3 Ergebnisse

Zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Endozytose und der nachfol-
genden intrazelluldren Transportwege wurden Plasmide konstruiert (Abb. auf
Seite 86), die fiir ET 5 GFP bzw. ETgGFP-Fusionsproteine kodieren. Hierbei
liegt das GFP am intrazelluldren C-Terminus vor (Abb. 3.1). Die Plasmide wur-

Abbildung 3.1: Fluorochrom-konjugiertes ET1, sowie die Endothelin-
Rezeptor/GFP-Fusionsproteine: Die Fluorochrome Cy3, Cy3.5, Cy5 und Fluos,
wurden mit der primiren Aminogruppe des Lysins an Position 9 von ET1 konjugiert.
Die Endothelin-Rezeptoren wurden mit Hilfe eines Expressionsvektors am C-terminalen
Ende mit dem griinen Fluoreszenzprotein fusioniert.

den anschlieftend stabil in CHO-Zellen transfiziert und die resultierenden Zelli-
nien mittels Fluoreszenzmikroskopie und ?’I-ET1 Bindung charakterisiert. Fiir

die weiteren Untersuchungen wurden jeweils zwei Klone ausgewihlt, die unab-
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héngig voneinander hergestellt wurden und die eine membranstindige Lokali-
sation von ETp-Rezeptoren aufwiesen. Desweiteren wurden auch Klone eta-
bliert, welche die wildtypischen Rezeptoren exprimieren. Diese wurden zunéchst
in Bindungsanalysen charakterisiert und ebenfalls zwei voneinander unabhin-
gige Klone ausgewihlt. Um auch den Transport des Liganden nachweisen zu
kénnen, wurde synthetisch hergestelltes ET1 selektiv am Lysin 9 mit den Fluo-
rochromen Cyanin3 (Cy3), Cyanin3.5 (Cy3.5) oder 5(6)-carvoxyfluorescein-M-
hydroxysuccinimide ester (Fluos) markiert (Oksche et al., 2000a).

3.1 Pharmakologische Eigenschaften der
Endothelin-Rezeptoren, im Vergleich mit

ihren GFP-Fusionsprotein

Eine Konjugation von ET1 mit Fluorochromen bzw. die Fusionierung der Endo-
thelin-Rezeptoren mit dem 27 kDa grofen Fluoreszenzprotein (GFP) kénnen zu
Verédnderungen der Ligand-Rezeptor-Bindungseigenschaften fiihren. Die etablier-
ten Klone wurden daher auf ihre pharmakologischen Eigenschaften hin unter-
sucht.

Zuniichst wurden zur Sittigungsbindungsanalyse mit '2I-ET1 die Affinitéiten von
ET 5-Rezeptor und ETR-Rezeptor bestimmt. Beide Rezeptorsubtypen weisen
einen K p im picomolaren Bereich auf (Kp ET =6 £+ 4 pM; Kp ETg~16 & 8 pM).
Zusiitzlich wurden Membranpréparationen von CHO-Klonen, die den ETR-Re-
zeptor oder ETgGFP exprimieren, in Verdiinnungsanalysen von '**I-ET1 mittels
unterschiedlicher Agonisten und Antagonisen charakterisiert. Durch Zugabe einer
steigenden Konzentration verschiedener Liganden konnte aus der Verdréingung
von 20 pM '*I-ET1 die Inhibitionskonstante K; berechnet werden (Tab. 3.1). Die
wildtypischen Rezeptoren weisen gleiche K;-Werte wie die GFP- Fusionsprotei-
ne auf. Als unmarkierte Liganden wurde ET1 und ET3, sowie der ET-Rezeptor
selektive Antagonist BQ788, der ET 5 -Rezeptor selektive Antagonist BQ123 und
der nicht selektive Antagonist PD145065 eingesetzt. Ein Vergleich der K;-Werte
fir ETg-Rezeptor und ETRGFP-Fusionsproteine zeigt, daf der GFP-Tag nur
einen geringfiigigen Einfluf auf Ligandbindungseigenschaften hat. In Verdrin-

gungsanalysen wurden auch die Fluorochrom-konjugierten Liganden (Cy3-ET1,
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ETp-Rezeptor | ETgGFP

nM nM
ET1 0,059 + 0,01 0,046 £ 0,01
ET3 0,077 + 0,01 0,045 + 0,01
BQ788 0,91 £ 0,2 0,89 £+ 0,2
BQ123 >1000 >1000
PD145065 | 7,9 £+ 0,6 7,5 + 0,6
Cy3-ET1 | 0,272 £ 0,07 0,174 + 0,04
FluoET1 | 0,091 + 0,01 0,071 + 0,01

Tabelle 3.1: K; -Werte von unterschiedlichen Liganden des ETp-Rezeptors und des
ETgGFP Fusionsproteins.

Fluo-ET1) auf ihre Bindungseigenschaften hin untersucht. Im Vergleich mit nati-
vem ET1 zeigt Fluo-ET1 eine identische, Cy3-ET1 eine 5-fach geringere Affinitit
am ETR-Rezeptor sowie am ETgGFP-Fusionsprotein (Tab. 3.1).

3.2 Internalisierung und intrazellularer

Transport

3.2.1 Visualisierung der Endozytose von

Endothelin-Rezeptoren

Die Untersuchung zur Internalisierung und dem intrazelluliren Transport von
Endothelin-Rezeptoren wurde an CHO-Zellen durchgefiihrt, die stabil ET p - bzw.
ETR-GFP Fusionsproteine exprimieren. Die Klone wurden fiir 30 Min. bei 4°C
mit 100 nM Cy3-ET1 inkubiert. Nicht gebundener Ligand wurde mit kaltem Puf-
fer aus dem Uberstand entfernt. Die Zellen wurden dann fixiert oder bis zu 4 Std.
bei 37°C vor der Fixierung inkubiert. Zum Zeitpunkt 0 liegt eine Kolokalisation
von Cy3-ET1 (mittlere Reihe; rot) und Endothelin-Rezeptor/GFP (linke Reihe;
griin) an der Oberfliche der CHO-Zellen vor. In der Néhe des Zellkerns sowie dif-
fus im Cytoplasma sind GFP-Signale, jedoch keine Signale fiir Cy3 zu erkennen
(Abb. 3.3, 3.2). Diese GFP Fluoreszenzen kénnten Transportintermediate sein,
auf dem Weg zur Zelloberfliche oder fehlgefaltete Proteine, die noch nicht abge-
baut wurden. Nach einer Behandlung mit Cycloheximid (CHX) iiber 2 Std. sind
diese z.T. diffusen intrazelluliren Signale nicht zu erkennen (Abb. 3.6). Die Uber-
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lagerung von Cy3- und GFP-Signalen resultiert bei einer Kolokalisation in einer
gelben Fluoreszenz (rechte Reihe). Beim ETgGFP sind bereits nach 5 Min. Inku-
bation bei 37°C zahlreiche Vesikel mit Ligand /Rezeptor-Komplexen intrazellulér
zu erkennen (5 Min. Wert in Abb. 3.2 nicht gezeigt). Diese Fluoreszenzen des

ETB/GFP ~ Cy3-ET]

berlagerung

e

15 min

30 min

Abbildung 3.2: Cy3-ET1 vermittelte Internalisierung des Endothelin-
Rezeptor/GFP-Fusionsproteins, in stabil transfizierten CHO-Zellen: Abhéin-
gig von der Inkubationszeit sind die Fluoreszenzsignale in unterschiedlichen Kompar-
timenten intrazellulir lokalisiert. Das GFP-Signal ist in der linken Bildreihe, das Cy3
Signal in der mittleren Bildreihe und die Uberlagerung beider Signale in der rechten
Bildreihe zu sehen. Die Balken entsprechen 10 pm.

Cy3-ET1/ETRGFP -Komplexes befinden sich nach 15 Min. in gréferen Struktu-
ren, moglicherweise in ,spéaten“-Endosomen. An der Plasmamembran sind hinge-
gen kaum mehr Rezeptor oder Ligand zu erkennen. Nach 30 Min. ist eine deutli-

che perinukledre Ansammlung (Kerndarstellung mit Hoe33258, nicht gezeigt) zu
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ETA/GFP Cy3-ET1__ Uberlagerung

— A

O min

15 min &

Abbildung 3.3: Cy3-ET1 vermittelte Internalisierung des ET o GFP, in stabil
transfizien CHO-Zellen: Beschreibung entsprechend wie unter Abb. 3.2.

beobachten, welche sich nach 60 Min. in peripheren intrazelluliren Strukturen
der Zelle verteilt (Abb. 3.2). In diesen peripheren Kompartimenten iiberwiegt
das Cy3 Signal (Abb. 3.6). Die deutlich schwéichere GFP-Fluoreszenz kann durch
Proteolyse des Fusionsproteins oder durch den sauren pH in den Kompartimen-
ten bedingt sein (Llopis et al., 1998; Patterson et al., 1997). Im Gegensatz zum
GFP ist Cyanin 3 im pH Bereich von 2,5 bis 7,5 stabil (Slice et al., 1998). Es wird
deutlich, dak der ETg-Rezeptor Agonist-abhéingig internalisiert und schlieflich
herabreguliert wird (,Downregulation®). Ein solcher Transport ist fiir GPCRs sehr
ungewohnlich und wurde bisher nur fiir den LH/hCG-Rezeptor (Ghinea et al.,
1992) und die Superfamilie der PARs beschrieben (Hein et al., 1994; Trejo und
Coughlin, 1999; Déry et al., 1999). Bemerkenswert ist zudem, daf der ETR-Re-
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zeptor auch nach 2 Std. im Komplex mit dem Liganden vorliegt (Abb. 3.6). Fiir
den ET p-Rezeptor ist die Internalisierung in der Literatur, bereits gut unter-
sucht worden. Ein Grofteil des Cy3-ET1/ET p-Rezeptor -Komplexes verbleibt
auch 30 Min. nach der Inkubation assoziiert mit der Plasmamembran (Abb. 3.3).
Zur Beobachtung schneller Recyclingprozesse iiber ,friihe“-Endosomen, ist die
Fluoreszenzmikroskopie jedoch ungeeignet. Aufféllig ist eine diffuse Lokalisati-
on des Komplexes nahe des Zellkerns. Md&glicherweise handelt es sich hierbei
um das perizentriolire Recycling-Kompartiment. In diesen kann der ET p -Rezep-
tor iiber lingere Zeit verweilen, bevor er zuriick an die Zelloberfliiche gelangt.
Die Analyse zur Internalisierung wurde auch an primér kultivierten Astrozyten
durchgefiihlt, die in Kultur eine hohe Expression beider Rezeptorsubtypen auf-
weisen. Hierbei findet sich in Abhéngigkeit der Kultur ein Verhéltnis von 3:1
bis 1:1 zwischen ETg- und ET 4 -Rezeptor. Dariiberhinaus wurden auch primér
Kultivierte Astrozyten untersucht, die eine natiirlich vorkommende Nullmutation
des ETp-Rezeptors besitzen (Gariepy et al., 1996). In diesen ETp-Rezeptor -
defizienten ,spotting lethal“ (sl/sl)-Astrozyten konnte die Internalisierung des
ET p-Rezeptors analysiert werden (Abb. 3.4). Im Gegensatz zu CHO-Zellen
wird der Ligand/Rezeptor-Komplex langsamer aufgenommen und ist erst nach
ca. 30 Min. vollstindig internalisiert. Im weiteren Verlauf zeigen die Préiparate
ein heterogenes Bild. Wihrend man in einigen Zellen die ETg-Rezeptor -typische
perinukledire Lokalisation findet, zeigt sich in anderen Zellen eine gleichméifige
vesikuldre Verteilung. Ebenso konnte in Astrozyten auch nach lingeren Inkuba-
tionszeiten iiber 2- bis 4 Std. keine Relokalisation von Cy3.5-ET1 in periphere
Bereiche der Zellen beobachtet werden. Wildtypische (wt)-Astrozyten zeigen nach
30 Min. Inkubation von Cy3.5-ET1 deutliche Signale an der Zelloberfliche. Die
Darstellung der Internalisierung des ET 5 -Rezeptors an (sl/sl)-Astrozyten ist du-
Berst schwierig. Durch Verlingerung der Vorinkubation bei 4°C von 30 Min. auf
1 Std. konnten die Signale verstirkt werden. Auch nach 2 Std. Inkubation mit
Cy3.5-ET1 bei 37°C ist in (sl/sl)-Astrozyten keine Internalisierung des fluores-
zierenden ET1 zu erkennen (Abb. 3.4).
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wt-Astrozyten sl/sl-Astrozyten

3

Abbildung 3.4: Cy3.5-ET1 vermittelte Internalisierung: Cy3.5-ET1 Bindung
(rote Fluoreszenzsignale) nach 1 Std. bei 4°C (0 Min.) und Inkubation bei 37°C (30 Min.
und 60 Min.) in wt-Astrozyten (liks) und (sl/sl)-Astrozyten (rechts). Der Kern wurde
mit Hoe33258 gefirbt (blau). Balken entsprechen 10 pm.

3.2.2 Wiedererscheinen des ETp-Rezeptors an der
Zelloberflache nach erfolgter Internalisierung

Mittels eines Radioliganden-Assays sollte die am Fluoreszenzmikroskop beobach-
tete ,Downregulation” des ETR-Rezeptors iiberpriift werden. Hierzu war aber
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eine Modifikation der in der Literatur beschriebenen Internalisierungsprotokol-
le mit Radioliganden notwendig, da sich gebundenes ET1 am ETpg-Rezeptor
nicht durch Siurebehandlung (bis zu einem pH von 3,0) entfernen l4#t. Daher
wurde ein Internalisierungsprotokoll etabliert in dem das Wiedererscheinen von
ETp-Rezeptoren an die Zelloberfliche nach ET1 Stimulation gemessen wur-
de. Stabil transfizierte CHO-Zellen wurden mit 100 nM ET1, 30 Min. bei 37°C
inkubiert und iiberschiissiger Ligand mit DPBS/50 mM Essigsdure, pH 5,0 ab-
gewaschen. Vor der Oberflichenbindung mit 2I-ET1 wurde in serumhaltigem
Medium fiir 0-240 Min. inkubiert. Kurz nach der Prdinkubation (0 Min.) konnte

keine weitere Bindung gemessen werden (Abb. 3.5).

N
o
N
(=]

ohne Cycloheximid ohne Cycloheximid

A B
G G
é:§ 30 g 830
o n
£ 20 g %20
8 10 § 10
0 60 120 240 0 120 240
[Min.] [Mln.]
C D
- 40 mit Cycloheximid = 40 mit Cycloheximid
L
5530 7530
g% g
é £ 20 é : 20
2710 2710
O] O]
0 0
120 240 60 120 240
[Mln.] [Min.]

Abbildung 3.5: Relokalisation des ETp-Rezeptors an der Zelloberfliche:
Stabil transfizierte CHO-Zellen, mit ETpg-Rezeptor (A, C) bzw. ETgGFP (B, D)
wurden fiir 30 Min. bei 37°C mit 100 nM ET1 inkubiert. Die Bindung von 2°I-ET1 re-
duziert sich um ca. 90% (0 Min.). Nach 30 Min., 60 Min., 120 Min. und 240 Min. erreicht
die 2T-ET1 Bindung (schwarze Sdulen) anniihernd den Kontrollwert (weiffe Séulen) (A,
B). Wird mit Cycloheximid (CHX) die Protein Neusynthese inhibiert, bleibt der 0 Min.
Wert bestehen (C, D).

Im weiteren Verlauf zeigte sich eine kontinuierliche Zunahme der Bindung, die
nach 4 Std. etwa den Ausgangswert erreichte. Somit zeigt das GFP auch keinen



3 Ergebnisse 54

Einflufs auf den Rezeptortransport zur Zelloberfliche. Dieses Wiedererscheinen
von ETR-Rezeptor und ETRGFP-Fusionsprotein kann sowohl durch ein verzo-
gertes Recycling, als auch durch Rezeptor Neusynthese bedingt seine. Um den
Anteil von neu synthetisierten Rezeptoren an der Zelloberfliche bestimmen zu
kénnen, werden die Zellen wihrend des gesamten Versuchs mit CHX, einem in-
hibitor der Proteinsyntese, behandelt. In diesen Analysen war auch nach 4 Std.
keine '2I-ET1 Bindung an der Zelloberfliche zu messen. Diese Kinetik war fiir
CHO-Zellen mit einer stabilen ETp-Rezeptor sowie einer ET5GFP Expression
identisch (Abb. 3.5).

Abbildung 3.6: Wiedererscheinen des ETg-Rezeptors an der Zelloberfléiche,
nach Vorbehandlung mit Cy3-ET1: Mit ETgGFP stabil transfizierte CHO-Zellen
wurden mit Cy3-ET1, 2 Std. bei 37°C indubiert. In der Abblidungen erscheinen die
Uberlagerungen beider Fluoreszenzen gelb. Neben den typischen peripheren Ansamm-
lungen sind deutliche GFP-Signale von neu synthetisiertem ETgGFP zu erkennen. Bei
Zugabe des Proteinsynthese Inhibitors Cycloheximid,(+CHZX, 20 pg/ml) sind auch nach
2 Std. Inkubation keine GFP-Fluoreszenzen an der Zelloberfliche zu sehen.

3.2.3 Kolokalisation mit Fluorochrom-markiertem
Low-Density-Lipoprotein (LDL)

Der intrazelluldre Transport des Ligand/Endothelin-Rezeptor Komplexes wur-
de mit Hilfe von Fluorochrom-markiertem Low-Density-Lipoprotein (Dil-LDL)
(Ghosh und Maxfield, 1995), nidher untersucht. Dil-LDL bindet an den LDL-Re-
zeptor und wird iiber den Clathrin-vermittelten Weg internalisiert (Chen et al.,
1990). Wihrend der LDL-Rezeptor zuriick an die Zelloberflache gelangt (Recy-

cling), wird LDL iiber ,spéte‘~-Endosomen in Lysosomen transportiert und schlief-
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CHO-Zellen wi-Astrozyten

Fluos-ET1

o

18°C 60 min + 37°C 30 min

Dil-LDL

Uberlagerung

Abbildung 3.7: Die Internalisierung von Fluo-ET1 und Dil-LDL erfolgt iiber
die gleichen intrazelluliren Kompartimente: CHO-Zellen, die stabil den ETR-Re-
zeptor exprimieren, sowie wt-Astrozyten wurden mit Fluo-ET1 und Dil-L.DL zun#chst
fiir 60 Min. bei 18°C inkubiert, um eine ausreichende Bindung zu ermdglichen und
die Temperatur anschliefRend auf 37°C erhoht. Fluo-ET1 ist mit dem Markermolekiil
Dil-LDL gemeinsam in ,spiten“-Endosomen bzw. Lysosomen lokalisiert. Zur besseren
Darstellung wurden die Zellkerne der wt-Astrozyten mit Hoe33258 gefirbt. Balken ent-
sprechen 10 pm.

lich abgebaut (Mayor et al., 1993; Ghosh und Maxfield, 1995; Maxfield und Ya-
mashiro, 1991). CHO-Zellen, die stabil den ETg-Rezeptor exprimieren, wurden
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mit Fluo-ET1 und Dil-LDL fiir 1 Std. bei 18°C inkubiert. Bei dieser Temperatur
ist eine quantitative Bindung beider Liganden moglich (Dunn et al., 1980). Durch
Inkubation der Zellen bei 37°C, werden LDL und ET1 in die Zellen aufgenom-
men. Sowohl nach 5 Min. Inkubation bei 37°C, als auch bei 30 Min. Inkubation,
sind Dil-LDL und Fluo-ET1 in grofien intrazelluliren Kompartimenten kolokali-
siert (Abb. 3.7). Die Internalisierung von LDL zusammen mit ET1 wurde auch
an wildtypischen (wt)-Astrozyten untersucht, die ET p- und ETpg-Rezeptoren
exprimieren (Abb. 3.7).

CHO-Zellen

.- m—

wit-Astrozyten

Kontrolle
ohne
Sucrose

Abbildung 3.8: Der ETg-Rezeptor wird iiber einen Chlatrin-abhingigen
Weg internalisiert: CHO-Zellen, die stabil den ETg-Rezeptor exprimieren, sowie
wt-Astrozyten wurden mit Fluo-ET1 (30 Min., 4°C) inkubiert. AnschlieRend erfolgte
ein Inkubation fiir 60 Min. bei 37°C in normalem (A, C) bzw. Sucrosehaltigem (0,45 M)
Medium (B, D). Zur besseren Dartellung wurden die Zellkerne mit Hoe33258 geférbt.
Balken entsprechen 10 pm.
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3.2.4 Sucrose inhibiert die Clathrin-abhdngige Endozytose
des ETg-Rezeptors

Wie in der Einleitung beschrieben, wird zwischen der Clathrin- und Caveolae--
vermittelten Internalisierung unterschieden. Die Clathrin-vermittelte Endozytose
kann in hyperosmolarem Medium durch Zusatz von Sucrose inhibiert werden
(Daukas und Zigmond, 1985; Heuser und Anderson, 1989). CHO-Zellen, die in
0,45 M Sucrose (750 mosmol Endkonzentration) mit Cy3-ET1 behandelt werden,
zeigen keine Internalisierung (Abb. 3.8). Zur Kontrolle der Vitalitit der Zellen
wurde das hypertone Medium ausgewaschen und durch isotones Medium ersetzt.
Es zeigte sich eine ,normale” Internalisierung (nicht gezeigt). Wie auch fiir CHO-
Zellen liek sich die Endozytose von ET1 in wt-Astrozyten mit Sucrose vollstindig

inhibieren.

3.3 Strukturelle Motive fiir die
Oberflachenexpression des ETp-Rezeptors

in polarisierten MDCK-Zellen

ETR-Rezeptoren werden in verschiedenen polarisierten Zelltypen, wie z.B. den
Nierenepithelzellen und Gefékendothelzellen exprimiert. Ob der ETR-Rezeptor
eine polare Expression aufweist ist bislang unklar. Es sollte daher an MDCK-
Zellen gepriift werden in welchen Membransubdoménen der ETR-Rezeptor vor-
liegt. Da der ETg-Rezeptor im C-Terminus ein durch alle Spezies konservier-
tes tyrosinhaltiges Motiv aufweist, das als basolaterales Transportmotiv wirken
kénnte, wurden Aminosduren dieses Motivs durch gerichtete Mutagenes gegen
Alanine ausgetauscht (GYDNF gegen AAXXA — ETRGYF). Zudem wurde ei-
ne Mutante des ET-Rezeptors konstruiert, der die terminalen 15 Aminosiuren
fehlen (ETgA426). Weiterhin wurde eine Chimére hergestellt, in welcher der C-
Terminus des ETpg-Rezeptors durch den C-Terminus des ET 4 -Rezeptors ausge-
tauscht wurde. Hierbei wird die Sensitivitdt der Zellen, gegeniiber einer apikalen
bzw. basolateralen Stimulation mit ET1, durch die Expression des Rezeptors in
einen der beiden Kompartimente oder Plasmamembransubdoménen bestimmt.

Es wurden jeweils zwei stabile MDCK-Klone etabliert, die den ETgWT, den
ETRGYF, den ETgA426 und den ETgAct exprimieren. Zur Charakterisierung
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Plasmide | Aminosiduresequenzen des C-Terminus

ETgWT WCQSFEEKQSLEEKKQSCLKFKANDHGYDNFRSSNKYSSS
ETgGYF WCQSFEEKQSLEEKKQSCLKFKANDHAADNARSSNKYSSS
ETg A426 | WCQSFEEKQSLEEKKQSCLKFKAND

ETBAct CCYQSKSLMTSVPMNGTSIQWKNHDQNNHNTDRSSHKDSMN

Tabelle 3.3: C-terminale Aminoséuresequenzen des wildtypischen ETpg-Rezeptors
(ETgWT), einer Alaninmutante (ETgGYF), einer Deletionsmutante (ETgA426) und
einer Chimére (ETgAct), in welcher der C-Terminus des ETg-Rezeptors durch den
C-Terminus des ET p -Rezeptors ausgetauscht wurde.

der Bindungseigenschaften des ETp-Rezeptor -GFP-Fusionsproteins wurden Dis-
placementanalysen durchgefiihrt (hier nicht gezeigt). Vergleichbar mit den Ergeb-
nissen bei CHO-Zellen zeigt das GFP-Protein keinen Einfluf auf die Bindung von
ET1 (Oksche et al., 2000b). In Vorversuchen wurde das Wachstum auf verschie-
denen extrazellulidren Matrixproteinen (Laminin, Fibronektin, Kollagen) mit un-
terschiedlicher Zelleinsaat auf semipermeablen Filtereinséitzen optimiert. Wurden
2.5x10° Zellen/cm? ausgesit, bildete sich innerhalb von 3-4 Tagen auf Kollagen
beschichteten Filtern, ein homogener dichter ,Zellrasen* aus. Auf diesen permea-
blen Membraneinsitzen ist die Ausbildung polarer Zellen méglich. Desweiteren
konnen mit den Filtern Bindungsmessungen sowohl an der apikalen als auch ba-
solateralen Seite durchgefiihrt werden (Abb. 3.9).

apikale Zugabe basolaterale Zugabe
['%I] ET-1 ['%I] ET-1
Biotin Biotin
Cy3 ET-1 \ Cy3 ET-1

— 00—

Abbildung 3.9: Permeable Transwellfilter zur Kultivierung der MDCK-
Klone. Die Zellen bilden auf diesen Kollagenbeschichteten Filtereinsitzen innerhalb
weniger Tage einen geschlossenen ,Zellrasen“ und sind mit Agenzien von beiden Seiten
d.h. apikal und basolateral zu inkubieren.

00—
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3.3.1 Verteilung der ETgGFP Konstrukte in
MDCK-Zellen

Die verschiedenen MDCK ETgGFP Klone wurden iiber 3 Tage auf Kollagen
beschichteten Transwellfiltern kultiviert. Zur fluoreszenzmikroskopischen Unter-
suchung wurden die Membranen gewaschen, ausgeschnitten, fixiert und in Immu-
Mount (Shandon, Pittsburg, PA) Medium eingebettet. Fiir die Untersuchungen
wurden jeweils zwei Klone von jeder Mutante ausgewihlt, welche sich durch ein
geschlossenes homogenes GFP-Fluoreszenzmuster auszeichneten. Im unstimulier-
ten Zustand 1d8t sich im Querschnitt (z-scan) des dichten zylindrischen ,Zell-
rasens” eine GFP-Lokalisation zu beiden Membranseiten erkennen (Abb. 3.10).
Das verstiirkte laterale Signal resultiert aus der GFP-Fluoreszenz zweier sich
kontaktierender Zellen, was eine genaue Beschreibung der Rezeptorverteilung er-
schwert. Zylindrisch ausgewachsene Epithelzellen sind am Ubergang der lateralen
Plasmamembran zur apikalen Oberfliche iiber ,tight junctions“ fest miteinander
verbunden und lassen kaum einen parazellulidren Stoffaustausch zu. Dariiberhin-
aus verhindern diese auch den Austausch vom Membranproteinen zwischen der
apikalen und basolateralen Membran. Alle Membranproteine haben, in Bezug auf
die polarisierte Proteinexpression, ihren Gleichgewichtszustand erreicht. Ebenso

sind auch die GFP-Fusionsproteine vollstindig in der Plasmamembran lokalisiert.

3.3.2 Radioaktiver Ligand-Bindungs-Assay an
MDCK-Zellen

Die fluoreszenzmikroskopischen Analysen zeigen, daf in MDCK-Zellen ETR-Re-
zeptoren sowohl an apikalen als auch basolateralen Membranabschnitten ex-
primiert werden. Zur genauen Quantifizierung dieser Rezeptorexpression wurde
ein Radioaktiver Ligand-Bindungs-Assay durchgefiihrt. Vollstindig dichte Filter-
kulturen mit den verschiedenen MDCK-Klonen, wurden bei 4°C (Hemmung der
Endozytose), von der apikalen bzw. basalen Seite mit 'I-ET1 inkubiert. Zur
Uberpriifung der Dichtigkeit des Zellverbands, wurde nach 30 Min. ein Aliquot
aus dem apikalen und basalen Medium entnommen. Es wurden nur solche Versu-
che beriicksichtigt, in denen weniger als 3% des eingesetzten 'I-ET1 nachweisbar
waren. Nach Abschluf der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS gewa-

schen, die Filter ausgeschnitten und die Radioaktivitidt bestimmt. Die unspezifi-
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Abbildung 3.10: Verteilung heterolog exprimierter ETpg-Rezeptor -GFP-
Fusionsproteine in polaren MDCK-Zellen: MDCK-Zellen, die stabil unterschied-
liche ETgGFP-Konstrukte exprimieren, wurden auf semipermeablen Membranen bis
zum Erreichen eines Gleichgewichtszustandes fiir 4 Tage kultiviert. Die Zellen wurden
fixiert und mit Hilfe der Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Der Querschnitt (z-
scan) durch den Zellmonolayer zeigt, das ETgGFP-Fusionsproteine an der apikalen
bzw. basolateralen Plasmamembranseite vorliegen.
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sche Bindung wurde an Filterkulturen gemessen, die einen Uberschu$f an kaltem
ET1 enthalten. Die spezifische Bindung wurde an der Gesamtbindung nach Abzug
der unspezifischen Bindung ermittelt. Der Anteil der apikalen und basolateralen
Bindung wurde in Prozent der Gesamtbindung dargestellt (Abb. 3.11).
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Abbildung 3.11: 'PI-ET1 Radioaktiver-Ligand-Bindungs-Assay: Auf Filtern
kultivierte MDCK-Klone wurden mit 100 pM /!2T-ET1 fiir 60 Min. bei 4°C von der
apikalen oder basalen Seite inkubiert. Die Filter wurden gewaschen, ausgeschnitten und
gemessen. Die prozentuale Verteilung ihre spezifische Radioaktivitdt wurde berechnet.

Trotz C-terminaler Verdnderungen zeigen alle Rezeptorkonstrukte ein nahezu
gleiches Verhéltnis mit einem apikalen Anteil von 60% gegeniiber 40% auf der
basolateralen Seiten.

3.3.3 Biotinylierungs-Assay zur Messung der apikalen und

basolateralen Membranoberflachen

Einstiilpungen der basalen- (basales Labyrinth), oder Ausbuchtungen der apika-
len Seite (Biirstensaum), werden hiufig bei Epithelzellen beobachtet und fiihren
zur VergroBerung der Membranoberfliche. So weisen Epithelzellen ein Verhéltnis
der apikalen zur basolateralen Membran von 1 : 8 auf. Fiir Nieren-Epithelzellen
wurde ein Verhéltins von 1 : 1 bzw. 1 : 2 beschrieben. Um mdgliche Unterschiede
zwischen apikaler und basolateraler Membranoberfliche erfassen zu kdénnen, wur-
den apikale und basolaterale Memranen voneinander unabhingig biotinyliert. Die
Biotinylierten apikalen und basolateralen Membranproteine wurden im Dot-Blot
auf Nitrocellulose (NC) aufgetragen und mit '?°I-Streptavidin markiert. Auch in
diesen Experimenten wurde jeder Filteransatz auf die Dichtigkeit des Zellver-
bands durch die Bestimmung von NHS-Biotin im basalen bzw. apikalen Medium
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iiberpriift. Die Untersuchungen zeigten, dafs alle MDCK-Klone ein prozentuales
Oberflichenverhiltnis zwischen apikal zu basolateral von nahezu 60% zu 40%
aufweisen (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Biotinylierungs- Assay zur Messung apikaler zu basolatera-
ler Oberflichenverhiltnisse in polaren MDCK-Zellen: Die Oberflichenproteine
der auf Filtern kultivierten MDCK-Klone wurden mit NHS-Biotin kovalent gebunden.
Die Zellen wurden lysiert und auf Nitrocellulose geblottet mit '2°I-Streptavidin autora-
diographisch quantiviziert. Das Ergebnis zeigt den Mittelwert aus drei Unabhéngigen
Experimenten, mit jeweiliger Doppelmessung.

Somit ergibt sich abschlieftend das die hier untersuchten Signalmotive keinen

Einfluk auf die Polaritdt der ETg-Rezeptoren zeigen.

3.3.4 Signaltransduktion des ETg-Rezeptors an polaren
MDCK-Zellen

Endotheline fithren iiber die Stimulation der Endothelin-Rezeptoren zur Aktivie-
rung unterschiedlicher Signalkaskaden. Insbesondere fiir polarisierte Zellen stellt
sich die Frage, ob Endothelin-Rezeptoren nur in einer Membransubdoméne (api-
kal oder basolateral), oder in beiden exprimiert wird. Dadurch wird auch be-
stimmt, ob eine Zelle durch ET1 von beiden Seiten stimuliert werden kann oder
nur gegeniiber ET1 von einem Kompartiment sensitiv ist. Desweiteren stellt sich
auch die Frage, ob apikale bzw. basolaterale Rezeptoren auf Signalkaskaden ein-
wirken, deren Signalmolekiile in bestimmten Mikrodoménen (Lipid-rafts, Fokal
Adhesions) lokalisiert sind. Zu dieser Fragestellung gibt es fiir GPCRs nur we-
nig Untersuchungen. Muskarinerge-Rezeptoren von MDCK-Zellen fiihren bei Sti-

mulation apikaler, nicht aber bei Stimulation basolateraler Rezeptoren zu einer
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Hemmung der Adenylatzyklase (AC). Diese Unterschiede beruhen auf einer AC-
Isoform der basolateralen Plasmamembran die nicht durch Gai gehemmt werden
kann. (Nadler et al., 1999).

Um zu iiberpriifen, ob ET1 vermittelte Signalkaskaden iiber apikale und basolate-
rale Rezeptoren aktiviert werden, wurden MDCK-Zellen, die stabil den ETpg-Re-
zeptor exprimieren, auf semipermeablen Filtern kultiviert und mit *H-Inositol im
Brutschrank inkubiert. Uberschiissiges *H-Inositol wurde entfernt und die Zellen
apikal und basolateral mit 10 nM ET1 {iber 30 Min. bei 37°C in Gegenwart von
LiCl inkubiert. LiCl verhindert den Abbau von Inositolphosphaten, die durch
die Aktivitdt der Rezeptor-stimulierten PLC freigesetzt werden. Somit kommt
es zur Anreicherung von *H-IP; welches aus Zellextrakten iiber Ionenaustausch-
chromatographie isoliert und mittels 3-Counter gemessen werden kann. Das Er-
gebnis zeigt, das Inositolphosphate sowohl nach apikaler als auch basaler Stimu-
lation gebildet werden. Bemerkenswert ist, daf die Bildung von Inositolphosphat
bei apikaler Stimulation etwa 2-3 fach stirker ist als nach basaler Stimulation
(Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: 3H-IP3; Akkumulation nach apikaler und basolateraler
ET1 Stimulation: Polarisierte MDCK ETgGFP Klone, iiber 12 Std. kultiviert in
3H-Inositol, wurden mit 10 nM ET1 30 Min. bei 37°C apikal bzw. basolateral inkubiert
und die Anreicherung von *H-IP3 gemessen.

Zudem wurde auch an polarisierten MDCK ETgGFP Klonen gepriift, inwieweit
eine Hemmung der Forskolin-stimulierten Adenylatzyklase (AC) iiber ETR-Re-
zeptoren der apikalen oder basolateralen Plasmamembranseite moglich ist.

Auf Filtern kultivierte MDCK ETgGFP Klone wurden von beiden Seiten mit
10 nM ET1 bzw. 10 pM Forskolin (Fsk) stimuliert (Abb. 3.14).



3 Ergebnisse 64

500

400-

300+

200+

100+

cAMP (pmole/Ansatz)

ET1 Fsk ET1+Fsk ET1+Fsk

Abbildung 3.14: Adenylatzyklase Aktivitit an MDCK ETpgGFP Klonen,
nach apikaler oder basaler Inkubation von ET1 bzw. Forskolin. Auf Filterein-
sitzen, konfluent gewachsene MDCK ETgGFP Klone, wurden 30 Min. mit Forskolin
(Fsk) bzw. ET1 von der apikalen oder basalen Seite stimuliert. Die AC-Aktivitit wurde
mittels cAMP-RIA an den Zellextrakten gemessen.

Die Zellen wurden aufgeschlossen und die Zellextrakte nach der Neutralisierung
im cAMP-RIA weiter untersucht. Forskolin stimuliert die AC etwa um den Faktor
20-30. Durch die Zugabe von ET1 in apikales oder basales Medium, kommt es zu
einer weiteren Aktivierung der AC. Bei apikaler Stimulation um etwa den Faktor
3, bei basaler Stimulation um den Faktor 4.

Erwartet wurde eine Inhibition der Forskolin-stimulierten AC-Aktivitdt durch
Gai-Kopplung des ETR-Rezeptors , doch zeigt sich bei gleichzeitiger Forsko-
lin/ET1 Inkubation ein scheinbar synergistischer Effekt. Dies steht auch im Wi-
derspruch zu bisherigen Befunden, nach welchen der ETR-Rezeptor iiber cAMP
abhingige PKA-Aktivitét spezifisch phosphoryliert und damit desensitisiert wird
(Takemoto et al., 1995; Wong et al., 2000). Da ET1 alleine keine AC-Aktivitét
bewirkt, muf angenommen werden, das unter Einfluf von Forskolin eine AC-
Stimulierende Gas-Protein Kopplung erfolgt. Weiterhin konnten verschiedene
AC-Subtypen (Duzic und Lanier, 1992), fiir die Polaritdtsunterschiede (verstirkt
basolateraler Effekt) verantwortlich sein.



