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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Ausgangsbefunde und Aufgabenstellung: Der humane Prostaglandin E, Rezeptor, Subtyp
EP4 (hEP4-R), ist ein in der Plasmamembran lokalisierter G-Protein-gekoppelter Rezeptor,
der an ein Gs-Protein koppelt und nach Ligandbindung eine Erhéhung des intrazellularen
cAMP-Spiegels induziert. Fur diesen Rezeptor konnte eine Agonisten-induzierte
Desensitisierung gezeigt werden, die mdoglicherweise durch eine G-Protein-gekoppelter
Rezeptor-Kinasen (GRK) vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors an Serinen und
Threoninen in den intrazellularen Domanen initiiert wird. Die Agonisten-induzierte
Phosphorylierung des Rezeptors konnte auf Serine und Threonine in der C-terminalen
Domane des Rezeptors eingegrenzt werden. Innerhalb der C-terminalen Doméane des
hEP4-R sind 38 Serine und Threonine lokalisiert, die alle fir die Agonisten-induzierte
Phosphorylierung und die daran anschliefiende Desensitisierung und Internalisierung des
Rezeptors relevant sein kénnten.

Ziel dieser Arbeit war, die Serine und Threonine in der C-terminalen Domane des hEP4-R zu
identifizieren, die an der Agonisten-induzierten Phosphorylierung, Desensitisierung und
Internalisierung des humanen EP4-Rezeptors beteiligt sind.

Eliminierung  der  potentiellen  Phosphorylierungsstellen:  Durch  PCR-gestitzte,
sequenzgerichtete Mutagenese wurden die in der C-terminalen Doméane des hEP4-R
lokalisierten Serine und Threonine teilweise oder vollstandig gegen Alanine ausgetauscht.
Folgende, fur mutierte EP4-Rezeptoren codierende cDNAs wurden synthetisiert: hEP4
ST335-484A-R, in dem alle Serine und Threonine in der C-terminalen Doméane durch Alanine
ersetzt waren, sowie hEP4 ST335-405A-, hEP4 ST428-484A-, hEP4 ST335-354; 389-484A-,
hEP4 ST335-382A-, hEP4 S379A- und hEP4 ST335-377; 382-484A-R, in denen die Serine
und Threonine zwischen den angegeben Aminosauren durch Alanine ersetzt waren.
Expression, Ligandbindung und Signaltransduktion: Die cDNAs fir die verschiedenen
Rezeptorproteine wurden in HEK293-Zellen stabil transfiziert. Wildtyp- und alle mutierten
Rezeptorproteine wurde synthetisiert und korrekt prozessiert und in die Plasmamembran
eingebaut. Die Substitution einzelner oder mehrerer Serine und Threonine in der
C-terminalen Domane des hEP4-Rezeptors hatte ebenfalls keine Auswirkung auf die Affinitat
der Rezeptoren fur PGE, und fihrte zu keiner Veradnderung der Ligand-induzierten
G-Protein-Aktivierung und Signaltransduktion im Vergleich mit dem Wildtyp EP4-R.
Phosphorylierung: Der hEP4 wt-R wurde Agonisten-abhangig, wahrscheinlich durch GRKs
phosphoryliert. Nach Substitution aller in der C-terminalen Domane lokalisierten Serine und
Threonine wurde der Rezeptor nach Agonisten-Exposition nicht mehr phosphoryliert, was die
Lokalisation der Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen Doméane des Rezeptors
bestatigte. Als potentielle Hauptphosphorylierungsstellen konnten Serine und Threonine

zwischen den Serinen 359 und 382 identifiziert werden, jedoch konnte eine residuale
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Phosphorylierung von Serinen und Threoninen, die distal von Serin 382 lokalisiert waren,
nicht ausgeschlossen werden

Desensitisierung: Eine Agonisten-induzierte Desensitisierung des hEP4 wt-R konnte in stabil
transfizierten HEK293-Zellen nicht nachgewiesen werden, so dafl die Relevanz der
identifizierten Phosphorylierungsstellen fur die Agonisten-induzierte Desensitisierung nicht
Uberprtift werden konnte. Dies war moglicherweise auf die hohe Rezeptorexpression in dem
gewahlten System zurickzufiihren, bei dem ein geringer Teil nicht desensitierter Rezeptoren
ausreichen wirde, um die nachgeschaltete Signalkette noch immer maximal zu aktivieren.
Internalisierung: Der hEP4 wt-R wurde Agonisten-abhangig internalisiert und war nach der
Internalisierung mit B-Arrestin colokalisiert. Die Agonisten-induzierte Internalisierung des
hEP4-R wurde durch Substitution der Serine und Threonine in der C-terminalen Doméane des
Rezeptors aufgehoben. Die in dem identifizierten Hauptphosphorylierungsbereich
lokalisierten Serine und Threonine Ser359-Ser382 waren fur die Internalisierung des hEP4-R
weder hinreichend noch notwendig. Die fur die Internalisierung des hEP 4-R notwendigen
Serine und Threonine waren distal von Serin 382 lokalisiert, wobei der internalisierte hEP4-R
nach Substitution von Ser359-Ser382 nicht mehr mit B-Arrestin colokalisiert war. Die
Internalisierung des hEP4-R wurde durch Behandlung der Rezeptor-exprimierenden
HEK293-Zellen mit hyperosmolaren Saccharosekonzentrationen inhibiert, was auf eine
Clathrin-vermittelte Internalisierung hindeutete.

SchluB3folgerung:  Flir die, wahrscheinlich GRK-vermittelte, Agonisten-induzierte
Phosphorylierung sind die Serine und Threonine zwischen Serin 359 und Serin 382 in der C-
terminalen Domane des hEP4-R notwendig. Die Relevanz dieser Serine und Threonine fir
die Agonisten-induzierte Desensitisierung des hEP4-R konnte jedoch in dem gewahlten
System nicht nachgewiesen werden. Die fir die Agonisten-induzierte Internalisierung des
hEP4-R relevanten Serine und Threonine sind mit den fir die Phosphorylierung und
mdglicherweise Desensitisierung notwendigen nicht identisch und sind distal des Serin 382
lokalisiert, wobei eine der Internalisierung vorausgehende Phosphorylierung der Rezeptoren
an diesen Positionen nicht ausgeschlossen werden kann. Der hEP4-R wird im Komplex mit
B-Arrestin internalisiert, jedoch scheinen die im distalen Teil der C-terminalen Doméane
gelegenen Serine und Threonine moglicherweise eine B-Arrestin-unabhangige Clathrin-
vermittelte Internalisierung zu ermdglichen. Die im proximalen Teil der C-terminalen Doméane
lokalisierten Serine und Threonine des hEP4-R sind also wahrscheinlich fir die Entkopplung
des Rezeptors verantwortlich, wahrend die im distalen Bereich lokalisierten Serine und

Threonine fir die Internalisierung relevant sind.
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1 Einleitung

1.1 Prostanoide

Prostanoide sind lokal gebildete autokrin oder parakrin wirkende Mediatoren. Sie sind
Derivate der Arachidonsaure, die durch einen externen Stimulus durch die Phospholipase A,
aus Phospholipiden der Plasmamembran freigesetzt wird (Clark et al. (1991)). Durch
Katalyse des bifunktionellen Enzyms Prostaglandin-H-Synthase (Cyclooxygenase und
Peroxidase) entsteht aus der Arachidonsaure unter Einbau von molekularem Sauerstoff das
Prostaglandin H, (PGH,) (Smith und Marnett (1991)), aus dem durch Redoxreaktionen und
Umlagerung des Endoperoxidrings die Prostanoide Prostaglandin D, (PGD,), Prostaglandin
E, (PGE,), Prostaglandin F,, (PGF,,) sowie Prostacyclin (PGl,) und Thromboxan A, (TXA)
gebildet werden (Abb. 1) (Samuelsson (1978)).

Die freigesetzten Prostanoide kénnen verschiedene Funktionen modulieren; so wurde die
durch PGF,, induzierte GefalRkonstriktion gezeigt (Morita et al. (1994)), wahrend Prostacyclin
die Gefaldilatation (Williams et al. (1994); Baxter et al. (1995)) induzieren kann. Fur PGE,
wurde ein anaboler Effekt auf den Knochenmetabolismus (Machwate et al. (2001)) und die
Regulation von Entziindungsreaktionen in der Leber (Peters et al. (1990)) beschrieben,
wahrend fir PGD, eine Rolle an der Schlafinduktion nachgewiesen wurde (Hayaishi (1991);
Urade und Hayaishi (1999)). Thromboxan A, bewirkt die Kontraktion vaskularer und
respiratorischer glatter Muskulatur (Samuelsson 1978; Coleman und Sheldrick (1989)) und
stimuliert die Thrombocytenaggregation (Okuma et al. (1996)), die durch PGl inhibiert wird
(Armstrong et al. (1989);Hirata et al. (1994)).

Prostanoide Ubertragen ihre Signale auf Zielzellen Gber Prostanoidrezeptoren, die zur Klasse
der an heterotrimere G-Proteine gekoppelten Rezeptoren (GPCR) mit sieben
Transmembrandomanen gehoren (Giles et al. (1991); Narumiya et al. (1993); Coleman et al.
(1994)). PGIl, kann darliber hinaus Uber die Bindung an nukleare Hormonrezeptoren,
sogenannte Peroxisom Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR y und &) die Adipocyten-
Proliferation modulieren (Reginato et al. (1998); Hatae et al. (2001)).

1.2 Plasmamembranstandige Prostanoidrezeptoren

Die plasmamembranstandigen Prostaniodrezeptoren bilden eine Subfamilie innerhalb der
Rhodopsin-Typ-Rezeptorfamilie. Sie besitzen eine extrazellulare N-terminale Domane,
sieben Transmembrandomanen, drei extrazelluldare und drei intrazellulare Schleifen und eine

intrazellulare C-terminale Domane (Dohlman et al. (1991)).



1. Einleitung

SN COOH

Prostaglandin H
Synthase

Peroxidase

‘-_./_ﬂ/\/COOH
PGH»

/.
o

_Cyclooxygenase

Thromboxan A 5
Synthase

TXA2

| Endoperoxid Isomerase D |

Arachidonsaure

CHs3

x| Prostacyclin Synthase |

< CH
O\'.. : 8
HO®
I COOH

PGl2

|Endoperoxid Reductase |

H OH " o
Ho:‘; i CH3 HCH3
0 AN\ o A
PGD> | Endoperoxid Isomerase E | PGF o
OH
P
o CHs
s COOH
oo T VNV
PGE2

Abb. 1: Prostanoid-Synthese. Die Bildung der Prostanoide erfolgt nach Freisetzung von
Arachidonsadure aus der Zellmembran.
Cyclooxygenase werden die einzelnen

Nach Ring-

Prostacyclin, PGD,: Prostaglandin D,, PGF,,: Prostaglandin F»,, PGE,: Prostaglandin E..

und Peroxidbildung durch die
Prostanoide durch spezifische Synthasen
(Prostacyclin-Synthase, Endoperoxid-lsomerase D, Endoperoxid-lsomerase E, Endoperoxid-
Reduktase, und Thromboxan A,-Synthase) gebildet. TXA,: Thromboxan A, PGl;:
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Sie sind an heterotrimere G-Proteine gekoppelt, die die Bildung sekundarer Botenstoffe wie
cAMP und InsP3/Ca®" modulieren und so extrazellulare Signale in intrazellulare umwandeln
(Boege et al. (1991); Narumiya et al. (1993)).

1.2.1 Klassifikation der Prostanoidrezeptoren

Die Prostanoidrezeptoren wurden anhand ihrer Spezifitat fur natlrliche und synthetische
Agonisten und Antagonisten sowie biochemisch durch ihre Kopplung an verschiedene
G-Proteine klassifiziert und in acht Gruppen unterteilt (Coleman et al. (1994)) (Tab. 1).
Danach existieren folgende Rezeptortypen: PGD,-Rezeptor (DP-R), PGF,,-Rezeptor (FP-R),
PGIl,-Rezeptor (IP-R), Thromboxan A,-Rezeptor (TP-R) und vier Subtypen von PGE,-
Rezeptoren: EP1-R, EP2-R, EP3-R, EP4-R, die von verschiedenen Genen codiert werden
und sich in ihrer Gréf3e und in ihrer G-Protein-Kopplung unterscheiden.

Der DP-, EP2-, EP4- und der IP-Rezeptor sind Gs-gekoppelt und erhéhen somit den
intrazelluldaren cAMP-Spiegel, der EP1-, FP-, IP- und der TP-Rezeptor sind G,-gekoppelt und
filhren so zu einem Anstieg von InsP; und Ca®". Der EP3-Rezeptor ist Gi-gekoppelt und
hemmt die Hormon-stimulierte cAMP-Bildung. Fur den TP-Rezeptor wurde daruberhinaus
direkt (Offermanns et al. (1994); Djellas et al. (1999)), fir den EP3-Rezeptor (Katoh et al.
(1996); Hasegawa et al. (1997)) und den FP-Rezeptor (Pierce et al. (1999)) indirekt eine
Kopplung an G213 mit einer Aktivierung von Rho nachgewiesen.

SpleiBvarianten des bovinen EP3-Rezeptors zeigten eine Kopplung an verschiedene G-
Proteine (Namba et al. (1993)). Fur den ovinen FP-R und humanen TP-R wurden ebenfalls

Spleilvarianten identifiziert (Pierce und Regan (1998); Narumiya et al. (1999)).

1.2.2 Strukturelle Gemeinsamkeiten der Prostanoidrezeptoren

Die Prostanoidrezeptoren zeigen untereinander eine Sequenzidentitdt von 20-30%, die in
den Transmembrandomanen sehr hoch, dagegen aber in den extrazellularen und
intrazellularen Rezeptordomanen deutlich geringer ist. Die konservierten Aminosauren
innerhalb der Prostaniodrezeptoren sind fir die raumliche Struktur sowie die Ausbildung der
Ligandbindungstaschen und die Signaltransduktion von Bedeutung. So sind in den
extrazellularen Domanen der Prostanoidrezeptoren Asn-X-Ser/Thr Konsensus-Sequenzen
fur N-Glykosylierungsstellen lokalisiert. Die N-Glykosylierung ist flir den Transport und die
korrekte Insertion in die Plasmamembran, sowie in einigen Fallen flr die korrekte Faltung
wichtig. So wurde eine Mutante des EP3B-R, der die potentiellen Glykosylierungsstellen

fehlten, im endoplasmatischen Retikulum retiniert (Boer et al. (2000)).
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Tab. 1: Einteilung der Prostanoidrezeptoren. In der Tabelle aufgefiuhrt sind die
Prostanoidrezeptoren, ihre natirlichen Liganden, die durch die Ligandenbindung aktivierten
G-Proteine und das dadurch ausgel6ste intrazellulare Signal. DP-R, EP2-R, EP4-R und IP-R
werden als relaxierende Rezeptoren bezeichnet und stimulieren die cAMP- Bildung; EP3-R
wirkt als einziger der Prostanoidrezeptoren inhibierend auf die Hormon-stimulierte cAMP-
Bildung; EP1-R, FP-R und TP-R gelten als kontrahierende Rezeptoren und flihren zu einer
Erhdhung des intrazellularen Ca”*-Spiegels. Die mit * versehenen Prostanoidrezeptoren
existieren in manchen Spezies in Spleilvarianten, welche auch andere Signalketten aktivieren
kdénnen.

Name Natiirlicher Aktiviertes Intrazelluléares
Ligand G-Protein Signal
DP-R PGD, Gs cAMPT
EP1-R* PGE; G, InsP;T, Ca®*T
EP2-R PGE, Gs cAMPT
EP3-R* PGE, G cAMP{
EP4-R PGE, Gs cAMPT
FP-R* PGF2q G, InsP5T, Ca**T
IP-R PGI, Gs, Gq cAMPT, InsPsT, Ca**T
TP-R* TXA, Gq InsP;T, Ca** T

Weiterhin wurde flr den in Astrozyten endogen exprimierten FP-Rezeptor gezeigt, dall die
Behandlung der Zellen mit Tunicamycin, einem Inhibitor der N-Glykosylierung, zu einer
gestorten Rezeptorfunktion flhrte (Kitanaka et al. (1994)). Die Elimination der
Glykosylierungsstellen im hIP-R flihrte zu einem geringeren Transport in die
Plasmamembran und einer reduzierten Ligandbindung der plasmamembranstandigen
Rezeptoren (Zhang et al. 2001)), was auch fir den TP-R gezeigt wurde (Walsh et al. (1998);
Chiang et al. (1998)).

In der ersten und zweiten extrazellularen Schleife sind zwei Cysteine konserviert, die durch
Ausbildung einer Disulfidbriicke zur Stabilisierung der funktionellen Proteinstruktur beitragen
kénnen (Probst et al. (1992); D’Angelo et al. (1996), Chiang et al. (1996), Dorn Il. et al.
(1997), Narumiya et al. (1999)). Das im hochkonservierten Trp-Cys-Phe-Element in der
zweiten extrazelluldaren Schleife lokalisierte Cys ist die am hochsten konservierte
Aminosaure in den extrazellularen Domanen der Prostanoidrezeptoren (Abramowitz et al.
(1995)). Allerdings schien im Kaninchen-EP3-R die Ausbildung dieser Disulfidbriicke fir die
Faltung eines funktionellen Rezeptorproteins nicht essentiell zu sein (Audoly und Breyer
(1997b)).
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Die Ligandbindung der Prostanoidrezeptoren findet innerhalb der Plasmamembran an den
hydrophoben Transmembrandomanen statt, die aus 22 bis 28 zumeist unpolaren
Aminosauren gebildeten werden. Innerhalb der Prostanoidrezeptoren sind in der lll., IV., VI.
und VII. Transmembrandomane vier Proline hochkonserviert, von denen vermutet wird, daf®
sie fur die Bildung der Bindungstasche relevant sein kdnnten (Probst et al. (1992)). Weiterhin
wurde nach Substitution einzelner Aminosauren in den Transmembrandomanen fiir den
EP30-R (Huang und Tai (1995)), den Maus-IP-R (Kobayashi et al. (1997)), den Kaninchen-
EP3-R (Audoly und Breyer (1997a)) und den humanen FP-R (Neuschéfer-Rube et al. 2003)
eine verringerte Ligandbindung gezeigt. Eine eindeutige Zuordnung einzelner hydrophiler
Aminosauren in den Transmembrandomanen als Interaktionspartner fir die Hydroxyl- und
Ketogruppen der Prostanoide ist bislang aber noch nicht méglich.

Spezifisch flr die Prostanoidrezeptoren ist die polare, positiv geladene Aminosaure Arginin
in der VII. Transmembrandomane, die tief in der lipophilen Membran liegt. Diese Aminosaure
ist in allen Prostanoidrezeptoren konserviert (Coleman et al. (1994); Abramovitz et al.
(1995)). Es wird vermutet, dal} dieses Arginin Uber eine ionische Wechselwirkung oder durch
Ausbildung von Wasserstoffbindungen mit der Carboxylgruppe der Prostanoide die
Ligandbindung unterstitzt (Funk et al. (1993); Chang et al. (1997); Audoly und Breyer
(1997a)).

Eine in allen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) hoch konservierte intrazellulare
Sequenz ist das an die lll. Transmembrandomane anschlieRende DRY-Motiv, welches einen
Einflud auf die Struktur und die Signaltransduktion (Rasmussen et al. (1999)), sowie die
Signaltermination (Bennett et al. (2000); Huttenrauch et al. (2002)) hat. Diesem DRY-Motiv
entspricht ein ERC-Motiv innerhalb der meisten Prostanoidrezeptoren, wobei im EP2- und im
EP4-R ein ERY-Motiv konserviert ist. Das Arginin ist in allen GPCR vorhanden.

Unmittelbar am Ende der VII. Transmembrandomane ist das in Prostanoidrezeptoren
konservierte DPXXY-Motiv zu finden, das flr die Kopplung des Rezeptors an das G-Protein
von Bedeutung ist. Der Austausch des Asp im DPXXY-Motiv des mEP3a-R (Satoh et al.
(1999)) oder des Kaninchen-EP3-R (Audoly und Breyer (1997a)) veranderte die Affinitat des
Rezeptors zum Liganden nicht wesentlich, flihrte aber zu einer Reduktion der Kopplung des
Rezeptors an das G-Protein.

Weiterhin befinden sich im proximalen Teil der C-terminalen Domane des EP2-, EP4-, FP-
und der IP-R zwei Cysteine, die palmitoyliert werden koénnen, sodal® durch deren
Membranverankerung eine vierte cytoplasmatische Schleife gebildet werden kann, die an
der Signaltransduktion beteiligt sein kdénnte (Bouvier et al. (1995); Morello et al. (1996);
Bohm et al. (1997)). Die Membranverankerung Uber ein in der C-terminalen Doméane
lokalisiertes Cys, die zu einer verminderten G-Protein-Aktivierung fuhrte, wurde fir den IP-R

gezeigt (Hayes et al. (1999)). Die flr die Palmitoylierung postulierte Konsensus-Sequenz
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Leu-X-Cys-(X)n-Arg/Lys ca. 11-16 Aminosauren nach der VII. Transmembrandomane ist in
den Prostanoidrezeptoren jedoch nicht vorhanden (Narumiya et al. (1999)).

Zusatzlich sind in den intrazellularen Schleifen und der C-terminalen Domane der
verschiedenen Rezeptoren Serine und Threonine lokalisiert, denen durch Phosphorylierung
ihrer Seitenketten eine Bedeutung in der Entkopplung des Rezeptors von der intrazellularen
Signalkette zukommt. Bisher konnte eine Beteiligung der C-terminalen Domane an der
Entkopplung von der intrazellularen Signalkette fir den IP- (Smyth et al. 1998), den TP-
(Spurney (1998)), den EP3a- (Negishi et al. (1993)) und den EP4-Rezeptor (Bastepe und
Ashby (1997)) gezeigt werden.

1.3 Signaltermination der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Nach der Ligandbindung an den Rezeptor kommt es zu einer Konformationsanderung des
Rezeptors in seine aktivierte Form, die eine Interaktion mit dem G-Protein ermdglicht. Diese
Interaktion fihrt zum Austausch des an die oa-Untereinheit gebundenen GDP zu GTP,
wodurch das G-Protein in die o~ und die By-Untereinheit dissoziiert und die a-Untereinheit
verschiedene Effektoren aktiviert oder inhibiert.

Die Signaltermination der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kann entweder durch die
Entfernung des Liganden vom Rezeptor an der Zelloberflache oder durch eine Entkopplung
des Ligand-besetzten Rezeptors von seiner intrazellularen Signalkette erfolgen. Damit der
Ligand sich vom Rezeptor |6sen kann, mul} er aus dem Gleichgewicht entfernt werden, was
durch Diffusion und daraus resultierender Verdinnung in das umgebende Medium erfolgen
kann. Die Entfernung des Liganden aus dem Gleichgewicht kann weiterhin durch
extrazellularen enzymatischen Abbau oder durch Aufnahme in die Zelle beschleunigt
werden. Dieser letzte Weg konnte fir die Prostaglandine relevant sein, fur die Prostaglandin-
Transporter identifiziert wurden, durch die die Prostaglandine in die Zelle aufgenommen
werden, in der sie dann metabolisiert werden. Prostaglandin-Transporter wurden fir PGD,
PGE, und PGF,, beschrieben (Kanai et al. (1995); Lu et al. (1996); Chan et al. (1998)).

Auch in Gegenwart des Liganden kann bei vielen GPCR durch intrazellulare kovalente
Modifikationen des Rezeptors die Signaltransduktion terminiert werden. Dabei werden die
Rezeptorproteine zunachst signalabhangig entweder durch ,second messenger“-abhangige
Kinasen (siehe 1.3.1) oder durch den Ligand-besetzten Rezeptor selbst aktivierte Kinasen
(G-protein-coupled receptor kinase (GRKs)) (siehe 1.3.1) an intrazellularen Domanen
phosphoryliert. Wahrend durch GRKs nur Ligand-besetzte, aktivierte Rezeptoren homolog
phosphoryliert werden kénnen, kann eine Rezeptorphosphorylierung durch ,second-
messenger-abhangige Kinasen auch ohne Aktivierung des Substratrezeptors (heterolog)

durch Aktivierung eines anderen Rezeptors in derselben Zelle erfolgen (Abb. 2).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der durch Ligandbindung und Rezeptoraktivierung
ausgelodsten Signalkaskaden der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Dargestellt sind
die VII. Transmembrandomane und die C-terminale Domane des Rezeptors mit
gebundenem Liganden (L) und der aktivierte Effektor (E). Weitere Einzelheiten siehe Text.

Die Phosphorylierung der Rezeptorproteine ermoglicht die Interaktion mit einem Protein,
dem B-Arrestin (Lohse et al. (1992)) (siehe 1.3.1), das die Kopplung des Rezeptors an sein
G-Protein sterisch inhibiert. Diese Entkopplung wird als Desensitisierung bezeichnet
(Abb. 3). B-Arrestin markiert gleichzeitig den Rezeptor flr die auf die Entkopplung folgende
Internalisierung.

Durch die Bindung des Adaptorproteins Adaptin (siehe 1.3.1) an [B-Arrestin wird die
Internalisierung eingeleitet. Nach Kopplung von B-Arrestin und Adaptin an Clathrin (siehe
1.3.1) folgt die Invagination der Plasmamembran und die Dynamin-vermittelte Abschnirung
eines Vesikels, die in einer Entfernung des Rezeptors von der Zelloberflache resultiert (Abb.
3). Der Rezeptor wird internalisiert und in einem intrazellularen Kompartiment vom Liganden
getrennt und dephosphoryliert. Der dephosphorylierte Rezeptor kann zur Plasmamembran
zurtcktransportiert (Resensitisierung) oder aber, vor allem bei lang anhaltender Agonisten-

Exposition der Zelle, abgebaut werden (Down-Regulation).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Entkopplung des Rezeptors vom G-Protein
durch B-Arrestin und anschlieBende Internalisierung. Dargestellt sind die VII.
Transmembrandomane mit gebundenem Ligand und die phosphorylierte C-terminale
Domane des Rezeptors, sowie die an der Internalisierung beteiligten Proteine. Weitere
Einzelheiten siehe Text.

1.3.1 Komponenten der Agonisten-induzierten Desensitisierung und Internalisierung

An der Desensitisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren sind verschiedene Proteine
beteiligt, deren Zusammenspiel zur Entkopplung und Internalisierung des Rezeptors flhrt.
Die einzelnen Komponenten der Entkopplung und Internalisierung werden durch den
Rezeptor selbst oder durch Komponenten der intrazellular ausgelosten Signalkaskade
aktiviert. Die Hauptkomponenten, denen eine Bedeutung in der Desensitisierung und

Internalisierung nachgewiesen wurde, sind im folgenden dargestellt.

Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC)

PKA und PKC sind ,second messenger‘-abhangige (PKA durch cAMP und PKC durch
Diacylglycerol (DAG)) cytosolische Kinasen, die Serine und Threonine, die sich innerhalb
einer spezifischen Konsensus-Sequenz befinden, phosphorylieren kénnen (Béhm et al.
(1997), Ferguson (2001)). Sie werden in vielen Geweben exprimiert und sind an
verschiedenen Signalwegen beteiligtt PKA und PKC kdnnen einen Rezeptor
phosphorylieren, auch wenn der Rezeptor nicht Ligand-besetzt ist und so nur als Substrat

dient. PKA und PKC sind an der heterologen Desensitisierung beteiligt.
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G-protein-coupled receptor kinase (GRK)

,G-protein-coupled receptor kinases“ (GRK) sind cytosolische oder membranassoziierte
Kinasen, die in verschiedenen Geweben exprimiert werden (Lefkowitz (1993), Béhme et al.
(1997), Ferguson (2001)). Bisher konnten sieben verschiedene GRKs identifiziert werden,
die einen Rezeptor nach der notwendigen Membranassoziation phosphorylieren kdnnen
(Stoffel et al. (1997)). Die Membranassoziation wird durch Elemente in der C-terminalen
Domane gewahrleistet. GRK1 und GRKY7, die nur in der Retina exprimiert werden, verfligen
Uber ein CAAX-Motiv, durch das sie Uber eine lichtinduzierte Farnesylierung an der Membran
verankert werden. GRK2 und GRKS3 sind ubiquitdr exprimierte, cytosolisch lokalisierte
Kinasen, die Uber eine Gg,-Bindungs- und eine ,pleckstrin-homology“-Doméne innerhalb der
C-terminalen Doméne verfligen, Uber die es zu einer Gg,~ und Phosphoinositid-abhangigen
Membranverankerung kommt. Im Gegensatz dazu sind GRK4, die im Testis exprimiert wird,
und GRKG6, die ubiquitéar exprimiert wird, palmitoyliert und permanent an der
Plasmamembran verankert. Die Membranverankerung von der ubiquitar exprimierten GRK5
wird mdglicherweise durch elektrostatische Interaktionen Uber einen basischen Bereich in
der C-terminalen Doméane mit Phospholipiden der Membran gewahrleistet (Krupnick und
Benovic (1998); Penn et al. (2000)).

Die GRKs haben eine vergleichbare strukturelle Organisation. Sie verfiigen Uber eine gering
konservierte N-terminale-Domane, in der die Rezeptor-Bindungsdomane lokalisiert ist.
Innerhalb der Rezeptor-Bindungsdomane liegt die konservierte ,regulator of G-Protein
signaling homology“-Domane (RGS-Domane), lber die die Aktivitat der G-Proteine moduliert
werden kann. Der N-terminalen Domane folgt die katalytische Domane (Béhm et al. (1997)),
an die sich ein 66 Aminosduren-umfassender konservierter Bereich anschlie3t. Die C-
terminale Doméane, die zur Membranassoziation der GRKs dient, ist in der Peptidsequenz
und GroRe sehr variabel.

Die Membranverankerung der cytosolischen Kinasen und die Aktivierung werden durch
einen aktivierten Rezeptor induziert, wobei flr die Aktivierung Phosphatidylinisitol-bis-
phosphat (GRK2 und 3) oder Gg, erforderlich ist. Nach der Membranassoziation
phosphorylieren die GRKs ausschlief3lich Serine und Threonine, wobei sie im Gegensatz zu
PKA und PKC keine Konsensus-Sequenz bendtigen. Die aktivierten GRKs kénnen nur

Ligand-besetzte Rezeptoren phosphorylieren.

B-Arrestin
B-Arrestin ist ein monomeres cytosolisches Protein, von dem bisher vier Typen identifiziert
wurden: Visual-Arrestin und C-Arrestin sind hauptsachlich in der Retina lokalisiert,

wohingegen B-Arrestin1 und B-Arrestin2 in vielen Geweben exprimiert werden (Bohm et al.
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(1997)). Fur B-Arrestin wurden in verschiedenen Geweben Spleilvarianten identifiziert
(Parruti et al. (1993); Sterne-Marr et al. (1993)).

B-Arrestin besitzt eine N-terminale und eine C-terminale regulatorische Doméane, die fir die
Struktur wichtig sind. Weiterhin verfligen sie N-terminal Uber eine Erkennungsstelle flir den
Aktivierungsgrad des Rezeptors, der eine Phosphorylierungs-Erkennungsstelle folgt.
Innerhalb der C-terminalen Domane ist eine Rezeptor-Bindungsdoméane lokalisiert und, in -
Arrestin1, eine primare Phosphorylierungsstelle (Ser 412), Gber deren Phosphorylierung die
Affinitdt zu Clathrin reduziert werden kann. Weiterhin befinden sich ein Clathrin-
Bindungsmotiv (LIEF) und ein RXR-Bindungsmotiv fir B2-Adaptin in diesem Bereich (Luttrell
und Lefkowitz (2002)). B-Arrestin bindet hauptsachlich an phosphorylierte Rezeptoren, kann
jedoch auch mit einer deutlich geringeren Affinitat an nicht-phosphorylierte Ligand-besetzte
Rezeptoren binden (Béhm et al. (1997)).

Adaptin

Adaptin ist ein heterotetrameres Protein, das sich aus zwei groRen Untereinheiten (o, v, J,
oder € und B1-B4) zusammensetzt, die nicht-kovalent tber eine y-Untereinheit (u1-p4) und
eine kleine o-Untereinheit (c1-04) assoziiert sind. Bisher konnten vier Adaptin-Komplexe
identifiziert werden, AP1-4 (Adaptor-Protein 1-4), von denen AP2 an der Clathrin-vermittelten
Endocytose beteiligt ist. Die Bindung von Adaptin an B-Arrestin erfolgt Gber ein Motiv in der
C-terminalen Domane von B-Arrestin (Laporte et al. (1999)). Die Interaktion mit Clathrin
erfolgt Uber ein Clathrin-Bindungsmotiv in der B-Untereinheit (Galluser und Kirchhausen
(1993)). Die a-Untereinheit des Adaptin kann mit Dynamin interagieren (Wang et al. (1995),
das eine regulatorische Funktion in der Endocytose Ubernimmt (Zhang et al. (1996), Ahn et
al. (2002)). Die Bindung des Adaptin-Komplex an das Zielprotein kann auch tber Dileucin-

Motiv im Zielprotein erfolgen.

Dynamin

Dynamin ist ein monomeres Protein von dem bisher zwei Isoformen identifiziert wurden,
wobei Dynamin | im Nervengewebe und Dynamin Il in vielen Geweben exprimiert wird.
Dynamin besitzt eine GTPase-Aktivitdt, durch die eine Oligomerisierung in Ring- oder
Spiralstrukturen und die daraus resultierende Abschnirung von Vesikeln von der
Plasmamembran ermdoglicht wird (Hinshaw und Schmid (1995); Ahn et al. (2002)). Die
GTPase-Domane mit drei hochkonservierten GTP-Bindungsstellen ist im N-terminalen
Bereich des Proteins lokalisiert, der die mdgliche Assemblierungs-Domane folgt. Weiterhin
verfigt Dynamin Uber eine ,pleckstrin-homology“-Domane, die an Phosphoinositide der
Plasmamembran bindet und so fir die Membranlokalisation relevant ist. In der C-terminalen

Domane ist eine GTPase-Effektor-Domane (GED), die die GTP-abhangige Oligomerisierung
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beschleunigt (Warnock et al. (1996)) und eine Prolin-reiche Domane, an die regulatorische
Proteine mit einer ,Src-homology-3“-Domane binden kénnen (Grabs et al. (1997)), lokalisiert.
Die Interaktion von Dynamin mit Clathrin und dem AP2-Komplex sowie die Oligomerisierung
kann von Amphiphysin, Grb2, PLCy und Endophilin Uber diese Domane reguliert werden
(Eccleston et al. (2002); Claing et al. (2002)). Dartber hinaus kénnen PIP, und Gg, die
GTPase-Aktivitdt von Dynamin und damit die Abschnirung positiv und negativ modulieren
(Lin und Gilman (1996)).

Clathrin

Clathrin besteht aus drei schweren und drei leichten Polypeptidketten, die die sogenannte
Triskelion-Struktur ausbilden. Diese Triskelions formen korbahnliche konvexe Netzwerke auf
der cytosolischen Seite der Plasmamembran mit den assoziierten Rezeptoren, die dann
durch Invagination zu cytosolischen Clathrin-coated-Vesikeln werden. Anschlie3end folgt die
Dynamin-vermittelte Abschnirung der Vesikel von der Plasmamembran und eine

darauffolgende Fusion mit Lysosomen oder cytosolischen Transportkompartimenten.

1.4 Der humane EP4 Rezeptor

1.4.1 Struktur des humanen EP4-Rezeptors

Die von der cDNA abgeleitete Aminosauresequenz des humanen EP4-Rezeptors (Abb. 4)
besteht aus 488 Aminosauren. Das anhand der Peptidsequenz errechnete Molekulargewicht
betragt ca. 54 kDa. Innerhalb dieser Sequenz befinden sich zwei Asn an Position 7 in der N-
terminalen Doméane und an Position 177 in der zweiten extrazellularen Schleife, die
potentielle N-Glykosylierungsstellen sind. Weiterhin sind an Position 92 in der ersten und an
Position 170 in der zweiten extrazellularen Schleife zwei Cysteine vorhanden, die durch
Ausbildung einer Disuldfidbriicke den Rezeptor stabilisieren kénnen, wobei Cys 170 in dem
koservierten Trp-Cys-Phe-Element (Position 169-171) liegt. Im Gegensatz zu den meisten
Prostanoidrezeptoren, die statt des unter allen GPCR konservierten DRY-Motives, ein ERC-
Motiv haben, tragt der EP4-R in Position 116-118 ein ERY-Motiv in der zweiten
cytoplasmatischen Schleife. In den Transmembrandomanen IV (Position 154), VI (Position

287) und VIl (Position 326) sind drei der vier konservierten Proline vorhanden.
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Abb. 4: Hypothetische Struktur des humanen EP4-Rezeptors. Gezeigt ist die
hypothetische Struktur des humanen Prostaglandin E,-Rezeptors, Subtyp EP4 mit seinen
sieben Transmembrandomanen, der extrazellularen N- und der intrazellularen C-
terminalen Domane und den drei extrazellularen und den drei intrazellularen Schleifen.
Die mit -CHO versehenen Aminosauren bilden potentielle N-Glykosylierungsstellen.
Serine  und Threonine in der C-terminalen Domane, die als potentielle
Phosphorylierungsstellen dienen kdénnen sind blau, die Dileucin-Motive grin,
Aminosauren, die in allen Prostanoidrezeptoren konserviert sind, rot markiert. Cysteine,
die extrazellular eine Disulfidbriicke bilden kénnen, sind gelb und durch eine Linie
verbunden; die gelb markierten Cysteine 346 und 349 in der C-terminalen Domane sind
madglicherweise palmitoyliert und kénnen somit in der Membran verankert sein.

Die VII. Transmembrandomane wird wahrscheinlich von den Aminosduren 311 bis 332
gebildet, innerhalb der sich an Position 316 das hochkonservierte Arginin befindet und in
der an Position 325-329 das DPXXY-Motiv lokalisiert ist. Die C-terminale Doméane des
EP4-R wird von den Aminosauren 333-488 gebildet. Die C-terminale Domane ist die mit
Abstand gréRte innerhalb der Prostanoidrezeptoren. Innerhalb der 156 Aminosauren sind
an Position 346 wund 349 2zwei Cysteine lokalisiert, die als potentielle
Palmitoylierungsstellen dienen kénnen. Weiterhin beinhaltet die C-terminale Sequenz 38
Serine und Threonine, denen durch Phosphorylierung ihrer Seitenketten eine Rolle in der
Entkopplung des Rezeptors von der Signalkette und der Internalisierung des Rezeptors
zukommen kann. Dariber hinaus verfiigt der EP4-R Uber eine sehr grof’e dritte

intrazellulare Schleife, in der weitere Serine und Threonine lokalisiert sind, die eine

14
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mdgliche Bedeutung in der Entkopplung und Internalisierung haben kénnen. Zusatzlich
sind auch drei Dileucin-Motive (LL 395-96; LL 452-53; LL 414-15) in der C-terminalen
Domane vorhanden, die als Bindungsmotive fir Adaptin ein Rolle in der Internalisierung
spielen kdnnen (Gabilondo et al. (1997), Fan et al. (2001)).

1.4.2 Physiologische Bedeutung des EP4-Rezeptors

Der EP4-Rezeptor konnte bisher in vielen verschiedenen Geweben nachgewiesen
werden, in denen er eine Vielzahl verschiedener Funktionen Ubernehmen kann. Bisher
wurde eine Beteiligung des EP4-Rezeptors an Fieberreaktionen (Narumiya et al. 1999),
an der intestinalen Sekretion wahrend Entziindungen (Belley und Chadee (1999)) und an
der Regulation von Nierenfunktionen (Breyer und Breyer (2000)) nachgewiesen. Die
Beteiligung des Rezeptors am Knochenmetabolismus wurde gezeigt (Machwate et al.
(2001)) und PGE, hemmt die Akut-Phase-Reaktion Uber den EP4-R in der Leber
(Fennekohl et al. 2000). In EP4-R knock-out Mausen kam es nicht mehr zum Verschluf3

des Ductus arteriosus und flihrte zum Tod neonataler Tiere (Segi et al. (1998)).

1.4.3 Signaltermination des EP4-Rezeptors

Die Desensitisierung des EP4-Rezeptors wurde zuerst von Nishigaki et al. (1996)
beschrieben. Sie zeigten, dal bei repetitiver Stimulation mit PGE, die maximale, Agonisten-
induzierte cAMP-Bildung in der zweiten Stimulationsphase reduziert war, jedoch die halb-
maximale Stimulation der cAMP-Bildung nicht beeinflult wurde. Weiterhin konnte nach
Trunkierung der C-terminalen Domane des EP4-Rezeptors ab Aminosaure 350 ein Verlust
der Agonisten-induzierten Desensitisierung dieses Rezeptors nachgewiesen werden
(Bastepe und Ashby (1999)), was eine Beteiligung der C-terminalen Doméane an der
Desensitisierung vermuten |aRt. Die Relevanz der C-terminalen Doméane fur die
Desensitisierung wurde durch die Charakterisierung eines nach PGE,-Stimulation
desensitisierbaren Hybrid-Rezeptors unterstiitzt, der aus dem nicht desensitisierbaren
Ratten-EP3B3-Rund der C-terminalen Doméane des humanen EP4-Rezeptors bestand
(Neuschafer-Rube et al. 1997b).

Innerhalb der intrazellularen Domanen sind fir PKA und PKC aufgrund ihrer Konsensus-
Sequenz Ser 222 und Ser 259 (PKA) und Ser 360, Ser 372, Ser 429, Thr 431 und Ser 484
(PKC) als potentielle Phosphorylierungsstellen lokalisiert, jedoch sind die PKA-Stellen fir die
Desensitisierung und Internalisierung irrelevant, da sie nicht in der C-terminalen Doméane

lokalisiert sind.
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1.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die 38 potentiellen Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen
Domane des humanen EP4-Rezeptors durch sequenzgerichtete Mutagenese auszutauschen
und die Serine und Threonine zu identifizieren, die flr die Agonisten-abhangige
Phosphorylierung von Bedeutung sind. Weiterhin sollte die Agonisten-abhangige
Desensitisierung anhand der reduzierten cAMP-Bildung durch B-Arrestin-induzierte
Entkopplung und die durch den Verlust der Phosphorylierung resultierende Eliminierung der

Internalisierung der mutierten Rezeptoren mit dem Wildtyp-Rezeptor verglichen werden.



2 Material

2.1 Chemikalien und Biochemikalien

2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthioazylin-
sulfonat (6)] (ABTS)
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung
Agarose

Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat

Ampicillin

ATP (Dinatriumsalz)

Borsaure

Bovines Serum (BS)
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
Coomassie-Brilliant-Blue R250
Creatin-Phosphat
Diazobicyclooctan (DABCO)
Desoxyribonukleotide
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethanol p. a.

Ethidiumbromid

Fibronectin

Formamid

Forskolin

Gelatine

Glucose

Glycerol

Glycin

2. Material

Roche

Roth
Hybaid
Roth
Merck
BioRad
Sigma
Sigma
Merck
Biochrom
Sigma
Merck
Serva
Roche
Sigma
Roche
Sigma
Sigma
Sigma
Biomol
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Sigma
Sigma
Roth
Calbiochem
Serva
Roth
Roth
Roth
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Mannheim

Karlsruhe
Heidelberg
Karlsruhe
Darmstadt
Hamburg
Deisenhofen
Deisenhofen
Darmstadt
Berlin
Deisenhofen
Darmstadt
Heidelberg
Mannheim
Deisenhofen
Mannheim
Deisenhofen
Deisenhofen
Deisenhofen
Hamburg
Deisenhofen
Deisenhofen
Karlsruhe
Karlsruhe
Deisenhofen
Deisenhofen
Karlsruhe
Bad Soden
Heidelberg
Karlsruhe
Karlsruhe

Karlsruhe



GTP

Harnstoff

Hefe-Extrakt

HEPES

Hydroluma
25-Hydroxycholesterol
Hyperfilm
Isobuthylmethylxanthin (IBMX)
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

LB-Agar

Leupeptin
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

Methanol
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
(MES)

Mercaptoethanol

Mowiol 4-88

Nagellack

Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphathydrat
Natriumhydroxid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumperiodat
Natriumpyrophosphat
N-Biotin-Hydrazid

n-Butanol

Paraformaldehyd

Pefabloc

2. Material

Sigma

Roth

Gibco BRL
Applichem
Baker
Sigma
Amersham-Pharmacia
Calbiochem
Roth
Applichem
Merck
Serva
Gibco BRL
Biomol
Nestle
Merck

Roth

Biomol

Roth
Calbiochem
Jade
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Applichem
Merck
Merck
Serva
Sigma
Sigma
Pierce
Roth
Sigma

Biomol
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Deisenhofen
Karlsruhe
Eggenstein
Darmstadt
Gro3-Gerau
Deisenhofen
Freiburg
Bad Soden
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt
Heidelberg
Eggenstein
Hamburg
Frankfurt
Darmstadt
Karlsruhe

Hamburg

Karlsruhe
Bad Soden
Berlin
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Deisenhofen
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Heidelberg
Deisenhofen
Deisenhofen
Frankfurt am Main
Karlsruhe
Deisenhofen

Hamburg



Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Oligo (dT+2.1s)
ONO604

o-Phosphorsaure (85% v/v)
Ponceau S

Prostaglandin E; (PGE,)

Protein G-Sepharose
Natriumpyruvat

Salzsaure (37 % (w/v))

Saponin

Sepharose 4B

Serva-Blue G Nr. 35050
Staurosporin
Streptavidin-Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-Konjugat
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat
Sucrose

Tetracyclin

Trichloressigsaure (TCA)
N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylendiamin
(TEMED)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Trypsin-Inhibitor

Trypton

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Ziegenserum

Zellkultur

(N,N-bis[2-Hydroxyethyl]-2-
aminoethansulfonsaure (BES)
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
DMEM-Trockenpulver

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
(DMEM) ohne Phosphat und Glutamat

. Material

Calbiochem
Amersham-Pharmacia
ONO Pharmaceutical
Company

Roth

Sigma

Calbiochem
Amersham-Pharmacia
Serva

Roth

Sigma
Amersham-Pharmacia
Serva

Calbiochem

Amersham-Pharmacia

Dianova
Fluka
Sigma
Merck
Bio Rad

Merck
Serva
Biomol
Gibco BRL
Merck
Roth
Gibco BRL

Sigma

Gibco BRL

ICN
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Bad Soden
Freiburg
Kyoto, Japan

Karlsruhe
Deisenhofen
Bad Soden
Freiburg
Heidelberg
Karlsruhe
Deisenhofen
Freiburg
Heidelberg
Bad Soden
Freiburg

Hamburg

Buchs (Schweiz)
Deisenhofen
Darmstadt

Minchen

Darmstadt
Heidelberg
Hamburg
Eggenstein
Darmstadt
Karlsruhe

Eggenstein

Deisenhofen

Eggenstein

Eschwege



Fotales Kélberserum (FCS)
Geneticin (G-418)-Sulfat
L-Glutamat 100 x StammlIdsung
Penicillin/Streptomycin-Lésung
Poly-L-Lysin

Trypsin

2.2 Gerite

Automatische Pipettierhilfe, Gilson,
Typ P10, P20, P200, P1000
Automatische Pipettierhilfe,
Finnpipetten Digital

Automatische Pipettierhilfe,
pipetus akku

Automatische Pipettierhilfe,

Typ Multipette plus

Automatischer DNA-Sequenzierer
Begasungsbrutschrank

Nu Aire IR Autoflow
ChemiDoc™-System
Dampfsterilisator Varioklav
Eismaschine
Elektrophorese-System Mini Protean I
Flachbettelektrophorese-Kammer
Fliassigkeitsscintillationszahler
Gene Pulser Il Elektroporator
Hettich-Zentrifugen Rotina 35 und
Universal 16

Hettich-Rotoren 1617 und 1717
High Voltage Power Pack P30
Laborbrenner Gasprofi 1
Laborwaage Sartorius
Magnetrihrer mit Heizblock

MR 2002

Microplate-Reader MRX I
Mikroskop Wilovert S und Wilovert A

2. Material

Biochrom
Calbiochem
ICN

Gibco BRL
Sigma
Gibco BRL

Eppendorf

Labsystems

Hirschmann

Eppendorf

ABI

Zapf Instruments

BioRad

H+P Labortechnik
Ziegra

BioRad

Biometra
Beckmann / Coulter
BioRad

Hettich

Hettich

Biometra
Wartewig-Labortechnik
Sartorius

Heidolph

Dynex Technologies
Hund

Berlin

Bad Soden
Eschwege
Eggenstein
Deisenhofen

Eggenstein

Hamburg

Frankfurt am Main

Eberstadt

Hamburg

Weiterstadt
Sarstedt

Minchen

Oberschleifheim

Isernhagen
Munchen
Géttingen
Munchen
Munchen

Tuttlingen

Tuttlingen
Gottingen
Géttingen
Gottingen
Gottingen

Denkendorf

Wetzlar
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Mikrowellengerat

Molecular-Imager

pH-Meter inoLab pH Level 1
Quarzdestille DESTAMAT Bi 18 E
Roéntgenfilmkasetten
Schittelapparat 3006
Schittelinkubator 3031
Scintillationszahler SM6000LL
Sicherheitswerkbank Nu Aire Class Il
Sicherheitswerkbank Herasafe
Sicherheitsbrenner Fireboy eco
SIGMA Rotor 12154-H

SIGMA Zentrifuge 3K30

Sorvall Rotor GSA

Sorvall Rotor SS 34

Sorvall Zentrifuge RC 5B plus
Spannungsgerat
Spectralphotometer Ultrospec 1000
Taumler Rocky 3D

Thermocycler 60/2

Thermocycler T3

Thermoshaker Schutron TS 2-24
Tischzentrifuge Biofuge pico
Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell
Univac Vakuumpumpe

Univapo 150 H beheizbare Zentrifuge
mit Kdhlfalle Unicryo MC 2L 60°C
UV-Leuchtkasten
Vakuum-Filtrationsanlage

Vortex Genie 2

Wasserbad ecoline O11 mit
Einhangethermostat A100
Wasserbad Haake D1
Warmeschrank Modell 600

2. Material

Deawoo

BioRad

WTW

Heraeus

Intas

GFL

GFL

Beckmann / Coulter
Zapf Instruments
Heraeus
Technorama

Sigma

Sigma

Du Pont Instruments
Du Pont Instruments
Du Pont Instruments

Biometra

Amersham-Pharmacia

Frébel Labortechnik
Biomed

Biometra

Haep Labor Consult
Heraeus

BioRad

Uniquip Laborgerate
Uniquip Laborgerate

Schitt
Millipore
Scientific Industries

Lauda

Schitt

Memmert

Frankreich
Minchen
Weilheim

Hanau

Géttingen
Burgwedel
Burgwedel
Munchen

Sarstedt

Hanau

Wallisellen (Schweiz)
Osterode am Harz
Osterode am Harz
Bad Homburg
Bad Homburg
Bad Homburg
Géttingen
Freiburg

Lindau

Theres

Géttingen
Bovenden

Hanau

Minchen
Martinsried

Martinsried

Gottingen
Neuisenburg
Bohemia, USA

Lauda-Kénigshofen

Goéttingen

Schwabach
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2.3 Verbrauchsmaterialien

3MM-Filter

Cryo-Roéhrchen, 2 ml
Einmachfolie Zellglas
Einmal-Spritzen, 2 ml
ELISA-Platten Microlon 96 K
Faltenfilter

Glasdeckglaschen

GF 52-Filter

Petrischalen 100 x 15 mm
Pipettenspitzen
Polypropylen-Ria-Rdhrchen, 4 ml
Polypropylenréhrchen, 15 ml und 50 ml,
steril

Objekttrager
Polystyrol-Gewebekulturschalen,
8,7 cm? und 58 cm?
Polystyrol-Gewebekulturflasche, 25 cm?
und 75 cm?
6-Well-Gewebekulturplatte
24-Well-Gewebekulturplatte
Polystyrol-Réhrchen, 15 ml
PVDF-Membran

Schnappdeckel-Reaktionsgefalie, 1,5 ml

Schraubdeckel-Reaktionsgefale
1,5und 2 ml

. Material

Whatmann

Roth

Folia

Braun Melsungen
Greiner BIO-ONE
Schleicher und Schiill
Heinemann
Schleicher und Schll
Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Roth
Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Millipore
Sarstedt
Sarstedt

2.4 Reinigungs- und Isolierungssysteme

Gesamt-RNA-Isolierung
SV Total RNA Isolation System

DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen

Jetsorb

Promega

Genomed

22

Maidstone (England)
Karlsruhe
Wendelstein
Melsungen
Frickenhausen
Dassel
Duderstadt
Dassel
Nurnbrecht
Nurnbrecht
Nurnbrecht

Nirnbrecht

Kahlsruhe

Nurnbrecht

Nurnbrecht

Nurnbrecht
Nurnbrecht
Nurnbrecht
Neuisenburg
Nurnbrecht

Nirnbrecht

Madison (USA)

Bad Oeynhausen
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Plasmid-Reinigung

Jetstar Genomed Bad Oeynhausen
GFX™ Micro Plasmid prep Kit Amersham-Pharmacia  Freiburg
DNA-Sequenzierung

BigDye Ready Reaction Terminator Applied Biosystems Weiterstadt

Cycle Sequencing Kit

2.5 Chemilumineszenz-Nachweissystem

SuperSignal® West Pico Pierce Rochford (USA)

Chemiluminescence substrate

2.6 Molekulare Standards

DNA-La&ngenstandard

Smart-Ladder Eurogentec Seraing (Belgien)

Proteinstandard

Protein LMW-Marker MBI-Fermentas St. Leon-Rot

['“C]-methylierter Proteinstandard Amersham-Pharmacia Freiburg

Low-molecular-weight-Standards (LMW-Standard)

Protein MW (kDa)
B-Galaktosidase 116
Bovines Serum Albumin 66,2
Ovalbumin 45
Lactat-Dehydrogenase 35
Restriktionsendonukleas Bsp 98l 25

B-Lactoglobulin 18,4
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['“C] methylierter Protein-Standard (**C-Standard)

Protein

["“C]-methyliertes Myosin
['“C]-methylierte Phosphorylase b *
['“C]-methyliertes Bovines Serum Albumin
['“C]-methyliertes Ovalbumin *
['“C]-methylierte Carboanhydrase

['*C]-methyliertes Lysozym

*

MW (kDa)
220
97,4

66

46

30
14,3

[14C]-methylierte Phosphorylase b kann zwei Banden mit einem Molekulargewicht von

97,4 kDa und 100 kDa und ["“C]-methyliertes Ovalbumin kann zwei Banden mit einem

Molekulargewicht von 46 kDa und 50 kDa aufweisen.

2.7 Radiochemikalien

cAMP-['?] Biotrak Assay system Amersham-Pharamcia
[*H]-Prostaglandin E, Amersham-Pharmacia
[*2P]-ortho-Phosphat Amersham-Pharmacia

2.8 Antikorper

2.8.1 Monoklonale Antikorper

FLAG -M2-mAk Kodak/Sigma

2.8.2 Polyklonale Antiseren

Antiserum gegen die C-terminale wurde im Labor
Domane des hEP4-R hergestellt
Cy3-gekoppelte Ziege-Anti-Maus- Dianova

Immunglobuline G (H+L)

Peroxidase-gekoppelte Ziege-Anti-Maus- Biorad
Immunoglobuline G (H+L)

Peroxidase-gekoppelte-Ziege-anti- Biorad
Kaninchen-Immunoglobuline G (H+L)

Biotin-gekoppelte Schaf-Anti-Maus Amersham-Buchler
Immunglobuline G (H+L)

Ziege-anti-Maus Immunglobuline G Dianova

(H+L)

Freiburg
Freiburg
Freiburg

Stuttgart

Hamburg

Minchen

Minchen

Braunschweig

Hamburg
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2.9.1 Restriktionsenzyme mit Erkennungssequenz und Spaltstelle (-)

Enzym Erkennungssequenz

Dra ll RG-GNCCY
Hind 1l A-AGCTT

Kpn | GGTAC-C

Smal CCC-GGG
SnaB | TAC-GTA

Sty | C-CWWGG
Xba | T-CTAGA

N=AC G, T R=AG

Inkubationspuffer fur die Enzyme

Puffer
Tris/HCI (mM)
MgCl, (mM)

NaCl (mM) 50
KCI (mM) - -
DTE (mM) - -
DTT (mM) 1 1
Tris-Acetat (mM)
K-Acetat (mM)
Mg-Acetat (mM)

B
6
6

o o o >

pH (bei 37°C) 7,5 7,5

10
10
50

7,9

L

O M U « « @

C,T

Puffer

o o o |O

BioLabs
Promega
Promega
Promega
Promega
Promega

Promega

W=AT

10 10

100

79 85

7,5

L

7,5

Schwalbach
Madison (USA)
Madison (USA)
Madison (USA)
Madison (USA)
Madison (USA)
Madison (USA)

MULTI CORE™

1
25
100
10
7,5

Die Restriktionsendonukleasen spalten nur unter bestimmten Pufferbedingungen. Fir die

Spaltung wurden die vom Hersteller empfohlenen Puffer eingesetzt, bei denen die Enzyme

ihre volle Aktivitat besitzen. In Spaltungsreaktionen mit mehreren Enzymen wurde der Puffer

gewahlt, in dem die jeweiligen Enzyme ihre héchste Aktivitat hatten. Im MULTI CORE™-

Puffer der Firma Promega hatten bis auf Sty | alle Enzyme eine hohe Aktivitat. Das Enzym

Sma | hat ein Temperaturoptimum von 25°C, so dal} Reaktionen mit diesem Enzym in zwei

Schritten mit den jeweiligen Temperaturen aufeinanderfolgend durchgefihrt wurden.
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2.9.2 Sonstige Enzyme

PowerScript DNA-Polymerase PAN Aidenbach
Taq DNA-Polymerase Amersham-Pharmacia Freiburg
T4 DNA-Ligase GibcoBRL Eggenstein
Superscript™ 1l RNase H” Reverse Invitrogen Karlsruhe
Transkriptase

Creatin-Kinase Roche Mannheim

2.10 Oligonukleotide

Die Positionsangaben beziehen sich auf den Eintrag L25124 fliir die humane Prostaglandin

E,-Rezeptorsequenz, Subtyp EP4 in der GenBank™/EMBL Data Bank Sequence Library in

Heidelberg. Die Positionangaben der Primer SP6 und T7 beziehen sich auf den pBluescript-
bzw. pcDNA3-Vektor.

2.10.1 Vorwarts-Primer

Position in GenBank

Name Sequenz Acc. No. L25124
Hind llI-Erkennungssequenz
5'-gcggegaagcttcecaccatggactacaa (unterstrichen),
HlnéjPIZL;A G ggacgacgacgacaagTCCACTCCC Kozak-Sequenz (kursiv),
GGGGTCAATTCGTCC FLAG-Epitop codierende Sequenz (fett),
hEP4-R Position: 589-612
SnaB |-Erkennungssequenz
EP4 SnaBl 5-GGATATATATCCTCCTACGTA (unterstrichen),
f AGACAGTGCTC mutierte Basen (fett),
Position:1565-1596
" Kpn 1- und SnaB I-Erkennungssequenz
5'-cggcggggtaccccgTCCTACGTA (unterstrichen),
SM1f  AGGCAGTGCTCGCTAAAGCAA mutierte Basen (fett),
TAG Position: 1585-1610
5’-ggcGGGGCCCGCAGGGAGCG Dra ll-Erkennungssequenz (unterstrichen),
SM 2f CGCCGGACAGCACTGCGCAGA mutierte Basen (fett),

CGCTCAAAGG Position: 1639-1689



SM 4f

SM o6f

SM 7f

EP4 S379A
f

EP4 A379S
f

hEP4 2f

T7
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5’-tccCCCGGGAGCTGAACGAGA Sma I-Erkennungssequenz (unterstrichen),
TCGCCGCTGCAGCTCAAGCCC mutierte Basen (fett),
TCCTGCCAG Position: 1730-1777

5’-GACGCCGCCGCACTGAGGG
CTTTGCGAATAGCAGAGGCCG
CAGACGCTGCACAGGGTCAG

mutierte Basen (fett),
Position: 1864-1923

5-ACGCAGAGGCTGTCTTACTG
mutierte Basen (fett),

GTGGATGAGGCTGGTGGGGC

CGGCAGG Position: 1925-1971
5-CACTCTCGCGCCTTCATCTC mutierte Base (fett),
CCGG Position: 1711-1734

5-CAGCTCGCTCCTTCATCGCC
CGG

Position: 1711-1734

5’-GGCGCGCTGCTCCGCATGC

AC Position: 1207-1227

5-GAACCCATCGCTTACTGGCT Position 5’ des Polylinkers

TATCG pcDNA3 Position: 864-882

pBluescript Position: 626-647

2.10.2 Riuckwarts-Primer

Position in GenBank

Name Sequenz
Acc. No. L25124
EP4 Xb 5’-gcggcegtctagaCTACTATATAC  Xba I-Erkennungssequenz (unterstrichen),
ar

ATTTTTCTGATAA Position: 2051- 2032

EP4 SnaBl 5-GAGCACTGTCTTACGTAGG SnaB |-Erkennungssequenz (unterstrichen),
, AGGATATATATCC mutierte Basen (fett),
Position: 1596-1565

5'-tccCCCGGGCGATGAAGGC Sma ll-Erkennungssequenz (unterstrichen),
SM3r  GCGAGCGTGGCCTGCCATAG mutierte Basen (fett),

CAGCAGCTGCCCTTTGACT Position: 1739-1681
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5-CTGCCTCCAAGGCCATTTT Sty I-Erkennungssequenz (unterstrichen),

SM5r  CAGCGAGGTCTGGCAGTGCG mutierte Basen (fett),
AGGTCT Position: 1820-1776

5-TGTGCAGCGTCTGCGGCC

SM 6r TCTGCTATTCGCAAAGCCCT mutierte Basen (fett),
CAGTGCGGCGGCGTCTTCCT Position: 1916-1857
GG

5'-CCGGCCCCACCAGCCTCA
SM7r  TCCACCAGTAAGACAGCCTC
TGCGTCCTGA

mutierte Basen (fett),
Position: 1967-1920

5’-gctctagaTTATTATATACATT
9 Xba I-Erkennungssequenz (unterstrichen),

TTTCTGCTAAGTTCAGTGCTTC
SM 8r mutierte Basen (fett),
AGCGGGAAATGCGACTTGC
Position: 2052-1987

AGGGCGGCCCCCTT

EPama 2 CCCGATGAAGGAGCGAGC Position: 1731-1708

A379Sr GTGGCC

Epawt O GGAGATGAAGGAGCGAGA mutierte Base (fett),
S379Ar GTGGCC Position: 1731-1708

EP4 Xbar 5-GGCGCGTCTAGATTATTAT
mut ATACATTTTTCTGCTAAGTT

Position: 2051- 2029

5-GCGAGCTCTAGCATTTAGG Position 3’ des Polylinkers
TGACAC pcDNAS3 Position: 999-1016

SP 6

Alle Oligonukleotide wurden entweder von der Firma NAPS in Géttingen oder von der Firma
MW G-Biotech AG in Ebersberg hergestellt.

2.11 Eukaryote Zellinie HEK293

Die HEK293-Zellinie ist eine humane Adenovirus-transformierte Nierenzellinie (ATCC
Nr.CRL 1573). Die HEK293-Zellen wurden zur stabilen eukaryoten Expression der
Rezeptorproteine verwendet und in DMEM mit 10% (v/v) FCS und 1% (v/v)

Penicillin/Streptomycin kultiviert.
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2.12 Bakterienstamm E. coli XL1 (blue)

E. coli XL 1 (blue) Stratagene Heidelberg

recA1;endA1;gyrA96;thi-1;hsdR17;subE44;relA1;lac[F';proAB;lacl®* ZWM15;Tn10(tet’)]

2.13 Vektoren

2.13.1 pBluescript-Vektor

Der pBluescript SK (-)-Vektor (pBS) von Stratagene (La Jolla, USA) wurde als
Klonierungsvektor zur Synthese des 3’-cDNA-Fragmentes der hEP4-R-cDNA, in dem alle
Serine und Threonine gegen Alanine substituiert waren, verwendet. Der Aufbau des Vektors

ist in Abb. 5 gezeigt.

f1 (-) ori T7 4
Kpn |
Dralll
Apal
Ampicillin Lac Z Xho |
Accl
Bsp106 |
. Hind Il
pBluescript SK- MCS EcoR V

3.0 kb EcoRI1
Pst |

P Lac Smal
BamH |
Spel
Xbal
Eag |
Not |
pUC Ori Sac ll
BstX |
Sac |
T3 1

Abb. 5: Restriktionskarte von pBluescript SK-. Der Vektor besitzt die pUC19-
Replikationsstelle (pUC ori) und das Ampicillin-Resistenzgen fir die Selektion transformierter
Bakterien in Ampicillin-haltigen Medien. In das LacZ-Gen, das ein blau/weil3-Screening
rekombinanter Bakterienklone ermdglicht, ist eine multiple Klonierungsstelle integriert, die
vom T3- und T7-Promotor flr die in vitro-Transkription flankiert wird und die die Sequenzen
fur den universalen Vorwarts- und Ruckwarts-Primer enthalt.
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2.13.2 pcDNA3-Vektor

Der pcDNA3-Vektor von Invitrogen (San Diego, USA) wurde zur stabilen eukaryoten
Expression der verschiedenen Rezeptor-cDNAs verwendet. Die Aufbau des Vektors ist in
Abb. 6 gezeigt.

Abb. 6: Restriktionskarte von pcDNA3. Der Vektor eignet sich flir die transiente und
stabile Expression rekombinanter Proteine in eukaryoten Zellinien. Er besitzt fur eine hohe
Transkriptionsrate die Enhancer/Promotor-Sequenzen des friihen Gens des menschlichen
Cytomegalie-Virus (CMV) und zur Stabilisierung der mRNA die Transkriptions-Terminations-
und mRNA-Processierungs-Signale des Rinder-Wachstumshormon-Gens (BGH polyA). Das
Plasmid verfligt dartberhinaus Uber eine multiple Klonierungsstelle. Fir die Selektion und
Vermehrung in E. coli wird von dem Plasmid ein Ampicillin-Resistenzgen und zur Selektion
von Saugetierzellen, die das Plasmid stabil in ihr Genom aufgenommen haben, ein
Neomycin-Resistenzgen codiert, welches den Zellen Resistenz gegenuber dem Antibiotikum
Geneticin (G-418)-Sulfat verleiht.
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2.13.3 pEGFP-Vektor

Der pEGFP-Vektor der Firma Clontech diente zur Co-Transfektion der Rezeptorproteine mit
B-Arrestin. Der pEGFP verfiigt (iber die Sequenz fur das ,green-fluorescent-protein® (GFP),
das 3’ an das zu exprimierende Protein angefligt werden kann. Dieses GFP ist ein 27 kDa
grolles monomeres Protein, das aus 238 Aminosauren besteht. Es stammt aus der Qualle
Aequorea victoria und eignet sich sowohl fiir in vivo- als auch in situ-Proteinlokalisationen
durch Lichtemission nach Anregung mit UV- oder Blau-Licht. Die Fluoreszenz des GFP-
Proteins ist speciesunabhangig, sehr stabil und eignet sich auch fir Doppelmarkierungen mit

anderen Fluoreszenzmarkern. Der Aufbau des pEGFP-Vektors ist in Abb. 7 gezeigt.

Nhel

MCS Ecoa7 1l
Bgl i
pUC Powv e Xgm
ori Sacl
Hind 1l
EcoR|

] Pstl
HSV TK EGFP it

poly A pEGFP-N1 Kon|

4.7 kb e

SV40 Small

r BamH 1
Kal\rlle/Or poly A Age |

SV40 ori f1

p ori
F svao_

Abb. 7: Restriktionskarte von pEGFP. Der Vektor eignet sich fir die transiente und stabile
Expression rekombinanter Proteine in eukaryoten Zellinien. Der Vektor verfligt tber den
starken CMV-Promotor vor der multiplen Klonierungsstelle (MCS) und das SV40
Polyadenylierungssignal. Der Vektor besitzt den SV40-Origin fir die Replikation in
Saugerzellen, die das SV40-T-Antigen exprimieren. Eine Neomycin-Resistenz-Kassette, die
den friihen SV40-Promoter beinhaltet, das Neomycin/Kanamycin-Resistenzgen (Kan'/Neo')
von Tn5, sowie das Polyadenylierungssignal des Herpes simplex-Thymidinkinasegens (HSV
TK poly A) erlauben eine Selektion stabil transfizierter eukaryoter Zellen durch G-418. Der
bakterielle Promoter Py, (P) 5 von dieser Kassette induziert die Kanamycinresistenz in E.
coli. Der pEGFP-N1 verfigt Uber den pUC19 Replikationsursprung (pUC ori) fir die
Amplifizierung in E. coli.
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3 Methoden

ALLGEMEINE MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Alle Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit entmineralisiertem

H,O angesetzt, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

3.1 PCR-gestiitzte cDNA-Synthese

3.1.1 Puffer und Losungen

10 x PCR Puffer fur PowerScript DNA-Polymerase

KOH 500 mM
(NH4)2SO4 160 mM
Tween-20 0,1% (v/v) pH 9,2

Der Puffer war der Polymerase beigeflgt.

Mg*-Lésung
MgCl, 50 mM

Die Lésung war der Polymerase beigeflgt.

OptiZzyme-Enhancer (5 x)

Die Lésung war der Polymerase beigefligt. Der Hersteller machte zur Zusammensetzung
keine ndheren Angaben. Die Lésung mufite vor der Verwendung auf 50°C erwarmt werden,

bis sie komplett gelost war.

3.1.2 Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR = Polymerase Chain Reaction) erlaubt es, beliebige
spezifische DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Dazu werden zwei Oligonukleotide, die mit
jeweils einem der DNA-Strange auf beiden Seiten des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes
hybridisieren, ausreichende Mengen der vier Desoxyribonukleosidtriphosphate und eine
hitzebestandige DNA-Polymerase bendtigt.

Ein einzelner Zyklus besteht aus drei Schritten. Im ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrang
bei 95°C denaturiert, d. h. die beiden Strange werden voneinander getrennt. Im zweiten
Schritt wird dann der Reaktionsansatz auf ca. 45-70°C abgekuhlt, um die Hybridisierung der
in groRem UberschuB vorhandenen Primer mit komplementdren DNA-Sequenzen zu
ermdglichen. Im dritten Schritt werden nun von diesen Startermolekilen ausgehend, an
beiden Strangen komplementdare DNA-Strange bei 72°C neu synthetisiert. Die 72°C
entsprechen dem Temperaturoptimum der DNA-Polymerase.
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Dieser Zyklus wird im selben PCR Ansatz 20-40 mal wiederholt. Die Produkte des ersten
Synthesedurchgangs sind heterogen in ihrer Grole; ihre Lange kann den Abstand zwischen
den Primern UuUberschreiten. Erst im zweiten Zyklus entstehen einzelstrangige DNA-
Fragmente definierter Lange und nach dem zweiten Zyklus bilden sich DNA-Doppelstrange,
deren Lange dem Abstand zwischen den Primern entspricht.

Das so synthetisierte Produkt definierter Lange dient als Matrize in den folgenden Zyklen,
wodurch die Menge der amplifizierten DNA-Molekile exponentiell zunimmt. Auch die in den
ersten zwei Zyklen der PCR synthetisierten langeren Molekille werden in den folgenden
Zyklen immer wieder synthetisiert. Sie vermehren sich jedoch im Gegensatz zum Produkt
definierter Lange nur linear und tragen im Vergleich zur exponentiell amplifizierten
Zielsequenz nicht signifikant zur Masse der neu synthetisierten DNA bei.

Das zyklische Erhitzen und Abkihlen Ubernehmen ,Thermocycler" oder Computer-

gesteuerte Thermostate.

3.1.3 Amplifizierung von Rezeptor-cDNA mit der PowerScript DNA-Polymerase

Fur einen 50 pl PCR-Ansatz wurden 10 ng zirkularer Plasmid-cDNA, 5 ul 10 x PCR Puffer flr
PowerScript DNA-Polymerase, 5 pyl 2 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP in H,O, je 30 pmol
Vorwarts- und Rickwarts-Primer, 1,5 pyl 50 mM MgCl,, 10 ul 5 x ,Optizyme-Enhancer" und
2 U PowerScript DNA-Polymerase gemischt und mit H,O auf 50 pl aufgefillt. Die PCR
erfolgte im ,Thermocycler" unter folgenden Bedingungen: 3 min 95°C; 35 x (1 min 95°C,
1 min 55°C, 2 min 72°C); 10 min 72°C. Die Reaktionsprodukte wurden zur Analyse oder

Reinigung in einem Agarose-Gel aufgetrennt (siehe 3.2).

3.1.4 Verlangerung des translatierten Bereichs einer cDNA-Sequenz um eine fiir eine
Peptid- oder Restriktionsenzym-Erkennungsstelle-codierenden Sequenz durch
PCR

Fir die Verlangerung einer cDNA-Sequenz um eine fir ein Peptid- oder eine
Restriktionsenzym-Erkennungsstelle-codierende Sequenz am 5’-Bereich durch PCR wurden
Primer verwendet, die um die einzufigende Sequenz verlangert waren. Dabei waren die 5'-
gelegenen Nukleotide des Vorwarts-Primers, die fiir eine Peptidsequenz- oder fir eine
Restriktionsenzym-Erkennungsstelle codieren, nicht komplementar zum 5’-Bereich der
cDNA-Sequenz und die folgenden ca. 20 Nukleotide, der 3'-Bereich des Primers, waren
komplementar zum 5’-Bereich der cONA-Sequenz (5’ iberhangender Primer).

Mit diesem Vorwarts-Primer und dem flankierenden Rickwarts-Primer wurde eine PCR mit
der zu verlangernden cDNA-Sequenz als Matrize durchgefiihrt. Im ersten Zyklus der PCR-

Reaktion lagern sich die Primer nach der Denaturierung mit ihren komplementaren
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Sequenzen an die DNA-Matrize an und die Polymerase synthetisiert die neuen DNA-
Strange. Durch diesen Schritt entsteht nur ein Strang, der die zusatzliche codierende
Sequenz tragt. Im zweiten Zyklus der PCR-Reaktion werden nach der Denaturierung und
Anlagerung der Primer ein DNA-Doppelstrang mit der zusatzlichen codierenden Sequenz
und zwei DNA-Doppelstrange, von denen jeweils nur ein Strang die zusatzliche codierende
Sequenz tragt, synthetisiert. Der DNA-Doppelstrang mit der zusatzlichen codierenden
Sequenz wird von dem 3’-flankierenden Primer synthetisiert, der mit dem im ersten Zyklus
synthetisierten Strang mit zusatzlicher codierender Sequenz hybridisiert. Von beiden DNA-
Doppelstrangen, von denen nur jeweils ein Strang die zuséatzliche codierende Sequenz tragt,
wird einer, wie im ersten Zyklus beschrieben, synthetisiert, wobei der zweite an dem
Syntheseprodukt des 3’-flankierenden Primers aus dem ersten Zyklus entsteht. Die
Amplifizierung der cDNA-Sequenz mit der zusatzlichen codierenden Sequenz verlauft ab

dem zweiten Zyklus exponentiell.

3.1.5 Prinzip der sequenzgerichteten Mutagenese

Die Methode der sequenzgerichteten Mutagenese (,site directed mutagenesis®) wird haufig
eingesetzt, um einzelne Basen in einem DNA-Abschnitt gezielt auszutauschen und somit
eine gewunschte mutierte cDNA zu synthetisieren.

Es sind drei PCR-Reaktionen notwendig, um die mutierte Rezeptor-cDNA zu erhalten. In
einer ersten PCR-Reaktion wird das 5'-Fragment der Rezeptor-cDNA mit einem Vorwarts-
Primer, der 5 vor dem Startcodon des translatierten Bereichs der DNA des Rezeptor-
Wildtyps aufsetzt und einem Ruckwarts-Primer, der die einzufuhrende Mutation etwa in der
Mitte tragt, amplifiziert. Ein zu diesem RUckwarts-Primer komplementares Oligonukleotid
bildet den Vorwarts-Primer fur die zweite PCR-Reaktion, mit der das 3'-Fragment der zu
mutierenden Rezeptor-cDNA amplifiziert wird. Der Rlckwarts-Primer der zweiten PCR-
Reaktion liegt in 3'-Richtung des translatierten Bereichs der DNA-Matrize des Rezeptor-
Wildtyps. Die resultierenden Amplifikate (Megaprimer) enthalten nun eine komplementare
Sequenz, die die gewlinschte Mutation tragt.

In einer dritten PCR lagern sich die Megaprimer mit ihren komplementaren Enden
zusammen, wobei die Hybride mit den 5’-Uberhdngenden Enden in der Synthesereaktion zu
einem Fragment der vollen Lange aufgeflllt werden. Im nachsten Zyklus lagern sich die
flankierenden Primer an die Enden des die volle Lange umfassenden Fragmentes an und es
wird amplifiziert.

Die sequenzgerichtete Mutagenese kann auch mit nur einer PCR-Reaktion durchgefiihrt
werden, wenn das zu mutierende Nukleotid in der Nahe einer geeigneten
Restriktionsschnittstelle liegt. Fur diese sequenzgerichtete Mutagenese wird der Primer zum

Einfigen der gewunschten Mutation so gewahlt, dal} er im 5’-Bereich vor der einzufiugenden
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Mutation fir eine Restriktionsenzym-Erkennungssequenz codiert, wobei der zweite flr die
PCR-Reaktion verwendete Primer, der auch eine Mutation tragen kann, ebenfalls 5 fiir eine
Restriktionsenzym-Erkennungssequenz codiert. Im ersten Zyklus der PCR-Reaktion (siehe
3.1.2) werden die Mutationen tragenden Primern an ihrem 3’-Ende Matrizen-abhangig
verlangert, so da® DNA-Strange amplifiziert werden, die 5’ der eingefligten Mutationen Uber
eine Restriktionsenzym-Erkennungssequenz verfligen. Im zweiten Zyklus lagern sich an
diese Ampifikate die entsprechenden Vorwarts- bzw. Rickwarts-Primer an, durch die ein
DNA-Fragment amplifiziert wird, das 5 und 3 der eingefigten Mutationen
Restriktionsschnittstellen enthalt. Die Amplifizierung der cDNA-Sequenz, in die nur mit einem
Primer eine Mutation eingefiigt wurde, verlauft ab dem zweiten Zyklus exponentiell, wahrend
die Amplifizierung der cDNA-Sequenz, in der mit dem Vorwarts- und dem Rickwarts-Primer
Mutationen eingefigt wurden, ab dem dritten Zyklus exponentiell verlauft. Uber die
flankierenden Restriktionsschnittstellen kann das Amplifikat anschlieBend in die

ursprungliche Matrizen-cDNA kloniert werden kann.

3.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente lassen sich in Agarose-Gelen elektrophoretisch trennen. Linearisierte DNA-
Molekule haben in diesen Gelen Wanderungsgeschwindigkeiten, die umgekehrt proportional
dem Logarithmus ihrer Molekulargewichte sind (Helling et al. 1974). lhre Grof3e kann durch
Vergleich mit GréRenstandards ermittelt werden. Die Agarosekonzentration der Gele richtet
sich nach der GroRRe der zu trennenden DNA-Fragmente. Fir gréRere Fragmente (>1,0 kb)

wurden 1% (w/v), fur kleinere Fragmente (< 1,0 kb) 2% (w/v) Agarose-Gele verwendet.

3.2.1 Puffer und Losungen

10 x TAE-Puffer 1000 ml
Tris 05M 60,56 g
Natriumacetat 02M 16,4 g
EDTA 20 mM 5,84 g

Der Puffer wurde mit 100%iger Essigsaure auf pH 8,0 eingestellt und autoklaviert.

Ethidiumbromid-Lésung 10 mi
Ethidiumbromid 10 mg/ml 100 mg in TAE-Puffer
Die Losung wurde bei 4°C gelagert. Fir das Farbebad wurden 300 ml TAE-Puffer mit 75 pl

dieser Lésung versetzt.
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Bromphenolblau-Probenpuffer 100 ml
Bromphenolblau 0,25% (w/v) 0,25¢
Glycerol 40% (v/v) 40 ml 100% Glycerol
10 x TAE-Puffer 10% (v/v) 10 ml 10 x TAE-Puffer

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

3.2.2 Auftrennung von DNA auf Agarose-Gelen

Die zu analysierende Probe wurde mit 1/5 Volumen Bromphenolblau-Probenpuffer gemischt
und in eine 5 mm breite Geltasche pipettiert. Zur Bestimmung der Fragmentlange wurde in
eine Spur der DNA-Langenstandard Smart-Ladder aufgetragen, bei dem die einzelnen
DNA-Fragmente eine GroRRe von 10; 8; 6; 5; 4; 3; 2,5; 2; 1,5; 1; 0,8; 0,6; 0,4 und 0,2 kb
aufwiesen.

Die DNA-Fragmente wurden in einem 10 cm langen Gel bei 80 V fir ca. 90 min aufgetrennt,
bis der Farbstoff Bromphenolblau die vordere Gelkante erreicht hatte. Danach wurde das Gel
fur 15 min in einem Ethidiumbromid-Farbebad inkubiert. Die DNA-Fragmente wurden auf
einem Leuchtkasten bei 300 nm visualisiert und das Ergebnis durch ein Imager-System der

Firma BioRad mit angeschlossenem Drucker dokumentiert.

3.2.3 Semiquantitative Bestimmung der DNA-Menge in Agarose-Gelen

Neben der Auftrennung von DNA erlaubt die Gelelektrophorese auch eine semiquantitative
Bestimmung der DNA-Menge. Dazu konnte ebenfalls der DNA-Langenstandard Smart-
Ladder genutzt werden. Bei der gewahlten Auftragsmenge (5 ul pro Geltasche) entsprachen
die einzelnen Banden des Smart-Ladder-Standards 100, 80, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 100,
80, 60, 40 und 20 ng DNA.

3.3 Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen

3.3.1 Puffer und Losungen

Jetsorb-Suspension

Die Lésung war ohne ndhere Angaben des Herstellers im Kit enthalten und wurde bei

Raumtemperatur gelagert.

Waschpuffer A (hohe Salzkonzentration)

Die Lo6sung enthadlt konzentriertes Natriumperchlorat (NaClO,), Tris-Borat-EDTA-
Solubilisierer und Natriumacetat ohne nadhere Konzentrationsangaben des Herstellers. Die

Lésung wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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Waschpuffer B (niedrige Salzkonzentration)

Die Loésung enthalt Ethanol, NaCl, EDTA und Tris/HCI ohne nahere Konzentrationsangaben

des Herstellers. Die Losung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

3.3.2 Isolierung der DNA-Fragmente

Die DNA-Fragmente wurden mit dem Jetsorb-Kit der Firma Genomed isoliert. Dazu wurde
der gesamte PCR-Ansatz auf ein 1% (w/v) Agarose-Gel aufgetragen. Nach der
Elektrophorese und dem Anfarben des Gels im Ethidiumbromidbad wurden die DNA-Banden
mit einem Skalpell prazise aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Reaktionsgefaly Gberfihrt und
ausgewogen. Zu je 100 mg Gel wurden 300 ul Waschpuffer A und 10 pl Jetsorb-Suspension
zur DNA-Bindung hinzugefligt. Das Gemisch wurde 15 min bei 50°C unter Schitteln
inkubiert, 60 s bei 13 000 rpm (16 000 x g) in der Tischzentrifuge Biofuge ,pico“ zentrifugiert,
das Sediment einmal mit Waschpuffer A und zweimal mit Waschpuffer B gewaschen und
anschlieftend flir 5 min bei 50°C vollstandig getrocknet. Zur Gewinnung der DNA wurde das
Sediment fur 10 min bei 50°C mit 20 yl H>O pro 100 mg Gel inkubiert, 60 s bei 13 000 rpm
(16 000 x g) in der Tischzentrifuge Biofuge ,pico* zentrifugiert und der DNA-haltige

Uberstand abgenommen.

3.4 Klonierung der gereinigten cDNA-Fragmente in einen Vektor

3.4.1 Puffer und Enzyme

Restriktionsenzyme und Puffer siehe 2.9.1

5 x T4 DNA-Ligase-Reaktionspuffer

Tris/HCI 250 mM
MgCl, 50 mM
ATP 5 mM
DTT 5 mM
Polyethylenglycol 8000 25% (wiv)

Der Puffer war der Ligase beigefligt und wurde bei -20°C gelagert.

Zur Ligation wurde die T4 DNA-Ligase der Firma GibcoBRL verwendet.

3.4.2 Vorbereitung der cDNA-Fragmente (5’- und 3’-hEP4-Fragmente) und der
Vektoren (pBluescript und pcDNA3)

Die cDNA-Fragmente eines PCR-Ansatzes wurden in einem 2% (w/v) Agarose-Gel

aufgetrennt und wie unter 3.3 beschrieben aus dem Agarose-Gel extrahiert. Zu den
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extrahierten cDNA-Fragmenten und dem jeweiligen Vektor wurden jeweils 1 pl (10 U) der
gewunschten Restriktionsenzyme und 2,5 pl 10 x Puffer zugegeben und der Spaltansatz mit
H,O auf 25 pl aufgeflllt. Der Ansatz wurde fir 2 h oder Uber Nacht bei 37°C inkubiert, mit
10 ul Probenpuffer gemischt, die cDNA-Fragmente in einem 2% (w/v) Agarose-Gel und die
Vektoren in einem 1% (w/v) Agarose-Gel aufgetrennt (siehe 3.2) und aus dem Gel isoliert
(siehe 3.3).

3.4.3 Ligation der cDNA-Fragmente in die Vektoren (pBluescript und pcDNA3)

Die zuvor mit den jeweiligen Restriktionsenzymen geschnittenen cDNA-Fragmente sowie der
jeweilige linearisierte Vektor wurden in einen Ligationsansatz eingesetzt. Fir die Ligation
wurden das cDNA-Fragment und der Vektor mit einem molaren Quotient Vektor:cDNA-
Fragment 1:3, 4 yl 5 x T4 DNA-Ligase-Puffer, 1 yl (1 U) T4 DNA-Ligase gemischt und das
Endvolumen von 20 ul mit H,O eingestellt.

Die Ligationsansatze wurde flir 2 h bei 24°C inkubiert und sofort fiir die Transformation von
E. coli XL1 (blue) Zellen verwendet (siehe 3.6) oder bis zur Transformation bei -20°C

gelagert.

3.5 Herstellung kompetenter E. coli XL1 (blue) Zellen fiir die Elektroporation

3.5.1 Puffer und Losungen

Tetracyclin-Stammldsung 100 ml

Tetracyclin 5 mg/ml 500 mg
ad 100 ml 99,7% (v/v) Ethanol

Die Tetracyclin-Stammldsung wurde sterilfiltriert und bei —20°C gelagert.

LB-Tetra-Agar-Platten 1000 ml
LB-Agar 3,2% (w/v) 32¢g

Die Agar-Lésung wurde autoklaviert, nach Abkihlung auf ca. 46°C wurden 2,5 ml

Tetracyclin-Stammldésung zugegeben und 15 ml/Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden

bei 4°C und, wegen der Lichtempfindlichkeit des Tetracyclins, unter Lichtausschlul} gelagert.

LB-Tetra-Medium 1000 ml
Hefe-Extrakt 0,5% (w/v) 59
Trypton 1% (wW/v) 1049
NaCl 1% (w/v) 109

Das LB-Medium wurde autoklaviert, nach Abkihlung auf 46°C 2,5 ml der sterilfiltrierten

Tetracyclin-Stammlésung zugegeben und das Medium bei 4°C gelagert.
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Elektroporationspuffer 1000 ml
Glycerol 10% (v/v) 100 ml 100% Glycerol

3.5.2 Vorbereitung der E. coli XL1 (blue) Zellen

Es wurden 5 pl einer Glycerolkultur von E. coli XL1 (blue) Zellen auf LB-Tetra-Agar-Platten
ausgestrichen und Utber Nacht bei 37°C inkubiert. Danach wurde eine Kolonie in 5 ml LB-
Tetra-Medium Uberfihrt und Gber Nacht bei 37°C geschittelt. AnschlieRend wurden diese
5 ml in 250 ml LB-Tetra-Medium uberfihrt und bei 37°C so lange geschiittelt, bis die
Bakteriensuspension eine ODsso,m von 0,5-1,0 (mittlere exponentielle Wachstumsphase)
erreicht hatte. Die Zellen wurden sofort fir 10 min im Eisbad abgekihlt.

Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt und die Zellen zwischen den
einzelnen Schritten auf Eis gelagert. Nach einer Zentrifugation fir 15 min bei 4 000 rpm
(2 500 x g, Hettrich-Zentrifuge) wurden die Zellen mit vorgekuhltem Elektroporationspuffer
einmal mit dem Ausgangsvolumen der urspriinglichen Zellsuspension, einmal mit 1/2
Volumen und einmal mit 1/20 Volumen Elektroporationspuffer gewaschen. Nach jedem
Waschschritt folgte eine Zentrifugation fir 15 min bei 4000 rpm (2 500 x g, Hettrich-
Zentrifuge). Zum Ende des Waschvorganges wurde das Sediment in 1/500 Volumen der
urspriinglichen Zellsuspension mit Elektroporationspuffer resuspendiert (Zellzahl ca. 10'%/ml).
Es wurden jeweils 50 pl der Zellsuspension in 1,5 ml-Reaktionsgefalie Uberfuhrt, in flissigem

Stickstoff Schock-gefroren und bei -70°C gelagert.

3.5.3 Herstellung einer Glycerolkultur von E. coli XL1 (blue) Zellen

Einer dicht gewachsenen E. coli-Bakterienkultur (nicht-transformiert oder transformiert)
wurde 50% (v/v) Glycerol als Gefrierschutz zugesetzt. So kénnen die Zellen bei -70°C flr
mindestens 12 Monate gelagert werden, wobei haufiges Auftauen und Einfrieren vermieden

werden sollte.

3.6 Transformation kompetenter E. coli XL1 (blue) Zellen

3.6.1 Puffer und Losungen

SOB-Medium 500 ml
Hefe-Extrakt 0,5% (w/v) 25¢g
Trypton 2% (wlv) 1049
KCI 2,7 mM 0,19
NaCl 10 mM 0,3g

Das Medium wurde auf pH 7,0 eingestellt, autoklaviert und bei 4°C gelagert.
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SOC-Medium 1 ml
SOB-Medium 980 ul
MgCl, 20 mM 10 yl 2 M Stlsg
Glucose 20 mM 10 pl 2 M Stlsg
Das Medium wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt und im Wasserbad auf 37°C
erwarmt.

Ampicillin-Stammlésung 100 ml
Ampicillin 0,5% (w/v) 500 mg

Die L6sung wurde sterilfiltriert und in Aliquots bei -20°C gelagert.

Kanamycin-Stammldsung 100 ml

Kanamycin 0,5% (w/v) 500 mg

Die L6sung wurde sterilfiltriert und in Aliquots bei -20°C gelagert.

LB-Amp-Agar-Platten 1000 ml
LB-Agar 3,2% (w/v) 329

Die Lésung wurde autoklaviert, nach Abkulhlung auf ca. 46°C wurden 10 ml Ampicillin-

Stammldésung zugegeben und 15 ml/Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden bei 4°C

gelagert.
LB-Kana-Agar-Platten 1000 ml
LB-Agar 3,2% (w/v) 329

Die Lésung wurde autoklaviert, nach AbklUhlung auf ca. 46°C wurden 10 ml Kanamycin-
Stammldsung zugegeben und 15 ml/Petrischale ausplattiert. Die Platten wurden bei 4°C

gelagert.

3.6.2 Transformation durch Elektroporation

Um Plasmide in E. coli XL1 (blue) Zellen einzubringen, wurden 50 pl elektrokompetente
Zellen wahrend des Auftauens mit 1-2 pl Ligationsansatz oder 1 ng zirkularem Plasmid
gemischt. Die Zellen wurden in die zuvor geklhlten Transformationskivetten mit einem
Elektrodenabstand von 2 mm pipettiert und mit einem Puls von 2500 V, einem Widerstand
von 200 Ohm und einer Kapazitat von 25 pF elektroporiert. Um das Absterben der Zellen zu
minimieren, wurde sofort nach dem Puls 950 ul auf 37°C erwarmtes SOC-Medium zu den
Zellen gegeben und die Suspension 1 h bei 37°C im Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation
wurden 50-200 pl des Transformationsansatzes auf den LB-Amp-Platten bzw. LB-Kana-

Platten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Da die E. coli XL1 (blue) Zellen Ampicillin-sensitiv sind und der pcDNA3- sowie der
pBluescript-Vektor ein Antibiotika-Resistenzgen fir Ampicillin enthalten, konnten nur
transformierte (rekombinante) Bakterienklone auf den LB-Amp-Platten wachsen. Der
pEGFP-Vektor besitzt ein Kanamycin-Resistenzgen und daher konnten die mit diesem

Vektor transformierten Bakterienklone auf LB-Kana-Platten wachsen.

3.7 lIsolierung von Plasmid-DNA im Mini-MaRstab

Bei dieser Methode werden die Bakterienzellen zunachst lysiert und die im Lysat befindliche
Plasmid-DNA an eine Saulenmatrix gebunden. Nach mehrmaligem Waschen wird
anschlief3end die DNA durch Absenken der Salzkonzentration eluiert.

Hier wurde der ,GFX™ Micro Plasmid Prep Kit" von Amersham-Pharmacia verwendet. Alle

Lésungen waren im Kit enthalten.

3.7.1 Puffer und Lésungen

LB-Amp-Medium 5ml
LB-Medium 5ml

Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt und unmittelbar vor der Verwendung mit 50 pl

Ampicillin-Stammldsung (siehe 3.6) versetzt.

LB-Kana-Medium 5ml
LB-Medium 5ml

Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt und unmittelbar vor der Verwendung mit 50 pl

Kanamycin-Stamml&sung (siehe 3.6) versetzt.

Resuspendierungspuffer (,Solution 1") 100 ml
Tris/HCI 100 mM 1,211¢g
EDTA 10 mM 372,3 mg
RNase A 0,4 mg/ml 40 mg

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 7,5 und wurde bei 4°C gelagert.

Lysispuffer (,Solution ") 100 ml
NaOH 190 mM 760 mg
SDS 1% (w/v) 19

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Neutralisationspuffer (,Solution I11") 100 ml
Natriumacetat 3M 246 ¢

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,5 und wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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Waschpuffer (,Wash Buffer") 100 ml
Ethanol 80% (v/v) 80 ml
EDTA 10 mM 372,3 mg
Tris/HCI 100 mM 1,211¢g

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 7,5 und wurde bei Raumtemperatur gelagert.

3.7.2 Praparation von Plasmid-DNA im Mini-MaRstab

Es wurde jeweils eine Bakterienkolonie von den Kulturplatten in 5 ml LB-Amp-Medium fir
Bakterien, die mit dem pBluescript- oder pcDNA3-Vektor transformiert worden waren oder in
5 ml LB-Kana-Medium fir Bakterien, die mit dem pEGFP-Vektor transformiert worden waren,
Uberfihrt und Gber Nacht unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Danach wurden je 1,5 ml der
Bakteriensuspension in ein Reaktionsgefall tberflhrt, 30 s bei Raumtemperatur (RT) und
13 000 rpm (16 000 x g) in der Tischzentrifuge Biofuge ,pico* zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Dieser Schritt wurde wiederholt und das entstandene Pellet in 300 pl
Resuspendierungspuffer resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 300 pl
Lysispuffer lysiert und die Suspension 10-15 mal invertiert. Danach wurden 600 pl
Neutralisationspuffer zugegeben und das Reaktionsgefal® mehrmals invertiert, bis sich eine
gleichmafige Suspension gebildet hatte; diese Suspension wurde fir 5 min bei RT mit
13 000 rpm (16 000 x g) zentrifugiert.

Der Uberstand mit der Plasmid-DNA wurde auf die GFX-S&ule gegeben, 1 min bei RT
inkubiert und 1 min ebenfalls bei RT und 13 000 rpm (16 000 x g) zentrifugiert. Das Eluat
wurde verworfen, die Saule mit 400 pl Waschpuffer gewaschen und 1 min bei 13 000 rpm
(16 000 x g) zentrifugiert. Wiederum wurde das Eluat verworfen und die Saule in ein neues
Reaktionsgefaly Uberflhrt. Die Saulenmatrix wurde mit 100 ul H,O Uberschichtet und 1 min
bei RT inkubiert. Die Saule wurde dann bei 13 000 rpm (16 000 x g) flr 2 min zentrifugiert
und so die Plasmid-DNA eluiert.

3.7.3 Photometrische Quantifizierung der gereinigten Plasmid-DNA

Zur photometrischen Bestimmung wurden 10 pl der Plasmid-DNA-LAsung in 500 pl H.O

verdinnt, das Photometer gegen H,O geeicht und die Absorption bei 260 nm und bei 280 nm

gemessen.

Die Konzentration der Plasmid-DNA im Eluat wurde nach folgender Formel berechnet:
DNA-Konzentration [ng/ul] = Ezeo nm X Verdlinnungsfaktor x 50

Die Reinheit wurde durch Quotientenbildung der ODagy nm und ODygo nm errechnet. Nur

Plasmid-DNA mit einem 260/280 nm-Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 wurde verwendet.
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3.8 Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-MaRstab

3.8.1 Puffer und Losungen

Die Praparation wurde mit dem ,Jetstar-Kit“ der Firma Genomed durchgefiihrt. Alle

Lésungen waren im Kit enthalten.

Losung E1 (Resuspendierung) 100 ml
Tris 50 mM 5 ml (1 M Stlsg pH 8)
EDTA 10 mM 2 ml (0,5 M Stlsg)

Zu dem Puffer wurde lyophilisierte RNase in einer Endkonzentration von 100 ug/ml

zugegeben. Er hatte einen pH-Wert von 8,0 und wurde bei 4°C gelagert.

Losung E2 (Zelllyse) 100 ml
NaOH 200 mM 2 ml (10 N NaOH)
SDS 1% (wiv) 19

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Losung E3 (Neutralisation) 100 ml
Natriumacetat 3,1M 31,419

Der Puffer hatten einen pH-Wert von 5,5 und wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Lésung E4 (Saulenaquilibrierung) 100 ml
NaCl 600 mM 4,67 g
Natriumacetat 100 mM 0,82¢g
Triton X-100 0,15% (v/v) 0,15 ml

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,0 und wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Losung E5 (Waschen der Saule) 100 ml
NaCl 800 mM 4,79
Natriumacetat 100 mM 0,82¢g

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,0 und wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Losung E6 (DNA-Elution) 100 ml
NaCl 1250 mM 7,39
Tris/HCI 100 mM 10 ml (1 M Stlsg)

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 8,5 und wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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3.8.2 Isolierung der Plasmid-DNA durch Affinitatschromatographie im Maxi-MaRstab

Es wurden 150 ml LB-Amp-Medium mit 1 ml Bakterienubernachtkultur angeimpft und bei
37°C uber Nacht unter Schitteln inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde anschliel3end bei
Raumtemperatur 20 min bei 6000 rpm (10 400 x g, Sorvall-Zentrifuge, SLA-1500-Rotor)
sedimentiert. Das Sediment wurde in 10 ml Lésung E1 resuspendiert, 10 ml Lésung E2
zugegeben und die Bakterien 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Danach wurde mit 10 ml
Lésung E3 neutralisiert, die Suspension durch Invertieren des Reaktionsgefaltes gemischt
und fir 10 min bei 15 000 rpm (27 000 x g, Sorvall-Zentrifuge, SS-34-Rotor) und 20°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Saule gegeben, die zuvor mit 30 ml Lésung E4
aquilibriert worden war. Anschlieend wurde die Saule mit 60 ml Lésung E5 gewaschen und
die Plasmid-DNA mit 15 ml Lésung EG6 eluiert. Die Plasmid-DNA wurde mit 10,5 ml 99,7%
(v/v) Isopropanol versetzt und die prazipitierte Plasmid-DNA 45 min bei 15 000 rpm
(27 000 x g, Sorvall Zentrifuge, SS-34-Rotor) und 4°C sedimentiert.

Das Pellet wurde durch Waschen mit 1,5 ml 70% (v/v) Ethanol in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal
Uberfihrt und resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren fir 15 min bei 4°C und
20 000 rpm (36 700 x g, SIGMA-Zentrifuge 3K30, Rotor 12154-H) wurde der Uberstand
verworfen, die DNA 10 min an der Luft getrocknet und in 500 yl H,O geldst. Die Ausbeute
betrug zwischen 0,5 und 3,0 pug/pl Plasmid-DNA.

3.9 Charakterisierung der Plasmide durch Restriktionsenzymspaltung

3.9.1 Puffer und Enzyme
Die Puffer und Enzyme wurden unter 2.9.1 beschrieben.
3.9.2 Spaltungsreaktion

Fiar einen 25 pl-Ansatz wurden ca. 100 ng der isolierten Plasmid-DNA, 5 U der jeweiligen
Restriktionsenzyme und 2,5 uyl des fiur die Enzymkombination optimalen 10 x Puffer
gemischt, mit H,O auf 25 pl aufgefillt und fir ca. 2 h bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
wurden 5 yl Bromphenolblau-Probenpuffer (siehe 3.2.1) hinzupipettiert, 15 pl der Lésung auf
ein 1% (w/v) Agarose-Gel aufgetragen, fur ca. 90 min bei 80 mV aufgetrennt, 15 min im
Ethidiumbromidbad geférbt (siehe 3.2) und die DNA mit dem ChemiDoc™-System der Firma

BioRad visualisiert.
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3.10 Charakterisierung der Plasmide durch Sequenzierung

Die Sequenzierung von Doppelstrang-DNA der Plasmide wurde mit dem automatischen
DNA-Sequenzierungsgerat der Firma ABI (Model 373 A) durchgefihrt. Es wurde die ,Big
Dye Terminator Cycle Sequencing"-Methode entsprechend der Herstellervorschrift (Perkin
Elmer) angewendet. Bei dieser Methode werden vier mit unterschiedlichen Fluoreszenz-
Farbstoffen gekoppelte Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)
im Mangel mit nicht markierten Desoxyribonukleosidtriphosphaten gemischt. Die DNA-
Matrize wurde von einem Oligonukleotid, z. B. dem T7- oder Sp6-Primer, ausgehend an
einem Strang durch zyklisches Denaturieren, Anlagern und Synthetisieren immer wieder
abgeschrieben. Die so entstandenen, am 3'-Ende mit basenspezifischen Farbstoffen
markierten Fragmente wurden elektrophoretisch in  einem Acrylamidgel unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und durch ihre Fluoreszenz im Gel

nachgewiesen.

3.10.1 Puffer und Lésungen

30% (w/v) Acrylamid-Stammldsung 100 ml
Acrylamid 29% (w/v) 29¢
Bisacrylamid 1% (w/v) 19

Die L6sung wurde filtriert und in einer lichtgeschutzten Flasche bei 4°C gelagert.

10% (w/v) Ammoniumpersulfat-Lésung 100 ml

Ammoniumpersulfat 10% (w/v) 1049

Die Lésung wurde bei 4°C gelagert.

10 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer) 1000 ml
Tris 0,9 M 108,0¢g
Borsaure 0,9 M 55,0 g
EDTA 25 mM 8,3g

Der Puffer wurde mit Borsaure auf pH 8,2 eingestellt und bei Raumtemperatur gelagert.

Natriumacetat-Puffer 100 ml
Natriumacetat 3M 246 g

Der pH-Wert des Puffers wurde auf 4,6 eingestellt und der Puffer bei Raumtemperatur

gelagert.
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EDTA-Lbsung 10 ml
EDTA 25 mM 875 mg
Der pH-Wert der Lésung wurde auf pH 8,0 eingestellt und die Lésung bei Raumtemperatur
gelagert.

Formamid/EDTA-Ldsung 5:1 1Tml
Formamid 83,3% (v/v) 833 ul

25 mM EDTA-L6sung 16,6% (v/v) 166 pl

Die Lésungen wurden gemischt und bei 4°C gelagert.

3.10.2 Vorbereitung der Polyacrylamid-(PAA)-DNA-Sequenziergele

Die Glasplatten wurden mit einem Detergenz (Alconox) gewaschen, mit H,O gespdlt, mit
Isopropanol nachbehandelt und danach getrocknet. Nach dem Trocknen wurden die
Abstandhalter aufgelegt und die Glasplatten zusammengesetzt. Fir das 4% (w/v) PAA-Gel
wurden 30 g Harnstoff, 8 ml 30% (w/v) Acrylamidlésung, 6,0 ml 10 x TBE-Puffer und 22,5 ml
H,O eingesetzt. Der Harnstoff wurde durch Rihren und Erwarmen (nicht tGber 50°C) geldst
und die Losung danach durch einen 0,2 pym-Filter filtriert und entgast. Die Lésung wurde in
ein Becherglas Uberfuhrt und die Polymerisationsreaktion durch Zugabe von 350 pl 10%iger
Ammoniumpersulfatiésung und 20 pyl TEMED gestartet. Die Lésung wurde sofort zwischen
die vorbereiteten Glasplatten gegossen und der Kamm eingesetzt. Das Gel polymerisierte

anschliel’end 2 h in horizontaler Lage.

3.10.3 Sequenzierungsreaktion
Die Sequenzierungsreaktion wurde wie folgt angesetzt:

Enzym/Puffer Gemisch 4 ul
(dNTP, ddNTP, Puffer, Polymerase)

DNA-Matrize (Plasmid-DNA-Doppelstrang) 1 Mg
Oligonukleotide 5 pmol
H,O ad 20 pl

Die Substanzen wurden kurz gemischt, zentrifugiert und anschliel3end flir 25 Zyklen in einem
Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert:
Denaturierung: 30 s bei 96°C; Anlagerung der Oligonukleotide: 15 s bei 50°C;

Kettenverlangerung: 4 min bei 60°C.
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3.10.4 Aufreinigung der Proben

Nach Abschlul? der Sequenzierungsreaktion wurde der Reaktionsansatz auf 4°C gekuhlt und
die DNA mit Ethanol geféllt, um Uberschissige Didesoxyribonukleosidtriphosphate mit
Fluoreszenzfarbstoffgruppen zu entfernen.

Hierzu wurden zu dem Reaktionsansatz 80 ul H,O, 10 yl 3 M Natriumacetat (pH 4,6) und
250 pl 95% (v/v) Ethanol (RT) gegeben und das Gemisch 15 min bei 13 000 rpm
(16 000 x g) in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand entfernt, das
Sediment mit 250 pl 70% (v/v) Ethanol (RT) gewaschen und 5 min bei 13 000 rpm
(16 000 x g) zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Ethanol abpipettiert und die DNA
getrocknet. Die DNA wurde in 3 yl Formamid/EDTA-L6sung 5:1 aufgenommen und 2 min bei
90°C denaturiert.

3.10.5 Automatische Sequenzierung und EDV-gestiitzte Auswertung

Auf das Sequenziergel wurden 3 ul der DNA-L6sung aufgetragen und die Oligonukleotide
elektrophoretisch der GroéRRe nach aufgetrennt. Die vier unterschiedlichen Fluoreszenz-
Farbstoffgruppen, die jeweils an das terminale Didesoxyribonukleotid eines bestimmten
Oligonukleotids gekoppelt waren, wurden durch einen 40 mW Argon-Laser (540 nm, 570 nm,
595 nm und 625 nm) angeregt. Die dadurch hervorgerufenen Fluoreszenzsignale wurden
durch ein Detektorsystem des DNA-Sequenzierers anhand ihrer unterschiedlichen
Emissionswellenlangen identifiziert und quantifiziert.

Die Auftragung der Proben auf Sequenziergele und die automatische Sequenzierung und
Auswertung wurde von Herrn A. Nolte am Institut fur Biochemie und Molekulare Zellbiologie

der Universitat Gottingen durchgefuhrt.

SYNTHESE DER MUTIERTEN REZEPTOR-cDNA

3.11 Modifikationen der humanen EP4-Rezeptor-cDNA

3.11.1 Verlangerung des translatierten Bereichs der hEP4-Rezeptor-cDNA um eine fiir

das FLAG-Epitop codierende Sequenz

Zu Beginn dieser Arbeit gab es noch keinen Antikérper gegen den humanen EP4-Rezeptor,
mit dem ein immunologischer Nachweis der exprimierten Rezeptorproteine moglich war. Die
immunologische Detektion der in den HEK293-Zellen exprimierten rekombinanten
Rezeptorproteine sollte daher Uber ein kinstlich angefligtes Epitop fir den kauflichen
monoklonalen FLAG-M2-Antikérper erfolgen. Die Verlangerung der hEP4-Rezeptor-cDNA

um die FLAG-Epitop codierende Sequenz wurde, wie unter 3.1.4 beschrieben, durchgefihrt.
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Die PCR-Reaktion wurde mit dem pcDNA/AMP-hEP4-Plasmid als Matrize und dem Hind
FLAG EP4 f als Vorwarts- und dem EP4 Xba r als Rickwarts-Primer durchgefuhrt. Die PCR

wurde unter den gleichen Bedingungen, wie unter 3.1.3 beschrieben, durchgefiihrt.

3.11.2 Sequenzgerichtete Mutagenese der FLAG-hEP4-Rezeptor-cDNA zum Einfiihren

der SnaB |-Restriktions-Erkennungssequenz

Da die fir die sequenzgerichtete Mutagenese verwendete Tag-Polymerase keine ,proof-
reading“-Aktivitat hat koénnen unerwiinschte Mutationen bei der Replikation eingefihrt
werden. Die Wahrscheinlichkeit, unerwiinschte Mutationen einzufiigen, steigt mit der Lange
des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Um mit einem mdglichst kurzen cDNA-Fragment
arbeiten zu kdénnen, wurde die SnaB |-Restriktions-Erkennungssequenz unmittelbar vor der
fur die C-terminale Domane codierenden Sequenz eingefligt.

Zur Herstellung des 5'- und des 3'-cDNA-Fragmentes der modifizierten FLAG-hEP4-
Rezeptor-cDNA wurden der pcDNA/AMP FLAG-hEP4 wt-Rezeptor als Matrize und folgende

Primerkombinationen gewahilt:

Tab. 2: Durchfiihrung der sequenzgerichteten Mutagenese zum Einfiigen der SnaB |-
Schnittstelle in die FLAG-hEP4-R-cDNA

PCR Primer Matrizen cDNA Mutation Produkt

Hind FLAG EP4 f pcDNA AMP Einfligen der SnaB |-  5’-Fragment mit 3’

SnaBl EP4 r FLAG-hEP4 Restriktionsschnittstelle  SnaB I-Sequenz
SnaBl EP4 f pcDNA AMP Einfigen der SnaB |-  3’-Fragment mit 5’
EP4 Xbar FLAG-hEP4 Restriktionsschnittstelle  SnaB I-Sequenz
Hind FLAG EP4 f 5-Fragment aus 1 komplette FLAG-
EP4 Xbar 3’-Fragment aus 2 hEP4-cDNA

Alle anderen Komponenten der PCR-Ansatze waren mit denen unter 3.1.3 beschriebenen
identisch. Das 5’- und das 3’-Fragment sowie die komplette modifizierte FLAG-hEP4-R-
cDNA wurden mit dem unter 3.1.3 beschriebenen PCR-Programm durchgefiihrt. Die durch
die PCR 1 und PCR 2 erhaltenen Produkte wurden lber Agarose-Gele aufgetrennt (siehe
3.2), gereinigt (siehe 3.3) und in die PCR 3 eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde ebenfalls
Uber ein Agarose-Gel aufgetrennt und daraus isoliert. Die komplette mutierte FLAG-hEP4-
R-cDNA wurde mit Hind lll ind Xba | in Puffer B geschnitten (siehe 3.4.2) und in den mit
den gleichen Enzymen geschnittenen pcDNA3-Vektor kloniert (siehe 3.4.3). Mit dem
Ligationsprodukt wurden E. coli XL1 (blue) Zellen transformiert (siehe 3.6), die Plasmid-
DNA aus einer Ubernachtkultur isoliert (siehe 3.7) und die Klonierung durch

Restriktionsenzymspaltung (siehe 3.9) und Sequenzierung Uberprift (siehe 3.10).
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3.12 Einfiigen der Mutationen zur Substitution der Serine und Threonine in der fiir die

C-terminalen Domane codierenden 3’-Sequenz der FLAG-hEP4 wt-R-cDNA

Zum Austausch einzelner Basen in der fir die C-terminale Domane codierenden Sequenz
wurden sequenzgerichtete Mutagenesen durchgefiihrt, in  denen jedoch keine
komplementaren Primer verwendet wurden. In den verschiedenen PCR-Reaktionen wurde
mit Primern gearbeitet, die sowohl die zu mutierenden Basen als auch Restriktions-
Erkennungssequenzen enthielten, Uber die das synthetisierte, gereinigte und mit den
jeweiligen Enzymen geschnittene PCR-Produkt in die jeweilige Ausgangs-cDNA kloniert
werden konnte. Als Ausgangs-Matrize diente das pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-Rezeptor-
Plasmid. Fir die Synthese der mutierten, flr die C-terminale Domane codierenden
Sequenzen konnte der pcDNA3-Vektor nicht verwendet werden, da die fir die Klonierung
bendtigen Restriktionsschnittstellen mehrmals in diesem Vektor lokalisiert waren. Daher
wurde der pBluescript-Vektor gewahlt, da er die nétigen Restriktionsschnittstellen nach der
Klonierung des fur die C-terminale Domane codierenden DNA-Fragmentes nur noch einmal

enthielt.

3.12.1 Amplifizierung des 5 um die Kpn I-Restriktions-Erkennungssequenz
verlangerten 3’-cDNA-Fragments der FLAG-hEP4-Rezeptor-cDNA und Einfiigen
der ST335-338A-Mutationen

Da der pBluescript Uber keine SnaB |-Schnittstelle verfigte, wurde die die multiple
Klonierungsstelle des pBluescript flankierende Kpn |-Schnittstelle, wie unter 3.1.4
beschrieben, 5" an das fur die C-terminale Doméane codierende 3’-Fragment des FLAG-hEP4
wt-Rezeptors angefligt, was die Klonierung des Fragments in diesen Vektor erlaubte.
Zusatzlich wurde in dieser PCR-Reaktion die Substitution von T335 und S338 durchgefinhrt.
Fir die PCR-Reaktion wurde der pcDNA3/FLAG-hEP4 wt-Rezeptor als Matrize und der
SM 1f als Vorwarts- und der EP4 Xba r als Rickwarts-Primer eingesetzt. Alle anderen
Komponenten des PCR-Ansatzes entsprachen den unter 3.1.3 beschriebenen. Das Produkt
wurde mit dem unter 3.1.3 beschriebenen PCR-Programm amplifiziert. Das Produkt wurden
zur Analyse und Reinigung in einem 2% (w/v) Agarose-Gel aufgetrennt und mit Kpn | und
Xba | in Puffer MULTI CORE™ geschnitten (siche 3.4.2), anschlieRend in den mit den
gleichen Enzymen geschnittenen pBluescript-Vektor kloniert (siehe 3.4) und E. coli XLA1
(blue) Zellen transformiert (siehe 3.6.2). Die aus einer Ubernachtkultur isolierte (siehe 3.7)
und charakterisierte (siehe 3.9 und 3.10) Plasmid-DNA wurde als pBluescript hEP4 CT
ST335-338A bezeichnet.
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3.12.2 Synthese der C-terminalen Sequenz der FLAG-hEP4-R-cDNA mit der

Substitution aller Serine und Threonine

Fir die Synthese der fir die C-teminalen Domane codierenden Sequenz der FLAG-hEP4-R-
cDNA, in der alle Serine und Threonine substitutiert waren, wurden mehrere
aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen durchgefihrt. Dazu wurde das durch PCR
amplifizierte cDNA-Fragment mit den jeweiligen, flankierenden Restriktionsenzymen verdaut
und in das Plasmid kloniert, das als Matrizen-cDNA fiir die Amplifizierung dieses Fragmentes
diente. Das erhaltene Klonierungsprodukt wurde fir die weitere Synthese verwendet, die
nach dem gleichen Prinzip erfolgte. Als Ausgangsplasmid diente der pBluescript hEP4 CT
ST335-338A. Alle PCR-Reaktionen wurden mit denen unter 3.1.3 beschriebenen
Komponenten und Bedingungen durchgefiihrt. Die amplifizierten Produkte wurden zur
Analyse und Reinigung in einem 2% (w/v) Agarose-Gel aufgetrennt (siehe 3.2). Die
einzelnen PCR-Reaktionen sowie die dazu verwendeten Primer, Matrizen-cDNAs und die

eingefligten Mutationen sind in Tabelle 3 dargestellit.

Tab. 3: PCR-Reaktionen zur Synthese der fiir die C-terminale Domane codierenden
Sequenz der FLAG-hEP4-R-cDNA mit der Substitution aller Serine und Threonine.
Dargestellt sind die synthetisierten Ziel-cDNA-Fragmente mit den zum Einfigen der
Mutationen verwendeten Primer, sowie die verwendeten Matrizen-cDNAs, die neu
eingefligten Mutationen und die Grofie der amplifizierten Produkte.

Ziel-cDNA . . : Errechnete
Fragment Primer Matrizen-cDNA Mutation Produktgréfe
hEP4 CT SM 1f pBs EP4 177 bp
ST335-338A ST369-382A
SM 3r ST335-338A
ST369-382A
Hind FLAG
5’-Fragment pcDNA AMP FLAG-
EP4 f ST428-443A 1372 bp
ST428-443A hEP4
SM 6r
3’-Fragment SM 6f pcDNA AMP FLAG-
ST428-443A 207 bp
ST428-443A EP4 Xbar hEP4
5’-Fragment ST428-
Hind FLAG
FLAG-hEP4 443A
EP4 f ST428-443A 1519 bp
ST428-443A 3’-Fragment ST428-
EP4 Xbar

443A
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hEP4 CT
SM 2f pBluescript hEP4 CT ST354-366A
ST 354-369; 182 bp
SM 5r ST335-338; 369-382A ST400-405A
400-405A
hEP4 CT
ST389.394: SM 4f pBluescript hEP4 CT  ST389-392A
8 SM 7r ST335-338; 369-382; ST448-460A 245 bp
428-460A 428-443A
pBluescript hEP4 CT
hEP4 CT SM 7f
ST335-338; 369-382; ST448-484A 139 bp
ST448-484A SM 8r
428-443A
hEP4 CT hEP4 CT ST389-394;
SM 4f ST389-394
ST389-394; 428-460A hEP4 CT 337 bp
SM 8r 428-484A
428-484A ST448-484A
hEP4 CT SM 4f pBluescript hEP4 CT ST389-392A 337 bp
ST389-484A SM 8r ST335-382; 400-484A

Tab. 4: Restriktionsansatze zur Generierung der verschiedenen hEP4 CT-cDNA-
Fragmente. 5’ und 3’ geben die Enzyme an, mit denen das Fragment geschnitten wurde.
5’ = Schnittstelle 5’ des cDNA-Fragmentes 3’ = Schnittstelle 3’ des cDNA-Fragmentes.

PCR-Fragment 5 3 Puffer
1 hEP4 CT ST335-338A Kpn | Xba | MULTI CORE™
2 hEP4 CT ST335-338; 369-382A Kpn | Smal  MULTI CORE™
3 hEP4 CT ST428-443A Sty | Xba | D
4 hEP4 CT ST354-369; 400-405A Dra ll Sty | F
5 hEP4 CT ST389-394; 428-484A Small Xbal  MULTI CORE™
6 hEP4 CT ST389-484A Small Xbal | MULTI CORE™

cDNA-Fragment

7 hEP4CT Dra ll Smal J

8 hEP4 CT ST335-382A Kpn | Sma | J
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Tab. 5: Restriktionsansatze zur Generierung der verschiedenen pBluescript hEP4 CT
Vektor-Fragmente. 5’ und 3’ geben die Enzyme an, mit denen das Fragment geschnitten
wurde. 5 = Schnittstelle 5 des cDNA-Fragmentes 3’ = Schnittstelle 3' des cDNA-
Fragmentes.

cDNA-Fragment tragende pBluescript-

5 3 Puffer
Vektoren
1 pBluescript Kpn | Xba | MULTI CORE™
2 pBluescript hEP4 CT ST335-338A Kpn | Smal MULTI CORE™
3 pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382A Sty | Xba | D
pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382;
4 Dra ll Sty | F
428-443A
5 pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-443A Sma | Xba | MULTI CORE™
6 pBluescript hEP4 CT ST335-394; 428-484A Small Xba | MULTI CORE™
7 pBluescript hEP4 CT SnaB | Sty | B
8 pBluescript hEP4 CT ST335-484A SnaB | Sty | B
9 pBluescript hEP4 CT Dra ll Small J
10 pBluescript hEP4 CT ST335-484A Kpn | Sma | J

3.12.3 Klonierung der gereinigten Fragmente in pBluescript

Die durch PCR synthetisierten cDNA-Fragmente sowie die verwendeten Matrizen-Vektoren
(Tab. 3) wurden mit den in Tabelle 4 und Tabelle 5 angegebenen Restriktionsenzymen
geschnitten (siehe 3.4.2).

Die Restriktionsansatze wurden, wie unter 3.2 beschrieben, elektrophoretisch getrennt und
die entsprechenden Fragmente aus den Agarose-Gelen isoliert (siehe 3.3). AnschlielRend
wurden die DNA-Konzentration photometrisch quantifiziert (siehe 3.2.3) und die

entsprechenden Mengen in eine Ligation (siehe 3.4.3) eingesetzt (Tab. 6).
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Tab. 6: Ligationsansatze zur Synthese der verschiedenen C-terminalen cDNA-
Fragmente. Gezeigt sind die jeweiligen cDNA-Fragmente und die mit den gleichen Enzymen
geschnittenen pBluescript-Vektoren (eckige Klammer), sowie das daraus resultierende
Ligationsprodukt.

cDNA-Fragment

Vektor

Produkt

10

hEP4 CT ST335-338A
[Kpn |; Xba 1]

hEP4 CT ST335-338;
369-382A

[Kpn I; Sma ]

hEP4 CT ST428-443A
[Sty I; Xba 1]

hEP4 CT ST354-369;
400-405A [Dra II; Sty ]

hEP4 CT ST389-394;
428-484A

[Sma |; Xba I]

hEP4 CT ST389-484A
[Sma |; Xba I]

hEP4 CT ST335-484A
[SnaB 1; Sty 1]

hEP4 CT ST335-484A
[Sty 1; Xba 1]

hEP4 CT

[Dra ll; Sma ]

hEP4 CT ST335-382A
[Kpn I; Sma ]

pBluescript [Kpn |; Xba I]

pBluescript hEP4 CT ST335-
338A [Kpn |; Sma ]

pBluescript hEP4 CT ST335-
338; 369-382A [Sty |; Xba 1]
pBluescript hEP4 CT ST335-
338; 369-382; 428-443A

[Dra ll; Sty 1]

pBluescript hEP4 CT ST335-
382; 400-443A [Sma |; Xba 1]

pBluescript hEP4 CT ST335-
394; 428-484A [Sma |; Xba ]
pBluescript hEP4 CT

[ShaB I; Sty 1]

pBluescript hEP4 CT

[Sty I; Xba 1]

pBluescript hEP4 ST335-354;
389-484A [Dra ll, Sma l]
pBluescript hEP4 CT

[Kpn I, Sma ]

pBluescript hEP4 CT ST335-

338A

pBluescript hEP4 CT
338; 369-382A

pBluescript hEP4 CT
338; 369-382; 428-443A

pBluescript hEP4 CT
382; 400-443A
pBluescript hEP4 CT
382; 400-484A

pBluescript hEP4 CT
484A

pBluescript hEP4
405A

pBluescript hEP4
484A

pBluescript hEP4
354; 389-484A
pBluescript hEP4

382A

CT

CT

CT

CT

ST335-

ST335-

ST335-

ST335-

ST335-

ST335-

ST428-

ST335-

ST335-

Mit den Ligationsprodukten wurden E. coli XL1 (blue) Zellen transformiert (siehe 3.6), die

Plasmid-DNA aus Ubernachtkulturen

Restriktionsenzymspaltung mit SnaB | und Xba | in Puffer B Uberpruft (siehe 3.9).

isoliert (siehe 3.7) und die Klonierung durch
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3.13 Klonierung der gesamten FLAG-hEP4 wt-Rezeptor-cDNA sowie der mutierten
Rezeptor-cDNAs in den pcDNA3-Vektor

3.13.1 Puffer und Enzyme

Enzyme: Hind 1ll, SnaB | und Xba | sowie Puffer B (siehe 2.9.1)

3.13.2 Vorbereitung der cDNA-Fragmente und Ligation

Da der pcDNA3-Vektor Uber eine SnaB I-Restriktionsschnittstelle verfliigte und das
Restriktionsenzym SnaB | Fragmente mit nicht Gberlappenden Enden generiert, waren nach
Spaltung des pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R drei Fragmente entstanden von denen eines 5" und
3’ nicht Uberlappende Enden gehabt hatte. Da die Orientierung dieses Fragmentes wahrend
der Klonierung nicht bestimmt werden konnte, wurde die FLAG-hEP4 wt-R-cDNA zuerst aus
dem pcDNAS3-Vektor Uber Hind 11l und Xba | herausgeschnitten und anschlieRend mit SnaB |
gespalten. Dadurch entstanden Fragmente mit verschiedenen flankierenden Schnittstellen
am 5 und am 3’ Ende, durch die die richtige Orientierung in der Ligation gewahrleistet
wurde. Dazu wurden je 3 ug der verschiedenen pBluescript-Konstrukte (siehe Tab. 6) mit
den Restriktionsenzymen SnaB | und Xba | und 2 ug der zuvor aus pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-
R Plasmid-DNA Uber Hind 1l und Xba | isolierten FLAG-hEP4 wt-R-cDNA mit SnaB |
geschnitten (siehe 3.4.2), in Agarose-Gelen aufgetrennt (siehe 3.2) und die mutierten 3’-
hEP4 CT- und das 5-FLAG-hEP4 wt-R-Fragmente daraus isoliert (siehe 3.3). In einer
anschlielenden 3’-Fragment-Ligation wurde das 5’-Fragment (Hind 1ll, SnaB |) und die aus
pBluescript herausgeschnittenen 3’-Fragmente (SnaB |, Xba |) der FLAG-hEP4-R-cDNAs in
den zuvor mit Hind Il und Xba | linearisierten pcDNA3-Vektor (Hind 1ll, Xba |), ligiert (siehe
3.4.3), E coli XL1 (blue)-Zellen transformiert (siehe 3.6) und die Plasmid-DNA aus einer
Ubernachtkultur isoliert (siehe 3.7). Die Ligation wurde durch Restriktionsenzymspaltung
(siehe 3.9) und Sequenzierung (siehe 3.10) Uberprift. Aus den positiv getesteten Klonen
wurden erneut Ubernachtkulturen angesetzt und anschlieRend die Plasmid-DNA im Maxi-
Malstab isoliert (siehe 3.8).
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ZELLBIOLOGISCHE UND BIOCHEMISCHE METHODE

3.14 Eukaryote Expression der gentechnisch modifizierten Rezeptorproteine in
HEK293-Zellen

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Lésungen mit entmineralisiertem

H,O angesetzt, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

3.14.1 Puffer und Lésungen

10 x PBS-Stammidsung 5000 ml
NaCl 1370 mM 400,319
KCI 27 mM 10,07 g
KH,PO, 15 mM 10,27 g
Na,HPO, 80 mM 56,78 g

pH 7,3

Die Lésung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

DMEM-Medium 5000 mi
DMEM-Trockenpulver 66,8 g
NaHCO; 44 mM 18,59

Die Lésung wurde mit HCI auf pH 7,25 eingestellt, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

DMEM-komplett 500 ml
DMEM 445 ml
FCS 10% (v/v) 50 mi
Penicillin/Streptomycin-Lésung 1% (v/Iv) 5ml

Das Medium wurde bei 4°C gelagert.

10 x Trypsin-EDTA-Stammlésung 100 ml
Trypsin 0,5% (w/v) 500 mg
EDTA 5,4 mM 158 mg
NacCl 145 mM 850 mg

Die Lésung wurde sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.

Trypsin-Lésung
Trypsin-EDTA-Lésung 1x 1 ml 10 x Stlsg/10 ml PBS

Die Lésung wurde steril angesetzt und bei -20°C gelagert.
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2,5 M CaCl,-Ldsung 100 ml
CaCl, x 2 H,O 36,759
H.O ad 100 ml

Die L6sung wurde sterilfiltriert und in Aliquots von 10 ml bei -20°C gelagert.

2 x BBS-L6sung 100 ml
BES 50 mM 1,07 g
NaCl 280 mM 1,64 g
Na,HPO, x 2 H,O 1,5mM 0,026 g

Die Lésung wurde auf pH 6,96 eingestellt, sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.

1000 x 25-Hydroxycholesterol-Loésung 10 ml
25-Hydroxycholesterol 0,25% (w/v) 25 mg
Ethanol ad 10 ml

Die Lésung wurde sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.

3.14.2 Kultivierung von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen wurden in DMEM-komplett bei 5% CO, und 37°C bis zur Konfluenz auf
75 cm?-Flaschen kultiviert. 24 h vor der Transfektion wurden sie neu ausplattiert. Hierzu
wurde das Medium entfernt und die Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen. Danach
wurden 1,5 ml Trypsin-Lésung/75 cm?-Flasche zugegeben und die Zellen im Brutschrank bei
37°C 5 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch leichtes Klopfen von der
Kulturflasche abgeldst und das Trypsin mit 10 ml DMEM-komplett inaktiviert. Die Suspension
wurde in ein 15 ml-Polypropylenréhrchen Gberfiihrt, bei 1 000 rpm (140 x g) 5 min in der
Hettich-Zentrifuge Universal16 zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die Zellen wurden in
DMEM-komplett resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer

bestimmt.

3.14.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen nach der modifizierten Calcium-
Phosphat-Methode

Die Transfektion der HEK293-Zellen mit der modifizierten Calcium-Phosphat-Methode wurde
nach dem Protokoll von Chen und Okoyama (1987) mit Modifikationen durchgefuhrt.

HEK293-Zellen wurden auf 58 cm?-Platten mit einer Dichte von 4 x 10° Zellen ausplattiert
und nach 24 h mit der modifizierten Calcium-Phosphat-Methode transfiziert. Hierzu wurden
die Zellen einmal mit 10 ml DMEM ohne Zusatze gewaschen und anschlieend mit 10 mi
DMEM + 5% (v/v) Rinderserum + 0,1% (v/v) 1000 x 25-Hydroxycholesterol-Losung versetzt,

was die Zellen zur DNA-Aufnahme vorbereitete. 17 pg zirkuldrer Plasmid-DNA/58 cm?-
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Platten wurden mit Wasser auf 585 pl aufgefullt und mit 65 pl 2,5 M CaCl,-Lésung und 650 pl
2 x BBS-LOsung versetzt. In der anschlieBenden Inkubationszeit von 20 min bei
Raumtemperatur bildeten sich Calcium-Phosphat-DNA-Prazipitate, was durch leichte
Tribung der Losung angezeigt wurde. Die Losung wurde anschlie3end tropfenweise auf die
Zellen gegeben und die Kulturschale danach noch einmal geschwenkt. Die Aufnahme der
DNA-Prazipitate erfolgte wahrend der Inkubation fir 3 h bei 37°C und 3% CO,. Danach
wurden die Zellen zum Entfernen der Uberschissigen Prazipitate mit 10 ml DMEM ohne

Zusatze gewaschen und wieder mit 15 ml DMEM-komplett zur Proteinexpression kultiviert.

3.14.4 Selektion stabil transfizierter HEK293-Zellen

Stabil transfizierte Zellen haben die Plasmid-DNA dauerhaft in ihr Genom integriert und
exprimieren das rekombinante Protein permanent.

HEK293-Zellen wurden auf 58 cm?-Platten mit einer Dichte von 4 x 10° Zellen ausplattiert
und nach der modifizierten Calcium-Phosphat-Methode mit den verschiedenen Rezeptor-
cDNAs transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde das Kulturmedium gegen ein
Selektionsmedium ausgewechselt, welches zusatzlich 500 ug G-418/ml enthielt. Bei G-418
handelt es sich um ein dem Neomycin-verwandtes 2’-Desoxystreptamin-Antibiotikum, gegen
das eukaryote Zellen empfindlich sind. Es kann durch Aminoglykosid-3’-Phospho-
Transferase-Aktivitdten, welche von den Kanamycin- und Neomycinresistenzgenen codiert
werden, inaktiviert werden. Das Neomycinresistenz-Gen war in dem Vektor pcDNA3
lokalisiert (Abb. 6) und sorgte bei stabiler Expression in den transfizierten HEK293-Zellen fur
eine Resistenz gegenuber G-418. Nach etwa sieben Tagen waren die nichttransfizierten
Zellen abgestorben, wahrend die resistenten Zellen zu Kolonien herangewachsen waren.
Makroskopisch sichtbare Kolonien von mehr als 15 Zellen wurden mit einem sterilen
Wattestdbchen vorsichtig abgenommen und in je eine Vertiefung einer 24-Well-Platte
Uberfuhrt. Der Zelltransfer wurde anschlieRend mikroskopisch dberprift. Wenn eine
Vertiefung bis zur Konfluenz zugewachsen war, wurden die Zellen mit 100 ul Trypsin-Lésung
abgeldst und auf zwei 8,7 cm?-Platten bis zur Konfluenz weiterkultiviert. Von jedem Klon
wurde die Expressionseffizienz durch einen Bindungsassay mit [°H]-PGE, (siehe 3.18) mit
den Zellen einer 8,7 cm?Platte ermittelt. Diejenigen monoklonalen Zellinien, die im
Bindungsassay eine vergleichbare Oberflachenbindung aufwiesen, wurden ausgewahlt, und
in groRerem Malstab kultiviert, alle anderen positiven Klone wurden in flissigem Stickstoff
gelagert. Die Zellinien werden im folgenden nach den in ihnen stabil exprimierten

Rezeptoren benannt.
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3.14.5 Kryolagerung der stabilen Zellklone in fliissigem Stickstoff

Da es durch sehr haufiges Passagieren zu einer Reduktion der Rezeptorexpression kommen
kann und durch mogliche Kontaminationen Zellklone verloren gehen konnen, wurden sehr
frihe Passagen der stabil exprimierenden Zellen in flissigem Stickstoff eingefroren.

Zur Lagerung der Zellen in fliissigem Stickstoff wurden zunachst 1 x 10° Zellen auf einer
25 cm*-Kulturflasche ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. AnschlieRend wurden die
Zellen, wie unter 3.14.2 beschrieben, von den Kulturflaschen geldst, zentrifugiert und in
1,5 ml DMEM-komplett mit 10% (v/v) DMSO resuspendiert. DMSO verhindert beim Einfrieren
der Zellen, dalk die entstehenden Wasserkristalle die Zellmembranen permeabilisieren. Die
konzentrierte Zellsuspension wurde in Kryoréhrchen Gberfihrt und im Kihlschrank fiir 15 min
langsam abgekihlt. Danach wurden die Zellen in einem Styroporbehalter bei -70°C
eingefroren und anschlieRend in flissigen Stickstoff Uberflhrt, in dem die Zellen Uber

mehrere Jahre gelagert werden kénnen.
3.15 Praparation von Gesamt-RNA aus stabil transfizierten HEK293-Zellen

3.15.1 Puffer und Lésungen

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus stabil transfizierten HEK293-Zellen wurde das ,SV Total
RNA Isolation System" von Promega (Madison/ USA) benutzt.

SV-RNA-Lysis-Buffer

Guanidin-Isothiocyanat 4 M
Tris/HCI (pH 7,5) 10 mM
B-Mercaptoethanol 0,97% (v/v)

Der Puffer war im ,SV Total RNA Isolation System" enthalten und wurde nach Zugabe des

B-Mercaptoethanols bei 4°C gelagert.

SV-DNase-Stop-Solution

Guanidin-Isothiocyanat 2M
Tris/HCI (pH 7,5) 4 mM
Ethanol (95%) 57% (vIv) 8 ml

Die Loésung war im ,SV Total RNA Isolation System" enthalten und wurde bei

Raumtemperatur gelagert.

SV-RNA-Wash-Solution
Kaliumacetat 60 mM
Tris/HCI (pH 7,5) 10 mM
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Ethanol (95%) 60% (v/v) 100 ml
Die Lésung war im ,SV Total RNA Isolation System" enthalten und wurde bei

Raumtemperatur gelagert.

Yellow-Core-Buffer

NaCl 1,125 M
Tris/HCI (pH 7,5) 22,5 mM
Yellow dye 0,0025% (w/v)

Die Lésung war im ,SV Total RNA Isolation System" enthalten und wurde bei

Raumtemperatur gelagert.

DNase | (lyophilisiert)

Die DNase | war im ,SV Total RNA Isolation System" enthalten, wurde mit Nuklease-freiem

Wasser in einer Konzentration von 14 000 U/ml gel6st und bei -20°C gelagert.

MnCl, (0,09 M)
MnCl, war im ,SV Total RNA Isolation System" enthalten und wurde bei Raumtemperatur

gelagert.

SV-RNA-Dilution-Buffer
SV RNA Dilution Buffer war im ,SV Total RNA lIsolation System" enthalten und wurde bei

Raumtemperatur gelagert. Der Hersteller machte keine Angaben zur Zusammensetzung

dieses Puffers.

DEPC-H,0

DEPC 0,1% (v/v) 1 ml/l
Quarz-bidest H,O wurde mit 0,1% (v/v) DEPC versetzt und fur 12 h bei Raumtemperatur
inkubiert, um evtl. vorhandene RNasen vollstandig zu inaktivieren. Das verbliebene DEPC

wurde durch Autoklavieren zersetzt.

3.15.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus stabil transfizierten HEK293-Zellen

1 x 10° HEK293-Zellen wurden bei 1 000 rpm (140 x g) sedimentiert und das Medium
entfernt. Die Zellen wurden in 175 pyl SV-RNA-Lysis-Buffer aufgenommen und lysiert.
AnschlieRend wurden 350 ul SV-RNA-Dilution-Buffer hinzugegeben, der Ansatz 3-4 mal
durch Invertieren gemischt und im Wasserbad fir 3 min bei 70°C inkubiert. Die Probe wurde
bei 16 000 x g fiir 10 min zentrifugiert, der klare Uberstand in ein neues GefaR Uberfihrt, mit
200 pl 95% (v/v) Ethanol versetzt und gemischt.

Das Gemisch wurde auf eine Mikrosdule aufgetragen und bei 16 000 x g fir 1 min
zentrifugiert. Dabei banden die Nukleinsauren an die Sdulenmatrix. Nach dem Waschen der
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Saule mit 600 pl SV-RNA-Wash-Solution wurde diese mit einer Mischung aus 40 pl Yellow-
Core-Buffer, 5 yl 0,09 M MnCl, und 5 pl DNase | fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert,
um gebundene DNA zu entfernen. Danach wurden 200 ul der SV-DNase-Stop-Solution auf
die Saule pipettiert und bei 16 000 x g flir 1 min zentrifugiert. Die Saule wurde zuerst mit
600 pl und anschlieBend mit 250 pl SV-RNA-Wash-Solution gewaschen. Danach wurde die

RNA mit 100 pl DEPC-H,0 eluiert.
Die Konzentration bzw. Reinheit der RNA wurde durch die Messung der Extinktion bei 260

und 280 nm bestimmt. Dazu wurde eine 1:50 Verdinnung mit DEPC-H,O hergestellt und
diese bei 260 nm und 280 nm gegen den Leerwert (nur DEPC-H,O) in einer
Quarzglaskuvette gemessen.

Die in der Losung verbliebenen Proteine besitzen bei 280 nm ein Absorptionsmaximum,
somit kann die Reinheit der RNA durch den Quotienten AEzs nm/AE2s0 nm Charakterisiert
werden. Es wurde nur RNA mit einem Quotienten > 1,7 verwendet und die Konzentration der
RNA im Eluat nach folgender Formel berechnet:

RNA-Konzentration [ng/pl] = AEg0 nm X Verdiinnung x 40

3.16 cDNA-Synthese durch reverse Transkription

Firr die Synthese von cDNA wurde ,Superscript™ Il RT"-Reverse Transkriptase der Firma
Invitrogen (Karlsruhe) verwendet, eine retrovirale Polymerase, die in Gegenwart eines DNA-
Oligonukleotides (Oligo-dTq,.4g) als Startermolekil und mRNA als Matrize, cDNA
synthetisiert. Der Oligo-dT4,.1g-Primer lagert sich an den poly-A-Schwanz der mRNA und
macht so die cDNA-Synthese moglich.

3.16.1 Puffer und Losungen

5 x Reaktionspuffer (,First Strand"-Puffer)

Tris/HCI 250 mM 30,275 g/l
MgCl, 15 mM 3,050 g/l
KCI 375 mM 27,960 g/l

pH 8,3

Die Lésung war der Reversen Transkriptase beigeflgt.

Dithiothreitol (DTT)
DTT 0,1M 0,157 g/l

Die Lésung war der Reversen Transkriptase beigeflgt.
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3.16.2 cDNA-Synthese

In einem sterilen Eppendorfgefal® wurden 5 uyg Gesamt-RNA mit 1 pl Oligo-dT1,.15 (0,5 pg/pl)
gemischt und mit DEPC-H,0 auf 12 pl aufgeflllt. Zur Denaturierung von Sekundarstrukturen
innerhalb der RNA wurde der Ansatz fur 10 min auf 70°C erhitzt und danach sofort auf Eis
schockgekunhlt. AnschlieRend wurde der Ansatz mit je 4 ul Reaktionspuffer, 2 ul DTT und 1 pl
10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP versetzt und bei 42°C fir 2 min vorinkubiert. Die cDNA-
Synthese wurde durch Zugabe von 1 pl (200 U) ,Superscript™ Il RT"-Reverse Transkriptase
gestartet und fir 50 min bei 42°C fortgefihrt. Die Reaktion wurde durch Erhitzen des
Ansatzes auf 70°C fir 15 min gestoppt und der Ansatz bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C gelagert.

3.17 PCR-gestiitzt Analyse zur Identifikation der stabil transfizierten HEK293-Zellen

3.17.1 Puffer und Lésungen

10 x Tag DNA-Polymerase-Puffer

Tris/HCI 100 mM pH 9,0
MgCl, 15 mM
KCI 500 mM

Der Puffer wurde von der Firma mitgeliefert und bei -20°C gelagert.

MgCl, Stammlésung
MgCl, 25 mM

Die MgCl,-Stammldsung wurde von der Firma mitgeliefert und bei -20°C gelagert.

3.17.2 Amplifizierung spezifischer cDONA-Fragmente

Die aus HEK293-Zellen synthetisierte cDNA wurde in einer Verdinnung von 1:10 bis 1:100
in eine PCR-Reaktion (siehe 3.1.2) mit spezifischen Primern eingesetzt. Die PCR-Ansatze
enthielten folgende Komponenten:

Matrize: cDNA-Verdunnung 1:10 bis 1:100
Vorwarts-Primer: EP4-SnaB | f bzw. SM 1f* 15 pmol
Ruckwarts-Primer: EP4 Xba r bzw. EP4 Xba r mut ** 15 pmol
Desoxyribonukleosidtriphosphate: dATP, dCTP, dGTP, dTTP 1 mM

DMSO: 3% (viv) 1,5 ul

Taq DNA-Polymerase: 2U 0,5 ul

10 x Taq DNA-Polymerase-Puffer: 1 x 5 ul

MgCl,: 1,5 mM 3 ul

Wasser: ad 50 pl
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* In PCR-Reaktionen, in denen mit cDNA von Zellen gearbeitet wurde, die den FLAG-hEP4
ST335-484A-, den FLAG-hEP4 ST335-405A-, den FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A-, den
FLAG-hEP4 ST335-382A- oder den FLAG-hEP4 ST335-377; 379-484A-Rezeptor
exprimierten, wurde der SM 1f als Vorwarts-Primer eingesetzt.

** In PCR-Reaktionen, in denen mit cDNA von Zellen gearbeitet wurde, die den FLAG-hEP4
ST335-484A-, den FLAG-hEP4 ST428-484A-, den FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A- oder
den FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-Rezeptor exprimierten, wurde der EP4 Xba r mut als

Rickwarts-Primer eingesetzt.

Die PCR-Reaktionen wurden mit folgendem PCR-Programm durchgefuihrt: 3 min 95°C,
35 x (1 min 95°C, 1 min 55°C, 2 min 72°C), 10 min 72°C. Die Amplifizierung der Produkte
wurde in der Gelelektrophorese Uberprift (siehe 3.2) und das erhaltene Produkt

sequenziert (siehe 3.10).
3.18 Nachweis der Rezeptorproteine durch [*H]-PGE,-Bindung

3.18.1 Puffer und Lésungen

Pefabloc-Stammldsung
Pefabloc 200 mM 2,3 g/50ml
Pefabloc wurde in Wasser geldst und in Aliquots bei -20°C gelagert.

Leupeptin-Stammldsung

Leupeptin wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml gelést und in Aliquots bei -20°C
gelagert.

Trypsin-Inhibitor-Stammldsung

Trypsin-Inhibitor wurde in einer Konzentration von 10 mg/ml geldst und in Aliquots bei -20°C
gelagert.

Homogenisierungspuffer 1000 ml
Saccharose 250 mM 85,58 g
Tris/HCI 10 mM 10 ml 1M StiIsg, pH 7,5
EDTA 1 mM 2 ml 0,5 M Stlsg
MgCl, 10 mM 5 ml 1 M Stlsg

Der Puffer wurde auf pH 7,5 eingestellt bei 4°C gelagert.
Pro 100 ml wurden als Protease-Inhibitoren frisch hinzugefigt:

Pefabloc 0,2 mM 100 pl 200 mM Stlsg
Leupeptin 10 pg/mi 100 pl 10 mg/ml Stisg
Trypsin-Inhibitor 10 pg/mi 100 pl 10 mg/ml Stisg
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Bindungspuffer 2000ml
MES 10mM 394¢g
MgCl, 10 mM 10ml 2 M Stisg
EDTA 1mM 4ml 0,5 MStlsg

Der Puffer wurde mit NaOH auf pH 6,2 eingestellt und bei 4°C gelagert.

Fir die Membranpraparation wurden pro ml als Protease-Inhibitoren frisch hinzugefugt:

Pefabloc 0,2 mM 1 pl 200 mM Stlsg
Leupeptin 10 pg/mi 1 pl 10 mg/ml Stisg
Trypsin-Inhibitor 10 pg/mi 1 pl 10 mg/ml Stisg
Bradford-Reagenz 1000 ml
Serva Blue (Nr. 35050) 0,01% (w/v) 100 mg 1 M Stlsg
Phosphorsaure (85%) 8,5% (w/v) 100 ml 85% (v/v) Stlsg
Ethanol (95%) 4,75% (vIv) 50 ml 95% (v/v) Stlsg
BSA-Standard 10 ml
BSA 1 mg/ml 10 mg

Der BSA-Standard wurde in Aliquots bei -20°C gelagert.

PGE,-Stammlésung

PGE; wurde in einer Konzentration von 10 mM in 70% (v/v) Ethanol gel6st und in Aliquots
bei -20°C gelagert.

[*H]-PGE, Stammlésung

[*H]-PGE, wurde in einer Konzentration von 621 nM in 70% (v/v) Ethanol vom Hersteller

geliefert und bei -20°C gelagert.

3.18.2 Membranpraparation

Es wurden 3 x 10° Zellen auf 58 cm?®-Platten bis zur Konfluenz kultiviert. AnschlieRend wurde
das Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit 10 ml PBS gewaschen und die Zellkulturplatte
1 min auf Eis mit 1 ml Homogenisierungspuffer inkubiert. Danach wurden die Zellen
abgeschabt und in ein Schraubdeckelgefald Gberfihrt, fir weitere 20 min auf Eis inkubiert
und durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 0,4 mm-Kanile aufgeschlossen und
homogenisiert. Die Membransuspension wurde 30 min bei 4°C und 20 000 rpm (36 700 x g,
SIGMA 3K30-Zentrifuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in
800 pl Bindungspuffer mit Protease-Inhibitoren mit Hilfe einer Pipette und anschlieend

erneut durch mehrmaliges Aufziehen durch eine 0,4 mm-Kanile resuspendiert. Der
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Proteingehalt der Membransuspension wurde nach Bradford (siehe 3.18.3) bestimmt und die

Suspension anschlielend bei -70°C gelagert.

3.18.3 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Mit der Proteinbestimmung nach Bradford (1976) kénnen Proteinkonzentrationen zwischen
1 und 10 pg photometrisch bestimmt werden. Um im idealen MeRbereich messen zu kénnen,
wurden die Proben zwischen 1:2,5 und 1:5 verdinnt. 10 pl der Verdiinnung wurden mit H,O
auf 100 pl aufgeflllt und mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt. Fir den Leerwert wurden
100 pl H,O mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt. Als Eichreihe dienten 1 ug, 2 ug, 4 ug, 6 ug,
8 pg und 10 ug BSA. Es entwickelte sich innerhalb von 10 min eine Blau-Farbung, die

mindestens 1 h stabil war und bei 578 nm photometrisch quantifiziert werden konnte.

3.18.4 Nachweis der [*H]-PGE;-Bindung in Membranen

Die Bindungsreaktion wurde in Polypropylenréhrchen durchgefiihrt. Um die spezifische
Bindung fir einen MeRpunkt zu erhalten, wurde die Differenz zwischen unspezifischer und
gesamter Bindung ermittelt. Fiir einen MeRpunkt wurden 25 pl 20 nM [’H]-PGE; in
Bindungspuffer fur die gesamte Bindung und parallel der gleiche Ansatz mit zusatzlich 25 pl
40 uM nicht-[*H]-markiertem PGE, zur Bestimmung der unspezifischen Bindung vorgelegt
und mit Bindungspuffer auf 50 ul aufgefullt. Die Bindungsreaktion wurde bei Raumtemperatur
durch Zugabe von 50 pl Membransuspension der stabil transfizierten Zellen mit einem
Proteingehalt von ca. 0,5 ug Protein/ul in Bindungspuffer gestartet. Der Ansatz wurde 1 h
bei Raumtemperatur geschittelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Membranen
durch Vakuumfiltration Uber zuvor in Bindungspuffer angefeuchtete GF 52-Filter in einer
Absaugvorrichtung vom Inkubationsansatz getrennt und dreimal mit 4 ml kaltem
Bindungspuffer gewaschen. Die Filter wurden abgenommen, in Scintillationsgefale tberfuhrt
und mit 5 ml Hydroluma-Scintillator versetzt. Nach ca. 2 h, in denen die Chemilumineszenz
abgeklungen war, wurde die Aktivitdit von gebundenem [*H]-PGE, im Flissigkeits-

scintillationszahler gemessen.
3.19 Immunologischer Nachweis der Rezeptorproteine durch Westernblot-Analyse

3.19.1 Puffer und Lésungen

Pefabloc-Stammldsung
siehe 3.18.1




Leupeptin-Stammldsung

siehe 3.18.1

Trypsin-Inhibitor-Stammldsung

siehe 3.18.1

FLAG-Solubilisierungspuffer

HEPES
EDTA

NaCl

Triton X-100
SDS
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50 mM
5mM

150 mM
15% (v/v)
0,05% (v/v)
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1000 ml
11,949
1,59
8,849
10 ml
0,59

Der Puffer wurde auf pH 7,5 eingestellt und danach wurden 0,42 g Natriumfluorid (10 mM)

und 4,5 g Natriumpyrophosphat (10 mM) zugegeben. Der Puffer wurde bei 4°C gelagert.

Pro ml wurden als Protease-Inhibitoren frisch hinzugeflgt:

Pefabloc
Leupeptin
Trypsin-Inhibitor

5 x SDS-Probenpuffer
Tris

SDS

Glycerol

Bromphenolblau

4 x SDS-Probenpuffer
5 x SDS-Probenpuffer

B-Mercaptoethanol

Sammelgelpuffer

Tris
SDS

400 mM
10% (w/v)
25% (wiv)

0,01% (w/v)

20% (V/V)

05M
0,4% (w/v)

0,2 mM
10 pg/mi
10 pg/mi

1 pl 200 mM Stlsg
1 pl 10 mg/ml Stisg
1 pl 10 mg/ml Stisg

50ml

1,25 ml 1 M Stlsg pH 6
25 ml 20% (w/v) Stlsg
14,35 ml 87% (w/v) Stlsg
52 mg

1ml
800 ul
200 pl

100 ml
50 ml 1 M Stisg
4 ml 10% (w/v) Stlsg

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 6,8 eingestellt und bei 4°C gelagert.

Trenngelpuffer

Tris
SDS

1,5M
0,4% (w/v)

100 ml
18,17 g
4 ml 10% Stlsg

Der Puffer wurde mit 12 N HCI auf pH 8,8 eingestellt und bei 4°C gelagert.
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Acrylamid-L6sung

Bei der Acrylamid-Lésung handelt es sich um eine gebrauchsfertige, gasstabilisierte walrige
30% (v/v) Acrylamidstammlosung mit 0,8% (w/v) Bisacrylamid im Verhaltnis 37,5:1
(rotiphorese Gel 30 der Firma Roth).

Ammoniumpersulfat-Losung 100 ml

Ammoniumpersulfat 10% (w/v) 1049

Dle Lésung wurde bei 4°C gelagert.

Elektrophorese-Laufpuffer 5000 ml
Tris 25 mM 15,45¢
Glycin 191 mM 72,059
SDS 0,1% (w/v) 5 ml 10% Stlsg

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Coomassie-Blue Fixierlésung 500 ml
Coomassie-Brilliant Blue R 250 0,1% (w/v) 0,59
Essigsaure 12,5% (v/Iv) 62,5 mi
Methanol 20% (v/v) 100 ml

Die Lésung wurde durch einen Faltenfilter filtriert und bei Raumtemperatur gelagert.

Coomassie-Entfarbelésung 500 ml
Essigsaure 10% (v/v) 50 ml
Methanol 40% (v/v) 200 ml

Die Lésung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Blottransferpuffer A 1000 ml
Tris 300 mM 300 ml 1 M Stlsg
SDS 0,1% (w/v) 10 ml 10% Stlsg
Methanol 20% (v/v) 200 ml

Der Puffer mit dem pH Wert von 11,5 wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Blottransferpuffer B 1000 ml
Tris 25mM 25 ml 1 M Stlsg
SDS 0,1% (w/v) 10 ml 10% (w/v) Stlsg
Methanol 20% (v/v) 200 ml

Der Puffer mit dem pH Wert von 10,5 wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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Blottransferpuffer C 1000 ml
Tris/Borat 25 mM 25 ml 1 M Stlsg
SDS 0,1% (w/v) 10 ml 10% (w/v) Stlsg
Methanol 20% (v/v) 200 ml

Der Puffer wurde mit 1 M Borsaure auf pH 9,0 eingestellt und bei Raumtemperatur gelagert.

Ponceau S-Farbelésung 1000 ml
Ponceau S 0,25% (w/v) 259
Methanol 40% (v/v) 400 ml
Essigsaure 15% (v/v) 150 ml
Die Lésung wurde durch einen Faltenfilter filtriet und war mindestens 12 Monate
verwendbar.

PBS-Tween-Waschpuffer 1000 ml
PBS 1x 11
Tween 20 0,05% (v/v) 0,5 ml

Blockierungslosung

Magermilchpulver 5% (w/v) 5 g/100 ml PBS-Tween-Waschpuffer

Die L6ésung wurde immer frisch angesetzt.

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

Die beiden Nachweisldsungen ,Luminol/Enhancer Solution® und ,Stable Peroxide Solution®

wurden ohne Angaben des Herstellers (PIERCE) geliefert und bei 4°C gelagert.

3.19.2 Immunprazipitation der Rezeptorproteine

Die die verschiedenen Rezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen wurden 72 h auf 58 cm*-
Kulturschalen inkubiert. Danach wurde das Medium entfernt, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und 800 pl FLAG-Solubilisierungspuffer mit Proteaseinhibitoren hinzupipettiert.
Die Zellen wurden anschliefend abgeschabt, die Zellsuspension in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal® Gberflhrt und fur 30 min bei 20 000 rpm (36 700 x g, SIGMA-Zentrifuge
3K30, Rotor 12154-H 3K30) und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand in ein neues
1,5 ml-Reaktionsgefal Uberfihrt und mit 100 pl 10% Sepharose 4-B in FLAG-
Solubilisierungspuffer und 1% (w/v) BSA fiir 1 h in einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert.
Auf diese Weise wurden Proteine entfernt, die Antikdrper-unabhangig (unspezifisch) an die
Sepharose banden. Zusatzlich wurden parallel fir jeden Ansatz 100 yl 10% Protein G-
Sepharose in FLAG-Solubilisierungspuffer und 1% (w/v) BSA mit 15 uyg FLAG-M2-Antikorper
zur Bindung des Antikdrpers an die Protein G-Sepharose pipettiert und mitinkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Ansatze fir 5 min bei 15 000 rpm (20 600 x g, SIGMA-Zentrifuge
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3K30, Rotor 12154-H 3K30) und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 mi-
Reaktionsgefal® tUberflihrt. Zu jedem Ansatz wurden 100 pl der Protein G-Sepharose in
FLAG-Solubilisierungspuffer und 1% (w/v) BSA mit 15 uyg FLAG-M2 Antikorper pipettiert und
die Ansatze wiederum fiir 2 h in einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Danach wurden
die Ansatze fir 5 min bei 15 000 rpm (20 600 x g, SIGMA-Zentrifuge 3K30, Rotor 12154-H
3K30) und 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment finfmal mit 1 mi
FLAG-Solubilisierungspuffer gewaschen. Wahrend der Waschschritte wurde der Ansatz
durch wiederholtes Zentrifugieren fir 4 min bei 15 000 rpm (20 600 x g, SIGMA-Zentrifuge
3K30, Rotor 12154-H 3K30) und 4°C sedimentiert. Zu dem Sediment wurde anschlielRend
ein auf die spezifische Bindung (siehe 3.18.4) normalisiertes 1 x SDS-Probenpuffer-Volumen
(siehe 3.19.1) mit 5% (v/v) B-Mercaptoethanol pipettiert. Die Ansatze wurden bei -20°C
gelagert.

3.19.3 Vorbereitung der Proben fiir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Ansatze wurden fir 1 h unter Schitteln bei 37°C inkubiert, danach fir weitere 10 min
unter Schutteln auf 60°C erhitzt und dann fir 5 min bei 13 000 rpm (16 000 x g) in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben auf ein 10% (w/v)

Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

3.19.4 Vorbereitung der Polyacrylamid-Gele fiir die SDS-PAGE

Zur analytischen Trennung von Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichtes wurden
diskontinuierliche Polyacrylamidgele nach Laemmli (1970) eingesetzt. Die verwendeten Gele
fur den immunologischen Nachweis hatten eine Starke von 1,0 mm und eine Abmessung
von 8,5 x 5,5 cm und wurden mit dem Elektrophorese-System Mini Protean Il (BioRad)
gegossen und betrieben. Die verwendeten Gele fiir die Auftrennung der [**P]-ortho-Phosphat
markierten Proteine hatten eine Starke von 1,0 mm und eine Abmessung von 9 x 14 cm und
wurden mit einem am Institut hergestellen System betrieben. Die Glasplatten wurden mit
Aceton gereinigt und mit zwei Abstandhaltern zwischen den Platten zusammengesetzt,
abgedichtet und die 8,5 x 5,5 cm grolien Gele wie folgt gegossen (fur die 9 x 14 cm grolRen

Gele wurden die Volumen der einzelnen Puffer und Lésungen entsprechend angepalt):

Trenngel (10% (w/v) PAA)

Acrylamid-Lésung 3,3 ml
H.O 4,2 ml
Trenngelpuffer 2,5ml
Ammoniumpersulfat-Lésung 75 ul

TEMED 15 pl
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Die einzelnen Komponenten wurden gemischt und bis zu einer Hohe von 5,5 cm (bzw. 9 cm)
zwischen die Glasplatten geflllt. Zur Glattung des Oberflache wurde das Gel daraufhin mit
H,O—geséattigtem n-Butanol Uberschichtet. Nachdem das Trenngel vollstandig polymerisiert
war, wurde das n-Butanol entfernt, die Geloberflache vorsichtig mit H,O gespilt und mit
einem Filterpapier getrocknet.

AnschlieBend wurde das Sammelgel wie folgt gegossen:

Sammelgel (4,5% (w/v) PAA)

Acrylamid-LOsung 0,75 ml
H.O 3 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml
Ammoniumpersulfat-Lésung 50 pl
TEMED 15 pl

Die Losungen wurde gemischt, bis zum oberen Rand zwischen die Glasplatten gefllt und
der Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach 20 min wurde das Gel in die
Elektrophoresekammer eingesetzt, diese mit Elektrophorese-Laufpuffer geflllt, der

Probenkamm unter Flissigkeit entfernt und Luftblasen entfernt.

3.19.5 Trennung der Membranproteine durch SDS-PAGE

Die aufbereiteten Proben wurden mit einer Hamilton-Spitze in die Geltaschen gegeben. Als
Molekulargewichts-Standard dienten 10 ul des LMW-Standard. Die Elektrophorese erfolgte
bei 15 mA/Gel im Sammelgel bis die Proben konzentriert waren und anschlielend bei
20 mA/Gel im Trenngel. Sie wurde beendet, wenn die Bromphenolblaubande den unteren
Rand des Trenngels erreicht hatte. AnschlieRend wurden die Gele entweder fir die
Detektion der metabolisch [*’P]-ortho-Phosphat-markierten Proteine in Coomassie-Blue-
Fixierlésung angefarbt, fixiert und getrocknet oder die getrennten Proteine fir die

immunologische Detektion auf eine PVDF-Membran transferiert.

3.19.6 Fixierung mit Coomassie-Blue-Fixierlosung und Trocknung der Gele fiir den

Nachweis der metabolisch [*’P]-ortho-Phosphat markierten Rezeptorproteine

Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, die linke obere Ecke des
Trenngels zur Markierung entfernt und die aufgetrennten Proteine zur Kontrolle fir 30 min in
Coomassie Blue-Fixierlosung angefarbt und das Gel fixiert. AnschlieBend wurde die
Fixierldosung durch Waschen mit Coomassie-Entfarbelésung wieder entfernt, das Gel in

Einmachfolie eingelegt und fir 2 h bei 65°C unter Vakuum getrocknet.
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3.19.7 Transfer der getrennten Proteine auf PVDF-Membranen durch Elektroblotting

fur den immunologischen Nachweis der Rezeptorproteine

Nach der Gelelektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt, die linke obere Ecke des
Trenngels zur Markierung entfernt und das Gel fur 20 min in Blottransferpuffer C aquilibriert.
Wahrenddessen wurden eine PVDF-Membran und vier Whatman-Filter (3 mm) auf das
entsprechende Gelmal (8,5 x 5,5 cm) zugeschnitten und die linke obere Ecke der Membran
ebenfalls markiert. Nachfolgend wurde die PVDF-Membran kurz in reinem Methanol
geschwenkt, wodurch sie gleichmaRig angefeuchtet wurde. Danach wurde die Membran
2 min in H,O bidest. gesplilt und anschlielRend in Blottransferpuffer B fir 15 min aquilibriert.

Der Blotaufbau wurde auf der Anodenplatte der Blotvorrichtung durchgefihrt. Es mufte
darauf geachtet werden, die einzelnen Schichten moglichst luftblasenfrei aufzulegen. Zuerst
wurde ein Filterpapier in Blottransferpuffer A angefeuchtet und aufgelegt. Darauf wurde ein
zuvor mit Blottransferpuffer B benetztes Filterpapier gelegt. Auf die beiden Filter wurde die
PVDF-Membran vorsichtig aufgelegt und auf diese dann das Polyacrylamidgel, so dal} die
beiden markierten Ecken Ubereinander lagen. Abschlielend wurden zwei zuvor in
Blottransferpuffer C angefeuchtete Filter auf das Gel geschichtet und der Aufbau mit einem
Glasréhrchen vorsichtig komprimiert, um eventuell noch vorhandene Luftblasen und
Uberschussige Flissigkeit zu entfernen. Nun wurde die Kathodenplatte vorsichtig aufgelegt.
Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstarke von 1,2 mA/cm? Gelflache Uber einen

Zeitraum von 45 min.

3.19.8 Nachweis der geblotteten Proteine durch Ponceau S-Farbung

Nach Ablauf der Transferzeit wurde der Blotaufbau abgebaut, die PVDF-Membran mit einer
Pinzette entnommen und in eine Schale mit Ponceau S-Farbelésung fir die reversible
Proteinfarbung gelegt. Die Membran wurde einige Minuten angefarbt und anschlieRend mit
H,O bidest. gespiilt, bis die Hintergrundfarbung verschwunden war. Anschliefiend wurden
die Banden des Molekulargewichtstandards und die Proteinspuren mit Nadelstichen markiert
und die Membran in PBS-Tween-Waschpuffer entfarbt, wobei je nach Intensitat der Farbung

ein oder mehrere Pufferwechsel nétig waren.

3.19.9 Immunologischer Nachweis der Rezeptorproteine durch Immunperoxidase-

Farbung der geblotteten Proteine

Zur Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran fir 1 h bei
Raumtemperatur in Blockierungslésung geschwenkt. Danach wurde die Membran zweimal
10 min mit PBS-Tween-Waschpuffer gewaschen und Gber Nacht bei 4°C unter Schwenken

mit einem Antiserum gegen Epitope in der C-terminalen Domane des hEP4-R in einer
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Verdinnung von 0,4 ug/ml in PBS-Tween-Waschpuffer mit 1% (w/v) Magermilchpulver
inkubiert. Nachfolgend wurde die Antikérperlésung entfernt, die Membran dreimal 15 min mit
PBS-Tween-Waschpuffer gewaschen, 1 h mit Peroxidase-gekoppeltem Ziege-Anti-
Kaninchen-Antikorper in einer Verdinnung von 1:10 000 in PBS-Tween-Waschpuffer mit 1%
(w/v) Milchpulver inkubiert und anschlielend die Membran wie zuvor gewaschen. Der
Nachweis wurde durch eine Chemilumineszenz-Reaktion mit dem Chemilumineszenz-
Substrat ,SuperSignal® West Pico Chemiluminescence Substrate* der Firma Pierce
(Rochford, USA) durchgeflihrt. Dazu wurden Lésung 1 und 2 zu gleichen Teilen zu einem
Endvolumen von 2 ml/PVDF Membran gemischt und auf die Membran aufgetropft. Nach
5 min wurde die Membran luftblasenfrei in Frischhaltefolie eingepackt und Uberschissige
Lésung entfernt. Die entstandene Lumineszenz wurde direkt mit Hilfe des ChemiDoc™-
Systems der Firma BioRad detektiert. Die spezifischen Banden wurden mit dem Software-

Programm Quantity One der Firma BioRad quantifiziert.

3.20 Charakterisierung der Bindungseigenschaften der modifizierten Rezeptor-

proteine im Vergleich mit dem nativen Rezeptorprotein

3.20.1 Puffer und Losungen

Bindungspuffer

Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.18.1 beschrieben.

3.20.2 Bestimmung der Affinitit und der maximalen Bindungskapazitit der

verschiedenen Rezeptorproteine durch Sattigungsbindungsstudien

Zur Ermittlung der Rezeptordichte und Rezeptoraffinitat der exprimierten Rezeptorproteine
fur PGE, wurden Membranen von stabil transfizierten HEK293-Zellen mit 5 nM [*H]-PGE;
und 0 bis 20 pM nicht-[*H]-markiertem PGE, in einem 100 pl-Ansatz fiir 1 h bei
Raumtemperatur, wie unter 3.18.4 beschrieben, inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Vakuumfiltration beendet und die membrangebundene Radioaktivitdt im Fllssigkeits-
scintillationszahler gemessen. Dabei wurde in jeder Sattigungsbindungsserie die
unspezifische Bindung in Gegenwart von 20 yM PGE, gemessen. Die Bindungskonstanten

wurden durch nichtlineare Regression mit dem Programm LIGAND ermittelt.
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3.21 Nachweis der funktionellen Eigenschaften der Rezeptorproteine durch

Bestimmung der PGE,-induzierten cAMP-Bildung

3.21.1 Puffer und Losungen

PBS 1000 ml
NaCl 137 mM 8,006 g
KCI 2,7 mM 201 mg
KH,PO, 1,5 mM 205 mg
Na,HPO, 8 mM 1,136 g

Die Lésung wurde auf pH 7,3 eingestellt und bei Raumtemperatur gelagert.

Pefabloc-Stammldsung
siehe 3.18.1

Leupeptin-Stammldsung
siehe 3.18.1

Trypsin-Inhibitor-Stammldsung

siehe 3.18.1

Hypotoner Homogenisierungspuffer 1000 ml
Tris/HCI 50 mM 20 ml 1 M Stlsg, pH 7,5
EDTA 5mM 10 ml 0,5 M Stlsg

Der Puffer wurde auf pH 7,5 eigestellt und bei 4°C gelagert.

Pro ml wurden als Protease-Inhibitoren frisch hinzugeflgt:

Pefabloc 0,2 mM 1 ul 200 mM Stisg
Leupeptin 10 ug/mi 1 yl 10 mg/ml Stlsg
Trypsin-Inhibitor 10 pg/mi 1 pl 10 mg/ml Stisg
Resuspendierungspuffer 100 ml
Tris/HCI 60 mM 1,667 ml 1M Stlsg, pH 7,5

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 7,5 eingestellt und bei 4°C gelagert.

Pro ml wurden als Protease-Inhibitoren frisch hinzugeflgt:

Pefabloc 0,2 mM 1 pl 200 mM Stlsg
Leupeptin 10 pg/mi 1 pl 10 mg/ml Stisg
Trypsin-Inhibitor 10 pg/mi 1 pl 10 mg/ml Stisg

PGE,-Stammlésung
siehe 3.18.1
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GTP-Stammlésung 10 ml
GTP 10 mM 53,5 mg
Die L6sung wurde in 60 mM Tris/HCI pH 7,5 angesetzt und bei -20°C gelagert.

IBMX-Stammlésung 10 mi
IBMX 100 mM 222,2 mg
Die Lésung wurde in DMSO angesetzt und bei -20°C gelagert.

2 x Reaktionspuffer 100 ml
ATP 4 mM 220 mg
MgCl, 20 mM 407 mg
DTT 2mM 25 mg
GTP 20 uM 200ul 10 mM Stisg
IBMX 2 mM 2 ml 100 mM Stlsg
EDTA 4 mM 117 mg
Creatin-Phosphat 10 mM 372 mg
Creatin-Kinase 20 U/mi 0,6mg
60 mM Tris/HCI pH 7,5 ad 10 ml

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 7,5 eingestellt und bei -20°C gelagert.

Poly-L-Lysin-L6sung 100 ml

Poly-L-Lysin 0,1 mg/ml 10 mg
Die Lésung wurde in PBS angesetzt und bei 4°C gelagert.

cAMP-Inkubationsmedium 1000 ml
HEPES 15 mM 3,57 ¢
NaCl 140 mM 8,18 ¢
KCI 4,7 mM 0,35¢g
KH,PO, 1,2 mM 0,35¢
Glucose x 1 H,O 11 mM 2,09¢
CaCl, 2,2 mM 1,1 ml/2 M Stlsg

Der Puffer wurde auf pH 7,5 eingestellt und bei 4°C gelagert.

AufschluRpuffer 100 ml
HCI 10 mM 0,5 ml 2 N StIsg
IBMX 1 mM 1 ml 100 mM Stlsg

Der Puffer wurde immer frisch angesetzt.
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Forskolin-Stammldsung

Forskolin wurde in einer Konzentration von 10 mM in DMSO gel6st und in Aliquots bei -20°C

gelagert.

cAMP-RIA-Puffer

Acetat 50 mM

Azid 0,01% (w/v)
Thimerosal ohne Angabe
pH 5,8

10 ml der vom Hersteller mitgelieferten konzentrierten Pufferlésung wurden auf 500 ml mit

entmineralisiertem H,O aufgefullt. Der Puffer wurde bei 4°C gelagert.

["*°I]cAMP (Tracer)
Adenosin-3’,5-Phosphorséure-2’-O-Succinyl-3-['®lJiodothyrosin-Methylester,  lyophilisiert,
~59 kBq

Der Tracer wurde vom Hersteller mitgeliefert, mit 11 ml cAMP-RIA-Puffer rekonstituiert und

bei 4°C gelagert.

Antiserum (Anti-cAMP _Antikérper)
Kaninchen-Anti-Succinyl-cAMP-Serum, lyophilisiert mit 0,05% (w/v) BSA

Das Antiserum wurde vom Hersteller mitgeliefert, mit 11 ml cAMP-RIA-Puffer rekonstituiert

und bei 4°C gelagert.

cAMP-Standard (,non-acetylation-protocol”)

cAMP-Standard, lyophilisiert in 50 mM Acetat mit 0,01% (v/v) Thimerisol

Der cAMP-Standard wurde vom Hersteller mitgeliefert, mit 2 ml cAMP-RIA-Puffer
rekonstituiert und gemischt. Aus dieser Stammlésung (32 pmol/ml) wurde durch Verdiinnung
mit CAMP-RIA-Puffer eine Standardreihe (0,5-16 nM) hergestellt. Der cAMP-Standard wurde
bei 4°C gelagert.

Amerlex-M Reagenz (immobilisierter 2. Antikorper)

Das Reagenz wurde vom Hersteller mitgeliefert und bei 4°C gelagert.

3.21.2 Praparation von Membranen der Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen

Die Membranpraparation wurde, wie unter 3.18.2 beschrieben, durchgefiihrt, jedoch wurden
die stabil transfizieten HEK293-Zellen in 1,5 ml eiskaltem hypotonen
Homogenisierungspuffer mit Protease-Inhibitoren (Leupeptin, Trypsin-Inhibitor, Pefablock)
abgeschabt und vor der Zentrifugation mit einer 0,4 mm-Kanlle homogenisiert. Nach der

Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und die Membranen in 500
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Resuspendierungspuffer, wie unter 3.18.2 beschrieben, resuspendiert und eine
Proteinbestimmung durchgefuhrt (siehe 3.18.3). Die Konzentration wurde auf 1 g

Membranprotein/ul eingestellt.

3.21.3 Nachweis der Dosis-abhdngigen cAMP-Bildung an Membranen Rezeptor-

exprimierender HEK293-Zellen

Zur Stimulation der cAMP-Bildung an Membranen wurden 50 pl 2 x Reaktionspuffer mit 20 pl
einer 5-fach konzentrierten PGE,-LOsung in Resuspendierungspuffer mit Konzentrationen
von 0 oder 5 x 10°-10"M PGE, auf Eis pipettiert. AnschlieBend wurden 30 pl
Membransuspension zugegeben und der Reaktionsansatz flir 5 min bei 37°C zur cAMP-
Bildung inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen des Ansatzes auf 95°C flir 2 min
abgestoppt. AnschlieBend wurden die Proben flr 10 min bei 15 000 rpm (20 600 x g,
SIGMA-Zentrifuge 3K30, Rotor 12154-H 3K30) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand, in dem
sich das zu bestimmende cAMP befand, wurde 1:100 verdiinnt und in den ['®I]-cAMP-

Radioimmunoassay (siehe 3.21.5) eingesetzt oder bei -70°C gelagert.

3.21.4 Kinetik der Forskolin-abhangigen cAMP-Bildung in intakten Zellen

8,7 cm’Kulturplatten wurden 30 min mit 1 ml Poly-L-Lysin-Lésung inkubiert und
anschlielend einmal mit PBS gewaschen. Poly-L-Lysin verbessert die Haftung der Zellen auf
den Kulturplatten und vermeidet ein Wegwaschen der Zellen im Versuch. Danach wurden
2 x 10° der stabil transfizierten HEK293-Zellen auf die beschichteten Kulturplatten
ausplattiert und fur 48 h kultiviert. AnschlieRend wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen zweimal mit 1 ml 37°C-warmen cAMP-Inkubationsmedium gewaschen. Danach
wurden 990 pl cAMP-Inkubationsmedium zugeben und die Zellen fir 10 min bei 37°C in
Anwesenheit von 1 mM IBMX vorinkubiert. IBMX ist ein Phosphodiesterase-Inhibitor und
verhindert, dal das gebildete cAMP wieder abgebaut werden kann. Anschliefend wurden
die Zellen fir 0, 2, 5, 10, 15, 30 min mit 1 yM Forskolin in Anwesenheit von 1 mM IBMX zur
cAMP-Bildung stimuliert. Nach der Stimulation wurde das Medium abgesaugt und die
Kulturplatten in flissigen Stickstoff Gberfluihrt, um die Reaktion zu stoppen. Anschlieliend
wurden die Zellen aus dem flissigen Stickstoff herausgenommen und wahrend sie
auftauten, wurden sie mit 500 ul AufschluBpuffer versetzt und 1 h auf Eis aufgeschlossen.
Danach wurden die Zellen abgeschabt und die Zellsuspension in ein Schnappdeckelgefal
Uberfiihrt und bei -70°C gelagert oder direkt in den ['*I]-cAMP-Radioimmunoassay (siehe
3.21.5) eingesetzt.
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3.21.5 Bestimmung der cAMP-Konzentration durch Radioimmunoassay (RIA)

Die Quantifizierung der cAMP-Konzentrationen wurde mit dem cAMP-['*|] Biotrak Assay
System der Firma Amersham-Phamacia nach Anweisung des Herstellers durchgefihrt.

Die bei -70°C gelagerten Proben wurden aufgetaut und fir 10 min bei 15 000 rpm
(20 600 x g, SIGMA-Zentrifuge 3K30, Rotor 12154-H 3K30) und 4°C zentrifugiert. 10 yl des
Uberstandes wurden mit 990 upl des cAMP-RIA-Puffers verdiinnt und 50 ul dieser
Verdinnung wurden in den RIA eigesetzt. Fir die Eichreihe wurden 50 pl des nicht-
acetylierten cAMP-Standard (32 nM) mit 50 yl des cAMP-RIA-Puffers verdinnt und mit
jeweils 50 pl cAMP-RIA-Puffer siebenmal 1:2 weiterverdinnt. Fur die Standardreihe wurden
zwei Leerwerte (nur cAMP-RIA-Puffer) und sieben Standard-Punkte eingesetzt (16, 8, 4, 2,
1, 0,5 und 0,25 nM nicht-acetylierter cAMP-Standard).

Zu den 50 pl Probe oder Standard wurden 50 pl ['*°l]-cAMP (Tracer) und 50 pl Antiserum
(cAMP-Antikorper) pipettiert und fir 3 h bei 4°C inkubiert. Danach wurden 250 pl Amerlex-M
Reagenz (immobilisierter 2. Antikdrper) zugegeben und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben fiir 10 min bei 13 000 rpm (16 000 x g) in der
Tischzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand vollstidndig abgenommen

und das Sediment im y-Zahler fur 1 min gemessen.

3.22 Untersuchung der Desensitisierung der in HEK293-Zellen stabil exprimierten

Rezeptorproteine

3.22.1 Puffer und Losungen

Poly-L-Lysin-Ldsung
Die Zusammensetzung der Poly-L-Lysin-Lésung wurde unter 3.21.1 beschrieben.

cAMP-Inkubationsmedium
Die Zusammensetzung des Inkubationsmediums wurde unter 3.21.1 beschrieben.

IBMX-Stammlbsung
Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.21.1 beschrieben.

Hypotoner Homogenisierungspuffer
Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.21.1 beschrieben.

Resuspendierungspuffer
Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.21.1 beschrieben.

2 x Reaktionspuffer
Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.21.1 beschrieben.
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ONO604-Stammldsung
Der EP4-R-Agonist (ONO604) wurde in einer Konzentration von 10 mM in 70% (v/v) in
Ethanol geldst und in Aligots bei -20°C gelagert.

Saurer Puffer 100 ml
Glycin 50 mM 375 mg
NacCl 150 mM 877 mg

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 3 eingestellt und bei 4°C gelagert.

3.22.2 Bestimmung der Desensitisierung der PGE,-abhdangigen cAMP-Bildung nach

Vorstimulation der Rezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen mit PGE,

Stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden auf acht zuvor mit Poly-L-Lysin beschichtete
8,7 cm>-Platten mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen ausplattiert und bis zur Konfluenz
kultiviert. Anschlie®Bend wurden die Zellen zweimal mit cAMP-Inkubationsmedium
gewaschen und je vier Platten mit 100 nM PGE, fir 10 min vorstimuliert, wahrend vier
weitere Platten ohne PGE, inkubiert wurden. Nach der Vorstimulation wurden die Zellen
zweimal mit cAMP-Inkubationsmedium gewaschen und fir 1 min in Saurem Puffer inkubiert,
um den Liganden von der Zelloberflaiche zu eluieren. AnschlieBend wurden die Zellen
wiederum zweimal mit cAMP-Inkubationsmedium gewaschen und zwei Platten der nicht-
vorstimulierten und zwei Platten der vorstimulierten Zellen fir 10 min mit 10 nM PGE, in
Anwesenheit von 1 mM IBMX restimuliert. Die jeweils anderen beiden Platten wurden als
Kontrolle fir 10 min ohne PGE, in Anwesenheit von 1 mM IBMX inkubiert. Nach der
Restimulation wurden das Medium abgesaugt und die Reaktion in flissigem Stickstoff

abgestoppt. Die Ansatze wurden wie unter 3.21.4 beschrieben aufgearbeitet.

3.22.3 Kinetik der PGE,-induzierten cAMP-Bildung nach Vorstimulation der Rezeptor-
exprimierenden HEK293-Zellen mit PGE,

2 x 10° der stabil transfizierten HEK293-Zellen wurden auf zuvor mit Poly-L-Lysin
beschichteten Kulturplatten ausplattiert und fir 48 h kultiviert. AnschlieRend wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1 ml 37°C-warmen cAMP-
Inkubationsmedium gewaschen. Danach wurden 980 ul cAMP-Inkubationsmedium zugeben
und die Zellen flr 10 min bei 37°C mit 1 yM PGE; in Abwesenheit von IBMX vorstimuliert.
Danach wurde die Kinetik durch Zugabe von 1 mM IBMX gestartet und die Zellen flr
0-30 min zur cAMP-Bildung inkubiert. Die Reaktion wurde in flissigem Stickstoff abgestoppt
(siehe 3.21.4.), die Ansatze, wie unter 3.21.4 beschrieben, aufgearbeitet und das gebildete

cAMP, wie unter 3.21.5 beschrieben, bestimmt.
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3.22.4 Kinetik der ONOG604-induzierten cAMP-Bildung nach Vorstimulation der
Rezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen mit ONO604 und verzégerter Gabe
von IBMX

2 x 10° der stabil transfizierten HEK293-Zellen wurden auf zuvor mit Poly-L-Lysin
beschichteten Kulturplatten ausplattiert und flr 48 h kultiviert. AnschlieBend wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen dreimal mit 1 ml 37°C warmen cAMP-
Inkubationsmedium gewaschen. Danach wurde 1 ml cAMP-Inkubationsmedium zugegeben
und die Zellen fur 10 min bei 37°C mit 10 nM ONOG604 in Abwesenheit von IBMX stimuliert.
Danach wurde das Medium entfernt und die Zellen dreimal mit cAMP-Inkubationsmedium
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen in 990 pl cAMP-Inkubationsmedium fir 10 min
ohne Agonist und ohne IBMX inkubiert. Danach wurde die Kinetik durch Zugabe von 10 ul
IBMX-Stammldsung gestartet und die Zellen fir 0-30 min zur cAMP-Bildung inkubiert. Die
Reaktion wurde in flissigem Stickstoff abgestoppt (siehe 3.21.4.), die Ansatze, wie unter
3.21.4 beschrieben, aufgearbeitet und das gebildete cAMP bestimmt (siehe 3.21.5).

3.22.5 Bestimmung der Konzentrations-abhangigen cAMP-Bildung nach

Vorstimulation mit PGE,

Stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden auf zuvor mit Poly-L-Lysin beschichteten 58 cm?*-
Platten mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen ausplattiert und fiir 72 h inkubiert. AnschlieRend
wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 10 ml 37°C warmen cAMP-
Inkubationsmedium gewaschen. Danach wurden 10 ml cAMP-Inkubationsmedium/58 cm?-
Platte pipettiert und die Zellen mit 1 yM PGE; fir 5 min stimuliert, parallel wurden Zellen
ohne PGE; inkubiert. Nach der Stimulation wurde das cAMP-Inkubationsmedium absaugt,
die Zellen zweimal mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und fur 1 min in 5 ml Saurem Puffer zur
Elution des auf der Zelloberflache gebundenen Liganden inkubiert. Anschlie3end wurden die
Zellen zweimal mit 10 ml kaltem PBS gewaschen und 1,5 ml hypotoner
Homogenisierungspuffer mit Protease-Inhibitoren zupipettiert. Danach wurden Membranen
aus den Zellen prapariert (siehe 3.21.2) und eine Proteinbestimmung durchgefihrt (siehe
3.18.3) Die Konzentration wurde auf 1 ug Membranprotein/pl eingestellt. Die Dosis-
abhangige cAMP-Bildung wurde, wie unter 3.21.3 beschrieben, durchgefihrt und
anschliel’end das gebildete cAMP bestimmt (siehe 3.21.5).
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3.23 Nachweis der Internalisierung der Rezeptorproteine durch einen Oberflachen-

ELISA (Enzyme-linked Inmunosorbent Assay)

3.23.1 Puffer und Losungen

Poly-L-Lysin
siehe 3.21.1
5 x Saccharose-L6sung 50 ml
Saccharose 225M 38,509 g

Die Lésung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Tween 20-Stammldsung 100 ml
Tween 20 20% (v/v) 20 ml

Die Lésung wurde bei Raumtemperatur gelagert.

PBS-Tween-Waschpuffer

Tween 20 0,05% 2,5 ml 20% Stlsg
PBS 1x ad 1000 ml
Blockierungspuffer | 100 ml
BSA 3% (w/v) 39
BS 20% (v/v) 20 ml
PBS 1x 77 mi

Der Puffer wurde bei -20°C gelagert.

Abl6sungspuffer 100 ml
Na-Citrat x 2 H,O 100 mM 2941¢g
NacCl 50 mM 0,292 g

Der Puffer wurde mit HCI auf pH 3 eingestellt und bei 4°C gelagert.

Beschichtungspuffer 100 ml
Na,CO, 34 mM 360 mg
NaHCO; 16 mM 134 mg

Der Puffer wurde bei 4°C gelagert.

Blockierungspuffer Il 100 mi
Na,CO, 34 mM 360 mg
NaHCO; 16 mM 134 mg
Gelatine 1% (W/v) 19

Der Puffer wurde fur jeden Versuch frisch angesetzt.
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ABTS-Ldsung 500 ml
Natriumacetat 100 mM 4149
NaH,PO, x H,0O 50 mM 3,459
ABTS 0,55% (w/v) 0,55¢

Die Losung wurde in 10 ml Aliquots bei -20°C gelagert und vor Gebrauch mit 7 pl H,O, pro
10 ml ABTS-Ldsung versetzt.

3.23.2 Stimulation der Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen und Antikorper-
bindung

Stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden auf zuvor mit Poly-L-Lysin beschichteten
6-Wellplatten mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen/Vertiefung ausplattiert und fiir 48 h kultiviert.
Anschlieend wurden optional 500 ul der 5 x Saccharose-Lésung zupipettiert und die Zellen
fur 30 min bei 37°C und 5% CO, im Begasungsbrutschrank vorinkubiert. Durch die
hyperosmolare Saccharosekonzentration kann die Clathrin-vermittelte Internalisierung der
Rezeptorproteine inhibiert werden. Danach wurden die Zellen mit 1 yM PGE; flir 45 min bei
37°C und 5% CO, im Begasungsbrutschrank stimuliert.

Nach Beendigung der Stimulation wurden die Zellen auf Eis gestellt, das Medium abgesaugt
und die Zellen zweimal mit 2 ml eiskaltem PBS/Vertiefung gewaschen. Zum Abblocken der
unspezifischen Bindungsstellen wurden die Zellen mit 500 ul Blockierungspuffer I/Vertiefung
fur 1 h bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Danach wurde der Puffer abgesaugt und die
Zellen einmal mit 2 ml eiskaltem PBS gewaschen.

Zur Antikérperbindung wurden in einer 1:3-Verdinnung in Blockierunspuffers | 2,5 ug FLAG-
M2-mAk/ml angesetzt und die Zellen mit 250 ul dieser Verdinnung fir 2 h bei 4°C unter
Schwenken inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen sechsmal mit eiskaltem PBS
gewaschen, mit 500 ul Ablésungspuffer versetzt und fur 30 min bei 4°C unter Schwenken
inkubiert, um den FLAG-M2-mAk von den Rezeptoren wieder in LOsung zu bringen. Danach
wurden die Zellen in Abldsungspuffer abgeschabt, in ein 1,5 mI-Reagiergefald tberfihrt und
die Zellsuspension mit einer Spatelspitze NaHCO; neutralisiert. Die Suspension wurde bei
-20°C gelagert.

3.23.3 Vorbereitung der ELISA-Platte

Es wurde ein polyklonaler Antikérper aus Ziege gegen Immunglobuline (IgG) der Maus
(Dianova) 1:250 in Beschichtungspuffer verdinnt und 100 pl/Vertiefung einer ELISA-Platte
Microlon 96 K (Greiner) tber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde einmal mit PBS-Tween-
Waschpuffer gewaschen und mit 100 pl Blockierungspuffer Il/Vertiefung fir 1 h bei

Raumtemperatur die unspezifischen Bindungsstellen geblockt.
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3.23.4 Antigenbindung

Die zellularen Bestandteile der Zellsuspension wurden durch Zentrifugation fir 5 min bei
13 000 rpm (16 000 x g) in der Tischzentrifuge sedimentiert und der sich im Uberstand
befindende FLAG-M2-mAk im Verhaltnis 1:12,5 mit PBS-Tween-Waschpuffer verdunnt. Es
wurden 100 ul der Verdinnung/Vertiefung pipettiert und fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Zusatzlich wurde eine Standardreihe mit 0-1 ng FLAG-M2-mAk in PBS-Tween-
Waschpuffer in einem Ansatz von 100 pul/Vertiefung pipettiert.

3.23.5 Nachweis der Rezeptorproteine durch einen Sekundarantikorper, Streptavidin-

Peroxidase und eine Farbreaktion mit ABTS

Nach der Antigenbindung wurde die ELISA-Platte flinfmal mit PBS-Tween gewaschen und
100 pl einer 1:500-Verdinnung eines polyklonalen, Biotin-gekoppelten Antikérpers aus Schaf
gegen Immunglobuline (IgG) der Maus (Amersham-Buchler) in PBS-Tween-Waschpuffer flr
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde wiederum flinfmal mit PBS-Tween-
Waschpuffer gewaschen und 100 pl einer 1:500-Verdinnung des Peroxidase-gekoppelten
Streptavidins in PBS-Tween-Waschpuffer fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach flnf
Waschschritten mit PBS-Tween-Waschpuffer wurde die Farbreaktion durch Zugabe von
100 pl ABTS-Lésung mit H,O, gestartet. Nach ca. 10 min wurde die Intensitat der
Farbreaktion mit dem Microplate-Reader MRX |l (Dynex Technologies) mit einem Testfilter

von 405 nm und einem ReferenZzfilter von 490 nm gemessen.

3.24 Bestimmung der Internalisierung aufgrund der Reduktion der Oberflichen-[*H]-
PGE,-Bindung

3.24.1 Puffer und Losungen

5 x Saccharose-L6sung

Die Zusammensetzung der Losung wurde unter 3.23.1 beschrieben.

cAMP-Inkubationsmedium

Die Zusammensetzung des Inkubationsmediums wurde unter 3.21.1 beschrieben.

Saurer Puffer

Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.22.1 beschrieben.
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Lysis-Puffer 250 ml
NaOH 0,3M 7,5ml 10 M Stlsg
SDS 1% (W/v) 259

Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

3.24.2 Nachweis der Internalisierung durch Bestimmung des nach Stimulation
internalisierten [°H]-PGE,

Es wurden 1 x 10° Zellen der die verschiedenen Rezeptoren stabil exprimierenden
HEK293-Zellen pro Vertiefung einer 24 Well-Kulturschale ausplattiert und fur 24 h kultiviert.
AnschlieBend wurde optional das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen fir 30 min bei
37°C und 5% CO, in DMEM-komplett und 0,45 M Saccharose vorinkubiert. Durch die
hyperosmolare Saccharosekonzentration kann die Clathrin-vermittelte Internalisierung der
Rezeptorproteine inhibiert werden.

Die Zellen wurden zweimal mit cAMP-Inkubationsmedium gewaschen und anschlieRend
wurden in An- oder Abwesenheit von 0,45 M Saccharose 5 nM [*H]-PGE, in An- und
Abwesenheit von 10 uM nicht [*H]-markiertem PGE; in 200 ul cAMP-Inkubationsmedium pro
Vertiefung pipettiert und 2 h bei 4°C zur Bestimmung der Oberflachenbindung unter
Bedingungen, bei denen keine Internalisierung moéglich sein sollte, inkubiert. Parallel wurde
der gleiche Reaktionsansatz fir 30 min bei 37°C zur Bestimmung der Oberflachenbindung
unter Bedingungen, bei denen eine Internalisierung stattfinden kann, inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen auf Eis gestellt und dreimal mit cAMP-
Inkubationsmedium gewaschen. Anschlieliend wurden die Zellen fir 5 min mit 200 pl
Saurem Puffer zur Elution des an der Zelloberfliche verbliebenen [°H]-PGE, inkubiert und
die Uberstande in ScintillationsgefaRe tberfiihrt. Die Inkubation mit Saurem Puffer wurde
wiederholt und die Ubersténde in die gleichen ScintillationsgefaRe pipettiert. Danach wurden
die Zellen vom Eis genommen, 400 ul Lysis-Puffer zugegeben und die Zellsuspension zur
Bestimmung der intrazellularen Radioaktivitat ebenfalls in Scintillationsgefalie pipettiert. Die
Proben wurden mit 5 ml Hydroluma-Scintillator versetzt und nach ca. 2 h, in denen die
Chemilumineszenz abgeklungen war, wurde die Aktivitdt des eluierten und des

intrazellularen [*H]-PGE, im Fliissigkeitsscintillationszéhler gemessen.
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3.25 Nachweis der Plasmamembranlokalisation und der Internalisierung der in den
HEK293-Zellen stabil exprimierten Rezeptorproteine durch Immunfluoreszenz-

Mikroskopie

3.25.1 Puffer und Losungen

Poly-L-Lysin-L6sung

Die Zusammensetzung der Losung wurde unter 3.21.1 beschrieben.

Fibronectin-Losung 1 ml
Fibronectin 0,005% (w/v) 50pul 0,1% (w/v) Stisg

Die L6ésung wurde immer frisch angesetzt.

Kulturmedien

Die Zusammensetzung der Medien wurde unter 3.14.1 beschrieben.

5 x Saccharose-Losung

Die Zusammensetzung der Lésung wurde unter 3.23.1 beschrieben.

PBS

Die Zusammensetzung des Puffers wurde unter 3.14.1 beschrieben.

Natriumacetat-Puffer 1000 ml
Natriumacetat 100 mM 8,29
Der pH-Wert wurde mit 1 N HCI auf pH 5,5 eingestellt.

Natriumperiodat-Losung 100 ml
Natriumperiodat 10 mM 214 mg
PBS ad 100 ml

Die L6ésung wurde immer frisch angesetzt.

N-Biotin-Hydrazid-Losung 100 ml
N-Biotin-Hydrazid 1mM 25 mg
Natriumacetat-Puffer ad 100 ml

Die L6ésung wurde immer frisch angesetzt.
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Fixierlésung 100 ml
Paraformaldehyd 4% (wiv) 49
PBS ad 100 ml

Die Lésung wurde fir ca. 5-10 min auf 60°C erhitzt, bis sich das Paraformaldehyd gelost

hatte und anschlieend in ein vorgekihltes Gefal} filtriert. Die Lésung wurde immer frisch

angesetzt.

Ammoniumchlorid-Puffer 100 ml
Ammoniumchlorid 50 mM 267 mg
PBS ad 100 ml

Der Puffer wurde bei 4°C gelagert.

Permeabilisierungslosung 100 ml
Saponin 0,1% (w/v) 100 mg
PBS ad 100 ml

Die L6ésung wurde immer frisch angesetzt.

PBS mit 1% (w/v) BSA 100 ml
BSA 1% (w/v) 19
PBS ad 100 ml

Die Lésung wurde bei -20°C gelagert.

Mowiol-Lésung 24 ml
Mowiol 4-88 10% (w/v) 2449
Glycerol 25% (w/v) 6 ml
Tris/HCI 0,1M 12 ml 0,2 M Stlsg pH 8,5

Es wurden 2,4 g Mowiol 4-88 in 6 ml Glycerol und 6 ml H,O Uber Nacht gerthrt und
anschliefend kurz erwarmt. Danach wurden 12 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8,5 zugegeben und fur
10 min auf 60°C erhitzt. AnschlieRend wurde die Ldsung bei 5000 x g fir 30 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Diazobicyclooctan (DABCO) 5ml
Diazobicyclooctan 20% (w/v) 19
Die Lésung wurde bei -20°C gelagert.

Mowiol-DABCO-Einbettungsmedium 10 ml
Diazobicyclooctan 5% (w/v) 2,5 ml 20% Stlsg
Mowiol-Lésung 7,5 ml

Das Einbettungsmedium wurde in 1 ml-Aliqots bei -20°C gelagert und vor Gebrauch zur
Verflissigung kurz auf 95°C erhitzt .
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3.25.2 Kultivierung und Stimulation der Rezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen

Die Untersuchung der subzelluldren Rezeptorverteilung durch Immunfluoreszenz erfolgte mit
kleineren Modifikationen nach Hille et al. (1992).

Runde Glasdeckglaschen wurden zur Sterilisation in 100% Ethanol getaucht und kurz
abgeflammt. AnschlieBend wurden sie in Platten mit 6 Vertiefungen von je 9,6 cm? gelegt
und 30 ul Fibronectin-Lésung auf die Deckglaschen pipettiert. Fibronectin ermdglicht den
HEK293-Zellen ein besseres Wachstum auf den Glasdeckglaschen. Nachdem die
Fibronectin-Losung getrocknet war, wurden die Deckglaschen fir 30 min mit 1 ml Poly-L-
Lysin/Vertiefung Uberschichtet und danach einmal mit PBS gewaschen. Die Poly-L-Lysin-
Beschichtung verbessert die Haftung der Zellen an die Deckglaschen. AnschlieRend wurden
2 x 10° der mit den verschiedenen Rezeptoren stabil transfizierten HEK293-Zellen/Vertiefung
ausplattiert und bei 37°C unter 5% CO, fur 24 h kultiviert.

Fir die transiente Transfektion mit B-Arrestin/GFP nach der modifizierten Calcium-Phosphat-
Methode (siehe 3.14.3) wurden 1,5 x 10° Zellen/Vertiefung ausplattiert, nach 24 h transient
transfiziert und fir weitere 24 h kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen optional fiir 30 min
mit 0,45 M Saccharose vorinkubiert und danach fir 45 min mit 1 uM PGE, im Kulturmedium

stimuliert.

3.25.3 Plasmamembranmarkierung der HEK293-Zellen

Nach der Stimulation wurden die Zellen mit 1,5 ml PBS gewaschen und fir 30 min bei 4°C
im Dunkeln mit 500 pl Natriumperiodatldsung inkubiert, wodurch die an den
plasmamembranstandigen Kohlenhydraten ~ vorkommenden Hydroxylgruppen  zu
Aldehydgruppen oxidiert wurden. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS und einmal mit
Natriumacetat-Puffer gewaschen und fir 30 min bei 4°C im Dunkeln mit 500 pl N-Biotin-
Hydrazid-Losung inkubiert, wodurch eine Biotinylierung der Kohlenhydratreste durch
Reduktion der Aldehyde mit dem Hydrazid erfolgte (Schiff'sche Basen-Bildung). Die Zellen
wurden erneut einmal mit Natriumacetat-Puffer und einmal mit PBS gewaschen und

anschlieRend fixiert.

3.25.4 Fixierung, Permeabilisierung und Blockierung der HEK293-Zellen

Die Zellen wurden fir 30 min mit 500 pl Fixierlésung/Vertiefung bei 4°C fixiert, einmal mit
PBS gewaschen und verbleibendes Paraformaldehyd mit 500 pl Ammoniumchlorid-Puffer flr
10 min durch Reaktion der Aldehydgruppen mit den Ammoniumionen entfernt. Die Zellen
wurden nochmals mit PBS gewaschen, mit 500 yl Permeabilisierungslésung fir 15 min

permeabilisiert und die Zellen fir 60 min bei Raumtemperatur mit 500 pl unverdinntem
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Ziegenserum (Gibco BRL, Eggenstein) blockiert, um die unspezifische Bindung der
Antikorper zu verringern. Das Serum wurde vollstandig entfernt und die Zellen abermals mit

PBS gewaschen.

3.25.5 Nachweis der FLAG-markierten Rezeptorproteine und Gegenfarbung der

biotinylierten Plasmamembran

Zum Nachweis der Rezeptorproteine wurden die so vorbereiteten Zellen mit 450 ul pro
Vertiefung einer 5 pg/ml FLAG-M2-mAK-Verdinnung in PBS mit 1% (w/v) BSA fir 1 h bei
37°C im Begasungsbrutschrank inkubiert. AnschlieRend wurde der ungebundene Antikorper
durch achtmaliges Waschen mit PBS entfernt. Gebundener Antikdrper wurde mit einem Cy3-
gekoppelten polyklonalen Antikérper aus Ziege gegen Immunglobuline (IgG) der Maus
nachgewiesen. Die Praparate wurden mit 450 pul einer 1:250-Verdlinnung dieses Antikdrpers
fur 1 h unter Lichtausschluf bei 37°C im Begasungsbrutschrank inkubiert. Die biotinylierten
Proteine in der Plasmamembran wurden mit FITC-markiertem Streptavidin gegengefarbt.
Dazu wurden die Praparate mit 450 ul einer 1:75-Verdinnung des FITC-markierten
Streptavidins fir 1 h unter Lichtausschlul bei 37°C im Brutschrank inkubiert und und

anschlieRend die Markierung durch achtmaliges Waschen mit PBS beendet.

3.25.6 Einbettung der HEK293-Zellen fiir die Visualisierung der markierten

Rezeptorproteine am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop

Das Einbettungsmedium wurde zur Verflissigung kurz auf 95°C erhitzt und 4 pl davon auf
einen Objekttrager pipettiert. Die Deckglaschen wurden mit den Zellen nach unten auf das
Einbettungsmedium gelegt und Uberschissiges Medium vorsichtig mit Zellstoff entfernt. Die
Praparate wurden mit farblosem Nagellack abgedichtet und konnten so unter Lichtausschluf®
bei 4°C fir mehrere Wochen gelagert werden.

Die markierten Zellen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop der Firma Zeiss
aufgenommen. Bei der Bildentstehung durch Scannen mit einem auf die Objektebene
fokussierten monochromatischen Laserstrahl sind Abbildungs-, Streuungs- und
Beugungsfehler minimal, wodurch sich die optische Auflésung erhéht. Der Scanbetrieb
erlaubt die Erstellung optischer Schnitte in xy- und xz-Ebenen. Ihre Dicke wurde auf 350 nm
eingestellt (White et al. (1987)).
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3.26 Metabolische [*’P]-ortho-Phosphat-Markierung zur Bestimmung der Agonisten-
induzierten Phosphorylierung der in HEK293-Zellen stabil exprimierten

Rezeptorproteine

Alle Experimente zur Untersuchung der Agonisten-induzierten Phosphorylierung der

Rezeptorproteine wurden von Herrn Dr. Frank Neuschafer Rube durchgefuhrt.

3.26.1 Puffer und Losungen

Zellkulturmedien

Die Zusammensetzung der Medien wurde unter 3.14.1 beschrieben.

Dialysepuffer 1000 ml
HEPES 10 mM 2,383 g
NaCl 150 mM 8,766 g

Der Puffer wurde auf pH 7,5 eingestellt und bei 4°C gelagert.

Dialysiertes FCS

10 ml FCS wurden in einem Dialyseschlauch mit einer Ausschlu3grofie von 4000 Da fur 24 h

gegen 1 | Dialysepuffer bei 4°C dialysiert. Der Puffer wurde nach 8 und 16 h gewechselt. Das
dialysierte FCS wurde in 1 ml-Aliquots bei -20°C gelagert.

DMEM-Minusmedium

Das Minusmedium wurde als Glutamat- und Phosphat-freies Medium von der Firma ICN

bezogen und durch 100 x Glutamat-Stammldsung (siehe 2.1) komplettiert. Phosphat wurde

nicht zugesetzt, weiterhin wurden 10% (v/v) dialysiertes FCS und 1% Penicillin/Streptomycin

zugegeben.

[**P]-ortho-Phosphat-DMEM komplett 50 ml
DMEM 44,5 ml
dialysiertes FCS 10% (v/v) 5ml
Pen/Strep-Stammldsung 1% (vIv) 0,5ml
[*2P]-ortho-Phosphat 150 pCi/ml

PGE,-Stammldsung
siehe 3.18.1

Foskolin-Stammlésung
siehe 3.21.1
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PMA-Stammldsung

PMA wurde in einer Konzentration von 10 mM in DMSO gel6st und in Aliquots bei -20°C
gelagert.

Staurosporin-Stammldsung

Staurosporin wurde in einer Konzentration von 10 mM in DMSO gel6st und in Aliquots bei
-20°C gelagert.

FLAG-Solubilisierungspuffer
siehe 3.19.1

3.26.2 Metabolische [**P]-ortho-Phosphat-Markierung und Stimulation der Rezeptor-
exprimierenden HEK293-Zellen

5 x 10° Zellen der stabil transfizierten HEK293-Zellen wurden auf zuvor mit Poly-L-Lysin
beschichteten 8,7 cm?Kulturschalen ausplattiert und fiir 48 h in DMEM-komplett kultiviert.
Danach wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen zweimal mit Phosphat-freiem Medium
gewaschen und fiir 90 min bei 37°C mit 150 pCi/ml [**P]-ortho-Phosphat in 500 pl [*?P]-ortho-
Phosphat-DMEM-komplett/Kulturschale vormarkiert. Nach der Vormarkierung wurden die
Zellen in An- oder Abwesenheit von 400 nM Staurosporin zur Inhibition der ,second-
messenger“-abhangigen Kinasen fir 20 min bei 37°C vorinkubiert und anschliefend fur
10 min bei 37°C mit 1 yM PGE,, 2 yM PMA oder 50 uM Forskolin in Phosphat-freiem
Medium stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Zellen zweimal mit 2 ml eiskaltem PBS
gewaschen, durch Zugabe von 800 ul FLAG-Solubilisierungspuffer aufgeschlossen und die
solubilisierten Rezeptorproteine durch Immunprazipitation (siehe 3.19.2) und anschlieRende
SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 3.19).

3.26.3 Auftrennung und Visualisierung der markierten Rezeptorproteine

Nach der Immunprazipitation wurden die Rezeptorproteine durch eine SDS-PAGE
aufgetrennt (siehe 3.19.4) und das Gel nach der Fixierung und der Coomassie-Farbung flr
die Analyse im Molecular-lmager der Firma BioRad getrocknet (siehe 3.19.5). Zur
Quantifizierung der Rezeptorphosphorylierung wurden die Intensitaten der detektierten
Banden bestimmt und die Phosphorylierung des FLAG-hEP4 wt-R als 100% gesetzt.



4. Ergebnisse 89

4 Ergebnisse

4.1 Einfugen der SnaB I-Restriktionsschnittstelle in die FLAG-hEP4-Rezeptor-cDNA

durch sequenzgerichtete Mutagenese

Der offene Leserahmen des humanen EP4-Rezeptors umfallt 1464 Basen, was einem
Protein von 488 Aminosauren entspricht. 468 Basen des 3’-Bereichs dieser Sequenz
codieren fur die ungewodhnlich lange, 156 Aminosauren umfassende C-terminale Domane
des Rezeptorproteins, in der sich 38 Serine und Threonine befinden, die als mdgliche
Phosphorylierungsstellen dienen konnen und daher gegen Alanine ausgetauscht werden
sollten. Die fir die sequenzgerichtete Mutagenese verwendete Tag-Polymerase hat keine
~proof-reading“-Aktivitat und daher eine relativ hohe Fehlerrate bei der Replikation, durch die
unerwiinschte Mutationen eingeflihrt werden kénnen. Die Wahrscheinlichkeit, unerwinschte
Mutationen einzufiigen, steigt mit der Lange des amplifizierten DNA-Fragments. Daher sollte
das zu amplifizierende DNA-Fragment moglichst klein gehalten werden. Zu diesem Zweck
wurde eine zusatzliche Restriktionsschnittstelle unmittelbar vor der fiur die C-terminale
Domaéne codierenden Sequenz eingefiigt, die jedoch keine Anderung in der Proteinsequenz
zur Folge hatte.

Die sequenzgerichtete Mutagenese zum Einfligen dieser SnaB |-Schnittstelle wurde nach
dem unter 3.1.3 beschriebenen Prinzip durch PCR mit pcDNA/AMP FLAG-hEP4-R als
Matrize und den Primern Hind FLAG hEP4 f und EP4 SnaB f sowie EP4 SnaBl r und EP4
Xba r durchgefihrt (Abb. 8).

Das Produkt der dritten PCR-Reaktion wurde mit Hind Ill, und Xba | geschnitten und in den
pcDNA3-Vektor einkloniert. Die Klonierung der in E. coli amplifizierten und daraus isolierten
Plasmide wurde durch eine Spaltungsreaktion mit anschlieRender Gelelektrophorese
Uberprift (Abb. 9) und das Einfigen der SnaB I-Schnittstelle durch Sequenzierung der
gesamten Rezeptor-cDNA mit dem T7-, SP6- und dem EP4 2f-Sequenzierprimer bestatigt.
Das erhaltene Plasmid pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R wurde fir die weitere Synthese der

Rezeptormutanten verwendet.
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Matrize: pcDNA/AMP FLAG-hEP4-R

Hind FLAG EP4 f EP4 SnaBl f
—t > —t—>
I I I |
a—t— —
EP4 SnaBl r EP4 Xbar

Kloniert in: pcDNA3

Hind 1| SnaB | Xba |
I I I I |

Name des neuen Produktes: pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R

Abb. 8: Synthese des pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-Rezeptors mit der eingefiigten SnaB I-
Restriktionserkennungssequenz. Dargestellt ist das flir die PCR-Reaktion verwendete
Plasmid und die notwendigen Primer (Hind FLAG EP4 f und EP4 SnaBl r sowie EP4 SnaBI f
und EP4 Xba r). Die fir den FLAG-hEP4-R codierende Sequenz ist weil}, die flankierenden
Elemente der Vektoren sind grau dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten
Restriktionsschnittstellen und das erhaltene Klonierungsprodukt mit der eingefligten SnaB I-
Schnittstelle gezeigt.

4.1.1 Uberpriifung der sequenzgerichteten Mutagenese durch Restriktionsfragment-

langen-Analyse

Die Mutationen zur Einfuhrung der SnaB I-Restriktionsschnittstelle wurde durch
Restriktionsfragmentlangen-Analyse Uberprift. Da der pcDNA3-Vektor und der pcDNA/AMP-
Vektor ebenfalls eine SnaB |-Schnittstelle besitzen, wurden nach der Spaltung mit Hind I,
SnaB | und Xba | fir den pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R vier Fragmente erwartet. Nach der
Auftrennung der Spaltprodukte auf einem 1% (w/v) Agarose-Gel waren fur den pcDNA3
FLAG-hEP4 wt-R vier Fragmente zu erkennen, ein 300 bp und 5051 bp grofes Fragment,
die den Spaltprodukten des Vektors, und ein 460 bp und 1045 bp groRes Fragment, die den
Spaltprodukten der FLAG-hEP4 wt-R-cDNA entsprachen. In der Spur der pcDNA/Amp
FLAG-hEP4-R-cDNA waren nur drei Fragmente mit einer Gréf3e von 300 bp und 4407 bp flr
den pcDNA/AMP-Vektor und 1505 bp fir die nicht gespaltene FLAG-hEP4-R-cDNA zu
erkennen (Abb. 9).
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Abb. 9: Charakterisierung der isolierten Plasmid-
DNA des pcDNA/Amp FLAG-hEP4- und des
pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-Rezeptors durch Spaltung
mit den Restriktionsenzymen Hind lll, SnaB | und
Xba 1. Die mit den Restriktionsenzymen Hind 11l und
Xba | vorbehandelte FLAG-hEP4 wt-R-cDNA wurde
mit dem ebenfalls durch diese Enzyme linearisierten
Vektor pcDNAS fiir 2 h bei 24°C ligiert. Anschlie3end
wurden E. coli XL1 (blue) Zellen durch Elektroporation
mit diesen Konstrukten transformiert. Je ca. 1,5 ug
der Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen
Hind Ill, SnaB | und Xba | geschnitten und die
Fragmente in einem 1% (w/v) Agarose-Gel
aufgetrennt.

Die Analyse zeigte wie erwartet die ca. 300 bp und
4500 bp groften Fragmente des pcDNA/Amp und das
ca. 1500 bp grolke Fragment der FLAG-hEP4-R-
cDNA und die ca. 300 bp und 5000 bp grofRen
Fragmente des pcDNA3 und die ca. 500 bp und 1000
bp groen Fragmente der FLAG-hEP4 wt-R-cDNA.
Standard = 5ul Smart-Ladder.

4.2 Synthese der mutierten FLAG-hEP4-Rezeptor-cDNAs zur Substitution aller

Serine und Threonine durch Alanine mittels sequenzgerichteter Mutagenese

Um alle Serine und Threonine in der C-terminalen Doméane des FLAG-hEP4 wt-R, die als
potentielle Phosphorylierungsstellen dienen kénnen, gegen Alanine auszutauschen, wurden
mehrere sequenzgerichtete Mutagenesen durchgefiihrt. Da die Serine und Threonine z. T.
unmittelbar aufeinander folgten, wurden Primer verwendet, mit denen mehrere Serine und
Threonine gleichzeitig substituiert werden konnten. Zusatzlich waren die Primer so gewahilt,
dafl} sie moglichst die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Dra 1l, Sty |
oder Sma | enthielten, die in der fir die C-terminale Domane codierenden Sequenz nur
einmal vorkommen. Dazu wurde das fir die C-terminale Doméane codierende cDNA-
Fragment (hEP4 CT) Gber Kpn | und Xba | in den Vektor pBluescript kloniert. Das Konstrukt
enthielt die Schnittstellen SnaB |, Dra Il, Sma |, Sty | und Xba | nur einmal. Die Klonierung
der einzelnen, nacheinander synthetisierten cDNA-Fragmente erfolgte Uber die zuvor in die
FLAG-hEP4-R-cDNA eingefligte SnaB I-Schnittstelle sowie Gber eine Kpn |-, Dra ll-, Sma |-,
Sty |- und die 3’ flankierende Xba I-Schnittstelle.
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4.21 Einfigen der ST335-338A-Mutationen und Anfiigen einer 5 der SnaB I-
Restriktionsschnittstelle gelegenen Kpn I-Restriktionserkennungssequenz in
hEP4 CT

Da der pBluescript-Vektor Gber keine SnaB |-Restriktionsschnittstelle verfigte, wurde die die
multiple Klonierungsstelle flankierende Kpn |-Schnittstelle an die fir die C-terminale Domane
codierende Sequenz der FLAG-hEP4 wt-R-cDNA angefugt. Diese Schnittstelle war nicht in
der fur die C-terminale Domane codierenden Sequenz vorhanden und durch Klonierung des
Fragmentes in pBluescript tGber Kpn | und Xba | wurden die in der multiplen Klonierungsstelle
des Vektors vorhandene Sma |- und Dra llI-Schnittstelle eliminiert. Die 5 der SnaB |-
Erkennungssequenz gelegene Kpn |-Erkennungssequenz und die notwendigen
Basenaustausche fur die T335A- und S338A-Mutationen waren in dem Primer SM 1f
lokalisiert. Es wurde eine PCR-Reaktion durchgeflihrt, in der pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R als
Matrize und die Primer SM 1f und EP4 Xba r eingesetzt wurden. Das 5 um eine Kpn I-
Erkennungssequenz verlangerte 502 bp grofle Produkt (Abb. 10 B) wurde mit Kpn | und
Xba | geschnitten und in den pBluescript-Vektor kloniert (Abb. 10 A). Die Klonierung der in
E. coli amplifizierten und daraus isolierten Plasmide wurde durch eine Spaltungsreaktion mit
anschliefiender Gelelektrophorese Uberprift und das Einfligen der ST335-338A-Mutationen
durch Sequenzierung bestatigt. Der erhaltene pBluescript hEP4 CT ST335-338A wurde fur

die Synthese weiterer Rezeptormutanten verwendet.

4.2.2 Einfiilgen der ST369-382A-Mutationen in pBluescript hEP4 CT ST335-338A und
Eliminierung der durch S372A-Substitution neu entstehenden Sty I-Schnittstelle

Zum Einfugen der ST369-382A-Mutationen wurde eine PCR-Reaktion durchgefihrt, in der
pBluescript hEP4 CT ST335-338A als Matrize und die Primer SM 1f und SM 3r eingesetzt
wurden. Der Primer SM 1f war mit dem in 4.2.1 beschriebenen Primer identisch, die
notwendigen Basenaustausche flr T369A und S(370,371,374,377,379,382)A waren in dem
SM 3r-Primer lokalisiert, der 5 eine Sma I-Erkennungssequenz trug. Zusatzlich enthielt der
SM 3r an Position 1116 eine weitere stille Punktmutation (C-T), die eine durch die S372A-
Substitution neu entstehende Sty I-Schnittstelle eliminierte und die Klonierung der einzelnen
Fragmente mit den nur einmal im Fragment vorkommenden Enzymen ermdglichte. Die
Klonierung wurde Uber die Kpn |- und die Sma I-Schnittstelle durchgefiihrt, da durch
Spaltung mit den Enzymen SnaB | und Sma | ein cDNA-Fragment mit nicht Gberlappenden
Enden entstanden ware, wodurch die Orientierung des Fragmentes wahrend der
Klonierungen nicht hatte bestimmt werden kénnen. Das 177 bp grofte Produkt (Abb. 11 B)
wurde mit Kpn | und Sma | geschnitten und in den pBluescript hEP4 CT ST335-338A kloniert

(Abb. 11 A). Die Klonierung der in E. coli amplifizierten und daraus isolierten Plasmide wurde
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durch eine Spaltungsreaktion mit anschliefender Gelelektrophorese Uberprift und das
Einfigen der Mutationen durch Sequenzierung bestatigt. Der erhaltene pBluescript hEP4 CT
ST335-338; 369-382A wurde fir die weitere Synthese der Rezeptormutanten verwendet.

A
Matrize: pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R
SM 1f
SnaBl
Hind 1l Kpnb\_nIi-» Xbal
I I I I |
«—t—
EP4 Xbar
Kloniert in: pBluescript
Kpn| SnaB| Xba |

I [ T I |

Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-383A

CT 335-488 (ST335-338A)

Standard

1000 400 200

Abb. 10: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-338A. A) Dargestellt ist das fur die
PCR-Reaktion verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (SM 1f und EP4 Xba r). Mit
dem Primer SM 1f wurden die Mutationen ST335-338A in die cDNA eingefligt und die Kpn I-
Erkennungssequenz an das fur die C-terminale Doméne codierende Fragment angefigt.
Uber die in den Primern enthaltenen Schnittstellen wurde das neue cDNA-Fragment in den
pBluescript-Vektor einkloniert. Die flr den FLAG-hEP4 wt-Rezeptor und die flir den hEP4 CT
codierenden Sequenzen sind weil3, die flankierenden Elemente der Vektoren sind grau
dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen (Kpn | und Xba ) und
das erhaltene Klonierungsprodukt mit den eingefiigten Mutationen ST335-338A (schwarz)
gezeigt. B) Dargestellt ist das durch PCR amplifizierte Produkt. Fir einen 50 yl PCR-Ansatz
wurden 5 ng Plasmid mit je 30 pmol Vorwarts- und Rickwartsprimer und 2 U Powerscript-
DNA-Polymerase eingesetzt (siehe 3.1.3). Das mutierte DNA-Fragment wurde mit folgendem
Programm amplifiziert: 3 min 95°C; 35 x (1 min 95°C; 1 min 55°C; 2 min 72°C); 10 min 72°C
und in einem 1% (w/v) Agarose-Gel aufgetrennt. Die Analyse zeigte das bei ca. 500 bp
erwartete DNA-Fragment CT 335-488(ST335-338A).
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A
Matrize: pBluescript hREP4 CT ST335-338A
SM 1f
Kpnl SnaBI
Sma |
T TN |
<
SM 3r
Kloniert in: pBluescript hEP4 CT ST335-338A
Kpn 1 SnaB | Sma | Xba |
T TN I | I |
Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382A
B
CT 335-384(ST335-338,369-382A)
|
I ] | ' ' , f Standard
1000 400 200

Abb. 11: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382A. A) Dargestellt ist das
fur die PCR-Reaktion verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (SM 1f und SM 3r).
Mit dem Primer SM 3r wurden die Mutationen ST369-382A in die cDNA eingefiigt. Uber die
in den Primern enthaltenen Schnittstellen wurde das neue cDNA-Fragment in den
pBluescript hEP4 CT ST335-338A einkloniert. Die fir die C-terminale Domane codierende
Sequenz der hEP4-R-cDNA ist weil3, die flankierenden Elemente des Vektors sind grau
dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen (Kpn | und Sma I) und
das erhaltene Klonierungsprodukt mit den eingefligten ST369-382A-Mutationen (schwarz)
gezeigt. B) Dargestellt ist das, wie in Abb. 10 beschrieben, durch PCR amplifizierte Produkt.
Die Analyse in einem 2% (w/v) Agarose-Gel zeigte das bei ca. 180 bp erwartete DNA-
Fragment CT 335-384(ST335-338; 369-382A).

4.2.3 Einfiigen der ST428-443A-Mutationen in den pBluescript hEP4 CT ST335-338;
369-382A

Zum Einfligen der ST428-443A-Mutationen wurden drei PCR-Reaktionen durchgefihrt, in
denen der pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R in der ersten und zweiten Reaktion als Matrizen-cDNA
und die Primer Hind EP4 f und SM 6r bzw. SM 6f und EP4 Xba r eingesetzt wurden. Der
pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R wurde als Matrizen-cDNA gewahlt, da die PCR-Reaktionen
parallel zur Synthese des pBluescript hEP4 ST ST335-338; 369-382A durchgefiihrt wurden.
Die notwendigen Basenaustausche flr T(428,429,433,439)A und S(430,437,440,442,443)A
waren in den komplementaren SM 6f- und SM 6r-Primern lokalisiert. Die amplifizierten
1372 bp groRen (NT 1-444(ST428-443A)) und 207 bp groRen (CT 427-488(ST428-443A))
Megaprimer (Abb. 12 B) wurden mit den flankierenden Primern Hind FLAG EP4 f und EP4
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Xba r in eine dritte PCR-Reaktion eingesetzt. Das 1519 bp grof3e Produkt (Abb. 12 B) der
dritten PCR wurde mit Sty | und Xba | geschnitten und in den pBluescript hEP4 CT ST335-
338; 369-382A kloniert (Abb. 12 A). Die Klonierung der in E. coli amplifizierten und daraus
isolierten  Plasmide wurde durch eine Spaltungsreaktion mit anschlieBender
Gelelektrophorese uberprift und das Einfigen der Mutationen durch Sequenzierung
bestatigt. Der erhaltene pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A wurde flr die

weitere Synthese der Rezeptormutanten verwendet.

A
Matrize: pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R
Hind FLAG EP4 f
n ——> SnaB | Sty | _SM_6f_>

< «——
SM 6r EP4 Xbar

Kloniert in: pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382A

Kpn | SnaB | Sty | Xba |

| [ W [ W T ]

Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A

hEP4 1-488(ST428-443A)

CT 427-488(ST428-443A)

NT 1-444(ST428-443A)

Standard

JANINE

] ]
2000 1000 400 200

Abb. 12: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A. Dargestellt
ist das fur die PCR-Reaktionen verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (Hind
FLAG EP4 f und SM 6r sowie SM 6f und EP4 Xba r). Mit den Primern SM 6f und SM 6r
wurden die neuen Mutationen ST428-443A in die cDNA eingeflgt. Uber die in der cDNA
enthaltenen Schnittstellen wurde das neu synthetisierte cDNA-Fragment in den pBluescript
hEP4 CT ST335-338; 369-382A einkloniert. Die fuir den FLAG-hEP4 wt-Rezeptor und die fur
den hEP4 CT codierenden Sequenzen sind weil3, die flankierenden Elemente des Vektors
sind grau dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen (Sty | und
Xba 1) und das erhaltene Klonierungsprodukt mit den eingefligten ST428-443A-Mutationen
(schwarz) gezeigt. B) Dargestellt sind die, wie in Abb. 10 beschrieben, durch PCR
amplifizierten Produkte. Die Analyse in einem 1% (w/v) Agarose-Gel zeigte wie erwartet das
ca. 1300 bp groRRe, durch Hind FLAG EP4 f und SM 6r (NT 1-444(ST428-443)), das ca.
200 bp grofRe, durch SM 6f und EP4 Xba r (CT 427-488(ST428-443)) und das ca. 1500 bp
grof3e, durch Hind FLAG EP4 f und EP4 Xba r (hEP4 1-488(ST428-443)) amplifizierte cDNA-
Fragment.
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4.2.4 Einfiigen der ST354-366; 400-405A-Mutationen in pBluescript hEP4 CT ST335-
338; 369-382; 428-443A

Zum Einflgen der ST354-366; 400-405A-Mutationen wurde eine PCR-Reaktion
durchgefiihrt, in der der pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A als Matrize
und die Primer SM 2f und SM 5r eingesetzt wurden. Die notwendigen Basenaustausche fur
S(354,359,364,366)A waren in dem Primer SM 2f lokalisiert, der 5 die Dra IlI-
Erkennungssequenz trug, die notwendigen Basenaustausche fiur S(400,405)A waren in dem
Primer SM 5r lokalisiert, der 5’ die Sty I-Erkennungssequenz trug. Das 182 bp grof3e Produkt
(Abb. 13 B) wurde mit Dra Il und Sty | geschnitten und in den pBluescript hEP4 CT ST335-
338; 369-382; 428-443A, der mit den gleichen Enzymen geschnitten worden war, einkloniert
(Abb. 13 A). Die Klonierung der in E. coli amplifizierten und daraus isolierten Plasmide wurde
durch eine Spaltungsreaktion mit anschlieRender Gelelektrophorese Uberprift und das
Einflgen der Mutationen durch Sequenzierung bestatigt. Der erhaltene pBluescript hEP4 CT
ST335-382; 400-443A wurde fir die weitere Synthese der Rezeptormutanten verwendet.

4.2.5 Einfiigen der ST448-484A-Mutationen in pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-
443A

Zum Einfligen der ST448-484A-Mutationen wurden drei PCR-Reaktionen durchgefihrt, in
denen der pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A als Matrize und die Primer
SM 4f und SM 7r bzw. SM 7f und SM 8r eingesetzt wurden. Die notwendigen
Basenaustausche fir S(448,450,460)A waren auf den komplementaren Primern SM 7f und
SM 7r lokalisiert, die notwendigen Basenaustausche fir die S(470,471,478,484)A- und
T(475,480)A-Mutationen waren auf dem SM 8r-Primer lokalisiert, der 5 die Xba I-
Erkennungssequenz trug. Die in den PCR-Reaktionen amplifizierten, 245 bp grofen (CT
383-462(ST389-394, 428-460A)) und 139 bp groRen (CT 448-488(ST448-488)) Megaprimer
(Abb. 14 B) wurden in eine dritte PCR-Reaktion mit den Primern SM 4f und SM 8r
eingesetzt. Das 337 bp grof3e Produkt (CT 383-488(ST389-394,428-488)) (Abb. 14 B) wurde
mit Sty | und Xba | geschnitten und in den pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-443A
kloniert (Abb. 14 A). Da die PCR-Reaktionen parallel zur Synthese des pBluescript hEP4
ST335-382; 400-443A durchgefihrt wurden, konnte dieses Konstrukt nicht als Matrizen-
cDNA verwendet werden. Daher diente der SM 4f nur als Synthese-Primer und die Uber
diesen Primer eingefligten Mutationen gingen durch die Klonierung des Produktes Uber Sty |
und Xba | verloren, wurden aber Uber eine weitere PCR-Reaktion eingefligt. Die Klonierung
der in E. coli amplifizierten und daraus isolierten Plasmide wurde durch eine

Spaltungsreaktion mit anschliefender Gelelektrophorese Uberprift und das Einfligen der



4. Ergebnisse 97

Mutationen durch Sequenzierung bestatigt. Der erhaltene pBluescript hEP4 CT ST335-382;

400-484A wurde fir die weitere Synthese der Rezeptormutanten verwendet.

Matrize: pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A

Dra ll
SM 2f Sty

T W] || [ T [
I
SM 5r

Kloniert in: pBluescript hREP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A

Kpn ISnaB | Dra ll Small Sty | Xba |

[T T I T T | |

Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-443A

CT 352-411(ST354-382, 400-405A)

Standard

1000 400 200

Abb. 13: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-443A. A) Dargestellt ist das
fur die PCR-Reaktion verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (SM 2f und SM 5r).
Mit den Primern SM 2f und SM 5r wurden die neuen Mutationen ST534-366A und ST400-
405A in die cDNA eingefiigt. Uber die in den Primern enthaltenen Schnittstellen wurde das
neu synthetisierte cDNA-Fragment in den pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-
443A einkloniert. Die fir den hEP4 CT codierende Sequenz ist weil3, die flankierenden
Elemente des Vektors sind grau dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten
Restriktionsschnittstellen (Dra Il und Sty |) und das erhaltene Klonierungsprodukt mit den
eingefiigten Mutationen (schwarz) gezeigt. B) Dargestellt ist das, wie in Abb. 10 beschrieben,
durch PCR amplifizierte Produkt. Die Analyse in einem 2% (w/v) Agarose-Gel zeigte das
erwartete ca. 180 bp groRe cDNA-Fragment CT 352-411(ST354-382, 400-405A).
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A
Matrize: pBluescript hEP4 CT ST335-338; 369-382; 428-443A
SM 4f SM 7f
1> -
] || | || [
<N J
SM7r SMS8r
Produkt:
| [ T [
Kloniert in: T T
pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-443A Sty | Xba
C T T N I I | T | |
Kpn | SnaB | Drall Small Sty | Xba |
C T 7T I TN B BT |

Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-484A

CT 383-488(ST389-394, 428-484A)
CT 448-488(ST448-484A)
CT 383-462 (ST389-394, 428-460A)

Standard

1000 400 200

Abb. 14: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-484A. A) Dargestellt ist das
fur die PCR-Reaktion verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (SM 4f und SM 7r
sowie SM 7f und SM 8r). Mit den Primern SM 4f und SM 7r sowie SM 7f und SM 8r wurden
zwei Megaprimer synthetisiert, mit deren Hilfe zusammen mit den Primern SM 4f und SM 8r
ein cDNA-Fragment amplifiziert wurde, das tber Sty | und Xba | in das zuvor synthetisierte
Konstrukt pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-443A kloniert wurde. Mit den Primern SM 7f
und SM 7r wurden die Mutationen ST448-460A und mit dem Primer SM 8r die Mutationen
ST470-484A eingefugt. Die fir hEP4 CT codierende Sequenz ist weil3, die flankierenden
Elemente des Vektors sind hellgrau dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten
Restriktionsschnittstellen (Sty | und Xba | (Pfeile)) und das erhaltene Klonierungsprodukt mit
den eingefuigten Mutationen (dunkelgrau) gezeigt. B) Dargestellt sind die, wie in Abb. 10
beschrieben, durch PCR amplifizierten Produkte. Die Analyse in einem 2% (w/v) Agarose-
Gel zeigte wie erwartet das ca. 240 bp grofe, durch SM 4f und SM 7r (CT 383-462(ST389-
394, 428-460A)), das ca. 140 bp groRe, durch SM 7f und SM 8r (CT 448-488(ST448-488))
und das ca. 340 bp groRRe, durch SM 4f und SM 8r (CT 383-488(ST389-394,428-488))
amplifizierte DNA-Fragment.
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4.2.6 Einfiigen der ST389-394A-Mutationen in pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-
484A und Eliminierung der durch T394A-Substitution neu entstehenden Dra Il-
Schnittstelle

Zum Einfugen der ST389-394A-Mutationen wurde eine PCR-Reaktion durchgefihrt, in der
der pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-484A als Matrize und die Primer SM 4f und SM 8r
eingesetzt wurden. Die notwendigen Basenaustausche fur $(389,390,392)A und
T(391,394)A waren in dem SM 4f-Primer lokalisiert, der 5’ die Sma |-Erkennungssequenz
trug. Zusatzlich enthielt der SM 4f an Position 1179 eine weitere stille Mutation (G-A), die die
durch die T394A-Substitution neu entstehende Dra Il-Schnittstelle eliminierte und die
Klonierung der einzelnen Fragmente mit den nur einmal im Fragment vorkommenden
Schnittstellen ermoglichte. Der SM 8r entsprach dem unter 4.2.5 beschriebenen Primer. Das
amplifizierte 337 bp grofe Produkt (CT 383-488(ST389-488A)) (Abb. 15 B) wurde mit Sma |
und Xba | geschnitten und in den pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-484A kloniert (Abb.
15 A). Die Klonierung der in E. coli amplifizierten und daraus isolierten Plasmide wurde durch
eine Spaltungsreaktion mit anschlieRender Gelelektrophorese uberprift und das Einfligen
der Mutationen durch Sequenzierung bestatigt. In dem erhaltenen pBluescript hEP4 CT
ST335-484A waren alle Serine und Threonine durch Alanine substituiert. Durch
verschiedene Spaltungsreaktionen und Klonierungen wurden die weiteren Rezeptormutanten

hergestellt.

4.2.7 Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-405A und des pBluescript hEP4 CT
ST428-484A

Es wurden zwei Rezeptormutanten synthetisiert, in denen entweder alle im proximalen Teil
oder alle im distalen Teil der C-terminalen Doméane des hEP4-Rezeptors gelegenen Serine
und Threonine durch Alanine substituiert waren, um weiter eingrenzen zu kénnen, welche
dieser potentiellen Phosphorylierungsstellen Agonisten-abhangig phosphoryliert werden und
an der Agonisten-induzierten Internalisierung beteiligt sind. Dazu wurde der pBluescript
hEP4 CT und der pBluscript hEP4 CT ST335-484A mit Kpn | und Sty | geschnitten und die
Kpn 1/Sty |-Fragmente zwischen den beiden Konstrukten ausgetauscht. In den Produkten,
dem pBluescript hEP4 CT ST335-405A und dem pBluescript hEP4 CT ST428-484A, waren
alle im proximalen bzw. distalen Teil der C-terminalen Domane lokalisierten Serine und
Threonine durch Alanine substituiert (Abb. 16). Die Klonierung der in E. coli amplifizierten
und daraus isolierten Plasmide wurde durch eine Spaltungsreaktion und anschlieRende

Gelelektrophorese Uberprift.
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A
Matrize: pBluescript hEP4 CT ST335-382; 405-484A
Small
SM 4f
T W N I | I 1 B e
N
SM 8r
Kloniert in: pBluescript hEP4 CT ST335-382; 400-484A
Kpn | SnaB | Dra ll Smal Sty | Xba |
LT T I TN N 7 N e
Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-484A
B
CT 383-488(ST389-484A)
Standard
1000 400 200

Abb. 15: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-484A. A) Dargestellt ist das fir die
PCR-Reaktion verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (SM 4f und SM 8r). Mit dem
Primern SM 4f wurden die Mutationen ST389-394A eingefiigt. Uber die in den Primern
enthaltenen Schnittstellen wurde das neu synthetisierte cDNA-Fragment in den pBluescript
hEP4 CT ST335-382; 400-443A einkloniert. Die flir hEP4 CT codierende Sequenz ist weil},
die flankierenden Elemente des Vektors sind grau dargestellt. Weiterhin sind die
verwendeten Restriktionsschnittstellen (Sma | und Xba 1) und das erhaltene
Klonierungsprodukt mit den eingefligten Mutationen (schwarz) gezeigt. B) Dargestellt ist das,
wie in Abb. 10 beschrieben, durch PCR amplifizierte Produkt. Die Analyse in einem 1% (w/v)
Agarose-Gel zeigte das erwartete ca. 340 bp groRe cDNA-Fragment CT 383-488(ST389-
488A).
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Ausgangsplasmide: pBluescript hEP4 CT und -hEP4 CT ST335-484A

Kpn | Sty |
L | I I |

Kpn | Sty |

[T M 1 I BN Ilm § = =s

Kloniert in: pBluescript hEP4 CT und -hEP CT ST335-484A

Kpn | SnaB | Dra I Small Sty | Xba |

1] I I | BN BT

Kpn | SnaB | Dra ll Small Sty | Xba |

LT 7T I TN AN N I |

Name der neuen Produkte: pBluescript hEP4 CT ST335-405A
pBluescript hEP4 CT ST428-484A

Abb. 16: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-405A und des pBluescript hEP4 CT
ST428-484A. Dargestellt sind die verwendeten Ausgangsplasmide und die erhaltenen
Klonierungsprodukte. Die Ausgangsplasmide wurden mit SnaB | und Sty | geschnitten und
die einzelnen Fragmente isoliert. Das cDNA-Fragment mit den Mutationen ST335-405A
wurde in das Plasmid pBluescript hEP4 CT, das cDNA-Fragment, in dem ST335-405
erhalten waren, in das Plasmid pBluescript hEP4 CT ST335-484A kloniert. Die fur die C-
terminalen Domanen codierenden Sequenzen sind weil3, die flankierenden Elemente des
Vektors sind grau dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen
(SnaB | und Sty I) und die Mutationen (schwarz) gezeigt.

4.2.8 Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-354; 389-484A und des pBluescript
hEP4 CT ST335-382A

Die Analyse der Agonisten-induzierten Phosphorylierung der Mutanten, in denen die
Phosphorylierungsstellen entweder im proximalen oder im distalen Teil der C-terminalen
Domane eliminiert worden waren, deutete darauf hin, dal vorwiegend Serine und Threonine
im proximalen Teil der C-terminalen Domane Agonisten-abhangig phosphoryliert werden
(siehe 4.6.2). Daher wurden weitere Mutanten mit dem Ziel hergestellt, den Bereich, in dem
die fur die Agonisten-induzierte Phosphorylierung relevanten Serine und Threonine liegen,
weiter einzugrenzen. Dazu wurden entweder die Serine und Threonine im Bereich zwischen
359-382 (ST335-354; 389-484A) bzw. Serin 379 (ST335-377; 382-484A) als einzige in der
C-terminalen Doméane belassen oder nur die Serine und Threonine bis einschlieRlich Serin
382 (ST335-382A) bzw. selektiv Serin 379 (S379A) eliminiert. Zur Synthese des pBluescript
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hEP4 CT ST335-354; 389-484A wurden der pBluescript hEP4 CT ST335-484A und der
pBluescript hEP4 CT mit den Restriktionsenzymen Dra 1l und Sma | geschnitten und
anschlieBend das aus dem pBluescript hEP4 CT herausgeschnittene cDNA-Fragment, in
dem die ST359-382 erhalten waren, in den pBluescript hEP4 CT ST335-484A ligiert (Abb.
17).

Ausgangsplasmid: pBluescript hEP4 CT

Kloniert in: pBluescript hEP CT ST335-484A

Kpn |SnaB | Dra ll Small Sty | Xba |

CT T W1 [ ] BN B

Name des neuen Produktes: pBluescript hEP4 CT ST335-354; 389-405A

Abb. 17: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-354; 389-484A. Dargestellt ist das
verwendete Ausgangsplasmid und das erhaltene Klonierungsprodukt. Das Ausgangsplasmid
und das Zielplasmid wurden mit Dra Il und Sma | geschnitten und die einzelnen Fragmente
isoliert. Das cDNA-Fragment, in dem ST359-382 erhalten waren, wurde anschlie®end in das
Plasmid pBluescript hEP4 CT ST335-484A kloniert. Die flr die C-terminalen Domanen
codierenden Sequenzen sind weil}, die flankierenden Elemente des Vektors sind grau und
die Mutationen sind schwarz dargestellt.

Zur Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-382A wurden der pBluescript hEP4 CT
ST335-484A und der pBluescript hEP4 CT mit den Restriktionsenzymen Kpn | und Sma |
geschnitten und anschlie®end das aus dem pBluescript hEP4 CT ST335-484A
herausgeschnittene cDNA-Fragment, in dem die ST335-382 durch Alanine substituiert
waren, in den pBluescript hEP4 CT ligiert (Abb. 18). Anschlieend wurde die Klonierung der
in E. coli amplifizierten und daraus isolierten Plasmide durch eine Spaltungsreaktion und

Gelelektrophorese uberpruft.
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Ausgangsplasmid: pBluescript hEP4 CT ST335-484A

T BN BN W N

Kloniert in: pBluescript hEP4 CT

Kpn | SnaB | Dra ll Small Sty | Xba |

T T I T T l [ |

Name des neuen Produktes: pBluescript hREP4 CT ST335-382A

Abb. 18: Synthese des pBluescript hEP4 CT ST335-382A. Dargestellt ist das verwendete
Ausgangsplasmid und das erhaltene Klonierungsprodukt. Das Ausgangsplasmid und das
Zielplasmid wurden mit Kpn | und Sma | geschnitten und die einzelnen Fragmente isoliert.
Das cDNA-Fragment mit den Mutationen ST335-382A wurde anschlieflend in das Plasmid
pBluescript hEP4 CT kloniert. Die fir die C-terminalen Domanen codierenden Sequenzen
sind weil}, die flankierenden Elemente des Vektors sind grau und die Mutationen sind
schwarz dargestellt.

Die mutierten, fir die C-terminale Domane codierenden Fragmente wurden tber SnaB | und
Xba | aus pBluescript herausgeschnitten (siehe 3.4). Anschlieliend wurden die in Agarose-
Gelen aufgetrennten und daraus isolierten 3’-Fragmente des hEP4-R zusammen mit dem 5’-

Fragment des hEP4-R in den eukaryoten Expressionsvektor pcDNAS3 kloniert (siehe 4.3).

4.2.9 Synthese der FLAG-hEP4 S379A- und der FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-
Rezeptor-cDNA

Durch sequenzgerichtete Mutagenese mit dem pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R und den Primern
Hind FLAG EP4 f und EP4 S379A r sowie EP4 S379A f und EP4 Xba r wurden ein 1187 bp
groRer Megaprimer (NT 1-382(S379A)) und ein 356 bp grofler Megaprimer (CT 376-
488(S379A)) amplifiziert (Abb. 19 B), mit deren Hilfe unter Verwendung der flankierenden
Primer Hind FLAG EP4 f und EP4 Xba r die komplette mutierte FLAG-hEP4-cDNA
amplifiziert wurde (Abb.19 A). Das erhaltene 1519 bp grofRe Produkt wurde mit SnaB | und
Xba | verdaut und das fur die C-terminale Doméane codierende mutierte cDNA-Fragment mit
dem zuvor sequenzierten FLAG-hEP4 NT in den pcDNA3-Vektor ligiert (Abb 19 A). Die
erfolgreiche Klonierung wurde durch Restriktionsfragmentlangen-Analyse uberprift und die
eingeflihrte Mutation durch Sequenzierung mit dem SP6-Sequenzierprimer in einer Richtung

bestatigt.
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A
Matrize: pcDNA3 FLAG-hEP4 wt-R
Hind FLAG EP4 f EP4 S379A f
— SnaBl —> Xbal
I I I I |
<« «——
EP4 S379Ar EP4 Xbar
Kloniert in: pcDNA3 FLAG-hEP4 NT
Hind I SnaBl Xba
I I I 1 I |
Name des neuen Produktes: pcDNA3 FLAG-hEP4 S379A
B
[ NT 1-382(S379A)
' CT 376-488(S379A)
] I ' l I ] Standard
2000 1000 400 200

Abb. 19: Synthese des pcDNA3 FLAG-hEP4 S379A. A) Dargestellt ist das fir die PCR-
Reaktionen verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (Hind FLAG EP4 f und EP4
S379A r sowie EP4 S379A f und EP4 Xba r). Mit den Primern Hind FLAG EP4 f und EP4
S379A r sowie EP4 S379A f und EP4 Xba r wurden zwei Megaprimer synthetisiert, mit deren
Hilfe zusammen mit den Primern Hind FLAG EP4 f und EP4 Xba r die komplette FLAG-hEP4
S379A cDNA amplifiziert wurde. Mit den komplementaren Primern EP4 S379A f und EP4
S379A r wurde die S379A-Mutation eingefligt. Die die Mutation tragende FLAG-hEP4-cDNA
wurde mit SnaB | und Xba | verdaut und die fur die C-terminale Domane codierende
Sequenz in den pcDNA3 FLAG-hEP4 NT kloniert. Die fur den FLAG-hEP4 codierende
Sequenz ist weil3, die flankierenden Elemente des Vektors sind grau dargestellt. Weiterhin
sind die verwendeten Restriktionsschnittstellen (SnaB | und Xba 1) und das erhaltene
Klonierungsprodukt mit der eingefligten Mutation (schwarz) gezeigt. B) Dargestellt sind die,
wie in Abb. 10 beschrieben, durch PCR amplifizierten Produkte. Die Analyse in einem 1%
(w/v) Agarose-Gel zeigte wie erwartet das ca. 1200 bp grofde, durch Hind FLAG EP4 f und
EP4 S379A r (NT 1-382(S379A)) und das ca. 350 bp grofte, durch EP4 S379A f und EP4
Xba r (CT 376-488(S379A)) amplifizierte DNA-Fragment.

Zur Synthese der Rezeptor-cDNA, in der alle Serine und Threonine auf’er S379 mutiert
waren, wurde eine sequenzgerichtete Mutagenese mit drei PCR-Reaktionen mit pcDNA3
FLAG-hEP4 ST335-484A als Matrizen-cDNA und den Primern Hind FLAG EP4 f und EP4
A379S r sowie EP4 A379S f und EP4 Xba r durchgeflihrt. Der in der ersten PCR-Reaktion
amplifizierte 1187 bp grolle Megaprimer (NT 1-382 (ST335-377,382A)) und der in der
zweiten PCR-Reaktion amplifizierte 356 bp groRe Megaprimer (CT 376-488(S377,382-
484A)) (Abb. 20 B) wurden unter Verwendung der flankierenden Primer Hind FLAG EP4 f
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und EP4 Xba r in eine dritte PCR-Reaktion eingesetzt, in der die FLAG-hEP4 ST335-377;
382-484A-cDNA amplifiziert wurde (Abb. 20 A).

A
Matrize: pcDNA3 FLAG-hEP4 ST335-484A-R
Hind FLAG EP4 f EP4 A379S f
—— SnaBl —» Xbal
[ [ T AN TENN ]
<« ——
EP4 A379Sr EP4 Xbar
Kloniert in: pcDNA3 FLAG-hEP4 NT
Hind I SnaBl Xba |
[ [ I | 1NN ||
Name des neuen Produktes: pcDNA FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484379A
B
NT 1-382(ST335-377, 383A)
CT 376-488(ST377, 382-484A)
Standard
| | ] |
2000 1000 400 200

Abb. 20: Synthese des pcDNA3 FLAG-hEP4 S335-377; 382-484A. A) Dargestellt ist das
fur die PCR-Reaktionen verwendete Plasmid und die notwendigen Primer (Hind FLAG EP4 f
und EP4 A379S r sowie EP4 A379S f und EP4 Xba r). Mit den Primern Hind FLAG EP4 f und
EP4 A379S r sowie EP4 A379S f und EP4 Xba r wurden zwei Megaprimer synthetisiert, mit
deren Hilfe zusammen mit den Primern Hind FLAG EP4 f und EP4 Xba r die komplette
FLAG-hEP4 ST33-337; 382-484A-cDNA amplifiziert wurde. Mit den komplementaren
Primern EP4 A379S f und EP4 A379S r wurde das urspringlich an dieser Position
vorhandene Serin wieder eingefiigt. Die FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-cDNA wurde mit
SnaB | und Xba | gespalten und die fur die C-terminale Doméne codierende Sequenz in den
pcDNA3 FLAG-hEP4 NT kloniert. Die fiur FLAG-hEP4 codierende Sequenz ist weil}, die
flankierenden Elemente des Vektors sind grau dargestellt. Weiterhin sind die verwendeten
Restriktionsschnittstellen (SnaB | und Xba |) und das erhaltene Klonierungs-produkt mit dem
eingefuigten S379 (magenta) gezeigt. B) Dargestellt sind die, wie in Abb. 10 beschrieben,
durch PCR amplifizierten Produkte. Die Analyse in einem 1% (w/v) Agarose-Gel zeigte wie
erwartet das ca. 1200 bp groRRe, durch Hind FLAG EP4 f und EP4 A379S r (NT 1-
382(ST335-377,383A)) und das ca. 350 bp grofde, durch EP4 A379S f und EP4 Xba r (CT
376-488(ST377,382-484A)) amplifizierte DNA-Fragment.

Die erhaltene 1519 bp grolRe komplette Rezeptor-cDNA wurde mit SnaB | und Xba |
gespalten und das fir die C-terminale Doméane codierende Fragment mit dem zuvor
sequenzierten FLAG-hEP4 NT in den pcDNA3-Vektor ligiert (Abb. 20 A). Die erfolgreiche
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Klonierung wurde durch Restriktionsfragmentlangen-Analyse Uberprift und die Einflhrung
des Ser379 durch Sequenzierung mit dem SP6-Sequenzierprimer in einer Richtung

bestatigt.

4.3 Klonierung der verschiedenen mutierten 3’-Fragmente und des 5’-Fragmentes
der FLAG-hEP4-Rezeptor-cDNA in den Expressionvektor pcDNA3

Zur Expression der verschiedenen kompletten FLAG-hEP4 Rezeptor-cDNAs wurde der
pcDNA3-Vektor gewahlt, da er Uber den starken CMV-Promotor und die ndétigen
Prozessierungssignale verfligt. Zusatzlich tragt dieser Vektor auch ein Neomycin-
Resistenzgen, durch das er sich zur stabilen Expression der Rezeptorpoteine in eukaryoten
Zellen durch G-418-Selektion eignet.

Die verschiedenen pcDNA3/FLAG-hEP4-R-Plasmide wurden aus transformierten E. coli XL1
(blue)-Zellen isoliert und 500 ng der Plasmid-DNA mit den Restriktionsenzymen Hind 11l und
Xba | gespalten. Die Spaltprodukte wurden in einem 1% (w/v) Agarose-Gel aufgetrennt und
visualisiert. Es waren zwei Framente mit einer GréRe von 1505 bp flr die jeweilige FLAG-
hEP4-R-cDNA und von 5351 bp flir den pcDNA3-Vektor zu sehen (Abb. 21).

Von den Bakterienkolonien, welche die Plasmide der verschiedenen pcDNA3 FLAG-hEP4-R-
cDNAs mit der richtigen Sequenz trugen, wurde anschlieRend eine Ubernachtkultur in LB-
Amp-Medium angelegt und die Plasmid-DNA aus den Bakterienkulturen im Maxi-Maflstab
isoliert. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde zur Transfektion der eukaryoten Zellen

eingesetzt.
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Abb. 21: Uberpriifung der Klonierung der verschiedenen Rezeptor-cDNAs in den
Expressionsvektor pcDNA3. Die Plasmid-DNA wurde aus den Ubernachtkulturen durch
Affinitatschromatographie isoliert und 1 pg der isolierten DNA fir 90 min mit den
Restriktionsenzymen Hind 11l und Xba | geschnitten, anschlieRend auf einem 1% Agarose-
Gel aufgetennt und mittels Ethidiumbromid-Interkalation visualisiert. Dargestellt ist jeweils
eines der positiv getesteten Plasmide. Es waren die erwarteten Framente mit einer GroRe
von ca. 1500 bp fir die FLAG-hEP4-Rezeptor-cDNA und ca. 5400 bp fir den pcDNA3-
Vektor fir alle klonierten Rezeptoren zu sehen.

4.4 Stabile Expression des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors und der verschiedenen
mutierten FLAG-hEP4-Rezeptoren

Zur stabilen Expression der pcDNA3/FLAG-hEP4 wt-R und der entsprechenden mutierten
Rezeptor-cDNAs wurden HEK293-Zellen mit der modifizierten Calcium-Phosphat-Methode
transfiziert (siehe 3.14.3) und die die verschiedenen Rezeptorproteine stabil exprimierenden
Zellen mittels des Neomycinderivates G-418 selektiert (siehe 3.14.4). Fur alle Rezeptoren
konnten mehrere G-418-resistente Kolonien isoliert und die daraus resultierenden Zellklone
kultiviert werden. Die Rezeptorexpression dieser Klone wurde durch Bestimmung der
spezifischen [°H]-PGE,-Bindung getestet. Von den Zellinien, welche die mutierten Rezeptor-

cDNAs exprimierten, wurden die Klone ausgewahlt, die die héchste spezifische [*H]-PGE.-
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Bindung zeigten. Aus den stabilen Zellinien wurde, um zu uberprifen, ob der richtige
Rezeptor exprimiert wurde, Gesamt-RNA isoliert (siehe 3.15), diese in cDNA umgeschrieben
(siehe 3.16) und anschlieBend mit Primerkombinationen, mit denen der zu Uberprifende
Sequenzabschnitt amplifiziert werden konnte, PCR-Reaktionen durchgefuhrt (siehe 3.17).
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in eine Sequenzierreaktion eingesetzt (siehe 3.10),

wodurch die in den Zellen exprimierten hEP4-R identifiziert wurden.

4.5 Charakterisierung der in HEK293-Zellen stabil exprimierten FLAG-hEP4-

Rezeptorproteine

4.51 Immunologischer Nachweis der stabil exprimierten FLAG-hEP4 wt- und der
mutierten FLAG-hEP4-Rezeptorproteine durch SDS-PAGE und Western-Blot-

Analyse

Fir den immunologischen Nachweis der stabil exprimierten Rezeptorproteine wurden die
verschiedenen Rezeptorproteine solubilisiert, mit dem FLAG-M2-Antikérper immunprazipitiert
(siehe 3.19.2) und parallel die spezifische [*H]-PGE,-Bindung von Rezeptor-exprimierenden
HEK293-Zellen bestimmt (sieche 3.18.4). Die auf die spezifische [*H]-PGE,-Bindung
normalisierte hEP4-Rezeptormenge wurde in einer SDS-PAGE getrennt, auf eine PVDF-
Membran transferiert und mit Hilfe eines gegen die C-terminale Doméane des hEP4-R
gerichteten, polyklonalen Antiserums aus Kaninchen, einem Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikérper und einem Chemilumineszenzsubstrat der Peroxidase detektiert (siehe
3.19). Als Kontrolle dienten Immunprazipitate nicht-transfizierter HEK293-Zellen.

Das von der cDNA-Sequenz des hEP4-R abgeleitete Molekulargewicht des hEP4-R betragt
ca. 54 kDa. Der FLAG-hEP4-R, sowie die modifizierten Rezeptorproteine konnten jedoch alle
als breite Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 70-100 kDa nachgewiesen werden,
welche in nicht-transfizierten HEK293-Zellen nicht zu beobachten war (Abb. 22). Die
Differenz von errechnetem und tatsdchlichem Molekulargewicht der Rezeptorproteine ist
maoglicherweise auf eine komplexe Glykosylierung der Rezeptoren an den potentiellen N-
Glykosylierungsstellen Asn 7 und/oder Asn 177 zurickzuflihren, was auf eine korrekte
Prozessierung der Rezeptoren beim Transport vom endoplasmatischen Retikulum zur
Plasmamembran ruckschlief3en lassen wirde.

Die Intensitat der Rezeptorbande fir die Rezeptoren FLAG-hEP4 ST335-484A-R und
FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-R lag unter der Intensitat der restlichen Rezeptorbanden.
Dies ist moglicherweise darauf zurtickzufihren, da® durch die Mutation aller/nahezu aller
Serine und Threonine in der C-terminalen Doméane dieser Rezeptoren potentielle Epitope flr

Antikorper des polyklonalen anti-hEP4-R-Ct-Antiserums zerstort wurden.
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Neben der Hauptrezeptorbande bei ca. 70—100 kDa konnte bei dem FLAG-hEP4-R S379A
noch eine Bande bei ca. 54 kDa und bei dem FLAG-hEP4-R ST335-377; 382-484A noch
zwei Banden von ca. 62 und 65 kDa nachgewiesen werde, welche in nicht-transfizierten
HEK293-Zellen nicht zu beobachten waren. Hierbei kdnnte es sich moglicherweise um nicht
glykosylierte bzw. nur ,core“-glykosylierte Formen der Rezeptoren handeln. Es ist jedoch
nicht auszuschlieBen, dal} es sich bei diesen Banden um proteolytische, C-terminale
Abbauprodukte der Rezeptoren handelt, die nach der Immunprazipitation mit dem FLAG-M2
Antikérper entstanden sein muften.

Zusatzlich zu den Banden des hEP4-R konnte in allen Spuren, einschliellich der nicht-
transfizierten Kontrollzellen, eine prominente Bande bei ca. 50 kDa beobachtet werden, bei
der es sich wahrscheinlich um eine unspezifische Reaktion des Primar- oder

Sekundarantikérpers mit der schweren Kette des FLAG-M2-Antikérpers handelt.
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Abb. 22: Westernblotanalyse der in HEK293-Zellen stabil exprimierten
Rezeptorproteine. Die das FLAG-Epitop tragenden hEP4-Rezeptoren wurden solubilisiert,
mit dem FLAG-M2-Antikérper immunprazipitiert (siehe 3.19.2) und die Rezeptor-Expression
in einem parallelen Ansatz durch Bestimmung der spezifischen [*H]-PGE,-Bindung
quantifiziert. Die auf die spezifische Bindung normalisierte Menge an Rezeptorprotein wurde
in einer SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 3.19.4), durch Elektrotransfer auf eine PVDF-
Membran Uberfuhrt (siehe 3.19.6) und die Rezeptorproteine mit einem gegen die C-terminale
Domane des FLAG-hEP4-Rezeptors gerichteten polyklonalen Antiserum, einem Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikbrper und einem Chemilumineszenzsubstrat der Peroxidase
detektiert (siehe 3.19.8).
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4.5.2 Untersuchung der Plasmamembranlokalisation der verschiedenen stabil
exprimierten FLAG-hEP4-Rezeptorproteine durch Immunfluoreszenz-

Mikroskopie

Zur Untersuchung der Plasmamembranlokalisation der verschiedenen FLAG-hEP4-
Rezeptorproteine wurden Rezeptor-exprimierende HEK293-Zellen auf Glasdeckglaschen
kultiviert (siehe 3.25.2). Nach Fixierung und Permeabilisierung wurden die Rezeptorproteine
mit dem FLAG-M2-mAk und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikérper (siehe 3.25.5)
nachgewiesen. Nach Biotinylierung der intakten Zellen vor der Fixierung wurde die
Plasmamembran mit einem FITC-gekoppelten Streptavidin-Konjugat (siehe 3.25.3) markiert.
Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop gemacht (siehe
3.25.6).

In den nicht-transfizierten HEK293-Kontrollzellen war mit dem FLAG-M2-mAk und dem Cy3-
gekoppelten Sekundarantikérper (rot) keine spezifische Bindung zu erkennen; es war in den
Uberlagerungen der bei den unterschiedlichen Anregungs- und Emissions-Wellenlangen
aufgenommenen Bilder nur die durch das FITC-Konjugat (griin) markierte Plasmamembran
sichtbar (Abb. 23 a). In den die verschiedenen Rezeptoren stabil exprimierenden HEK293-
Zellen (Abb. 23 b-i) konnte die Expression und die Plasmamembranlokalisation der
exprimierten Rezeptorproteine nachgewiesen werden, was durch die Kolokalisation der griin
dargestellten Plasmamembran mit den rot dargestellten Rezeptorproteinen und der daraus
resultierenden Gelbfarbung zu sehen war. Fir die den FLAG-hEP4 S379A-R exprimierenden
HEK293-Zellen (Abb. 23 h) konnte eine geringe perinukledre Ansammlung der
Rezeptorproteine nachgewiesen werden, die auf ein mogliches Verbleiben eines Teils der
Rezeptorproteine im endoplasmatischen Retikulum hindeutete. Dies steht im Einklang mit
den Ergebnissen des Rezeptornachweises im Western-Blot, bei der der FLAG-hEP4 S379A-
R als potentiell nicht-glykosylierter, nicht prozessierter Rezeptor nachgewiesen werden
konnte (Abb. 22). Allerdings wies diese Zellinie in Bindungsstudien (siehe 4.5.3) auch die

héchste Rezeptordichte von allen Zellinien auf.
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Abb. 23: Plasmamembranlokalisation der verschiedenen, in HEK293-Zellen stabil
exprimierten FLAG-hEP4-Rezeptoren. Stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden auf
Fibronectin- und Poly-L-Lysin-beschichteten Glasdeckglaschen fir 24 h Kkultiviert.
Anschlieend wurden die Hydroxylgruppen der plasmamembranstandigen Kohlenhydrate zu
Aldehydgruppen oxidiert und die entstandenen Aldehydgruppen biotinyliert. Die Zellen
wurden fixiert, permeabilisiert und die Rezeptoren mit dem FLAG-M2-mAk und einem Cy3-
gekoppelten Sekundarantikoérper (rot), die Plasmamembran mit einem FITC-gekoppelten
Streptavidin-Konjugat (griin) markiert. Die Praparate wurden in Mowiol eingebettet und die
Aufnahmen mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop gemacht. Dargestellt ist die
Uberlagerung der bei den unterschiedlichen Anregungs- und Emissions-Wellenlangen
aufgenommenen Bilder. a = nicht transfizierte HEK293-Zellen, b = FLAG-hEP4 wt-R, ¢ =
FLAG-hEP4 ST335-484A-R, d = FLAG-hEP4 ST335-405A-R, e = FLAG-hEP4 ST428-484A-
R, f = FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A-R, g = FLAG-hEP4 ST335-382A-R, h = FLAG-
hEP4 S379A-R, i = FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A. Die Plasmamembran erscheint griin
(a). Durch die Uberlagerung der griin dargestellten Plasmamembran mit dem rot
dargestellten Sekundarantikérper flir den Rezeptornachweis erscheint die Plasmamembran
in den Rezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen gelb (b-i).
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4.5.3 Bestimmung der Affinitit und der maximalen Bindungskapazitit der
verschiedenen stabil exprimierten FLAG-hEP4-Rezeptoren fiir PGE, durch

Siattigungsbindungsstudien

Zur Bestimmung der Affinitdt und der maximalen Bindungskapazitat fir PGE, wurden
Membranen der mit den verschiedenen Rezeptoren stabil transfizierten HEK293-Zellen
prapariert (siehe 3.18.2) und in Sattigungsbindungsstudien eingesetzt. 25 g
Membranprotein wurden mit steigenden Konzentrationen PGE, von 0-20 pM und 5 nM [*H]-
PGE, fir 1 h bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert und die Reaktion durch
anschliefende Vakuumfiltration beendet (siehe 3.20.2). Aus den Bindungsdaten wurden mit
dem Computerprogramm LIGAND (Munson und Rodbard (1980)) die Ky-Werte und die
maximale Bindungkapazitat durch nicht-lineare Regression berrechnet (Tab. 7).

Die ermittelte Dissotiationskonstante (Ky) fur PGE; betrug fir den FLAG-hEP4 wt-R 1,31 +
0,51 nM (Tab. 7). Durch Einflihren der Mutationen in die C-terminale Domane kam es nicht
zu einer signifikanten Verschiebung der Kq-Werte (Tab. 7). Lediglich der FLAG-hEP4 ST335-
377; 382-484A-R wies eine tendenziell héhere Affinitat zum Liganden als der FLAG-hEP4

wt-R auf.

Tab. 7: Ks;-Werte und maximale Bindungskapazitat der verschiedenen in HEK293-
Zellen stabil exprimierten FLAG-hEP4-Rezeptoren. Aus HEK293-Zellen, die den Wildtyp
hEP4-R oder Mutanten exprimierten, in denen die Serine und Threonine der C-terminalen
Domane teilweise oder vollstandig durch Alanine ersetzt worden waren, wurden Membranen
isoliert. Die Membranen wurden in Sattigungsbindungsstudien mit [*H]-PGE, eingesetzt. Ky
und Bnax wurden durch nicht-lineare Regressionsanalyse (LIGAND) berechnet. Die Werte
sind Mittelwerte £ S.D. aus drei unabhangigen Versuchen.

Rezeptor Kg (nM) Bmax (pmol/mg)
FLAG-hEP4 wt 1,31+ 0,51 1,83+ 0,16
FLAG-hEP4 ST335-484A 3,30+ 2,60 1,63+ 0,44
FLAG-hEP4 ST335-405A 1,74 £+ 1,20 2,07 £ 0,27
FLAG-hEP4 ST428-484A 1,08 £ 0,97 1,68 £ 0,22
FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A 2,09 £ 0,49 1,24 £ 0,27
FLAG-hEP4 ST335-382A 1,07 £ 0,33 4,41 £ 0,53
FLAG-hEP4 S379A 2,37 £ 0,62 6,19 £ 1,80
FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A 0,49+0,1 1,19 £ 0,65

Fir die den Wildtyprezeptor exprimierende Zellinie ergab sich eine Bpnax von
1,83 = 0,16 pmol/mg Membranprotein (Tab. 7). Die Bn.c-Werte der Zellinien, die die

mutierten Rezeptorproteine exprimierten, unterschieden sich nicht signifikant von der den
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hEP4-R-Wildtyp exprimierenden Zellinie. Lediglich die Zellinien mit den Mutanten FLAG-
hEP4 ST335-382A-R und FLAG-hEP4 S379A-R hatten einen 2- bzw. 3-fach hdhere B,
(Tab. 7).

4.5.4 Nachweis der Funktionalitat der verschiedenen in HEK293-Zellen stabil

exprimierten FLAG-hEP4-Rezeptoren an Membranen

Es ist gezeigt worden, daR die C-terminale Doméne der Prostanoidrezeptoren fur die G-
Protein-Kopplungskontrolle (Hasegawa et al. (1996)) und/oder -Spezifitat (Namba et al.
(1993)) relevant ist. Daher war nicht auszuschlielen, dafld die Substitution einzelner oder
mehrerer Serine und Threonine in der C-terminalen Domane zu einer Veranderung der
Kopplungseigenschaften der Rezeptoren flihrte. Daher wurde die PGE,- und die Forskolin-
induzierte cAMP-Bildung der die verschiedenen Rezeptoren stabil exprimierenden HEK293-
Zellen untersucht. Da die Gs-Proteine und die Adenylatcyclase membranassoziiert sind,
konnten die Versuche zur Funktionalitdt der Rezeptorproteine an Membranen dieser
Zellinien durchgefihrt werden. Dazu wurden Membranen aus den die Rezeptoren
exprimierenden HEK293-Zellen prapariert (siehe 3.21.2) und in einem ATP-regenerierenden
System mit 1 yM PGE; oder 1 pM Forskolin, in Anwesenheit von 1 mM IBMX zur Hemmung
der Phosphodiesterase, stimuliert (siehe 3.21.3). Anschliefend wurde die Menge des
gebildeten cAMP mit einem RIA ermittelt (siehe 3.21.4) und parallel die [°*H]-PGE,-Bindung
der verwendeten Membranen in Bindungsstudien bestimmt (siehe 3.18.4). Die Menge an
gebildetem cAMP wurde unter Einbeziehung der Rezeptoraffinitaten auf die Rezeptordichte
bezogen.

In Membranen nicht-transfizierter HEK293-Zellen war eine schwache basale cAMP-Bildung
nachweisbar, die durch PGE, nur geringfligig gesteigert werden konnte. Diese leichte PGE,-
abhangige Steigerung der cAMP-Bildung in nicht-transfizierten HEK293-Zellen kénnte auf
den endogen schwach exprimierten EP2-R zurtickzufihren sein (Daten nicht gezeigt).

Die basale unstimulierte cAMP-Bildung war in Membranen von HEK293-Zellen, die mit dem
Wildtyp hEP4-R oder den Rezeptormutanten transfiziert waren, nicht signifikant hdher als in
nicht-transfizierten Zellen. Daher konnte ausgeschlossen werden, dafl} der Wildtyprezeptor
die Gg-abhangige Signalkette Ligand-unabhangig aktivierte oder die Einflhrungen der
Mutationen in die C-terminale Domane zu solch einer konstitutiven Aktivitat fuhrten.

PGE, stimulierte in Membranen von HEK293-Zellen, die mit dem FLAG-hEP4 wt-R oder
einer der Rezeptormutanten transfiziert waren, die cAMP-Bildung. Dabei unterschied sich bei
Rezeptor-sattigenden (ca. 1000x K4) PGE.-Konzentrationen die auf die Rezeptordichte
normalisierte cAMP-Bildung in Membranen aller untersuchten, die Rezeptormutanten
exprimierenden Zellinien, nicht signifikant von der des FLAG-hEP4 wt-R (Abb. 24).
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Abb. 24: Nachweis der PGE,- und Forskolin-induzierten cAMP-Bildung der die
verschiedenen Rezeptoren exprimierenden HEK293-Zellen. Aus HEK293-Zellen, die mit
den verschiedenen Rezeptoren stabil transfiziert waren, wurden Membranen préapariert
(siehe 3.21.2). Die durch 1uM PGE, oder 1uM Forskolin in Anwesenheit von 1 mM IBMX in
dieser Membranpraparation stimulierte (siehe 3.21.3) cAMP-Bildung wurde mit einem RIA
ermittelt (siehe 3.21.4) und parallel die spezifische [°H]-PGE,-Bindung der verwendeten
Membranen ermittelt (siehe 3.18.4). Die cAMP-Bildungsrate wurde auf die Rezeptormenge
normalisiert. Die Werte stellen die Mittelwerte + S.E.M. aus drei Versuchen in
Doppelbestimmung dar.

Dies deutet darauf hin, dafl die Einfuhrung der Mutationen in die C-terminale Doméane des
hEP4-R nicht zu einer Veranderung der G-Protein-Kopplungseffizienz der entsprechenden
Rezeptorproteine flhrte.

Diese Annahme wird auch dadurch unterstitzt, dall das Verhaltnis der Rezeptor-
unabhangigen, durch Foskolin stimulierten cAMP-Bildung (Abb. 24) zur maximalen PGE-

stimulierten cAMP-Bildung in Membranen aller Zellinien annahrend gleich war.
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4.5.5 Bestimmung der EC50-Werte der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptoren fiir die
PGE,-stimulierte cAMP-Bildung an Membranen

Zur Bestimmung der EC50-Werte der PGE,-stimulierten cAMP-Bildung wurden Dosis-
Wirkungskurven flr die verschiedenen Rezeptoren bestimmt. Dazu wurden Membranen aus
den verschiedenen FLAG-hEP4-R stabil exprimierenden HEK293-Zellen prapariert (siehe
3.21.2), die cAMP-Bildung mit steigenden PGE,-Konzentrationen stimuliert (siehe 3.21.3)
und das gebildete cAMP mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.5). Anschlielsend wurde durch
nicht-lineare Regression die PGE,-Konzentrationen ermittelt, bei denen die Agonisten-
abhangige cAMP-Bildung halbmaximal war (EC 50).

Die so ermittelten EC50-Werte fur den Wildtyprezeptor und die meisten Rezeptormutanten
(Tab. 8) unterschieden sich nicht signifikant von den ermittelten Ky-Werten. Lediglich die flr
den FLAG-hEP4 S379A-R ermittelte EC50 war signifikant niedriger als der
korrespondierende Ki-Wert, was wahrscheinlich auf die hohe Rezeptordichte in diesen
Membranen zurlickgefiihrt werden kann. In diesem Fall wirden auch bei niedrigeren
Ligandkonzentrationen gentigend Rezeptoren aktiviert, um die nachgeschaltete Signalkette

zu aktivieren (,spare-receptor‘-Hypothese (Zhu (1993)).

Tab. 8: EC50-Werte der PGE,-stimulierten cAMP-Bildung der verschiedenen in
HEK293-Zellen stabil exprimierten FLAG-hEP4-Rezeptoren. Aus HEK293-Zellen, die mit
den verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptoren stabil transfiziert waren, wurden Membranen
prapariert (siehe 3.21.2). Die durch steigende Konzentrationen PGE, (10™'-10° M) in
Anwesenheit von 1 mM IBMX in diesen Membranpraparationen stimulierte cAMP-Bildung
wurde mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.4). Die EC50-Werte wurden durch nicht-lineare
Regression ermittelt. Die Werte sind Mittelwerte + S.D. aus drei Versuchen in
Doppelbestimmung.

Rezeptor EC50-Wert [nM]
FLAG-hEP4 wt 2,19+ 0,63
FLAG-hEP4 ST335-484A 1,67 £ 0,87
FLAG-hEP4 ST335-405A 1,13+0,14
FLAG-hEP4 ST428-484A 0,62 + 0,53
FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A 2,67 + 3,04
FLAG-hEP4 ST335-382A 2,77 £ 1,63
FLAG-hEP4 ST379A 0,49 £ 0,11

FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A 1,33 £ 0,41
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4.6 Untersuchung der Phosphorylierung des FLAG-hEP4-Rezeptors und der

verschiedenen mutierten Rezeptorproteine

Die Agonisten-induzierte Phosphorylierung des hEP4-Rezeptors wurde durch Neuschéafer-
Rube et al. (1999) und Slipetz et al. (2001) nachgewiesen. Aus diesen Studien ging hervor,
daR die fur die Agonisten-induzierte Phosphorylierung relevanten Phosphorylierungsstellen
innerhalb der C-terminale Domane lokalisiert sind.

Alle Experimente zur Untersuchung der Phosphorylierung wurden von Herrn Dr. F.

Neuschéafer-Rube durchgefihrt.

4.6.1 Untersuchung der durch PGE,-Stimulation induzierten Phosphorylierung des
FLAG-hEP4 wt-Rezeptors

Die den FLAG-hEP4 wt-Rezeptor stabil exprimierenden HEK293-Zellen wurden fir 90 min in
150 pCi/ml [**P]-ortho-Phosphat-haltigen Medium kultiviert, in An- oder Abwesenheit von
400 nM Staurosporin flir 20 min vorinkubiert und danach fir 10 min mit PGE,, Forskolin oder
PMA stimuliert (siehe 3.26.2). Die Rezeptorproteine wurden immunprazipitiert (siehe 3.19.2),
Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und die phosphorylierten Rezeptorproteine mit einem
Imager-System visualisiert.

Der FLAG-hEP4 wt-R zeigte in den nicht stimulierten stabil exprimierenden HEK293-Zellen
eine geringe basale Phosphorylierung, die durch PGE,-Stimulation auf das 3-fache
gesteigert werden konnte (Abb. 25). Das phosphorylierte Protein erschien als einzelne breite
Bande mit einer Grofle von ca. 70-100 kDa, was dem durch Western-Blot bestimmten
Molekulargewicht des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors (Abb. 22) entsprach. Durch Stimulation der
Zellen mit Forskolin konnte die Phosphorylierung des Rezeptors nicht gesteigert werden.
Dies deutet darauf hin, daf’ die Agonisten-induzierte Phosphorylierung unabhangig von der
hEP4-R-vermittelten Aktivierung der Proteinkinase A stattfand. Die Phosphorylierung des
FLAG-hEP4 wt-R konnte nach Stimulation der Zellen mit PMA, einem Aktivator der PKC,
minimal gegenlber der basalen Phosphorylierung gesteigert werden (Abb. 25). Durch
Behandlung der Zellen mit Staurosporin, einem Inhibitor der ,second-messenger*-
abhangigen Proteinkinasen PKA und PKC wurde die PGE,-induzierte Phosphorylierung
nicht, dagegen aber die PMA-induzierte Phosphorylierung reduziert (Abb. 25). Daher wurde
die Agonisten-induzierte Phosphorylierung wahrscheinlich nicht durch ,second messenger®-

abhangige Kinasen sondern durch GRKs vermittelt.
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Abb. 25: Phosphorylierung des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors durch PGE,, Forskolin und
PMA. Mit dem FLAG-hEP4 wt-R stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden fir 90 min in
Kulturmedium mit 150 pCi [*?P]-ortho-Phosphat/ml inkubiert, wo angezeigt die letzten 20 min
mit Staurosporin bei 37°C behandelt und danach mit 1 yM PGE,, 50 uM Forskolin + 1 mM
IBMX oder 2 pyM PMA fur 10 min stimuliert (siehe 3.26.2). Die phosphorylierten
Rezeptorproteine wurden immunprazipitiert (siehe 3.19.2), Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt
(siehe 3.19.4 und 3.19.5) und anschlieBend mit einem Imager-System visualisiert.
Dargestellt sind die aus drei unabhangigen Versuchen = S.E.M. ermittelten
Phosphorylierungen in Relation zur basalen Phosphorylierung der nicht mit Staurosporin
behandelten Zellen. Statistik: Student’s f-Test flir ungepaarte Proben; a: signifikant
unterschiedlich von basal, b: signifikant unterschiedlich von den unter gleichen Bedingungen
nicht mit Staurosporin vorbehandelten Zellen.



4. Ergebnisse 118

4.6.2 Untersuchung der durch PGE, induzierten Phosphorylierung des FLAG-hEP4

wt-Rezeptors und der mutierten Rezeptorproteine

Die Untersuchung der Agonisten-induzierten Phosphorylierung der verschiedenen FLAG-
hEP4-R-Mutanten wurde, wie fir den Wildtyprezeptor beschrieben, (siehe 4.6.1)
durchgefiihrt, wobei die Menge an auf die SDS-PAGE aufgetragenem Immunprazipitat auf
die [°*H]-PGE,-Oberflachenbindung der unterschiedlichen hEP4-Rezeptoren exprimierenden
Zelllinien normalisiert wurde.

Der Wildtyprezeptor wurde, wie vorher gezeigt, Agonisten-abhangig phosphoryliert. Die
Agonisten-induzierte Phosphorylierung des Wildtyprezeptors wurde densitometrisch
quantifiziert und arbitrar als 100% gesetzt (Abb. 26). Die Agonisten-abhangige
Phosphorylierung der Rezeptormutanten wurde dazu ins Verhaltnis gesetzt.

Der FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptor, in dem alle potentiellen Phosphorylierungsstellen in
der C-terminalen Domane eliminiert waren, wurde im Gegensatz zum Wildtyprezeptor nicht
mehr Agonisten-abhangig phosphoryliert. Dieses Ergebnis bestatigt frihere Studien mit
einem Rezeptorhybrid aus dem Ratten EP3-R dessen C-terminale Doméane gegen die des
hEP4-R ausgetauscht worden war (Neuschafer-Rube et al. (1999)). Hier konnte gezeigt
werden, dal nur die C-terminale Domane des hEP4-R Agonisten-abhangig phosphoryliert
wird.

Die Agonisten-abhangige Phosphorylierung des FLAG-hEP4 ST335-405A-R, in dem alle
potentiellen Phosphorylierungsstellen im proximalen Bereich der C-terminalen Doméane
eliminiert waren, betrug noch 25% von der des Wildtyprezeptors, wahrend die Agonisten-
abhangige Phosphorylierung der Mutante FLAG-hEP4 ST428-484A, der alle potentiellen
Phosphorylierungsstellen im distalen Teil der C-terminalen Doméane fehlten, noch 75% von
der des Wildtyps betrug. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dal} die
Agonisten-induzierte Phosphorylierung im wesentlichen im proximalen Teil der C-terminalen
Domane des hEP4-R stattfand. Die Bereich, in dem der Hauptanteil der Agonisten-
induzierten Phosphorylierung stattfand, konnte weiter eingegrenzt werden. Die Agonisten-
abhangige Phosphorylierung des FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A-R war mit der
Phosphorylierung des Wildtyp vergleichbar (Abb. 26), was auf eine Hauptphosphorylierung

im proximalen Teil der C-terminalen Domane zwischen Serin 359 und Serin 382 hindeutete.
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Abb. 26: Nachweis der Lokalisation der fiir die Agonisten-induzierte Phosphorylierung
des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors relevanten Ser und Thr in der C-terminalen Domane. Die
mit den verschiedenen Rezeptoren stabil transfizierten HEK293-Zellen wurden fir 90 min in
Kulturmedium mit 150 pCi/ml [*?P]-ortho-Phosphat/ml inkubiert und anschlieRend mit 1 uM
PGE, fir 10 min stimuliert (siehe 3.26.2). Die phosphorylierten Rezeptorproteine wurden wie
unter Abb 21. beschrieben visualisiert (siehe 3.26.3 und siehe 3.19.) Dargestellt sind die
Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen = S.E.M. Zur Berechnung der relativen
Phosphorylierungen der verschiedenen Rezeptoren wurde von der PGE,-induzierten
Phosphorylierung des FLAG-hEP4 wt-R die basale Phosphorylierung subtrahiert und als
100% gesetzt. Zur Bestimmung der Phosphorylierung der verschiedenen Rezeptoren wurde
von deren PGEj-induzierter Phosphorylierung deren basale Phosphorylierung subtrahiert
und die mit der des FLAG-hEP4 wt-R ins Verhaltnis gesetzt. Statistik: Student’s t-Test fur
ungepaarte Proben; * = signifikant unterschiedlich vom FLAG-hEP4 wt-R.
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Allerdings ware zu erwarten gewesen, daf} die Phosphorylierung dieses Rezeptors der des
FLAG-hEP4 ST428-484A-R entsprach, da in beiden Rezeptoren die distalen Serine und
Threonine substituiert waren. Die Agonisten-abhangige Phosphorylierung des FLAG-hEP4
ST335-382A-R, die noch ca 25% von der des FLAG-hEP4 wt-R betrug und mit der des
FLAG-hEP4 ST335-405A-R vergleichbar war, unterstitzte die Annahme der Lokalisation der
Hauptphosphorylierung zwischen Serin 359 und Serin 382.

Erste Phosphopeptidsequenzierungen von Peptiden, die durch enzymatische Spaltung des
phosphorylierten FLAG-hEP4 wt-R generiert wurden, gaben eine Hinweis darauf, dal® dem
Serin an Position 379 eine besondere Rolle bei der Phosphorylierung des hEP4-R
zukommen kénnte. Der FLAG-hEP4 S379A-R, in dem nur Serin 379 substituiert war, zeigte
jedoch nach PGE,-Stimulation eine dem FLAG-hEP4 wt-R entsprechende Phosphorylierung,
woraus resultierte, das Serin 379 nicht essentiell flr die Agonisten-induzierte
Phosphorylierung des hEP4-R war. Dieses Resultat wurde durch den FLAG-hEP4 ST335-
377; 382-484A-R, der wie der FLAG-hEP4 ST335-484A-R keine Phosphorylierung mehr
zeigte, unterstitzt (Abb. 26). Da sich die beiden Rezeptoren wie der Wildtyprezeptor bzw.
wie der FLAG-hEP4 ST335-484A-R verhielten, wurden sie daraufhin als positive bzw.

negative Kontrollen in den weiteren Experimenten verwendet.

4.7 Untersuchung der Desensitisierung des FLAG-hEP wt- und des FLAG-hEP4
ST335-484A-Rezeptors in stabil transfizierten HEK293-Zellen

Der in CHO-Zellen exprimierte EP4-R desensitisierte, im Gegensatz zu dem ebenfalls G-
gekoppelten EP2-R, nach Agonisten-Exposition schnell (Nishigaki et al. (1996)). Diese
Agonisten-induzierte Desensitisierung war in einer hEP4-R-Mutante aufgehoben, die am
Anfang der C-terminalen Domane trunkiert war (Bastepe und Ashby (1997)). Andererseits
war ein Hybridrezeptor, in dem die C-terminale Doméane des nicht-desensitisierbaren EP3[3-
R durch die C-terminale Domane des desensitisierbaren hEP4-R ersetzt worden war,
desensitisierbar (Neuschafer-Rube et al. (1997b)). Daraus folgte, da} die C-terminale
Domane des hEP4-R sowohl notwendig wie hinreichend fir die Agonisten-induzierte
Desensitisierung war. Eine Voraussetzung flir die Agonisten-induzierte Desensitisierung ist
die Agonisten-induzierte Phosphorylierung. Daher wurde angenommen, dal® der FLAG-hEP4
ST335-484A-R, in dem alle potentiellen Phosphorylierungsstellen eliminiert waren, nicht

mehr Agonisten-abhangig desensitisierte.
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4.7.1 Untersuchung der Desensitisierung der PGE;-induzierten cAMP-Bildung des
FLAG-hEP4 wt- und des FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptors nach

Vorstimulation mit PGE,

Die Desensitisierung der in HEK293-Zellen exprimierten Rezeptoren sollte dadurch gezeigt
werden, dal® die PGE,-stimulierte cAMP-Bildung in einer zweiten Stimulationsphase nach
vorheriger Stimulation der Zellen mit PGE, geringer ausfallt, als in nicht vorstimulierten
Zellen.

Die den FLAG-hEP4 wt- oder den FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptor exprimierenden
HEK293-Zellen wurden mit 100 nM PGE, fir 10 min vorstimuliert und anschlieRend mit
saurem Puffer (pH3) zur Entfernung des Liganden inkubiert. Danach wurden die Zellen in
Anwesenheit von 1 mM IBMX mit 10 nM PGE; fir 10 min restimuliert (siehe 3.22.2) und die
cAMP-Bildung mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.5).

Die basale Agonisten-unabhangige cAMP-Bildung war in den hEP4-R-Wiltdtyp und den
FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierenden HEK293-Zellen gleich. Sie lag in der
GréRenordnung von 1,5 pmol * (min * 10° Zellen)™. In beiden Zellinien steigerte 10 nM PGE,
die cAMP-Bildung um das 15-20-fache (Abb. 27). Wurden die Zellen mit PGE;, (100 nM)
vorbehandelt, der Agonist entfernt und die Zellen in Gegenwart des Phosphodiesterase-
Inhibitors IBMX weiterinkubiert, stieg die cAMP-Bildung auf das 10-20-fache gegenliber den
unvorbehandelten Zellen (Abb. 27). Diese ohne weiteren Stimulus ausgeldste cAMP-Bildung
war in Zellen, die den Wildtyprezeptor exprimierten, signifikant kleiner als die durch 10 nM
PGE; ohne Vorstimulation ausgel6ste cAMP-Bildung. In Zellen, die den FLAG-hEP4 ST335-
484A-R exprimierten, war diese ohne weiteren Stimulus ausgeldste cAMP-Bildung gleich der
durch 10 nM PGE, ohne Vorstimulation ausgelosten cAMP-Bildung und konnte durch
erneute Stimulation mit 10 nM PGE; nicht mehr weiter gesteigert werden (Abb. 27).

Diese Ergebnisse zeigen, dald zum einen ganz offensichtlich der Ligand (PGE,) durch den
sauren Waschschritt nach der ersten Stimulationsphase nicht vollstdndig vom Rezeptor
geldst werden konnte und der weiterhin gebundene Ligand auch ohne Zusatz von weiterem
PGE, die cAMP-Bildung stimulierte. Aufgrund der hohen cAMP-Spiegel nach Vorstimulation
ohne Zugabe von weiterem Liganden konnte die cAMP-Bildung nach erneuter Ligandzugabe
nicht vernlnftig quantifiziert werden. Die Ergebnisse weisen aber auch daraufhin, dafl® der
nach dem Woaschschritt an den Rezeptoren verbleibende Ligand in Wildtyprezeptor
exprimierenden Zellen zu einer geringeren cAMP-Bildung flhrte als in den FLAG-hEP4
ST335-484A-R exprimierenden Zellen. Dies kdnnte ein Hinweis auf eine Desensitisierung
des FLAG-hEP4 wt-R sein, die in FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierenden Zellen nicht

mehr nachweisbar war.
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Abb. 27: PGE;-induzierte cAMP-Bildung in FLAG-hEP4 wt- und in FLAG-hEP4 ST335-
484A-Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen mit und ohne Vorstimulation durch
PGE,. 2 x 10° Zellen, der mit dem FLAG-hEP4 wt-R oder dem FLAG-hEP4 ST335-484A-R
stabil transfizierten HEK293-Zellen, wurden auf Poly-L-Lysin beschichten Kulturplatten 48 h
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 nM PGE, oder Puffer fir 10 min
vorstimuliert und darauffolgend 2 min mit saurem Puffer zur Entfernung des Liganden
inkubiert. Danach wurden die Zellen in Anwesenheit von 1 mM IBMX mit 10 nM PGE flr
10 min in cAMP-Inkubationsmedium stimuliert (siehe 3.22.2). Das Medium wurde entfernt,
die Zellen lysiert und das gebildete cAMP mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.5). Die Werte
stellen die Mittelwerte + S.E.M. aus drei Versuchen in Doppelbestimmung dar. *p < 0,05,
Student’s t-Test flr ungepaarte Proben

4.7.2 Kinetik der PGE;-induzierten cAMP-Bildung des FLAG-hEP4- und des FLAG-
hEP4 ST335-484A-Rezeptors nach Vorstimulation und verzéogerter Gabe von
IBMX und Kinetik der Forskolin-induzierten cAMP-Bildung an ganzen Zellen

Da durch Vorstimulation der den FLAG-hEP4 wt-R exprimierenden Zellen die Agonisten-
induzierte cAMP-Bildung gering reduziert war (Abb. 27), wurde die Kinetik der PGE,-
induzierten cAMP-Bildung nach Vorstimulation der Rezeptor-exprimierenden Zellen mit PGE,
untersucht. Dazu wurden die den FLAG-hEP4 wt- und den FLAG-hEP4 ST335-484A-
Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen fir 10 min mit 1 yM PGE, vorstimuliert und die
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intrazellulare cAMP-Akkumulation durch Zugabe von 1 mM IBMX gestartet. Die Ansatze
wurden fur 0-30 min zur cAMP-Bildung inkubiert (siehe 3.22.3) und anschlieBend das
gebildete cAMP mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.5).

Fir die den FLAG-hEP4 wt-R exprimierenden HEK293-Zellen sollte nach Vorstimulation mit
PGE, noch ein Anstieg des cAMP-Spiegels erfolgen, jedoch wurde das Erreichen eines
konstanten cAMP-Spiegels erwartet, da nach der Entkopplung des Rezeptors kein weiteres
cAMP mehr gebildet werden kann. Dagegen wurde in den den FLAG-hEP4-ST335-484A-R
exprimierenden Zellen ein kontinuierlicher Anstieg des cAMP-Spiegels erwartet.

Nach Vorstimulation zeigten die den FLAG-hEP4 wt-R und den FLAG-hEP4 ST335-484A-R
exprimierenden HEK293-Zellen einen geringen basalen cAMP-Spiegel, der nach Zugabe
von IBMX fir den FLAG-hEP4 wt-R im gleichen Male wie flir den FLAG-hEP4 ST335-484A-
R anstieg (Abb. 28). Die den FLAG-hEP wt-R exprimierenden Zellen zeigten nach 10 min
einen maximalen cAMP-Spiegel, der fir weitere 20 min nicht mehr gesteigert werden konnte.
Allerdings zeigten auch die den FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierenden Zellen ein
Maximum der PGEs-induzierten cAMP-Bildung nach 10 min, welches ebenfalls konstant
blieb. Der erwartete kontinuierliche, Agonisten-abhangige cAMP-Anstieg fur den FLAG-hEP4
ST335-484A-R konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 28). Dies Ergebnis konnte
bedeuten, dal} entweder beide Rezeptoren Agonisten-abhangig desensitisieren, oder aber,
daR ein sehr hoher cAMP-Spiegel die weitere cAMP-Bildung hemmt.

Um diesen maoglichen zelluldren Effekt auf die cAMP-Bildung zu untersuchen, wurde die
Kinetik der Forskolin-induzierten cAMP-Bildung mit den den FLAG-hEP4 wt-R oder den
FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierenden HEK293-Zellen bestimmt (siehe 3.21.4). Da
Forskolin ein direkter, Rezeptor-unabhangiger Aktivator der Adenylatcyclase ist, sollte in der
Kinetik ein konstanter cAMP-Anstieg in den beiden Rezeptor exprimierenden Zellinien
messbar sein.

Durch Stimulation der Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen kam es zu einem Forskolin-
vermittelten Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels, allerdings erreichte auch die
Forskolin-induzierte cAMP-Bildung ein Maximum nach 10 min und blieb Uber weitere 20 min
konstant (Abb. 29). Die Kinetikprofile der Forskolin-induzierten cAMP-Bildung in den beiden
Rezeptor exprimierenden Zellen waren mit den Rezeptor-vermittelten Kinetikprofilen nach
PGE,-Simulation vergleichbar (vgl. Abb. 28, Abb. 29). Dieses Ergebnis deutete darauf hin,
dafll nicht beide Rezeptoren desensitisieren, sondern daf® durch einen Rezeptor-
unabhangigen Mechanismus die weitere cAMP-Bildung inhibiert wird.

Weiterhin ist nicht auszuschlie®en, dall die Expression des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors so
hoch war, dal® der Anteil an desensitisierten Rezeptoren zu gering war und die
verbleibenden nicht desensitisierten Rezeptoren noch ausreichten, um ein maximales cAMP-

Signal auszulésen. Zusatzlich kénnte auch der in den verwendeten HEK293-Zellen in
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geringem Male endogen exprimierte EP2-Rezeptor die mdgliche Desensitisierung des
hEP4-wt-R Uberlagern.
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Abb. 28: Kinetik der PGE;-induzierten cAMP-Bildung der den FLAG-hEP4 wt- und
FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptor stabil exprimierenden HEK293-Zellen nach
verzégerter Gabe von IBMX. 2 x 10°, der mit dem FLAG-hEP4 wt-R und dem FLAG-hEP4
ST335-484A-R stabil transfizierten HEK293-Zellen, wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten
Kulturplatten fir 48 h kultiviert. Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen fir 10 min
mit 1 yM PGE, in cAMP-Inkubationsmedium vorinkubiert. Danach wurde IBMX in einer
Endkonzentration von 1 mM zugegeben und damit die cAMP-Akkumulation in den Zellen fir
0-30 min bei 37°C stimuliert (siehe 3.21.4). Die cAMP-Bildung wurde, wie in Abb. 27
beschrieben, bestimmt. Die Werte stellen die Mittelwerte + S.E.M. aus zwei Versuchen in
Doppelbestimmung dar.
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Abb. 29: Kinetik der Forskolin-induzierten cAMP-Bildung der mit dem FLAG-hEP4 wt-
und dem FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptor stabil transfizierten HEK293-Zellen. 2 x 10°,
der mit dem FLAG-hEP4 wt- und dem FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptor stabil
transfizierten HEK293-Zellen, wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten Kulturplatten fir 48 h
kultiviert. Das Kulturmedium wurde entfernt und die Zellen fir 10 min mit 1 mM IBMX in
CAMP-Inkubationsmedium vorinkubiert. Danach wurden die Zellen flr 0-30 min mit 1 yM
Forskolin bei 37°C zur cAMP-Bildung stimuliert (sieche 3.21.4). Die cAMP-Bildung wurde, wie
in Abb. 27 beschrieben, bestimmt. Die Werte stellen die Mittelwerte + S.E.M. aus drei
Versuchen in Doppelbestimmung dar.

4.7.3 Kinetik der cAMP-Bildung des FLAG-hEP4 wt- und des FLAG-hEP4 ST335-
484A-Rezeptors nach Vorstimulation mit dem EP4-Rezeptor-spezifischen

synthetischen Agonisten ONO604 und verzéogerter Gabe von IBMX

Da die verwendeten HEK293-Zellen in geringem Mafle endogen den EP2-Rezeptor
exprimieren und ein mdglicher Uberlagerungseffekt durch diesen Gs-gekoppelten Rezeptor
nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde eine Kinetik der Agonisten-induzierten cAMP-
Bildung mit dem synthetischen EP4-R-spezifischen Agonisten ONO604 in einer
Konzentration durchgefuhrt, bei der der EP2-Rezeptor nicht aktiviert wurde. Durch den
spezifischen Agonisten sollte eine mégliche Desensitisierung des FLAG-hEP wt-Rezeptors,
die durch eine potentielle Aktivierung des endogenen EP2-Rezeptors lberlagert wurde,
nachgewiesen werden. Dazu wurden die den FLAG-hEP4 wt-R und die den FLAG-hEP4
ST335-484A-R exprimierenden HEK293-Zellen fir 10 min mit 10 nM ONOG604 vorstimuliert,
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anschlieend der Ligand entfernt und die Zellen 10 min ohne Ligand inkubiert (siehe 3.22.4).
Die cAMP-Akkumulation wurde durch Zugabe von IBMX gestartet und nach verschieden
langen Zeitrdumen das gebildete cAMP mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.5). Nach
Vorstimulation mit ONO604 und Inkubation ohne Agonisten zeigten die den FLAG-hEP4 wt-
R und die den FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierenden HEK293-Zellen einen geringen
basalen cAMP-Spiegel (Abb. 30), jedoch wurde fir beide Rezeptoren nach Zugabe von
IBMX ein maximaler cAMP-Spiegel nach ca. 10 min bestimmt, der Uber weitere 20 min
konstant blieb (Abb. 30). Die Kinetikprofile der Rezeptoren unterschieden sich nicht. Dies
konnte in der sehr hohen Expression der Rezeptoren begriindet sein, sodal® nach
Vorstimulation und Inkubation ohne Ligand noch genug FLAG-hEP4 wt-Rezeptoren nicht
desensitisiert waren, um ein maximales Signal auszuldsen. Die Kinetik bestatigte zusatzlich,

dafd der Ligand nicht vollstandig vom Rezeptor entfernt werden konnte.
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Abb. 30: Kinetik der cAMP-Bildung in FLAG-hEP4 wt- und FLAG-hEP4 ST335-484A-
Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen durch Stimulation mit dem EP4-R-
spezifischen Agonisten ONO604 und verzégerter Gabe von IBMX. 2 x 10°, der mit dem
FLAG-hEP4 wt-R und der mit dem FLAG-hEP4 ST335-484A-R stabil transfizierten HEK293-
Zellen, wurden fir 48 h kultiviert. Das Kulturmedium wurde entfernt, die Zellen fir 10 min mit
10 nM ONOG604 in cAMP-Inkubationsmedium stimuliert und anschlieend der Ligand in drei
Waschschritten entfernt. Die Zellen wurden ohne Ligand 10 min in cAMP-Inkubationsmedium
inkubiert und die cAMP-Akkumulation durch Zugabe von IBMX in einer Endkonzentration von
1 mM gestartet ( siehe 3.22.4). Die Ansatze wurden fir 0-30 min bei 37°C zur cAMP-Bildung
inkubiert (siehe 3.22.) und das gebildete cAMP, wie in Abb. 27 beschrieben, bestimmt. Die
Werte stellen die Mittelwerte £ S.E.M. aus drei Versuchen in Doppelbestimmung dar.
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4.7.4 Untersuchung der Verschiebung der Dosis-Wirkungskurven fiir die PGE,-
stimulierte cAMP-Bildung des FLAG-hEP4 wt- und des FLAG-hEP4 ST335-484A-

Rezeptors

Die Desensitisierung eines Rezeptors kann anhand der Rechtsverschiebung seiner Dosis-
Wirkungskurve fur die Agonisten-induzierten ,second-messenger®-Bildung ermittelt werden.
Werden die in einer Zelle exprimierten Rezeptoren nach Vorstimulation mit ihnrem Liganden
von ihrem G-Protein entkoppelt, kann nach Restimulation der Zelle derselbe Ligand ein
gleich grofRes Signal erst mit hdheren Konzentrationen auslésen (Nishigaki et al. (1996)).
Ferner konnen sattigende Agonistenkonzentrationen in Zellen, in denen der Rezeptor
desensitisiert ist, eine geringere maximale Signalstarke auslésen, als in Zellen mit nicht-
desensitisiertem Rezeptor.

Zur Untersuchung der Dosis-Wirkungskurven-Verschiebung der FLAG-hEP4 wt- oder FLAG-
hEP4 ST335-484A-Rezeptor-vermittelten, PGE,-stimulierten cAMP-Bildung wurden die die
Rezeptoren exprimierenden Zellen mit 1 yM PGE; flr 10 min vorstimuliert, der Ligand mit
saurem Puffer entfernt und Membranen aus den Zellen prapariert (siehe 3.21.2). An den
Membranen wurde in einem ,in vitro-Assay*“ die Dosis-abhangige cAMP-Bildung durch PGE,-
gemessen (3.21.3). Das gebildete cAMP wurde mit einem RIA bestimmt (siehe 3.21.5).

In Membranen nicht vorstimulierter, FLAG-hEP4 wt-R exprimierender HEK293-Zellen
stimulierte PGE, die cAMP-Bildung mit einer EC50 von 1,98 £+ 0,7 nM. Die EC50 fir die
PGE,-stimulierte cAMP-Bildung war in Membranen vorstimulierter, Wildtyprezeptor-
exprimierender HEK293-Zellen zwar tendentiell hdher (3,73 £ 0,45 nM), aber nicht signifikant
unterschiedlich von der in Membranen nicht-vorstimulierter Zellen. Auch die maximale PGE,-
induzierte cAMP-Bildung war in Membranen vorstimulierter Zellen nicht reduziert (Abb. 31).
In Membranen aus nicht-vorstimulierten und vorstimulierten HEK293-Zellen, die den FLAG-
hEP4 ST335-484A-R exprimierten, verliefen die Dosis-Wirkungskurven absolut
deckungsgleich (Abb. 31). Trotz dieses kleinen Unterschiedes zwischen dem FLAG-hEP4
wt- und dem FLAG-hEP4 ST335-484A-R konnte eine Desnsitisierung des Wildtyprezeptors

auch in diesem experimentellen Ansatz nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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Abb. 31: Konzentrationsabhangigkeit der PGE,-induzierten cAMP-Bildung in FLAG-
hEP4 wt- und FLAG-hEP4 ST335-484A-Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen nach
Vorstimulation mit PGE,. Konfluente, mit dem FLAG-hEP4 wtR- und dem FLAG-hEP4
ST335-484A-R stabil transfizierte HEK293-Zellen, wurden fur 10 min mit 1 yM PGE; in
CAMP-Inkubationmedium stimuliert. Danach wurde der auf der Oberflache gebundene
Ligand 1 min in saurem Puffer eluiert (siehe 3.22.5), der saure Puffer in zwei Waschschritten
mit cAMP-Inkubationsmedium entfernt und Membranen aus den Zellen prapariert (siehe
3.21.2). Die Membranen wurden mit steigenden Konzentrationen PGE, in Gegenwart von
IBMX inkubiert (siehe 3.21.3). Das gebildete cAMP wurde mit einem RIA bestimmt (siehe
3.21.5). Die Werte stellen die Mittelwerte aus drei unbahangigen Versuchen + S.E.M. in
Doppelbestimmung dar.
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4.8 Untersuchung der Internalisierung des in HEK293-Zellen stabil transfizierten
FLAG-hEP4 wt- und der verschiedenen mutierten FLAG-hEP4-Rezeptoren

Nach Phosphorylierung und Desensitisierung kommt es bei vielen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren zu einer Clathrin-vermittelten Internalisierung des Rezeptors, dal3 heifdt einer
Verlagerung des Rezeptors mit dem gebundenen Liganden von der Zelloberflache in
intrazellulare  Kompartimente  (Kraft et al. (2001)). Diese Clathrin-vermittelte
Rezeptorinternalisierung kann durch hohe extrazellulare Saccharosekonzentrationen
gehemmt werden (Heuser und Anderson (1989)). Die Relevanz der C-terminalen Domane
fur die Internalisierung des EP4-Rezeptors wurde bereits durch Desai et al. (2000) und
Slipetz et al. (2001) anhand von Trunkierungsmutanten beschrieben. Hier sollte nun
untersucht werden, wie sich die Elimination der potentiellen Phosphorylierungsstellen in der

C-terminalen Domane des hEP4-R auf die Internalisierung auswirkt.

4.8.1 Untersuchung der Internalisierung der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptoren
anhand der reduzierten FLAG-M2-mAk-Oberflachenbindung durch ELISA

Zur Untersuchung der Internalisierung wurden die mit den verschiedenen Rezeptoren stabil
transfizierten HEK293-Zellen fir 30 min in An- oder Abwesenheit von 0,45 M Saccharose
inkubiert und danach 45 min mit 1 yM PGE, stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen fir
2 h bei 4°C mit dem FLAG-M2-mAk inkubiert und der an die Zelloberflache gebundene
Antikorper im ELISA quantitativ bestimmt (siehe 3.23).

In Zellen, die den FLAG-hEP4 wt-R exprimierten, war die Anzahl der an der Zelloberflache
zuganglichen FLAG-Epitope und damit die Zahl der an der Zelloberflache nachweisbaren
hEP4-Rezeptorproteine nach Stimulation der Zellen mit PGE, um ca. 20% reduziert (Abb.
32). In Zellen, die den FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierten war keine PGE,-abhangige
Reduktion der Rezeptorproteine an der Zelloberflache nachweisbar. Die Serine und
Threonine in der C-terminalen Doméane des hEP4-R waren also flir die Agonisten-induzierte
Internalisierung essentiell.

In Zellen, die die Rezeptormutanten exprimierten, in denen lediglich die Serine und
Threonine im proximalen Teil der C-terminalen Domane bzw. Serin 379 selektiv gegen
Alanin ausgetauscht waren (FLAG-hEP4 ST335-405A-, FLAG-hEP4 ST335-382A- und
FLAG-hEP4 S379A-R), reduzierte die Inkubation mit PGE, die Anzahl der auf der
Zelloberflache fur die Antikdrper zuganglichen Rezeptoren in ahnlichem Umfang wie in
Wildtyprezeptor-exprimierenden Zellen. Im Gegensatz dazu wurden Rezeptoren, in denen
die Serine und Threonine im distalen Teil der C-terminalen Domane gegen Alanine
ausgetauscht waren (FLAG-hEP4 ST428-484A-, FLAG-hEP4 ST335-354; 389-484A- und
FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-R), nicht internalisiert.
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Vorbehandlung der Zellen mit Saccharose zur Hemmung der Clathrin-vermittelten
Endocytose hob die Internalisierung des FLAG-hEP4 wt-, des FLAG-hEP ST335-405A-und
des FLAG-hEP4 S379A-R auf (Abb. 33), was die Annahme unterstitzt, dafl die
Rezeptorendocytose Uber einen durch Saccharose inhibierbaren, Clathrin-vermittelten
Internalisierungweg erfolgt. Uberraschenderweise wurde die Internalisierung des FLAG-
hEP4 ST335-382A-Rezeptors mit Saccharose nicht gehemmt (Abb. 33). Dies koénnte auf
einen mdglichen sekundaren, B-Arrestin- und Clathrin-unabhangigen Internalisierungweg

hindeuten.

Abb. 32: Bestimmung der Agonisten-
induzierten Internalisierung des FLAG-

e hEP4 wt- und des FLAG-hEP4 ST335-
3 100 + 484A-Rezeptors durch  Zell-Ober-
-_g flachen-ELISA. HEK293-Zellen, die die
s > verschiedenen Rezeptoren stabil
S = exprimierten, wurden fir 45 min mit 1uM
i g I PGE, bei 37°C stimuliert, anschliefend
"E, S auf 4°C abgekuhlt und die Menge der an
3= . der Oberflaiche zuganglichen Rezeptor-
<5 80 | proteine durch einen Cyto-ELISA (siehe
é; 3.23) mit dem FLAG-M2-mAk bestimmt.
Pl Dargestellt ist die ermittelte FLAG-M2-
= 70 F mAk-Oberflachenbindung als Prozent der
Q) nicht mit PGE, stimulierten Kontrollzellen.
j Die Werte stellen die Mittelwerte + S.E.M.
L , , aus vier (FLAG-hEP4 ST335-484A-R)
602 4  oder finf (FLAG-hEP4 wt-R) ver-
schiedenen Versuchen in Dreifach-

bestimmung dar. *p < 0,05, Student’s t-

Test fur ungepaarte Proben.
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Abb. 33: Bestimmung der Agonisten-induzierten Internalisierung des FLAG-hEP4 wt-
Rezeptors und der mutierten Rezeptorproteine durch Zell-Oberflaichen-ELISA ohne
und nach Vorbehandlung der Zellen mit Saccharose. HEK293-Zellen, die die
verschiedenen Rezeptoren stabil exprimierten, wurden fir 30 min in An- oder Abwesenheit
von 0,45 M Saccharose bei 37°C vorinkubiert. Danach wurden die Zellen flr 45 min mit 1 yM
PGE, bei 37°C stimuliert, anschlieend auf 4°C abgekihlt und die Menge der an der
Oberflache zuganglichen Rezeptorproteine durch einen Cyto-ELISA (siehe 3.23) mit dem
FLAG-M2-mAk bestimmt. Dargestellt ist die reduzierte FLAG-M2-mAk-Oberflachenbindung
als Prozent der nicht mit PGE, stimulierten Kontrollzellen. Die Werte stellen die Mittelwerte +
S.E.M. aus drei (FLAG-hEP4 ST335-484A-R, FLAG-hEP ST335-405A-R, FLAG-hEP4
ST335-377; 382-484A-R und FLAG-hEP4 S379A-R), vier (FLAG-hEP4 ST428-484A-R,
FLAG-hEP4 ST 335-354; 389-484-R und FLAG-hEP4 ST335-382A-R) oder funf (FLAG-
hEP4 wt-R) verschiedenen Versuchen in Dreifachbestimmung ohne Vorbehandlung der
Zellen mit Saccharose und die Mittelwerte + S.E.M. aus drei (FLAG-hEP4 ST335-484A-R,
FLAG-hEP ST335-405A-R, FLAG-hEP4 ST428-484A-R, FLAG-hEP4 S379A-R und FLAG-
hEP4 ST335-377; 382-484A-R) oder vier (FLAG-hEP4 wt-R, FLAG-hEP4 ST 335-354; 389-
484-R und FLAG-hEP4 ST335-382A-R) verschiedenen Versuchen in Dreifachbestimmung
nach Vorbehandlung der Zellen mit Saccharose dar. *p < 0,05, Student's t-Test fir
ungepaarte Proben.
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4.8.2 Untersuchung der Internalisierung der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptoren
durch Bindungsstudien mit [*H]-PGE;

Die Quantifizierung der Rezeptorinternalisierung tGber den Cyto-ELISA erfal’t die Summe
aller Epitop-tragender Rezeptorproteine auf der Zelloberflache. Sie sollte durch ein Verfahren
erganzt werden, bei dem der Weg der Ligand-besetzten Rezeptoren verfolgt werden kann.
Da der Rezeptor wahrend der Internalisierung immer noch mit dem Ligand besetzt ist,
konnte die Internalisierung anhand der Verteilung von [°H]-PGE, zwischen Plasmamembran
und intrazelluldaren Kompartimenten nach langeren Inkubationszeiten, in denen eine
Agonisten-induzierte Internalisierung ausgelést werden kann, bestimmt werden. Dafir
wurden die die verschiedenen Rezeptoren exprimierenden HEK293-Zellen fir 2 h bei 4°C,
einer Temperatur, bei der keine Internalisierung stattfindet und bei der die Internalisierungs-
unabhangige Bindung von [°H]-PGE, an die Zelloberfliche bestimmt werden kann, und
parallel fir 30 min bei 37°C mit 5 nM [°H]-PGE, in An- oder Abwesenheit von nicht-
markiertem PGE, zur Bestimmung der unspezifischen Bindung inkubiert und anschlielend
das auf der Zelloberflache gebundene [*H]-PGE, durch Behandlung der Zellen mit saurem
Puffer (pH3) eluiert. Danach wurden die Zellen in Lysis-Puffer aufgeschlossen und die
Radioaktivitat im Zellaufschluf® sowie im Eluat bestimmt (siehe 3.24).

In Zellen, die den FLAG-hEP4 wt-R exprimierten, konnten unter Bedingungen, die keine
Internalisierung zulassen (4°C), 60% der gesamten spezifisch Zell-assoziierten [°H]-PGE,-
Menge an der Plasmamembran von den Zellen eluiert werden. Unter Bedingungen, die eine
Internalisierung zulassen (37°C), war die Menge an Zelloberflaichen-assoziiertem [*H]-PGE,
auf 30% reduziert (Abb. 34). Daraus wurde geschlossen, dafl® etwa 50% der urspriinglich an
der Plasmamembran zuganglichen Rezeptoren bei 37°C internalisiert werden (Abb. 35). Im
Gegensatz dazu war die Zelloberflachen-assoziierte [*H]-PGE,-Menge in Zellen, die den
FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierten, unter beiden Bedingungen nahezu identisch (Abb.
34). Es fand also keine Agonisten-induzierte Internalisierung statt (Abb. 35). Dieser Befund
ist im Einklang mit den Ergebnissen des Cyto-ELISAs (Abb. 33). Bei allen Mutanten, in
denen die Serine und Threonine im distalen Teil der C-terminalen Doméane des hEP4-R
gegen Alanine substituiert waren, war der Anteil des von der Zelloberflache mit dem
Rezeptor in die Zelle sequestrierten [°H]-PGE, geringer als beim Wildtyprezeptor; die
Rezeptoren wurden also in geringerem Umfang Agonisten-abhangig internalisiert. Auch dies
stimmte mit den im Cyto-ELISA erhobenen Daten Uberein. Von den Mutanten, in denen die
Serine und Threonine im proximalen Bereich der C-terminalen Domane gegen Alanine
ausgetauscht worden waren, wurde die Mutante FLAG-hEP4 ST335-382A-R wie der
Wildtyprezeptor internalisiert, die Mutante FLAG-hEP4 ST335-405A-R aber deutlich weniger
als der Wildtyprezeptor. Dieser Befund weicht von den Ergebnissen des Cyto-ELISAs ab, der
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Abb. 34: Bindung von [°*H]-PGE; an die Oberflichen von FLAG-hEP4 wt- oder FLAG-
hEP4 ST335-484A-Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen bei 4°C und bei 37°C.
HEK293-Zellen, die die angegebenen Rezeptoren stabil exprimierten wurden mit 5 nM [>H]-
PGE, in An- oder Abwesenheit von 10 uM nicht-markiertem PGE, flir 2 h bei 4°C und parallel
30 min bei 37°C inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und das an der Zelloberflache
gebundene [*H]-markierte PGE, zweimal 5 min mit saurem Puffer eluiert (siche 3.24).
Danach wurden die Zellen in Lysis-Puffer aufgeschlossen und die Radioaktivitat im Eluat
sowie im Lysat im B-Zahler bestimmt. Die [°H]-PGE,-Oberflachenbindung wurde berechnet
als:

[’H]-PGE,Eluat (total-unspez.)
* 100
[’H]-PGE, (Eluat (total-unspez.) + Lysat (total-unspez.))

total = totale [°H]-PGE,-Bindung, unspez. = unspezifische [°’H]-PGE,-Bindung. Die Werte
stellen die Mittelwerte + S.D. von jeweils drei verschiedenen Versuchen in
Dreifachbestimmung dar. Statistik: Student’s t-Test flir ungepaarte Proben. *p < 0,05,
Student’s t-Test flr ungepaarte Proben.

[’H]-PGE,-Oberflachenbindung = [

Vorbehandlung der Zellen mit Saccharose hemmte die Internalisierung aller
Rezeptormutanten, die Agonisten-abhangig internalisiert wurden (Abb. 35). Die im Cyto-
ELISA gefundene Ausnahme der Saccharose-unabhangigen Internalisierung des FLAG-

hEP4 ST335-382A-R konnte mit diesem Internalisierungsnachweis nicht bestatigt werden.
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Abb. 35: Internalisierung der verschiedenen Rezeptorproteine durch Bestimmung des
intrazelluldren [*H]-PGE, ohne und nach Vorbehandlung der Zellen mit Saccharose.
HEK293-Zellen, die die angegebenen Rezeptoren stabil exprimierten, wurden fir 30 min in
An- oder Abwesenheit von 0,45 M Saccharose bei 37°C inkubiert und, wie in Abb. 35
beschrieben, mit [*H]-PGE, stimuliert und aufgearbeitet. Die Radioaktivitit im Eluat und im
Lysat wurde im B-Zahler bestimmt. Die [°H]-PGE,-Internalisierung wurde berechnet als :

[’H]-PGE,-Oberflachenbindung bei 37°C 100}

[’H]-PGE,-Oberflachenbindung bei 4°C

wobei die [3H]-PGE2-Oberﬂéchenbindung, wie in Abb. 34 beschrieben, berechnet wurde. Die
Werte stellen die Mittelwerte = S.D. von jeweils drei verschiedenen Versuchen in
Dreifachbestimmung dar. Statistik: Student’s t-Test flir ungepaarte Proben. *p < 0,05,
Student’s t-Test flr ungepaarte Proben.

[’H]-PGE,-Internalisierung (%) = 100% - |:
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4.9 Untersuchung der Internalisierung der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptoren

durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Zur Untersuchung der Internalisierung der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptorproteine an
intakten Zellen durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurden Rezeptor exprimierende
HEK293-Zellen auf Glasdeckglaschen kultiviert (siehe 3.25.2) und fir 45 min mit 1 yM PGE;,
stimuliert. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurden die Rezeptorproteine mit dem
FLAG-M2-mAk und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikbrper (siehe 3.25.5)
nachgewiesen. Nach Biotinylierung der intakten Zellen vor der Fixierung wurde die
Plasmamembran mit einem FITC-gekoppelten Streptavidin-Konjugat (siehe 3.25.3) markiert.
Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop gemacht (siehe
3.25.6).

In den nicht-stimulierten, den FLAG-hEP4 wt-Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen war
die grin dargestellte Plasmamembran als begrenzt diffuse Linie zu erkennen, was auf eine
geringe Deformationen der Plasmamembran wahrend der Fixierung oder auf eine nicht
orthogonale Orientierung der Plasmamembran zur Aufnahmeebene zurlickzuflihren war
(Abb. 36 erste Zeile, linke Spalte). Intrazellular war keine grine Markierung zu erkennen.
Unter den gewahlten Bedingungen wurde also tatsachlich nur Protein an der Zelloberflache
biotinyliert. Der rot dargestellte FLAG-hEP4 wt-Rezeptor war in der Plasmamembran
lokalisiert, jedoch waren auch geringe Markierungen intrazellular zu erkennen, die
wahrscheinlich auf Rezeptoren hindeuten, die nicht zur Plasmamembran transportiert
werden oder ein unspezifisches Signal sind (Abb. 36 erste Zeile, mittlere Spalte). In der
Uberlagerung war eine deutliche Colokalisation der Rezeptorproteine mit der
Plasmamembran durch die Gelbfarbung zu erkennen (Abb. 36 erste Zeile, rechte Spalte). In
der ,z-scan“-Darstellung der Uberlagerung wurden die Zellen in der dritten Dimension
gezeigt. Im unteren Bereich der Darstellung war die Adhasionsebene der Zelle auf dem
Glasdeckglaschen zu sehen, wahrend sich die Plasmamembran mit den darin lokalisierten
Rezeptoren als diinne Linie Uber diese Ebene wolbte. Im Zellinneren, das sich in dieser
Darstellung zwischen der Adhasionsebene und der gewdlbten Plasmamembran befindet,
war keine Rezeptormarkierung zu erkennen (Abb. 36 zweite Zeile).

Nach Agonisten-Exposition war die griin dargestellte Plasmamembran als begrenzte Linie zu
erkennen (Abb. 36 dritte Zeile, linke Spalte) und der rot-dargestellte FLAG-hEP4 wt-Rezeptor
war nicht mehr gleichmaRig in der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 36 dritte Zeile, mittlere
Spalte), sondern geclustert im Inneren der Zelle (Abb. 36 dritte Zeile, rechte Spalte). Die
punktuelle Gelbfarbungen in der Plasmamembran 1aRt noch auf einen Teil nicht-
internalisierter Rezeptoren schlielen (Abb. 36, dritte Zeile). In der ,z-scan“-Darstellung war
die intrazellulare Lokalisation der rot dargestellten Rezeptoren innerhalb der von der grin

dargestellten Plasmamembran umgebenen Zellen zu sehen (Abb. 36, vierte Zeile).
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Abb. 36: Internalisierung des FLAG-hPE4 wt-Rezeptors in stabil transfizierten HEK293-
Zellen nach PGE,-Stimulation. Die den FLAG-hEP4 wt-R exprimierenden HEK293-Zellen
wurden auf Fibronectin und Poly-L-Lysin beschichteten Glasdeckglaschen fir 24 h kultiviert
und anschlieflend flir 45 min mit 1 yM PGE, stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellen, wie
in Abb. 21 beschrieben, prapariert und Aufnahmen mit einem konfokalen Laser-Scan-
Mikroskop gemacht. Dargestellt sind die bei den unterschiedlichen Anregungs- und
Emissions-Wellenlangen aufgenommenen Bilder (Spalte 1 und 2) und die Uberlagerung
beider Aufnahmen (Spalte 3) (vergleiche Abb. 21). Der FLAG-hEP4 wt-Rezeptor (rot) war in
den nicht-stimulierten Kontrollzellen homogen in der Plasmamembran (grun) lokalisiert.
(Gelbfarbung in der Uberlagerung). Nach Agonisten-Exposition der Zellen war der Rezeptor
kaum noch in der Plasmamembran, aber als punktuelle Struktur intrazellular sichtbar (Verlust
der Gelbfarbung in der Uberlagerung).

Auch in Zellen, die den FLAG-hEP4 ST335-484A-R, in dem alle Serine und Threonine in der
C-terminalen Doméane durch Alanine ersetzt waren, exprimierten, war das Rezeptorprotein
vor Stimulation mit PGE, praktisch vollstandig in der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 37).
Sowohl in der Aufsicht, wie im ,z-scan® war intrazellular kein Rezeptorprotein nachweisbar.
Im Gegensatz zu den Zellen, die den Wildtyprezeptor exprimierten, kam es nach Agonisten-
Exposition jedoch nicht zu einer Umverteilung des FLAG-hEP4 ST335-484A-R. Der

Rezeptor verblieb auch nach Agonisten-Exposition vollstandig in der Plasmamembran. Die
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fur den internalisierten Rezeptor typischen intrazellularen Cluster konnten weder in der

Aufsicht noch im ,z-scan®“ nachgewiesen werden (Abb. 37).

Kontrolle 45 min 1uM PGE,

FLAG-hEP4
ST335-484A

Abb. 37: Plasmamembranlokalisation des FLAG-hPE4 ST335-484A-Rezeptors nach
PGE,-Stimulation. Die den FLAG-hEP4 ST335-484A-R exprimierenden HEK293-Zellen
wurden, wie in Abb. 36 beschrieben, kultiviert und stimuliert und, wie in Abb. 21 beschrieben,
prapariert. Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop gemacht.
Dargestellt sind die Uberlagerungen der bei den unterschiedlichen Anregungs- und
Emissions-Wellenlangen aufgenommenen Bilder. Der FLAG-hEP4 ST335-484A-R (rot) war
in den nicht stimulierten Kontrollzellen in der Plasmamembran (grin) lokalisiert
(Gelbfarbung). Nach Stimulation der Zellen mit PGE, konnte keine Internalisierung der
Rezeptorproteine nachgewiesen werden (noch vorhandene Gelbfarbung).

Wourde selektiv nur Serin 379 in der C-terminalen Domane gegen Alanin getauscht, verhielt
sich das Rezeptorprotein wie der Wildtyprezeptor und wurde Agonisten-induziert fast
vollstandig internalisiert (Abb 38, A). Das Rezeptorprotein, in dem alle Serine und Threonine
im proximalen Teil der C-terminalen Domane bis einschlieBlich Serin 382 gegen Alanine
getauscht waren (FLAG-hEP4 ST335-382A), wurde ebenfalls nach Agonisten-Exposition
internalisiert (Abb. 38, B), jedoch verblieb ein groRRer Teil der Rezeptorproteine auch nach
Agonisten-Exposition in der Plasmamembran. Auch unterschied sich die Verteilung des nach
Agonisten-Exposition intrazellular gelegenen Rezeptorproteins von der des Wildtyprezeptors.
Wahrend der Wildtyprezeptor und der FLAG-hEP4 S379A-R in groRen Clustern an wenigen
Stellen intrazelluléar konzentriert war, war der FLAG-hEP4 ST335-382A-R Uber den
gesamten intrazellularen Raum verteilt. Das Rezeptorprotein, in dem zusatzlich zu Ser/Thr
335-382 die im direkt dahinter liegenden Block lokalisierten Serine und Threonine gegen
Alanine ausgetauscht worden waren (FLAG-hEP4 ST335-405A-R), wurde praktisch nicht

mehr Agonisten-abhangig internalisiert.
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ﬂ Kontrolle 45 min 1uM PGE,
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Abb. 38: PGE,-induzierte Internalisierung des FLAG-hEP4 S379A-, FLAG-hEP4 ST335-
382A- und FLAG-hEP4 ST335-405A-Rezeptors in stabil exprimierenden HEK293-Zellen.
Die die Rezeptorproteine exprimierenden HEK293-Zellen wurden, wie in Abb. 36
beschrieben, kultiviert, stimuliert und, wie in Abb. 21 beschrieben, prapariert. Die Aufnahmen
wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop durchgefiihrt. Der FLAG-hEP4 S379A-,
FLAG-hEP4 ST335-382A- und der FLAG-hEP4 ST335-404A-R (rot) waren in den nicht
stimulierten Kontrollzellen in der Plasmamembran (griin) lokalisiert (Gelbfarbung). Nach
Stimulation der Zellen mit PGE, zeigte der FLAG-hEP4 S379A-R eine Internalisierung wie
der Wildtyprezeptor, wahrend der FLAG-hEP4 ST335-382A-R eine reduzierte
Internalisierung aufwies. Der FLAG-hEP4 ST335-404A-R wurde nicht mehr internalisiert,
jedoch waren die Rezeptorproteine nicht mehr homogen in der Plasmamembran verteilt
(noch vorhandene Gelbfarbung).
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Allerdings kam es nach Agonisten-Exposition zu einer deutlichen Clusterung der
Rezeptorproteine in oder unmittelbar unterhalb der Plasmamembran (Abb. 38 C).

Die Mutante FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-R, in der Serin 379 als einziges Serin in der
C-terminalen Domane verblieben war, wurde wie die Mutante, in der alle Serine und
Threonine in der C-terminalen Doméane substituiert waren nicht mehr internalisiert (Abb. 39,
A). Auch die beiden Mutanten, in denen alle Serine und Threonine im distalen Teil der C-
terminalen Domane des hEP4-R durch Alanine ersetzt waren (FLAG-hEP4-ST335-354; 389-
484A-R und FLAG-hEP4 ST428-484A-R), wurden nicht mehr Agonisten-abhangig
internalisiert (Abb. 39 B, C). Auch eine Agonisten-abhangige Clusterung der
Rezeptorproteine in oder direkt unterhalb der Plasmamembran, wie bei den den FLAG-hEP4

ST335-405A-R exprimierenden Zellen, war bei diesen Mutanten nicht nachweisbar.
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Abb. 39: Plasmamembranlokalisation des FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-, FLAG-
hEP4 ST335-354; 382-484A- und FLAG-hEP4 ST428-484A-Rezeptors nach PGE;-
Stimulation. Die die Rezeptorproteine exprimierenden HEK293-Zellen wurden, wie in Abb.
36 beschrieben, kultiviert, stimuliert und, wie in Abb. 21 beschrieben, prapariert. Die
Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop durchgefiihrt. Der FLAG-
hEP4 ST335-377; 382-484A-, der FLAG-hEP4 ST335-354; 382-484A- und der FLAG-hEP4
ST428-484A-Rezeptors (rot) waren in den nicht stimulierten Kontrollzellen in der
Plasmamembran (griin) lokalisiert (Gelbfarbung). Nach Agonisten-Exposition der Zellen kam
es zu keiner Umverteilung der Rezeptorproteine nach intrazellular (noch vorhandene
Gelbfarbung).
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4.10 Untersuchung der Rezeptor/B-Arrestin-Colokalisation nach Agonisten-Exposition
der die FLAG-hEP4-Rezeptoren exprimierenden HEK293-Zellen durch

Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Um die direkte Interaktion der verschiedenen Rezeptorproteine mit p-Arrestin zu
untersuchen, wurden die mit den verschiedenen Rezeptoren stabil transfizierten HEK293-
Zellen transient mit einer cDNA fir B-Arrestin cotransfiziert, die am 3’-Ende um die fir das
»green fluorescent-protein“ (GFP) codierende Sequenz verlangert worden war. Anschliel3end
wurde die Lokalisation der beiden exprimierten Proteine vor und nach Agonisten-Stimulation
untersucht. Dazu wurden die Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen auf
Glasdeckglaschen fir 24 h kultiviert, mit pEGFP/B-Arrestin transfiziert und fir weitere 24 h
kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen in An- oder Abwesenheit von 0,45 M Saccharose
fur 45 min mit 1uM PGE; stimuliert und die Zellen, wie unter 4.9 beschrieben, prapariert.

Das grun dargestellte B-Arrestin/GFP war in nicht-stimulierten HEK293-Zellen homogen
verteilt (Abb. 40). Mit dem FLAG-M2-mAk und dem Cy3-gekoppelten Sekundarantikbrper
konnte in HEK293-Zellen, die nicht mit der fir die Rezeptorproteine codierenden cDNA
transfiziert waren, nur eine sehr geringe unspezifische Markierung nachgewiesen werden
(Abb. 40).

B-Arrestin FLAG-M2 mAk Uberlagerung

Abb. 40: Nachweis der cytosolischen f-Arrestin-Lokalisation in HEK293-Zellen.
HEK293-Zellen wurden auf mit Fibronectin und Poly-L-Lysin  beschichteten
Glasdeckglaschen kultiviert und mit der Calcium-Phosphat-Methode mit pEGFP/B-Arrestin
(gruin) transfiziert. Anschlielend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit dem FLAG-
M2-mAk und einem Cy3-gekoppelten Sekundarantikdrper (rot) markiert. Die Praparate
wurden in Mowiol eingebettet. Die Aufnahmen wurden mit einem konfokalen Laser-Scan-
Mikroskop gemacht. Dargestellt sind die bei den unterschiedlichen Anregungs- und
Emissions-Wellenlangen aufgenommenen Bilder und die Uberlagerung beider Aufnahmen.
Das in den HEK293-Zellen exprimierte B-Arrestin/GFP war ubiquitér im Cytosol verteilt (linke
Aufnahme). Der FLAG-M2-mAk zeigte eine sehr geringe unspezifische Bindung an die
HEK293-Zellen (mittlere Aufnahme). In der Uberlagerung (rechte Aufnahme) war keine
Colokalisation beider Markierungen sichtbar (fehlende Gelbfarbung).
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In den nicht stimulierten FLAG-hEP4 wt-R exprimierenden Kontrollzellen war der Rezeptor
ausschlielich in der Plasmamembran lokalisiert und das B-Arrestin/GFP homogen in der
Zelle verteilt. In der Uberlagerung war keine Colokalisation beider markierten Proteine zu
sehen (Abb. 41 erste Zeile). Nach der Ligand-Exposition zeigte sich eine Translokation des
rot dargestellten FLAG-hEP4 wt-Rezeptors von der Plasmamembran in das Zellinnere,
zusatzlich kam es zu einer punktuellen Ansammlung des urspringlich im Cytosol homogen
verteilten, griin dargestellten B-Arrestin/GFP. In der Uberlagerung beider Aufnahmen war
eine deutliche, gelb dargestellte Colokalisation beider Proteine sichtbar, was auf eine
Interaktion des Rezeptors mit dem B-Arrestin/GFP nach Agonisten-Stimulation hindeutet
(Abb. 41 zweite Zeile). In den mit Saccharose vorbehandelten Zellen war nach
anschlieender Stimulation mit 1 yM PGE, der Gberwiegende Teil des griin dargestellten -
Arrestin/GFPs homogen im Cytosol verteilt. Der rot dargestellte Rezeptor wurde nicht
internalisiert. Allerdings konnte eine leichte Verstarkung der Grinfarbung an der
Plasmamembran beobachtet werden, die in nicht-stimulierten Zelllen nicht nachweisbar war.
In der Uberlagerung war eine deutliche Gelbfarbung an der Plasmamembran zu sehen, die
auf eine Colokalisation der Rezeptorproteine mit B-Arrestin/GFP an der Plasmamembran
nach Agonisten-Exposition deutete. Es kam also noch zur Agonisten-induzierten
Translokation des B-Arrestins zur Plasmamembran, Saccharose aber hemmte die Clathrin-
abhangige Internalisierung des B-Arrestin-Rezeptor-Komplexes (Abb. 41 dritte Zeile). Dieses
Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen des Cyto-ELISA (Abb. 33) und der
Internalisierung des [°H]-PGE, (Abb. 35). In beiden experimentellen Ansitzen wurde
ebenfalls gefunden, dal die Agonisten-induzierte Internalisierung durch Saccharose
gehemmt wurde. Zusammengenommen unterstitzen die Ergebnisse die Annahme, dal} die
Agonisten-induzierte Internalisierung des hEP4-wt-Rezeptors Clathrin-vermittelt und von
einer Komplexierung des B-Arrestin mit dem Ligand-besetzten Rezeptor abhangig ist.

Fir den FLAG-hEP4 ST335-484A-, den FLAG-hEP4 ST335-405A-, den FLAG-hEP4 ST428-
484A-, den FLAG-hEP4 ST335-354, 389-484A- und den FLAG-hEP4 ST335-377; 382-484A-
Rezeptor zeigte sich in den Kontrolizellen keine Uberlagerung der rot dargestellten
Rezeptoren und des griin dargestellten B-Arrestin/GFP (Abb. 42, linke Spalte). Nach
Agonisten-Stimulation der die verschiedenen Rezeptoren exprimierenden HEK293-Zellen
kam es zu keiner Internalisierung der Rezeptorproteine in das Zellinnere und zu keiner
punktuellen Ansammlung des B-Arrestin/GFP. Die Plasmamembran war deutlich von dem
durch das B-Arrestin/GFP markierten Cytosol zu unterscheiden (Abb. 42, rechte Spalte). Fur

die nicht internalisierenden Rezeptoren wurden keine Studien mit Saccharose durchgefihrt.
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B-Arrestin Rezeptor Uberlagerung

Kontrolle

45 min
1uM PGE,

30 min

0,45 M Sucrose
45 min

1 MM PGE,

Abb. 41: Translokation und Colokalisation von B-Arrestin mit dem FLAG-hEP4 wt-
Rezeptors nach PGE,-Stimulation ohne und nach Vorbehandlung der Zellen mit
Saccharose dargestellt durch Immunfluoreszenz-Mokroskopie. Mit dem FLAG-hEP4 wt-
R stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden auf mit Fibronectin und Poly-L-Lysin
beschichteten Glasdeckglaschen kultiviert und mit der Calcium-Phosphat-Methode mit
pEGFP/B-Arrestin (gun) transfiziert (siehe 3.14.3). Nach 24 h wurden die Zellen fir 30 min in
An- oder Abwesenheit von 0,45 M Saccharose vorinkubiert und fir 45 min mit 1 yM PGE,
stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen, wie in Abb. 40 beschrieben, prapariert und
Aufnahmen mit einem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop gemacht. Dargestellt sind die bei
den unterschiedlichen Anregungs- und Emissions-Wellenlangen aufgenommenen Bilder
(Spalte 1 und 2) und die Uberlagerung beider Aufnahmen (Spalte 3). In den den FLAG-hEP4
wt-R exprimierenden HEK293-Zellen war das B-Arrestin/GFP ubiquitar im Cytosol verteilt.
Nach Agonistenexposition kam es zu einer punktuellen cytosolischen Ansammlung von B-
Arrestin/GFP (zweite Reihe, erste Spalte), die eine Colokalisation mit dem internalisierten
Rezeptor zeigte (punktuelle Gelbfarbung zweite Reihe, dritte Spalte). Die Internalisierung
des Rezeptors konnte durch Saccharose gehemmt werden (dritte Reihe), allerdings kam es
noch zu einer Agonisten-abhangigen Translokation von [-Arrestin/GFP an die
Plasmamembran (Gelbfarbung).
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Abb. 42: Fehlende 8-
Arrestin-Translokation

und -Colokalisation mit
dem FLAG-hEP4 ST335-
484A-, FLAG-hEP4
S$335-405A-, FLAG-hEP4
ST428-484A- FLAG-
hEP4 ST335-354; 389-
484A-Rezeptor und dem
FLAG-hEP4 ST335-377;
382-484A-R nach PGE;-
Stimulation dargestelit
durch Immunfluores-
zenz Mikroskopie. Die
die Rezeptoren stabil
exprimierenden HEK293
Zellen wurden, wie in
Abb. 41 beschrieben,
kultiviert, transfiziert und
ohne Saccharosebehand-
lung stimuliert. Anschlies-
send wurden die Zellen,
wie in Abb. 40 beschrie-

B ben, prépariert und die

Aufnahmen, wie in Abb.
41 beschrieben, durch-
gefuhrt. In den Rezeptor-
exprimierenden HEK293-
Zellen war B-Arrestin/ GFP
ubiquitar im Zellinneren
verteilt  (linke  Spalte).
Nach Agonisten-Stimula-
tion =zeigte sich keine
Umverteilung des  f-
Arrestin/GFP und keine
Colokalisation mit den
verschiedenen Rezep-
toren (fehlende Gelb-
farbung, rechte Spalte).
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Fir den FLAG-hEP4 ST335-382A- und den FLAG-hEP4 S379A-Rezeptor zeigte sich in den
Kontrollzellen keine Uberlagerung von Rezeptor und B-Arrestin/GFP (Abb. 43, linke Spalte).
Nach Ligand-Exposition der Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen internalisierten der
FLAG-hEP4 ST335-382A- und der FLAG-hEP4 S379A-R, jedoch war keine eindeutige
punktuelle Ansammlung des cytosolischen [B-Arrestin/GFP sichtbar, woraus die geringe
intrazellulare Gelbfarbung in der Colokalisation beider Proteine resultierte (Abb. 43, mittlere
Spalte).

Nach Inkubation der Zellen mit Saccharose und anschlieRender Stimulation konnte keine
Umverteilung der Rezeptoren von der Plasmamembran ins Zellinnere mehr beobachtet
werden, die hyperosmolare Saccharosekonzentration verhinderte eine Internalisierung der

Rezeptorproteine (Abb. 43, rechte Spalte).

Kontrolle 45 min 1uyM PGE, 30 min 0,45 M Sucrose
45 min 1 yM PGE,

FLAG-hEP4
ST335-382A

FLAG-hEP4
S379A

Abb. 43: B-Arrestin-Translokation und -Colokalisation mit dem FLAG-hEP4 ST335-
382A- und dem FLAG-hEP4 S379A-Rezeptor nach PGE,-Stimulation ohne und nach
Vorbehandlung der Zellen mit Saccharose. Die die verschiedenen Rezeptoren
exprimierenden HEK293-Zellen wurden, wie in Abb. 41 beschrieben, kultiviert, transfiziert
und in An- oder Abwesenheit von Saccharose stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen,
wie in Abb. 40 beschrieben, prapariert und Aufnahmen mit einem konfokalen Laser-Scan-
Mikroskop gemacht. Dargestellt sind die Uberlagerungen aus den mit den einzelnen Lasern
gemachten Aufnahmen. Der FLAG-hEP4 ST335-382A- und der FLAG-hEP4 S379A-R (rot)
internalisierten nach Agonistenstimulation und zeigten eine schwache Colokalisation mit -
Arrestin/GFP (grin) (Gelbfarbung, mittlere Spalte), die durch Saccharose gehemmt werden
konnte (rechte Spalte).
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5 Diskussion

Fur Prostaglandin E, (PGE,) wurden bisher die vier Rezeptorsubtypen EP1-, EP2-, EP3-,
und EP4-R identifiziert, wobei fur den EP1- und EP3-R in manchen Spezies Spleildvarianten
nachgewiesen wurden. Der EP1-R ist an ein Gg-Protein gekoppelt und seine Aktivierung
fihrt zu einer Erhdhung des intrazelluldren InsPs- und Ca**-Spiegels, wahrend der EP3-R an
Gi gekoppelt ist und eine hormonstimulierte cAMP-Bildung hemmt. Dagegen sind der EP2-
und der EP4-R an G, gekoppelt und erhéhen nach PGE,-Bindung den intrazellularen cAMP-
Spiegel. Die Sequenzidentitat der vier EP-R-Subtypen liegt unter 50%, wobei die Sequenzen
der Transmembrandomanen am hochsten konserviert sind.

Die beiden Gs-gekoppelten EP-R, EP2-R und EP4-R, unterscheiden sich in ihrer Agonisten-
induzierten Rezeptordesensitisierung. Der in CHO-Zellen exprimierte murine EP4-R wurde
nach Agonisten-Exposition schnell desensitisiert, der murine EP2-R nicht (Nishigaki et al.
(1996)). Ein deutlicher struktureller Unterschied zwischen den beiden Rezeptoren EP2-R und
EP4-R besteht in der GroRRe ihrer C-terminalen Domanen. Die C-terminale Domane des
humanen EP4-R umfal’t 156 Aminosauren, innerhalb derer sich 38 Serine und Threonine
befinden, denen als potentielle Phosphorylierungsstellen eine Rolle in der
Rezeptordesensitisierung und Internalisierung zukommen kénnte. Im Gegensatz dazu ist die
C-terminale Domane des humanen EP2-R, der eine hdhere Sequenzidentitdt zum DP- und
IP-R als zum EP4-R aufweist (Breyer et al. (2001)), mit 40 Aminosauren deutlich kleiner und
beinhaltet nur 10 Serine und Threonine. Weiterhin verfligt der EP4-R auch Uber eine sehr
grol3e dritte cytoplasmatische Schleife, in der weitere potentielle Phosphorylierungsstellen
lokalisiert sind.

Fir die Agonisten-induzierte Desensitisierung und Internalisierung vieler G Protein-
gekoppelter Rezeptoren ist deren Phosphorylierung an intrazellularen Serin- oder
Threoninresten notwendig, wie fir den p2-adrenergen Rezeptor als Modellsystem gezeigt
wurde (Bouvier et al. (1988); Hausdorff et al. (1989)). Nach Phosphorylierung kommt es zu
einer Interaktion des Rezeptors mit dem Adaptorprotein B-Arrestin, die zur Entkopplung des
Rezeptors von der intrazellularen Signalkaskade flihrt. In vielen Fallen ist die Bindung von
B-Arrestin gleichzeitig fur die Clathrin-vermittelte Internalisierung des Ligand-besetzten,
phosphorylierten Rezeptors in intrazellulare Kompartimente, die auf die Entkopplung folgt,
notwendig. Die Agonisten-induzierte Desensitisierung des EP4-R wurde zuerst anhand der
reduzierten maximalen Aktivierung der Adenylatcyclase nach PGE,-Vorstimulation der
Rezeptor-exprimierenden Zellen durch Nishigaki et al. (1996) beschrieben. Der von ihnen
parallel untersuchte EP2-R zeigte diese reduzierte PGE,-vermittelte Adenylatcyclase-
Aktivitdt nach Vorstimulation mit dem Agonisten nicht. Die Relevanz der C-terminalen

Doméne des hEP4-R fiur die Agonisten-induzierte Desensitisierung wurde von Bastepe und
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Ashby (1996) anhand einer nicht mehr desensitisierbaren Rezeptormutante gezeigt, der
durch Trunkierung des Rezeptors ab Aminosaure 350 grolRe Teile der C-terminalen Domane
fehlten. Die Bedeutung der C-terminalen Domane fur die Agonisten-induzierte
Desensitisierung wurde weiterhin dadurch belegt, da® ein Hybridrezeptor, in dem die
C-terminale Domane des nicht desensitisierbaren Ratten-EP33-R gegen die des hEP4-R
ausgetauscht war, nach Agonisten-Stimulation desensitisiert wurde (Neuschafer-Rube et al.
(1997)). Die Bindung des Agonisten flihrte beim EP4-R und beim Hybridrezeptor, aber nicht
beim EP3B-R zu einer Phosphorylierung in der C-terminalen Domane. Dadurch konnte
gezeigt werden, dal} die C-terminale Domane des EP4-R sowohl hinreichend wie notwendig
fur die Agonisten-induzierte Phosphorylierung war (Neuschafer-Rube et al. (1999)). Diese
SchluRfolgerung wurde dadurch weiter gestiutzt, da® ein EP4-R, in dem groRe Teile der
dritten cytoplasmatischen Schleife deletiert waren (Slipetz et al. (2001)), nach Agonisten-
Exposition noch phosphorylierbar war.

Aufgrund dieser Befunde sollten in dieser Arbeit die potentiellen Phosphorylierungsstellen in
der C-terminalen Domane des humanen EP4-Rezeptors durch sequenzgerichtete
Mutagenese teilweise oder komplett eliminiert und die Auswirkung dieser Mutationen auf die
Phosphorylierung, Desensitisierung und Internalisierung untersucht werden. Weiterhin wurde
der Einflu® der Mutationen auf die Bindungs- und Signaltransduktionseigenschaften, sowie

den Transport des Rezeptors zur Plasmamembran untersucht.

5.1 Eliminierung potentieller Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen Doméane

des hEP4-R durch sequenzgerichtete Mutagenese

Fir die Elimierung der potentiellen Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen Doméane
des hEP4-R existieren zwei prinzipiell unterschiedliche Verfahren, die Trunkierung der C-
terminalen Domane oder der Austausch einzelner Serine/Threonine durch sequenzgerichtete
Mutagenese.

Zur Synthese einer trunkierten Rezeptormutante, in der die potentiellen Phosphorylierungs-
stellen eliminiert sind, wird an einer definierten Position der Rezeptor-cDNA ein Stop-Codon
durch PCR-Reaktionen eingefiigt, was nach heterologer Expression zu einem verkulrzten
Rezeptorprotein fuhrt. Dieses Verfahren wurde jedoch nicht gewahlit, da durch den Verlust
groRer Teile der C-terminalen Rezeptordomane auch Elemente entfernt werden kdnnen,
denen eine strukturelle Bedeutung bei der Phosphorylierung, Desensitisierung oder
Internalisierung zukommen kann, ohne selbst jedoch relevante Phosphorylierungsstellen zu
beinhalten. Fir Trunkierungsmutanten kann daher nicht eindeutig bestimmt werden, ob der
Verlust der potentiellen Phosphorylierungsstellen oder der Verlust anderer Strukturelemente

fur eine Modulation der Agonisten-induzierte Phosphorylierung verantwortlich sind.
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Daruber hinaus koénnen durch die Trunkierung die funktionellen Eigenschaften des
Rezeptors verandert werden. Fur den bovinen EP3-R konnte gezeigt werden, dal}
Spleillvarianten des Rezeptors, die sich nur in der Sequenz ihrer C-terminalen Domane
unterschieden, an unterschiedliche G-Proteine koppelten und damit unterschiedliche
Signalketten aktivierten (Namba et al. (1993)). Weiterhin wurde von Irie et al. (1994) fur den
EP3-R nachgewiesen, dall die C-terminale Domane essentiell fir die Agonisten-abhangige
Kontrolle der Aktivierung des G-Proteins ist. Die Trunkierung der C-terminalen Domane
fuhrte zu einer konstitutiven Aktivitdt des Rezeptors (Hasegawa et al. (1996); Jin et al.
(1997)).

Aus diesen Grinden wurde flr die Eliminierung potentieller Phosphorylierungsstellen in der
C-terminalen Domane des hEP4-R nicht die Trunkierung sondern die Substitution der Serine
und Threonine durch die nicht mehr phosphorylierbare Aminosaure Alanin gewahlt. Als
Substituent wurde Alanin gewahlt, da Alanin etwa die gleiche Grofe wie Serin oder Threonin
hat. Eine allein durch den GréRenunterschied der Seitenkette hervorgerufene Anderung der
raumlichen Anordnung des Proteins sollte so minimiert werden. Allerdings unterschieden
sich Alanin einerseits und Serin und Threonin andererseits trotzdem nicht unerheblich in der
relativen Haufigkeit, mit der sie in a-helikalen-, B-Faltblatt- oder B-Turn-Strukturen gefunden
werden kénnen. Auch gehen durch den Austausch von Serinen und Threoninen nach Alanin
Wasserstoffbriicken-Donoren und -Akzeptoren verloren, die potentiell relevant fur die
Stabilisierung der Sekundar- oder Tertiarstruktur sein kdnnten. Aus diesem Grund wurde bei
der Identifikation relevanter Phosphorylierungsstellen des C5a-Rezeptors (Giannini et al.
(1995) oder des Parathyroidhormon-Rezeptors (Malecz et al. (1998)) eine noch
konservativere Substitutionsstrategie gewahlt. Durch Phosphoraminosaureanalyse konnte
ermittelt werden, dall eine Agonisten-induzierte Phosphorylierung des Rezeptors
ausschlielBlich an Serinen und nicht an Threoninen, die ebenfalls z. B. durch GRKs
phosphoryliert werden kénnen, stattfand. Durch Substitution von Serinen durch Threonine
konnten dann diejenigen Serine identifiziert werden, durch deren Substitution es zu einer
Phosphorylierung des Rezeptors an Threoninresten kam.

Der Nachteil dieser Strategie besteht darin, daf’ nicht davon ausgegangen werden kann, daf
sich Serin und Threonin unabhangig vom umgebenden Sequenzmotiv als Substrat fur die
GRKs in jedem Fall identisch verhalten. Threonine kénnten phosphoryliert werden, obwohl
Serine in identischer Position nicht phosphoryliert werden und umgekehrt. Dieses Problem
erscheint weniger relevant, wenn es nur einen oder wenige Bereiche mit potentiellen
Phosphorylierungsstellen gibt und nicht, wie im hEP4-R, etliche Cluster von Serinen und
Threoninen, die als potentielle Phosphorylierungsstellen in Frage kommen.

Die Synthese der verschiedenen mutierten hEP4-R-cDNAs wurde mit der Methode der PCR

mit Uberlappenden Extensionen (,site directed mutagenesis®) (Ho et al. (1989)) durchgefihrt.
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Die sequenzgerichtete Mutagenese ist eine schnelle und effiziente Methode, bei der die
gewunschten Mutationen durch spezifisch mutierte Primer in die cDNA eingeflgt oder diese
um spezifische Sequenzen verlangert werden. Zusatzlich bietet sie durch Kombination
verschiedener Primer die Moglichkeit zur Synthese unterschiedlicher mutierter Fragmente,
welche durch die die Primer flankierenden Restriktionsschnittstellen in unterschiedlicher
Weise kombiniert werden kdnnen.

Zusatzlich zum Einfigen der Mutationen diente die PCR-Technik auch zum Verlangern des
5-Endes der hEP4-R-cDNA um eine fir das FLAG-Epitop codierenden Sequenz, welches
zur Immunprazipitation der in HEK293-Zellen exprimierten Rezeptorproteine mit dem FLAG-
M2-Antikorper diente.

5.2 Stabile Expression der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptorproteine in HEK293-
Zellen und Uberpriifung der Funktionalitit der verschiedenen FLAG-hEP4-

Rezeptorproteine

Die cDNAs fur die hEP4-Rezeptormutanten, in denen die potentiellen Phosphorylierungs-
stellen durch Substitution eliminiert worden waren, wurden in den eukaryonten
Expressionsvektor pcDNAS3 kloniert, die Rezeptorproteine in HEK293-Zellen stabil exprimiert
und die Rezeptorexpression immunologisch untersucht.

Von den 156 Aminosauren der C-terminale Domane des hEP4-R sind insgesamt 38 Serine
und Threonine. Diese Serine und Threonine wurden teilweise oder vollstandig gegen Alanine
ausgetauscht, so daf} bis zu 25% (hEP4-ST335-484A-R) der Aminosauren der C-terminalen
Domaéne durch eine fremde Aminosaure ersetzt wurden. Obwohl es sich um eine relativ
konservative Substitution handelte, war nicht auszuschlieBen, dafl hierdurch die
Gesamtstruktur des Rezeptorproteins gestort wurde. Deshalb wurde Uberprift, ob durch die
Einfihrung der Mutationen die Rezeptoreigenschaften, wie der korrekte Transport zur

Plasmamembran, Ligandbindung und Signaltransduktion beeinflul3t wurden.

5.2.1 Expression der hEP4-Rezeptoren in HEK293-Zellen

Durch Immunprazipitation mit dem FLAG-M2-Antikérper und nachfolgende Westernblot-
Analyse konnte die Expression der verschiedenen hEP4-Rezeptorproteine wie erwartet in
HEK293-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 22). Alle Rezeptorproteine stellten sich als
breite Bande mit einem Molekulargewicht von 70-100 kDa dar, was auf eine komplexe
Glykosylierung der Rezeptoren und damit eine korrekte Prozessierung der Proteine im Golgi-
Apparat rickschlieRen lies. Der Molekulargewichtsbereich, in dem die Rezeptorproteine
nachgewiesen wurden, stimmte mit dem in Untersuchungen zur Phosphorylierung des

hEP4-R in transient transfizierten COS-7-Zellen Uberein, bei der nur die im Bereich von
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70-110 kDa wandernde Form des Rezeptors Agonisten-abhangig phosphoryliert wurde
(Neuschéfer-Rube et. al. 1999)

5.2.2 Subzellulare Lokalisation der hEP4-Rezeptoren in HEK293-Zellen

Fir den Vasopressin V,-Rezeptor ist gezeigt worden, dal3 Mutationen, die Aminosaure-
austausche in der C-terminalen Domane des Rezeptor verursachten, dazu flhrten, dafd der
Transport des Rezeptors zur Plasmamembran gestort war (Schilein et al. (1998)). Deshalb
sollte sichergestellt werden, da® die Serin/Threonin nach Alanin-Substitutionen in der
C-terminalen Domane des EP4-R keinen Einflul® auf den Transport der Rezeptorproteine zur
Plasmamembran hatten. Dazu wurde die subzellulare Verteilung der Rezeptoren mit Hilfe
des FLAG-M2-Antikoérpers durch indirekte Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit einem
konfokalen Laserscanmikroskop untersucht.

Der hEP4-R wie auch alle mutierten Rezeptorproteine waren korrekt in der Plasmamembran
lokalisiert (Abb. 23). Die Mutationen hatten also keinen Einflud auf den intrazellularen
Transport der Rezeptorproteine. Lediglich fir den hEP4-S379A-Rezeptor konnte neben der
Lokalisation an der Plasmamembran zusatzlich noch eine geringe perinukledre Lokalisation
und damit intrazellulare Retention festgestellt werden (Abb.23). Dies war am ehesten auf die
hohe Expressionrate dieses Rezeptors zurlckzuflhren, der dadurch nicht vollstandig

prozessiert werden konnte.

5.2.3 Bedeutung der eingefiigten Mutationen fiir die Ligandbindung

In frGheren Studien wurde gezeigt, dal® die Ligandbindungstasche der Prostanoidrezeptoren
wahrscheinlich, wie z. B. auch bei den Catecholaminrezeptoren (Probst et al. (1992)) durch
die Transmembrandomanen gebildet wird, wobei der hoch konservierten VII.
Transmembrandoméane eine besondere Bedeutung bei der Ligandbindung zukommt. (Funk
et al. (1993) Huang et al. (1995); Audoly und Breyer (1997a); Rehwald et al. (1999);
Neuschéafer-Rube et al. (2003)). Weitere fir die Ligandbindung relevante Aminosauren sind
unter Umstanden in den extrazellularen Domanen lokalisiert. (Huang et al. (1996); Audoly
und Breyer (1997b); Tai et al. (1997), Kedzie et al. (1998); Stillman et al. (1998); Stillman et
al. (1999)). Da sich alle eingefiigten Mutationen in der intrazellularen C-terminalen Domane
des hEP4-Rezeptors befanden, wurde angenommen, dafl diese Mutationen keinen Einflu®
auf die Ligandbindung haben. Es gibt aber auch Beispiele daflir, dal auch Veranderungen in
der C-terminalen Domane einen Einflu auf die Ligandbindung haben kénnen. So wurde
gezeigt, dal eine C-terminale Trunkation des Angiotensin II-Rezeptors zu einer veranderten
Affinitdt des Rezeptors zum Liganden filihrte (Pulakat et al. (2002)). Daher war nicht

auszuschlieBen, dal’ ein solcher Effekt auch flr die mutierten hEP4-Rezeptorproteine
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zutreffen kdnnte, zumal die C-terminale Domane des hEP4-R direkt an die hochkonservierte
VII. Transmembrandomane anschliet und mdgliche, durch die Mutationen bedingte
Strukturveranderungen dieser Domane direkt auf die VII. Transmembrandomane Ubertragen
werden konnten.

Die Affinitat der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptorproteine fir PGE, wurden durch
Sattigungsbindungsstudien mit [*H]-markiertem-PGE, untersucht. Die K, fiir den Liganden
betrug fir den Wildtyprezeptor 1,31 nM (Tab. 7). Da die Affinitat aller mutierten
Rezeptorproteine flir PGE, gleich hoch war wie die des Wildtyps (Tab. 7), lied sich ein
Einflulk der Mutationen auf die Ligandbindung der Rezeptorproteine ausschliel’en. Die
Bindungskapazitaten der die unterschiedlichen Rezeptorproteine exprimierenden HEK293-
Zellklone (Tab. 7) waren mit Ausnahme des den hEP4-S379A-R exprimierenden Zellklons,
etwa gleich, so dal sich Unterschiede in der Rezeptorsignaltransduktion,
Rezeptorphosphorylierung, Desensitisierung und Internalisierung nicht auf eine
unterschiedliche Rezeptorexpression zurlickfiihren lassen. Ahnlich wie beim EP4-R hatte
auch beim Thromboxan A,-Rezeptor (Spurney et al. (1998)) und den Gastrin-releasing-
peptide-Rezeptor (Benya et al. (1993)) die Substitution verschiedener Serine und Threonine
in der C-terminalen Domane keinen Einflul} auf die Bindungseigenschaften des Rezeptors.
Die Affinitdt des hEP4-wt-Rezeptors und der hEP4-Rezeptormutanten fir PGE, war
annahernd gleich wie die in anderen Untersuchungen gefundene (Bastepe und Ashby
(1997); Neuschafer-Rube et al. (1998)). Weiterhin konnten Bastepe und Ashby (1997) fur
einen in CHO-K1-Zellen exprimierten trunkierten EP4-R, dem die C-terminale Domane ab
Aminosaure 350 fehlte, eine dem Wildtyp vergleichbare Affinitat fir PGE, bestimmen. Diese
Ergebnisse bestatigen, dal} die Mutationen in der C-terminalen Doméane des EP4-R keinen

EinfluR auf die Bindungseigenschaften des Rezeptors haben.

5.2.4 EinfluB der Mutationen in der C-terminalen Domane des hEP4-R fiir die

Signaltransduktion des Rezeptors

Kopplungsspezifitét

Fur den bovinen EP3-R konnte eine Funktion der C-terminalen Domane flr die Spezifitat der
Kopplung des Rezeptors an unterschiedliche G Proteine gezeigt werden. SpleilRvarianten
des Rezeptors, welche sich nur in der Sequenz ihrer C-terminalen Domane unterschieden,
koppelten an unterschiedliche G-Proteine (Namba et al. (1993)). Im Gegensatz dazu
koppelte ein Hybridrezeptor aus dem G;-gekoppelten Ratten-EP3B-R, in dem die C-terminale
Doméane gegen die des Gs-gekoppelten EP4-R ausgetauscht war, weiterhin an G;
(Neuschéafer-Rube et al. (1997)). Es war dennoch nicht auszuschlieffen, daf} sich die
Kopplungsspezifitat des hEP4-R aufgrund der eingefiigten Mutationen in der C-terminalen

Domane andern konnte.



5. Diskussion 152

Durch PGE,-Stimulation konnte in allen Rezeptor-exprimierenden Zellen die cAMP-Bildung
gesteigert werden, woraus sich schliel3en lief3, da in HEK293-Zellen sowohl der hEP4 wt-R
wie auch alle mutierten Rezeptorproteine an G koppelten (Abb. 24). Die PGE,-induzierte
cAMP-Bildung in Membranen von Zellen, die die mutierten hEP4-R exprimierten unterschied
sich nicht von der PGEjinduzierten cAMP-Bildung in Membranen hEP4 wt-R-
exprimierender HEK293-Zellen. Weiterhin war das Verhaltnis der spezifischen, PGE,-
induzierten cAMP-Bildung und der unspezifischen, direkt die Adenylatcyclase aktivierenden
Forskolin-stimulierten cAMP-Bildung in allen Zellen annahrend gleich. Daher konnte davon
ausgegangen werden, daf} alle mutierten Rezeptorproteine funktionell waren und mit der
gleichen Effizienz an das Gs-Protein und die Adenylatcyclase-Signalkette koppelten (Abb.
24).

Kopplungskontrolle

Die C-terminale Domane von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kann auch einen Einfluf3
auf die G-Protein-Kopplungskontrolle haben. So fiihrte die Trunkierung der C-terminalen
Domane des EP3-R (Hasegawa et al. (1996); Jin et al. (1997)), oder die Substitution eines
Leucin unmittelbar zu Beginn der C-terminalen Doméane des AT a-Rezeptors (Parnot et al.
(2000)) zu einer konstitutiven, Ligand-unabhangigen Aktivitat dieser Rezeptoren. Dagegen
zeigte der IP-R nach Substitution verschiedener Aminosauren in der C-terminalen Domane
ein normales Kopplungsverhalten (Smyth et al. (1998)) und Sustitutionen in der C-terminalen
Domaéne des PTH-Rezeptors hatten keinen Einflul} auf dessen Signaltransduktion (Malecz et
al. (1998)). Weiterhin fuhrte die Trunkierung der C-terminalen Doméane des EP4-Rezeptors
(Bastepe und Ashby (1997); Slipetz et al. (2000)) zu keiner Veranderung in der G-Protein-
Kopplung. Um dennoch einen mdglichen Einflu} der Mutationen in der C-terminalen Doméane
des hEP4-R auf die Liganden-unabhangige G-Protein-Aktivierung auszuschliel3en, wurde die
basale und Agonisten-induzierte cAMP-Bildung der verschiedenen Rezeptor-exprimierenden
Zellen bestimmt. Die verschiedenen Rezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen zeigten ohne
Agonisten-Stimulation einen vergleichbar geringen basalen cAMP-Spiegel, was zeigt, dal}
die Mutationen keine konstitutive Aktivitat der verschiedenen Rezeptoren hervorrief. Ebenso
hatten die Mutationen keinen Einfluld auf die G-Protein-Kopplung, da die PGE,-induzierte
cAMP-Bildung der mutierten Rezeptorproteine sich nicht von der des Wildtyprezeptors
unterschied (Abb. 24).

5.3 Agonisten-induzierte Phosphorylierung des FLAG-hEP4-wt-Rezeptors und der

verschiedenen mutierten Rezeptorproteine

Eine allgemein gultige, auf der Primarstruktur basierende Vorraussage, welche der Serine

und Threonine nach Agonisten-Exposition in den intrazellularen Domanen von GPCR
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phosphoryliert werden, ist nicht mdglich, da es nur fur die ,second-messenger“-abhangigen
Kinasen PKA und PKC, nicht aber fir die GRKs Konsensus-Sequenzen gibt. Bisher wurden
relevante  Phosphorylierungsstellen  hauptsachlich in  der C-terminalen Doméane
verschiedener GPCRs identifiziert, jedoch wurden auch Phosphorylierungen in den
intrazellularen Schleifen nach Stimulation mit dem Agonisten beschrieben (Hosey et al.
(1999); Celver et al. (2001)).

Da eine ab Aminosaure 350 deletierte Trunkierungsmutante des EP4-Rezeptors nicht mehr
desensitisierte (Bastepe und Ashby (1996)), wurden die relevanten Phosphorylierungsstellen
des hEP4-R in der C-terminalen Doméane des Rezeptors vermutet. Dies konnte anhand von
Untersuchungen mit einem Hybridrezeptor, der aus dem nicht desensitisierbaren EP33-R bis
einschliellich der VII. Transmembrandomane und der C-terminalen Domane des EP4-R
bestand, bestatigt werden. Der Hybridrezeptor wurde, wie der hEP4-R, nach Agonisten-
Exposition phosphoryliert wahrend der rEP3B-R nicht phosporyliert wurde. Damit konnte
gezeigt werden, dal} die C-terminale Domane des hEP4-R nicht nur notwendig, sondern
auch hinreichend war, die Agonisten-induzierte Phosphorylierung zu vermitteln (Neuschéafer-
Rube et al. (1999)). Wahrend der Arbeiten zu der vorliegenden Untersuchung konnte eine
Agonisten-induzierte Phosphorylierung des EP4-R ebenfalls von Slipetz et al. (2001) gezeigt
werden. In dieser Untersuchung wurde eine nach Aminosaure 355-deletierte
Rezeptormutante nicht mehr Agonisten-induziert phosphoryliert, wodurch der Bereich der
potentiell relevanten Phosphorylierungsstellen mit gewissen Vorbehalten (siehe 5.1) auf die

Serine und Threonine zwischen 359 und 484 eingrenzt werden konnte.

5.3.1 Identifizierung der an der PGE;-induzierten Phosphorylierung des FLAG-hEP4-

wt-Rezeptors beteiligten Kinasen

Der FLAG-hEP4-wt-Rezeptor zeigte eine basale Phosphorylierung, die nach PGE-
Stimulation deutlich gesteigert werden konnte (Abb. 25). Dagegen war nach Stimulation der
Zellen mit Forskolin, welches die Adenylatcyclase und damit PKA aktiviert, keine
Phosphorylierung und durch den PKC-Aktivator PMA nur eine schwache Phosphorylierung
zu beobachten. Die basale und PMA-induzierte Phosphorylierung, nicht jedoch die PGE,-
induzierte Phosphorylierung konnte durch Vorbehandlung der Zellen mit dem PKA/PKC-
Inhibitor Staurosporin gehemmt werden. Diese Befunde lieRen auf eine GRK- und nicht PKA-
oder PKC-vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors durch Ligand-Exposition schlief3en,
obwohl der Rezeptor Gber mehrere PKA- und PKC-Konsensus-Sequenzen verfugt. Dieses
Ergebnis wurde durch Behandlung der FLAG-hEP4-wt-R exprimierenden HEK293-Zellen mit
GRK-Antisense-Nukleotiden unterstitzt, durch welche die PGE,-induzierte Phosphorylierung
reduziert werden konnte (nicht gezeigt). Weiterhin fiihrte die Uberexpression von GRK2, 3

und 5 zu einer Steigerung der Agonisten-induzierten Phosphorylierung des hEP4-R
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(Neuschéfer-Rube et al. (1999)). Auch konnte die Agonisten-abhangige Desensitisierung des
hEP4-Rezeptors durch Heparin, einem Inhibitor der GRK-vermittelten Phosphorylierung,
gehemmt werden (Nishigaki et al. (1996)), was auf eine Beteiligung von GRKs bei der

Agonisten-induzierten hEP4-R-Phosphorylierung hindeutete.

5.3.2 PGE;-induzierte Phosphorylierung der verschiedenen mutierten FLAG-hEP4-

Rezeptorproteine

Die Substitution aller in der C-terminalen Domane lokalisierten Serine und Threonine durch
Alanin flhrte zu einem vollstandigen Verlust der Agonisten-induzierten Phosphorylierung
(Abb. 26), was die Lokalisation der fir die PGE,-induzierten Phosphorylierung relevanten
Phosphorylierungsstellen des Rezeptors in der C-terminalen Domane bestatigte.
Desweiteren konnte eine Phosphorylierung an Tyrosinresten ausgeschlossen werden. Die
noch vorhandene basale Phosphorylierung kénnte auf eine nicht Agonisten-abhangige
unspezifische Phosphorylierung in einer cytoplasmatischen Schleife hinweisen.
PGE,-Stimulation von HEK293-Zellen, die den hEP4 ST428-484A-R oder den hEP4 ST335-
354; 389-484A-R stabil exprimierten, flihrte zu einer mit dem hEP4 wt-R vergleichbaren
Phosphorylierung, wahrend die PGE,-induzierte Phosphorylierung des hEP4 ST335-405A-R
und des hEP4 ST335-382A-R im Vergleich zu dem hEP4 wt-R um 75% reduziert war.
Hierdurch konnte gezeigt werden, dal® der hEP4-R nach PGE,-Stimulation zum
Uberwiegenden Teil an Serinen und Threoninen im proximalen Teil der C-terminale Domane
phosphoryliert wurde und daf} die Serine und Threonine zwischen Aminosaure 359 und 382
fur eine dem hEP4 wt-R vergleichbaren Phosphorylierung hinreichend, und zum
uberwiegenden Teil auch notwendig waren. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
Experimenten zur PGEs-induzierten Desensitisierung des hEP4-R, die wahrend der
laufenden Arbeiten publiziert wurden. In diesen Experimenten wurde gezeigt, dal®
Substitution der Serine und Threonine zwischen Aminosaure 370 und 382 durch Alanin zu
einem Verlust der Agonisten-induzierten Desensitisierung des hEP4-R fihrte (Bastepe und
Ashby (1999)). Dies konnte weiterhin durch Untersuchungen bestatigt werden, in denen ein
nach Aminosaure 355 trunkierter hEP4-R nicht mehr Agonisten-abhangig phosphoryliert
wurde (Slipetz et al. (2001)).

Vorlaufige Experimente zur ldentifizierung der nach Agonisten-Stimulation im hEP4 wt-R
phosphorylierten Serine/Threonine durch Phosphopeptidsequenzierung hatten ergeben, dafl}
unter Umstanden dem Serin 379 eine besondere Bedeutung bei der Phosphorylierung des
Rezeptors zukommt. Dies konnte jedoch in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
nicht bestatigt werden. Einerseits reduzierte die alleinige Substitution des Serin 379 die
PGE,-induzierte Phosphorylierung des hEP4-R nicht und andererseits flhrte die Reinsertion
von Serin 379 in den FLAG-hEP4 ST335-484A-R zu keiner Agonisten-induzierten
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Rezeptorphosphorylierung. Eine Phosphorylierung von Serin 379 im hEP4 wt-R konnte
jedoch hierdurch nicht ausgeschlossen werden. Es ist zu vermuten, dal® der Verlust einer
einzigen Phosphorylierungsstelle durch die Phosphorylierung residualer
Phosphorylierungsstellen kompensiert werden kann und eine einzige verbleibende
Phosphorylierungsstelle nicht fir eine effektive Initiation der Rezeptorphosphorylierung
ausreichend ist.

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte neben der tiberwiegenden
Phosphorylierung proximaler Serine und Threonine auch eine geringe Agonisten-induzierte
Phosphorylierung im distalen Bereich der C-terminalen Domane nachgewiesen werden, die
mit groRer Wahrscheinlichkeit im Bereich der Serine und Threonine zwischen Aminosaure
428 und 484 lokalisiert war. Die durchgefiihrte Untersuchung reichte jedoch nicht aus, um
entscheiden zu kénnen, ob die PGE,-induzierte Phosphorylierung distaler Serine und
Threonine auch im hEP4 wt-R stattfand, oder ob es sich hierbei um eine kompensatorische
Phosphorylierung in den Rezeptormutanten handelte, bei denen die ,Hauptphos-

phorylierungssstelle® nicht mehr vorhanden war.

5.4 Desensitisierung des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors und des FLAG-hEP4 ST335-
484A-Rezeptors

Nach einem, fir den P2-adrenergen Rezeptor als Modell-Rezeptor entwickelten Konzept,
kommt es nach der Bindung eines Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zur
Rekrutierung des Adaptoproteins B-Arrestin an den Ligand-besetzten Rezeptor, was eine,
wahrscheinlich sterische, Entkopplung des Rezeptors von seinem G-Protein und seiner
nachgeschalteten Signalkette zur Folge hat. Dieses Phanomen wird als Desensitisierung
bezeichnet. Eine der B-Arrestin-Bindung vorausgehende Phosphorylierung des Rezeptors
durch G-Protein-gekoppelter-Rezeptor-Kinasen oder PKA/PKC erhéht dabei die Affinitat von
B-Arrestin fir den Rezeptor und ist in den meisten untersuchten Rezeptorsystemen
Vorraussetzung fiur eine effektive Desensitisierung des Rezeptors. Eine der Desensitisierung
vorausgehende Phosphorylierung wurde fir den B2-adrenergen Rezeptor (Palmer et al.
(1995)), den Angiotensin II-Rezeptor (Oppermann et al. (1996)), den u-opioid-Rezeptor (Yu
et al. (1997)), den Endothelin-Rezeptor (Freedman et al. (1997)), den B1-adrenergen-
Rezeptor (Freedman et al. (1995)) oder den Thrombin-Rezeptor (Ishii et al. (1994)) sowie
viele andere Rezeptoren beschrieben.

Die Agonisten-induzierte Desensitisierung des EP4-R wurde zuerst von Nishigaki et al.
(1996) beschrieben. Im Gegensatz zu CHO-Zellen, welche den ebenfalls Gs-gekoppelten
EP2-R der Maus exprimierten, fihrte eine primare PGE,-Exposition von CHO-Zellen, welche
den Maus EP4-R exprimierten, zu einer Reduktion der cAMP-Bildung durch einen

sekundaren PGE,-Stimulus. Dabei verringerte der erste Stimulus die maximale durch die
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zweite PGE,-Exposition induzierte cAMP-Bildung ohne die EC50 fur die PGEs-induzierte
cAMP-Bildung zu beeinflussen. Die Desensitisierung des EP4-R war nach 5 min zu
beobachten und erreichte ihr Maximum nach 10 min.

Die Bedeutung der C-terminalen Domane fir die Agonisten-induzierte Desensitisierung
konnte durch Untersuchungen mit einem Hybridrezeptor aus dem Ratten EP3B3-Rezeptor,
dessen C-terminale Domane durch die des humanen EP4-R ausgetauscht war, gezeigt
werden. Im Gegensatz zu dem Ratten EP3B-R flhrte die Agonisten-Exposition zu einer
Desensitisierung des Hybridrezeptor, wodurch gezeigt werden konnte, dall die C-terminale
Domane des hEP4-R ausreichend war, um eine Agonisten-induzierte Desensitisierung zu
vermitteln.

Dieser Befund wurde dadurch unterstitzt, dall eine C-terminal ab Aminosaure 350 trunkierte
Mutante des hEP4-R nicht mehr Agonisten-abhangig desensitisierte (Bastepe und Asby
(1997)).

Um die Relevanz der in der C-terminalen Domane hEP4 wt-R lokalisierten Serine und
Threonine fir die Desensitisierung zu ermitteln, wurde zunachst die Agonisten-induzierte
Desensitierung des hEP4 wt-R im Vergleich mit dem hEP4 ST335-484A-R, in dem keine der
potentiellen Phosphorylierungsstellen mehr vorhanden waren, untersucht. Dabei wurde die
PGE,-stimulierte cAMP-Bildung der beiden Rezeptoren als MeRparameter fur die

nachgeschaltete Signalkette verwendet.

5.4.1 Desensitisierung des hEP4 wt-Rezeptors und des hEP4 ST335-484A-Rezeptors

nach Vorstimulation mit PGE,

Die Agonisten-induzierte Entkopplung des FLAG-hEP4 wt-R und des FLAG-hEP4 ST335-
484A-R wurde zunachst in einem Verfahren untersucht, bei dem die Desensitisierung der
Rezeptoren durch einen ersten PGE.-Stimulus (Vorstimulation) initiiert, der gebundene
Ligand vom Rezeptor entfernt und die cAMP-Bildung auf eine direkt anschlieRende zweite
PGE,-Exposition (Restimulation) gemessen wurde (Abb. 27). Dabei wurde eine intrazellulare
cAMP-Akkumulation erst in der zweiten Stimulationsphase durch Zugabe des
Phosphodiesteraseinhibitors IBMX ermdglicht. Der deutlich erhéhte cAMP-Spiegel der
vorstimulierten, aber nicht restimulierten hEP4 wt-R oder hEP4 ST335-484A-R
exprimierenden HEK293-Zellen lie® auf ein Verbleiben eines Grolteils des Liganden am
Rezeptor schlieRen. Weder in den hEP4 wt-R noch in den hEP4 ST335-484-R
exprimierenden HEK293-Zellen liel3 sich der erhdhte intrazellulare cAMP-Spiegel durch
einen zweiten Stimulus steigern. Eine durch den ersten Stimulus induzierte verringerte
Signaltransduktion lie® sich daher nicht messen. Jedoch war der basale, durch den nach
Vorstimulation am Rezeptor verbleibenden Liganden induzierte Anstieg des cAMP in
vorstimulierten hEP4 wt-R exprimierenden Zellen, nicht aber in hEP4 ST335-484A-R
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exprimierenden Zellen geringer als der durch PGE, induzierte cAMP-Anstieg in nicht-
vorstimulierten Zellen. Dies konnte als ein Hinweis darauf gewertet werden, dal} der hEP4
wt-R im Gegensatz zum hEP4-ST335-484A-R Agonisten-abhangig desensitisiert wurde.
Wenn uberhaupt, wurde jedoch nur ein so kleiner Teil der hEP4 wt-R Agonisten-abhangig
desensitisiert, dafl die Aktivierung der nachgeschalteten Signalkette davon kaum
beeintrachtigt wurde. Dies kdnnte seine Ursachen in einem, in der hohen Expressionsrate
der Rezeptoren in den HEK293-Zellen begriindeten, MiRverhaltniss zwischen Rezeptor und
nachgeschalteter Signalkette haben. In diesem Fall wirde ein geringer Anteil nicht von
seinem G-Protein entkoppelter Rezeptoren ausreichend sein, um die intrazellulare
Signalkaskade maximal zu aktivieren (,spare-receptor‘-Hypothese). Zusammengefal’t war
das gewahlte Verfahren nicht geeignet, um eine Bedeutung einzelner

Phosphorylierungsstellen flr die PGE,-induzierte hEP4-R-Desensitisierung zu untersuchen.

5.4.2 Fehlende Unterschiede in der Kinetik der PGE,-induzierten cAMP-Bildung in
hEP4 wt-Rezeptor oder hEP4 ST335-484A-Rezeptor exprimierenden HEK293-

Zellen nach Prastimulation mit PGE,

Da nach PGE,-Vorstimulation der hEP4 wt-R exprimierenden Zellen im Gegensatz zu den
hEP4 ST335-484A-R exprimierenden Zellen eine geringfugig reduzierte cAMP-Bildung
gemessen werden konnte, wurde in beiden Zellinien die Kinetik der PGE,-induzierten cAMP-
Bildung nach Stimulation der Zellen mit PGE, und nachfolgender Akkumulation des
intrazellularen cAMPs durch den Phosphodiesteraseinhibitor IBMX untersucht. Die hEP4 wt-
R oder hEP4 ST335-484A-R exprimierenden Zellen zeigten nach IBMX-Zugabe einen
vergleichbar schnellen Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels, der nach ca. 10 min sein
Maximum errreichte und tber weitere 20 min konstant blieb (Abb. 28). Die Steigerung der
cAMP-Bildung war in beiden Rezeptor exprimierenden Zellinien vergleichbar, was gegen
eine Desensitisierung des EP4 wt-R und einer daraus resultierenden verminderten
Steigerung des cAMP-Spiegel sprach. Dieses Ergebnis unterstitzte die Annahme, dal} der
nach Agonisten-Exposition verbleibende, nicht entkoppelte Rezeptoranteil ausreichte, um die
nachgeschaltete Signalkette maximal zu aktivieren (vgl. Abb. 27).

Die fur den potentiell nicht mehr desensitisierbaren FLAG-hEP4 ST335-484A-R erwartete,
kontinuierliche Agonisten-induzierte cAMP-Bildung konnte nicht beobachtet werden. Das
Erreichen eines konstanten cAMP-Spiegels kénnte bedeuteten, da® mobglicherweise eine
Komponente der dem Rezeptor nachgeschalteten Signalkette durch die starke intrazellulare
cAMP-Akkumulation desensitisiert wurde. Aus diesem Grund wurde die Kinetik der
Rezeptor-unabhangigen cAMP-Bildung durch Stimulation mit Forskolin, einem direkten
Aktivator der Adenylatcyclase untersucht. Forskolin stimulierte die cAMP-Bildung in
hEP4 wt-R oder hEP4 ST335-484A-R exprimierenden Zellen mit der gleichen Kinetik wie
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PGE,, wobei ein Maximum ebenfalls nach 10 min erreicht wurde und der cAMP-Spiegel tber
weitere 20 min konstant blieb (Abb 29). Dies lieR vermuten, dal® es unabhangig vom
Rezeptor zu einer Desensitisierung der Adenylatcyclase, verursacht durch den hohen
intrazellularen cAMP-Spiegel kam. Denkbar ware auch, daf3 sich ein Gleichgewicht zwischen
cAMP-Bildung und cAMP-Abbau nach ca. 10 min einstellte, bei dem, trotz des
Phosphodiesteraseinhibitors IBMX, ein weiterer cAMP-Anstieg durch eine erhéhte Abbaurate
kompensiert wurde.

In HEK293-Zellen wird in geringem Malle endogen der ebenfalls Gs-gekoppelte EP2-
Rezeptor exprimiert. Um eine mégliche Aktivierung dieses Rezeptors zu vermeiden, wodurch
die Desensitisierung des EP4 wt-R Uberlagert werden kdnnte, wurde eine Kinetik der cAMP-
Bildung in hEP4 wt-R oder hEP4 ST335-484A-R exprimierenden HEK293-Zellen mit dem
EP4-Rezeptor-spezifischen, synthetischen Agonisten ONO604 durchgefihrt (Abb. 30).

Die resultierende Kinetik entsprach der aus dem Versuch mit PGE, (Abb. 28), was zeigte,
dal} der fehlende Nachweis der Desensitisierung des hEP4 wt-R nicht auf eine Aktivierung

des intrinsisch in HEK293-Zellen exprimierten EP2-R zurtickzufihren war.

Zusammenfassend konnte auch durch die kinetische Erfassung der PGE,-stimulierten
cAMP-Bildung in hEP4 wt-R- oder hEP4 ST335-484A-R-exprimierenden Zellen die

Agonisten-induzierte Desensitisierung des hEP4 wt-R nicht gezeigt werden.

5.4.3 Fehlende Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve des hEP4 wt-R

Da in den Kinetiken die Desensitisierung des hEP4 wt-R nicht nachgewiesen werden konnte,
sollte die Desensitisierung anhand einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve fur
die PGEj-induzierte cAMP-Bildung in Membranen PGE,-vorstimulierter Zellen untersucht
werden, wie dies fir den B2-adrenergen Rezeptor gezeigt worden war (Bouvier et al. (1988);
Hausdorff et al. (1998)). Nach PGE,-Vorstimulation der hEP4 wt-R exprimierenden Zellen
sollte in der Restimulation PGE, ein gleich groflies Signal erst mit hdheren Konzentrationen
auslosen. Ferner sollten sattigende Agonistenkonzentrationen in Zellen, in denen der
Rezeptor desensitisiert ist, eine geringere maximale Signalstarke auslésen. Die
Untersuchung der Dosis-Wirkungskurven-Verschiebung wurde in Membranen durchgefiihrt,
um einen Einflu des wahrend der Vorstimulationsphase aufgebauten hohen intrazellularen
cAMP-Spiegels auf die cAMP-Bildung in der zweiten Stimulationsphase auszuschlief3en.
Auch mit diesem experimentellen Ansatz konnte eine Desensitisierung des hEP4 wt-R nicht
nachgewiesen werden. Die Dosis-Wirkungskurven fir die PGE,-stimulierte cAMP-Bildung
waren in Membranen nicht-vorstimulierter und vorstimulierter Zellen nicht signifikant
unterschiedlich (Abb. 31).
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Im Gegensatz zu diesem Befund konnten Slipetz et al. (2001) in ganzen Zellen eine
Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve fir die PGE,-stimulierte cAMP-Bildung in
HEK293-Zellen nachweisen, die den EP4-Rezeptors stabil exprimierten, allerdings wahlten
sie eine 30 minutige Vorstimulation. Bei solch langen Vorstimulationsphasen kann es neben
der Rezeptordesensitisierung schon zu einer Internalisierung des Rezeptors kommen und
die beobachtete Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve kénnte daher die Folge der
Internalisierung und nicht der Desensitisierung des Rezeptorproteine sein.

Nishigaki et al. (1996) konnten eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungskurve nach
PGE,-Vorstimulation in CHO-K1-Zellen, die den hEP4 wt-R exprimierten nicht nachweisen,
allerdings fanden sie eine um 20% reduzierte maximale Aktivierung der Adenylatcyclase
nach Vorstimulation mit PGE,. Eine mdgliche Erklarung dafir, dall in den CHO-K1-Zellen
eine Desensitisierung im Gegensatz zu den jetzt durchgeflihrten Experimenten nachweisbar
war, ist der wahrscheinlich sehr viel niedrigere Expressionsspiegel der Rezeptorproteine. In
den Arbeiten von Bastepe und Ashby (1997) und Castleberry et al. (2001) wurden Zellklone
untersucht, in denen sattigende Kontentrationen PGE, den cAMP-Spiegel ca. 2-fach Uber
basal steigerten. In den in dieser Arbeit untersuchten Zellinien hob PGE, dagegen den
cAMP-Spiegel ca. 15-20-fach Uber basal.

Wahrscheinlich ist durch die sehr hohe Konzentration der Rezeptorproteine in der hier
untersuchten HEK293-Zellinie die Desensitisierung des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors nicht
nachweisbar, da selbst bei einer Entkopplung eines grofen Teils der vorhandenen
Rezeptoren die Anzahl der verbleibenden, noch aktivierbaren Rezeptoren zur vollstandigen
Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskade ausreicht. Ein Unterschied zwischen dem
hEP4 wt-R und dem mutmallich nicht mehr desensitisierbaren hEP4 ST335-484A-R konnte

daher nicht nachgewiesen werden.

5.5 Internalisierung und B-Arrestin-Rekrutierung des FLAG-hEP4 wt-Rezeptors und

der verschiedenen mutierten Rezeptoren

Zu Beginn dieser Arbeit lagen noch keine Daten Uber die Internalisierung des hEP4-
Rezeptors vor.

Desai et al. (2000) zeigten als erstes die Agonisten-induzierte Internalisierung des EP4-R.
Ein ab Aminosaure 350 trunkierter EP4-Rezeptor wurde nach Agonisten-Stimulation nicht
mehr internalisiert, was einen ersten Hinweis auf die Beteiligung der C-terminalen Domane
bei der Internalisierung gab. Eine weitere von ihnen untersuchte Rezeptormutante, in der die
Serine und Threonine zwischen Aminosaure 354 und 382 durch Alanine substituiert waren,
und ein ab Aminosaure 383 trunkierter Rezeptor internalisierten allerdings noch ahnlich wie

der Wildtyprezeptor. Die Agonisten-abhangige Internalisierung des EP4-R wurde von Slipetz
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et al. (2001) bestatigt. Sie zeigten weiterhin anhand von zwei Deletionsmutanten, daf} der
Verlust grof3er Teile der dritten intrazellularen Schleife keinen Einfluf} auf die Internalisierung
hatte, wahrend die Deletion der C-terminalen Domane ab Aminosaure 355 zu einem Verlust
der Internalisierung fuhrte. Diese Ergebnisse bestatigten die Lokalisation der fur die
Internalisierung relevanten Elemente in der C-terminalen Doméane des EP4-R. Weiterhin
wurde die Beteiligung von B-Arrestin und Dynamin an der Internalisierung des EP4-R durch
Co-Expression mit dominant-negativem B-Arrestin (319-418), das konstitutiv an Clathrin
bindet, und dominant-negativem Dynamin | (K44A), das GTP nicht mehr binden kann,
gezeigt (Desai et al. (2001)). Die Co-Expression beider Proteine mit dem EP4-R hemmte die

Agonisten-induzierte Internalisierung.

5.5.1 Internalisierung der verschiedenen FLAG-hEP4-Rezeptoren

Die Internalisierung des hEP4 wt-R wurde in dieser Arbeit durch drei experimentelle Ansatze
untersucht: Die Reduktion der an der Zelloberflache durch das FLAG-Epitop nachweisbaren
Rezeptorproteine wurde im Cyto-ELISA nachgewiesen (Abb. 32), die Umverteilung der
Rezeptorproteine von der Plasmamembran in ein intrazelluldares Kompartiment durch
Immunfluoreszenz-Mikroskopie gezeigt (Abb. 36) und die Cointernalisierung des radioaktiv
markierten Liganden mit dem Rezeptor quantifiziert (Abb. 34). In allen drei Verfahren konnte
nachgewiesen werden, daf} der Wildtyprezeptor Agonisten-abhangig internalisiert wurde,
wahrend keine Agonisten-induzierte Internalisierung der Mutante nachweisbar war, in der
alle Serine und Threonine in der C-terminalen Domane gegen Alanin substituiert waren.
Offensichtlich war das Vorhandensein der Serine und Threonine fir die Agonisten-induzierte
Internalisierung notwendig.

Die Lokalisation der fir die Internalisierung relevanten Serine und Threonine konnte anhand
der Messung des mit den unterschiedlichen Rezeptormutanten internalisierten Liganden auf
den Bereich zwischen Aminosaure 389-484 eingegrenzt werden (Abb. 35), da nur die
Mutanten, in denen diese Serine und Threonine erhalten waren in diesem Assay im gleichen
Umfang wie der Wildtyprezeptor Agonisten-abhangig internalisiert wurden, jedoch nicht die
Mutanten, denen diese Serine und Threonine fehlten (Abb. 35).

Die Daten des Cyto-ELISAs unterstrichen die Notwendigkeit des Vorhandenseins der Serine
und Threonine im distalen Teil der C-terminalen Domane des hEP4-R ab dem Serin 428 fur
die Agonisten-induzierte Internalisierung. Die Mutante, der nur diese Serine und Threonine
fehlten, wurde nicht mehr Agonisten-abhangig internalisiert. Im Gegensatz zum Ligand-
Internalisierungsassay, der den Schlul nahelegte, da® auch noch die Serine und Threonine
zwischen 389 und 405 fur die Agonisten-induzierte Internalisierung essentiell waren, deutete
der Cyto-ELISA darauf hin, daR® dieser Cluster nicht essentiell war, da die Mutante, in der
diese Serine und Threonine erhalten war (hEP4 ST335-382A-R) nicht besser internalisiert
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wurde als die Mutante, der diese Serine und Threonine fehlten (hREP4-ST335-405A-R). Beide
Mutanten wurden im gleichen Umfang wie der Wildtyp-Rezeptor internalisiert.

Die Unterschiede in der durch Cyto-ELISA und Ligand-Internalisierung nachgewiesenen
Rezeptorinternalisierungen kénnten unter Umstanden darauf zurlickzufihren sein, dal® der
Cyto-ELISA nur die zu einem bestimmten Zeitpunkt an der Oberflache zuganglichen Epitope
erfal3t, wahrend die Internalisierung des an den Rezeptor gebunden Liganden den gesamten
Uber einen langeren Zeitraum in die Zelle aufgenommenen Liganden erfal’t. Die Menge des
internalisierten Liganden kdnnte die Menge an internalisiertem Rezeptor Ubersteigen, wenn
man annimmt, dafl im Beobachtungszeitraum Rezeptorproteine an die Zelloberflache
rezirkulieren und neuen Liganden binden und internalisieren kénnen, wahrend der Ligand
intrazellular verbleibt.

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung zur Internalisierung
sind eher mit denen des Ligand-Internalisierungsassays vereinbar, da nur bei solchen
Rezeptormutanten eine Internalisierung morphologisch eindeutig nachweisbar war, bei
denen alle Serine und Threonine ab Serin 389 erhalten waren. Die Mutante, der zusatzlich
zu den Serinen und Threoninen bis Serin 382 auch die Serine und Threonine 389-405
fehlten, wurde nicht mehr internalisiert, allerdings war eine Agonisten-abhangige Clusterung
der Rezeptorproteine an oder unmittelbar unterhalb der Plasmamembran nachweisbar.
Zusammengenommen sprechen die Versuche eher daflr, dal} die Serine und Threonine ab
389 bis 484 fur die Agonisten-induzierte Internalisierung essentiell sind.

Far den Neurotensin 1-, Oxyticin- und Angiotensin Il Typ 1A-Rezeptor wurde gezeigt (Oakley
et al. (2001)), dal® fur die Agonisten-induzierte Internalisierung Cluster von Serinen und
Threoninen notwendig sind, um nach Agonisten-Exposition einen stabilen Komplex von
B-Arrestin und Rezeptor zu bilden. Innerhalb des Bereichs der C-terminalen Doméane des
hEP4-R, der fir die Internalisierung relevant war, befinden sich drei Serin/Threonin-Cluster
(ST389-392, ST428-431 und ST439-443), die fiur die Ausbildung eines solchen,
moglicherweise fur die Internalisierung relevanten, stabilen B-Arrestin-Rezeptor-Komplexes
dienen konnten. Die vorliegenden Ergebnisse erlauben nicht zu unterschieden, welchem
dieser drei Cluster eine besondere Bedeutung fur die Agonisten-induzierte Internalisierung
des hEP4-R zukommt.

Dagegen war die Agonisten-induzierte Internalisierung des Substanz P-Rezeptors im
Gegensatz zum Neurotensin 1-, Oxytocin- und Angiotensin Il Typ 1A-Rezeptor unabhangig
von solchen Ser/Thr-Clustern (Oakley et al. (2001)). Eine solche, von solchen Ser/Thr-
Clustern unabhangige Internalisierung ist fur den hEP4-R unwahrscheinlich, da die EP4-
Rezeptormutante, in der alle Serine und Threonine in der C-terminalen Domane durch

Alanine ersetzt waren, nicht mehr internalisiert wurde.
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Die stark verminderte, residuale, nur im Ligand-Interalisierungsassay nachweisbare
Internalisierung der Mutante, in der alle distalen Serine und Threonine gegen Alanine
getauscht waren, kénnte daflr sprechen, dafl die im proximalen Teil der C-terminalen
Domane gelegenen  Phosphorylierungsstellen  allein  eine  Agonisten-induzierte
Internalisierung auslésen konnten, die durch die distal gelegenen Strukturen weiter reguliert
wird. Die Trunkierung wirde eine solche komplexe Regulierung zerstéren.

In Ubereinstimmung mit den hier erhobenen Daten fanden Desai et al. (2000), daR die
Substitution der Serine und Threonine proximal des Serin 389 mit Alanin nicht mit der
Agonisten-induzierten Internalisierung interferierte. Im extremen Widerspruch zu den hier
gefunden Ergebnissen steht aber, dal® bei ihren Untersuchungen ein Rezeptor, der distal der
Aminosaure 383 trunkiert war, genau so gut internalisierte wie der Wildtyprezeptor. Erst
wenn die Trunkierung weiter proximal erfolgte, war die Internalisierung gestért. Eine
Bedeutung distal der Aminosaure 383 gelegener Strukturen in der C-terminalen Domane des
hEP4-R fir die Internalisierung schien damit ausgeschlossen.

Der Unterschied ist mdglicherweise auch auf zellulare Unterschiede zurlickzufiihren. So
zeigten Zhang et al. (1996), daR die Internalisierung des f2-adrenergen Rezeptors in COS 7-
Zellen wesentlich schwacher war als in HEK293-Zellen, wohingegen sich die Internalisierung
des Angiotensin 1A-Rezeptors in den beiden Zellinien nicht unterschied. Dies lat vermuten,
dal® wahrscheinlich schon geringe Expressionsunterschiede in den verwendeten Zellinien

ausreichten, um divergierenden Ergebnisse zu erhalten.

5.5.2 Untersuchung der Rezeptor/B-Arrestin-Colokalisation der verschiedenen

Rezeptorproteine durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Durch Immunfluoreszenz-mikroskopische Untersuchung in den transient mit 3-Arrestin/GFP-
cotransfizierten Rezeptor exprimierenden HEK293-Zellen wurde gezeigt, daf} 3-Arrestin nach
Agonisten-Stimulation von dem EP4 wt-R rekrutiert und internalisiert wurde. Rezeptorprotein
und B-Arrestin waren nach Agonisten-Exposition intrazellular colokalisiert. Dies legte nahe,
dal eine Interaktion von B-Arrestin mit dem Rezeptor fir die Internalisierung des hEP4-R
notwendig ist. Die Rezeptormutante, in der alle Serine und Threonine in der C-terminalen
Domaéane durch Alanine substituiert waren, rekrutierte B-Arrestin nicht mehr an die
Plasmamembran, daher ist eine Phosphorylierung des Rezeptors fir die B-Arrestin-
Rekrutierung wahrscheinlich notwendig. B-Arrestin wurde nach Agonisten-Exposition, wenn
auch nur in geringerem Umfang als bei dem Wildtyprezeptor, von der Mutante rekrutiert, in
der alle proximalen Serine und Threonine bis einschlie8lich Serin 382 durch Alanine ersetzt

waren und der damit die mutmalliche Hauptphosphorylierungsstelle im Rezeptor fehlte. Dies
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legte nahe, daR die fir die zur Internalisierung notwendige stabile Rezeptor-f-Arrestin-
Interaktion relevanten Serine und Threonine distal von Serin 382 lokalisiert waren.

Durch Inkubation der den hEP4-R-exprimierenden Zellen mit einer hyperosmolaren
Saccharosekonzentration wurde die B-Arrestin-Rekrutierung nicht beeinfluf3t, jedoch war die
Clathrin-vermittelte Internalisierung gehemmt. Die durch Saccharose inhibierbare
Internalisierung des EP4-R wurde auch von Desai et al. (2001) beschrieben. Die Hemmung
der Agonisten-induzierten Internalisierung durch eine hyperosmolare Saccharose-
konzentration (Abb. 33, Abb. 35, Abb. 41 Abb. 43) bestatigte die Clathrin-vermittelte
Internalisierung der verschiedenen noch internalisierenden Rezeptoren, da durch eine
hyperosmolare Saccharosekonzentration nur die Clathrin-vermittelte Internalisierung
gehemmt wird (Heuser und Anderson (1989); Okamoto et al. (2000)).

Die durch die Phosphorylierungsstudien erhaltenen Ergebnisse zeigten die
Hauptphosphorylierung des EP4-Rezeptors im proximalen Teil der C-terminalen Domane
zwischen Aminosaure 359 und 382, wahrend die fur die Internalisierung relevanten Serine
und Threonine zwischen Aminosaure 389 und 484 lokalisiert waren. Dies kdnnte darauf
hindeuten, da® zwei unterschiedliche Motive fiir die Phosphorylierung und Internalisierung
des EP4-R notwendig sind. Allerdings war auch eine geringe Phosphorylierung nach
Elimination der Serine und Threonin im proximalen Teil der C-terminalen Domane
feststellbar, was darauf hindeuten kdénnnte, daf® die Phosphorylierung im proximalen Teil fir
die Entkopplung des Rezeptors von der intrazellularen Signalkette verantwortlich ist und die
geringe Phosphorylierung im distalen Teil der C-terminalen Domane an der Agonisten-
induzierten Internalisierung beteiligt ist. Eine eindeutige Aussage Uber die Beteiligung der
proximalen Phosphorylierungsstellen an der Desensitisierung ist anhand der in dieser Arbeit
erhobenen Daten nicht moglich, da die Desensitisierung des Rezeptors in dem gewahlten
System nicht nachweisbar war. Allerdings wird diese Vermutung durch die Ergebnisse von
Bastepe et al. (1999) unterstiitzt, die den Verlust der Desensitisierung nach Substitution der
Serine und Threonine zwischen Aminosaure 369 und 382 in CHO-Zellen zeigen konnten.

Eine Beteiligung von Phosphorylierungsstellen an der Internalisierung in den intrazellularen
Schleifen, wie sie flir den M2-muscarinischen Acetylcholin-Rezeptor (Hosey et al. (1999))
gezeigt wurde, ist jedoch auszuschlieRen, da die Rezeptormutante, in der alle Serine und
Threonine eliminiert waren, nicht mehr internalisierte. Weiterhin scheint die Phosphorylierung
fur die Internalisierung notwendig, da eine p-Arrestin und GRK-unabhangige

Internalisierung, wie die des IP-Rezeptors (Smyth et al. 2000) nicht gezeigt werden konnte.
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5.6 SchluBfolgerung

Fir die, wahrscheinlich GRK-vermittelte, Agonisten-induzierte Phosphorylierung sind die
Serine und Threonine zwischen Serin 359 und Serin 382 in der C-terminalen Doméne des
hEP4-R notwendig. Die Relevanz dieser Serine und Threonine fir die Agonisten-induzierte
Desensitisierung des hEP4-R konnte jedoch in dem gewahlten System nicht nachgewiesen
werden. Die fur die Agonisten-induzierte Internalisierung des hEP4-R relevanten Serine und
Threonine sind mit den fir die Phosphorylierung und mdglicherweise Desensitisierung
notwendigen nicht identisch und sind distal des Serin 382 lokalisiert, wobei eine der
Internalisierung vorausgehende Phosphorylierung der Rezeptoren an diesen Positionen nicht
ausgeschlossen werden kann. Der hEP4-R wird im Komplex mit B-Arrestin internalisiert,
jedoch scheinen die im distalen Teil der C-terminalen Doméane gelegenen Serine und
Threonine mdglicherweise eine B-Arrestin-unabhangige Clathrin-vermittelte Internalisierung
zu ermoglichen. Die im proximalen Teil der C-terminalen Doméne lokalisierten Serine und
Threonine des hEP4-R sind also wahrscheinlich flr die Entkopplung des Rezeptors
verantwortlich, wahrend die im distalen Bereich lokalisierten Serine und Threonine fur die

Internalisierung relevant sind.
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