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Zusammenfassung

Endotheline (ET1, ET2, ET3) sind Peptide von 21 Aminosduren, die ihre Wir-
kung iiber zwei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren entfalten: 1) Den v.a. auf vas-
kuldren Muskelzellen exprimierten Endothelin-A (ET p )-Rezeptor und 2) den in
Endothelzellen exprimierten Endothelin-B (ETg)-Rezeptor. Der ET 5 -Rezeptor
vermittelt eine lang-anhaltende Vasokonstriktion, der ETp-Rezeptor eine kurz-
fristige Vasodilatation. Die Ursache fiir die unterschiedliche Dauer der durch die
Endothelin-Rezeptorsubtypen vermittelten Gefidfireaktionen ist bislang unklar.
Unterschiede der Internalisierung und des intrazelluldren Transports konnten hier
eine mogliche Ursache sein. Wéhrend fiir den ET 5 -Rezeptor ein Recycling in
glatten Muskelzellen beschrieben wurde, lagen fiir den ETg-Rezeptor bisher kei-
ne Untersuchungen vor.

In der vorgelegten Arbeit wurde durch Verwendung von fluoreszierendem ET1
und Endothelin-Rezeptor/ GFP-Fusionsproteinen gezeigt, dak der ETpg-Rezep-
tor mnach Endothelin-1 (ET1) Bindung innerhalb weniger Minuten iiber einen
Sucrose-sensitiven, d.h. Clathrin-vermittelten Weg internalisiert wird. Der Ligand
verbleibt mit dem Rezeptor iiber mehrere Stunden in einem stabilen Komplex
und wird in spéite Endosomen/Lysosomen transportiert und schliefslich abgebaut
(,Downregulation“). Diese an transfizierten CHO-Zellen durchgefiihrten Analy-
sen konnten auch an primér kultivierten Astrozyten bestéitigt werden. Die Dow-
nregulation von Rezeptor und Ligand ist fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
bislang einzigartig. Typischerweise dissoziiert der Ligand bei vielen anderen G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren in dem sauren Milieu der Endosomen. Ein spét
endosomaler /lysosomaler Transport von aktivierten Rezeptoren war bislang nur
fiir die Protease-aktivierten Rezeptoren eindeutig belegt, die eine konstitutive
Aktivierung aufweisen. Fiir den ET -Rezeptor wurde hingegen an CHO-Zellen
oder ETg-defizienten primér kultivierten Astrozyten keine wesentliche Internali-
sierung von Rezeptor und Ligand in endosomale Kompartimente beobachtet. Da-
mit konnten fiir ET 5 - und ETg-Rezeptoren unterschiedliche Internalisierungs-
wege beschrieben werden, die auch zu Unterschieden der Oberflichenexpression
beider Rezeptoren fiithren. Dariiber hinaus zeigt die {iber Stunden nachweisbare
Kolokalisation des ETpg-Rezeptors mit ET1, dak der ETg-Rezeptor auch als



Clearance-Rezeptor fungiert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine mégliche polarisierte Oberflichenexpres-
sion des ETpg-Rezeptors an MDCK-Zellen untersucht. Fiir diese Zellen konnte ge-
zeigt werden, daf der ETg-Rezeptor gleichermaken basolateral und apikal expri-
miert wird. Ein potentielles tyrosinhaltiges basolaterales Sortiermotiv (GYXXF)
ist fiir den Transport des Rezeptors ohne Bedeutung. Damit sind Epithelzellen
sowohl von der apikalen als auch der basolateralen Seite fiir ET1 sensitiv. Dies
trifft z.B. fiir Nierenepithelzellen zu, die den ETg-Rezeptor exprimieren; da ET1
sowohl im Urin als auch Interstitium vorliegt ist eine Stimualtion der Zellen von
beiden Seiten moglich. Weitere Arbeiten miissen nun kldren, ob ETg-Rezeptoren
auch in Endothelzellen auf apikalen (luminal) und basalen (abluminal) Plasma-
membranen vorliegen. Diese Fragestellung ist von Bedeutung, da ET1 von den
Endothelzellen v.a. nach basolateral sezerniert wird. Das Vorliegen basolateraler
ETp-Rezeptoren wiirde damit auch eine autokrine / parakrine Stimulation der
Endothelzellen bedeuten.



Summary

Endohelins (ET1, ET2, ET3) are peptides consisting of 21 amino acids, which
evolve their properties over G- protein coupled receptors: 1) particularly Endothelin-
A (ET p )-receptor expressed on vascular smooth muscle cells and 2) Endothelin-B
(ETR)-receptor on endothelial cells. ET  -receptor mediate a long lasting vaso-
constriction, while ETpg-receptor exhibit only a short vascular relaxation. The
reason for these differences on vascular reactions among endothelin- receptor sub-
types is not known at this time. Differences in internalisation and intracellular
transport could be a possible reason. While ET 4 -receptor recycling in smooth
muscle cells could be described, no analysis exist for the ETpg-receptor. In this
work, fluorescent ET1 and Endothelin-receptor/GFP-fusion protein was used
to show, that after binding of ET1, ETpg-receptor is internalised in a sucrose-
sensitive, meaning clathrin-mediated pathway. The ligand remain associated in a
stable complex with the receptor and is transported in late endosomes/lysosoms
for degradation (“down-regulation). These analyses on CHO-cells could also be
validated on cultivated primary astrocytes. At this time the down-regulation of
receptor and ligand is unique for G-protein coupled receptors. Typically in many
cases ligand dissociates from G-protein coupled receptors in the acidic environ-
ment of endosomes. Only protease activated receptor, clearly show a constitutive
transport in late endosoms/lysosoms. Whereas no internalisation could be obser-
ved for ET p -receptor, neither in CHO-cells nor in primary cultivated astrocytes.
For this reason different internalisation pathways for ET - and ETg-receptor
could be described leading to different surface expression. Furthermore colocali-
sation of ETpg-receptor with ET1, detectable for hours, document the clearance
function of ETp-receptor. In the second part of this work, a possible polarised
surface expression of the ETpg-receptor was analysed with MDCK-cells. For these
cells it could be shown, that ETpg-receptor is expressed in equal measure on api-
cal and basolateral membrane. A potential basolateral sorting motive including
tyrosin (GYXXF) has no effect on receptor transport. It can be concluded that

epithelial cells are sensitive for ET1 also from basolateral side. This applies for



epithelial kidney cells expressing ETg-receptor; because ET1 exist as well in uri-
ne as in interstitium, thus stimulation is possible from both sides. Further work
should be done to clarify if ETpg-receptor also exist in endothelial cells on apikal
(luminal) and basal (abluminal) plasmamembrane. This question is important,
because ET1 is released from endothelial cells mainly on basolateral side. The
existence of ETg-receptor on this side, would signify an autocrine/paracrine sti-

mulation of endothelial cells.
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Abkiirzungen

AC Adenylatzyklase
AP Adenosintriphosphat
BSA Rinderserumalbumin(”bovine serum albumin”)
BQ-123 Cyclo(D-Asp-Pro-D-Val-Leu-D-Trp)
CHX o Cycloheximid
16353 44 KU Impulse pro Minute (“counts per minute”)
Gy e Cyanin
DA G Diacylglycerol
Dil ... o 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanin
DMEM ... Dulbecco’s modified Eagle Medium
dpm ..o Zerfélle pro Minute ("decay per minute”)
ECE Endothelin-Converting-Enzym
ED T A Ethylendiamintetraacetat
EGFP ...l Enhanced green fluorescent protein; (hier = GFP)
A Endothelin
eNOS Endotheliale NO-Synthase
FCS o Fotales Kalberserum (“fetal calf serum”)
Fluos ................ ..., 5(6)-carvoxyfluorescein-M-hydroxysuccinimide-ester
GFP ... Griines Fluoreszenzprotein ("Green fluorescent protein”)
GPCR . G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Py Inositoltrisphosphat
K Dissoziationskonstante
LD Low-Density-Lipoprotein
LM Laser-Scanning-Mikroskop
PGl o Prostacyclin
PBS Phosphate Buffered Saline
PIPy o Phosphatidylinositolbisphosphat
PO Protein Kinase C
P LA Phospholipase A
PLC Phosophlipase C
R Raumtemperatur
SDS . Natriumdodezylsulfat ("sodium dodecyl sulfate”)
0 P Transmembranér
TRITC . Tetramethylrhodamin Isothiocyanat
U Einheit (Units)



