Zellen wurden mit einem Argon Laser mit einer Anregungswellenlédnge

von 488 nm bei einer Intensitat von 20 % visualisiert. Cy3-markierte Zellen wurden mit
einem Helium/Neon Laser bei 543 nm bei 65 % Intensitit angeregt. Die aufgenommene
Flache betrug pro Bild 512 x 512 Pixel und die Schichtdicke der aufgenommenen
Ebenen lag bei etwa 0,3 — 0,4 um.

2.4.3 ELISA (,,Sandwich-Verfahren)

Im ,,Sandwich-Verfahren* des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)
bestimmt man die Konzentration von Antigenen durch die Kombination zweier
monoklonaler Antikdrper, die gegen unterschiedliche Epitope des gleichen Antigens
gerichtet sind. Ein Antikorper wird dabei als Fangantikorper auf der ELISA-
Mikrotiterplatte immobilisiert und bindet das Antigen aus Zelllysaten. Der zweite
Antikorper wird in biotinylierter Form eingesetzt und kann dann mit Hilfe der

Streptavidin-Peroxidase-Reaktion quantifiziert werden.
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Am Vortag des Experiments wurden je 7 x 10° RBL-Zellen in kleine Schalen
ausplattiert. Weiterhin wurde eine Maxisorp Flachboden-Mikrotiterplatte mit 100 pl
Fangantikorper in einer Konzentration von 5 pg/ml in Coating Puffer (25 mM
Carbonpuffer (85 ml 0,2 M Na,COgs, 40 ml 0,2 M NaHCOj3, ad 500 ml dH,0), pH 10,6)
versetzt und Gber Nacht bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert.

Zu Beginn des Experiments wurde Lysepuffer frisch mit PMSF (1:500) versetzt. Nach
der Stimulation der Zellen im 37°C Wasserbad wurde der Stimulus abgesaugt, die
Zellen schnell auf Eis Gberfiihrt und mit 300-900 pl Lysepuffer versetzt. Nach 10 min
Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit einem scharfen Pipettenstrahl abgeldst und in
E-cups Uberfihrt. AnschlieBend wurden die Proben fir 10 min bei 4°C und 13000 rpm
abzentrifugiert. In dieser Zeit wurde die vorbeschichtete Mikrotiterplatte zweimal mit
PBS-Tween gewaschen. Anschlielend wurde je 100 ul Zelllysat in Doppelbestimmung
in die ausgeschlagene Mikrotiterplatte Gberfuhrt. Zur Quantifizierung wurde
gegebenenfalls ein BSA-phospho-C-terminus Standard mitgefuhrt. Die Proben wurden
fur 1 h in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert. Dann wurde die Platte dreimal mit
PBS-Tween gewaschen, und die Proben wurden mit 100 pl des biotinylierten
Nachweisantikorpers in einer Konzentration von 1 pg/ml in PBS-Tween fir eine Stunde
bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte dreimal mit
PBS-Tween gewaschen, und jedem Napf wurden 100 pl Strepavidin-Peroxidase 1:5000
in PBS-Tween zugefligt. Nach einer Inkubation fur 45 min bei RT im Dunkeln in einer
feuchten Kammer wurde die Platte erneut dreimal mit PBS-Tween gewaschen. Dann
wurde das Peroxidase-Substrat ABTS frisch 1:200 mit 3,5 % H,0, versetzt, und nach
Zugabe von je 100 pl pro Napf wurde der Farbumschlag des Substrats bei einer

OD405-490 nm gemessen.

2.4.4 N-Acetyl-R-D-Glucosaminidase-Freisetzung (NAGA-Test)

Im NAGA-Test wird die Freisetzung des Enzyms N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase nach
Stimulation transfizierter RBL-Zellen mit RANTES oder C5a gemessen. Die Menge
freigesetzten Enzyms korreliert dabei mit der Zeit, die der stimulierte Rezeptor zur
Desensibilisierung bendétigt. Die Quantifizierung der N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase
erfolgt Uber die Zugabe des Substrats 4-Nitrophenyl-N-R-D-Glucosamid, von dem bei
einem pH-Optimum von 4,5 p-Nitrophenol abgespalten wird. Die ionische Form des
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p-Nitrophenols geht oberhalb eines pH-Wertes von 7,5 in das gelb geféarbte

p-Nitrophenolat ber, das bei einer OD4os.650 nm quantifiziert werden kann.

Zunachst wurde das schwer losliche Substrat 4-Nitrophenyl-N--D-Glucosamid in
Natrium-Acetat Puffer (42,5 mM, pH 4)55) in einer Konzentration von 8 mM
eingewogen und bis zur Verwendung zur Ldsung geschttelt. Dann wurden die RBL-
Zellen abgeldst, gezahlt und es wurden pro Doppelbestimmung 4 x 10° Zellen fiir
10 min bei 1000 rpm bei RT abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml HAG-CM Puffer
(20 mM HEPES, 125 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaCl; x 2 H,0, 1 mM MgCl; x
6H,O, 0,5 mM Glucose, pH 7,4) mit 0,25 % BSA aufgenommen und mit 5 pl
Cytochalasin B (1 mg/ml in DMSQO) versetzt und fir 20 min bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde vom Stimulus eine 10fach konzentrierte
Reihenverdinnung in HAG-CM Puffer angefertigt, und es wurden je 10 pl Stimulus in
E-cups vorgelegt und auf 37°C vorgewdarmt. Zur Bestimmung der prozentualen
Glucosaminidase-Freisetzung wurde zusétzlich eine Triton-Kontrolle (1 % Triton
X-100 in HAG-CM Puffer) angesetzt. Anschlielend wurden die Reaktionsansdtze mit
90 pl Zellsuspension versetzt und fir 4 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde auf
Eis abgestoppt, und die Zellen wurden fur 5 min bei 6000 rpm bei 4°C abzentrifugiert.
Danach wurde von dem Uberstand des Tritonkontrollansatzes eine 1:2 Reihen-
verdiinnung angefertigt. SchlieRlich wurden je 25 pl Uberstand aller Proben in eine
Mikrotiterplatte Gberfuhrt und mit je 125 pl Substratldsung versetzt fur 2 Stunden bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Die Reaktion wurde danach mit 50 ul Glycin-Puffer
(0,4 M Glycin, pH 10,4) abgestoppt und die Extinktion des freigesetzten
p-Nitrophenolats bei einer OD von 405-650 nm im Plattenphotometer gemessen.

2.4.5 Fluoreszenzphotometrische Messung der Calciumionen-Freisetzung

Die Stimulation eines GPCRs aktiviert Uber die Ry-Einheit des G-Proteins die
membrangebundene Phospholipase C, welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG) spaltet (BERRIDGE,
1987). 1P; wiederum katalysiert die Freisetzung von Calciumionen aus intrazelluléren
Speichern (BERRIDGE und IRVINE, 1984), die eine um den Faktor 10° — 10* erhohte
Calcium-Konzentration im Vergleich zum Zytoplasma besitzen. Zur Detektion des
freigesetzten Calciums in vivo werden die Zellen vor der Stimulation mit dem Chelat-

bildenden Fluoreszenzfarbstoff FIuo3AM inkubiert, dessen hydrophobe Eigenschaft
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eine Passage der Zellmembran ermdglicht. Die Freisetzung der lonen nach

Rezeptorstimulation kann dann im Fluoreszenzspektrophotometer verfolgt werden.

RBL-Zellen wurden mit Trypsin/EDTA abgeldst und gezahlt. Dann wurden 5 x 10°
Zellen in ein 50 ml Rohrchen uberfihrt, dieses einmal mit Puffer A (148 mM NacCl,
4,96 mM KCI, 0,98 mM MgCl, x 6H20, 10 mM HEPES, 1 mM D-Glucose, pH 7,4)
aufgefillt und fir 8 min bei 1000 rpm bei RT abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
Puffer B (1 % BSA, 1,35 mM CaCl, in Puffer A, frisch ansetzen) aufgenommen und
mit 33 pl Fluo3AM versetzt. Dann erfolgte eine Inkubation der Zellen fiir 40 min bei
37°C im Dunkeln im Brutschrank, wahrenddessen die Zellen etwa alle 5 min
aufgeschittelt wurden. Danach wurden die Zellen einmal mit Puffer A gewaschen,
abzentrifugiert und in 1 ml Puffer A resuspendiert. Daraufhin wurde die Zellsuspension
zu 250 pl portioniert und abgedunkelt.

Die Messung der Calciumfreisetzung erfolgte im Fluoreszenzspektrophotometer bei
einer Anregungswellenldnge von 506 nm und einer Emissionswellenlange von 526 nm
(ELSNER et al., 1992). Dazu wurden 25 pl 10fach konzentrierter Stimulus in Puffer A
in die Quarzkivette vorgelegt und mit 250 pl Zellsuspension gemischt. Die
Calciumfreisetzung wurde dann fir 180 sec aufgezeichnet. Der Beladungserfolg der
Zellen mit Fluo3AM wurde mittels Zelllyse durch Zugabe von 25 pl Triton X-100 (1 %
in Puffer A) und anschlieBender Fluoreszenzmessung tberpraft.

Der Verlauf der intrazelluldaren Calciumfreisetzung ab 80 % des Maximums wurde an

-xIt

eine exponentielle Zerfallsfunktion angepalt (y =y0 + a e™"), wobei die Zeitkonstante
T mit der Fahigkeit des Rezeptors korreliert, ber verschieden lange Zeitrdume in einer

aktiven, nicht desensibilisierten Konformation vorzuliegen.

2.4.6 B-Arrestin-Translokation
Zum indirekten Nachweis von Arrestin-Rezeptor-Interaktion wird die Zellmembran von
stimulierten RBL-Zellen mit einem Sucrose-Gradienten aufgereinigt und im

Immunoblot auf die Translokation von R-Arrestin an die Zellmembran Gberpruft.

Die konfluent gewachsenen RBL-Zellen wurden in groRen Schalen mit je 8 ml Stimulus
in Medium bei 37°C im Wasserbad stimuliert, und die Reaktion wurde durch Absaugen
des Mediums und Transferieren der Schalen auf Eis abgestoppt. Dann wurden die

Zellen in 3 ml Lysepuffer mit einem Zellschaber aufgeschabt und in vorgekihlte 15 ml
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Réhrchen Gberfihrt. Anschlielend wurden die Zellen im Potter aufgeschlossen und
zusatzlich fur drei mal 5 sec beschallt. Danach wurde das Zelllysat in E-cups Uberfihrt
und fur 15 min bei 3000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Wahrenddessen wurde in 12 ml
Beckmann-Rdéhrchen ein Sucrose-Gradient von je 2,5 ml 50 %, 35 % und 20 % Glucose
in Membranpuffer (10 mM PIPES, 100 mM KCI, 3 mM NacCl, 3,5 mM MgCl,, pH 7,0)
geschichtet. Auf diesen wurde das Zelllysat geschichtet und fiir 2 h bei 35000 rpm bei
4°C im SW-40-Ti-Rotor ohne Bremse abzentrifugiert. Danach wurden von jeder Probe
je 30 pl Zytosol aus der obersten Fraktion und die Membranbande aus der Interphase
zwischen der 50 % und 35 % Glucosefraktion abgenommen. Die Membranschicht
wurde in 6 ml Beckmann Réhrchen berfihrt, mit 3 ml Membranpuffer versetzt und
erneut fiir 15 min bei 50000 rpm bei 4°C im SW-65 Rotor abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 30 pl Lysepuffer resuspendiert. Zu allen Zytosol- und Membranfraktionen
wurden dann 30 pl 2x PAGE gegeben, die Proben wurden fir 5 min aufgekocht, kurz
anzentrifugiert und schlieBlich wurden je 50 ul auf ein 10 %iges SDS-Gel aufgetragen.
Nach der Gelelektrophorese und dem Immunoblot (siehe 2.4.8) wurde die
Zellulosemembran fir 30 min mit 4 % Milchpulver in TBS-Tween bei RT blockiert und
mit dem Priméarantikorper anti-R-Arrestin 1 von DAKO oder dem in der Abteilung
hergestellten anti-B-Arrestinl/2 Antikorper 21B1-8-32 in 4 % Milchpulver-TBS-Tween
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Sekundarantikoper wurde P260 (Peroxidase-
konjugierter Kaninchen-anti-Maus Ak) verwendet. Dabei betrug das Molekulargewicht
von B-Arrestin-1 etwa 40 kDa und das des R-Arrestin-2 etwa 45 kDa.

2.4.7 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation dient der Isolation eines Proteins aus ganzen Zelllysaten mittels
spezifischer Antikorper. Desweiteren wird die Co-Immunprazipitation zum Nachweis
von Protein-Protein-Bindung eingesetzt, wobei eines der interagierenden Proteine aus
einem Zelllysat prazipitiert wird und das zweite Protein nach der Proteinauftrennung

unter reduzierenden Bedingungen im Immunoblot detektiert wird.

Die in mittleren Schalen konfluent gewachsenen RBL-Zellen wurden bei Bedarf mit
4 ml Stimulus in Medium bei 37°C im Wasserbad stimuliert, der Stimulus wurde
abgesaugt und die Schalen auf Eis tberfuhrt. Die Zellen wurden in 1 ml Lysepuffer mit
einem Zellschaber aufgeschabt und in E-cups Gberfiihrt. Dann wurden die Zellen fur

15 min bei 13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Vom Uberstand wurden je nach Probe
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5 — 1000 pl mit 100 pl Protein-G-Sepharose und 12 pg Antikorper versetzt und fiir 2 h
bei 4°C auf einem Uberkopfrihrer inkubiert. Dann wurden die Proben fiir 10 min bei
13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet wurde 3 bis 4 mal mit 1 ml Lysepuffer
gewaschen. Schlie3lich wurde das Pellet in 55 pl 1x PAGE aufgenommen, fir 20 min
bei 37°C inkubiert und auf ein 10 %iges SDS-Gel aufgetragen.

2.4.8 SDS-Gelelektrophorese

In der SDS-Gelelektrophorese werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Dazu werden sie mit SDS, einem negativ geladenen, amphipatischen
Detergenz, versetzt, das sich an die Proteine anlagert und deren bestehende Sekundar-
und Tertidrstruktur weitgehend auflést. Durch die Zugabe von R-Mercaptoethanol
werden auflerdem die Schwefeldisulfid-Briicken zwischen den Cysteinen gespalten.
Durch die negative Ladung des SDS wandern alle Proteine zur Anode, wobei die
Laufgeschwindigkeit der denaturierten Proteine umgekehrt proportional zu ihrem
Molekulargewicht ist. Die Auftrennung der Proteine erfolgt in einem zweigeteilten Gel.
Im oberen Teil, dem Sammelgel, erfolgt eine Konzentrierung sémtlicher Proteine an der
Grenze zum Trenngel, sodaR sich eine einheitliche Lauffront der Proteine bilden kann.
Im Trenngel erfolgt dann die eigentliche Auftrennung der Proteine.

Zunachst wurden zwei Glasplatten (16 x 18 cm) in die GielRvorrichtung eingespannt.
Dann wurde das Trenngel gemaR Tabelle 2 bereitet.

Tab. 2: Zusammensetzung der SDS-Gele

Komponenten Trenngel Sammelgel
Acryl-Bisacrylamid-Losung (58,4 g Acrylamid, 1,6 g 10 ml 1,33 ml
N,N-Methylen-Bisacrylamid, ad 200 ml dH,0)

Trenngelpuffer (1,5 M Tris, pH 8,8) 7,5 ml -
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris, pH 6,8) - 2,5 ml
10 % SDS 0,3ml 0,1 mi
Ammoniumpersulfat 5mg 2,5mg
dH,0 12 ml 6,1 ml
TEMED 20 ul 10 pl

Von der Trenngellosung wurden 14,5 ml zwischen die beiden Glasplatten pipettiert und
mit wassergesattigtem Butanol tberschichtet, um eine blasenfreie und glatte Trennlinie
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zwischen den beiden Gelen zu gewéhrleisten. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert
war, wurde das Butanol abgegossen und der Zwischenraum einmal mit dH,O gespuilt.
AnschlieBend wurde das Trenngel mit der Sammelgel-Losung gemaR Tabelle 2
uberschichtet. Zur Ausbildung der Taschen wurde ein Teflonkamm in das noch flussige
Sammelgel zwischen die Glasplatten gesteckt. Nach abgeschlossener Polymerisation
wurde der Kamm entfernt, die Taschen mit Wasser gespult und das Gel in die mit
Laufpuffer (0,025 M Tris pH 8,3, 0,192 M Glycin, 0,1 % SDS in dH,0) gefullte
Elektrophorese-Kammer gespannt.

Die aufzutragenden Proben wurden in 1x PAGE aufgenommen. Rezeptor-Proteine
wurden dann fur 20 min bei 37°C inkubiert, alle weiteren Proteine wurden fir 5 min
aufgekocht und anschlieBend mit einer 50 pl Hamiltonspritze aufgetragen. Als
Molekulargewichtsmarker diente der Prestained Protein Molecular Weight Marker der
Firma FERMENTAS. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Stromstérke von
100 mA fur ca. 1,5 Stunden in einer gekihlten Laufkammer. Das Gel wurde
entnommen, sobald die durch Bromphenolblau gefarbte Lauffront aus dem Gel

auszutreten begann.

2.4.9 Immunoblot

Der Immuno- oder Westernblot dient der Detektion immobilisierter Antigene mittels
monoklonaler Antikoper.

Zum ,,Blotten” des SDS-Gels wurden zwei Filterpapiere in semi-dry Blotpuffer (48 mM
Tris, 39 mM Glycin, 0,037 % SDS, 20 % Methanol) &aquilibriert und auf eine
Kathodengraphitplatte gelegt. Auf diese Filterpapiere wurde die gleich grolRe, ebenfalls
in Blotpuffer &quilibrierte Nitrozellulose-Membran gelegt. Das SDS-Gel mit den
aufgetrennten Proteinen wurde passend zurechtgeschnitten und auf die Membran
aufgelegt. Darauf wurden abschlieRend zwei weitere, aquilibrierte Filterpapiere gelegt
und eventuelle Luftblasen durch Abrollen mit einer 5 ml Glaspipette entfernt. Die
Anodengraphitplatte wurde aufgelegt, und die Proteine wurden in einem elektrischen
Feld mit einer Stromstérke von 0,8 mA/cm? Uber einen Zeitraum von 1,5 Stunden auf
die Nitrozellulose-Membran bertragen.

Nach dem Transfer wurde die Membran standardmaRig fur 30 min bei RT mit
Blockadepuffer (4 % Milchpulver in TBS-Tween) auf dem Schuttler inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Anschliellend erfolgte die Markierung des

nachzuweisenden Proteins mit einem spezifischen, monoklonalen Antikdrper. Dieser
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wurde standardméfig in Blockadepuffer verdinnt und Uber Nacht bei 4°C mit der
Membran inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran unter mehrmaligem
Pufferwechsel mit TBS-Tween fiir 30 min bei RT auf dem Schittler gewaschen. Dann
wurde der Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikorper in Blockadepuffer auf die
Membran gegeben, und es wurde fir 1,5 h bei RT auf dem Schittler inkubiert. Nach
vier sich anschliefenden Waschschritten wurde die Membran kurz mit Filterpapieren
getrocknet.

Der Nachweis der an die Membran fixierten Immunkomplexe erfolgte durch das
ECL®-Western-Blot-Kit der Firma AMERSHAM. Dazu wurden die beiden
Entwicklungslésungen im Verhéltnis 1:1 gemischt und fir 1 min bei RT auf die
Membran gegeben. AnschlieRend wurde die ECL-L6sung abgenommen und bei Bedarf
aufbewahrt (siehe 2.4.10). Die Membran wurde mit Filterpapier getrocknet und in der
Dunkelkammer mit einem Photofilm entwickelt. Dazu wurde der Photofilm je nach
Signalstarke fur 1 — 30 min auf der Membran exponiert und anschlie3end fur 90 sec im
Entwicklerbad entwickelt. Die Entwicklung wurde durch mehrmaliges Eintauchen des
Films in 5 % Essigsaure gestoppt und danach fir 1 min fixiert. Nach dem Waschen des
Films mit dH,O wurde dieser bei RT getrocknet.

2.4.10 Abldsen von Immunkomplexen von Zellulose-Membranen (,,Strippen*)

Um die Expression verschiedener Proteine in einer Probe miteinander vergleichen zu
konnen, wurden nach einem erfolgten Immunoblot die Antikdrper von der Membran
gewaschen, und diese wurde in einem zweiten Durchgang erneut mit Primar- und
Sekundarantikdrper inkubiert.

Dazu wurde die Membran zunéchst mit der aufbewahrten ECL-L6sung (siehe 2.4.9) fiir
30 min bei RT gebleicht und danach fir 10 min bei RT in TBS-Tween gewaschen. Zum
Ablosen der zuvor gebundenen Antikorper wurde die Membran zusammen mit 35 ml
1 x stripping-Puffer (62,5 mM Tris pH 6,8, 100 mM 2-Mercaptoethanol, 2 % SDS) in
einer Plastiktasche eingeschweil3t fir 30 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran fir 45 min unter mehrmaligem Pufferwechsel mit
TBS-Tween gewaschen. Danach erfolgte die zweite Markierung der Membran

beginnend mit dem Blockieren freier Bindungsstellen wie unter 2.4.9 beschrieben.
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2.4.11 Chemotaxis

Als Chemotaxis wird die gerichtete Wanderung von Chemokinrezeptor-exprimierenden
Zellen auf einen Stimulus hin bezeichnet.

Zunachst wurden pro Chemotaxiskammer 10 ml 80/20 Medium mit 1 % BSA auf 37°C
vorgewdrmt und entgast. AnschlieBend wurden die RBL-Zellen mit Trypsin/EDTA
abgeldst, fir 10 min bei 1000 rpm abzentrifugiert und mit dem BSA-haltigen Medium
auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Dann wurde der untere Teil der Chemotaxiskammer
mit 27,5 pl Stimulus in 80/20 + BSA befillt. Auf die Kammer wurde die
Chemotaxismembran mit einer PorengréRe von 8 um mit der glanzenden Seite nach
unten aufgelegt. AnschlieBend wurden die Gummilippe und der obere Teil der
Chemotaxiskammer aufgesetzt. Der obere Kammerteil wurde mit jeweils 50 pl
Zellsuspension gefullt. Es folgte eine Inkubation ftr 90 min im Brutschrank bei 37°C.
Nach der Inkubation wurde die Kammer auseinandergebaut und die Membran an der
dem Stimulus abgewendeten Seite dreimal in PBS gewaschen und an einer Gummilippe
abgestriffen. Nach dem Trocknen der Membran wurden die Zellen fir 1 min in
Methanol fixiert und erneut fir etwa 2 min getrocknet. Dann wurden die durch die
Membranporen gewanderten Zellen in einer Hamalaun-Farbelésung fur 2 min
angeférbt. Die Membran wurde anschlief3end kurz in einem Wasserbad geschwenkt und
dann getrocknet.

Zur Dekontamination wurden der obere und untere Teil der Chemotaxiskammer in einer
1 % TergAZym-LOsung bei 60°C fir 1 bis 3 Stunden inkubiert, und anschliel}end
wurden beide Teile zusammen mit der Gummilippe fur 1 bis 3 Stunden bei 60°C in
dH,0 inkubiert.

Zur Auswertung wurden repréasentative Membranen auf Objekttragern eingedeckelt, und
pro Napf wurden mindestens neun Blickfelder ausgezahlt.

2.4.12 Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer (BRET)

Die BRET-Methode basiert auf dem Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer von
einem Biolumineszenz erzeugenden Donor auf einen fluoreszierenden Akzeptor. Dieser
Energietransfer hat eine maximale Reichweite von etwa 10 bis 100 Angstrom und
ermoglicht so die Erfassung von Protein-Protein-Bindung in lebenden Zellen. Dazu
wird eines der Proteine an Renilla luciferase (Rluc), das andere Proteine an das grin
fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt, und beide Proteine werden transient in

HEK-293 Zellen exprimiert. In der hier angewandten BRET?-Technologie wird eine im
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Extinktionsmaximum modifizierte GFP>Variante verwendet, wodurch die Auflésung
zwischen Luciferase- und GFP%Signal auf 115 nm im Vergleich zu 45 nm der
klassischen BRET-Anwendung mit nicht modifiziertem GFP erhéht wird. Als Substrat
wird das Coelenterazin-Derivat DeepBlueC (PERKIN-ELMER) verwendet, das durch
Luciferase-Katalysierung Licht der Wellenldnge 390-400 nm emittiert. Befindet sich
das GFP? dessen Extinktionsmaximum an diese Wellenldnge adaptiert wurde, in
rdumlicher N&he der Luciferase, wird es aktiviert und emittiert seinerseits Licht der
Wellenldnge 510 nm. Die Effizienz des Energietransfers wird dargestellt als BRET?-
Signal und ergibt sich aus der Division der GFP2-Emission durch die Intensitat der
Donor-Emission. Zur Quantifizierung der reinen Luciferase-Aktivitat wurden die Zellen
zusatzlich mit Coelenterazin-h (MOLECULAR PROBES) stimuliert, das Licht der
Wellenlange 466 nm emittiert, welches auerhalb des Extinktionsmaximums von GFP?

liegt.

HEK 293 Zellen wurden zwei Tage vor jedem Experiment im 6-Loch Malstab transient
mit den verschiedenen Rezeptorkonstrukten transfiziert (siehe 2.3.5.3). Am Tag der
BRET-Messung wurde zundchst die Zelldichte der einzelnen Né&pfe mikroskopisch
uberprift. Die Zellen wurden mit 1 ml BRET-Puffer (0,1 g/l CaCl,, 0,1 g/l MgCl,, 1 g/l
D-Glucose in PBS) abgel6st, in E-cups Uberfihrt und fur 1 min bei 3000 rpm bei RT
abzentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit BRET-Puffer gewaschen und dann im
gleichen Puffer auf etwa 4 x 10° Zellen pro ml eingestellt. Von dieser Zellsuspension
wurden je 12,5 ul (etwa 50000 Zellen) in eine weil’e Mikrotiterplatte Uberfuhrt, und
jeder Napf wurde zusatzlich mit 25 pl BRET-Puffer versetzt. Von jedem
Transfektionsansatz wurden dann zwei BRET-Reaktionen und zwei Luciferase- und
Fluoreszenz-Quantifizierungen durchgefihrt.

Die BRET-Lumineszenzreaktion wurde gestartet durch Zugabe von 12,5 upl
DeepBlueC-Reagenz in einer Endkonzentration von 5 pM. Sofort danach wurde die
Lumineszenz und Fluoreszenz der Proben im Mithras von BERTHOLD bei folgenden
Einstellungen gemessen:

Lumineszenz: Emissionsfilter 410 / 80 nm, 1 sec

Fluoreszenz: Emissionsfilter 515 /30 nm, 1 sec

Der Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer ergab sich aus folgender Formel:
BRET = (GFP?/ Rluc) — Rf
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wobei Rf dem BRET-Quotienten in Zellen entspricht, die lediglich mit dem Luciferase-

gekoppelten Rezeptor transfiziert wurden.

Zur Quantifizierung der Fluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenldnge von
410 nm fur 1 sec die Fluoreszenz der Proben bei einem Emissionsfilter von 515 nm
bestimmt. Anschlieend wurde die gleiche Probe mit 12,5 pl Coelenterazin h versetzt,

und nach 5 min wurde die Lumineszenz fiir 0,5 sec ohne Filter gemessen.

2.5 Radioaktive Methoden

2.5.1 ¥P-Inkorporation

Die *2P-Inkorporation gibt AufschluR tiber die Phosphorylierung eines Proteins nach
Zellstimulation. Dabei werden die Zellen in Anwesenheit von radioaktiv markiertem
Phosphat stimuliert, aufgeschlossen und das zu untersuchende Protein wird mittels
Immunprazipitation aufgereinigt. Nach anschlieBender Gelelektrophorese und
Immunoblot wird die Phosphorylierung des Proteins mittels Autoradiographie
visualisiert.

Am Vortag des Experiments wurden 8 x 10°> RBL-Zellen pro Napf in eine 6-Loch Platte
plattiert. Zu Beginn des Experiments wurden die Zellen zunéchst mit 2 ml Phosphat-
freiem RPMI 1640 mit 0,2 % BSA gewaschen. Dann wurde jeder Napf mit 500 pl 3P in
einer Konzentration von 150 uCi/ml in Phosphat-freiem RPMI 1640 mit 0,2 % BSA
versetzt und flr 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Stimulation
der Zellen durch Zugabe von 50 ul 10fach konzentriertem Stimulus. Das Medium
wurde abgesaugt, und die Zellen wurden in 700 pl Lysepuffer aufgeschabt und in
E-cups uberfuhrt. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fir 30 min bei 13000 rpm
bei 4°C. Der Uberstand wurde mit 150 pl CL-Sepharose zur Praabsorption unspezifisch
bindender Proteine fiir 1 h bei 4°C auf einem Uberkopfriihrer inkubiert. Danach wurden
die Proben abzentrifugiert, und der Uberstand wurde mit 100 pl Protein-G-Sepharose
und 12 pg S5/1-Antikdrper fir 3 h bei 4°C inkubiert. Anschliefend wurden die Proben
fir 10 min bei 13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert, das Pellet wurde viermal mit
Lysepuffer gewaschen und schliefRlich in 55 pl 1x PAGE aufgenommen und fir 20 min
bei 37°C inkubiert. Es folgte eine SDS-Gelelektrophorese (siehe 2.4.8). Danach wurde
das Gel fir 4 h bei 80°C unter Vakuum getrocknet und fiir 2 Tage bei —70°C auf einem

Phosphoimager-Film exponiert.
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2.5.2 Phosphoaminosauren-Analyse mittels 2D-Gelelektrophorese

Die Phosphoaminoséuren-Analyse gibt Auskunft Uber den Phosphorylierungszustand
einzelner Aminosdurearten. In GPCRs dienen die Aminosduren Serin, Threonin und
Tyrosin nach einer Rezeptorstimulation als mégliche Phosphorylierungsstellen. Diese
werden in der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt (DUCLOS et al., 1991).

Am Vortag des Experiments wurden je 6,4 x 10° RBL-Zellen in groRe Schalen
ausplattiert und Uber Nacht angezogen. Am Tag darauf wurden die Schalen zunéchst
mit 12 ml Phosphat-freiem RPMI 1640 mit 0,2 % BSA gewaschen. Dann wurden die
Schalen mit 5 ml ¥P in einer Konzentration von 150 pCi/ml in Phosphat-freiem RPMI
1640 mit 0,2 % BSA flr 45 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden
die Zellen durch Zugabe von Cb5a in einer Endkonzentration von 50 nM flir 4 min
stimuliert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen wurden in je 2,5 ml
Lysepuffer mit einem Zellschaber aufgeschabt und in E-cups Uberfuhrt. Das Zelllysat
wurde fir 20 min bei 13000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Zum Entfernen unspezifisch
bindender Proteine wurde der Uberstand mit 100 pl CL-Sepharose versetzt und 30 min
bei 4°C rotiert. Danach wurden die Proben fir 10 min bei 13000 rpm bei 4°C
abzentrifugiert, und der Uberstand wurde mit 100 pl Protein-G-Sepharose und 8 g
S5/1-Antikorper fur 2 h bei 4°C rotiert. AnschlieBend wurden die Proben
abzentrifugiert, und es wurden 100 pl Uberstand abgenommen und zur spateren
radioaktiven Markierung der Immobilon-Membran bei 4°C verwahrt. Das Pellet wurde
viermal mit Lysepuffer gewaschen, gegebenenfalls vereint und jeder Ansatz wurde in
70 ul 1x PAGE aufgenommen. Die Proben wurden dann fir 20 min bei 37°C inkubiert
und auf ein 10 % SDS-Gel aufgetragen (siehe 2.4.8). Nach der Gelelektrophorese
wurden die Proben auf eine Immobilon-P-Membran transferiert. Dazu wurde die
Immobilon-Membran aufeinanderfolgend 15 sec in Methanol, 2 min in dH,O und
30 min in semi-dry Blotpuffer inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Transfer fir 90 min
bei 120 mA (siehe 2.4.9). Danach wurde die Membran dreimal fir je 2 min in 1 I dH,0
gewaschen. Nach dem Trocknen der Membran bei RT wurde diese zur Orientierung an
drei Ecken mit je 1 pl des radioaktiven Uberstandes markiert, in Folie eingeschlagen
und fir zwei Tage auf einem ECL-Film mit Verstarkerfolie exponiert. Mit Hilfe des
Autoradiogramms wurde die Position der Rezeptorbanden auf der Membran ermittelt
und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Membranfragmente wurden fiir 30 sec in
Methanol und 30 sec in dH,O gewaschen und anschlieBend mit 200 ml 6 N HCI fir 1 h

bei 110°C im Trockenschrank einer sauren Hydrolyse unterworfen. Danach wurden die
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Membranen fiir 5 min bei 13000 rpm bei RT abzentrifugiert und der Uberstand wurde
in ein neues E-cup uberfiihrt. Die Probe wurde in der Speedvac bei RT Uber Nacht
getrocknet, das Pellet wurde in 20 pl dH,O aufgenommen und erneut in der Speedvac
getrocknet. Danach wurde das Pellet in 3,5 ul Puffer 1 (7,8 % Essigséaure, 2,5 %
Ameisensédure, pH 1,9) und je 0,5 pl Phospho-D-Serin- , Phospho-D-Threonin- und
Phospho-D-Tyrosin-Aminosaurestandard (je 2 mg/ml in Puffer 1) aufgenommen und zu
je 0,5 ul auf den unteren Rand einer TLC-Dinnschichtchromatographieplatte appliziert.
Die TLC-Platte wurde auf die gekiihlte Elektrophoreseplatte aufgelegt und bis auf etwa
1 cm rund um die aufgetragenen Proben mit Puffer 1 befeuchtet. Dann wurde mit
einseitig beschichtetem Whatman-Papier die Verbindung zu den mit Puffer 1 gefullten
Pufferkammern hergestellt, und es erfolgte die erste Elektrophorese fiir 1 h bei
1600 Volt. Anschlieend wurde die TLC-Platte getrocknet, um 90° gedreht und der
zweiten Elektrophorese in Puffer 2 (5 % Essigsaure, 0,5 % Pyridine, pH 3,5) fur 50 min
bei 1100 Volt unterworfen. Nach dem Trocknen der TLC-Platte wurde diese mit
Ninhydrin bespriht und fir 15 min bei 80°C inkubiert. Die sichtbar werdenden
Positionen der einzelnen Phosphoaminosdurestandards wurden mit je 1 pl radioaktiven
Uberstand am Rand der TLC-Platte markiert, und die Platte wurde zur Detektion der
phosphorylierten Aminosauren der Proben einer Autoradiographie fir 3 Tage

unterworfen.

2.5.3 Markierung von Antikérpern mit **lod

2.5.3.1 lodierung des Antikorpers

Die lodierung von Antikdrpern erfolgte mit dem Bolton-Hunter-Reagenz von
MP BIOMEDICAL.

Zunachst wurden 200 - 300 pl Antikorper in einer Konzentration von 1 bis 1,5 mg/ml in
einem Float-a-lyzer Dialyseschlauch gegen 0,1 M Borat, pH 8,5 dialysiert. Es erfolgten
drei Pufferwechsel tber 3 h Dialyse bei 4°C. Wé&hrenddessen wurde eine PD-10 S&ule
mit 30 — 40 ml PBS + 0,25 % Gelatine + 0,02 % NaNj3 dquilibriert. Nach der Dialyse
wurde der Antikdrper mit gleicher molarer Masse Bolton-Hunter-Reagenz markiert.
Dabei wurde davon ausgegangen, dal 150 mg Antikorper etwa 1 pumol entsprechen, die
spezifische Aktivitat des Bolton-Hunter-Reagenzes war gegeben. Das errechnete
Volumen Bolton-Hunter-Reagenz wurde in ein Schraubdeckel-E-cup Uberfuhrt und
unter Stickstoffbegasung fiir 15-20 min getrocknet. Aufgrund der leichten Flichtigkeit
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von '*lod wurde das E-cup dabei mit einem Aktivkohlefilter verschlossen.
AnschlieRend wurde eine dquimolare Menge Antikorper in das E-cup gegeben, dieses
verschlossen und tber 20 min alle 2 min sanft gemischt. Die Reaktion wurde abgestoppt
durch Zugabe von 250 pl Stop-Lésung (0,2 M Glycin, 0,1 % Xylencyanol in 0,1 M
Borat, pH 8,5), und es wurde erneut tiber 10 min alle 2 min bei RT sanft gemischt. Dann
wurde die Losung auf die &quilibrierte PD-10-Sdule gegeben. Die Elution erfolgte in
500 pl Fraktionen durch Zugabe von PBS + 0,25 % Gelatine + 0,02 % NaN3, wobei die
einzelnen Fraktionen in Schraubdeckel-E-cups aufgefangen wurden. Die Aktivitat der
einzelnen Proben wurden mit dem Handscanner erfa3t und die zwei bis drei Fraktionen
mit der hochsten Aktivitat wurden vereint. Dann wurde 1 pl dieser Probe mit 3 ml
Szintillationsflissigkeit versetzt und die Aktivitat fir 60 sec im Wallac Counter
gemessen. Der Antikorper wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C aufbewabhrt.

2.5.3.2 Bestimmung der Effizienz der lodierung

Um eine geeignete Antikdrpermenge fiir die folgenden Internalisierungsexperimente zu
bestimmen, wurde zum einen die Antikdrperkonzentration nach der lodierung mittels
ELISA Uberprift, und zum anderen wurde die Stérke der spezifischen Aktivitat und die
Hintergrundstrahlung der Antikorper ausgetestet.

Zur Bestimmung der Antikorperkonzentration im ELISA (siehe 2.4.3) wurde die
Mikrotiterplatte Gber Nacht mit Z259 (Kaninchen-Anti-Maus-Antikorper) gecoatet.
Vom iodierten Antikérper wurde eine 1:2 Reihenverdiinnung von 1:40 bis 1:10240
angefertigt, vom nicht iodierten Antikorper eine 1:2 Reihenverdinnung ab 500 ng/ml.
Als Standard diente der Maus-lgGl-Antikérper MOPC21 (SIGMA) ab einer
Konzentration von 500 ng/ml. Pro Napf wurden jeweils 100 pl verdinnter Antikorper
verwendet. Als Sekundarantikorper diente P260 (Peroxidase-konjugierter Kaninchen-
anti-Maus-Antikorper) in einer Verdlinnung von 1:1000, als Substrat wurde ABTS
verwendet. Die Auswertung des Farbumschlags erfolgte per Augenmal3.

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat und der Hintergrundstrahlung des iodierten
Antikorpers wurden verkirzte Internalisierungsexperimente (siehe 2.5.4) ohne
vorherige Stimulation der Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden in einer 24-Loch Platte in
die Halfte der Napfe RBL-2H3 Zellen plattiert, in die andere Halfte Zellen, die den
spezifischen Rezeptor, gegen den der iodierte Antikorper gerichtet war, exprimierten.

Vom iodierten Antikdrper wurde dann eine 1:2 Reihenverdinnung von 1:20 bis 1:640
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angefertigt und die plattierten Zellen wurden in Doppelbestimmung mit den einzelnen
Antikdrperverdinnungen inkubiert und wie unter 2.5.4 beschrieben dreimal mit BM
gewaschen. Nach der Aktivitatsbestimmung im Wallac Counter wurde eine ausreichend
hohe Aktivitat gewahlt, bei der die unspezifische Bindung des Antikorpers auf
RBL-2H3-Zellen aber maximal 10 % der Gesamtaktivitat ausmachte.

Zusétzlich wurde ein weiteres Kontrollexperiment mit unstimulierten, rezeptortragenden
Zellen durchgefuhrt, bei dem analog zu 25.4 die Abwaschbarkeit des
oberflachengebundenen Antikdrpers bei pH 2,3 Gberpruft wurde.

2.5.4 Nachweis der Rezeptor-Internalisierung mit **I-markierten Antikérpern
Zur Bestimmung der Rezeptorinternalisierung nach homologer oder heterologer
Stimulation wird die Expression des Rezeptors nach Stimulation durch Inkubation mit
dem radioaktiv markierten Antikérper ermittelt. Dazu werden die Zellen zunéchst fur
unterschiedliche Zeitpunkte stimuliert, der Stimulus unter saurem pH-Bedingungen
entfernt und die Zellen dann auf Eis mit radioaktivem Antikorper inkubiert.

Von jeder Zelllinie wurden je 6 Napfe von 6 24-Loch Platten bis zu 80 % Konfluenz
angezogen. Alle Napfe wurden zundchst mit 1 ml BM (10 % 10x RPMI-1640 ohne
Bicarbonat, 1 % 1 mM HEPES, pH 7,0, 0,2 % BSA, pH 7,3 — 7,4) gewaschen. Die
Hélfte der Napfe wurden dann mit 250 pl Stimulus in BM bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Danach wurden die Platten auf Eis transferiert und zweimal fir je 3 min mit
EM (10 % 10x RPMI-1640 ohne Bicarbonat, 1 % 1 M MES, 0,2 % BSA, pH 2,3) und
zweimal fir 3 min mit BM gewaschen. AnschlieBend wurden die Platten mit 200 pl
125|_markiertem Antikorper in geeigneter Konzentration (siehe 2.5.3.2) in BM fir
90 min auf Eis auf einer Wippe inkubiert. Danach wurde ungebundener Antikorper
durch dreimaliges Waschen mit 1 ml BM entfernt, und die Zellen wurden in je 400 pl
0,2 M NaOH aufgenommen. Die Zellen wurden mit einem scharfen Pipettenstrahl
abgelést und in Szintillationsrohrchen Uberfuhrt. Die Proben wurden mit 4 ml
Roti-Szint Szintillationsflissigkeit aufgefillt, und die Aktivitat der Lysate wurde fir je

3 min gemessen.

2.5.5 Nachweis der Rezeptor-Internalisierung mit **I-markierten Liganden
Zur Bestimmung der Rezeptorinternalisierung nach homologer Stimulation wird die
Aufnahme von radioaktiv markiertem Stimulus in die Zellen bestimmt. Dazu l&4Rt man

den markierten Stimulus zunéchst auf Eis an die Zellen binden, transferiert die Zellen



Il. Material und Methoden 68

dann flr definierte Zeit nach 37°C und bestimmt schlieRlich den prozentualen Anteil
von séureresistenter und damit in die Zellen aufgenommener Radioaktivitat im
Vergleich zur zellassoziierten Aktivitat nicht-saurebehandelter Zellen. Diese Methode
birgt den Vorteil, daR hier nur die Rezeptoren in das Ergebnis einflieBen, die von
vornherein Ligand gebunden haben. AuRerdem lassen sich bei dieser Methode
besonders die frihen Internalisierungsereignisse festhalten.

Von jeder Zelllinie wurden je 6 Napfe von 4 24-Loch Platten bis zu 80 % Konfluenz
angezogen. Die Platten wurden auf Eis transferiert und mit 1 ml vorgekihltem BM
(10 % 10x RPMI-1640 ohne Bicarbonat, 1 % 1 mM HEPES, pH 7,0, 0,2 % BSA,
pH 7,3 — 7,4) gewaschen. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden mit
200 pl *°I-markiertem Chemokin (1:200 in BM) fiir 90 min bei 4°C auf einer Wippe
inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und ungebundener Stimulus
durch einmaliges Waschen mit 1 ml eiskaltem BM entfernt. Dann wurden die Zellen
mit 1 ml vorgewdrmtem BM versetzt und fir 0, 3, 10 oder 30 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Zum Abstoppen der Internalisierung wurden die Platten auf Eis
uberfihrt und das Medium abgesaugt. Die Hélfte der Napfe wurde dann zweimal fir je
3 min mit 1 ml vorgekuhltem EM (10 % 10x RPMI-1640 ohne Bicarbonat, 1 % 1 M
MES, 0,2 % BSA, pH 2,5) gewaschen, die andere Halfte zweimal mit je 1 ml
vorgekuhltem BM. Danach wurden alle Napfe ein weiteres mal mit 1 ml BM
gewaschen, trockengesaugt und mit 400 pl 0,2 M NaOH versetzt. Die Zellen wurden
mit einem scharfen Pipettenstrahl abgeltst und in ein Szintilationsréhrchen tberfuhrt.
Die Proben wurden mit 4 ml Roti-Szint Szintilationsflussigkeit aufgefllt, und die

Aktivitat der Lysate wurde fiir je 3 min gemessen.



[11. Ergebnisse 69

I11. Ergebnisse

1. Strukturelle Voraussetzungen und funktionelle Konsequenzen der

B-Arrestin-Bindung an CCR5
Nach RANTES-Stimulation wird der CC-Chemokin-Rezeptor 5 an vier im

C-terminalen Rezeptorschwanz gelegenen Serinen phosphoryliert. Diese Serine stellen
die einzigen Phosphorylierungsstellen dar (OPPERMANN et al., 1999).

1.1 Bedeutung der vier C-terminalen Serine des CCRS5 fur die R-Arrestin-

Bindung, Internalisierung und Desensibilisierung des Rezeptors

Um die Bedeutung der einzelnen Serin-Phosphorylierungsstellen fur B-Arrestin-
Bindung, Internalisierung und Desensibilisierung des CCR5 zu untersuchen, wurden
verschiedene CCR5-cDNA-Konstrukte, in denen die vier Serine in unterschiedlichen
Positionen gegen Alanin substituiert waren, stabil in RBL-2H3 Zellen exprimiert, und

es wurde die Rezeptoraktivitat bestimmt.

1.1.1 Herstellung und Expression der RBL-CCR5-S/A-Zellreihen

Fur die  Herstellung  stabil  transfizierter ~ RBL-Zellreihen  wurde  die
Elektroporationsmethode gewéhlt. Dabei wurden die verschiedenen CCR5-Ser/Ala-
pEFBos-Konstrukte zusammen mit dem G418-Resistenzplasmid hPR-neo in RBL-2H3-
Zellen eingebracht. Die nach etwa zwei Wochen unter Selektionsbedingungen
herangewachsenen Klone wurden mittels FACS-Analyse mit dem CCR5-spezifischen
Antikorper T21 auf ihre Rezeptorexpression getestet und mindestens einmal
subkloniert, um eine Kontamination mit nicht exprimierenden Zellen auszuschliel3en.
Von jeder Rezeptormutante wurden wenigstens zwei unabhédngige Zellreihen hergestellt
und funktionell charakterisiert, um klonale Artefakte zu vermeiden. Die Herstellung der
RBL-CCR5-Zellreihen erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. Antje Nitzki.

Die Tabelle 3 enthalt eine Auflistung der hergestellten RBL-Zellreihen. Die Spalte
Mutation gibt die Position des durch Alanin substituierten C-terminalen Serins an. Die
Rezeptorexpression im FACS wird als ,mean channel of fluorescence” (MCF)
angegeben. Die Rezeptoraktivitat wird durch die im Glucosaminidase-Freisetzungs-Test
bestimmte halomaximale Aktivitat EC50 mit der Einheit [nM RANTES] angegeben.
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Tab. 3: CCR5-Expression der stabil transfizierten RBL-CCR5-S/A-Zellreihen
Rezeptor (Klon) Mutation MCF EC50
CCR5-WT - 52,9 5,2
CCR5-A1A (#5) S349A 17,6 7,2
CCR5-A1B (#2) S337A 46,0 23,7
CCR5-A1C (#3) S342A 44,4 19,6
CCR5-A2A (#6) S336A / S337A 47,7 4.5
CCR5-A2B (#16) S336A / S342A 53,4 25,7
CCR5-A2C (#8) S336A / S349A 50,3 20,9
CCR5-A3A (#23) S337A [ S342A / S349A 6,3 16,5
CCR5-A3B (#29) S336A / S342A / S349A 72,4 14,6
CCR5-A3C (#13) S336A / S337A / S342A 24,8 16,4
CCR5-A3D (#15) S336A / S337A [ S349A 50,9 16,2
CCR5-A4 (#20) S336A / S337A / S342A | S349A 40,0 13,4

Die Spalten 1 und 2 geben die Bezeichnung der CCR5-Rezeptormutanten und die Positionen
der Serin-Alanin-Substitutionen an. Die Rezeptorexpression der stabil hergestellten Zellreihen
wurde mittels FACS mit dem monoklonalen Primarantikérper T21, welcher gegen den CCR5-
Aminoterminus gerichtet ist, und dem Sekundarantikdrper Kaninchen-anti-Maus-FITC
Uberprift und ist als MCF (mean channel of fluorescence) angegeben. Die Rezeptoraktivitat der
Zellreihen wurde im NAGA bestimmt und ist als halomaximale Aktivitdt EC50 [nM RANTES]
angegeben. Alle Werte stellen den Mittelwert aus mindestens drei unabhéngigen Messungen
dar.

Um die Aktivitat der einzelnen Rezeptormutanten miteinander vergleichen zu kénnen,
ist eine ausreichende und im Idealfall gleich hohe Rezeptorexpression Vorraussetzung.
Man sient in der Tabelle 3, da die meisten der RBL-Zellreihen eine
Rezeptorexpression zeigten, die der des CCR5-Wildtyps (WT) mit einem MCF von
52,9 &hnelten. Die Mutanten CCR5-A1A, CCR5-A3A und CCR5-A3C wiesen mit einem
MCF von 17,6, 6,3 und 24,8 eine im Vergleich geringere Rezeptorexpression auf, die
Mutante CCR5-A3B zeigte mit einem MCF von 72,4 eine erhdhte Rezeptorexpression.
Die gemessene Rezeptorexpression in nicht transfizierten RBL-2H3-Zellen betrug 0,5.
Die halbmaximalen Aktivitdten (EC50) zwischen 4,5 und 25,7 nM RANTES zeigten,

dal? alle Rezeptoren funktionell aktiv waren.
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1.1.2 Charakterisierung der R-Arrestin Bindung an den CCR5-C-Terminus

R-Arrestin liegt bei unstimulierten RBL-Zellen gleichmaRig verteilt im Cytoplasma vor.
Nach Stimulation CCR5-exprimierender Zellen mit RANTES transloziert B-Arrestin an
den phosphorylierten Rezeptor und trdgt durch Verdrangung der G-Proteine zur
Desensibilisierung und Internalisierung des Rezeptors bei. Durch Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer-Untersuchungen (FRET) konnte gezeigt werden, dal die
R-Arrestin-Bindung abhangig von phosphorylierten Serinen ist, da die vollstandig
phosphorylierungsdefiziente CCR5-A4-Mutante kein R3-Arrestin bindet (KRAFT et al.,
2001). Ziel der nachfolgend geschilderten Experimente war es, die strukturellen
Voraussetzungen der B-Arrestin-Bindung an CCR5 im Hinblick auf die Bedeutung der

C-terminalen Serin-Phosphorylierungsstellen néher zu charakterisieren.

1.1.2.1 Zeit- und Dosis-abhéngige R-Arrestin-Bindung an den CCR5-WT-

Rezeptor

Bevor die R-Arrestin-Bindung an die einzelnen Rezeptormutanten untersucht wurde,
wurde zunéchst die B-Arrestin-Bindung an den WT-CCR5 néher charakterisiert. Hierbei
wurde der indirekte Nachweis Uber die Membranaufreinigung gewéhlt. Dazu wurden
die Zellen stimuliert, lysiert und die Membran- und Cytosolfraktion Uber einen
Sucrosegradienten isoliert. Anschlieend erfolgte die Auftrennung der Proteine im
SDS-Gel und der Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran mittels Immunoblot.
Die Detektion des R-Arrestins erfolgte mit dem kommerziellen anti-3-Arrestin-1
Antikorper, der eine signifikante Kreuzreaktion mit B-Arrestin-2 zeigt (Abb. 11). Als
Sekundarantikdrper  wurde ein  Peroxidase-konjugierter  Kaninchen-anti-Maus
Antikorper verwendet, der sich anschliefende Lumineszenz-Nachweis des ECL-
Systems wurde auf einem Photofilm visualisiert.

Um zu zeigen, dal die R-Arrestin-Translokation an die Membran ausschlieRlich durch
die Bindung an CCR5 Kkatalysiert wird, wurden RBL-CCR5-Zellen und nicht
transfizierte RBL-2H3-Zellen fir 3 min mit 10 nM RANTES oder mit 200 nM des
PKC-Aktivators PMA stimuliert, und es wurde die B-Arrestin-Translokation an die
Membran gemessen. Man sieht in der Abbildung 10 A, daBR eine RANTES-Stimulation
des CCR5 zu einem etwa flinffachen Anstieg membrangebundenen R-Arrestins fuhrte.
Diese B-Arrestin-Translokation hatte den Ligand-aktivierten CCR5 zur Voraussetzung,
da weder eine Phosphorylierung des CCR5 durch PMA noch die RANTES-Stimulation
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der nicht transfizierten RBL-2H3-Zellen eine R-Arrestin-Translokation an die Membran

induzieren konnten.
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Abb. 10: R-Arrestin-Translokation an die Membran von RBL-CCR5-Zellen

A: RBL-CCR5- und nicht transfizierte RBL-2H3-Zellen wurden fiir 3 min mit Medium, 10 nM
RANTES oder 200 nM PMA inkubiert, und es wurde die R-Arrestin-Translokation an die
Membran nachgewiesen. Dazu wurde die Membran der lysierten Zellen mit einem
Sucrosegradienten  isoliert, mittels eines SDS-Gels aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem anti-B-Arrestin-1-
Antikorper (1:500) und dem sekundéren Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-
Antikdrper (1:2000). Die densitometrische Quantifizierung des ECL-Signals erfolgte mit der
ImageMaster TotalLab Software.

B: RBL-CCR5-Zellen wurden fur 3 min mit verschiedenen RANTES-Konzentrationen
stimuliert, und die B-Arrestin-Translokation an die Membran wurde wie unter A bestimmt.

C: RBL-CCR5-Zellen wurden mit 10 nM RANTES fir unterschiedliche Zeitpunkte stimuliert,
und der Anstieg an B-Arrestin in der Membranfraktion wurde wie unter A quantifiziert.

A-C: Alle Ergebnisse sind reprasentativ fur jeweils drei Versuche mit gleichem Ergebnis.
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Die Abbildung 10 B zeigt die konzentrationsabhéngige B-Arrestin-Translokation an die
Membran. Man sieht, dal3 bereits ab einer Konzentration von 1,3 nM RANTES eine
signifikante Menge an R-Arrestin an die Membran rekrutiert wurde, die halomaximale
R-Arrestin-Bindung lag bei 2,4 nM RANTES. Bei der zeitabhangigen Stimulation der
RBL-CCR5-Zellen mit 10 nM RANTES konnte eine maximale RB-Arrestin-

Translokation nach etwa 3 min beobachtet werden (Abb. 10 C).

Zur Analyse der Spezifitat des anti-R-Arrestin-1 Antikorpers wurden HEK-293-Zellen
mit 3-Arrestin-1-, B-Arrestin-2-cDNA oder einem Gemisch aus beiden DNAs transient
transfiziert. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine im SDS-Gel aufgetrennt. Nach
dem Elektrotransfer wurde B-Arrestin wie oben detektiert. Es zeigte sich (Abb. 11), dal3
der anti-R-Arrestin-1 Antikorper beide Isoformen 3-Arrestin-1 und -2 erkennt und daf3
die untere Bande nicht lediglich ein Spaltprodukt von 3-Arrestin-1 darstellt.

1 2 3
— «—[-Arrestin-1
' - «—B-Arrestin-2

Abb. 11: B-Arrestin-1/2-Kreuzreaktivitat des anti-R-Arrestin-1 Antikorpers

HEK-293-Zellen wurden transient mit 1) B-Arrestin-1-cDNA, 2) B-Arrestin-2-cDNA oder
3) einem Gemisch aus beiden cDNAs transfiziert. Der Nachweis von -Arrestin erfolgte nach
SDS-PAGE und Immunoblot mit dem Primarantikérper anti-R-Arrestin-1 (1:500) und dem
sekundéren Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Antikérper (1:2000). Die ECL-
Reaktion wurde auf einem Photo-Film dokumentiert.

1.1.2.2 Bedeutung der Anzahl und Position der C-terminalen Serine fir die
B-Arrestin-Bindung an CCR5

Um die Bedeutung einzelner Serin-Phosphorylierungsstellen fiir die 3-Arrestin-Bindung
zu untersuchen, wurden die CCR5-WT und CCR5-S/A exprimierenden RBL-Zellen in
Medium inkubiert oder fir 3 min mit 10 nM RANTES stimuliert, und es wurde, wie
unter Ergebnispunkt 1.1.2.1 beschrieben, die R-Arrestin-Translokation an die Membran
nachgewiesen.

In der Abbildung 12 sind sowohl die Membran- als auch die Cytosolfraktionen der
RBL-CCR5-Mutanten in An- oder Abwesenheit des Stimulus dargestellt. Man erkennt,
daR die RBL-CCR5-WT-Mutante nach RANTES-Stimulation eine deutliche
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Translokation von B-Arrestin an die Membran zeigte. Die Konzentration des 3-Arrestins

in der Cytosolfraktion verringerte sich dabei nicht merklich.
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Abb. 12: R-Arrestin-Translokation in RBL-CCR5-S/A-Mutanten

Die RBL-CCR5-WT- und -S/A-Mutanten wurden fiir 3 min ohne oder mit 10 nM RANTES
inkubiert, und die Membran (Mem.)- und Cytosolfraktionen (Cyt.) wurden Uber einen
Sucrosegradienten aufgereinigt. Die Proteine wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt, mittels
Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran (bertragen, und das B-Arrestin wurde mit dem
Anti-R-Arrestin-1-Antikorper (1:500) und sekundéren Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-
Maus-Antikorper (1:2000) markiert. Das ECL-Signal wurde auf einem Photo-Film detektiert.
Die gezeigten Banden sind reprasentativ flr mindestens drei unabhangige Versuche gleichen
Ergebnisses.

Alle RBL-CCR5-S/A-Mutanten, bei denen ein oder zwei Serine in beliebiger
Kombination gegen Alanin ausgetauscht wurden, wiesen nach RANTES-Stimulation
eine signifikante B-Arrestin-Translokation an die Membran auf, die mit der des CCR5-
WT zu vergleichen war. Bei den RBL-CCR5-S/A-Mutanten, die einen Austausch von
beliebigen drei oder gar allen vier Serinen gegen Alanin aufwiesen, konnte keine oder
nur eine stark verminderte B-Arrestin-Rekrutierung an die Membran beobachtet werden
(Abb. 12). Somit 148t sich postulieren, dal fir die 3-Arrestin-Bindung an CCR5 zwei



[11. Ergebnisse 75

intakte Serin-Phosphorylierungsstellen notwendig sind, wobei die genaue Position

dieser Serine unerheblich ist.

1.1.3 Bedeutung der Anzahl und Position der C-terminalen Serine fir die

CCRb5-Internalisierung

Fur die Internalisierung des CCR5 nach Ligand-Stimulation wird zur Zeit die
Beteiligung zweier verschiedener intrazellularer Transportwege diskutiert. Zum einen
rekrutiert das an den phosphorylierten Rezeptor gebundene B-Arrestin die Komponenten
der Clathrin-umhullten Vesikel an den Rezeptor und flhrt zu dessen Endozytose
(Ubersicht in LUTTRELL et al., 2002). In einem weiteren, B-Arrestin-unabhingigen
Internalisierungsweg werden die Rezeptoren abhdngig von Cholesterin in Caveolae
assoziiert und in das Zellinnere aufgenommen (MUELLER et al., 2002). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dall die phosphorylierungsdefiziente RBL-CCR5-A4-Mutante
einen Defekt in der schnellen Rezeptorinternalisierung zeigt (KRAFT et al., 2001).

Um die Bedeutung der einzelnen C-terminalen CCR5-Serine fiir die Internalisierung des
Rezeptors zu klaren, wurden die RBL-CCR5-WT und die RBL-CCR5-S/A-Mutanten
mit iodiertem Stimulus auf Eis vorinkubiert und danach fir verschiedene Zeitpunkte
nach 37°C Uberfuhrt. Die Internalisierung der Rezeptoren wurde bestimmt aus der in die
Zellen aufgenommene, séureresistenten Aktivitat im Vergleich zur Gesamtaktivitat
nicht sdurebehandelter Zellen.

In der Abbildung 13 ist die prozentuale Internalisierung des radioaktiv markierten
Stimulus RANTES in den einzelnen RBL-CCR5-Mutanten aufgefiihrt. Man erkennt,
dal® beim CCR5-WT-Rezeptor nach 3 min schon etwa 55 % des Stimulus ins Zellinnere
aufgenommen worden waren und nach 10 min eine nahezu maximale Internalisierung
mit etwa 80 % erreicht war. Im Vergleich dazu zeigte die phosphorylierungsdefiziente
RBL-CCR5-A4-Mutante mit Austausch aller vier Serine gegen Alanin eine stark
verzogerte Internalisierung. Hier waren nach 3 min lediglich etwa 5 % und nach 10 min
etwa 35 % des Stimulus internalisiert. Die RBL-CCR5-S/A-Mutanten mit dem
Austausch von ein oder zwei Serinen gegen Alanin zeigten ein Internalisierungs-
verhalten, das dem des CCR5-WT stark ahnelte. Hier fand sich eine prozentuale
Internalisierung zwischen 40 % und 58 % nach 3 min und ebenfalls eine nahezu
maximale Internalisierung nach 10 min. Die RBL-CCR5-S/A-Mutanten mit Austausch

von beliebigen drei Serinen gegen Alanin zeigten dagegen ein in der schnellen
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Internalisierung defektes Verhalten wie die komplett phosphorylierungsdefiziente RBL-
CCR5-A4-Mutante. Hier fand sich nach 3 min eine RANTES-Internalisierung von
maximal 10 %, nach 10 min waren bei allen CCR5-A3-Mutanten zwischen 35 % und

40 % des Stimulus internalisiert.

100
S
E 80 1
P
-1,
o 60
—
vy
-l
—
& 40 -
—
.z
e
£ 20
g il
= —O— A4 —— AlA
0 - T T T T T T = T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min] Zeit [min]

100

=]
=]
L

e
=]
L

Internalisiertes 1251-RANTES [%0]
(=1
[

50 | —@— A2A —@— A3A
—m— A2B —m— A3B
—A— A2C —&— A3C

0 - T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 0 5

Zeit [min]

10 15 20 25 30

Zeit [min]

Abb. 13: Internalisierung der RBL-CCR5-S/A-Mutanten

Die RBL-CCR5-WT- und -CCR5-S/A-Mutanten wurden fir 90 min mit **I-RANTES auf Eis
vorinkubiert, gewaschen und fiir unterschiedliche Zeitpunkte nach 37°C transferiert. Die
Internalisierung ergibt sich aus dem Anteil sdureresistenter Aktivitat dividiert durch die
insgesamt zellassoziierte Aktivitat der Zellen nach Abzug der unspezifischen Ligandbindung.
Die gezeigten Ergebnisse entsprechen Mittelwerten aus zwei unabh&ngigen Messungen in
dreifacher Ausfuhrung. Die Standardabweichung lag unter 15 %.
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Fur den schnellen Internalisierungsprozel? scheinen demnach wie bei der B-Arrestin-
Bindung auch hier zwei Serine Vorraussetzung zu sein, wobei die genaue Position

dieser Serine nicht von Bedeutung ist.

1.1.4 Bedeutung der Anzahl und Position der C-terminalen Serine fir die

Desensibilisierung des CCR5

Die Stimulation des CCR5 mit seinem Liganden RANTES flhrt zur Interaktion des
Rezeptors mit membranassoziierten G-Proteinen, die ihrerseits eine Reihe von
Signalwegen aktivieren. So wird (ber die membranstdndige Phospholipase C die
Ausschittung von Calciumionen aus intrazelluldren Speichern katalysiert, gleichzeitig
aber auch die Proteinkinase C aktiviert, die zusammen mit der G-Protein-gekoppelten
Rezeptor Kinase (GRK) den stimulierten Rezeptor phosphoryliert. Die
Phosphorylierung ermoglicht die Bindung von B-Arrestin an den Rezeptor, das
seinerseits die G-Proteine vom Rezeptor verdrangt und somit die Agonist-induzierte
Rezeptor-Desensibilisierung  einleitet. Es konnte gezeigt werden, daR die
phosphorylierungsdefiziente CCR5-A4-Mutante einen Defekt in der Agonist-
induzierten Rezeptor-Desensibilisierung aufweist, da der Rezeptor ohne intakte
R-Arrestin-Bindung uber einen verlangerten Zeitrahmen in einer aktiven Konformation
vorliegt (KRAFT et al., 2001).

Um den EinfluB der einzelnen C-terminalen Serin-Phosphorylierungsstellen auf die
Rezeptor-Desensibilisierung zu Uberprifen, wurden die verschiedenen CCR5-S/A-
Mutanten auf ihre Fahigkeit zur Desensibilisierung untersucht. Als Parameter diente
zum einen die Calciumionen-Freisetzung nach Stimulation der RBL-CCR5-Mutanten
mit 40 nM RANTES, bei der die Zeitkonstante t proportional zu der Zeit war, in der der
Rezeptor in einer aktiven, nicht desensibilisierten Konformation vorlag. Zum anderen
wurde die Freisetzung des lysosomalen Enzyms N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase
(NAGA) quantifiziert, dessen prozentuale Freisetzung ebenfalls mit dem Zeitraum der
aktivierten Rezeptorkonformation Kkorrelierte. Desweiteren diente die NAGA-
Freisetzung der Bestimmung der Rezeptoraktivitat (EC50), welche die Konzentration an
Stimulus angibt, bei der der Rezeptor seine halomaximale Aktivitét erreichte.

Die Ergebnisse dieser Rezeptor-Desensibilisierungsversuche sind in der Tabelle 4
zusammengefalit. Die halbmaximale Aktivitdt (EC50) der unterschiedlichen CCR5-
Rezeptor-Mutanten lag zwischen 4,5 und 25,7 nM RANTES, so dal} bei allen Mutanten

von einer intakten Rezeptorfunktion ausgegangen werden konnte.
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Man erkennt, daB die RBL-CCR5-Al-Mutanten mit Austausch eines Serins gegen
Alanin weder in der NAGA- noch in der Calciumionen-Freisetzung eine signifikant
verldngerte Rezeptordesensibilisierung zeigten. Im Gegenteil wies die RBL-CCR5-
A1A-Mutante mit Austausch des Serins 349 sogar ein um den Faktor drei verringertes
NAGA-Maximum (9,5 %) im Vergleich zum CCR5-WT (27,1 %) auf. Die Calcium-
Zeitkonstante t unterschied sich dagegen mit 11,7 sec nicht signifikant von der des
CCR5-WT mit 14,8 sec.

Tab. 4: Desensibilisierung der RBL-CCR5-S/A-Mutanten

Rezeptor NAGA NAGA Calcium
EC50 [nM] Maximum [%] T [sec]

CCR5-WT 5,2 27,1 +/-2,4 14,8 +/- 4,6
CCR5-A1A 7,2 9,5+/-5,2 11,7 +/- 3,9
CCR5-A1B 23,7 29,4 +/- 3,5 19,3 +/- 3,8
CCR5-A1C 19,6 31,3+/-5,2 18,8 +/-7,0
CCR5-A2A 4,5 29,3 +/- 3,8 16,6 +/- 6,3
CCR5-A2B 25,7 47,8 +/- 11,7 25,2 +/- 3,7
CCR5-A2C 20,9 46,2 +/- 4,8 40,2 +/-7,2
CCR5-A3A 16,5 34,8 +/-2,5 32,8 +/-0,4
CCR5-A3C 16,4 59,3 +/-7,7 33,8+/-8,1
CCR5-A3D 16,2 40,5 +/-6,8 30,4 +/-4,7
CCR5-A4 13,4 55,0 +/-2,0 41,6 +/- 2,7

RBL-CCR5-WT- und —S/A-Mutanten wurden fir 3 min mit unterschiedlichen Konzentrationen
an RANTES stimuliert, und es wurde die Glucosaminidase-Freisetzung der Zellen gemessen.
EC50 gibt die RANTES-Konzentration an, bei welcher der Rezeptor seine halbmaximale
Aktivitat zeigte. Das NAGA-Maximum gibt Auskunft ber die prozentuale Enzymfreisetzung
verglichen mit Zellen, bei denen durch Triton-Lyse samtliches Enzym freigesetzt wurde. Die
Calcium-Zeitkonstante © wurde aus dem Verlauf der intrazelluldren Calciumfreisetzung nach
Stimulation der Zellen mit 40 nM RANTES ermittelt und korreliert mit der Zeit, in der der
Rezeptor in einer aktiven, nicht desensibilisierten Konformation vorlag. Die gezeigten Werte
entsprechen Mittelwerten mit Standardabweichung aus mindestens drei unabhéngigen
Messungen.

Die RBL-CCR5-A2-Mutanten mit Austausch von zwei Serinen gegen Alanin zeigten im
Gegensatz  zur  R-Arrestin-Bindung und Internalisierung kein einheitliches
Desensibilisierungsmuster. Wahrend die RBL-CCR5-A2A-Mutante mit Austausch der
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Serine 336 und 337 weder eine im Vergleich zum CCR5-WT erhohte NAGA-
Freisetzung (29,3 %) noch eine verlangerte Calcium-Zeitkonstante (16,6 sec) zeigte,
wiesen die RBL-CCR5-A2B- und —A2C-Mutanten mit Austausch der Serine 336 und
342 bzw. Serine 336 und 349 eine signifikant erhdhte NAGA-Freisetzung auf (47,8 %
bzw. 46,2 %). Beide Mutanten zeigten auRerdem eine verlangerte Calcium-Freisetzung,
die bei der CCR5-A2B-Mutante weniger stark ausgepragt war (25,2 sec) als bei der
CCR5-A2C-Mutante (40,2 sec). Die Unterschiede im zeitlichen Verlauf der
Calciumionen-Freisetzung der RBL-CCR5-A2-Mutanten ist in der Abbildung 14 B
dargestellt. Man erkennt, daR die RBL-CCR5-A2C-Mutante eine deutliche verlangerte

Calcium-Freisetzung und somit eine erhdhte Zeitkonstante t zeigte.
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Abb. 14: Verlauf der Calciumionen-Freisetzung in RBL-CCR5-S/A-Mutanten

RBL-CCR5-WT- und —CCR5-S/A-Mutanten wurden mit 40 nM RANTES stimuliert, und es
wurde der Verlauf der intrazelluldren Calciumionen-Freisetzung aufgezeichnet. Die jeweiligen
Verldufe sind repréasentativ flir mindestens drei unanhangige Experimente.

Die Tabelle 4 macht weiterhin deutlich, dafl alle RBL-CCR5-A3-Mutanten mit
Austausch beliebiger drei Serine gegen Alanin sowohl eine erhdhte NAGA-Freisetzung,
mit Werten zwischen 34,8 % und 59,3 %, als auch eine verlangerte Calcium-
Freisetzung (t zwischen 30,4 sec und 33,8 sec) aufwiesen. Die RBL-CCR5-A4-Mutante
mit Austausch aller vier Serine gegen Alanin zeigte eine maximale NAGA-Freisetzung
von 55,0 % und eine verldngerte Calciumionen-Freisetzung von 41,6 sec, die in der
Abbildung 14 A im Vergleich zu der des CCR5-WT aufgetragen ist.
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Zusammenfassend wird deutlich, dall die CCR5-Desensibilisierung nicht wie die
R-Arrestin-Bindung und Internalisierung lediglich abhangig ist von der Anzahl sondern
offenbar auch von der genauen Position der intakten Serin-Phosphorylierungsstellen des
CCRS.

1.2 Charakterisierung der R-Arrestin-Bindung an das CCR5-DRY -Motiv

Um die Bindung von R-Arrestin an den CC-Chemokin Rezeptor 5 genauer zu

charakterisieren und neben den C-terminal lokalisierten Serin-Phosphorylierungsstellen
weitere mogliche Bindestellen des 3-Arrestins an den Rezeptor aufzudecken, wurden in
Kooperation mit Herrn PD Dr. Stefan Honing (Abteilung Biochemie I1) SPR- (,,surface
plasmon resonance”) Bindungsanalysen durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, daB
rekombinant exprimiertes 3-Arrestin neben dem CCR5-C-Terminus noch eine zweite
Bindestelle auf dem CCRS5 besitzt (HUTTENRAUCH et al., 2002). Diese ist am Beginn
der zweiten cytoplasmatischen Schleife des CCR5 lokalisiert (Abb. 15) und beschrénkt
sich auf die drei Aminosduren Asp-Arg-Tyr, die das sogenannte DRY-Motiv bilden,
welches in GPCRs eine hoch konservierte Bindungsstelle fiir heterotrimere G-Protein-

Untereinheiten darstellt.

Abb. 15: Lokalisation des CCR5-DRY -Motivs

Gezeigt ist der schematische Aufbau des CCR5. An die Serin-Phosphorylierungsstellen wurden
optisch Phosphatgruppen angehéangt, der Pfeil weist auf die Lokalisation des CCR5-DRY-
Motivs am Beginn der zweiten cytoplasmatischen Schleife hin.



[11. Ergebnisse 81

1.2.1 Herstellung und Aktivitat der RBL-CCR5-DR/NN-Mutante

Um die Bedeutung des DRY-Motivs fur die R-Arrestin-Bindung und CCRS5-
Internalisierung zu prufen, wurden RBL-2H3-Zellen stabil mit einer CCR5-DR/NN-
Mutante transfiziert, bei der das Aspartat (D) 125 und das Arginin (R) 126 gegen
Asparagin (N) mutagenisiert waren. VVon dieser Mutante ist bekannt, dal3 sie einen
Defekt in der intrazellularen Signalweiterleitung aufweist (FARZAN et al., 1996). Die
CCR5-DR/NN-pcDNA3-DNA wurde freundlicherweise von Craig Gerard (Harvard-
University, Boston) zur Verfligung gestellt. Zur Expression in RBL-Zellen wurde das
Rezeptorkonstrukt mit Xbal und BamHI aus dem Vektor pcDNA3 restrigiert und in das
Expressionsplasmid pEF1-Myc-HIS-A einkloniert. VVor der stabilen Transfektion wurde
die CCR5-DR/NN-pEF1-Myc-HIS-A DNA mit Pvul linearisiert und schlieBlich mittels
Elektroporation in RBL-2H3-Zellen eingebracht.

Tab. 5: Expression und Aktivitat der RBL-CCR5-DR/NN-Zellreihe

Klon MCF NAGA NAGA
EC50 [nM] max [%]

RBL-CCR5-DR/NN B34.20.5 40,1 - 2,1+/-04

RBL-CCR5 52,9 5,2 27,1 +/-2,4

Gezeigt ist die Expression und Aktivitdt der RBL-CCR5-DR/NN-Mutante im Vergleich zur
RBL-CCR5-WT-Zellreihe. MCF gibt die Expression der mit anti-CCR5- (T21) markierten
Rezeptoren als ,,mean channel of fluorescence” im FACS an. EC50 gibt die RANTES-
Konzentration an, bei welcher der Rezeptor seine halbmaximale Glucosaminidase-Freisetzung
zeigte. Das NAGA-Maximum gibt Auskunft iber die prozentuale Glucosaminidase-Freisetzung
verglichen mit Zellen, bei denen durch Triton-Lyse sémtliches Enzym freigesetzt wurde.

Die RBL-CCR5-DR/NN-Mutante zeigte im FACS mit einem MCF von 40,1 eine dem
CCR5-WT vergleichbare Oberflachenexpression. Bei funktionellen Untersuchungen
zeigte sich, daB die RBL-CCR5-DR/NN-Mutante nach Stimulation mit RANTES weder
eine Calciumionen- (Abb. 16) noch eine Glucosaminidase-Freisetzung (Tab. 5)
katalysierte. Die Phosphorylierung des CCR5-DR/NN konnte nicht bestimmt werden,
da die Rezeptormutante keine Bindung an die C-terminal-spezifischen Antikdrper E11,
V14 oder RC-10 aufwies.
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Abb. 16: Calciumionen-Freisetzung in RBL-CCR5- und RBL-CCR5-DR/NN-Zellen

RBL-CCR5- und RBL-CCR5-DR/NN-Zellen wurden mit dem Ca-Chelatbildner Fluo3-AM
beladen, mit 40 nM RANTES stimuliert und es wurde die intrazellulare Freisetzung von
Calciumionen dokumentiert. Die Abbildung zeigt ein reprdsentatives von drei Experimenten

gleichen Ergebnisses.

1.2.2 Bedeutung des DRY-Motivs fir die B-Arrestin-Bindung an CCR5

Um zu Uberprufen, ob das CCR5-DRY-Motiv fur die B-Arrestin-Bindung in intakten
Zellen von Bedeutung ist, wurden RBL-CCR5- und RBL-CCR5-DR/NN-Zellen fir
3 min mit Medium oder 20 nM RANTES inkubiert, und es wurde die R-Arrestin-

Translokation an die Membran untersucht.
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Abb. 17: R-Arrestin-Translokation in RBL-CCR5- und RBL-CCR5-DR/NN-Zellen

RBL-CCR5- und RBL-CCR5-DR/NN-Zellen wurden fiir 3 min ohne (0) oder mit 20 nM
RANTES (R) stimuliert, und es wurde die B-Arrestin-Translokation an die Membran untersucht.
Dazu wurden Membran und Cytosol der lysierten Zellen mit einem Sucrosegradienten isoliert,
mittels SDS-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis
erfolgte mit dem anti-B-Arrestin-1-Antikorper (1:500) und dem sekundaren Peroxidase-
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konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Antikdérper (1:2000). Gezeigt ist eines von zwei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten gleichen Ergebnisses.

Man sieht in der Abbildung 17, daR die RBL-CCR5-DR/NN-Mutante nach RANTES-
Stimulation in der Lage war, B-Arrestin an die Membran zu translozieren, wobei die
Menge an insgesamt gebundenem R-Arrestin geringer ausfiel als bei RBL-CCR5-
Zellen.

Um die R-Arrestin-Bindung an die RBL-CCR5-DR/NN-Mutante genauer zu
charakterisieren, wurde die konzentrations- und zeitabhangige R-Arrestin-Translokation
an den CCR5-DR/NN-Rezeptor untersucht. Es zeigte sich, daR die RBL-CCR5-DR/NN-
Mutante wie der CCR5-WT (Abb. 10 B) schon ab 1,3 nM RANTES signifikante
Mengen R-Arrestin an die Membran translozierte (Abb. 18 A). Das zeitabhangige
Experiment ergab, dal die CCR5-DR/NN-Mutante in der Lage war, B-Arrestin dhnlich
schnell an die Membran zu rekrutieren wie der CCR5-WT. Hier zeigte sich, dal} die
RBL-CCR5-DR/NN-Zellen nach Stimulation mit 20 nM RANTES nach 15 - 30 sec

einen deutlichen Anstieg membrangebundenen B-Arrestins aufwiesen (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Konzentrations- und zeitabhangige B-Arrestin-Bindung an RBL-CCR5-DR/NN

A: RBL-CCR5-DR/NN-Zellen wurden fur 3 min mit unterschiedlichen Konzentrationen an
RANTES inkubiert, und die Membran wurde Uber einen Sucrosegradienten aufgereinigt. Die
Proteine wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt, mittels Immunoblot auf eine
Nitrozellulosemembran (bertragen und das R-Arrestin wurde mit dem Anti-R-Arrestin-1-
Antikorper (1:500) und Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (1:2000)
markiert. Das ECL-Signal wurde auf einem Photofilm detektiert.

B: RBL-CCR5-DR/NN-Zellen wurden mit 20 nM RANTES fiir unterschiedliche Zeitpunkte
stimuliert, und der Anstieg an RB-Arrestin in der Membranfraktion wurde wie unter A
nachgewiesen.

A+B: Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fur jeweils drei Versuche mit gleichem
Ergebnis.
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1.2.3 Bedeutung des DRY-Motivs fir die Internalisierung des CCR5
Schliellich wurde das Internalisierungsverhalten der CCR5-DR/NN-Mutante im
Vergleich mit dem CCRS5-WT untersucht. Hier zeigte sich, daR die RBL-CCR5-
DR/NN-Mutante trotz intakter R-Arrestin-Bindung eine deutlich verlangsamte
Rezeptor-Internalisierung aufwies (Abb. 19). Nach 3 min Stimulation waren nur etwa
1,2 % und nach 10 min 6,6 % des gebundenen RANTES internalisiert. Auch nach
30 min lag die prozentuale Internalisierung erst bei etwa 60 % und damit deutlich unter
der Internalisierungsrate der RBL-CCR5-Zellen mit 94,2 %. Der Vergleich mit nicht
transfizierten RBL-2H3-Zellen zeigte, dal die Internalisierung keine Rezeptor-
unspezifische RANTES-Aufnahme darstellte, da hier eine maximale Internalisierung
von lediglich 12,1 % zu beobachten war. Dabei ist zu beachten, dal die RBL-2H3-
Zellen deutlich geringere Mengen an radioaktiv markiertem RANTES an die
Zelloberflache gebunden hatten. Wahrend bei nicht sdurebehandelten RBL-CCR5-
Zellen etwa 20000 radioaktive Zerfélle pro Minute gemessen werden konnten, waren
dies bei RBL-2H3-Zellen im Durchschnitt lediglich 5000 Zerfalle pro Minute.

100 T~ Rei-cers

— —&— RBL-CCRS-DR/NN
S —v— RBL-2H3
o 80 1
()
Z
< 60 A
o
[}
g
$ 40 -
=
Q
2
‘5_‘3 20 i
E
&
K

0 4

o 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]
Abb. 19: Bedeutung des DRY-Motivs fur die CCR5-Internalisierung

RBL-CCRS5-, RBL-CCR5-DR/NN- und RBL-2H3-Zellen wurden fiir 90 min mit **I-RANTES
auf Eis vorinkubiert, gewaschen und fiir unterschiedliche Zeitpunkte nach 37°C transferiert. Die
Internalisierung ergibt sich aus dem Anteil sdureresistenter Aktivitat dividiert durch die
insgesamt zellassoziierte Aktivitat der Zellen nach Abzug der unspezifischen Ligandbindung.
Die gezeigten Ergebnissen entsprechen Mittelwerten aus mindestens zwei unabhéngigen
Messungen in dreifacher Ausfiihrung. Die Standardabweichung lag unter 15 %.
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2. Strukturelle VVoraussetzungen und Requlation von Rezeptorfunktionen

durch Homo- und Heterodimerisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren

2.1 Nachweis und funktionelle Konsequenzen von CCR5-Homodimeren

In der aktuellen Literatur gewinnt das Konzept der Dimerisierung von GPCRs stetig an
Bedeutung. Dabei wird diskutiert, ob die Rezeptordimerisierung einen konstitutiven
oder aber einen durch Ligand-Bindung induzierten ProzeR darstellt. So wurden fur
CCRG5 differierende Ergebnisse verdffentlicht, in denen gezeigt wurde, daR CCR5 basal
als Monomer vorliegt und nach Chemokin-Stimulation dimerisiert (VILA-CORO et al.,
2000), wahrend in anderen Studien bereits unter basalen Bedingungen CCR5-Dimere
gefunden wurden (BENKIRANE et al., 1997, ISSAFRAS et al., 2002).

2.1.1 Nachweis der CCR5-Homodimerisierung mittels BRET-Analysen

Die meisten Studien zur Rezeptordimerisierung basierten auf Co-Immunprézipitations-
Experimenten, deren Ergebnisse aufgrund von mdglichen Aggregationen von Proteinen
oder aber auch durch Loslésen von Dimeren aufgrund von zu hoch gewahlten
denaturierenden Bedingungen kritisch zu beurteilen waren. Eine Mdoglichkeit, die
CCR5-Dimerisierung in lebenden Zellen zu untersuchen, bietet die Bestimmung von

Proteininteraktionen mittels Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET).

2.1.1.1 Herstellung der CCR5-BRET-DNA-Konstrukte

Zur Bestimmung der CCR5-Dimerisierung wurde an den Rezeptor-C-Terminus mit
deletiertem STOP-Codon das Renilla-Luciferase- bzw. das GFP2-Gen im Leserahmen
angehangt. Dazu wurde CCR5 aus dem Vektor CCR5-pEF-Bos mit den Primern CCR5-
Rluc-For und CCR5-Rluc-Back amplifiziert, aufgereinigt und mit Hindlll und BamHI
in den Luciferase-kodierenden pRIucN2 und in den GFP2-kodierenden pGFP2N2
kloniert. Die Konstrukte wurden in den E. coli-Stamm XL1-blue transformiert, und die
Basenabfolge der Plasmide wurde mittels Sequenzierung verifiziert.
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2.1.1.2 Nachweis von Ligand-unabh&ngigen CCR5-Homodimeren

Zur Bestimmung der Dimerbildung wurden HEK-293-Zellen transient mit
unterschiedlichen Konzentrationen an CCR5-RIluc und CCR5-GFP? oder leerem GFP*-
Vektor transfiziert, und es wurde der Energietransfer nach Aktivierung der Luciferase

mit ihrem Substrat DeepBlueC gemessen.

A B
0,25
0,30 -
, 0,20 -
= 025 = o
.9 = —
5 0,20 = -
0,15
5015 —e— CCRS-GFP’ | &
—~ —a— GFP’ —~
£a M 0,10 A
o 0,10 4 o,
asl as!
0,05 1 0,05 -
0,00 -
: . . : : . : 0,00 . . ' ' .
o 1 2 3 4 5 6 7 01:0303:1 1:3 3:10 10:30
Fluoreszenz-Erhéhung [x-fach] CCR5-Rluc - CCR5-GEP? [ug]

Abb. 20: Nachweis homologer CCR5-Dimerisierung in BRET-Analysen

A: HEK-293-Zellen wurden transient mit 0,1 ug CCR5-Rluc und steigenden Konzentrationen
von CCR5-GFP? bzw. leerem pGFP? (0,01 pg — 3 ug) transfiziert, und nach 48 h wurde der
Energietransfer nach Aktivierung der Luciferase mit ihrem Substrat DeepBlueC gemessen. Das
BRET-Signal ergibt sich aus dem Quotienten aus GFP?-Fluoreszenz und Rluc-Lumineszenz
abzlglich des BRET-Signals von Zellen, die lediglich mit dem CCR5-Rluc-Konstrukt
transfiziert wurden. Die Fluoreszenzerhdhung, die die ansteigende Expression des GFP%
Konstrukts widerspiegelt, wurde ohne Substratzugabe nach Anregung der Zellen mit einer
Wellenlénge von 410 nm bei 515 nm detektiert.

B: HEK-293-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen von CCR5-Rluc und CCR5-GFP?
im Verhéltnis von 1:3 transfiziert, und der Energietransfer wurde wie unter A bestimmt.

A + B: Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fiir mindestens 2 Versuche mit gleichem

Ergebnis.

Man sieht in der Abbildung 20 A, dal} bei Transfektion der Zellen mit gleicher Menge
CCR5-RIuc aber steigender Menge CCR5-GFP? eine fiir Dimerisierung typische
Sattigungskurve erhalten wurde, die abflachte, sobald alle Energie, die von der
Luciferase abgegeben wurde, vom GFP in Fluoreszenz umgesetzt wurde. Das maximale
BRET-Signal der CCR5-Homodimere lag bei 0,27. Die CCR5-Spezifitat des BRET-
Signals zeigt ein Kontrollexperiment, in dem steigende Menge an leerem pGFP?N2-
Vektor cotransfiziert wurden (Abb. 20 A). Hier konnte trotz der durch die

Fluoreszenzzunahme ersichtlichen steigenden Expression des GFP? kein signifikantes
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BRET-Signal beobachtet werden. Die Stabilitdit des BRET-Signals bei steigenden
Konzentrationen an transfizierter DNA im gleichbleibenden Verhéltnis von CCR5-RIluc
zu CCR5-GFP2 von 1:3 zeigte, daB die CCR5-Dimere nicht erst bei hohen Rezeptor-
Uberexpressionsleveln gebildet wurden (Abb. 20 B). Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dal CCR5 unter basalen Bedingungen Homodimere ausbildet.

2.1.2 Funktionelle Bedeutung der homologen CCR5-Dimerisierung fiir die

Rezeptorregulation

Um zu Uberprifen, ob die beobachteten Dimere lediglich eine Zusammenlagerung der
Rezeptoren bedeuten, oder ob die Dimerbildung auch eine funktionelle Konsequenz fir
die Rezeptoren hat, wurden zwei CCR5-Rezeptoren mit Defekten in der Ligand-
Bindung bzw. der Phosphorylierung zusammen auf einer Zellreihe coexprimiert, und es

wurde Uberpruft, ob die Rezeptoren ihre Defekte gegenseitig komplementieren konnten.

2.1.2.1 Konstruktion einer CCR5-A2-17-Rezeptormutante mit einem

deletierten RANTES-Bindungsmotiv
Als defekte Rezeptoren wurde zum einen der CCR5-S/A (CCR5-A4) gewdhlt, bei dem

alle vier C-terminalen Serine gegen Alanin mutagenisiert wurden und der einen Defekt
in der B-Arrestin-Bindung, schnellen Internalisierung und der Phosphorylierung besitzt
(siehe Ergebniskapitel 1.1). Zum anderen wurde ein CCR5 konstruiert, bei dem die
Aminosduren 2 bis 17, die der RANTES-Bindungsstelle und der des CCR5-Antikorpers
T21 entsprechen (BLANPAIN et al., 1999, KRAFT et al., 2001), deletiert wurden
(CCR5-A2-17). Um diesen Rezeptor detektieren zu kdnnen, wurde an die entsprechende
Stelle die HA-Signalsequenz eingebaut, die durch den Antikérper 12CA5 gebunden
wird (Abb. 21). Dazu wurde aus dem Plasmid CCR5-pEFBos mit den Primern CCR5-
Bam-A2-17-For und CCR5-Xba-Eco5-Back das etwa 1,1 kb Rezeptorkonstrukt
amplifiziert, aufgereinigt und mit BamHI und EcoRV in den Vektor pEF1/Myc-HIS-A
inseriert. Das Konstrukt wurde in den E. coli-Stamm XL1-blue transformiert, und die
Basenabfolge des mutagenisierten Rezeptors wurde durch Sequenzieren verifiziert. Zur

stabilen Transfektion wurde die DNA mit Scal linearisiert.
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Abb. 21: Schematischer Aufbau der CCR5-A2-17-Rezeptormutante

In der CCR5-A2-17-Rezeptormutante wurden die N-terminalen Aminosduren 2 bis 17 deletiert
und durch die Erkennungssequenz des Antikdrpers 12CA5 ersetzt.

2.1.2.2 Herstellung und Expression von RBL-CCR5-A2-17-Zellreihen
Mittels Elektroporation wurden stabile RBL-2H3-Zellreihen hergestellt, in denen der
CCR5-A2-17 alleine exprimiert oder zusammen mit dem intakten CCR5 oder CCR5-
S/IA coexprimiert wurde. VVon jeder Zellreihe wurden wenigstens zwei Klone auf ihre
Funktionalitat Uberprift, um klonale Artefakte auszuschliel3en.

Man sieht in der Tabelle 6, daB in allen drei Zellreihen der CCR5-A2-17 in
vergleichbarer Dichte exprimiert wurde. Bei der RBL-CCR5-A2-17-Zellreihe konnte
nach Stimulation mit RANTES weder eine signifikante Glucosaminidase-Freisetzung
noch eine Freisetzung intrazelluldrer Calciumionen beobachtet werden, was die
Deletion der RANTES-Bindestelle bestatigt. Die RBL-CCR5-A2-17/CCR5-Zellreihe
zeigte mit 23,2 nM RANTES eine leicht erhohte EC50, die Desensibilisierung war
dagegen mit einem Glucosaminidase-Maximum von 25,0 % im Vergleich zu RBL-
CCRS5-Zellen mit 27,1 % und einer Zeitkonstante von 15,5 sec im Vergleich zu 14,8 sec
unveréndert (Tab. 4 und Tab. 6). RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen zeigten eine
deutlich verlangsamte Desensibilisierung. Die maximale Glucosaminidase-Freisetzung
von 60,7 % glich der der RBL-CCR5-S/A-Mutante mit 55,0 %, die Calcium-
Zeitkonstante lag mit 28,7 sec etwas unter der CCR5-S/A-Einzeltransfektante mit 41,6
sec, aber im Vergleich zum intakten CCR5 immer noch deutlich erhéht. Daraus &t
sich schlieBen, daR die Coexpression des CCR5-A2-17 die Desensibilisierung von
CCR5 oder CCR5-S/A nicht signifikant beeinfluf3t.
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Tab. 6: Expression und Aktivitat der CCR5-A2-17-Zellreihen

Klon FACS NAGA NAGA Ca
MCF EC50 [nM] | max [%0] | t [sec]

RBL-CCR5-A2-17 (24.4) 12CA5:| 43,6 - 39 -
T21:| -

RBL-CCR5-A2-17/CCR5 (21.7) | 12CAS5:| 32,4 23,2 25,0 15,5
T21:] 30,2

RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A 12CA5:| 30,2 27,9 60,7 28,7

(20.5) T21:| 47,3

Die Rezeptorexpression der stabil hergestellten Zellreihen wurde im FACS mit dem
Primarantikorper 12CA5 (CCR5-A2-17) oder T21 (CCR5 bzw. CCR5-S/A) und dem
Sekundérantikdrper Ziege-anti-Maus-FITC dberpriift und ist als MCF (mean channel of
fluorescence) angegeben. Die Rezeptoraktivitat der Zellreihen wurde im NAGA bestimmt und
ist als halbmaximale Aktivitat EC50 [nM RANTES] gegeben. Die maximale Glucosaminidase-
Freisetzung (max [%]) und die Zeitkonstante t [sec] der intrazelluldren Calcium-Freisetzung
nach Stimulation mit 10 nM RANTES geben Auskunft Gber die Desensibilisierungsrate der
Rezeptoren. Alle Werte stellen den Mittelwert aus mindestens drei unabh&ngigen Messungen
dar. Ein (-) bedeutet nicht bestimmbar.

2.1.2.3 GRK-Kreuzphosphorylierung nicht Ligand-gebundener Rezeptoren
in CCR5-Homodimeren

Es wurde die Phosphorylierung der RBL-CCR5-A2-17-Mutanten durch PKC und GRK
uberprift. Dazu wurden die Zellen mit 10 nM RANTES oder mit 200 nM PMA
stimuliert, und es wurde die Phosphorylierung des CCR5-A2-17 mit den Antikdrpern
E11, der die GRK-vermittelte Phosphorylierung des Serins 349 nachweist, V14, der das
durch PKC phosphorylierte Serin 337 erkennt, und RC-10, der das nicht phosphorylierte
Serin 337 bindet, gemessen. Die Bestimmung der Phosphorylierung erfolgte dabei

sowohl im Immunoblot nach Immunprézipitation und Geltransfer als auch im ELISA.

Fur die Immunprazipitation wurden RBL-CCR5-A2-17-, RBL-CCR5-A2-17/CCR5-
S/A- und RBL-CCR5-S/A-Zellen fur 3 min mit 10 nM RANTES oder fiir 5 min mit
200 nM PMA stimuliert, lysiert und CCR5-A2-17 mit dem Antikdrper 12CA5 aus den
Proben prézipitiert. Nach dem Auftrennen der Proteine im SDS-Gel und Transfer der
Proben auf eine Nitrozellulosemembran wurde die Phosphorylierung des CCR5-A2-17
mit den Antikérpern V14, RC-10 und E11 und der Rezeptorgehalt der Proben mit dem
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Antikorper HA-Peroxidase nachgewiesen. Man erkennt in der Abbildung 22, dal in
RBL-CCR5-A2-17-Zellen der CCR5-A2-17 eine starke PMA vermittelte und eine
schwache RANTES vermittelte PKC-Phosphorylierung (V14) zeigte, jedoch wie auch
in RBL-CCR5-S/A-Zellen keine GRK-vermittelte Phosphorylierung (E11) aufwies. In
coexprimierenden RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen zeigte sich dagegen eine
deutliche GRK-vermittelte Phosphorylierung (E11), die auf eine mdgliche funktionelle
Ergénzung der beiden defekten Rezeptoren im Dimer hinwies. Als Kontrolle, daB in
allen Proben anndhernd gleiche Rezeptormengen aufgetragen waren, wurde die
Membran gestrippt und CCR5-A2-17-Rezeptoren mit dem direkt Peroxidase-
gekoppelten HA-Antikorper nachgewiesen.
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Abb. 22: Phosphorylierungsnachweis des CCR5-A2-17 mittels Immunprazipitation

RBL-CCR5-A2-17-, RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A- und RBL-CCR5-S/A-Zellen wurden in
10 cm Schalen konfluent angezogen, fur 3 min mit 10 nM RANTES oder fiir 5 min mit 200 nM
PMA stimuliert und in 1 ml Lysepuffer aufgenommen. Fir den Nachweis von V14 und RC-10
wurde der CCR5-A2-17 aus 100 ul und fir den Nachweis von E11 und HA aus 900 pl Lysat mit
je 12 pg 12CA5-Antikorper prazipitiert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer
auf eine Nitrozellulosemembran wurde die CCR5-A2-17-Phosphorylierung zunédchst mit den
biotinylierten Antikdrpern E11 (phospho-Serin 349, GRK-vermittelt, 10 pg/ml) und V14
(phospho-Serin 337, PKC-vermittelt, 5 pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase (1:4000)
nachgewiesen. AnschlieBend wurde die Membran gestrippt und mit biotinyliertem
RC-10 (nicht phosphoryliertes Serin 337, 10 pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase (1:4000) oder
Peroxidase-gekoppeltem HA (1:5000) nachgefarbt. Die CCR5-A2-17-Rezeptorbande wurde bei
etwa 33 kDa detektiert. Die Abbildung ist reprasentativ fur drei Experimente mit gleichem
Ergebnis.
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Parallel zum Immunoblot wurde die Phosphorylierung der RBL-CCR5-A2-17-Mutanten
mittels ELISA Uberprift. Dazu wurden RBL-CCR5-A2-17- und RBL-CCR5-
A2-17/CCR5-S/A-Zellen fir 3 min mit 10 nM RANTES oder fir 5 min mit 200 nM
PMA stimuliert. Fir die Phosphorylierung von CCR5-A2-17 wurde 12CA5 als
Fangantikorper in die ELISA-Platte gegeben.

Man erkennt in der Abb. 23, dal der CCR5-A2-17 in der einzelexprimierenden RBL-
CCR5-A2-17-Zellreihe eine intakte PKC-Phosphorylierung (pSer337) nach Stimulation
mit PMA, jedoch keine spezifische GRK-vermittelte Phosphorylierung (pSer349)
zeigte. In RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen konnte man dagegen nach 3 min
Stimulation mit RANTES eine signifikante GRK-vermittelte Phosphorylierung des
CCR5-A2-17-Rezeptors erkennen. Da die GRK der allgemeinen Auffassung nach
lediglich Ligand-gebundenen Rezeptor phosphoryliert, ist die GRK-Phosphorylierung
des CCR5-A2-17 auf RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen womdglich ein Hinweis auf

eine Dimerbildung mit funktioneller Konsequenz fur die Regulation beider Rezeptoren.
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Abb. 23: Nachweis der Phosphorylierung der RBL-CCR5-A2-17-Zellen im ELISA

RBL-CCR5-A2-17- und RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen wurden in kleinen Schalen
konfluent angezogen und fiir 5 min mit 200 nM PMA oder fir 3 min mit 10 nM RANTES
stimuliert. Nach dem AufschlieRen der Zellen in Lysepuffer wurde der CCR5-A2-17 mit 12CA5
an die ELISA-Platte gebunden. Der Nachweis der Phosphorylierung der Rezeptoren erfolgte mit
den biotinylierten Primérantikdrpern V14 und E11 in einer Konzentration von 1 pg/ml und
Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin. Als Substrat diente ABTS. Die Phosphorylierung ist
angegeben als relative Einheit (r.E.) im Vergleich zu einem mitgefiuhrten CCR5-phospho-CT-
BSA-Standard. Gezeigt ist ein reprdsentatives Experiment von vier durchgefiihrten mit
gleichem Ergebnis.
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Zusammenfassend konnte sowohl im ELISA als auch in der Immunprézipitation gezeigt
werden, dal} beide mutagenisierte Rezeptoren CCR5-A2-17 und CCR5-S/A ihre Defekte
in Bezug auf Ligand-spezifische GRK-vermittelte Phosphorylierung gegenseitig

komplementieren konnten.

2.1.2.4 Komplementierung der R-Arrestin-Bindung zweier Defektmutanten
in CCR5-Homodimeren
Es wurde die Fahigkeit der RBL-CCR5-A2-17-Mutanten, B-Arrestin an die Membran zu

rekrutieren, untersucht. Dazu wurden die drei Zellreihen fir 3 min mit 10 nM RANTES
stimuliert, und es wurde die Membranfraktion auf einem Sucrosegradienten isoliert.
Nach dem Auftrennen der Proteine mittels SDS-PAGE und Nitrozellulosetransfer
wurde das an die Membran translozierte 3-Arrestin nachgewiesen.

Es wurde deutlich, da weder die RBL-CCR5-S/A-Mutante (Abb. 12) noch die RBL-
CCR5-A2-17-Mutante (Abb. 24) alleine in der Lage waren, B-Arrestin an die Membran
zu rekrutieren. Wurden beide Defektmutanten zusammen auf einer Zellreihe
coexprimiert, konnte nach RANTES-Stimulation jedoch eine signifikante R-Arrestin-
Translokation und damit eine funktionelle Komplementierung beobachtet werden (Abb.
24). Der CCR5-A2-17 stellte weiterhin keine dominant negative Mutante dar, da er die
R-Arrestin-Interaktion mit dem intakten CCR5 in RBL-CCR5-A2-17/CCR5-Zellen nicht

inhibierte.
A2-17  A2-17/  A2-17/
WT S/A
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Abb. 24: R-Arrestin-Translokation in RBL-CCR5-A2-17-Zellen

RBL-CCR5-A2-17-, RBL-CCR5-A2-17/CCR5- und RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen
wurden fir 3 min mit Medium (0) oder 10 nM RANTES (R) inkubiert, und es wurde die
B-Arrestin Translokation an die Membran nachgewiesen. Dazu wurde die Membranfraktion der
lysierten Zellen mit einem Sucrosegradienten isoliert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem anti-R-Arrestin-1/2-
Antikdrper (10 pg/ml) und dem sekundéren Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-
Antikorper (1:2000). Das gezeigte Ergebnis ist reprasentativ fir drei Versuche mit gleichem
Ergebnis.
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2.1.2.5 Komplementierung der [-Arrestin-abhdngigen Internalisierung
zweier Defektmutanten in CCR5-Homodimeren

Nach der Fahigkeit zur 3-Arrestin-Rekrutierung wurde das Internalisierungsverhalten
RBL-CCR5-A2-17-Zellreihen Uberprift.

Internalisierung indirekt Gber die Markierung und Aufnahme von radioaktiv markiertem

der drei Dazu wurde zum einen die
RANTES bestimmt, wobei bei dieser Methode insbesondere schnelle Internalisierungs-
ablaufe erfal3t werden kénnen (Abb. 25 A). In einem zweiten Ansatz wurden die Zellen
erst fir unterschiedliche Zeitpunkte mit 100 nM RANTES stimuliert, und dann wurde
die Oberflachenexpression des CCR5-A2-17 bestimmt (Abb. 25 B).
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Abb. 25: Internalisierung der RBL-CCR5-A2-17-Mutanten

A: Die RBL-CCR5-A2-17-, RBL-CCR5-A2-17/CCR5-, RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A- und
RBL-CCR5-S/A-Zellen wurden fir 90 min mit **1-RANTES auf Eis vorinkubiert, gewaschen
und flr unterschiedliche Zeitpunkte nach 37°C transferiert. Die Internalisierung ergibt sich aus
dem Anteil sdureresistenter Aktivitat dividiert durch die insgesamt zellassoziierte Aktivitat der
Zellen nach Abzug der unspezifischen Ligandbindung. Die gezeigten Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten aus drei bis sechs unabhéngigen Messungen mit triplikaten Ansétzen.

B: Die RBL-CCR5-A2-17-, RBL-CCR5-A2-17/CCR5- und RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-
Zellen wurden flr unterschiedliche Zeitpunkte mit 100 nM RANTES stimuliert und die
Stimulation auf Eis abgestoppt. Die Expression des CCR5-A2-17 wurde durch Inkubation der
Zellen mit 10 pg/ml 12C5-Antikorper und radioaktiv markiertem Protein-A fur je 90 min auf
Eis nachgewiesen. Ungebundener Antikérper wurde durch drei Waschschritte entfernt und es
wurde die Anzahl radioaktiver Zerfélle jeder Probe im Wallac-Counter gemessen. Die gezeigten
Ergebnisse entsprechen Mittelwerten aus drei unabhéngigen Messungen in Duplikaten.

Die RBL-CCR5-A2-17-Mutante zeigte erwartungsgemaR einen deutlichen Defekt in der
Markierung mit **I-RANTES, der mit der gesamt-zellassoziierten Aktivitit von nicht
transfizierten RBL-2H3-Zellen vergleichbar war (Daten nicht gezeigt). RBL-CCR5-
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A2-17/CCR5-Zellen zeigten eine vergleichsweise schnelle RANTES-Aufnahme, die
jedoch hinter der von RBL-CCR5-Zellen zurickblieb, da nach 10 min gerade 60 % des
Stimulus aufgenommen waren und bis zu 30 min mit 91 % noch ein deutlicher Anstieg
der RANTES-Internalisierung zu erkennen war. Die RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-
Zellreihe zeigte nach 10 min eine mit 36 % im Vergleich zu 25 % der RBL-CCR5-S/A-
Mutante leicht aber signifikant (p < 0,005) gesteigerte RANTES-Internalisierung, was
als eine eventuelle Komplementierung des Defekts der schnellen, R-Arrestin-
abhéngigen Internalisierung von 3-Arrestin-bindenen CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Dimeren
interpretiert werden konnte (Abb. 25 A). Allerdings war dieser Unterschied nur
wahrend der friihen Zeitpunkte der Rezeptorinternalisierung nachweisbar, in denen die

R-Arrestin-abhangigen Internalisierungsmechanismen dominieren.

Bei der Bestimmung der Oberflachenexpression des CCR5-A2-17 mit iodiertem
Protein-A (Abb. 25 B) zeigte sich bei den RBL-CCR5-A2-17-Zellen eine nur sehr
schwache Internalisierung mit einer maximalen Expressionsreduktion von 15 % nach 30
min, die nach 120 min mit 94 % Expression in etwa die Expression unstimulierter
Zellen erreicht hatte. In RBL-CCR5-A2-17/CCR5-Zellen konnte man eine ebenfalls
sehr geringe aber gleichbleibende Reduktion der CCR5-A2-17 Expression beobachten,
die nach 120 min bei 85 % lag. RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Zellen zeigten dagegen
nach RANTES-Stimulation eine deutliche CCR5-A2-17-Internalisierung, die nach
gleichformiger Reduktion nach 120 min bei 70 % Expression lag (Abb. 25 B).

Zusammenfassend kann postuliert werden, dafl durch die Dimerisierung der
mutagenisierten CCR5-A2-17- und CCR5-S/A-Rezeptoren die Defekte beider
Rezeptoren komplementiert werden und die CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Dimere nach
RANTES-Stimulation 3-Arrestin-abhéngig in die Zelle endozytiert werden.

2.2 Nachweis und funktionelle Konsequenzen der Heterodimerisierung
In der aktuellen Literatur finden sich zahlreiche Berichte, deren zufolge GPCRs nicht
nur Homodimere, sondern durch Komplexbildung mit anderen GPCRs auf derselben

Zelle auch Heterodimere bilden konnen. Dabei wurde eine bevorzugte
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Heterodimerisierung zwischen strukturell und funktionell verwandten Rezeptoren
beobachtet.

Nach dem vorangegangenen Nachweis der GRK- und B-Arrestin-vermittelten
Regulation von CCR5-Homodimeren sollte nun die Hypothese Gberprift werden, dal
diese Mechanismen auch fir die Phosphorylierung und Internalisierung von

Heterodimeren verantwortlich ist.

2.2.1 Nachweis und funktionelle Konsequenzen der CCRb5-

Heterodimerisierung mit C5aR und AT1aR

Um die Hypothese der heterologen Rezeptorregulation zu ergrinden, wurde im
folgenden die Heterodimerisierung des CCR5 mit zwei anderen GPCRs untersucht. Als
Interaktionspartner wurde zum einen der Cba-Rezeptor gewdhlt, der eine hohe
funktionelle und Sequenz-Homologie zum CCRS5 aufweist. Zum anderen wurde der
Angiotensin-Rezeptor 1l Typ la (AT1aR) gewéhlt, der auf Proteinebene eine sehr viel

niedrigere Homologie zum CCR5 aufweist und kein chemotaktisch aktiver Rezeptor ist.

2.2.1.1 Herstellung und Expression von RBL-C5aR/CCR5- und RBL-

AT1aR/CCR5-Zellreihen

Zur Charakterisierung moglicher Interaktion von CCR5 mit C5aR bzw. AT1aR wurde
CCRG5 stabil auf RBL-2H3-Zellen zusammen mit C5aR oder AT1aR coexprimiert.
RBL-C5aR- und RBL-C5aR/CCR5-Zellreihen waren im Labor vorhanden
(ROTHERMEL et al., 1997, KRAFT et al.,, 2001). Zur Herstellung der RBL-
AT1aR/CCR5-Zellreihe wurde die Rezeptor-cDNA aus dem Vektor AT1aR-pcDNA1
(OPPERMANN et al., 1996) mit Notl und BamHI in den Vektor pEF1/Myc-HIS-A
umkloniert und in den E. coli-Stamm XL1-blue transformiert. Zur stabilen Transfektion
in RBL-2H3-Zellen wurden die CCR5-pEFBos- und ATlaR-pEF1/Myc-HIS-A-DNA
mit Pvul linearisiert.

Die Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die Expression und Aktivitit der RBL-
Zellreihen. Man erkennt, dal der C5aR und ATl1aR in den einzel- bzw.
doppeltransfizierten Zellreihen in vergleichbarer Rezeptordichte vorlag, so dal in
Einzel- und Doppeltransfektanten von gleicher Reaktion des Rezeptors auf seinen

jeweiligen Stimulus ausgegangen werden konnte. Die Bestimmung der Stimulus-
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Konzentration bei halbmaximaler Glucosaminidase-Freisetzung (EC50) ergab, daR auf

allen Zellreihen funktionell aktive Rezeptoren exprimiert wurden.

Tab. 7: Expression und Funktion der RBL-C5aR- und RBL-AT1aR-Zellreihen

Klon FACS NAGA NAGA
MCF EC50 [nM] max [%0]
RBL-C5aR ChaR:| 1114 C5aR :| 10,6 C5aR :| 409

RBL-C5aR/CCRS5 (58.9) ChaR :| 123,7 CoaR:| 7,7 C5aR:| 55,8
CCR5:| 52,9 CCR5:| 27,0 | CCR5:| 27,1
RBL-AT1aR (58.8) ATlaR:| 19,9 ATlaR :| 42,3 | ATlaR:| 62,1
RBL-AT1aR/CCR5 (33.1) | AT1laR:| 22,9 ATlaR:| 39,2 | AT1laR:| 56,3
CCR5:| 144 CCR5:| 144 | CCR5:| 17,6

Gezeigt ist die Expression und Aktivitdt der RBL-C5aR- und RBL-AT1aR-Zellreihen. Bei
Doppeltransfektanten wurde die Expression und Aktivitat beider exprimierter Rezeptoren
getestet und aufgefiihrt. MCF gibt die Rezeptorexpression als ,,mean channel of fluorescence”
im FACS an. EC50 zeigt die jeweilige Stimulus-Konzentration [nM ATII bzw. C5a] an, bei
welcher der Rezeptor seine halbmaximale Glucosaminidase-Freisetzung zeigte. NAGA max
gibt die maximale Glucosaminidase-Freisetzung in [%] an. Die aufgeflihrten Daten entsprechen
Mittelwerten aus mindestens drei unabh&ngigen Messungen.

2.2.1.2 Charakterisierung der B-Arrestin-Bindung an C5aR und AT1aR

Sowohl der C5aR als auch der AT1aR zeichnen sich durch eine starke Arrestin-Bindung
nach Stimulation mit ihrem jeweilig spezifischen Stimulus aus. Man erkennt in der
Abb. 26 A, daB RBL-C5aR-Zellen (siehe Tab. 7) nach Stimulation mit 20 nM C5a
schon nach 5 sec eine deutliche B-Arrestin-Translokation an die Membran zeigten. Im
Gegensatz zu RBL-CCR5-Zellen (Abb. 12) war die -Arrestin-Translokation hier so
stark, dall die R-Arrestin-Konzentration im Cytosol nach Cb5a-Stimulation deutlich
abnahm, was auf eine verstarkte Membrantranslokation hinwies. In RBL-AT1aR-Zellen
war nach Stimulation mit 100 nM Atll ebenfalls nach 5 sec eine deutliche 3-Arrestin-
Translokation an die Membran zu erkennen, wobei auch hier die R-Arrestin-Menge im
Cytosol erkennbar abnahm (Abb. 26 B).
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Abb. 26: R-Arrestin-Translokation in RBL-C5aR- und RBL-AT1aR-Zellen

RBL-C5aR- (A) und RBL-AT1aR-Zellen (B) wurden fiir unterschiedliche Zeitpunkte mit
20 nM C5a bzw. 100 nM ATII stimuliert, und es wurde die B-Arrestin Translokation an die
Membran nachgewiesen. Dazu wurden die Membran und das Cytosol der lysierten Zellen mit
einem Sucrosegradienten isoliert, auf einem SDS-Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem anti-B-Arrestin-1-
Antikorper (1:500) und dem sekundaren Peroxidase-konjugierten Kaninchen-anti-Maus-
Antikorper (1:2000). Der Nachweis des ECL-Signals erfolgte auf einem Photofilm. Die
gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ fur jeweils drei Versuche mit gleichem Ergebnis.

2.2.1.3 Nachweis der Heterodimerisierung durch Coimmunprazipitation in
RBL-C5aR/CCR5- und RBL-AT1aR/CCR5-Zellen

Um die Bildung von Rezeptordimeren zu untersuchen, wurden zunéchst Coimmun-
prazipitationsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurden lysierte RBL-C5aR/CCR5-Zellen
mit einem anti-CCR5- oder anti-C5aR-Antikdrper inkubiert und auf die mogliche
Coimmunprazipitation von C5aR bzw. CCR5 getestet. Man sieht in der Abb. 27 A, dal3
in RBL-C5aR/CCR5-Lysaten nach Immunprazipitation mit dem anti-C5aR-Antikdrper
S5/1 sowohl der C5aR als auch der CCR5 nachgewiesen werden konnte. Umgekehrt
konnten nach Prazipitation mit dem anti-CCR5-Antikorper R22 sowohl CCRS5 als auch
C5aR nachgewiesen werden. Diese Coimmunprazipitation ist nicht auf mdogliche
Kreuzreaktivitit der Antikorper zurickzufihren, da in einem Zellgemisch aus RBL-
Zellen, von denen eine Zellreihe lediglich CCR5, die andere ausschlieBlich C5aR
exprimierten, keine Coimmunprézipitation festzustellen war (Abb. 27 A). Als
Negativkontrolle wurden nicht transfizierte RBL-2H3-Zellen mitgefihrt.



[11. Ergebnisse 98

A 4
&y &
1P: Sl
&
IB: a-CCR5
IB: o-C5aR
|
RBIL- RBL-CCRS5 + REL
C5aR/CCR5 RBL-C5aR
B F & b e
P S F &
) & & & & & o

T - _
. IB: a-ATlaR

F oo F O F K
> N NN
IS 6;9 & SRS M

td /Y’ td rd
¥ ¥ AN

. . IB: a-CCR5

0 0 0 0 AtIT RA

RBL RBL-AT1aR/CCRS5

Abb. 27: Coimmunprazipitation in RBL-C5aR/CCR5- und RBL-AT1aR/CCR5-Zellen

A: Coexprimierende RBL-C5aR/CCR5-Zellen, ein Gemisch aus einzeln exprimierenden RBL-
C5aR- und RBL-CCR5-Zellen und nicht transfizierte RBL-2H3-Zellen wurden in Lysepuffer
aufgeschabt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Protein-G-Sepharose und 12 pg anti-
C5aR- (S5/1) oder anti-CCR5- (R22) Antikorper versetzt und fir zwei Stunden bei 4°C
inkubiert. Nach viermaligem Waschen der Proben wurde das Protein-G-Pellet in 50 ul PAGE-
Puffer aufgenommen, fur 20 min bei 37°C inkubiert und auf einem 10 %igen SDS-Gel
aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde prézipitierter CCR5 mit
dem Antikdrper MC5 (0,25 pg/ml) und Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-
Antikorper (1:2000) nachgewiesen. Die Markierung des C5aR erfolgte mit 5 pg/ml
biotinyliertem P12/1 und Streptavidin-Peroxidase (1:4000).

B: RBL-2H3 Zellen oder coexprimierende RBL-AT1aR/CCR5-Zellen wurden fir 3 min mit
Medium (0), 100 nM Angiotensin 11 (Atll) oder 20 nM RANTES (RA) inkubiert, und es wurde
die (Co-) Immunpréazipitation der Rezeptoren wie unter A bestimmt. In der Immunprézipitation
wurden der anti-CCR5-Antikorper R22 und der fir den HA-markierten AT1aR spezifische
12CA5-Antikdrper eingesetzt. Im Immunoblot wurde fir den Nachweis von CCR5 der
Antikdrper MC5 (0,25 pg/ml) und fur AT1aR 12CAS5 (5 pg/ml) verwendet. Als Zweitantikorper
wurde Peroxidase-konjugierter Kaninchen-anti-Maus-Antikdrper (1:2000) eingesetzt.
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A + B: Die gezeigten Ergebnisse sind représentativ fiir mindestens drei unabhangig voneinander
durchgefiihrte Versuche mit gleichem Ergebnis. Die neben IP aufgefiihrten Antikorper wurden
in der Immunprézipitation verwendet, die neben IB bezeichneten Antikorper dienten der
Rezeptormarkierung im Immunoblot. Die Rezeptorbande des CCR5 wurde bei etwa 37 kDa, die
des C5aR bei 43 kDa und die des AT1aR bei etwa 43 kDa detektiert.

In RBL-AT1aR/CCR5-Zellen konnte keine Coimmunprazipitation von AT1aR mit
CCR5 festgestellt werden (Abb. 27 B). Auch durch Stimulation der Zellen mit
RANTES oder Angiotensin Il konnte keine Rezeptor-Coimmunprazipitation induziert

werden.

2.2.1.4 Nachweis von C5aR/CCR5- und AT1aR/CCR5-Heterodimeren in
BRET-Analysen

Um die Heterodimerisierung zusatzlich in intakten Zellen nachzuweisen, wurde die

basale CCR5-Heterodimerbildung in BRET-Analysen untersucht.

2.2.1.4.1 Herstellung der BRET-DNA-Konstrukte

Dazu wurden zum einen die unter 2.1.1.1 hergestellten CCR5-BRET-Konstrukte
verwendet und zum anderen wurden analoge GFP?-Konstrukte fiir C5aR und AT1aR
hergestellt. C5aR wurde mit den Primern C5aR-Rluc-For und C5aR-Rluc-Back aus
C5aR-pEFBos amplifiziert, C5aR-ST/A (siehe Kapitel 2.2.2.2.2) mit den Primern
C5aR-Rluc-For und C5aR-ST/A-Rluc-Back aus dem Plasmid C5aR-ST/A-pEF1/Myc-
HIS-A. Fir AT1aR wurden die Primer AT1-Hind3-For und AT1-ohneStop-Bam-Back
und das Plasmid AT1aR-pcDNA3 verwendet. Alle Amplifikate wurden mit Hindlll und
BamHI in den Luciferase kodierenden pRIucN2 und in den GFP2-kodierenden pGFP2N2
Kloniert. Die Konstrukte wurden in den E. coli-Stamm XL1-blue transformiert, und die

Basenabfolge der Plasmide wurde mittels Sequenzierung verifiziert.

2.2.1.4.2 Nachweis von Ligand-unabhangigen CCR5-Heterodimeren

Zur Bestimmung der Heterodimerisierung wurden HEK-293-Zellen mit einer
gleichbleibenden Menge CCR5-RIluc und steigenden Konzentrationen der diversen
GFP%-Konstrukte transient transfiziert, und es wurde das BRET-Signal wie unter
Abschnitt 2.1.1 bestimmt. Zur Vergleichbarkeit wurde das halbmaximale BRET-Signal
(BRET50) der verschiedenen Rezeptordimere bestimmt und in der Abbildung 28

aufgetragen. Man erkennt, daR CCR5 neben der schon gezeigten Homodimerisierung
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signifikante Heterodimere mit C5aR und AT1aR bildete, wobei die Affinitat des CCR5
zu C5aR deutlich héher war als zu AT1aR.
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Abb. 28: Untersuchung der Heterodimerisierung von CCR5 in BRET-Analysen

HEK-293-Zellen wurden transient mit einer gleichbleibenden Menge CCR5-Rluc und
steigenden Konzentrationen von CCR5-GFP?, C5aR-GFP2 , AT1aR-GFP? oder C5aR-ST/A-
GFP2 transfiziert, und nach 48 h wurde der Energietransfer nach Aktivierung der Luciferase mit
ihrem Substrat DeepBlueC gemessen. Das BRET-Signal ergab sich aus dem Quotienten aus
GFP%Fluoreszenz und Rluc-Lumineszenz abziiglich des BRET-Signals von Zellen, die
lediglich mit dem CCR5-RIluc-Konstrukt transfiziert wurden. Die Fluoreszenzerhéhung wurde
ohne Substratzugabe nach Anregung der Zellen mit einer Wellenldnge von 410 nm bei 515 nm
detektiert. BRET50 gibt den halomaximalen Energietransfer der unterschiedlichen Dimere an.
Die gezeigten Ergebnisse sind Mittelwerte mit Standardfehler aus mindestens 3 Versuchen.

2.2.1.5 Heterologe CCR5-Kreuzphosphorylierung durch C5aR und AT1aR

Im AnschluB an den Nachweis der Rezeptor-Heterodimer-Bildung wurde die PKC- und
GRK-vermittelte CCR5-Phosphorylierung nach heterologer Stimulation mit C5a bzw.
ATII untersucht. Dazu wurden RBL-C5aR/CCR5- oder RBL-AT1aR/CCR5-Zellen mit
C5a oder Angiotensin stimuliert, und es wurde die CCR5-Phosphorylierung im ELISA
mit den Antikdrpern V14, der die PKC-vermittelte Phosphorylierung des CCR5-Serins
337 erkennt, und dem Antikorper E11, der die GRK-vermittelte Phosphorylierung des
Serins 349 detektiert, gemessen.

Die Untersuchungen zur heterologen CCR5-Phosphorylierung in RBL-C5aR/CCR5-
Zellen wurden von Frau Dipl. biol. Stefanie Rethorn durchgefiihrt (RETHORN, 2003).
In der Abbildung 29 ist die Phosphorylierung der CCR5-Serine 337 und 349 bei
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unterschiedlichen Konzentrationen an Stimulus aufgetragen. Man erkennt, dal der
CCR5 in RBL-C5aR/CCR5-Zellen eine deutliche Cb5a-induzierte heterologe
Phosphorylierung sowohl des PKC-vermittelt phosphorylierten CCR5-Serins 337 als
auch des GRK-vermittelt phosphorylierten Serins 349 aufwies. In RBL-AT1aR/CCR5-
Zellen konnte dagegen am CCR5-Serin 337 nach Angiotensin-Stimulation nur eine
schwache PKC-vermittelte Kreuzphosphorylierung und keine detektierbare GRK-
vermittelte Phosphorylierung des CCR5-Serins 349 beobachtet werden.
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Abb. 29: Heterologe CCR5-Phosphorylierung in RBL-C5aR/CCR5- und RBL-

AT1aR/CCR5-Zellen

(A) RBL-C5aR/CCR5- oder (B) RBL-AT1aR/CCR5-Zellen wurden in Kkleinen Schalen
konfluent angezogen und fir 3 min mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cb5a oder
Angiotensin Il stimuliert. Die PKC- bzw. GRK-vermittelte Phosphorylierung des CCR5 wurde
mit den biotinylierten Antikérpern V14 bzw. E11 (je 1pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase
(1:4000) anhand eines CCR5-phospho-CT-BSA-Standards quantifiziert. Die Phosphorylierung
ist angegeben als relative Einheit (r.E.). Die gezeigten Ergebnisse sind reprasentativ flr je drei
unabhéngige Experimente mit gleichem Ergebnis.
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2.2.1.6 CCRS5-Cointernalisierung in RBL-C5aR/CCR5- und RBL-
AT1aR/CCR5-Zellen

Um die funktionellen Konsequenzen der Heterodimerisierung weiter zu
charakterisieren, wurden Cointernalisierungsexperimente durchgefihrt. Dazu wurden
RBL-C5aR/CCR5- oder RBL-AT1aR/CCR5-Zellen mit C5a oder Angiotensin Il
stimuliert, und es wurde die Expression des CCR5 auf der Zelloberflache mit radioaktiv

markiertem anti-CCR5-Antikorper T21 nachgewiesen.
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Abb. 30: Heterologe Cointernalisierung des CCR5

A: RBL-C5aR/CCR5- oder RBL-AT1aR/CCR5-Zellen wurden fur unterschiedliche Zeitpunkte
mit 100 nM C5a oder 100 nM Angiotensin Il stimuliert, die Stimulation auf Eis abgestoppt und
die Expression des CCR5 wurde durch Inkubation der Zellen mit radioaktiv markiertem anti-
CCR5-Antikorper T21 fir 90 min auf Eis nachgewiesen. Ungebundener Antikérper wurde
durch drei Waschschritte entfernt und es wurde die Anzahl radioaktiver Zerfélle jeder Probe im
Wallac-Counter gemessen.

B: Die Rezeptor-Internalisierung nach homologer Stimulation wurde wie unter A bestimmt.
RBL-C5aR/CCR5-Zellen wurden dabei mit 100 nM RANTES oder 100 nM C5a stimuliert, der
Nachweis des CCR5 erfolgte wie oben, die Expression des C5aR wurde mit dem radioaktiv
markierten anti-C5aR-Antikorper S5/1 ermittelt. RBL-AT1aR/CCR5-Zellen wurden wie oben
mit 100 nM Angiotensin 1l stimuliert; der Nachweis des AT1aR erfolgte hier mit unmarkiertem
12CA5-Antikorper, der wiederum mit radioaktiv markiertem Protein A nachgewiesen wurde.

A + B: Die Ergebnisse entsprechen Mittelwerten mit Standardabweichung aus drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten mit triplikaten Bestimmungen.

Man erkennt in der Abb. 30 A, daB in RBL-C5aR/CCR5-Zellen nach heterologer C5a-
Stimulation die Expression des CCR5 nahezu linear abnahm, wobei nach 120 min etwa
45 % des CCRS5 cointernalisiert worden waren. Im Vergleich dazu wurden nach
homologer RANTES-Stimulation nach 120 min etwa 55 % des CCR5 internalisiert
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(Abb. 30 B). Der C5aR zeigte nach homologer Cb5a-Stimulation konform mit der
CCR5-Cointernalisierung eine in etwa lineare Abnahme der Expression, wobei nach
120 min noch etwa 36 % des Rezeptors auf der Zelloberflache nachzuweisen waren.

In RBL-AT1aR/CCR5-Zellen zeigte sich nach Angiotensin-Stimulation eine deutlich
geringere CCR5-Cointernalisierung. Hier waren nach 30 min etwa 14 % des CCR5
cointernalisiert. Nach diesem Zeitpunkt nahm die Rezeptorexpression aber deutlich
geringer ab, wobei nach 120 min etwa 23 % des CCR5 cointernalisiert waren. Im
Vergleich dazu erkennt man bei der homologen AT1aR-Internalisierung nach ATII-
Stimulation, daB der Rezeptor nach 30 min mit 44 % Expression maximal internalisiert
war (Abb. 30 B). Nach diesem Zeitpunkt nahm die AT1aR-Expression auf der

Zelloberflache wieder leicht zu und lag nach 120 min bei etwa 67 %.

2.2.1.7 Desensibilisierung der C5aR/CCR5-Heterodimere

Schliellich wurde die Desensibilisierung der RBL-C5aR/CCR5 und RBL-
AT1aR/CCR5 Doppeltransfektanten untersucht und mit den RBL-C5aR und RBL-
AT1aR Einzeltransfektanten verglichen. Man erkennt in der Tabelle 7, daB sich die
Expression von C5aR und AT1aR in den Einzel- und Doppeltransfektanten nicht
signifikant unterschieden.

RBL-C5aR/CCR5- und RBL-C5aR-Zellen bzw. RBL-AT1aR/CCR5- und RBL-AT1aR-
Zellen wurden mit 20 nM C5a bzw. 100 nM Atll stimuliert, und es wurden der Verlauf
der intrazellularen Calcium-Freisetzung aufgezeichnet und die Glucosaminidase-
Freisetzung der Zellen gemessen.

Man erkennt in der Abbildung 31 A, dal3 die RBL-C5aR/CCR5-Zellen im Vergleich mit
der Einzeltransfektante RBL-C5aR nach Cb5a-Stimulation eine verlangsamte
Desensibilisierung zeigte. Gleichzeitig wiesen die RBL-C5aR/CCR5-Zellen mit 55,8 %
eine verlangerte Glucosaminidase-Freisetzung auf (Tab. 7). In einzeltransfizierten RBL-
C5aR-Zellen wurden dagegen 40,9 % der Glucosaminidase freigesetzt.

In RBL-AT1aR/CCR5-Zellen konnten im Vergleich zu RBL-AT1aR-Zellen weder eine
verldngerte Calcium-Freisetzung (Abb. 31 B) noch eine erhéhte NAGA-Freisetzung
festgestellt werden (Tab. 7).
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Abb. 31: Calciumionen-Freisetzung in RBL-C5aR/CCR5- und RBL-AT1aR/CCR5-Zellen

RBL-C5aR/CCR5- und RBL-C5aR-Zellen (A) wurden mit 20 nM Cb5a bzw. RBL-
AT1aR/CCR5- und RBL-AT1aR Zellen (B) mit 100 nM Angiotensin Il stimuliert, und es wurde
der Verlauf der intrazellularen Calciumionen-Freisetzung aufgezeichnet. Die jeweiligen
Verldufe sind reprasentativ fur drei unanhéngige Experimente mit gleichem Ergebnis.

2.2.2 Bedeutung des CbaR-C-Terminus fiir die CCR5-Requlation in
CCR5/C5aR-Heterodimeren

Aufbauend auf der Charakterisierung der heterologen CCR5-Rezeptorregulation auf
RBL-C5aR/CCR5-Zellen  wurde nun die Bedeutung der intakten Serin-

Phosphorylierungsstellen des C5aR-C-Terminus fur die heterologe Interaktion mit dem
CCR5 untersucht. Dazu wurde CCR5 zusammen mit phosphorylierungsdefizienten
C5aR-Mutanten auf RBL-Zellen exprimiert und die Regulation des CCR5 nach Cba-

Stimulation der Doppeltransfektanten untersucht.

2.2.2.1 Charakterisierung der phosphorylierungsdefizienten Cb5a-

Rezeptoren

C5aR enthélt in seinem C-Terminus 6 Serine und 4 Threonine als mdgliche
Phosphorylierungsstellen. Es wurde postuliert, daB die C-terminalen Serine die einzigen
Phosphorylierungsstellen im C5aR darstellen (GIANNINI et al.; 1995).
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2.2.2.1.1 Herstellung von phosphorylierungsdefizienten C5a-Rezeptoren
Aufgrund der veroffentlichten Daten wurden in einem ersten Ansatz alle sechs Serine
gegen Alanin deletiert. Dazu wurde aus dem Vektor C5aR-pEFBos mit den Primern
C5aR-Bam-For und C5aR-Eco-Backl ein verkirzter C5aR amplifiziert, der drei der C-
terminalen, Alanin-mutierten Serine enthielt und den N-terminalen 331 Aminoséuren
entsprach (C5aR-T331). Das Amplifikat wurde mit BamHI und EcoRV in den Vektor
pEF1/Myc-HIS-A kloniert und in den E. coli-Stamm XL1-blue transformiert. Nach der
Verifizierung der Basenabfolge mittels Sequenzierung wurde dieser verkiirzte C5aR als
Matrize fur eine zweite PCR mit den Primern C5aR-Bam-For und C5aR-Eco-Back2
verwendet, in der der C-Terminus des Rezeptors komplettiert wurde, wobei alle Serine
gegen Alanin deletiert wurden (C5aR-S/A). Aufgrund eines in der Abteilung
hergestellten phosphospezifischen Antikdérpers gegen das C5aR-Serin-334 wurde mit
den gleichen Primern eine weitere C5aR-Mutante hergestellt, bei der das Serin 334 als
einziges der sechs vorhandenen Serine nicht gegen Alanin mutagenisiert wurde (C5aR-
S/A-S334). Dabei ist zu beachten, dal’ der Primer C5aR-Eco-Back?2 an entsprechender
Stelle entweder flr ein Serin oder fur ein Alanin codiert. Beide Amplifikate wurde wie
oben mit BamHI und EcoRV in den Vektor pEF1/Myc-HIS-A Kloniert und in den E.
coli-Stamm XL1-blue transformiert. Die Basenabfolge der mutagenisierten Rezeptoren
wurde mittels Sequenzierung verifiziert.

Aufgrund der spater beobachteten Féhigkeit des C5aR-S/A-Rezeptors, R-Arrestin zu
binden (Abb. 33), wurden in einem weiteren Ansatz alle Serine und Threonine des
C5aR gegen Alanin mutagenisiert. Dazu wurde aus dem Vektor Cb5aR-T331-
pEF1/Myc-HIS-A mit den Primern C5aR-Bam-For und C5aR-S/A-T/A-Eco5-Back2 ein
komplett phosphorylierungsdefizienter C5aR-ST/A amplifiziert. Das Amplifikat wurde
wie oben in pEF1/Myc-HIS-A ligiert, in E. coli transformiert und sequenziert.

Zur stabilen Transfektion in RBL-2H3-Zellen wurden die verschiedenen

mutagenisierten C5aR- pEF1/Myc-HIS-A-Konstrukte mit Pvul linearisiert.

2.2.2.1.2 Expression der phosphorylierungsdefizienten C5a-Rezeptoren

Um die Eigenschaften der verschiedenen C5aR-Mutanten zu charakterisieren, wurden
diese stabil auf RBL-2H3-Zellen exprimiert. Von jeder Zellreihe wurden mindestens 2
Klone auf ihre Funktionalitat untersucht, um Artefakte zu vermeiden. Die Expression

und Aktivitat der Rezeptoren ist in Tabelle 8 gegeben.
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Tab. 8: Expression und Aktivitat der RBL-C5aR-Mutanten

Klon MCF EC50 [nM]
RBL-C5aR-S/A-S334 (B5.8) 48,2 2,1
RBL-C5aR-S/A (B19.2) 43,1 1,7
RBL- C5aR-ST/A (27.9) 14,5 1,8

Die Rezeptorexpression der stabil hergestellten Zellreihen wurde im FACS mit dem
monoklonalen Primarantikdrper S5/1, welcher gegen den C5aR-Aminoterminus gerichtet ist,
und dem Sekundarantikorper Kaninchen-anti-Maus-FITC uberprift und ist als MCF (mean
channel of fluorescence) angegeben. Die Aktivitdt der Rezeptoren ist angegeben als
Konzentration an C5a, bei der der Rezeptor seine halbmaximale Glucosaminidase-Freisetzung
zeigt (EC50 [nM]). Alle Werte entsprechen Mittelwerten aus mindestens zwei unabhangigen
Versuchen.

Man sieht, dal der C5aR in RBL-C5aR-S/A-S334- und RBL-C5aR-S/A-Zellen in
vergleichbarer Konzentration auf der Zelloberflache exprimiert wurde. Die C5aR-
Expression in RBL-C5aR-ST/A-Zellen fiel im Allgemeinen deutlich geringer aus. Alle
Rezeptoren zeigten eine intakte Funktionalitat in der Glucosaminidase-Freisetzung nach

Cb5a-Stimulation.

2.2.2.1.3 Serin- und Threonin-Phosphorylierung des C5a-Rezeptors

Es wurde postuliert, daB die C-terminalen Serine die einzigen Phosphorylierungsstellen
im C5aR darstellen (GIANNINI et al.; 1995). Um diese Aussage fiir die eigenen Zellen
zu Uberprifen, wurden 2D-Phosphoaminoséureanalysen durchgefiihrt, bei denen die
Phosphorylierung einzelner Aminosaurearten nachgewiesen werden kann. Dazu wurden
RBL-C5aR- und RBL-C5aR-S/A-Zellen fir 10 min in 3*P-angereichertem Medium mit
100 nM C5a stimuliert, mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt, und die Position der
einzelnen Aminosauren wurde unter Verwendung von Aminosaurestandards lokalisiert.
Man erkennt in der Abb. 32 das Autoradiogramm beider Zellreihen. RBL-C5aR-Zellen
zeigten eine deutlich starkere Phosphorylierung, was durch die im Vergleich zu den
C5aR-S/A-Zellen erhohte Rezeptorexpression und die héhere Anzahl intakter
Phosphorylierungsstellen begriindet werden kann. Man erkennt neben einer dominanten
Phosphorylierung der Serine eine deutliche Phosphorylierung an der Position der
Threonine. Auch in RBL-C5aR-S/A-Zellen fand man einen deutlichen Einbau an

%2phosphat an Position der Threonine. Somit scheint der C5a-Rezeptor unter den
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gegebenen Bedingungen entgegen Literaturberichten nicht ausschlieBlich an Serinen

sondern auch an Threoninen phosphoryliert zu werden.

RBL-C5aR RBL-C35aR-S/A

Abb. 32: Nachweis der C5aR-Phosphorylierung in der 2D-Gelelektrophorese

RBL-C5aR- und RBL-C5aR-S/A-Zellen, mit Austausch aller C-terminalen Serine gegen
Alanin, wurden in 32Phosphat-Medium fir 10 min mit 100 nM Cb5a stimuliert, lysiert und der
C5aR wurde mittels Immunprazipitation mit dem Antikorper S5/1 aufgereinigt. Der Rezeptor
wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und mittels
Autoradiographie lokalisiert. Der Rezeptor wurde aus der Membran ausgeschnitten,
proteolysiert und zusammen mit Aminosdurestandards fur Serin, Threonin und Tyrosin in der
2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach der Markierung der Position der Aminosaurestandards
wurde das in den Rezeptor eingebaute *?Phosphat mittels Autoradiographie detektiert.

2.2.2.1.4 Bedeutung der C-terminalen Serine und Threonine fiir die

B-Arrestin-Bindung des C5a-Rezeptors

Aufbauend auf den Phosphorylierungsstudien wurde die Fahigkeit der verschiedenen
phosphorylierungsdefizienten C5aR-Mutanten untersucht, B-Arrestin an die Membran
zu rekrutieren. Man sieht in der Abbildung 33, daR die RBL-C5aR-S/A-Mutante mit
Austausch aller sechs Serine entgegen der Literatur durchaus in der Lage war, nach
Stimulation mit 20 nM C5a 3-Arrestin an die Membran zu rekrutieren. Dagegen war die
RBL-C5aR-ST/A-Mutante mit Austausch aller Serine und Threonine nicht mehr zur
B-Arrestin-Bindung beféahigt. In RBL-C5aR-S/A-S334-Zellen konnte ebenfalls eine
intakte B-Arrestin-Translokation beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 33: R-Arrestin-Translokation in RBL-C5aR-Mutanten

RBL-C5aR-, RBL-C5aR-S/A- und RBL-C5aR-ST/A-Zellen wurden fir 3 min mit 20 nM Cba
stimuliert, und es wurde die B-Arrestin-Translokation an die Membran nachgewiesen. Dazu
wurden die Membran und das Cytosol der lysierten Zellen mit einem Sucrosegradienten isoliert,
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis
erfolgte mit dem anti-B-Arrestin-1-Antikorper (1:500) und dem sekundaren Peroxidase-
konjugierten Kaninchen-anti-Maus-Antikdrper P260 (1:2000). Der Nachweis des ECL-Signals
erfolgte auf einem Photofilm. Das gezeigte Ergebnis ist reprasentativ fir drei Versuche mit
gleichem Ergebnis.

2.2.2.1.5 Bedeutung der C-terminalen Serine und Threonine fiir die

Internalisierung des C5a-Rezeptors

Nach der F&higkeit der Rezeptoren, R-Arrestin an die Membran zu rekrutieren, wurde
die Internalisierung der C5aR-Mutanten untersucht. Dazu wurden RBL-C5aR-, RBL-
C5aR-S/A-S334-, RBL-C5aR-S/A- und RBL-C5aR-ST/A-Zellen mit radioaktiv
markiertem C5a stimuliert und es wurde die Aufnahme an Stimulus zu verschiedenen
Zeitpunkten ermittelt. Man sieht in der Abbildung 34, daR RBL-C5aR- und RBL-C5aR-
S/IA-S334-Zellen einen nahezu identischen Verlauf der Internalisierung zeigten. Nach
drei Minuten waren 35 % bzw. 32 % des gebundenen Stimulus internalisiert, nach zehn
Minuten waren es bereits 69 % bzw. 72 %. Die RBL-C5aR-S/A- und RBL-C5aR-ST/A-
Zellen wiesen dagegen trotz unterschiedlicher Fahigkeiten, 3-Arrestin an die Membran
zu rekrutieren, beide einen Defekt in der schnellen Internalisierung auf. Hier waren nach
drei Minuten gerade 6 % bzw. 7 % des Stimulus internalisiert, nach zehn Minuten lag

die Internalisierung bei 34 % bzw. 27 %.
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Abb. 34: Internalisierung der phosphorylierungsdefizienten C5a-Rezeptormutanten

RBL-C5aR-, RBL-C5aR-S/A-S334-, RBL-C5aR-S/A- und RBL-C5aR-ST/A-Zellen wurden fir
90 min mit radioaktiv markiertem C5a inkubiert, ungebundener Stimulus wurde durch Waschen
entfernt, und die Zellen wurden fir unterschiedliche Zeitpunkte nach 37°C transferiert. Die
Internalisierung ergibt sich aus dem Anteil sdureresistenter Aktivitat dividiert durch die
insgesamt zellassoziierte Aktivitat der Zellen nach Abzug der unspezifischen Ligandbindung.
Die gezeigten Ergebnissen entsprechen Mittelwerten mit Standardfehler aus drei unabhéngigen
Messungen in dreifacher Ausfiihrung.

2.2.2.1.6 Bedeutung der C-terminalen Serine und Threonine fiir die

Desensibilisierung des C5a-Rezeptors

Aufgrund des Defekts in der schnellen Internalisierung wurde die Desensibilisierung
der C5aR-S/A- und C5aR-ST/A-Mutanten untersucht. Dazu wurden die Zellen mit
20 nM Cba stimuliert, und es wurde der Verlauf der intrazellul&ren Calciumionen-
Freisetzung aufgezeichnet. Man sieht in der Abbildung 35, dall beide
phosphorylierungsdefiziente Rezeptoren eine verlangerte Freisetzung an Calcium
aufwiesen. Die Zeitkonstanten lagen bei 22,2 sec fir RBL-C5aR-S/A- und bei 20,3 sec
bei RBL-C5aR-ST/A-Zellen im Vergleich zu RBL-C5aR-Zellen mit 14,0 sec.
Aullerdem zeigten beide mutagenisierte Rezeptoren eine verstarkte Freisetzung von

Glucosaminidase (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 35: Verlauf der intrazelluldren Calcium-Freisetzung in RBL-C5aR-Mutanten

RBL-C5aR-, RBL-C5aR-S/A- und RBL-C5aR-ST/A-Zellen wurden dem Chelatbildner
Fluo3AM beladen, gewaschen und mit 20 nM Cba stimuliert. Es wurde der Verlauf der
intrazelluldren Calciumionen-Freisetzung aufgezeichnet. Die gezeigten Verldufe entsprechen
reprasentativen Kurven aus mindestens drei unabhdngigen Messungen in Doppelbestimmungen.

2.2.2.2 Heterologe CCR5-Regulation durch phosphorylierungsdefiziente

Cb5a-Rezeptoren

Um schlieBlich den EinfluR der mutagenisierten Cb5a-Rezeptoren auf die
Kreuzregulation des CCR5 zu untersuchen, wurden die Rezeptoren zusammen mit
CCR5 auf RBL-2H3-Zellen coexprimiert, und es wurde die Kreuzregulation des CCR5

nach heterologer C5a-Stimulation untersucht.

2.2.2.2.1 Herstellung und Expression der RBL-CCR5/C5aR-S(T)/A-Zellen

Zur Darstellung der C5aR/CCR5-Zellreihen wurden die unter 2.2.2.1.1 synthetisierten,
phosphorylierungsdefizienten C5aR-Mutanten zusammen mit dem mit Scal
linearisierten CCR5-pEF-Bos stabil in RBL-2H3-Zellen transfiziert.

Die Tabelle 9 zeigt die Expression und Aktivitat der verschiedenen Zellreihen. Man
erkennt, da der C5aR-ST/A im Vergleich zu den C5aR-S/A-S334 und Cb5aR-S/A-
Mutanten nur schwach exprimiert wurde, aber trotzdem eine vergleichbare
Rezeptoraktivitat aufwies. Der CCR5 zeigte trotz zum Teil geringer Expression auf
allen Zellreihen eine mit RBL-CCR5-Zellen vergleichbare Funktionalitat und
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Desensibilisierung gemessen durch die maximale Glucosaminidase-Freisetzung und
Freisetzung von intrazellularen Calciumionen nach RANTES-Stimulation (Daten nicht

gezeigt).

Tab. 9: Rezeptorexpression der RBL-CCR5/C5aR-S(T)/A-Zellen

Klon MCF EC50
RBL-C5aR-S/A-S334 + CCR5 (B2.9) C5aR : 29,9 2,4
CCR5: 8,7 14,8
RBL-C5aR-S/A + CCR5 (C17.3.11) ChaR : 30,1 2,1
CCRS5: 45,8 11,0
RBL-C5aR-ST/A + CCRS5 (37.3) C5aR : 3,0 1,7
CCR5: 24,5 18,5

Die Rezeptorexpression der stabil hergestellten Zellreihen wurde im FACS mit den
monoklonalen Primarantikérpern S5/1, der den C5aR-Aminoterminus bindet, und T21, welcher
gegen den CCR5-Aminoterminus gerichtet ist, und dem Sekundarantikdrper Ziege-anti-Maus-
FITC UOberprift und ist als MCF (mean channel of fluorescence) angegeben. Die
Rezeptoraktivitat der Zellreihen wurde im NAGA bestimmt und ist als halbmaximale Aktivitat
EC50 [nM Stimulus] angegeben. Alle Werte stellen den Mittelwert aus mindestens drei
unabh&ngigen Messungen dar.

2.2.2.2.2 Nachweis der Heterodimerisierung von CCR5 und C5aR-ST/A
mittels BRET-Analysen

Um zu uberprifen, ob die Heterodimerisierung von CCR5 mit C5aR abh&ngig von den
C-terminalen Phosphorylierungsstellen des C5aR ist, wurde die Heterodimerisierung
von CCR5 und C5aR-ST/A in BRET-Analysen uberprift (Abb. 28, Seite 99). Es zeigte
sich ein relativ niedriges BRET50-Signal des Heterodimers von 0,9 im Vergleich zu 1,9
des CCR5/C5aR-Heterodimers. Dieses reduzierte BRET-Signal konnte auf die
beobachtete reduzierte Expression der C5aR-ST/A-Mutante zurickzufihren sein,
wodurch  womdglich mehr CCR5/CCR5-Homodimere als CCR5/C5aR-ST/A-
Heterodimere gebildet wurden und das BRET-Signal dadurch geringer ausfiel.
Offensichtlich ist der Alanin-mutagenisierte C5aR-ST/A jedoch noch in der Lage,
Heterodimere mit CCR5 auszubilden (Abb. 28).
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2.2.2.2.3 Bedeutung der C-terminalen Serine und Threonine des C5aR fur

die heterologe CCR5-Kreuzphosphorylierung

Aufgrund der in RBL-C5aR/CCR5-Zellen beobachteten GRK-vermittelten
Phosphorylierung des CCR5 nach heterologer Cba-Stimulation (Abb. 29) wurde
Uberpruft, ob diese Kreuzphosphorylierung einen intakten C5aR-C-Terminus
voraussetzt.

Dazu wurden RBL-CCR5/C5aR-ST/A- und RBL-CCR5/C5aR-S/A-Zellen fir 3 min
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cb5a stimuliert, und es wurde die PKC-
vermittelte (V14) und GRK-vermittelte (E11) Phosphorylierung des CCR5 untersucht.
Man erkennt in der Abbildung 36 A, dall der CCR5 in RBL-CCR5/C5aR-ST/A-Zellen
zwar eine deutliche PKC-Phosphorylierung aber keine signifikante GRK-
Phosphorylierung zeigte. Durch die geringe Expression des C5aR-ST/A (Tab. 9) ist
dabei jedoch anzunehmen, dal} die GRK-Kreuzphosphorylierung durch die geringe Zahl
an Rezeptordimeren unter der Nachweisgrenze des Tests liegt. Daher wurde die CCR5-
Phosphorylierung in RBL-CCR5/C5aR-S/A-Zellen untersucht. Hier konnte man nach
Cb5a-Stimulation neben einer PKC-vermittelten auch eine signifikante GRK-vermittelte
Kreuzphosphorylierung des CCR5 beobachten (Abb. 36 A).

Aufgrund der verzogerten Desensibilisierung des C5aR-ST/A (Abb. 35) wurde der
zeitliche Verlauf der PKC-vermittelten CCR5-Kreuzphosphorylierung untersucht. Dazu
wurden RBL-CCR5/C5aR-ST/A- und RBL-CCR5/C5aR-Zellen fiur unterschiedliche
Zeitpunkte mit 0,2 nM Cb5a stimuliert, und es wurde mit dem Antikdrper V14 die PKC-
vermittelte Phosphorylierung des CCR5-Serin 337 gemessen. Man erkennt in der
Abb. 36 B, dalR die PKC-Phosphorylierung in RBL-CCR5/C5aR-Zellen einen sehr
transienten Prozel3 darstellte, wobei die Phosphorylierung nach 2 min schon nahezu auf
ihren unstimulierten Ausgangswert zurtickgegangen war. In RBL-CCR5/C5aR-ST/A-
Zellen wurde die Phosphorylierung dagegen deutlich verlangsamt abgebaut. Hier
erreichte die Phosphorylierung erst nach etwa 15 min ihren Ausgangswert. Dieses
Ergebnis ist ein moglicher Hinweis auf die verzdgerte Desensibilisierung des C5aR-

ST/A, der langer in einer aktiven und phosphorylierten Konformation verbleibt.
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Abb. 36: CCR5-Kreuzphosphorylierung durch C5aR-S/A und C5aR-ST/A

A: RBL-CCR5/C5aR-ST/A- und RBL-CCR5/C5aR-S/A-Zellen wurden in kleinen Schalen
konfluent angezogen und fur 3 min mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cb5a stimuliert.
Die PKC- bzw. GRK-vermittelte Phosphorylierung des CCR5 wurde mit den biotinylierten
Antikorpern V14 bzw. E11 (je 1 pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase (1:4000) anhand eines
CCR5-phospho-CT-BSA-Standards quantifiziert. Die Phosphorylierung ist angegeben als
relative Einheit (r.E.).

B: RBL-CCR5/C5aR-ST/A- und RBL-CCR5/C5aR-Zellen wurden fir unterschiedliche
Zeitpunkte mit 0,2 nM Cba stimuliert und es wurde wie unter (A) die PKC-vermittelte
Phosphorylierung des CCR5 bestimmt.

A + B: Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von drei durchgefiihrten mit gleichem
Ergebnis.

2.2.2.2.4 Bedeutung der C-terminalen Serine und Threonine des C5aR fir

die heterologe CCR5-Cointernalisierung
Aufbauend auf der Beobachtung, dall der CCR5 in RBL-C5aR/CCR5 Zellen nach

heterologer C5a-Stimulation cointernalisiert wurde (Abb. 30 A), wurde Uberprift, ob

diese Cointernalisierung abhangig von dem intakten C5aR-C-Terminus ist.
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Dazu wurden RBL-CCR5/C5aR-S/A-S334-, RBL-CCR5/C5aR-S/A- und RBL-
CCR5/C5aR-ST/A-Zellen fur unterschiedliche Zeitpunkte mit 100 nM Cba stimuliert,

und es wurde die Oberflachenexpression des CCR5 mit radioaktiv markiertem T21

bestimmt.
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Abb. 37: CCR5-Cointernalisierung durch C5aR-S/A und C5aR-ST/A

RBL-CCR5/C5aR-, RBL-CCR5/C5aR-S/A-S334-, RBL-CCR5/C5aR-S/A- und RBL-
CCR5/C5aR-ST/A-Zellen wurden fur unterschiedliche Zeitpunkte mit 100 nM Cba stimuliert,
die Stimulation auf Eis abgestoppt und die Expression des CCR5 wurde durch Inkubation der
Zellen mit radioaktiv markiertem anti-CCR5-Antikdrper T21 fur 90 min auf Eis nachgewiesen.
Ungebundener Antikdrper wurde durch drei Waschschritte entfernt und es wurde die Anzahl
radioaktiver Zerfélle jeder Probe im Wallac-Counter gemessen. Die Ergebnisse entsprechen
Mittelwerten mit Standardfehler aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten
mit triplikaten Bestimmungen.

Man erkennt in der Abbildung 37, dall der CCR5 auf RBL-CCR5/C5aR-S/A- und RBL-
CCR5/C5aR-ST/A-Zellen  keine signifikante Cointernalisierung zeigte. Diese
Beobachtung war in RBL-CCR5/C5aR-ST/A-Zellen wahrscheinlich nicht nur auf die
geringe CbaR-ST/A-Expression zuriickzufihren, da der C5aR-S/A, der in der
vorangegangenen Charakterisierung der phosphorylierungsdefizienten C5a-Rezeptoren
eine vergleichbare Aktivitat mit dem C5aR-ST/A aufwies, in der RBL-CCR5/C5aR-
S/A-Zellreihe eine ausreichende Expression zeigte, um den CCR5 signifikant
beeinflussen zu konnen (Tab. 9). In RBL-CCR5/C5aR-S/A-S334-Zellen zeigte der
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CCR5 nach Cba-Stimulation dagegen eine deutliche Cointernalisierung, die nach
120 min eine Expressionsreduktion von 32 % erreichte.

In der Zusammenschau mit den Ergebnissen zur homologen C5aR-Internalisierung
konnten demnach alle C5aR-Mutanten, die eine schnelle, homologe Internalisierung
zeigten (Abb. 34), ebenfalls den CCR5 nach heterologer Stimulation cointernalisieren.

2.2.3 Heterologe CCR5-Cointernalisierung mit einer konstitutiv

internalisierenden C5aR-US28cr-Rezeptor-Chimére

Der GPCR US28 ist ein viraler Rezeptor des humanen Cytomegalievirus, der eine
konstitutive Internalisierung auch in Abwesenheit externer Stimuli aufweist. Es konnte
gezeigt werden, daR dieses Internalisierungsverhalten allein durch den Rezeptor-C-
Terminus determiniert wird, da sich dieses durch den Transfer des US28-C-Terminus
auf den Tachykinin-NK;-Rezeptor und den ORF74 (bertragen lieR (WALDHOER et.
al., 2003). Um zu testen, ob der Transfer des US28-C-Terminus auf den C5aR einen
ebenfalls konstitutiv internalisierenden Rezeptor hervorbringt und ob dieser weiterhin
Dimere mit CCR5 bilden und CCR5 gegebenenfalls auch cointernalisieren kann, wurde
eine C5aR-US28ct-Rezeptorchimére erstellt und diese gemeinsam mit CCR5 auf RBL-
2H3-Zellen stabil exprimiert.

2.2.3.1 Herstellung der C5aR-US28r-Chimére

Die 59 C-terminalen Aminosduren des US28 wurden hinter das NPII'Y-Motiv am Ende
der siebten Transmembranregion des Cb5aR kloniert, wobei die 46 C-terminalen
Aminoséduren des CbaR deletiert wurden. Die US28-pcDNA3.1-DNA wurde
freundlicherweise von Frau Dr. Uta E. Hopken (Max Delbriick Zentrum fur Molekulare
Medizin, Berlin) zur Verfugung gestellt. Der etwa 180 bp grofle US28-C-Terminus
wurde mit den Primern US28-890-Fse-For und US28-Eco5-Back amplifiziert,
aufgereinigt und mit Fsel und EcoRV restrigiert. Aus dem Vektor C5aR-pcDNA3
wurde der Cb5aR-N-Terminus mit Kpnl und Fsel ausgeschnitten, und beide
Rezeptorfragmente wurden in den mit Kpnl und EcoRV linearisierten Vektor
pEF1/Myc-HIS-A ligiert. Nach der Transformation in den E. coli-Stamm XL1-blue

wurde die Basenpaarabfolge der C5aR-US28c1-Chimare durch Sequenzieren verifiziert.
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Zur Erstellung stabiler RBL-Zellreihen wurde die C5aR-US28cr-pEF1/Myc-HIS-A-
DNA mit Pvul und die CCR5-pEFBos-DNA mit Scal linearisiert und mittels

Elektroporation gemeinsam in RBL-2H3-Zellen transfiziert.

2.2.3.2 Rezeptorexpression in RBL-C5aR-US28-1/CCR5-Zellen

Es wurden je zwei stabile Zellreihen RBL-C5aR-US28cr und RBL-C5aR-
US28c1/CCR5 charakterisiert. Unter etwa 200 getesteten RBL-Zellklonen fand sich
nicht einer, der eine nennenswerte C5aR-Oberflachenexpression aufwies. Dies zeigt,
dal die C5aR-US28c1-Rezeptormutante nahezu ausschlieRlich intrazelluldr exprimiert
wird. Die Expression der Rezeptoren ist in der Tabelle 10 und Abbildung 38
wiedergegeben. Man sieht, dal3 bei nicht permeabilisierten Zellen nur eine geringe
Expression an C5aR-US28ct auf der Zelloberflache zu detektieren war, die nahe der
FACS-Negativ-Kontrolle lag (Abb. 38 A). Der CCR5 wurde dagegen mit einem MCF

von 21,3 in robuster Konzentration auf der Oberflache exprimiert (Abb. 38 A).

Tab. 10: Expression der RBL-C5aR-US28cr-Zellreihen

Klon MCF
RBL-C5aR-US28¢t (14.1) ChaR:| 2,3
C5aR perm: 17,2
RBL-C5aR-US28¢t + CCR5 (12.7) C5aR : 3,1
C5aR perm : 30,3
CCRS5: 21,3
CCRS5 perm : 26,7

Die Expression des C5aR-US28cr und CCR5 wurden im FACS mit 10 pg/ml des Primér-
Antikorpers S5/1 bzw. T21 und dem Sekundérantikorper Ziege-Anti-Maus-FITC (1:100)
Uberprift. Die Markierung der Zellen erfolgte dabei in FACS-Puffer oder im
permeabilisierenden Saponin-Puffer (perm). MCF gibt die Expression der Rezeptoren als ,,mean
channel of fluorescence® an. Die Werte entsprechen Mittelwerten aus mindestens drei
unabhangigen Messungen.

In permeabilisierten Zellen (Tab. 10 und Abb. 38 B) fand sich dagegen eine stabile
Expression der C5aR-US28cr-Chimare mit einem MCF von 30,3, die Expression des
CCRS5 betrug 26,7.
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Abb. 38: Rezeptorexpression in RBL-C5aR-US28.1/CCR5-Zellen

Die Expression des C5aR-US28cr und CCR5 wurde in nicht permeabilisierten (A) und
permeabilisierten (B) RBL-Zellen im FACS Uberprift. Die Markierung der Rezeptoren erfolgte
mit den Primé&rantikorpern S5/1 (C5aR-US28¢t) und T21 (CCR5) in einer Konzentration von 10
pg/ml und mit dem Sekundarantikorper Ziege-Anti-Maus-FITC (1:100). Als Negativkontrolle
(NK) dienten Zellen, die lediglich mit Sekundarantikdrper markiert wurden. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment von vier durchgefiihrten gleichen Ergebnisses.

2.2.3.3 Nachweis der konstitutiven CCR5-Cointernalisierung mit der
C5aR-US28cr-Chimadre in der Konfokalmikroskopie

Um die Rezeptoren in der Zelle zu lokalisieren und eine mogliche Cointernalisierung
des CCR5 zu untersuchen, wurden die Rezeptoren in RBL-C5aR/CCR5- und RBL-
C5aR-US28-1/CCR5-Zellen mit Antikdrpern markiert und die Expression mittels
konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Man sieht in der Abbildung 39 A, dal} in nicht
permeabilisierten RBL-C5aR/CCR5-Zellen eine deutliche Ringfluoreszenz beider
Rezeptoren vorlag. Auch in permeabilisierten Zellen waren nur wenige Rezeptoren
intrazellular lokalisiert. In RBL-C5aR-US28c1/CCR5-Zellen (Abb. 39 B) war in nicht
permeabilierten Zellen nur eine sehr geringe Expression des C5aR-US28cr zu erkennen
wahrend der CCR5 gemal? der FACS-Analysen eine deutliche Oberflachenexpression
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zeigte. In permeabilisierten RBL-C5aR-US28-1/CCR5-Zellen sah man dagegen eine
deutliche cytosolische Lokalisation des C5aR-US28¢r.

A RBL-C5aR/CCR53

C5aR CCR5

B RBL-C5aR-US28./CCRS
C5aR-US28; CCR5

Abb. 39: Rezeptorlokalisation in RBL-C5aR-US28.1/CCR5-Zellen

RBL-C5aR/CCR5-Zellen (A) und RBL-C5aR-US28:1/CCR5-Zellen (B) wurden auf einem
Deckglas iber Nacht angezogen, und die Rezeptoren wurden auf nicht permeabilisierten (n.p.)
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oder in permeabilisierten Zellen (perm.) mit den Primérantikdrpern S5/1 (C5aR bzw. C5aR-
US28cr) und T21 (CCR5) in einer Konzentration von 10 pg/ml und mit dem
Sekundérantikdrper Ziege-Anti-Maus-FITC (1:100) markiert. Die Analyse der Zellen erfolgte
mit dem konfokalen Lasermikroskop bei einer Fluorochrom-Anregungswellenlange von
488 nm. Gezeigt sind reprasentative Ausschnitte von vier unabhédngig durchgefuhrten
Experimenten gleichen Ergebnisses.

Auch der CCR5 zeigte eine verstarkte cytosolische Expression im Vergleich mit RBL-
C5aR/CCR5-Zellen (Abb. 39 B).

Um die Colokalisation von C5aR-US28cr und CCR5 in den Zellen zu Uberprifen,
wurden Doppelfarbungen der RBL-C5aR/CCR5- und RBL-C5aR-US28¢1/CCR5-Zellen
angefertigt. Dabei wurde C5aR bzw. C5aR-US28ct mit dem in der Abteilung
vorhandenen anti-C5aR-Antikorper S5/1-FITC direkt markiert. CCR5 wurde ber den
biotinylierten T21-anti-CCR5-Antikdrper und Streptavidin-Cy3 angefarbt. Als
Kontrolle, daB bei den gegeben Wellenlangen spezifisch nur FITC bzw. Cy3 detektiert
werden, wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen RBL-C5aR/CCR5-Zellen mit
jeweils nur einem Fluorochrom markiert wurden, und es wurde die Fluoreszenz in
beiden Parametereinstellungen gemessen. Hier zeigte sich, dafl die einzelnen
Fluorochrome keine unspezifische Streuung in den jeweils anderen MeRbereich
aufwiesen (Daten nicht gezeigt).

Man sieht in der Abbildung 40 A, dal} in RBL-C5aR/CCR5-Zellen beide Rezeptoren
sowohl in nicht permeabilisierten als auch in permeabilisierten Zellen eine deutliche
Colokalisation auf der Zelloberflache zeigten. In nicht permeabilisierten RBL-C5aR-
US28c1/CCR5-Zellen war konform zu der Einzelanfarbung der Zellen keine markante
C5aR-US28¢t-Expression zu erkennen. In permeabilisierten Zellen konnte eine
schwache CCR5-Oberflachenexpression und eine dicht unter der Zellmembran liegende
C5aR-US28t-Expression detektiert werden. Weiterhin zeigte sich eine Colokalisation
beider Rezeptoren in vesikelartigen Strukturen innerhalb der Zelle (Abb. 40 B).
Zusammenfassend deuten die mikroskopischen Analysen der RBL-C5aR-
US28c1/CCR5-Zellen auf eine Cointernalisierung des CCR5 zusammen mit dem

offensichtlich konstitutiv internalisierenden C5aR-US28ct hin.
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A RBL-C3aR/CCR5
CCR5

B RBL-C35aR-US28../CCRS
C5aR-US28.; CCR5 overlay

Abb. 40: Rezeptor-Colokalisation in RBL-C5aR-US28.1/CCR5-Zellen

RBL-C5aR/CCR5-Zellen (A) und RBL-C5aR-US28-1/CCR5-Zellen (B) wurden auf einem
Deckglas uber Nacht angezogen, und die Rezeptoren wurden in nicht permeabilisierten (n.p.)
oder permeabilisierten Zellen (perm.) mit S5/1-FITC (10 pg/ml) (C5aR bzw. C5aR-US28¢7)
und 10 pg/ml biotinyliertem T21 und Streptavidin-Cy3 (1:300) (CCR5) markiert. Die Analyse
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der Zellen erfolgte mit dem konfokalen Lasermikroskop bei Anregungswellenldngen von
488 nm (FITC-Grunkanal) und 543 nm (Cy3-Rotkanal). Im overlay wurden die Bereiche, die
sowohl eine Griin- als auch Rotfarbung zeigten, gelb dargestellt und wiesen auf eine
Colokalisation beider Rezeptoren hin. Gezeigt sind reprasentative Ausschnitte von zwei
unabhéngig voneinander durchgefihrten Doppelfarbungen gleichen Ergebnisses. Der
GroRenbalken in dem overlay der nicht permeabilisierten RBL-C5aR/CCR5-Zellen entspricht
80 um.

2.2.4 Strateqgien zur Durchbrechung der Homodimerisierung

Nachdem in mehreren eigenen Ansatzen die Dimerisierung von CCR5 sowohl als
Homodimer als auch als Heterodimer gezeigt wurde, wurden nun verschiedene in der
Literatur beschriebene Ansatze zur Durchbrechung der Dimerisierung von Rezeptoren
auf ihre Eignung hin Gberpruift.

2.2.4.1 Bedeutung von CCR5-11e52 und -Val150 fiir die homologe CCR5-

Dimerisierung

In der Arbeitsgruppe um Mellado wurde postuliert, da die Aminoséuren Ile52 der
Transmembranregion 1 und Vall50 der Transmembranregion 4 essenziell fir die
CCR5-Dimerbildung sind. Die Autoren zeigten, dal die Inkubation von CCR5-
exprimierenden Zellen mit zwei Peptiden, in denen die Aminoséuren Ile52 und Val150
(R5wtl und R5wt4) enthalten waren, die Aktivierbarkeit und Dimerisierung intakter
Rezeptoren blockieren konnte (HERNANZ-FALCON et al., 2004).

Um die zitierten Ergebnisse zu Uberprifen und dann auf die mdgliche Blockade von
CCR5/C5aR-Heterodimeren anzuwenden, wurden die Peptide R5wtl und R5wt4 in
eigenen Versuchen getestet.

2.2.4.1.1 Einflul der Blockade von CCR5-lle52 und -Vall50 auf die

CCRS5-Dimerisierung

Um den Einflud der Peptide auf die CCR5-Dimerbildung zu untersuchen, wurden HEK-
293-Zellen transient mit CCR5-Rluc und CCR5-GFP? transfiziert, und es wurde der
Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer in unbehandelten Zellen und in Zellen, die
mit einem Kontroll-Peptid oder den R5wt1- und R5wt4-Peptiden vorinkubiert wurden,
gemessen. Man erkennt in der Abbildung 41, daf} die Dimerbildung weder durch die
Inkubation mit dem Kontrollpeptid noch durch die Inkubation mit den R5wtl- und
R5wt4-Peptiden inhibiert wurde.
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Abb. 41: EinfluR der R5wtl- und R5wt4-Peptide auf die CCR5-Homodimerisierung

HEK-293-Zellen wurden in einer groRen Schale bis zu 50 % Konfluenz angezogen und mit je
20 pg CCR5-pRluc-N2 und CCR5-pGFP2-N2 transient transfiziert. Die Zellen wurden mit
BRET-Puffer auf eine Konzentration von 4 x 10° Zellen/ml eingestellt und fir 30 min bei 37°C
mit Puffer (0), 100 pug/ml Kontroll-Peptid (KoPep) oder je 50 ug/ml R5wtl- und R5wt4-Peptid
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen, und es wurde das BRET-Signal in den einzelnen
Ansatzen gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung von einem von drei
unabh&ngigen Experimenten in triplikater Bestimmung.

2.2.4.1.2 Einflul der Blockade von CCRS5-lle52 und -Vall50 auf die
funktionelle Regulation des CCR5

Neben dem EinfluR der Peptide auf die Dimerisierung wurde die Funktionalitat des
CCRS5 nach Peptid-Behandlung untersucht. Dazu wurden RBL-CCR5-Zellen fiir 30 min
mit 100 pg/ml Kontroll-Peptid oder je 50 pg/ml R5wtl- und R5wt4-Peptid vorinkubiert,
und es wurden die Phosphorylierung im ELISA, die Calcium- und Glucosaminidase-
Freisetzung und die Internalisierung des CCR5 nach Stimulation mit RANTES
gemessen.

Man sieht in der Abbildung 42, daf die Inkubation des CCR5 mit den Peptiden R5wtl
und R5wt4 keinen signifikanten Einfluf} auf die PKC-vermittelte Phosphorylierung des
CCR5 zeigte. Dagegen wurde die GRK-vermittelte Phosphorylierung nach 10 minutiger
Stimulation mit RANTES unter dem Einflu? von R5wt1 und R5wt4 um etwa 50 % im
Vergleich zu Kontroll-Peptid behandelten Zellen reduziert.
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Abb. 42: EinfluR der R5wtl- und R5wt4-Peptide auf die CCR5-Phosphorylierung

RBL-CCR5-Zellen wurden in kleinen Schalen konfluent angezogen und fiir 30 min mit
100 pg/ml Kontroll-Peptid oder je 50 pg/ml R5wtl- und R5wt4-Peptid vorinkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 5 min mit 200 nM PMA oder fir 30 sec oder 10 min mit
30 nM RANTES in Peptid-haltigem Medium stimuliert. Nach dem AufschlieBen der Zellen in
Lysepuffer wurde der CCR5 mit T21 an die ELISA-Platte gebunden. Der Nachweis der
Phosphorylierung des Rezeptors erfolgte mit den biotinylierten Primdrantikérpern V14 bzw.
E11 in einer Konzentration von 1 pg/ml und Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin (1:2500). Als
Substrat diente ABTS. Die Phosphorylierung ist angegeben als relative Einheit (r.E.) im
Vergleich zu einem mitgefiihrten CCR5-phospho-CT-BSA-Standard. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment von drei durchgefiihrten mit gleichem Ergebnis.

In keiner der anderen funktionellen Untersuchungen (Calcium- und Glucosaminidase-
Freisetzung, Internalisierung des CCR5) konnte eine signifikante Reduktion der
Rezeptorfunktionalitat nach Inkubation mit den R5wt1- und R5wt4-Peptiden festgestellt
werden, wie von HERNANZ-FALCON et al.(2004) beschrieben worden war. Daher

waren diese Peptide fiir die eigenen Untersuchungen nicht verwendbar.

2.2.4.2 Bedeutung des ersten Leucins der ersten Transmembrandomane fir

die Homodimerbildung

In einer Studie der Arbeitsgruppe von Baranski wurde eine C5aR-cDNA-Bank
angefertigt, in der die Transmembranregionen des C5aR zufallig mutagenisiert wurden.
Aus den erhaltenen Daten wurde ein putativer dreidimensionaler Aufbau des C5aR
erstellt, in dem Aminosduren der ersten und der zweiten Transmembranregion als
mdogliche Interaktionsstellen von Rezeptordimeren prognostiziert wurden. Dabei war

auffallig, dal Leu4l als einzigen Austausch ein Cystein tolerierte, das wie das Leucin



[11. Ergebnisse 124

zur Ausbildung von Disulfidbriicken beféhigt ist (BARANSKI et al., 1999, GEVA et
al., 2000).

Ein Sequenzvergleich der ersten Transmembranregion von C5aR, CCR1 bis CCR5 und
dem Rhodopsin-Rezeptor zeigte, dall Leu4l eine hoch konservierte Aminoséure an
dieser Position darstellt. Daher wurden C5aR- und CCR5-Rezeptormutanten erstellt, in
denen das Cb5aR-Leud4l und das entsprechende CCR5-Leu36 gegen Arginin
mutagenisiert wurden, und es wurde die Expression und Aktivitat dieser Rezeptoren

untersucht.

2.2.4.2.1 Herstellung der Leu-Arg-Rezeptormutanten

Die Leu-Arg Mutationen wurden mit Hilfe des QuickChangell-Mutagenesis-Kit von
Stratagene in die Rezeptoren eingefiihrt. Dazu wurde der CCR5-L36R mit den Primern
CCR5-L36Arg-For und CCR5-L36Arg-Back aus dem Plasmid CCR5-pBos synthetisiert
und der C5aR-L41R mit den Primern C5aR-L41A-For und C5aR-L41A-Back aus dem
Plasmid C5aR-pBos amplifiziert. Beide Konstrukte wurden in den E. coli-Stamm
XL1-blue transfiziert und die Basenabfolge der mutagenisierten Rezeptoren wurde
mittels Sequenzieren verifiziert.

Zur stabilen Transfektion wurden die Plasmide mit Pvul linearisiert, und es wurden je
18 ng DNA zusammen mit je 2 pug mit Scal linearisiertem pEF1/Myc-HIS-A-Plasmid in
RBL-2H3-Zellen transfiziert.

2.2.4.2.2 Expression und Aktivitat der Leu-Arg-Rezeptormutanten

Es wurden etwa je 100 Klone RBL-CCR5-L36R und RBL-C5aR-L41R im FACS mit
den Antikorpern T21 bzw. S5/1 auf ihre Rezeptorexpression untersucht. Dabei zeigte in
nicht-permeabilisierten Zellen kein Klon eine signifikante Oberfldchenexpression von
CCRS5 bzw. C5aR. In permeabilisierten Zellen konnte dagegen in einer Vielzahl der
getesteten Klone eine signifikante Rezeptormarkierung festgestellt werden (Tab. 11).
Dieses Ergebnis zeigte, dall die mutagenisierten Rezeptoren zwar synthetisiert, aber
nicht auf der Zelloberflache exprimiert wurden. Dadurch konnte auch nur eine minimale
Glucosaminidase-Freisetzung nach Stimulation der Zellen mit RANTES bzw. Cb5a
detektiert werden (Tab. 11).
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Tab. 11: Expression und Aktivitat der RBL-Rezeptor-Leu-Arg-Zellreihen

Klon Expression [MCF] NAGA max [%0]
RBL-CCR5-L36R (8.27.6) nicht perm.: 1,5 2,0

perm.: 17,3
RBL-C5aR-L41R (1.11.5) nicht perm.: 2,7 4,8

perm..| 53,6

Gezeigt ist die Expression und Aktivitdit der RBL-CCR5-L36R- und RBL-C5aR-L41R-
Zellreihe. Die Rezeptorexpression wurde im FACS mit 10 pg/ml des Primarantikdrpers T21
(CCR5-L36R) bzw. S5/1 (C5aR-L41R) und dem Sekundarantikorper Ziege-Anti-Maus-FITC
(2:100) Uberprift. Die Markierung der Zellen erfolgte dabei in FACS-Puffer (nicht perm.) oder
im permeabilisierenden Saponin-Puffer (perm). MCF gibt die Expression der Rezeptoren als
»mean channel of fluorescence* an. Das NAGA-Maximum gibt Auskunft tber die prozentuale
Glucosaminidase-Freisetzung verglichen mit Zellen, bei denen durch Triton-Lyse sdmtliches
Enzym freigesetzt wurde. Die Werte entsprechen Mittelwerten aus mindestens drei
unabhéngigen Messungen.

2.2.4.2.3 Homodimerisierung der Leu-Arg-Rezeptormutanten

Um trotz der mangelnden Expression die Fahigkeit der Leu-Arg-Rezeptoren zur
Homodimerisierung zu Uberprufen, wurden analog zu den Ergebniskapiteln 2.1.1.1 und
2.2.1.4.1 BRET-Konstrukte erstellt, in denen die Rezeptoren an Luciferase bzw. GFP?
gekoppelt wurden. Es wurden 0,3 pg Rezeptor-Rluc-DNA und 3 pg Rezeptor-GFP*-
DNA transient in HEK-293-Zellen transfiziert, und es wurde der Energietransfer der
CCR5-Homodimere bzw. C5aR-Homodimere gemessen. Man sieht in der Abb. 43, dal
das Ausmall des Energietransfers stark variierte, je nachdem ob der Luciferase-
gekoppelte, der GFP?-gekoppelte oder beide Rezeptoren das mutagenisierte Leucin der
ersten Transmembranregion enthielten. Das BRET-Signal von Rezeptor-Heterodimeren
ist normalerweise jedoch unabhangig davon, welcher Rezeptor Luciferase- bzw. GFP*-
gekoppelt verwendet wird. Daher war trotz des beobachteten Energietransfers nicht
eindeutig, ob es sich hier um echte Rezeptordimere handelte, oder ob der
Energietransfer durch die vermutliche Aggregation der Rezeptoren im ER und die
daraus resultierende rdumliche Nahe der Rezeptoren untereinander erzeugt wurde.
Zusammenfassend konnte mit den hier angewandten Methoden die Bedeutung des
ersten Leucins der Transmembranregion 1 von CCR5 und Cb5aR fiir die

Rezeptordimerisierung nicht eindeutig geklart werden.
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Abb. 43: EinfluB der Leu-Arg-Mutation der TM1 auf die homologe CCR5- bzw. C5aR-
Dimerisierung

Es wurde die homologe Rezeptordimerisierung von CCR5 bzw. C5aR bestimmt, wobei
entweder jeweils ein BRET-Konstrukt oder beide Konstrukte ein gegen Arginin mutagenisiertes
Leucin (Rez-LR) in der ersten Transmembrandomdne aufwiesen. Dazu wurden HEK-293-
Zellen in unterschiedlichen Kombinationen transient mit 0,3 pg Rluc- und 3 pg GFP%-
gekoppeltem Rezeptor transfiziert, und nach 48 h wurde der Energietransfer nach Aktivierung
der Luciferase mit ihrem Substrat DeepBlueC gemessen. Das BRET-Signal ergibt sich aus dem
Quotienten aus GFP?-Fluoreszenz und Rluc-Lumineszenz abziiglich des BRET-Signals von
Zellen, die lediglich mit dem Rezeptor-Rluc-Konstrukt transfiziert wurden. Die gezeigten
Ergebnisse sind reprasentativ fir mindestens 2 Versuche mit gleichem Ergebnis.

3. CCR5-C5aR-Rezeptorchimaren

Um zu Uberprufen, ob wichtige Rezeptoreigenschaften wie [(-Arrestin-Bindung und

Internalisierung von CCR5 und C5aR primdr durch ihre jeweiligen C-Termini
determiniert sind, wurden Rezeptorchiméren hergestellt, bei denen die C-Termini von
CCR5 und C5aR vertauscht wurden. Diese Rezeptorchimaren wurden stabil in RBL-
2H3-Zellen exprimiert und die Rezeptoreigenschaften mit denen der WT-Rezeptoren

verglichen.

3.1 Konstruktion der CCR5-C5aR-Rezeptorchimaren

Ein Sequenzvergleich verschiedener GPCRs zeigte, dal} eine Vielzahl an Rezeptoren ein

konserviertes NPII'Y-Motiv am Ende der siebten Transmembranregion tragen. Daher
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wurden in einem ersten Ansatz (Rezeptorchiméren T1a bzw. T1b) die C-Termini beider
Rezeptoren direkt hinter diesem konservierten Motiv vertauscht (Abb. 44). Aufgrund
der fehlenden Expression bzw. Funktionalitat dieser ersten Rezeptorchimaren (Tab. 12)
wurden in einem zweiten Ansatz (Rezeptorchimdren T2a bzw. T2b) lediglich die hinter
der CCR5-Cystein-Palmitylierungsaufhangung gelegenen C-Termini beider Rezeptoren
vertauscht (Abb. 44). Um die GroRe der Rezeptoren nicht markant zu veréndern,
wurden dabei nur die vier C-terminalen Serine des C5aR auf den CCR5 ubertragen, da
den beiden N-terminal gelegenen Serinen nur eine untergeordnete Rolle bei der
Rezeptorfunktion zugeschrieben wird (CHRISTOPHE et al., 2000, BRAUN et al.,
2003).

CHakR CCR5

C5aR-CCRS,; (T1a)f CCR5-C3aR,; (T1b)

C5aR-CCR5,; (T2a CCRS5-C5aR,; (T2h)

w

CCR5-C5aR,q (T3b)

)

Abb. 44: Schematische Darstellung der CCR5-C5aR-Rezeptorchiméren

Gezeigt ist der schematische Aufbau der Rezeptorchimdren. Aminosduren des C5aR sind
dunkelgrau gefarbt, Aminosduren des CCR5 hellgrau. Serine wurden als schwarze Kreise
gekennzeichnet. Die Rezeptoren sind so angeordnet, dal der obere Teil dem extrazelluldren
Bereich entspricht, die beiden waagerechten Striche reprasentieren die Zellmembran.
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Da die CCR5-ChaRcr-Mutante des zweiten Ansatzes keine 3-Arrestin-Bindung zeigte,
wurde in einem dritten Ansatz (Rezeptorchimére T3b) der C5aR-C-Terminus inklusive
aller sechs Serine auf den CCR5 Ubertragen (Abb. 44).

Zur Erstellung der C5aR-CCR5¢r-Mutante (T2a) wurde aus dem Vektor C5aR-FLAG-
pcDNA3 mit den Primern C5aR-Bam-For und CCR5-57bpCT-C5aR-Eco5-Back das
etwa 1,1 kb groRe Rezeptorfragment amplifiziert und mit BamHI und EcoRV in den
Vektor pEF1/Myc-HIS-A kloniert. Dabei wurden die 23 C-terminalen Aminosauren des
CCRS5 inklusive aller 4 Serin-Phosphorylierungsstellen auf den C5aR ubertragen, wobei
die 25 C-terminalen Aminoséuren des C5aR deletiert wurden (Abb. 44). Die CCR5-
C5aRcr-Rezeptorchimare (T3b) wurde mit den Primern CCR5-EcoRV-For und C5aR-
132bpCT-CCR5-Notl1-Back aus CCR5-pEF-Bos amplifiziert und mit EcoRV und Notl
in den Vektor pEF1/Myc-HIS-A kloniert. Dabei wurden die 43 C-terminalen C5aR-
Aminosauren inklusive aller sechs Serine auf den CCR5 (bertragen (Abb. 44) und die
23 C-terminalen Aminoséuren des CCR5 deletiert. Beide Konstrukte wurden in den
E. coli Stamm XL1-blue transformiert, und die Basenabfolge der Rezeptoren wurde
mittels Sequenzierung verifiziert. Die Aktivitdt und Expression aller Rezeptoren ist in
Tabelle 12 gegeben.

3.2 Expression und Funktionalitit der Rezeptorchimaren

Alle Rezeptorchiméren wurden stabil in RBL-2H3-Zellen exprimiert, und es wurden
jeweils mindestens zwei Klone auf ihre Aktivitat untersucht, um klonale Artefakte zu
vermeiden. Die Tabelle 12 zeigt einen Uberblick tber die Expression und generelle
Funktionalitat der verschiedenen Rezeptorchimdren im Vergleich mit den jeweiligen
WT-Rezeptoren.

Man erkennt in der Tabelle 12, daR die C5aR-CCR5¢r-Rezeptorchiméare mit Austausch
hinter dem NPII'Y-Motiv (T1a) nicht auf der Zelloberflache exprimiert wurde. Dagegen
zeigte die C5aR-CCR5¢t-Mutante mit Anfligen der CCR5-Region, die hinter der
Palmitylierungsstelle liegt (T2a), eine robuste Expression und eine funktionelle
Aktivierbarkeit des Rezeptors inklusive intakter Arrestin-Bindung und Vermittlung von
Chemotaxis, so dal’ dieses Konstrukt fiir weitere Untersuchungen verwendet wurde.

Die CCR5-C5aRct-Mutante mit Austausch hinter dem NPIIY-Motiv (T1b) zeigte eine
stabile Expression auf der Zelloberflache, aber fehlende Rezeptoraktivitdt. Die zweite

CCR5-ChaRcr-Chimarenvariante (T2b) zeigte zwar eine Aktivierung des Rezeptors im
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NAGA- und Calcium-Test und eine Induktion von Chemotaxis, war aber nicht in der
Lage, R-Arrestin an die Membran zu rekrutieren. Erst durch Anfiigen aller sechs C5aR-
Serin-Phosphorylierungsstellen an den CCR5 (T3b) konnte eine BR-Arrestin-bindende
CCR5-CbhaRcr-Rezeptorchimére hergestellt werden, die im folgenden fir weitere

Untersuchungen verwendet wurde.

Tab. 12: Expression und Funktionalitat der CCR5-C5aR-Rezeptorchiméren

Klon Expression | NAGA | NAGA | [-Arrestin- | Chemotaxis
(MCF) EC50 | max[%]| Bindung

CCR5 52,9 5,2 27,1 + +

C5aR 111,4 10,6 40,9 + +

C5aR-CCR5ct - n.b. n.b. n.b. n.b.

Tla

C5aR-CCRb5¢t 167,4 5,8 51,6 + +

T2a (25.1)

CCR5-C5aRct 37,7 - - - n.b.

T1b (77.4)

CCR5-ChaRcr 32,9 7,8 34,4 - +

T2b (2.2)

CCR5-ChaRct 37,9 19,1 54,2 + +

T3b (25.12)

Die Rezeptoren wurden einzeln stabil in RBL-2H3-Zellen exprimiert. Die Expression der
Rezeptoren wurde im FACS mit den Antikorpern T21 oder S5/1 (je 10 pg/ml) und dem
Zweitantikorper Ziege-anti-Maus-FITC (1:100) bestimmt und ist als MCF angegeben. EC50
gibt die halbmaximale Enzymaktivitdt im NAGA-Test in [nM Stimulus] an. Die maximale
NAGA-AKktivitdt in [%] macht Aussagen Uber die Desensibilisierung der Rezeptoren.
R-Arrestin-Bindung zeigt die allgemeine Fahigkeit der Rezeptoren an, nach Stimulation
B-Arrestin an die Membran zu rekrutieren. Chemotaxis zeigt, ob die Rezeptoren in der Lage
waren, eine Stimulus-spezifische Wanderung der Zellen zu vermitteln.

Ein — bedeutet fehlende Aktivitat, n.b. bedeutet, dal} dieser Parameter nicht bestimmt wurde.
Alle Angaben entsprechen den gemittelten Ergebnissen aus mindestens drei unabhéngigen
Versuchen, die Standardabweichung lag unter 15 %. Die in Fettdruck dargestellten
Rezeptormutanten wurden flr weitergehende Untersuchungen verwendet.

3.2.1 Phosphorylierung der Rezeptorchimaren im ELISA

Es zeigte sich in vorangegangenen Untersuchungen, dal in RBL-CCR5-Zellen die
PKC-vermittelte Phosphorylierung des CCR5-Serins 337 mit steigender RANTES-
Konzentration konstant ansteigt, wahrend in RBL-C5aR-Zellen die PKC-vermittelte
Phosphorylierung des C5aR-Serins 334 bis zu einer C5a-Konzentration von etwa 3 nM
ansteigt, bei héheren C5a-Mengen jedoch wieder abfallt (RETHORN, 2003).
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Dieses differierende konzentrationsabhangige Phosphorylierungsverhalten wurde in den
beiden Rezeptorchiméren untersucht. Dazu wurde die RBL-CCR5-C5aRct-T3b-
Mutante fur 1 min mit RANTES-Konzentrationen von 0-1000 nM stimuliert, und die
Phosphorylierung wurde im ELISA gemessen. Als Fangantikorper diente der CCR5-
spezifische T21, der Nachweis erfolgte mit dem C5aR-spezifischen biotinylierten 32-
G1. Die RBL-C5aR-CCR5¢r-T2a-Mutante wurde fir 1 min mit 0-316 nM Cb5a
stimuliert, als Fangantikérper wurde S5/1 verwendet. Der Phosphorylierungsnachweis
erfolgte mit dem Antikorper V14, der die PKC-vermittelte Phosphorylierung erkennt,
und E11, der das GRK-regulierte Serin bindet.
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Abb. 45: Konzentrationsabhangige Phosphorylierung der Rezeptorchimaren

A: RBL-C5aR-CCR5¢r-T2a-Zellen wurden in kleinen Schalen konfluent angezogen und fir
3 min mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cba stimuliert. Die PKC- bzw. GRK-
vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors wurde mit den biotinylierten Antikdrpern V14 bzw.
E11 (je 1 pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase (1:4000) anhand eines CCR5-phospho-CT-BSA-
Standards quantifiziert. Der Farbumschlag des Substrats ABTS wurde bei einer OD405-490 nm
gemessen. Die Phosphorylierung ist angegeben als relative Einheit (r.E.).

B: RBL-CCR5-C5aRct-T3b-Zellen wurden fur 3 min mit unterschiedlichen Konzentrationen an
RANTES stimuliert und die PKC-vermittelte Phosphorylierung wurde mit dem biotinylierten
32-G1 (1 pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase (1:4000) wie oben aber anhand eines BSA-C5aR-
Ex1-phospho-CT-Standards bestimmt.

A + B: Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von mindestens drei durchgefihrten mit
gleichem Ergebnis.



[11. Ergebnisse 131

Man sieht in der Abb. 45 B, dal die Phosphorylierung der CCR5-C5aRct-
Rezeptorchimare T3b-25.12 bis zu einer RANTES-Konzentration von etwa 10 nM
anstieg, bei hdheren Konzentrationen an Stimulus jedoch wieder sank. Dagegen zeigte
die C5aR-CCR5¢t-Chimére T2a-25.1 eine ab etwa 1 nM Cba ansteigende PKC-
Phosphorylierung, die bei Erhéhung der Stimulus-Konzentration nicht wieder sank.
Diese Chimére zeigte auflerdem eine intakte GRK-vermittelte Phosphorylierung ab
einer C5a-Konzentration von etwa 10 nM (Abb. 45 A).

Bei der Bestimmung der zeitabhangigen Phosphorylierung von CCR5 und C5aR konnte
gezeigt werden, daB CCR5 und C5aR bei niedrigen Stimulus-Konzentrationen von
0,5 nM RANTES bzw. 2 nM Cb5a nur eine sehr transiente PKC-vermittelte
Phosphorylierung zeigten, die nach etwa 4 min wieder nahezu auf den
Phosphorylierungsgrad nicht stimulierter Rezeptoren zuriickging. Bei hoheren
Stimulus-Konzentrationen von 50 nM RANTES bzw. 20 nM Cba ging die
Phosphorylierung deutlich langsamer wieder auf Grundniveau zuriick, wobei die
allgemeine Starke der Phosphorylierung im Vergleich zu niedrigen Stimulus-
Konzentrationen beim CCR5 anstieg, beim C5aR dagegen niedriger ausfiel (POLLOK-
KOPP et al., 2003, RETHORN, 2003).

Zur Bestimmung der zeitabhéngigen Phosphorylierung der Rezeptorchimaren wurden
diese flr unterschiedliche Zeiten mit 0,2 und 20 nM Cba bzw. 5 und 50 nM RANTES
stimuliert, und der Nachweis der Phosphorylierung erfolgte analog der Bestimmung der
konzentrationsabhé&ngigen Phosphorylierung. Man sieht in der Abbildung 46 A, daR die
C5aR-CCR5¢t-T2a-Chimére eine maximale V14-Phosphorylierung nach etwa 45 sec
zeigte, die nach 2 min nahezu auf Grundphosphorylierung zuriickging. Nach
Stimulation mit 20 nM Cb5a war die Phosphorylierung deutlich erhéht und wurde
signifikant langsamer wieder abgebaut. Weiterhin zeigte die C5aR-CCR5cr-T2a-
Chimdre erst bei hohen Stimulus-Konzentrationen von 20 nM C5a eine detektierbare
GRK-vermittelte Phosphorylierung. Die CCR5-C5aRc1-T3b-Rezeptorchimére zeigte
bei 5 nM RANTES-Stimulation eine maximale PKC-vermittelte Phosphorylierung nach
45 sec, die nach etwa 5 min wieder abgebaut war. Nach Stimulation mit 50 nM
RANTES war eine geringere Phosphorylierung der Mutante im Vergleich zu 5 nM
RANTES zu beobachten, und es zeigte sich ein ebenfalls leicht verzogerter Riickgang
auf die Grundphosphorylierung (Abb. 46 B).
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Zusammenfassend kann postuliert werden, daR die Phosphorylierungseigenschaften von
CCR5 und C5aR offenbar vom C-Terminus determiniert werden, da sich sowohl das
konzentrations- als auch das zeitabhangige Phosphorylierungsmuster zusammen mit

dem C-Terminus auf den jeweils anderen Rezeptor Ubertragen lief.
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Abb. 46: Zeitabhangige Phosphorylierung der Rezeptorchiméren

A: RBL-C5aR-CCR5¢1-T2a-Zellen wurden fir unterschiedliche Zeitraume mit 0,2 nM oder
20 nM Cba stimuliert. Die PKC- bzw. GRK-vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors wurde
mit den biotinylierten Antikérpern V14 bzw. E11 (je 1pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase
(1:4000) anhand eines CCR5-phospho-CT-BSA-Standards quantifiziert. Der Farbumschlag des
Substrats ABTS wurde bei einer OD405-490 gemessen. Die Phosphorylierung ist angegeben als
relative Einheit (r.E.).

B: RBL-CCR5-C5aRct-T3b-Zellen wurden fiir unterschiedliche Zeitrdume mit 0,5 nM oder
50 nM RANTES stimuliert und die PKC-vermittelte Phosphorylierung wurde mit dem
biotinylierten 32-G1 (1 pg/ml) und Streptavidin-Peroxidase (1:4000) wie oben bestimmt.

A + B: Gezeigt ist ein reprasentatives von drei durchgefiihrten Experimenten mit gleichem
Ergebnis. Zu beachten ist, da bei der PKC-vermittelten Phosphorylierung beider Chimaren
aufgrund der besseren Darstellbarkeit fir jede Stimulus-Konzentration eine separate Skalierung
aufgetragen wurde.
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3.2.2 3-Arrestin-Bindung und Internalisierung der Rezeptorchimaren

Im folgenden wurde die Fahigkeit der Rezeptorchimaren, R-Arrestin an die Membran zu
rekrutieren, mit der der WT-Rezeptoren verglichen. Wie in der Abbildung 10
dargestellt, zeigen RBL-CCR5-Zellen nach 30 bis 60 sec RANTES-Stimulation eine
signifikante B-Arrestin-Bindung, wobei die B-Arrestin-Konzentration im Cytosol nicht
merklich abnimmt. Dagegen zeigt der C5aR nach Cb5a-Stimulation schon nach 5 sec
eine signifikante B-Arrestin-Bindung und die Konzentration im Cytosol nimmt deutlich
ab (Abb. 26), was auf eine verstérkte Rekrutierung an die Membran hinweist.

Zur Bestimmung der R-Arrestin-Bindung der Rezeptorchiméaren wurden diese mit dem
entsprechenden Stimulus in einer Konzentration von 20 nM fir unterschiedliche

Zeitraume stimuliert und die B-Arrestin-Translokation an die Membran nachgewiesen.
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Abb. 47: R-Arrestin-Translokation an die Membran der Rezeptorchiméren

RBL-C5aR-CCR5¢7-T2a-Zellen (A) und RBL-CCR5-C5aRcr-T3b-Zellen (B) wurden fir
unterschiedliche Zeitpunkte mit 20 nM C5a bzw. 20 nM RANTES stimuliert, und es wurde die
R-Arrestin-Translokation an die Membran nachgewiesen. Dazu wurden die Membran und das
Cytosol der lysierten Zellen mit einem Sucrosegradienten isoliert, auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Nachweis erfolgte mit dem
anti-B-Arrestin-1/2-Antikérper (10 pg/ml) und dem sekundéren Peroxidase-konjugierten
Kaninchen-anti-Maus-Antikdrper (1:2000). Der Nachweis des ECL-Signals erfolgte auf einem
Photofilm. Die gezeigten Ergebnisse sind repréasentativ flr jeweils drei Versuche mit gleichem
Ergebnis.

Die Abbildung 47 A zeigt, dal die RBL-C5aR-CCR5¢r-Mutante T2a-25.1 R-Arrestin
ahnlich schnell rekrutierte wie der RBL-C5aR-WT. Allerdings nahm die R-Arrestin-
Konzentration im Cytosol nicht derart stark ab wie beim C5aR. Die RBL-CCR5-
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C5aRcr-Rezeptorchimare T3b-25.12 zeigte nach 30 sec eine signifikante R-Arrestin-
Translokation, die etwas schneller als beim CCR5-WT zu sein schien. Auch hier nahm
die Konzentration im Cytosol &hnlich wie beim RBL-CCR5-WT nicht merklich ab.

Um zu Uberprifen, ob die Arrestin-Bindung der Rezeptorchimaren diese zur schnellen
Internalisierung beféhigt, wurde die Internalisierungsrate der Chiméren bestimmt. Dazu
wurden RBL-C5aR-CCR5¢1-T2a-, RBL-CCR5-C5aRcr-T2b- und RBL-CCR5-CbhaRct-
T3b-Zellen mit radioaktiv markiertem Liganden vorinkubiert, und es wurde die
Internalisierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Dabei zeigte sich, daB die
RBL-C5aR-CCR5¢t-T2a und RBL-CCR5-C5aRcr-T3b-Zellreihen, die beide in der
Lage waren, B-Arrestin an die Membran zu rekrutieren, eine schnelle Internalisierung
ihres spezifischen Stimulus aufwiesen. Die RBL-CCR5-C5aRcr-T2b-Mutante, die nicht
in der Lage war, B-Arrestin zu rekrutieren (Tab. 12), zeigte ahnlich wie die RBL-CCR5-
S/A- und RBL-C5aR-ST/A-Zellreihe (Abb. 13 wund 34) eine verlangsamte
Internalisierung, was erneut auf die Beteiligung des R-Arrestins am schnellen

InternalisierungsprozeR der Rezeptoren hinwies (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend scheint die Kinetik der R-Arrestin-Translokation an CCR5-C5aRct-
und C5aR-CCR5¢1-Rezeptorchiméaren nicht vorwiegend durch C-terminale Sequenzen

determiniert zu sein.
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V. Diskussion

1. Strukturelle Voraussetzungen und funktionelle Konsequenzen der

R-Arrestin-Bindung an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

R-Arrestine sind zentrale Schlusselproteine fir die Desensibilisierung und
Internalisierung von  G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. lhre Bindung an
phosphorylierte Rezeptoren terminiert Signalkaskaden durch sterische Verdrangung der

G-Proteine und initiiert gleichzeitig die Clathrin-abhéngige Rezeptor-Internalisierung.

In dieser Arbeit wurden die strukturellen Vorraussetzungen der B-Arrestin-Bindung an
den CC-Chemokin Rezeptor 5 im Detail charakterisiert. Durch Phosphoaminosauren-
Analyse konnte in friiheren Arbeiten gezeigt werden, da CCR5 nach einer Stimulation
mit seinem Liganden RANTES an vier im extremen CCR5-C-Terminus gelegenen
Serinen phosphoryliert wird (OPPERMANN et al., 1999). Eine Substitution dieser vier
Serine durch Alanin verhinderte die R-Arrestin-Bindung an diesen mutagenisierten
CCR5 nach RANTES-Stimulation in FRET-Analysen (KRAFT et al., 2001). In der
vorliegenden Arbeit wurde die RB-Arrestin-CCR5-Interaktion durch den indirekten
Nachweis der RB-Arrestin-Translokation an die aufgereinigte Zellmembran
nachgewiesen. Dal} diese Methode spezifisch nur die durch CCR5 vermittelte
R-Arrestin-Rekrutierung an die Membran darstellt, zeigte sich zum einen durch die
Dosis- und Zeitabhangigkeit der R-Arrestin-Translokation und zum anderen in
Kontrollexperimenten, in denen nicht transfizierte RBL-2H3-Zellen verwendet wurden.
In diesen Experimenten war nach RANTES-Stimulation keine B-Arrestin-Translokation
an die Membran zu beobachten (Abb. 10). Diese Methode bietet im Unterschied zu
anderen Methoden den Vorteil, daB 3-Arrestin nicht Gberexprimiert zu werden braucht,
was in einigen Anwendungen zu einer unspezifischen B-Arrestin-Bindung an nicht
aktivierte Rezeptoren flhrte (QIAN et al., 2001).

Ligand-Aktivierung von RBL-CCR5-Zellen flhrte zu einer etwa 3,8-fachen Erhéhung
von membrangebundenem [-Arrestin-1 und zu einem etwa 3,6-fachen Anstieg von
membrangebundenem B-Arrestin-2. Bei der in dieser Arbeit verwendeten Methode wird
lediglich die B-Arrestin-Translokation an die Membran dargestellt, inwieweit die beiden

R-Arrestin-Isoformen jeweils spezifische Funktionen bei der Rezeptor-Internalisierung
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ubernehmen bleibt dabei offen. In anderen Rezeptorsystemen konnte gezeigt werden,
dalR R-Arrestin-1 und R-Arrestin-2 zum Teil unterschiedlichen Einfluf auf die
Internalisierung und Desensibilisierung von GPCRs besitzen. So war die
Internalisierung des Ry-adrenergen Rezeptors in R-Arr2-KO-Zellen signifikant reduziert,
wahrend die Deletion von B-Arrestin-1 keinen EinfluR auf die Rezeptor-Internalisierung
hatte. Die Internalisierung des AT1aR dagegen wurde durch die Deletion von
R-Arrestin-1 nur leicht reduziert und war in B-Arr2-KO-Zellen unverandert (KOHOUT
et al, 2001). In COS-1-Zellen steigerte die R-Arrestin-2-Coexpression die
Internalisierung des ogp-adrenergen Rezeptors um ein Vielfaches, wahrend die
apg-adrenerge Rezeptor-Internalisierung nicht beeinfluBt wurde (DeGRAFF et al.,
1999). Diese Ergebnisse zeigen, daR beide R-Arrestin-Isoformen abhangig von der Art
des gebundenen GPCR unterschiedlichen EinfluR auf dessen Internalisierung ausiben
konnen. In RBL-2H3-Zellen konnte gezeigt werden, dafll nach Stimulation des
R,-adrenergen oder des m1ACh Rezeptors lediglich B-Arrestin-2 an Clathrin-umhdillte
Vesikel rekrutiert wird (SANTINI et al., 2000). Weiterhin wies B-Arrestin-2 im
Vergleich mit B-Arrestin-1 eine 6-fach hohere Affinitat zu Clathrin auf (GOODMAN et
al., 1996).

Um die Bedeutung der einzelnen C-terminalen Serine des CCR5 fur die [3-Arrestin-
Bindung an CCR5 zu untersuchen, wurden diese in unterschiedlicher Anzahl und
Position gegen Alanin mutagenisiert. AnschlieBend wurde die R-Arrestin-Bindung und
Internalisierung dieser Rezeptormutanten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dal}
R-Arrestin wenigstens zwei intakte Serin-Phosphorylierungsstellen zur Bindung an
CCR5 bendtigt, wobei die genaue Position dieser Serine unerheblich ist (Abb. 12).
Weiterhin konnte keine durch die Anzahl der potenziell phosphorylierbaren Serine
determinierte Abstufung der [-Arrestin-Bindung an CCRS5 festgestellt werden. Eine
derartige von der Anzahl potentieller Phosphorylierungsstellen abhéngige Abstufung
der B-Arrestin-Affinitat findet man im Licht-aktivierten Rhodopsin. Hier steigt die
R-Arrestin-Affinitat zum Rezeptor mit Erhéhung der intakten Phosphorylierungsstellen
bis zu einer Stéchiometrie von 4 mol Phosphat / mol Rezeptor linear an (GIBSON et al.,
2000). Im R-adrenergen und m2-muskarinischen Rezeptor dagegen hat man gefunden,
dalR eine Stochiometrie von 2 mol Phosphat / mol Rezeptor erforderlich und auch
ausreichend fur eine B-Arrestin-Bindung an den jeweiligen Rezeptor ist (GUREVICH et
al., 1993, GUREVICH et al., 1995).
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Ubereinstimmend mit den Ergebnissen zur B-Arrestin-Bindung an CCR5 konnte gezeigt
werden, daB auch fir die schnelle Internalisierung dieses Rezeptors zwei intakte Serin-
Phosphorylierungsstellen notwendig und ausreichend sind (Abb. 13). Somit kann
postuliert werden, dal? die schnelle CCR5-Internalisierung abhangig ist von B-Arrestin,
welches eine Internalisierung Uber Clathrin-umhullte Vesikel vermittelt. Diese
Hypothese wird durch aktuelle elektronenmikroskopische Untersuchungen unterstiitzt,
in denen gezeigt wurde, dal sich CCR5-Rezeptoren in RBL-CCR5-Zellen nach
Stimulation mit RANTES von einer willkurlichen Verteilung auf der Membran
clusterformig in vorgeformte Clathrin-Gitter umlagern. Weiterhin konnten die Autoren
zeigen, dal} eine Deletion des Clathrins durch eine der schweren Clathrin-Kette
entsprechenden si-RNA ein vollstandiges Ausbleiben der CCR5-Internalisierung nach
RANTES-Stimulation zur Folge hatte (SIGNORET et al., eingereichtes Manuskript).
Die in der vorliegenden Arbeit nach 30 min beobachtete Internalisierung der
phosphorylierungsdefizienten CCR5-S/A-Mutante (Abb. 13), die nicht mehr in der Lage
war, B-Arrestin zu binden, impliziert jedoch, dafl der CCR5 noch (ber einen zweiten,
R-Arrestin-unabhangigen Weg internalisiert werden kann. In der Literatur wurde
postuliert, daB CCR5 zusatzlich zur Clathrin-vermittelten Endozytose auch abhéangig
von Cholesterin ber Caveolae in die Zelle aufgenommen wird (MUELLER et al.,
2002, VENKATESAN et al., 2003, GOMEZ-MOUTON et al., 2004). Diese Arbeiten
wurden jedoch von SIGNORET et al. (unverdffentliches Manuskript) in Frage gestellt,
die zeigen konnten, daB eine Cholesterin-Depletion zwar die Agonist-Bindung an den
CCR5, nicht aber dessen Internalisierung beeinfluBt. Weiterhin konnte die
Arbeitsgruppe eine Stimulations-unabhangige, spontane Membraninternalisierung
beobachteten, die eine Endozytose von etwa 2 — 3 % des exprimierten Rezeptors pro
Minute zur Folge hat (M. Marsh, personliche Mitteilung). Dadurch blieb die
Rezeptordichte auf der Zelloberflache unveréndert, da statistisch gesehen die gleiche
Rezeptormenge neu auf die Zelloberflache transportiert wurde, wie auch Rezeptor in die
Zelle aufgenommen wurde. In der in dieser Arbeit verwendeten Untersuchung zur
Rezeptorinternalisierung, bei der die Rezeptoren mit radioaktiv markiertem Ligand
vorinkubiert wurden und die prozentuale, sdureresistente und damit in die Zelle
aufgenommene Aktivitat verglichen mit der gesamt-zellassoziierten Aktivitat bestimmt
wurde, wiirde demnach durch den unstimulierten Rezeptorgrundumsatz nach 30 min
etwa 60 — 90 % der Aktivitst mit in die Zelle endozytiert werden. Bei der
Ligandinternalisierung der RANTES-stimulierten RBL-CCR5-S/A-Zellen, die nach
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3 min 5 %, nach 10 min 34 % und nach 30 min 66 % betrug (Abb. 13), konnte diese
Internalisierung demnach der unspezifischen Ligandaufnahme durch Membranfluf3 in
die Zelle entsprechen. RBL-CCR5-Zellen zeigten dagegen mit 55 % nach 3 min und
77 % nach 10 min eine **I-RANTES-Internalisierung, die weit tber der zu erwartenden
unspezifischen Aufnahme lag und somit spezifisch dem durch Ligandbindung
internalisierten Rezeptor entsprach.

Zusammenfassend kann unter Einbeziehung der Ergebnisse von SIGNORET et al.
postuliert werden, dall CCR5 nach RANTES-Stimulation ausschliellich [3-Arrestin-
abhéngig Uber Clathrin-umhullte Vesikel in die Zelle internalisiert wird und dal diese
Internalisierung  abhdngig von  wenigstens  zwei intakten = CCR5-Serin-

Phosphorylierungsstellen ist.

Neben der Bindung des R-Arrestins an den CCR5-C-Terminus konnte mittels SPR-
Analyse das DRY-Motiv am Beginn der zweiten cytoplasmatischen Rezeptorschleife,
das eine in GPCRs hoch konservierte G-Protein-Bindestelle darstellt (PROBST et al.,
1992), als weitere R-Arrestin-Bindungsstelle im CCR5 identifiziert werden
(HUTTENRAUCH et al., 2002). RBL-CCR5-DR/NN-Zellen, in denen Aspartat (D)
125 und Arginin (R) 126 gegen Asparagin (N) ausgetauscht wurden, konnten nach
RANTES-Stimulation zwar R-Arrestin an die Membran rekrutieren, zeigten aber keine
schnelle, 3-Arrestin-vermittelte Internalisierung (Abb. 17 und 19). Diese Beobachtung
[4Rt sich mit einem aktuellen Modell der Bindung von B-Arrestin an GPCRs in Einklang
bringen, das auf der Grundlage der kirzlich aufgelsten R-Arrestin-1-Kristallstruktur
entwickelt wurde. Durch kristallographische Analyse der R-Arrestin-Struktur wurde
postuliert, dall [-Arrestin wenigstens 2 Konformationen annehmen kann. In der
inaktiven, cytosolischen Form liegt der R-Arrestin C-Terminus, der mit AP-2 und
Clathrin interagieren kann, in einem polaren Kern gebunden vor, der aus 3-Strdngen der
N- und C-Domane und der a-Helix | des Arrestins gebildet wird. Fir 3-Arrestin werden
zwei  Sensor-Regionen angenommen, wobei eine Region den Rezeptor-
Phosphorylierungsstatus erkennt und der andere Sensor die Aktivierung des Rezeptors
kontrolliert. Nur wenn beide Sensoren simultan einen aktivierten und zugleich
phosphorylierten Rezeptor erkennen, kommt es innerhalb des RB-Arrestins zu
Konformationsédnderungen, die durch die Exposition weiterer Bindungsstellen eine hoch

affine 3-Arrestin-Rezeptor-Interaktion ermdglichen (Abb. 48).
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Abb. 48: Modell der -Arrestin-Bindung an GPCRs

Die Auflésung der B-Arrestin-1-Kristallstruktur der inaktiven, cytosolischen Form von
B-Arrestin-1 ermdglichte den Entwurf eines Modells fir den Bindungsmechanismus von
B-Arrestin an GPCRs. Demnach bindet B-Arrestin sowohl mit seiner C-Domadne als auch mit
seiner N-Domaéne ausschlieBlich an phosphorylierte und gleichzeitig aktivierte GPCRs. Diese
Bindung katalysiert die Freisetzung des R-Arrestin-1 C-Terminus, der mit AP-2 und Clathrin
interagiert.

(Abb. aus GUREVICH et al., 2003)

Durch die Bindung an den Rezeptor wird dabei der polare Kern des B-Arrestins
destabilisiert, wodurch der C-Terminus aus dem polaren Kern freigesetzt und
zugénglich wird fir die Bindung von AP-2 und Clathrin (HIRSCH et al., 1999, HAN et
al., 2001, GUREVICH et al., 2003, SERGEY et al., 2004). Bisher konnte aber noch
kein Rezeptor-R-Arrestin-Komplex kristallisiert werden, der dieses Modell bestétigen
wirde.

Die Bindung beider Arrestin-Doménen an den GPCR impliziert, daf B-Arrestin neben
dem phosphorylierten C-Terminus noch weitere Regionen im cytoplasmatischen Teil
des Rezeptors erkennt. Eine mdgliche Bindestelle kdnnte das Rezeptor-DRY-Motiv
darstellen, das Uber  Peptid-Bindungsstudien identifiziert = worden  war
(HUTTENRAUCH et al., 2002). Dieses Motiv konnte im Kontext der Zwei-Sensor-
Hypothese dem Aktivierungssensor auf R-Arrestin entsprechen. In der in dieser Arbeit
verwendeten CCR5-DR/NN-Mutante wiirde das bedeuten, dall R-Arrestin den Rezeptor
zwar binden kann, aber dal} durch das mutagenisierte DRY-Motiv der polare Kern
intakt bleibt, der den B-Arrestin C-Terminus arretiert. Diese Hypothese konnte den
Defekt der RBL-CCR5-DR/NN-Zellen in der B-Arrestin-abhangigen Internalisierung
erklaren, setzt jedoch eine Phosphorylierung des CCR5 trotz fehlender G-Protein-
Bindung voraus. Die Phosphorylierung der RBL-CCR5-DR/NN-Zellen konnte in dieser
Arbeit nicht bestimmt werden, da alle phosphospezifischen anti-CCR5 Antikorper E11
und V14 und RC-10 den CCR5-C-Terminus nicht erkannten. Dieses Ergebnis deutet auf
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eine eventuelle Konformationsédnderung des Rezeptor-C-Terminus hin. Tatsachlich
konnte flr den N-formyl Peptid Rezeptor (FPR) gezeigt werden, dal eine FPR-R123G-
Mutante, in der eine der DRY-Aminosauren mutagenisiert wurde und die nicht mehr zur
G-Protein-Bindung in der Lage war, dennoch phosphoryliert wurde (PROSSNITZ et al.,
1999, BENNETT et al., 2000). Dagegen zeigte eine R139G-Mutante des Gastrin-
releasing Peptid Rezeptors keine Ligand-induzierte Phosphorylierung (ALLY et al.,
2003).

Zusammenfassend konnten eigene Arbeiten das in der Literatur diskutierte Modell,
demzufolge B-Arrestin aktivierte Rezeptoren in zwei Schritten erkennt, von der Seite
des Rezeptors bestdtigen und ergdnzen. So erkennt RB-Arrestin nicht nur die
C-terminale Phosphorylierung, sondern auch die korrekte Aktivierung eines GPCR,
wobei die DRY-Sequenz im CCR5 eine wichtige Rolle in der Vermittlung der
Rezeptoraktivierung innezuhaben scheint.

Im Rahmen der Untersuchungen zur CCRb5-Kreuzregulation wurde die
Phosphorylierung und Voraussetzung der 3-Arrestin-Bindung an den verwandten C5a-
Rezeptor untersucht. C5aR weist in seinem C-Terminus 6 Serine und 5 Threonine als
mdogliche Phosphorylierungsstellen auf. In stabilen RBL-C5aR-Zellreihen wurde
gefunden, daR der C5a-Rezeptor nach Ligand-Stimulation mit 50 nM C5a sowohl an
Serinen als auch an Threoninen phosphoryliert wird, wobei die Serinphosphorylierung
wesentlich stirker ausgeprégt ist als die Threonin-Phosphorylierung (Abb. 32). Auch
ein mutagenisierter C5aR, bei dem alle sechs Serine gegen Alanin ausgetauscht wurden
(C5aR-S/A), zeigte eine deutliche Threonin-Phosphorylierung nach Cbha-Stimulation.
Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu einer Arbeit, in der berichtet wurde, dal}
C5aR nach Stimulation mit C5a oder PMA ausschliel3lich an Serinen phosphoryliert
wird (GIANNINI et al., 1995).

Entsprechend der unterschiedlichen Ergebnisse der Phosphoaminosaurenanalyse
ergeben sich auch in Bezug auf die C5aR-Internalisierung kontrare Daten im Vergleich
zu Literaturangaben. Es wurde zuvor postuliert, dal? die Internalisierung und B-Arrestin-
Bindung an den C5aR abhéngig ist von zwei intakten Serinen, wobei hier die genaue
Position der Serine entscheidend sei. Es wurde gezeigt, dal3 die distalen Serine des
C5aR-C-Terminus Ser334 und Ser338 als primére Phosphorylierungstellen dienen und
dal? die partielle Phosphorylierung des C5aR an den Serinpaaren Ser327/Ser338 oder
Ser334/Ser338 notwendig und ausreichend fiir eine dem C5aR-WT-vergleichbare
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Rezeptor-Internalisierung und [-Arrestin-Cotransport in intrazelluldre Vesikel ist
(CHRISTOPHE et al., 2000, BRAUN et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte
dagegen gezeigt werden, dal3 die Konservierung des C5aR-Serins-334 in Kombination
mit intakten Threonin-Phosphorylierungsstellen (C5aR-S/A-S334) ausreichend fur eine
C5a-vermittelte Internalisierung des C5aR war (Abb. 34). Dagegen zeigten die RBL-
C5aR-S/A- und RBL-C5aR-ST/A-Zellreihen mit Austausch aller Serine bzw. aller
Serine und Threonine einen nahezu identisch verlaufenden Defekt in der schnellen
Rezeptor-Internalisierung nach C5a-Stimulation. Vergleicht man die Eigenschaften der
C5aR-S/A-Mutante (B-Arrestin-Bindung bei defekter, schneller Internalisierung) mit
denen der CCR5-DR/NN-Mutante, so &Rt sich postulieren, dall auch hier eine
niederaffine Interaktion zwischen Threonin-phosphoryliertem Rezeptor und -Arrestin
eingegangen wird. Allerdings reicht die Threonin-Phosphorylierung allein offenbar
nicht zur Aktivierung und Konformationsanderung des 3-Arrestins aus. Erst durch die
zusétzliche Phosphorylierung eines Serins in der C5aR-S/A-S334-Mutante wird die
Aktivierung des B-Arrestins katalysiert, die in der Rekrutierung von Komponenten der
Clathrin-Internalisierungsmaschinerie resultiert. Somit wird erneut deutlich, dal die
R-Arrestin-Bindung an die untersuchten GPCRs einem zweistufigen Prozel} entspricht.
Diesem Modell zufolge wird nach der Bindung des R-Arrestins an den Rezeptor der
Aktivierungszustand des Rezeptors Uberprift und darauffolgend nur bei einem
aktivierten und ausreichend phosphorylierten Rezeptor der R-Arrestin C-Terminus
freigesetzt. Dieser katalysiert schliel3lich die Internalisierung des Rezeptors.

Als Desensibilisierung wird die Deaktivierung von Rezeptoren nach einer Ligand-
Stimulation bezeichnet, die die Beendigung von Signalkaskaden und in der Regel auch
die Internalisierung des Ligand-gebundenen Rezeptors zur Folge hat. Neben der durch
Phosphorylierung verursachten Konformationsanderung des Rezeptors wird der
Bindung des [3-Arrestins an den phosphorylierten Rezeptor eine grofie Bedeutung bei
der Rezeptor-Desensibilisierung zugeschrieben. Fiir CCR5 konnte gezeigt werden, daf3
die Deletion der vier C-terminalen Serin-Phosphorylierungsstellen eine verléangerte
Aktivierung und damit verzdgerte Desensibilisierung des Rezeptors zur Folge hatte
(KRAFT et al., 2001).

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung dieser vier Serine fir die Desensibilisierung des

CCR5 im Einzelnen untersucht. Als Parameter hierfir wurden die intrazellulare
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Calciumionen-Freisetzung und die Freisetzung der N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase
(NAGA) nach RANTES-Stimulation bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dal3 der
Austausch eines beliebigen Serins die CCR5-Desensibilisierung nicht beeintrachtigte,
wohingegen der Austausch von drei Serinen gegen Alanin einen Defekt in der
Desensibilisierung verursachte, der mit dem der komplett phosphorylierungs-
defizienten Mutante vergleichbar war (Tab. 4). Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
R-Arrestin-Bindung an CCR5 und der Rezeptor-Internalisierung wurde aber gefunden,
daB beim Austausch zweier Serine die exakte Position dieser Serin-
Phosphorylierungsstellen fur die Desensibilisierung des CCR5 sehr wohl von
Bedeutung ist. So zeigte CCR5-A2A als einzige Mutante mit Austausch von zwei
Serinen eine dem CCR5-WT vergleichbare Desensibilisierung. Alle anderen CCR5-A2-
Mutanten wiesen trotz intakter B-Arrestin-Bindung und Internalisierung eine verzdgerte
Rezeptor-Desensibilisierung auf. Dieses Ergebnis impliziert, dal neben der B-Arrestin-
abhangigen Rezeptordesensibilisierung noch weitere, wahrscheinlich
phosphorylierungsabhangige Mechanismen der Desensibilisierung existieren, bei denen
die exakte Position der Serine von Bedeutung ist.

Ahnliche Beobachtungen wurden beim C5a-Rezeptor gemacht. Hier wurde gefunden,
daR im besonderen die exakte Position der Serine 332, 334 und 338 fir die
Rezeptorregulation von Bedeutung ist (CHRISTOPHE et al., 2000, BRAUN et al.,
2003). Auch fur den N-formyl Peptid Rezeptor (KEY et al., 2001, BENNETT et al.,
2001) wurde eine R-Arrestin-unabhéngige Inhibition der Rezeptor-G-Protein-Interaktion
durch die Phosphorylierung des Rezeptors gefunden. Der R,-adrenerge Rezeptor zeigte
dagegen nur eine geringe Beeintrdchtigung der G-Protein-Aktivierung durch die
Rezeptor-Phosphorylierung. Hier wurde eine vollstandige Rezeptor-Desensibilisierung
erst durch R-Arrestin-Bindung erreicht (LOHSE et al., 1990).

Zusammenfassend unterstiitzen die eigenen Ergebnisse die Hypothese, derzufolge
Rezeptorphosphorylierung unabhdngig von der R-Arrestin-Bindung die G-Protein-
Kopplung an verschiedene GPCRs inhibieren kann.
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2. Strukturelle Grundlagen, funktionelle Konsequenzen und Relevanz der

Dimerisierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wurden urspriinglich als monomere Einheiten
betrachtet. Es hduften sich in der Literatur jedoch die Anzeichen, dal einige GPCRs zur
Bildung von Homo- und Heterodimeren in der Lage sind. Der erste GPCR, fur den eine
Dimerisierung berzeugend nachgewiesen wurde, war der Gamma-Aminobutterséure
Rezeptor B (GABA(B)). Es konnte gezeigt werden, daR dieser Rezeptor aus zweli
unterschiedlichen GPCRs zusammengesetzt ist, wobei beide Rezeptoren GbR1 und
GbR2 alleine nicht funktionsfahig sind. GbR1 wird durch ein C-terminales
Retentionsmotif im ER zuriickgehalten, wahrend GbR2 zwar auf der Zelloberflache
exprimiert wird, aber inaktiv ist. Durch die Dimerisierung beider Rezeptoren wird das
GbR1-Retentionsmotif maskiert, und beide Rezeptoren werden als funktionelles
Heterodimer auf der Zelloberflache exprimiert (WHITE et al., 1998, NG et al., 1999,
MARGETA-MITROVIC et al., 2000). Aufbauend auf dieser Beobachtung konnte
mittlerweile fir eine Reihe von Rezeptoren die Bildung von Dimeren bzw. Oligomeren
nachgewiesen werden (Ubersicht in ANGERS et al., 2002, BOUVIER, 2001). Da in
den meisten angewandten Untersuchungsmethoden nicht zwischen Dimeren und
groReren Oligomeren unterschieden werden kann, wurde in dieser Arbeit durchgéngig
der Begriff Dimer als kleinste Einheit womdglich vorhandener oligomerer Strukturen
verwendet.

Bei der Untersuchung von Rezeptordimeren blieben in der Literatur jedoch bisher
einige Fragen offen oder wurden kontrar dargestellt. (1) Existieren Rezeptordimere
bereits unter basalen Bedingungen oder werden diese erst durch Stimulation mit
spezifischen Liganden induziert? (2) Welche strukturellen Grundlagen liegen der
Rezeptordimerisierung zu Grunde? (3) Hat die Rezeptordimerisierung sowohl in
Homodimeren als auch in Heterodimeren eine funktionelle Konsequenz fir die
Signaltransduktion und Internalisierung beider Rezeptoren? (4) Welche physiologische
Relevanz hat die Rezeptordimerisierung in vivo und fur medizinische Anwendungen?
Insbesondere war ungeklart, ob die Rezeptordimerisierung Auswirkungen hat auf das
zur Zeit gultige Modell der homologen und heterologen Rezeptorregulation durch

Phosphorylierung und R-Arrestin-Bindung.
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Die mdogliche Dimerisierung des CCR5 wurde in dieser Arbeit sowohl mit
Immunprazipitation als auch mittels Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET)
untersucht. Es konnte mit beiden Methoden nachgewiesen werden, da CCR5 auch in
geringen Konzentrationen konstitutiv, also in Abwesenheit des spezifischen Liganden
Homodimere ausbildet. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Untersuchungen, die
zeigten, dal CCR5 in physiologischen Konzentrationen, die denen auf humanen
Lymphozyten und Monozyten entsprechen, Ligand-unmodifiziert Dimere ausbildet
(ISSAFRAS et al., 2002). Weiterhin zeigten die Autoren durch subzelluldre
Fraktionierung, dafl CCR5-Dimere sowohl auf der Zellmembran als auch bereits im ER
unstimulierter Zellen nachgewiesen werden konnten. Untersuchungen anderer Autoren
deuten darauf hin, dal® Ligand-Aktivierung die CCR5-Dimerisierung mdoglicherweise
stabilisiert, da in Immunprézipitationsexperimenten nur in Chemokin-stimulierten
Zellen CCR5-Dimere gefunden wurden (HERNANZ-FALCON et al., 2004).

Basale Rezeptordimerisierung, die nicht durch Ligand modifiziert wurde, konnte bisher
unter anderem flr die Vasopressin-Rezeptoren V1a und V1b und den Oxytocin
Rezeptor (TERRILLON et al., 2003), den aup-adrenergen Rezeptor (STANASILA et
al., 2003), den Adenosin Aa-Rezeptor (CANALS et al.,, 2004), den C5a Rezeptor
(FLOYD et al., 2003), den CXCR4 (BABCOCK et al., 2003), den k-opiod Rezeptor
(RAMSAY et al., 2002) und den Calcium-sensing Rezeptor CaR (JENSEN et al., 2002)
nachgewiesen werden. Dagegen wurde eine Dimerisierung-steigernde Ligand Wirkung
flr den [3,-adrenergen Rezeptor (ANGERS et al., 2000) berichtet. Die Quantifizierung
des moglichen Einflusses der Liganden auf die Rezeptordimerisierung ist jedoch
kritisch zu bewerten, da in BRET-Analysen bereits Konformationséanderungen der
Rezeptoren nach Stimulation zu einem verénderten Energietransfer fihren kdnnen. Hier
nimmt der Energietransfer mit der 6. Potenz des Abstandes von Luciferase und GFP ab.
In der Vergangenheit wurde fir einige GPCRs, so auch fur CCR5 postuliert, dal diese
als Monomere auf den Zellen exprimiert werden und sich erst nach Stimulation als
Dimere zusammenlagern (RODRIGUEZ-FRADE et al., 2001). Es werden jedoch
immer mehr Beispiele berichtet, in denen die Dimerisierung von Rezeptoren als eine
Voraussetzung flur das Verlassen des ERs postuliert wird. Wahrend bereits lange
bekannt ist, dal die Bildung oligomerer Strukturen fir viele Proteine eine wichtige
Voraussetzung fur das Passieren des ERs ist (REDDY et al., 1998), war der GABA(B)-
Rezeptor der erste GPCR, fir den dieser Mechanismus gleichfalls gezeigt wurde
(MARGETA-MITROVIC et al., 2000). Mittlerweile konnte das ER als GPCR-
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Kontrollpunkt auch fur den humanen &-opiod Rezeptor verifiziert werden, nachdem
gezeigt wurde, daR mif3gefaltete 3-opiod Rezeptoren an die cytosolische Seite des ER
transportiert werden, deglycosyliert und durch das cytosolische 26 S Proteasom
abgebaut werden (PETAJA-REPO et al., 2001).

Zusammenfassend weisen die eigenen Ergebnisse in Ubereinstimmung mit den meisten
Literaturbefunden darauf hin, daR CCR5 bereits unter konstitutiven Bedingungen

Dimere bildet.

Nach dem Nachweis der CCR5-Dimerisierung mittels BRET und Immunprazipitation
wurden die strukturellen Voraussetzungen der Dimerbildung untersucht. Es wurde
postuliert, dall GPCRs entweder die Transmembrandomanen TM1 und TM2, TM4 und
TM5 oder TM4 alleine als Dimerisierungsdomanen verwenden (KLCO et al., 2003). In
dieser Arbeit wurde daher in zwei unterschiedlichen Ansétzen versucht, die CCR5-
Dimerbildung zu inhibieren.

Im ersten Ansatz wurden zwei Peptide verwendet, die in der Arbeitsgruppe um
M. Mellado identifiziert wurden (HERNANZ-FALCON et al., 2004). Diese Autoren
zeigten, dal3 die Aminosauren Ile52 der TM 1 und Val150 der TM 4 essenziell fur die
CCR5-Dimerbildung sind. Die Autoren beobachteten aulerdem, daf? die Inkubation von
CCR5 exprimierenden Zellen mit zwei synthetischen Heptameren, in denen die
Aminosauren 1le52 und Vall50 (R5wtl und R5wt4) enthalten waren, die
Aktivierbarkeit intakter Rezeptoren blockieren konnte. Weiterhin inhibierten die
Peptide die Dimerbildung in FRET-Analysen und Immunprézipitationen. Um diese
Ergebnisse zu Uberprifen und dann auf die mogliche Blockade von Heterodimeren
auszuweiten, wurden die Peptide R5wtl und R5wt4 fiir eigene Versuche synthetisiert
und eingesetzt. Hier zeigte sich jedoch, dalR die Peptide in keinem der getesteten
Versuchsansétze einen signifikanten Einflu} auf die CCR5-Dimerisierung oder andere
von Mellado et al. postulierte Auswirkungen auf die Rezeptorfunktion hatten. Der
Grund flr diese abweichenden Ergebnisse bleibt zunéchst ungeklart.

In einem zweiten Ansatz wurde die Bedeutung des ersten Leucins in der TM1 von
CCR5 und C5aR fir die Rezeptordimerisierung untersucht. Ausgangspunkt hierfur war
eine Studie der Arbeitsgruppe von T. Baranski et al., in der eine C5aR-cDNA-Bank
angefertigt wurde, in der in die Transmembranregionen des C5aR zufallig und in hoher

Zahl Mutationen eingefligt wurden. Es wurde ein putativer dreidimensionaler Aufbau
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des C5aR erstellt, in dem Aminosduren der ersten und der zweiten Transmembranregion
als mogliche Interaktionsstellen von Rezeptordimeren prognostiziert wurden. Dabei war
auffallig, daR Leu41 als einzigen Austausch ein Cystein tolerierte, das zur Ausbildung
von Disulfidbriicken befahigt ist (BARANSKI et al., 1999, GEVA et al., 2000). Ein
Sequenzvergleich der ersten Transmembranregion von C5aR, CCR1 bis CCR5 und dem
Rhodopsin-Rezeptor ergab, dal Leu4l eine hoch konservierte Aminosdure an dieser
Position darstellt. Daher wurden C5aR- und CCR5-Rezeptormutanten erstellt, in denen
C5aR-Leu41 und das entsprechende CCR5-Leu36 gegen Val ausgetauscht wurden, und
es wurde die Expression und Aktivitat dieser Rezeptoren untersucht. Hier zeigte sich,
dal? die Oberflachenexpression beider mutagenisierter Rezeptoren drastisch reduziert
war. Geht man von der Hypothese aus, dal} die Dimerisierung eine Voraussetzung fur
eine stabile Expression von GPCRs ist, so kénnte dies bedeuten, dall mit dem Leucin
eine wichtige Dimerisierungsdoméne deletiert wurde und die Rezeptoren demnach
innerhalb der Zelle zurlickgehalten werden. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dal3 der
Austausch des Leucins die monomere Rezeptorstruktur an sich destabilisiert und somit
keine korrekte Faltung beider Rezeptoren ermdglicht wird. Um diese Frage zu kléaren
wurden Dimerisierungsversuche durchgefuhrt. In der BRET-Analyse konnte Kkein
klarendes Ergebnis erzielt werden, da hier das BRET-Signal stark variierte, abhéngig
davon, welcher Rezeptor in Luciferase- bzw. GFP-gekoppelter Form verwendet wurde
(Abb. 41). In Co-Immunprézipitationsexperimenten konnte ebenfalls kein eindeutiges
Ergebnis erzielt werden, da hier durch die geringere Rezeptorexpression am Rand der
Nachweisgrenze gearbeitet wurde. Um die Bedeutung des Leucins zu Beginn der TM1
fir die Dimerbildung zu kléren, ware demnach in der Zukunft eine intensive Analyse
der 3D-Struktur der mutagenisierten Rezeptoren erforderlich.

Vergleicht man die Untersuchungen anderer Autoren zur Dimerbildung von GPCRs, so
wurde noch kein allgemein gultiges Dimerisierungsmotif gefunden. Fir CCR5 konnte
gezeigt werden, dal} die N-terminalen Aminosauren 2-17 nicht fur die Dimerisierung
essentiell sind (BANNERT et al., 2001). Es wurde weiterhin prognostiziert, dal3 die
Dimerisierungsdomane des CCR5 in der Transmembranregion 3 oder 4 lokalisiert sein
konnte (CHELLI et al., 2001). Fur den R,-adrenergen Rezeptor wurde postuliert, dal
ein Z°GXXXGXXXL?®*-Motif in TM6 fiir die Bildung von Homodimeren und auch fiir
den Transport der Rezeptordimere aus dem ER von Bedeutung ist. Hier konnte gezeigt
werden, dal ein an den  postulierten  Positionen  mutagenisierter

R,AR-Leu?"®-Leu® -Tyr?®*-Rezeptor eine um 50 % reduzierte Dimerisierung gemag
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BRET-Messungen aufwies (HEBERT et al., 1996, SALAHPOUR et al., 2004). Dieses
Ergebnis deutet aber auch darauf hin, da das moégliche Dimerisierungsmotif in TM6
nicht die einzige Dimerisierungsdoméne in diesem Rezeptor darstellen kann. Fir den
aup-adrenergen Rezeptor wurde postuliert, da TM1 wichtig fur die Homodimerisierung
ist (STANASILA et al., 2003), wéhrend fiir Rhodopsin postuliert wurde, da TM4 und
TM5 die Kontaktstelle fur Dimere darstellen und TM1 und TM2 den Kontakt zwischen
den Dimerreihen herstellen (LIANG et al., 2003). Beim o-Faktor-Rezeptor in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae wurde ein GXXXG-Motif in TM1 als Dimerisierungs-
doméne identifiziert (OVERTON et al., 2003).

Zusammenfassend konnten die strukturellen Voraussetzungen der Dimerisierung bisher
fiir keinen GPCR vollstandig aufgeklart werden. Es wird aber deutlich, daR es offenbar
kein fur alle GPCRs allgemeingiiltiges Dimerisierungsmotif gibt, da Sequenzen und

Strukturen der einzelnen Rezeptoren stark voneinander abweichen.

Es konnte gezeigt werden, dal GPCRs nicht nur Homodimere ausbilden, sondern auch
mit anderen Rezeptorsubtypen oder nicht verwandten Rezeptoren Dimere ausbilden
konnen. Der erste GPCR, fur den die Heterodimerisierung nachgewiesen wurde, ist der
Gamma-Aminobuttersédure Rezeptor, der aus zwei unterschiedlichen Subtypen GbR1
und GbR2 aufgebaut wird (WHITE et al., 1998, NG et al., 1999, MARGETA-
MITROVIC et al., 2000). Ahnliche heterodimere Rezeptoren, die aus zwei verwandten
Subklassen gebildet werden, konnten bisher beispielsweise fur k- und &-opiod
Rezeptoren (RAMSAY et al., 2002), p- und é-opiod Rezeptoren (GEORGE et al.,
2000) und oa- und agp-adrenerge Rezeptoren (STANASILA et al., 2003) gezeigt
werden.

In dieser Arbeit wurde die Fahigkeit von CCR5 zur Heterodimerisierung mit anderen
GPCRs untersucht. Es konnte mittels BRET und Coimmunprazipitation (Abb. 27 und
28) gezeigt werden, dall CCR5 stabile Heterodimere mit C5aR eingeht. Diese
Dimerbildung ist wie die CCR5-Homodimerisierung unabhangig von einer Ligand-
Stimulation beider Rezeptoren. Weiterhin konnte fiir den nicht mit CCR5 verwandten
ATla-Rezeptor gezeigt werden, dafll dieser eine wesentlich schwéchere
Heterodimerisierung mit CCR5 eingeht. In Coimmunprézipitationsexperimenten konnte
hier keine Heterodimerisierung beobachtet werden, wéhrend in BRET-Analysen ein

geringer Energietransfer zu beobachten war. Dieser Befund deutet darauf hin, daB die
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Heterodimerisierung womoglich zu einem gewissen Grad abhangig von der Ahnlichkeit
beider Rezeptoren zueinander ist. Ein analoges Konzept wurde fir die
Heterodimerisierung des oup-adrenergen Rezeptors postuliert, wobei mittels FRET-
Analysen gezeigt wurde, dall das Ausmall der Heterodimerisierung des oup-AR
abhangig von der Sequenzhomologie des heterologen Dimerpartners ist (STANASILA
et al., 2003). Auch fur den x-opiod Rezeptor wurde gezeigt, dall dieser mit héherer
Affinitdt Heterodimere mit dem &-opiod Rezeptor eingeht, als mit den weniger
verwandten [,-adrenergen oder dem Thyrotropin-releasing Hormon Rezeptor-1
(RAMSAY et al., 2002). Um dieses Konzept fur CCR5 zu untermauern, sind weitere
Dimerisierungsstudien mit anderen GPCRs erforderlich. Es konnte bisher gezeigt
werden, dall CCR5 Heterodimere mit CD4 (XIAO et al., 1999) und CCR2 (MELLADO
et al., 2001) eingeht, wahrend keine Heterodimerisierung mit CXCR4 (BABCOCK et
al., 2003, CHELLI et al., 2002) zu erfolgen scheint.

Der Nachweis der Rezeptordimerisierung zieht die Frage nach sich, welche funktionelle
Konsequenzen dieser Befund haben koénnte. In mehreren Arbeiten wurde postuliert
(s.0.), daB die Dimerisierung von Rezeptoren eine VVoraussetzung fiir das Passieren des
ER darstellen konnte. Dabei konnte durch Coexpression dominant negativer
Rezeptormutanten, die im ER retiniert wurden, gezeigt werden, dall auch ein Anteil des
jeweiligen WT-Rezeptors im ER zurtickgehalten wurde (SALAHPOUR et al., 2004,
CHELLI et al., 2001, KAYKAS et al., 2004). Es ist bisher jedoch wenig uber die
mogliche Bedeutung der Homodimerisierung fir  Signaltransduktion  und
Desensibilierung bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation von Rezeptor-Homodimeren durch
Coexpression zweier CCR5-Defektmutanten untersucht. Die dabei verwendete CCR5-
S/A-Rezeptormutante mit Austausch aller Serin-Phosphorylierungsstellen gegen Alanin
kann nicht phosphoryliert werden, wahrend in der CCR5-A2-17-Defektmutante die
RANTES-Bindedoméne deletiert wurde. Beide Rezeptoren waren einzeln exprimiert
nicht zu einer GRK-vermittelten Phosphorylierung, B-Arrestin-Bindung und damit
folgender schneller, Ligand-vermittelter Internalisierung féhig. Wurden beide
Rezeptoren jedoch auf einer Zelle exprimiert, so konnte Uberraschenderweise eine
GRK-vermittelte Phosphorylierung des CCR5-A2-17 beobachtet werden (Abb. 22).

Damit wurde in dieser Arbeit erstmalig gezeigt, dal die G-Protein-gekoppelte
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Rezeptorkinase, von der allgemein angenommen wurde, daB sie lediglich Ligand-
gebundenen Rezeptor phosphoryliert, auch nicht Ligand-gebundene aber komplexierte
Rezeptoren phosphorylieren kann. Es kann postuliert werden, dafl diese
Phosphorylierung durch die Dimerisierung von CCR5-S/A und CCR5-A2-17 erméglicht
wird.

Neben der Phosphorylierung wurde der EinfluR der Dimerisierung auf die B-Arrestin-
Bindung und Internalisierung der mutagenisierten CCR5-Rezeptoren untersucht. Es
zeigte sich, daB beide Rezeptoren alleine nach RANTES-Stimulation nicht in der Lage
waren, 3-Arrestin an die Membran zu translozieren (Abb. 12, 24). In einer Zellreihe, die
CCR5-S/A und CCR5-A2-17 coexprimierte, wurde die -Arrestin-Translokation nach
RANTES-Stimulation jedoch wieder hergestellt (Abb. 24). Dies zeigt, da durch die
Dimerisierung beider Rezeptoren nicht nur die GRK-vermittelte Phosphorylierung,
sondern auch die B-Arrestin-Bindung komplementiert werden kann. Demnach kann ein
Modell postuliert werden (Abb. 49), demzufolge CCR5-S/A den Liganden binden und
dadurch die Konformationsanderung beider Dimerpartner induzieren wirde. Nach
G-Protein-Aktivierung transloziert die GRK an das Rezeptordimer und phosphoryliert
den nicht Ligand-gebundenen, aber dennoch aktivierten CCR5-A2-17, was wiederum

die R-Arrestin-Bindung ermdglicht.

RANTES RANTES RANTES

CCR5-A2-17 CCR3-8/A CCR5-A2-17/CCRS-S/A

Abb. 49: Modell der Komplementierung der Rezeptorfunktion durch Homodimerisierung

Coexpression und Dimerisierung von CCR5-A2-17, der potenziell zur R-Arrestin-Bindung in
der Lage ist aber ein deletiertes RANTES-Bindemotiv besitzt, und CCR5-S/A, der durch
Deletion der C-terminalen Phosphorylierungsstellen kein [-Arrestin  binden kann,
komplementiert den funktionellen Defekt beider Rezeptorvarianten.
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Es konnte weiterhin nachgewiesen werden, dafll in RBL-CCR5-A2-17/CCR5-S/A-
Zellen die RANTES-vermittelte, schnelle Internalisierung des CCR5-S/A nach 10 min
signifikant um 40 % erhoht wurde. Offensichtlich induziert die Bindung von R-Arrestin
an die CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Dimere die Clathrin-vermittelte Internalisierung beider
Rezeptoren. DaR die Internalisierungsrate des CCR5-S/A nicht vollstandig auf CCR5-
WT-Niveau komplementiert wurde, laRt sich durch die Tatsache erklaren, dafl nur
CCR5-A2-17/CCR5-S/A-Dimere, nicht aber CCR5-S/A/CCR5-S/A-Dimere schneller in
die Zelle aufgenommen wurden.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen supprimierenden Wirkung dominant
negativer Rezeptormutanten auf coexprimierte WT-Rezeptoren, wurde schliellich der
EinfluB von CCR5-A2-17 auf CCR5-WT in RBL-CCR5/CCR5-A2-17-Zellen
untersucht. Dabei zeigte sich, daR weder die 3-Arrestin-Bindung an CCR5 (Abb. 24),
noch die Desensibilisierung des Rezeptors (Tab. 6) inhibiert wurden. Demnach besitzt
die CCR5-A2-17-Rezeptormutante keinen nachweisbaren dominant negativen Effekt
auf CCR5-WT-Rezeptoren.

Ein ahnlicher Versuchsansatz wurde kirzlich fur den Angiotensin Rezeptor AT1aR
beschrieben (HANSEN et al., 2004). Es wurden ebenfalls ein funktionell inaktiver
ATlaR-EEA-Rezeptor und eine ATlaR-K199A-Mutante, in der die Angiotensin-
Bindedomane deletiert wurde, zusammen mit der jeweils anderen Defektmutante oder
dem WT-AT1aR coexprimiert. Hier zeigte sich, dal beide Defektmutanten einen
dominant negativen Einflu auf die Gag-Signalweiterleitung, nicht aber auf die ERK-
Aktivierung oder die 3-Arrestin-2-Bindung des AT1aR ausiibten. Durch Coexpression
der K199A-Mutante mit dem WT-AT1aR konnte die [-Arrestin-2-Bindung dieser
Defektmutante wiederhergestellt werden, was analog zu den eigenen Versuchen in
dieser Arbeit auf eine Dimerisierung beider Rezeptoren zurlickzufiihren sein kdnnte.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dal3 die Dimerisierung nicht nur eine fur den
Transport aus dem ER essenzielle Zusammenlagerung zweier Rezeptoren darstellt,
sondern auch funktionelle Konsequenzen fir beide Rezeptoren nach sich zieht. Da hier
erstmalig gezeigt werden konnte, dal GRK auch nicht Ligand-gebundene aber
komplexierte Rezeptoren phosphoryliert und damit eine R-Arrestin-Bindung ermoglicht
(Abb. 49), scheinen Homodimere in der weiteren Signalweiterleitung als eine

funktionelle Einheit eingebunden zu sein.
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Nachdem gezeigt wurde, dall CCR5 Heterodimere mit C5aR und zu einem geringen
MaRe offenbar auch mit AT1aR eingeht, wurde der Einflu} der Dimerpartner auf die
heterologe Regulation des CCR5 untersucht.

Dazu wurden coexprimierende RBL-CCR5/C5aR- bzw. RBL-CCR5/AT1aR-Zellen mit
C5a bzw. Angiotensin Il stimuliert, und es wurde die heterologe PKC- und GRK-
vermittelte Phosphorylierung des CCR5 untersucht. Dabei zeigte sich, daR CCR5 in
RBL-CCR5/C5aR-Zellen nicht nur durch PKC- sondern auch durch GRKSs
phosphoryliert wird (Abb. 29). In entsprechenden Kontrollexperimenten wurde eine
Kreuzreaktivitat der phosphospezifischen Antikorper mit C5aR ausgeschlossen. Dies
zeigt, dal GRKs nicht nur in CCR5-Homodimeren, sondern auch in Heterodimeren
nicht Ligand-gebundene, komplexierte Rezeptoren phosphorylieren kénnen (Abb. 50).
In RBL-CCR5-AT1aR-Zellen konnte dagegen lediglich eine PKC-vermittelte, aber
keine GRK-vermittelte Kreuzphosphorylierung des CCR5 nach Angiotensin-
Stimulation beobachtet werden (Abb. 29).

Abb. 50: Modell der GRK-vermittelten heterologen Phosphorylierung

Auf der Grundlage der Phosphorylierungsstudien in Homo- und Heterodimeren kann postuliert
werden, daB GRKSs entgegen dem bisher glltigen Konzept auch nicht Ligand-gebundene aber
komplexierte Rezeptoren heterolog phosphorylieren kdnnen.

Der Nachweis der Phosphorylierung nicht Ligand-gebundener Rezeptoren durch GRKs

widerlegt das bisher gliltige Konzept der heterologen Rezeptorregulation ausschlieRlich
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durch ,,second-messenger*-aktivierte Kinasen wie PKC und PKA. Es kann postuliert
werden, dal} die Dimerisierung die heterologe, GRK-vermittelte Phosphorylierung nicht

Ligand-gebundener aber komplexierter Rezeptoren ermdglicht (Abb. 50).

Analog zu den Untersuchungen der CCR5-S/A/CCR5-A2-17-Homodimere wurde die
heterologe Cointernalisierung des CCR5 in RBL-CCR5/C5aR- bzw. RBL-
CCR5/AT1aR-Zellen nach Stimulation mit C5a bzw. Angiotensin Il untersucht
(Abb. 30). Dabei zeigte sich, dall in RBL-CCR5/C5aR-Zellen etwa 45 % des an der
Zelloberflache exprimierten CCR5 nach heterologer Cb5a-Stimulation in die Zelle
cointernalisiert wurden. Dieser Wert liegt nahe dem der homologen CCR5-
Internalisierung nach RANTES-Stimulation, wo nach 2 Stunden etwa 55 % des CCR5
in die Zelle endozytiert worden waren (Abb. 30). Diese Cointernalisierung scheint
abhéangig von R-Arrestin zu sein. In Zellen, auf denen CCR5 zusammen mit
phosphorylierungsdefizienten, nicht B-Arrestin-bindenden C5aR-S/A- oder C5aR-ST/A-
Mutanten mit Austausch aller Serine bzw. aller Serine und Threonine gegen Alanin
coexprimiert wurde, konnte nach Cba-Stimulation keine CCR5-Cointernalisierung
beobachtet werden (Abb. 37). Die C5aR-S/A-S334-Mutante, die ein intaktes Serin und
intakte R3-Arrestin-Bindung aufwies, konnte CCR5 dagegen heterolog cointernalisieren.
Damit  weisen die Ergebnisse auf einen  [-Arrestin/Clathrin-vermittelten
Cointernalisierungs-weg fur CCR5 hin.

In RBL-CCR5/AT1aR-Zellen konnte nur eine sehr schwache Cointernalisierung des
CCR5 nach heterologer ATII-Stimulation beoachtet werden. Hier waren nach 2 h etwa
20 % des CCRS5 endocytiert. In der Zusammenschau der Ergebnisse fur die
CCR5/AT1aR-Heterodimere 1aRt sich vermuten, dal? die beiden Rezeptoren Dimere mit
sehr geringer Affinitat eventuell auf Grund der Uberexpression beider Rezeptoren
eingehen. In Coimmunprazipitationsexperimenten konnten trotz ausreichender
Rezeptorexpression keine Heterodimere nachgewiesen werden, wahrend in BRET-
Analysen ein schwacher Energietransfer beobachtet wurde. Gleichzeitig konnte nach
heterologer ATII-Stimulation keine GRK-vermittelte Phosphorylierung aber eine
schwache Cointernalisierung des CCR5 nachgewiesen werden. Eine mdogliche
Erklarung fur diese Beobachtungen waére die unspezifische Clusterung beider
Rezeptoren auf der Zelloberflache.

Die heterologe CCR5-Cointernalisierung wurde in einem weiteren Rezeptorsytem

untersucht, in dem CCR5 zusammen mit einer C5aR-US28¢7-Chiméare coexprimiert



IV. Diskussion 153

wurde. US28 ist ein viraler GPCR, der aus dem humanen Cytomegalievirus kloniert
wurde (GAO et al., 1994). Er zeigt eine Ligand-unabhangige, konstitutive Aktivierung,
die sich durch eine konstitutive GRK-vermittelte Phosphorylierung (MOKROS et al,
2002; MILLER et al., 2003) und eine konstitutive Internalisierung auszeichnet.
Maximal 20 % des US28-Rezeptors liegen auf der Zelloberflache exprimiert vor,
wahrend der Grofteil des Rezeptors in intrazellularen Vesikeln lokalisiert ist (FRAILE-
RAMOS et al., 2001). Dabei konnte gezeigt werden, dal3 die Internalisierung von US28
unabhéngig von B-Arrestin, aber abh&ngig von der Clathrin-vermittelten Endozytose ist
(FRAILE-RAMOS et al., 2003). Weiterhin ist bekannt, dal die konstitutive
Internalisierung alleine durch den US28-C-Terminus determiniert wird, und daf sich die
Eigenschaft der konstitutiven Internalisierung durch Transfer des US28-C-Terminus auf
andere GPCRs ubertragen lait (WALDHOER et al., 2003).

In dieser Arbeit konnte durch den Transfer des US28-C-Terminus auf C5aR eine
konstitutiv internalisierende C5aR-US28ct-Rezeptorchimére erstellt werden, die wie
US28 fast ausschlieflich in vesikuldren Strukturen innerhalb der Zelle lokalisiert ist
(Abb. 39). Durch die Coexpression dieser Chimare mit CCR5 konnte gezeigt werden,
dall CCR5 teilweise konstitutiv mit in die Zelle internalisiert wurde. Dies bestétigt
erneut die Hypothese der konstitutiven, Ligand-unabhangigen Bildung von
Rezeptordimeren, wobei in diesem Fall das Internalisierungsverhalten des konstitutiv
rezirkulierenden C5aR-US28ct dominant ist und auf CCR5 (bertragen zu werden
scheint.

Der EinfluR der heterologen Rezeptordimerisierung auf die Internalisierung beider
Dimerpartner wurde mittlerweile fur eine Reihe anderer Rezeptoren untersucht. Fir die
Heterodimere aus V1a und V2 Vasopressin Rezeptoren, die fiir sich genommen beide
R-Arrestin-abhangig internalisiert werden, konnte gezeigt werden, dal nach selektiver
Stimulation einer der beiden Dimerpartner beide Rezeptoren zusammen in die Zelle
internalisiert wurden. Da die beiden verwendeten Rezeptoren unterschiedliche
Recyclingwege innerhalb der Zelle verwenden, konnte interessanterweise weiterhin
gezeigt werden, daB der jeweils stimulierte Dimerpartner das Recycling des
Heterodimers bestimmte (TERRILLON et al.,, 2004). Dagegen konnte im
u-opiod/Substanz-P-Heterodimerpaar in Bezug auf das Recycling eine Dominanz des
Substanz-P-Rezeptors festgestellt werden. (PFEIFFER et al., 2003).

Neben der Phosphorylierung und Internalisierung wurde schlieBlich die
Desensibilisierung der RBL-CCR5/C5aR- bzw. RBL-CCR5/AT1aR-Zellen untersucht.
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Dabei zeigte sich, dal RBL-CCR5/C5aR-Zellen eine deutlich verlangsamte
Desensibilisierung im Vergleich zu RBL-C5aR-Zellen aufwiesen, obwohl beide
Zellreihen vergleichbare C5aR-Rezeptormengen exprimierten. Eine mogliche Erklarung
flr dieses Ergebnis ist, dal} das CCR5/C5aR-Heterodimer andere G-Protein Subklassen
binden konnte als das C5aR-Homodimer, wodurch eine veranderte Signaltransduktion
induziert werden konnte.

Eine verdnderte G-Protein-Bindung wurde auch fir das p-/3-opiod-Heterodimer

postuliert. Hier konnte gezeigt werden, daR die Signaltransduktion des u-/5-opiod-
Heterodimers nicht durch Pertussis-Toxin inhibiert werden konnte, wahrend beide
Rezeptoren einzeln exprimiert Pertussis-Toxin sensitiv waren. Die Autoren postulierten,
dal das Heterodimer andere, Pertussis-Toxin-insensitive G-Protein-Subklassen bindet
als die Homodimere (GEORGE et al., 2000). Zu dem gleichen Ergebnis kamen BREIT
und Kollegen, die zeigten, daR R,/Rs-adrenerge-Heterodimere insensitiv gegeniber
Pertussis-Toxin waren, wahrend die ERK-Aktivierung und cAMP-Anreicherung in den
jeweiligen Homodimeren durch Pertussis-Toxin inhibiert wurden (BREIT et al., 2004).
Diese Vermutung der veranderten G-Protein-Bindung unterstiitzen strukturelle
Analysen der G-Protein-Bindung an aktivierte GPCRs. Es wurde postuliert, dal3 die
Vielzahl an identifizierten Bindungsstellen zwischen GPCR und G-Protein nicht von
einem Rezeptor alleine, sondern nur von einem Rezeptordimer repréasentiert werden
kann (HAMM et al., 2001, LIANG et al., 2003). AuBerdem wurde kirzlich ein
pentamerer Komplex bestehend aus einem heterotrimeren G-Protein GaizR1y2 und
einem Leukotrien-B4-Rezeptor-Homodimer aufgereinigt, der diese Hypothese bestétigt
(BANERES et al., 2003).

Geht man von der Bindung eines G-Proteins an ein Rezeptordimer aus, dann scheint die
Veranderung der G-Protein-Spezifitdt von Heterodimeren im Vergleich mit den
Homodimeren naheliegend, da durch die unterschiedlichen Strukturen der einzelnen
Rezeptoren im  Heterodimer womdglich auch unterschiedliche  G-Protein-

Bindungsdoménen gebildet werden.

Die Vielzahl der gezeigten Beispiele fiir Homo- und Heterodimere wirft die Frage auf,
ob Dimerisierung von GPCRs physiologisch relevant ist. Die Untersuchung von
Heterodimerisierung zweier Rezeptoren wird aktuell Gberwiegend in artifiziellen

Systemen durchgefihrt, in denen beide Rezeptoren tiberexprimiert werden. Es ist daher
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eine offene Frage, ob die Dimerisierung auch bei physiologischer Rezeptorexpression
vorliegt, oder ob es sich um artifizielle Ergebnisse handelt. Zum Beispiel konnte fiir den
R,-adrenergen Rezeptor gezeigt werden, dal dieser nur bei hohen Expressionsraten
Heterodimere mit - und k-opiod Rezeptoren bildet (RAMSAY et al., 2002). Weiterhin
muB die Verteilung der in vivo Expression der Rezeptoren bedacht werden. Die
Heterodimerisierung zweier Rezeptoren, die physiologisch nicht zusammen auf den
gleichen Zellen exprimiert werden, kann zu irrefiihrenden Hypothesen fiihren. Die in
dieser Arbeit untersuchten Rezeptoren sind jedoch auf gleichen Zellen exprimiert. Es
konnte gezeigt werden, dal CCR5 auf Monocyten, Makrophagen, ruhenden
T-Lymphocyten und unreifen dendritischen Zellen exprimiert wird. Dieses
Expressionsmuster wurde auch fur den C5aR beschrieben. So koénnte die hier
beobachtete Kreuzregulation beider Rezeptoren auch in vivo von Bedeutung sein.

Ein deutliches Beispiel der funktionellen Relevanz der homologen Dimerisierung liefert
die CCR5A32-Defekt-Mutante, die bei immerhin 17 % aller Mitteleurop&er angefunden
wird. Homozygote CCR5A32/CCR5A32 Individuen sind weitgehend vor einer HIV-1
Infektion geschitzt, da der defekte CCRS5 nicht an die Zelloberflache transportiert wird
und dem Virus so der notige Corezeptor fehlt. Es konnte jedoch auch gezeigt werden,
dal? der Krankheitsausbruch in heterozygoten CCR5/CCR5A32 Individuen um zwei bis
vier Jahre verzOgert auftritt im Vergleich zu CCR5/CCR5 homozygoten, HIV-
infizierten Personen. Diese Beobachtung ist vermutlich auf eine reduzierte CCR5-
Oberflachenexpression zurlckzufihren. Es konnte gezeigt werden, dal der defekte
CCR5A32 den intakten CCR5 zum Teil innerhalb der Zelle zurlickhalt, was durch die
Dimerisierung beider Rezeptoren erklart werden kann (BENKIRANE et al., 1997).

Die Bildung von Rezeptordimeren spielt auch in der Entwicklung neuer Pharmazeutika,
die die Aktivitdt von GPCRs regulieren sollen, eine grof3e Rolle. Beim Design neuer
Pharmazeutika wurden meist monomere Rezeptoren als Zielstrukturen angenommen.
Durch die Dimerisierung konnen jedoch génzlich andere Protein-Zielstrukturen
entstehen. AulRerdem konnte in einigen Beispielen gezeigt werden, da Heterodimere
zum Teil anders auf Stimuli reagieren als ihre einzeln exprimierten Rezeptorpartner,
wodurch die Wirksamkeit von Pharmazeutika verandert oder génzlich aufgehoben
werden konnte (GEORGE et al., 2002).

Diese Uberlegungen zeigen, daB die Rezeptordimerisierung eine wichtige Rolle in der
in vivo Regulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren spielt und dal sich durch die
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Aufklarung der Dimerisierung neue Perspektiven insbesondere fur die Entwicklung

neuer Pharmazeutika auftun.

3. Die Bedeutung des Rezeptor-C-Terminus fir die Phosphorylierung und
R-Arrestin-Bindung an CCR5 und C5aR

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Bedeutung des Rezeptor-C-Terminus fur
die Regulation der Phosphorylierung und R-Arrestin-Bindung von GPCRs untersucht.
Dazu wurden Rezeptorchimédren aus CCR5 und C5aR hergestellt, in denen die
C-Termini beider Rezeptoren untereinander ausgetauscht wurden.

Es konnten zwei funktionelle CCR5-C5aRct- und C5aR-CCR5¢t-Chiméren hergestellt
werden, die beide eine [-Arrestin-abhdngige Internalisierung zeigten und eine
charakteristische Chemotaxis der Zellen induzieren konnten. Die Untersuchungen der
Rezeptorphosphorylierung zeigten, dafl die zeit- und konzentrationsabhangigen
Phosphorylierungsmuster zusammen mit dem C-Terminus auf den jeweils anderen
Rezeptor ubertragen wurden. Die Kinetik der B-Arrestin-Translokation wurde dagegen
nicht zusammen mit dem C-Terminus Ubertragen, sondern blieb vom N-terminalen
Rezeptorbereich determiniert. Diese Beobachtung korreliert erneut mit dem postulierten
Bindungsmodell der B-Arrestin-Bindung an GPCRs, wonach der Rezeptor-C-Terminus
nicht die einzige Bindestelle darstellt.

Anhnliche Studien wurden beim B,-adrenergen und dem V2 Vasopressin Rezeptor
durchgefiihrt, wobei der Ry-adrenerge Rezeptor ein Klasse A Rezeptor ist, der schnell
rezirkuliert, und V2 Vasopressin Rezeptor ein Klasse B Rezeptor ist, der zusammen mit
R-Arrestin in Endosomen internalisiert wird und langsam rezirkuliert. Hier zeigte sich,
dall durch den Austausch der C-Termini beider Rezeptoren das Rezirkulierungs-
verhalten auf den jeweils anderen Rezeptor Ubertragen werden konnte (SHENOY et al.,
2003). Der Austausch der C-Termini der u- und &-opiod Rezeptoren fiihrte dagegen
nicht zu einem vertauschten Rezirkulierungsverhalten (WANG et al., 2003). Dies zeigt,
dal der Rezeptor-C-Terminus abhdngig vom untersuchten Rezeptor in

unterschiedlichem Male die Rezeptorregulation bestimmen kann.
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4. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die strukturellen Voraussetzungen der [3-Arrestin-
Bindung an CCR5 und C5aR untersucht. Dabei konnte sowohl bei CCR5 als auch bei
C5aR eine R-Arrestin-Bindung an den Rezeptor nachgewiesen werden, die nicht
zugleich zu einer Internalisierung des Rezeptors fiihrte. Die Aufklarung der
verschiedenen Stadien der GPCR--Arrestin-Interaktion stellen daher eine weitere
zukiinftige Aufgabe dar.

Aus dem Nachweis der Homo- und Heterodimerisierung von CCR5 resultieren eine
Vielzahl neuer Fragestellungen. Zum einen sollen weitere CCR5-Dimerisierungspartner
gefunden werden und die Affinitat dieser Heterodimerpartner untereinander mittels
BRET verglichen werden. Als Partner, mit denen CCR5 mdglicherweise komplexiert,
kommen neben weiteren chemotaktischen Rezeptoren aus der GPCR-Familie Proteine
wie CD4 (als HIV-Corezeptor) in Frage, mit denen CCR5 eine funktionelle Einheit
bildet. Diese Daten gestatten moglicherweise Einblick in die strukturellen
Voraussetzungen, die der Selektivitdt der Heterodimerisierung von GPCRs zugrunde
liegen.

In diesem Zusammenhang soll auch weiterhin an der Identifizierung der
Dimerisierungsdomane von CCR5 gearbeitet werden. Die Auswirkungen der in dieser
Arbeit untersuchten Mutation des ersten Leucins in TM1 von CCRS5 und C5aR sollen
weiter spezifiziert werden.

Fur die konstitutiv internalisierenden Heterodimere aus CCR5 und C5aR-US28ct soll
ihre genaue intrazelluldre Lokalisation bestimmt werden. Dazu sollen die Zellen
zusétzlich mit spezifischen Antikorpern fir Lysosomen bzw. Endosomen angefarbt
werden, um den Nachweis der Colokalisation mit den Rezeptoren zu erlauben.

Die beobachtete heterologe CCR5-Internalisierung in den diversen C5aR-Mutanten
coexprimierenden Zellen deutet auf einen Clathrin-abhangigen Cointernalisierungsweg
hin. Um diese Hypothese zu bestétigen, soll die CCR5-Cointernalisierung in Zellen

untersucht werden, in denen die Clathrin-abhangige Internalisierung inhibiert wurde.
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V. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der C-terminalen Phosphorylierungsstellen des
CC-Chemokin Rezeptors 5 (CCR5) fiir die Rezeptorregulation untersucht. Es konnte
gezeigt werden, daB sowohl fur die B-Arrestin-Bindung als auch fir die schnelle
Rezeptorinternalisierung wenigstens zwei C-terminale Serin-Phosphorylierungsstellen
vorhanden sein missen, wobei die exakte Position dieser zwei Serine unerheblich ist.
Fur die Rezeptordesensibilisierung dagegen ist die genaue Position dieser Serine
bestimmend. Dies impliziert, daB CCR5 auch (ber R-Arrestin-unabhangige
Mechanismen desensibilisiert werden kann.

R-Arrestin bindet auRerdem an das in GPCRs hoch konservierte DRY-Motiv am Beginn
der zweiten intrazellularen Schleife von CCR5. Dieses Motiv ist nicht essenziell fur die
Bindung von [-Arrestin an CCR5, vermittelt aber offensichtlich die korrekte
Rezeptoraktivierung, die in der R-Arrestin-vermittelten Internalisierung des Rezeptors

resultiert.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dal CCR5 bereits unter basalen, nicht Ligand-
aktivierten Bedingungen Homodimere bildet. Durch Coexpression zweier CCR5-
Mutanten mit unterschiedlichen Defekten in ihrer Rezeptoraktivierbarkeit konnte die
Funktion beider Rezeptoren wieder hergestellt werden. Daher laR3t sich postulieren, dal
Homodimere in der Signaltransduktion vermutlich als eine funktionelle Einheit reguliert
werden.

CCR5 bildet neben Homodimeren auch Heterodimere mit dem C5a Rezeptor (C5aR)
und zu einem geringeren MaRe mit dem Angiotensin Rezeptor 1l Typ la (AT1aR).
Durch Coexpression von CCR5 mit C5aR oder AT1aR konnte eine signifikante CCR5-
Cointernalisierung nach heterologer Cba-Stimulation beobachtet werden, die bei
heterologer Angiotensin-Stimulation deutlich geringer ausfiel. Weiterhin zeigte CCR5
bei Coexpression mit einer konstitutiv internalisierenden C5aR-US28-Chimére eine
Ligand unabhédngige Cointernalisierung. Eine phosphorylierungsdefiziente Cb5aR-
Mutante, die nicht in der Lage war, R-Arrestin zu binden, konnte CCR5 nicht
cointernalisieren. Damit weisen die Ergebnisse auf einen [-Arrestin/Clathrin-
vermittelten Cointernalisierungsweg fur CCR5 hin. In Cophosphorylierungs-

experimenten konnte gezeigt werden, dall CCR5 nach heterologer Cb5a-Stimulation
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sowohl durch Protein Kinase C (PKC) als auch durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptorkinasen (GRKSs) phosphoryliert wird. Der Nachweis der Phosphorylierung
nicht Ligand-gebundener Rezeptoren durch GRKs widerlegt das bisher glltige Konzept
der heterologen Rezeptorregulation ausschlieBlich durch ,,second-messenger*-aktivierte
Kinasen wie PKC und PKA. Es kann postuliert werden, dafll die Rezeptor-
Dimerisierung die heterologe, GRK-vermittelte Phosphorylierung nicht Ligand-

gebundener aber komplexierter Rezeptoren ermdglicht.

Schlielllich wurde die Bedeutung des Rezeptor-C-Terminus fir die Regulation der
Phosphorylierung und RB-Arrestin-Bindung von GPCRs untersucht. Dazu wurden
Rezeptorchimaren aus CCR5 und Cb5aR hergestellt, in denen die C-Termini beider
Rezeptoren untereinander ausgetauscht wurden. Die Untersuchungen zeigten, dal3 die
zeit- und konzentrationsabhéngigen Phosphorylierungsmuster zusammen mit dem
C-Terminus auf den jeweils anderen Rezeptor Ubertragen wurden. Die Kinetik der
B-Arrestin-Translokation wurde dagegen nicht zusammen mit dem C-Terminus

ubertragen, sondern blieb vom N-terminalen Rezeptorbereich determiniert.
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