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Zusammenfassung

Der Chemokinrezeptor CXCR7 spielt eine essentielle Rolle bei der normalen Entwicklung
und fordert die Initiation und Progression verschiedener pathologischer Prozesse wie Krebs
und Autoimmunerkrankungen. Er ist ein atypischer Rezeptor, der nicht an G-Proteine koppelt
und als effektiver Scavenger fiir SDF-1 agiert. Der zweite SDF-1-bindende Chemokinrezeptor
CXCR4 aktiviert intrazellulire Signalkaskaden {iber G-Proteine und vermittelt so
physiologisch und pathologisch relevante Zellmigrationsprozesse. Indem er als Scavenger fiir
SDF-1 agiert, moduliert CXCR7 den CXCR4-SDF-1-Signalweg. Um die Funktionen von
CXCR7 besser zu verstehen und die strukturellen Doménen zu definieren, welche die
entgegengesetzten Effekte der beiden SDF-1-Rezeptoren regulieren, wurden Tail swap-
Mutanten und weitere Rezeptorchimiren erzeugt.

Die Wildtyprezeptoren oder Rezeptormutanten wurden in HEK293 oder CHO-K1 Zellen
exprimiert und es wurde das Rezeptortrafficking, die Bindung, Internalisierung und
Degradation von SDF-1, die G-Protein Kopplung und die Aktivierung von MAP-Kinasen
untersucht. Dabei zeigte sich, dass CXCR7 bereits ohne Ligand schnell internalisiert und dass
dieser Prozess durch Clathrin-vermittelte Endocytose vermittelt wird. Die Internalisierung
wird durch den Liganden noch beschleunigt und ihre Geschwindigkeit ist abhéngig von der C-
terminalen Doméine. Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus internalisieren deutlich
langsamer und die Internalisierung ist nur unter Ligandeneinfluss effektiv. Zusétzlich zur
schnellen Internalisierung haben Rezeptoren mit dem CXCR7 C-Terminus eine hohere
Affinitdt fir SDF-1 als Rezeptoren mit der entsprechenden C-terminalen Domine von
CXCR4, woraus eine effektive SDF-1-Internalisierung und eine deutlich hhere Degradation
von SDF-1 resultieren. Diese Effekte konnten trotz einer verstirkten, basalen Degradation
dieser Rezeptoren beobachtet werden, die zu geringen Gesamtrezeptorspiegeln fiihrte. Da die
Expressionsspiegel dennoch konstant blieben, miissen Prozesse wie de novo Synthese und
Rezeptorrecycling eine zusitzliche Rolle spielen. CXCR4 wurde dagegen unter
Ligandeneinfluss degradiert und es fand bei andauernder SDF-1 Behandlung keine
Auffiillung des Rezeptorproteins statt.

Fir CXCR7, beide Tail swap-Mutanten und zwei weitere CXCR7-Mutanten, welche die
zweite cytosolische Doméne von CXCR4 enthalten, konnte keine G-Protein Kopplung
nachgewiesen werden. Nur CXCR4 zeigte eine G-Protein vermittelte Calcium-Antwort. Auch
eine MAPK-Aktivierung konnte nur fiir CXCR4 gezeigt werden. Dafiir konnte an der
CXCR7-Mutante mit dem CXCR4 C-Terminus eine konstitutive Phosphorylierung gezeigt

werden, die durch SDF-1 weiter intensiviert wurde. Diese C-terminale Phosphorylierung
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wurde vermutlich durch die Basis des CXCR7-Rezeptors hervorgerufen. Da im Allgemeinen
die Phosphorylierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren iiber die Entkopplung von G-
Proteinen zur Rezeptordesensitisierung fiihrt, wurde diese Phosphorylierung zur Erkldrung
der fehlenden CXCR7-Signalgebung herangezogen.

Analog zu der Erkenntnis, dass CXCR7 bestimmten Phosphorylierungsmechanismen
unterliegt, kristallisierte sich als vielversprechendste Mutante in Bezug auf die
Rezeptorregulation eine Phosphsphorylierungsstellen-defiziente Mutante ohne C-terminale
Serin- und Threoninreste (CXCR7-ST/A) heraus. Diese Mutante zeigte sowohl Liganden-
unabhdngig, als auch unter Behandlung mit SDF-1 eine deutlich verlangsamte
Rezeptorinternalisierung und auch die Internalisierung von SDF-1 war deutlich eingeschrinkt.
Diese Effekte wurden bei dem Versuch die Phosphorylierungsstellen strukturell einzugrenzen
allerdings geringer, so dass bei den Effekten von einem Zusammenspiel mehrerer, iiber den
C-Terminus von CXCR?7 verteilter Phosphorylierungsstellen auszugehen ist.
Zusammengenommen bestdtigen die Ergebnisse, dass CXCR7 ein effektiver Scavenger fiir
SDF-1 ist und weisen darauf hin, dass diese Funktion aufgrund der starken
Rezeptordegradation strengen Regulationsmechanismen wie de novo Synthese und
Rezeptorrecycling unterliegt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die C-terminale
Domine von CXCR7 eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Rezeptorfunktion spielt
und dass diese regulatorische Funktion durch umfangreiche C-terminale Phosphorylierungen

vermittelt wird.
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1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) beinhaltet Rezeptoren fiir
Hormone, Cytokine, Neurotransmitter, visuelle Lichtwellen und Chemokine (Schier et al.,
2003) und stellt damit ein attraktives Ziel fiir pharmakologische Ansdtze dar. Thre Liganden
machen derzeit etwa 30% aller klinisch angewandten pharmazeutischen Wirkstoffe aus (Wise
et al., 2002; Overington et al., 2006). Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren tragen ihren
Namen, da sie zunichst als Rezeptoren bekannt waren, die bei Stimulation durch einen
extrazelluliren Reiz intrazellulir G-Proteine (Guaninnukleotid-bindende Proteine) binden,
diese aktivieren und so intrazelluldre Signalkalkaden in Gang setzen. Seit Neuerem ist
allerdings bekannt, dass es auch andere, G-Protein unabhidngige Wege der GPCR-vermittelten
Signaltransduktion gibt (Ferguson et al., 1996; Luttrell et al., 2008).

Die heterotrimeren G-Proteine, denen die Familie ithren Namen verdankt, bestehen aus drei
Untereinheiten, von denen jeweils mehrere Isoformen existieren. Von der a-Untereinheit sind
21 Isoformen, von der B-Untereinheit 5 und von der y-Untereinheit 12 Isoformen bekannt. Die
Aktivierung verschiedener Signalwege héngt von diesen Isoformen ab. So aktivieren z.B. die
Isoformen der Gog-Familie die Phosphoinositoidkaskade, wihrend die Go,-Familie die
Adenylat-Cyclase-Kaskade aktiviert und die Goy-Familie diese Kaskade hemmt. Im inaktiven
Zustand liegen die drei Untereinheiten als Komplex vor und an der a-Untereinheit ist ein
GDP gebunden. Durch den aktiven Rezeptor wird dann das GDP durch ein GTP ausgetauscht,
wodurch das G-Protein aktiviert wird und in die Untereinheiten Go. und Gy zerfallt, die dann
ithrerseits mit weiteren Signalmolekiilen interagieren. Das G-Protein wird durch die
intrinsische GTPase-Aktivitit der o-Untereinheit wieder deaktiviert, wodurch die
Untereinheiten wieder reassoziieren und erneut an einen Rezeptor binden konnen.
Heterotrimere G-Proteine unterliegen also einer Art von Selbstregulation (Lodish et al.,
2001).

Trotz der groBen Vielfalt an extrazelluldren und intrazelluliren Bindungspartnern weisen die
GPCRs viele Gemeinsamkeiten auf und sind sich vor allem strukturell sehr dhnlich. Sie haben
alle eine extrazelluldre, aminoterminale Doméne, die eine zentrale Funktion bei der
Ligandenbindung hat, und eine intrazelluldre, carboxyterminale Doméine, die an der G-
Proteinbindung und Aktivierung der intrazelluldren Signalkaskaden beteiligt ist. Zwischen
diesen beiden Doménen liegen sieben a-helikale Transmembrandoménen, die alternierend

uber drei intrazellulire und drei extrazellulire Schleifen verbunden sind. Jede dieser
1



Domaénen hat ihre eigene Funktion im G-Protein gekoppelter Rezeptor

Rahmen der Signaltransduktion.

Aufgrund der speziellen Struktur der extrazellularer
Raum

GPCRs werden sie auch als Sieben-
Transmembrandoménen-Rezeptoren (7-
TM-Rezeptoren) bezeichnet (Lodish et
al., 2001).

Plasmamembran

Der intrazelluldre Teil der Rezeptoren

. . . Cytosol
unterliegt vielen verschiedenen Y

G-Protein

Modulierungsmechanismen, welche die

Aktivitdt der Rezeptoren beeinflussen.  Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines G-
. 1 1 . Protein-gekoppelten Rezeptors mit gebundenem
Dies  erfolgt vor allem iiber G-Protein. Ausgehend von der extrazelluléren,

Phosphorylierungen, die hauptsichlich aminoterminalen = Doméne  durchziehen sieben
Transmembrandoméinen die Plasmamembran. Sie sind

von G-Protein-gekoppelten Rezeptor-  alternierend iiber intrazellulire und extrazelluldre
Kinasen (GRKs) und second- Schleifen Ve.rbunden. D?r Rgzeptor er}.deF mit seiner
carboxyterminalen Doméne intrazelluldr im Cytosol.

messenger-abhingigen Kinasen initiiert Die Bindung und Aktivierung des G-Proteins erfolgt
werden (Freedman et al., 1995; Mestek ggiizifélri? C-terminale Domédne und intrazelluldre
et al., 1995; Qiu et al., 2003). Zu letzteren zéhlen die cAMP-abhingige Proteinkinase A
(PKA) und die Phosphoinositoid-abhingige Proteinkinase C (PKC), die selbst iiber die oben
genannten G-Protein-induzierten Signalkaskaden reguliert werden. Die Phosphorylierung der
GPCRs fiihrt meist zur Desensitisierung, da die Bindungsaffinitét fiir G-Proteine verringert ist
und die Interaktion mit anderen Proteinen wie z.B. P-Arrestinen, die GPCRs mit dem
Endocytose-Apparat verkniipfen, gefordert wird.

Die Internalisierung ist ein weiterer Mechanismus, der Einfluss auf die Signaltransduktion der
GPCRs hat. Nur an der Zelloberfliche verfiigbare Rezeptoren konnen aktiviert werden. Die
Rezeptorinternalisierung wird meist durch die Anwesenheit eines Agonisten induziert bzw.
beschleunigt (von Zastrow et al., 1994). Es gibt zwei Mdglichkeiten, wie ein Rezeptor
internalisiert werden kann. Bei der Ersten handelt es sich um die Clathrin-vermittelte
Endocytose. Dabei vermitteln die an die phosphorylierten Rezeptoren gebundenen [3-
Arrestine die Rekrutierung der Rezeptoren zu ,,Clathrin-coated pits*“ (Abb. 1.2). Sie
interagieren mit dem Adapterprotein AP-2 und Clathrin und sorgen so fiir die Integration der
Rezeptoren in den ,,Clathrin-coated pit*. Weitere Interaktionen mit c-Src und Dynamin fiihren
schlieBlich zur Abschniirung eines Clathrin-beschichteten Vesikels. AnschlieBend wird der

Vesikel mit einem Endosom vereint und die Adapterproteine und Clathrine dissoziieren. Im
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Endosom dissoziiert der gebundene Ligand und wird dem Abbau in Lysosomen zugefiihrt.
Die Rezeptoren werden entweder ebenfalls abgebaut oder sie gelangen {iber
Recyclingendosomen dephosphoryliert zuriick an die Plasmamembran (Delom und Fessart,
2011). Neben der Endocytose iiber ,,Clathrin-coated vesicles” gibt es aber auch noch einen
alternativen Endocytoseweg iiber Caveolae (Claing et al., 2002). Caveolae sind spezielle
,Lipid Rafts“, die sich aus Lipid-angereicherten Mikrodoménen der Plasmamembran bilden
und bei denen Caveolin als wichtiges strukturelles Element gilt. Dieser Endocytoseweg
scheint jedoch langsamer zu sein, als der Clathrin-abhéngige Mechanismus. Die

Internalisierung der meisten GPCRs erfolgt hauptsdchlich iiber die Clathrin-vermittelte

Endocytose.
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Abbildung 1.2: Internalisierung und Recycling von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Nach der
Agonistbindung kommt es zur Rezeptorphosphorylierung durch GRKs, die zur Rekrutierung von j-
Arrestinen fiihrt (Schrittl). Beta-Arrestine interagieren mit Clathrin und AP-2 und leiten die
Rezeptor/Arrestin-Komplexe zu den ,,Clathrin-coated pit* (Schritt 2). Aulerdem bindet 3-Arrestin c-
Src (Schritt 2 und 3). Die GTPase Dynamin reguliert die Abschniirung des ,,Clathrin-coated pits* von
der Zelloberfldache (Schritt 3 und 4). Nach der Bildung der ,,Clathrin-coated vesicles™ (Schritt 4) wird
der Rezeptor in Endosomen internalisiert (Schritt 5), dephosphoryliert und an die Zelloberfliche
zuriicktransportiert (Schritt 6) oder in Lysosomen degradiert (Schritt 7). (verdndert nach Delom und
Fessart, 2011)



1.2 Chemokinrezeptoren

Die Chemokinrezeptoren gehdren zu den Klasse A GPCRs. Ihr extrazellulirer N-Terminus
und ihr intrazelluldrer C-Terminus zeigen eine hohe Diversitit. Die N-Termini sind ohne
gebundenen Liganden relativ flexibel und enthalten putative Glykosylierungsstellen.
AuBlerdem enthalten sie basische Reste, mit denen sie mit den ebenfalls basischen
Chemokinen interagieren und so die Ligandenbindung initiieren. Die C-Termini der
Chemokinrezeptoren enthalten Sequenzmotive fiir die Bindung von G-Proteinen, die
Rezeptorinternalisierung und das intrazelluldre Trafficking (Smit et al., 2011).

Daneben gibt es bestimmte strukturelle Eigenschaften, die allen Chemokinrezeptoren gemein
sind. Zu den wichtigsten dieser Strukturen zdhlen zwei Disulfidbriicken. Eine zwischen der
N-terminalen Domine und der dritten extrazelluldren Schleife und eine zwischen der dritten
Transmembrandomine und der zweiten extrazelluldren Schleife (Abb. 1.3). Letztere tritt auch
in vielen anderen Klasse A GPCRs auf. Des Weiteren existiert ein hoch konserviertes
(D/E)R(Y/W)-Motiv am Ubergang von der dritten Transmembrandomine zur zweiten
intrazelluldren Schleife. Es spielt eine wichtige Rolle bei der Bindung der G-Proteine. Eine
weitere hoch konservierte Aminosduresequenz befindet sich am cytosolischen Ende der
siebten Transmembrandoméne. Dieses NPxxY- Chemokinrezeptor
Motiv markiert bei GPCRs den Ubergang zum
C-Terminus (Abb. 1.3). Einige Klasse A extrazelluldrer " mm———

Raum

GPCRs weisen im Bereich des C-Terminus, der

kurz auf die siebte Transmembrandomaéne

T 1218121516 1%
Plasmamembran ' I ' l ' |

auf. AuBlerdem treten im C-Terminus haufig _J E’ ‘

Cytosol
Palmitylierungsstellen auf. Eine Palmitylierung ! c _/a

fiihrt zur Verankerung des C-Terminus in der

folgt, noch eine achte amphipathische Helix

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung
eines Chemokinrezeptors und seiner
Stabilitdt dieser Doméne (Smit et al., 2011). spezifischen  strukturellen Eigenschaften.

Neben dem GPCR-typischen heptahelikalen
Die Aktivierung der Chemokinrezeptoren Rezeptorautbau haben die  Chemokin-
rezeptoren zwei Disulfidbriicken zwischen
konservierten Cysteinresten der extrazelluldren

Zuniichst wird das Chemokin unter Mitwirkung ~Domédnen  (rote  Linien). Die  zweite
cytosolische Schleife beginnt mit einem

der extrazelluliren Schleifen an den N-  konservierten DRY-Motiv und vor Beginn des
C-Terminus liegt ein konserviertes NPxxY-
Motiv. Héufig enthélt der C-Terminus eine
gelangt der flexible, chemokinspezifische N-  achte Helix.

Plasmamembran und bewirkt eine hohere

erfolgt durch einen zweistufigen Mechanismus.

Terminus gebunden. Durch die Bindung



Terminus des Liganden an eine zweite Bindungsstelle innerhalb des Biindels aus
Transmembrandoménen. Zusammen fiihren diese beiden Interaktionen zu den
Konformationsédnderungen, welche die Signaltransduktion auslésen. Die Bindung des G-
Proteins wird vermutlich durch das DRY-Motiv, die cytosolnahen Bereiche der
Transmembransegmente 5 und 6 und der kurzen Schleife zwischen Helix 7 und 8

vermittelt(Smit et al., 2011).

1.3 Das Chemokin SDF-1

Chemokine sind eine Gruppe von etwa 50 kleinen und hoch basischen Cytokinen mit
chemotaktischer Wirkung (Clore und Gronenborn 1995; Murphy et al., 2000). Ihre
Tertidrstruktur wird vor allem von einem hoch konservierten Muster von Cysteinresten
gepragt, aus denen 1-3 Disulfidbriicken resultieren. Anhand ihres Cystein-enthaltenden
Motivs werden die Chemokine in die systematischen Untergruppen CXC, CC, CX;C und C
unterteilt. Die beiden grofften Untergruppen sind die o-Chemokine, die eine Aminosdure

. zwischen ihren ersten  N-terminalen
3,,-Helix

Cyteinresten haben (CXC-Chemokine), und

Carboxy-Terminus
40’s Schleife . . . .
die B-Chemokine, deren zwei Cysteinreste

a-Helix nicht durch eine weitere Aminosaure
( N-Schisife getrennt sind (CC-Chemokine). Daneben
werden sie auch funktionell in

inflammatorische (oder induzierbare) und

SDF-1a
homoostatische (oder konstitutive)
Disulfidbriicken
w Chemokine klassifiziert (Moser et al. 2004).
30's Schleife g;)t;r;nr:gale Chemokine sind die hauptsidchlichen
Regulatoren der Migration und Adhésion
Amino-Terminus von Zellen (Zlotnik und Yoshie, 2000).

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der AuBerdem modulieren einige Chemokine

monomeren Struktur von SDF-1a. o-helikale  {das Uberleben und Wachstum von Zellen
Regionen sind als rote Zylinder, antiparallele -

Faltblatt Strukturen als gelbe Bédnder und das (Horuk et al., 2001).

Riickgrat aus Schleifen und unstrukturierten
Helices als griine Linie dargestellt. Die
Chemokin-eigenen Strukturelemente sind in der  o-Chemokin (Abb. 1.4), das auch den
Abbildung benannt. Die beiden konservierten

Disulfidbriicken  sind  schwarz  dargestellt systematischen Namen CXCLI12 trégt. Es

(verdndert nach Murphy et al., 2007).

SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) ist ein

liegt in Losung sowohl als Monomer, als



auch als Dimer vor (Crump et al., 1997; Holmes et al., 2001). Von ihm sind drei alternative
Splicevarianten bekannt, die als SDF-1a, SDF-13 und SDF-1y bezeichnet werden (Tashiro et
al., 1993; Nagasawa et al., 1994; Shirozu et al., 1995). Sie unterscheiden sich in der Linge
ihres C-Terminus, wobei SDF-1a die kiirzeste Splicevariante darstellt (Gleichmann et al.,
2000). Die unterschiedliche Lange hat Einfluss auf die Bindung an die Glykosaminoglykane
der extrazelluldren Matrix und wirkt sich so auf die extrazelluldre Verfiigbarkeit von SDF-1
aus (De La Luz Sierra et al., 2004). Der fiir die Rezeptorbindung und -aktivierung
verantwortliche N-Terminus ist bei allen drei Peptiden gleich. In der Fachliteratur befassen
sich die meisten Studien mit SDF-1a und auch in der vorliegenden Arbeit wurde nur diese
Splicevariante verwendet, auf die sich der Einfachheit halber nur als SDF-1 bezogen wird.

Die Funktionen von SDF-1 erstrecken sich liber mehrere physiologische und pathologische
Bereiche. Diese umfassen unter anderem die Rekrutierung von Immunzellen zu
Infektionsherden (Kucia et al., 2004; White et al., 2005), die embryonale Entwicklung
(Nagasawa et al., 1998), die Mobilisierung und gerichtete Migration von Stammzellen (Kucia
et al., 2005) und neurologische Funktionen (Bajetto et al., 2001). AuBBerdem hat es Einfluss
auf die Infektion mit HIV-1 (Zhou et al., 2001) und spielt eine Rolle bei der Entstehung von
Tumormetastasen (Muller et al., 2001; Epstein et al., 2004; Luker und Luker 2006). SDF-1
vermittelt seine Wirkungen iiber die beiden heptahelikalen Chemokinrezeptoren CXCR4 und

CXCRT7 (Neote et al. 1993; Murphy et al., 2000; Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006).

1.4  SDF-1 und sein Chemokinrezeptor CXCR4

CXCRA4 ist ein typischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR). Seine Struktur &hnelt sehr
stark denen anderer GPCRs wie Rhodopsin und dem [-Adrenergen Rezeptor (Wu et al.,
2010). Allerdings gibt es auch Unterschiede. Neben der Chemokinrezeptor-typischen zweiten
Disulfidbriicke zwischen N-Terminus und dritter extrazelluldrer Schleife weicht vor allem die
Position der duBeren Hélften der Transmembranhelices etwas ab. Diese Abweichungen
erzeugen die fiir SDF-1 optimierte Bindungstasche des Rezeptors. Die innere Hiélfte des
CXCR4-Rezeptors ist stirker konserviert. Dennoch gibt es zwei Besonderheiten in der C-
terminalen Doméne. Zum einen hat CXCR4 keine achte a-Helix und zum anderen fehlen dem
Rezeptor Palmitylierungsstellen, die eine Stabilisierung der C-terminalen Doméne
ermOglichen wiirden (Wu et al., 2010).

Die Aktivierung des CXCR4-Rezeptors durch SDF-1 16st eine Internalisierung und
Desensitisierung des Rezeptorproteins aus. Diese Vorginge werden durch Phosphorylierung

des Rezeptors reguliert (Haribabu et al., 1997). Die Rezeptoraktivierung kann durch den
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CXCR4-spezifischen Antagonisten AMD3100 blockiert werden (Schols et al., 1997). Die
Endocytose von aktiviertem CXCR4 erfolgt iiber Clathrin-umhiillte Vesikel (Kozak et al.,
2002; Sundararajan et al., 2003). Unter bestimmten pathologischen Bedingungen tritt CXCR4
aber auch in den Lipid-haltigen Mikrodoménen der Plasmamembran auf, die iiber Caveolae
internalisiert werden (Trianiafilou et al., 2002).

Der aktivierte CXCR4-Rezeptor schaltet je nach Zelltyp unterschiedliche Signalkaskaden an
(Lazarini et al, 2003). Sein Signal wird wie bei den meisten Chemokinrezeptoren
hauptsdchlich iiber G-Proteine der Gj-Familie vermittelt (Mopps et al.,, 1997). Die
Signalkaskaden konnen iiber PI-3 und ERK1/2 verlaufen (Bacon & Harrison, 2000; Lazarini
et al., 2000; Bajetto et al., 2001; Bonavia et al., 2003) oder iiber die PLC eine Erhéhung des
Calciumspiegels auslosen, die ebenfalls zur ERK1/2-Aktivierung fiihren kann (Bajetto et al.,
1999; Klein et al., 1999; Zheng et al., 1999). Aullerdem wurde berichtet, dass CXCR4-
Signaling eine Gi-Protein typische Inhibition von cAMP veranlasst (Liu et al. 2003). Die
Modulation des cAMP-Spiegels spielt eine wichtige Rolle bei SDF-1-abhingigen
Migrationsprozessen (Lysko et al., 2011; Wang et al., 2011).

CXCR4 war der erste Rezeptor, fiir den die Bindung und Aktivierung durch SDF-1 gezeigt
wurde und bis 2005 ging man davon aus, dass er der einzige Chemokinrezeptor ist, iiber den
SDF-1 seine Funktionen vermittelt (Nagasawa et al., 1996; Ma et al., 1999; Bagri et al., 2002;
Lazarini et al., 2003). Diese Annahme basierte auf Daten zu den murinen Knock-down (KD)
Linien von CXCR4 und SDF-1, deren Tiere denselben Phidnotyp aufweisen. Die Deletion der
Gene aus dem Genom ist in beiden Fédllen embryonal letal und fiihrt zu zahlreichen
schwerwiegenden Defekten im GefdBlsystem, dem Herzen, dem Immunsystem und dem
zentralen Nervensystem (Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998; Stumm et al., 2003).

Die Annahme, dass SDF-1 das einzige CXCR4-bindende Chemokin und CXCR4 der einzige
Chemokinrezeptor fiir SDF-1 ist, lieB eine einzigartige biologische Bedeutung des CXCR4-
SDF-1-Systems vermuten, da diese singuldre Bezichung fiir Chemokine untypisch ist und
auBerdem beide Proteine lebensnotwendig sind. Die Bedeutung wurde durch die Erkenntnisse
bestitigt, dass die SDF-1-Sekretion von Stromazellen des Knochenmarks wihrend der
Embryogenese fiir die Kolonisation von CXCR4-positiven hematopoetischen Stamm- und
Vorlduferzellen kritisch ist (David et al., 2002; Lapidot und Petit, 2002; Kortesidis et al.,
2005). Auch im adulten Organismus ist das CXCR4-SDF-1-System neben zahlreichen
anderen Vorgéngen fiir dieses Zellsystem von entscheidender Bedeutung. So hat SDF-1 eine
vorrangige Funktion bei der Retention und Zuriickfiihrung der CXCR4-positiven
Vorlduferzellen ins Knochenmark (Aiuti et al., 1997; Kim und Broxmeyer, 1998; Lapidot und
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Petit, 2002; Guo et al., 2005) bzw. bei ihrer Freisetzung ins periphere Blut (Devine et al.,
2004; Papayannopoulou, 2004; Lapidot et al., 2005; Pelus und Fukuda, 2008). Im Fall von
hematopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen ist SDF-1 damit das wichtigste und
entscheidende chemotaktische Cytokin (Kucia et al., 2005; Nagasawa et al., 1996; Aiuti et al.,
1997).

1.5  Der atypische Chemokinrezeptor CXCR?7

Die Annahme, dass SDF-1 das einzige CXCR4-bindende Chemokin und CXCR4 der einzige
Chemokinrezeptor fiir SDF-1 ist, wurde 2005 von Balabanian et al. widerlegt. Dort wurde
gezeigt, dass CXCR4-negative T-Lymphocyten mit hoher Affinitdt SDF-1 binden und SDF-1-
abhingig migrieren. Diese Effekte konnten auf den Rezeptor RDC1 zuriickgefiihrt werden,
der erstmalig 1990 beschrieben wurde. Damals wurde er von Libert et al. aus der cDNA-
Bibliothek einer Hundeschilddriise kloniert und als Receptor Dog cDNA 1 bezeichnet. Unter
diesem und anderen Namen war CXCR7 dann bekannt, bis er 2005 ,,deorphanisiert” und der
Klasse der CXC-Chemokinrezeptoren zugeordnet wurde (Balabanian et al., 2005; Burns et al.,
2006). Burns und Kollegen entdeckten zusitzlich, dass CXCR7 auBlerdem das Chemokin
ITAC (Interferon-inducible T-cell a.-Chemoattractant oder auch CXCL11) bindet.

Obwohl CXCR7 ein Chemokinrezeptor ist und eine klassische GPCR-Struktur aufweist,
konnte bisher eine wesentliche Eigenschaft dieser Rezeptoren, die Signaltransduktion iiber G-
Proteine, nicht beobachtet werden. Dieser Sachverhalt wird allerdings noch kontrovers
diskutiert.. Fiir einige Zelltypen konnte zwar eine Kopplung an G-Proteine und ihre
Aktivierung durch CXCR7 gezeigt werden, indem die Phosphorylierung der Mitogen
aktivierten Proteinkinase (MAPK) p42/44 (Hartmann et al, 2008) und der
Serin/Threoninkinase Akt (Wang et al., 2008) nachgewiesen wurde. In anderen Zellsystemen
konnten hingegen kein CXCR7-abhiéngigen Signaling beobachtet werden (Levoye et al.,
2009).

Eine Ursache fiir das fehlende G-Protein Signaling konnte eine verdnderte G-Protein Bindung
auf Grund der Struktur des CXCR7 sein, da hier das typische DRYLAIV-Motiv in der
zweiten cytosolischen Schleife zu DRYLIST verdndert vorliegt. Das DRYLAIV-Motiv,
welches fiir die Kopplung an Gaoy-Proteine und die Induktion einer Calcium-Antwort
notwendig ist (Sierro et al., 2007; Burns et al., 2006), ist bei CXCR7 leicht modifiziert
(DRYLSIT; Thelen und Thelen, 2008). Diese Verdnderung konnte eine Interaktion mit Gai-

Proteinen verhindern. Auch die Frage nach einer Sensitivitidt gegeniiber dem Go; -Inhibitor



Pertussistoxin muss noch gekldrt werden (Hartmann et al., 2008). Es gibt Beobachtungen,
dass CXCR7 mdoglicherweise erst durch Dimerisierung mit anderen Chemokinrezeptoren
seine Funktionalitit erlangen konnte (Percherancier et al., 2005). So wird z.B bei
Coexpression mit CXCR7 das Signaling von CXCR4 so beeinflusst, dass durch SDF-1 eine
stirkere Calcium-Antwort und eine stabilere Phosphorylierung der MAP-Kinase ERK1/2
hervorgerufen werden (Sierro et al., 2007; Levoye et al., 2009).

Im Jahre 2009 wurde erstmals beschrieben, dass CXCR7 nach Ligandenbindung verstirkt [3-
Arrestin rekrutiert (Kalatskaya et al., 2009), dass die Bindung an B-Arrestin 2 in Abhingigkeit
von Zeit und Chemokinkonzentration ansteigt und dass dadurch eine Rezeptoraktivierung
stattfindet (Luker et al., 2009). Es ist schon ldnger bekannt, dass B-Arrestine nicht nur die
Internalisierung und Desensitisierung von GPCRs vermitteln, sondern dass sie auch
unabhingig von G-Proteinen intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren konnen (Wei et al.,
2003; Lefkowitz und Shenoy, 2005). Von Rajagopal et al. wurde 2009 die Aktivierung von
MAP-Kinasen durch CXCR7 und B-Arrestin 2 nachgewiesen. Diese Erkenntnis verlich
CXCR7 ecine neue Bedeutung, da er jetzt als eigenstindig signalgebender Rezeptor
identifiziert war, auch wenn er keine G-Proteine aktiviert.

Eine weitere Eigenschaft, die CXCR7 zu einem atypischen Chemokinrezeptor macht, ist die
Tatsache, dass er als hochaffiner SDF-1-Fanger agiert und grofle Mengen dieses Chemokins
aus dem umliegenden Gewebe entfernt (Boldajipour et al., 2008; Naumann et al., 2010;
Sanchez-Alcaniz et al., 2011). Er wird deshalb auch als Scavenging-Rezeptor bezeichnet. Der
Effekt wird, neben der Fahigkeit SDF-1 hochaffin zu binden, dadurch unterstiitzt, dass
CXCR?7 einer starken konstitutiven Internalisierung unterliegt. Der Rezeptor internalisiert
nicht nur unter Ligandeneinfluss wie CXCR4 und andere typische Chemokinrezeptoren
(Kucia et al., 2005), sondern durchlduft auch eine Liganden-unabhingige Internalisierung.
Diese filihrt dazu, dass CXCR7 vor allem intrazelluldr in friihen Endosomen vorliegt
(Hartmann et al., 2008). Die Internalisierung verlduft vor allem iiber Clathrin-vermittelte
Endocytose (Luker et al., 2010). Ob CXCR?7 auch iiber Caveolae internalisiert wird, wurde
bisher noch nicht untersucht. Die aus der starken Internalisierung resultierende geringe
Verfligbarkeit von CXCR7-Rezeptoren an der Zelloberfliche kann auch ein Grund fiir
fehlende bzw. zelltypspezifische G-Proteinkopplung sein. Ohne die Moglichkeit zur G-
Proteinkopplung werden bestimmte Signaltransduktionswege nicht aktiviert, die fiir die

Vermittlung physiologischer Prozesse wie z.B. Migration notwendig sein kdnnen.



1.6  Die physiologische Bedeutung des CXCR4-CXCR7-SDF-1-Systems

Ahnlich wie CXCR4 und SDF-1 hat CXCR7 auch in vivo eine hohe Relevanz und ist unter
Saugetieren hoch konserviert (Heesen et al., 1998; Shimizu et al., 2000). Ist CXCR7 aus dem
Genom deletiert, erleiden Méuse perinatal den Tod. Dieser wird vor allem durch Defekte in
der Entwicklung des Herzens verursacht. Beeintridchtigungen bei der Blutbildung, wie sie bei
CXCR4- bzw. SDF-1-defizienten Mdusen auftreten, wurden dagegen nicht berichtet (Sierro et
al., 2007; Gerrits et al., 2008).

Im gesunden Organismus wird CXCR7 sowohl in embryonalen, als auch in juvenilen und
adulten Zellen exprimiert. Die hochste Expression tritt allerdings wéhrend der Entwicklung
auf und CXCR7 wird kaum in normalen somatischen Zellen exprimiert (Thelen und Thelen,
2008). CXCR7-Protein konnte vor allem auf der Oberfliche von fetalen Leberzellen,
Plazenten und aktiviertem Endothelium gefunden werden (Burns et al., 2006; Schutyser et al.,
2007). Eine weitere Verbreitung konnte nur auf mRNA-Ebene detektiert werden. CXCR7-
mRNA wurde in Herz, Gehirn, Milz, Niere, Lunge, Harnblase, Skelettmuskeln,
Langerhansschen Inseln, Knorpeln, Gelenkwasser, Hoden und Ovarien gefunden (Autelitano
1998, Martinez et al. 2000, Jones et al., 2006, Gerrits et al. 2008). Im hematopoetischen
System wird CXCR7 auf Neutrophilen, Monocyten und B-Zellen exprimiert (Balabanian et
al., 2005, Sierro et al., 2007, Infantino et al., 2006) und im Gehirn ist CXCR7 vor allem im
Vorderhirn exprimiert, wo es von neuronalen, astroglialen und vaskuldren Zellen gebildet
wird (Schonemeier et al., 2008).

In dieser Region wurde auch eine besondere Relevanz des CXCR4-CXCR7-SDF-1-Systems
im Sdugetier demonstriert (Sanchez-Alcaniz et al., 2011; Wang et al., 2011). Wéhrend der
Cortexentwicklung regulieren CXCR4, CXCR7 und SDF-1 gemeinsam die Interneuronen-
Migration. Dabei kommen besonders die Scavenger-Eigenschaften von CXCR7 zur Geltung.
Der gemeinsam mit CXCR4 in den Interneuronen exprimierte CXCR7-Rezeptor entfernt das
SDF-1 aus der Umgebung der Interneuronen und baut es ab. Dadurch wird nie eine bestimmte
Konzentration von SDF-1 {iberschritten und es kommt nicht zu einem iiberméBigen ligand-
induziertem Abbau von CXCR4. Auf diese Weise bleibt das CXCR4-Protein in den
Interneuronen enthalten und die CXCR4-vermittelte, SDF-1-abhidngige Migration dieser
Zellen wird aufrecht erhalten. Dieser Prozess ist entscheidend fiir eine korrekte
Cortexentwicklung und wird durch einen Knock-down jedes einzelnen der drei Proteine

deutlich gestort (Sanchez-Alcaniz et al., 2011).
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1.7  Pathologische Relevanz von CXCR7

CXCR7 hat nicht nur eine hohe physiologische Relevanz, sondern ist auBlerdem in
verschiedene pathologische Prozesse involviert. Er spielt eine wichtige Rolle bei dem
Wachstum und der Metastasierung verschiedener Tumore und bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen.

Die Bedeutung von CXCR7 fiir die Krebsforschung zeigt sich bereits durch die Tatsache, dass
der CXCR7-Spiegel in vielen Tumoren deutlich erhdht ist (Hattermann et al., 2010; Sun et al.,
2010). Dariiber hinaus wurde in einigen Studien gezeigt, dass die Hochregulation des
CXCR7-Rezeptors in  Tumorzellen direkt mit Tumorwachstum, Progression,
Neovaskularisierung, Invasion und Metastasierung korreliert (Darash-Yahana et al., 2004;
Miao et al., 2007; Liu et al., 2011). Die Studie von Hattermann et al. verdeutlicht aulerdem,
wie auch pathologische CXCR7-Prozesse mit CXCR4 und SDF-1 korrelieren konnen. In der
Studie wird beschrieben, wie CXCR4-positive Tumorstammzellen zu SDF-1-exprimierenden
Gliomen rekrutiert werden. CXCR7 wird in differenzierten Tumorzellen exprimiert und ist
dabei in gewisser Weise fiir die Zuriickhaltung von SDF-1 im Gliom verantwortlich. Dariiber
hinaus hat CXCR?7 einen antiapoptotischen Effekt auf die Gliomzellen. In letzter Zeit werden
vermehrt CXCR7-blockierende Substanzen und ihr Einfluss auf CXCR7-exprimierende
Tumorzellen untersucht. Dabei erweisen sich sowohl synthetische CXCR7-Liganden, als auch
blockierende anti-CXCR7 Antikérper als potentielle Therapeutika (Hartmann et al., 2008;
Zabel et al., 2011).

Auch bei Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose und Rheumatoider Arthritis hat
CXCR?7 eine wichtige Funktion. Bei Multipler Sklerose tritt CXCR7 vermehrt in Lisionen
der Blut-Hirn-Schranke auf. Dort reduziert es SDF-1 von der abluminalen Oberfldche und
reduziert auf diese Weise den Eintritt von Leukocyten. Auch in diesem Zusammenhang
konnten sich CXCR7-Antagonisten als wertvolle Therapeutika erweisen (Cruz-Orengo et al.,
2011). Bei Rheumatoider Arthritis wird CXCR7 auf den Endothelzellen der Synovialis
exprimiert. Durch SDF-1 kann diese CXCR7-Expression noch weiter gesteigert werden und
es findet eine verstirkte Angiogenese im entziindeten Gewebe statt. Diese Angiogenese kann
durch Blockierung sowohl von CXCR7 als auch von CXCR4 reduziert werden. Eine
Behandlung mit dem CXCR7-Liganden CCX733 fiihrt aulerdem zu signifikant reduzierten
klinischen Arthritiszahlen. Somit ist CXCR7 auch bei Rheumatoider Arthritis ein geeignetes
Ziel fiir potenzielle Therapeutika (Watanabe et al., 2010).
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1.8  Zielsetzung der Arbeit

Die beiden SDF-1 bindenden Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR?7 sind sich strukturell
sehr dhnlich und regulieren gemeinsam viele physiologische und pathologische Prozesse. Auf
subzelluldrer Ebene haben sie allerdings sehr unterschiedliche Funktionsweisen. Da die
genaue Funktionsweise des erst vor kurzem deorphanisierten CXCR7-Rezeptors noch nicht
bekannt ist, sollte sie in dieser Arbeit genauer untersucht werden. Dabei sollten die
Unterschiede in der Funktionalitit von CXCR7 und CXCR4 dazu genutzt werden, um mit
Hilfe von Rezeptorchimidren die Rezeptoreigenschaften bestimmten Rezeptorstrukturen
zuzuordnen. Auflerdem sollte durch Austausch spezieller Aminosduren der Einfluss von
Proteinkinase-vermittelten Phosphorylierungen auf den CXCR7-Rezeptor untersucht werden.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen bearbeitet:

1) Welche Faktoren beeinflussen die Internalisierung von CXCR7?
— Auf welchem Weg findet CXCR7-Endocytose statt?
— Laésst sich die Fahigkeit einer Liganden-unabhdngigen Internalisierung iiber
den Austausch der C-terminalen Domaéne iibertragen?
— Kann die Liganden-unabhingige Internalisierung durch gezielte Mutationen
aufgehoben werden?

—  Wird CXCR7 nach der Internalisierung abgebaut?

2) Kann fiir CXCR7 eine G-Protein-Kopplung nachgewiesen werden?

3) Wie beeinflusst SDF-1 die Aktivitdt des CXCR7-Rezeptors?
— Hat SDF-1 Einfluss auf die Rezeptorinternalisierung?

— Bewirkt SDF-1 eine Rezeptorphosphorylierung?

4) Wie erfolgt die SDF-1 Aufnahme und Degradation?
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2 Material & Methoden

2.1  Plasmidkonstrukte

2.1.1 Rezeptoren

Zur Erstellung der grundlegenden rezeptorcodierenden Plasmidkonstrukte wurde durch
Reverse Transkription CXCR4- und CXCR7-codierende ¢cDNA aus murinem Milzgewebe
gewonnen. Die cDNAs wurde durch die Schnittstellen Nhel/Notl (CXCR4) und Nhel/Apal
(CXCR7) erweitert und an das N-terminale Ende der Rezeptorsequenz wurde die Sequenz fiir
ein Hemagglutinin  (HA) Epitoptag (MYPYDVPDYA) angehingt. Die HA-tag- und
rezeptorcodierenden Sequenzen wurden dann jeweils in den pcDNA™3.1(+) Vektor (#V790-
20, Life Technologies) kloniert. Die daraus resultierenden Konstrukte werden im Folgenden
als CXCR4-WT und CXCR7-WT betitelt.

Auf der Basis dieser Wildtyp-Konstrukte wurden weitere Konstrukte erzeugt, die Mutationen
in der Sequenz der C-terminalen Rezeptordomidne aufweisen. Die verdnderten
Nukleotidsequenzen wurden durch Gensynthese erzeugt (Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Deutschland). Die Insertion der Syntheseprodukte in CXCR4-WT erfolgte iiber die endogene
Sphl-Schnittstelle bei Basenpaar 967 und die Notl-Erweiterung. Fiir die Insertion in CXCR7-
WT wurde eine stille Mutation an Basenpaar 865 eingefiihrt, die eine Xhol-Schnittstelle
erzeugt. Uber diese Xhol-Schnittstelle und die Apal-Erweiterung wurden dann die
Syntheseprodukte in das CXCR7-WT Konstrukt kloniert. Die resultierenden
Aminosduresequenzen sind in Tabelle 1A dargestellt.

Fiir die Einfithrung einer Mutation zum Austausch der zweiten cytosolischen Doméne des
CXCR7 gegen die entsprechende CXCR4-Domédne, wurde die gesamte Sequenz
stromaufwirts der Xhol-Schnittstelle synthetisiert und {iber Nhel und Xhol in CXCR7-WT
und CXCR7-4tail kloniert. Die resultierende Aminosduresequenz ist in Tabelle 1B dargestellt.
Eine weitere Mutante des CXCR7, in der der gesamte C-Terminus des Rezeptors deletiert ist,

wurde von ChemoCentryx zur Verfiigung gestellt (Zabel et al., 2009).

2.1.2 G-Proteine

Fir die [Ca®]; Messungen wurden neben den rezeptorcodierenden auch G-Protein-
codierende Konstrukte benotigt. Murines Gas aus der Ggi1 G-Protein-Familie wurde mit
Rezeptoren cotransfiziert. Aufgrund der Kopplung von CXCR4 an G-Proteine der Gi/o-
Familie (Moepps et al., 1997; Kleemann et al., 2008) wurden G-Protein-Chiméren eingesetzt,

die Gi/o-koppelnde Rezeptoren an Calcium-Mobilisierung koppeln kénnen. Die qi5-Chimire
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besteht aus murinem Gog, dessen 5 C-terminale Aminosduren gegen die des Gaip
ausgetauscht wurden (Conklin et al, 1993). Die 16z44-Chimdre besteht dagegen aus
humanem Ga;6 und Ratten-Gaz (Mody et al., 2000; Liu et al., 2003).

2.2 Zellkultur und Transfektion

Fiir Zellkulturexperimente wurden vor allem HEK293 (human embryonic kidney)-Zellen
(DSMZ, Braunschweig, Deutschland, #305) verwendet. Sie wurden in DMEM (PAA,
Pasching, Osterreich, #E15-009) mit 10% Fetalem Kilberserum (PAA, #A15-151), 2mM L-
Glutamin (PAA, #M11-006) und 100 U/ml Penicillin/Streptomycin (PAA, #P11-010)
kultiviert. Bei den Calcium-Messungen wurden auBerdem CHO-K1 (chinese hamster ovary)-
Zellen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland, #110) eingesetzt. Sie wurden in HAM’s-F12
(PAA, #E15-016) Medium mit den gleichen Zusitzen wie die HEK293-Zellen kultiviert. Die
Kultivierung erfolgte in einem Inkubator mit 37°C und 5% CO,. Die Zellen wurden mit
JetPEI (Polyplus-Transfection SA, Illkirch, Frankreich, #101-40) nach Herstellerangaben

transient transfiziert.

2.3  Immuncytochemie

Auf Poly-L-Lysin (50 pg PLL/ml PBS bei 37°C iiber Nacht; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA,
#P1274) beschichteten Deckgldsern in 24well-Platten wurden 150.000 HEK293 Zellen
ausgesdt und iiber Nacht kultiviert. Am Folgetag wurden sie mit Rezeptor-kodierenden
Plasmiden transfiziert und erneut 24 Stunden kultiviert. Fiir den Versuch wurden sie mit in
eiskaltem Ultra-MEM verdiinntem Kaninchen anti-HA Antikérperserum (1:1000) bei 4°C fiir
1 Stunde markiert (Pulse). AnschlieBend wurden sie entweder mit kaltem PBS (PAA, #H15-
001) gewaschen und direkt mit Zamboni fixiert oder mit Ultra-MEM (Lonza Walkersville
Inc., Walkersville, USA, #12-743F) gewaschen und in Ultra-MEM mit oder ohne Ligand
erneut fiir die angegebene Zeit kultiviert (Chase) und erst danach fixiert, um die
Rezeptorinternalisierung zu ermoglichen.

Nach der Fixierung wurden die Zellen mit TPBS gewaschen, mit kaltem Methanol (50%
Methanol und 100% Methanol fiir je 3 Minuten) permeabilisiert, erneut gewaschen und mit
3% NGS in TPBS blockiert. Die Detektion erfolgte mit Cy3 konjugiertem Ziege anti-
Kaninchen IgG Sekundirantikérper (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland, #111-165-003),
der 1:400 mit TPBS 1% NGS verdiinnt wurde. Die Markierung wurde mit dem LSM 510
Meta konfokalem Laser-Scanning Mikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) dokumentiert.
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24  ELISA

Die Kulturen wurden wie fiir die Immuncytochemie beschrieben ausgesit und transfiziert, nur
dass hier keine Deckgldser verwendet wurden. Die Oberflichenrezeptoren wurden fiir diese
Experimente mit 0,25 pg/ml affinititsgereinigtem Kaninchen anti-HA Antikorper in Ultra-
MEM fiir 90 Min bei 4°C pulsmarkiert. Ebenfalls wie in der Immuncytochemie wurden sie
dann entweder direkt oder nach einem definierten Zeitintervall bei Internalisierung
ermoglichenden Bedingungen (37°C) fixiert.

Fiir die Detektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 30 Min mit 3% BSA (PAA, # K45-
001) in PBS blockiert und dann mit Peroxidase-konjugiertem Esel anti-Kaninchen IgG
Antikorper (1:2000; GE Healthcare, #NA9340V) in 1% BSA in PBS fiir 90 Min bei
Raumtemperatur beladen. AnschlieBend wurden sie erneut gewaschen und dann wurde die
Peroxidase mit 1-step’™ ultra TMB-ELISA Reagenz (#34028, Thermo Scientific) detektiert.
Das Reagenz wurde nach 5-10 Minuten auf eine 96well-Platte iiberfiihrt und mit dem gleichen
Volumen 2M Schwefelsdure versetzt. Zum Schluss wurde die Extinktion bei 450 nm mit dem
FlexStation3 Microplate Reader (Molecular Devices) gemessen.

Zur Auswertung wurden die Werte von gleich behandelten, Mock-transfizierten Kulturen zur
Nivellierung des Hintergrundsignals abgezogen und dann in Prozent von nicht

internalisierten, direkt fixierten Kulturen angegeben.

2.5 Radioliganden-Versuche

Fiir alle Radioliganden-Versuche wurden die HEK293-Zellen wie fiir die ELISA-Experimente
vorbereitet. Das '*’I-SDF-1 (2200 Ci/mmol; Hartmann Analytik, Braunschweig, Deutschland,
#I-RB-SDF1a) wurde in Ultra-MEM mit 1% BSA zu einer finalen Konzentration von 25
pmol/l verdiinnt. Die Inkubation der Zellen erfolgte mit jeweils 300 pl dieser Verdiinnung pro

'] wurde der Cobra II gamma counter von

Well. Fiir die Messung des radioaktiven [
Packard eingesetzt.

Bei den Experimenten zur homologen kompetitiven Radioligandenbindung wurden die Zellen
fiir zwei Stunden bei 4°C mit Radioliganden-Losung inkubiert, die mit verschiedenen
Konzentrationen (0,01-640 nM) nicht markiertem SDF-1 (PeproTech GmbH, Hamburg,
Deutschland, #250-20A) versehen war. Dann wurden sie zweimal mit kaltem PBS gewaschen
und in 300 pl 10 mM Tris-Puffer (pH7,4) lysiert. Um zu ermitteln bei welcher Konzentration
die Hilfte des '*I-SDF-1 durch nicht markiertes SDF-1 verdriangt wurde (ICsg), wurden die

Daten durch nonlineares Fitting mit der ,,homologous competitive binding curve* Option der

GraphPad Prism 4.0a Software analysiert.
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Neben der Bindung wurde auch die Internalisierung von Radioliganden mit Pulse-Chase-
Experimenten untersucht. Dazu wurden die Kulturen nach der zweistiindigen
Ligandenbindungsphase bei 4°C (diesmal ohne unmarkiertes SDF-1) zweimal mit kaltem
PBS gewaschen. Anschlieend wurden sie direkt in 10 mM Tris-Puffer lysiert oder fiir eine
Internalisierungsphase von 0 bis 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der
Internalisierungsphase wurde restliches Oberflichen-gebundenes '*I-SDF-1  durch
zweimaliges Waschen mit Citratpuffer pH4,5 (50 mM Sodiumcitrat, 90 mM NaCl, pH4.5)
(Kohout et al., 2004) entfernt und erst dann wurden diese Kulturen lysiert. Fiir die
Auswertung wurden die Werte von gleich behandelten, Mock-transfizierten Kulturen
abgezogen und die Werte der internalisierten, sdurebehandelten Kulturen als Prozent der
Werte der unbehandelten Kulturen angegeben.

Die Aufnahme und der Abbau von '*I-SDF-1 durch die verschiedenen Rezeptormutanten

125]_.SDF-1-Lésung fiir verschiedene

wurden untersucht, indem die Kulturen bei 37°C mit der
Zeitintervalle inkubiert wurden. Zur Analyse der Menge an aufgenommenem '*’I-SDF-1
wurden die Zellen nach der Inkubationsphase sauer gewaschen und dann lysiert und
gemessen. Die Analyse des '*I-SDF-1-Abbaus wurde durch Aufarbeitung der

125]_SDF-1 zu unterscheiden

Kulturiiberstinde durchgefiihrt. Um degradiertes von intaktem
wurden die Uberstinde fiir 15 Min. auf Eis mit 12,5% Trichloressigsdure inkubiert um
intaktes '*’I-SDF-1 zu fillen (Fra et al., 2003). Das Prizipitat wurde dann durch 15 miniitige

125

Zentrifugation bei 21.000xg und 4°C von dem geldsten degradierten ““1-SDF-1 separiert.

Die Strahlung der beiden Fraktionen wurde dann getrennt voneinander gemessen.

2.6  Western-Immunoblots (Rezeptoren)

Fiir Westernblot-Experimente zum Nachweis von Rezeptoren wurden 1 Mio. HEK293-Zellen
in PLL-beschichteten 60 mm-Schalen kultiviert, transfiziert und 48 Stunden spéter wurden die
Versuche durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen mit 10 pg/ml Cycloheximid (Sigma-Aldrich,
#C4859) oder 20 nM SDF inkubiert oder direkt und unbehandelt in 1 ml RIPA-Puffer lysiert.
AnschlieBend wurden die Lysate 30 Minuten bei 23.000xg zentrifugiert. Die Rezeptoren
wurden zur Aufreinigung liber ihre Glykosylierungen an WGA-Beads (Wheat Germ Lectin
Agarose Beads; Sigma-Aldrich, #L.1394) assoziiert, mit RIPA-Puffer gewaschen und bei
Bedarf zur Dephosphorylierung 3 Stunden bei 37°C mit Lambda Protein Phosphatase (New
England Biolabs GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland, #P0753) behandelt. Danach wurden die
WGA-Beads mit den assoziierten Rezeptoren nochmals gewaschen und dann eluiert, indem

sie 20 Minuten mit SDS-Probenpuffer bei 40-60°C inkubiert wurden.
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Die so gewonnenen Proben wurden in 10% SDS-Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland, #T830.1) geblottet. Auf den Membranen wurden die Rezeptoren nach der
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 5% BSA in TBST-Puffer mit Kaninchen
anti-HA (1:300) oder Kaninchen anti-CXCR4 (UMB-2; 1:100) Primédrantikérpern in 1%
BSA-TBST markiert. AnschlieBend wurden die Membranen gewaschen mit Peroxidase-
konjugiertem Ziege anti-Kaninchen (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA, #SC-2004)
Sekundérantikdrper beladen und nach weiteren TBST-Waschungen detektiert. Fiir die ECL-
Detektion wurden die Membranen 30 Sekunden in einer Mischung aus Luminol und
Cumarsdure und Wasserstoffperoxid inkubiert und das Signal anschlieBend mit dem Fusion-
FX7 Chemiluminescence System (PEQLAB) aufgenommen und mit der dazugehorigen BIO-
1D Software analysiert. Zur Kontrolle der gleichmiBigen Beladung der Membranen wurden
diese anschlieBend fiir 30 Minuten bei 50°C mit Stripingpuffer inkubiert, um sie von den
Antikorpern zu befreien. Dann wurden sie mit Maus anti-Transferrinrezeptor (TFR)
Primédrantikérper (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland, #13-6800) und Schaf anti-
Maus IgG Peroxidase-konjugiertem Sekundarantikdrper (GE-Healthcare, #NA931V) beladen

und erneut detektiert.

2.7  Western-Immunoblots ERK1/2-Aktivierung

Zum Nachweis der aktivierten MAP-Kinase ERK1/2 wurden 120.000 CHO-K1 bzw. 150.000
HEK293 Zellen pro Well auf PLL-beschichteten 12Well-Platten kultiviert und transfiziert. 24
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fiir 90 Minuten in serumfreiem DMEM
kultiviert. Bei Antagonist-Vorbehandlung wurden die Kulturen dann fiir 5 Minuten mit 100
uM AMD3100 (Sigma-Aldrich, #A5602) bzw. fiir 17 Stunden mit 2 mg/ml Pertussistoxin
(PTX; Sigma-Aldrich, #P2980) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Stimulation mit 20 nM
SDF-1 fiir 5 Minuten. Die Kulturen wurden 2x mit eiskaltem PBS gewaschen und in
Probenpuffer lysiert. Die Auftrennung, das Blotting und die Detektion erfolgten wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben. Dabei wurde der Primérantikérper Kaninchen anti-
phosphoERK1/2 (1:1000; CellSignaling Technology, Danvers, USA, #4370) und als
Ladekontrolle Maus anti-f-Aktin (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, #sc-47778) eingesetzt.
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2.8 [Ca’"]; Messungen

Fiir Calcium-Messungen wurden 50.000 HEK293 oder 30.000 CHO-K1-Zellen mit jetPEI
nach dem Batch-Protokoll mit Rezeptor- und G-Protein-Konstrukten transfiziert und auf PLL-
beschichteten 96Well-Platten ausgesét. 24 Stunden spiter wurde das Kulturmedium durch
Probenecid-Ringer-Losung (130 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 10 mM
HEPES, pH 7.3, 20 mM Glukose, 2.5 mM Probenecid) ersetzt und es wurde der Calcium
Loading Dye des Calcium 4 Assay Kits (Molecular Devices, Sunnyvale, USA, #R8142) nach
Herstellerangaben zugegeben. 1 Stunde nach Farbstoffzugabe und Inkubation bei 37°C wurde
die Messung mit dem FlexStation3 Microplate Reader (Molecular Devices) begonnen.
Zunidchst wurde 30 Sekunden das Hintergrundsignal gemessen, bevor SDF-1 mit einer
Endkonzentration von 80 nM zugegeben wurde, um einen Ligand-induzierten Anstieg von
cytosolischem [Ca®']; hervorzurufen. Der CXCR4-Antagonist AMD3100 wurde bei Bedarf 15
Minuten vor Beginn der Messung mit einer Konzentration von 30 uM zugegeben. Die
Viabilitdt der Zellen wurde kontrolliert, indem im Anschluss an die erste Messung durch

Zugabe von 20 pM ATP eine verlissliche [Ca®]-Antwort ausgelost wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Subzelluliire Verteilung und Endocytose von CXCR7 und CXCR4

Zur Untersuchung der Regulation und Funktion von CXCR7 und CXCR4 wurden die
Rezeptoren mit einem N-terminalen Hémagglutinin (HA)-Epitoptag in der humanen
embryonalen Nierenzelllinie HEK293 (Human Embryonic Kidney Cells) exprimiert. Zuerst
wurde mit Immuncytochemie die basale Expression der Wildtyp-Rezeptoren (CXCR7-WT,
CXCR4-WT) untersucht. Dazu wurden die Zellen in serumfreies Medium iiberfiihrt, mit SDF-
1 oder Vehikel stimuliert, fixiert, permeabilisiert und die transfizierten Rezeptoren wurden
mittels spezifischem anti-HA Primérantikorper und Cy3-konjugiertem Sekundirantikorper
detektiert. Dabei konnte CXCR7-Protein vor allem in intrazelluldren Vesikeln detektiert
werden (Abb. 3.1A). Im Gegensatz dazu befand sich der Grofiteil des CXCR4-Proteins an der
Zelloberflache (Abb. 3.1B) und trat erst nach einer SDF-1 Stimulation verstarkt intrazellular
auf (Abb. 3.1C). Mock-transfizierte Kontrollkulturen zeigten kein Signal.

Als Nichstes wurde der Endocytosemechanismus untersucht, iiber den der CXCR7-Rezeptor
internalisiert wird. Von CXCR4 ist bereits bekannt, dass er vor allem iiber Clathrin-umhiillte
Vesikel internalisiert wird (Sundararajan et al., 2003). Zur Untersuchung dieses
Endocytosewegs wurde eine 0,4M Sucroselosung als Inhibitor eingesetzt. In manchen
Zelltypen konnte zusitzlich eine geringe Internalisierung des CXCR4-Rezeptors {liber
Caveolae beobachtet werden (Triantafilou et al., 2002). Als Inhibitor fiir diesen
Endocytoseweg gilt Nystatin. Fiir die Betrachtung des CXCR7-Endocytosemechanismus
wurde der Rezeptor in Anwesenheit von den verschiedenen spezifischen Endocytose-
Inhibitoren unter Internalisierungs-verhindernden Bedingungen pulsmarkiert. Dies wurde
durchgefiihrt, indem die Rezeptor-transfizierten Zellen in serumfreiem Medium mit
Endocytose-Inhibitoren oder Vehikel inkubiert wurden, bevor sie in eine Internalisierungs-
verhindernde Umgebung (4°C) tiberfithrt wurden. Unter diesen Bedingungen wurde das N-
terminale HA-tag der membranstindigen Rezeptoren mit anti-HA Antikdrpern beladen.
AnschlieBend wurde der Primirantikorper abgewaschen und die Zellen wurden erneut in
Anwesenheit der verschiedenen Endocytose-Inhibitoren oder Vehikel im Brutschrank
inkubiert, um nicht inhibierte Endocytosevorginge zu ermdglichen. Danach wurden die
Kulturen fixiert und zur Detektion sowohl von internalisiertem, als auch von an der
Oberflache verbliebenem, Antikorper-beladenem Rezeptorprotein permeabilisiert. Die

Detektion erfolgte mittels fluoreszenzmarkiertem Sekundérantikdrper. Die Ergebnisse zeigen
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CXCR7 CXCR4

Abbildung 3.1: Subzellulére
(ohne SDF-1) (ohne SDF-1)

Verteilung und Rezeptortrafficking
von CXCR7 und CXCR4. A-C:
Immuncytochemische  Férbung  des
Gesamtrezeptorproteins von CXCR7 (A)
und CXCR4 ohne SDF-1 Stimulation (B)
bzw. nach 30 miniitiger SDF-1
Inkubation (C) in transfizierten HEK293
CXCR7 Zellen. Die Detektion erfolgte mittels
30 Min. 30 Min. (mit SDF-1) anti-HA Primédrantikdrper und Cy3-
g} konjugiertem  Sekundirantikérper an
permeabilisierten Kulturen und mit
konfokaler Mikroskopie. D-I:
Immuncytochemische  Pulsmarkierung
von CXCR7-WT in transfizierten
HEK293 Zellen zur Visualisierung der
Rezeptorendocytose unter Einfluss von
spezifischen Endocytoseinhibitoren.
Nach einer 30 miniitigen Inhibitor-
Vorinkubation erfolgte die
Pulsmarkierung mit anti-HA Antikorper
bei 0°C. Danach wurden die Zellen
k- & direkt fixiert (D, G) oder vorher fiir 30
Min. ohne (E, H) oder mit 20 nM SDF-1 (F, I) unter Inhibitor inkubiert. D-F: Inhibition der
Endozytose iiber Clathrin-umbhiillte Vesikel durch 0,4 M Sucrose. G-I: Inhibition der Endozytose iiber
Caveolae durch 50 pg/ml Nystatin. Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem
Sekundérantikdrper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken.: 10 um.
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eine Internalisierung von CXCR7-Rezeptorprotein in unbehandelten Zellen und einen
deutlichen Verbleib des pulsmarkierten Rezeptorproteins an der Zelloberflache nach Sucrose-
Behandlung (Abb. 3.1D-F). Dies deutet auf eine bevorzugte Endocytose iiber Clathrin-
umhiillte Vesikel hin. Die Ergebnisse mit dem Caveolae-Inhibitor widersprechen dem nicht.
Unter Nystatin-Behandlung fand eine deutliche Internalisierung von CXCR7-WT statt (Abb.
3.1G-I). Ob ein geringer Anteil des CXCR7-Proteins durch diese Behandlung an der
Zelloberfliche zuriickgehalten wurde, kann mit diesem Versuchsaufbau allerding nicht
vollstindig ausgeschlossen werden. Zusammen zeigen die Ergebnisse aber eine Endocytose

von CXCR7-WT, die vor allem iiber Clathrin-umhiillte Vesikel stattfindet.

3.2  Regulation der Liganden-unabhingigen Rezeptorinternalisierung durch die
C-terminale Domiine

Die einfithrenden Experimente zeigen bereits einen deutlichen Unterschied bei der spontanen,

Liganden-unabhéngigen Internalisierung von CXCR7 und CXCR4. Um diesen Unterschied

nidher zu untersuchen und den Einfluss bestimmter Doménen und Subdoménen auf die

Regulation und Funktion des CXCR7-Rezeptors herauszuarbeiten, wurden durch Klonierung
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verschiedene Rezeptorchiméren erzeugt. Diese Rezeptorchimdren wurden ebenfalls mit einem

HA-tag am N-terminalen Rezeptorende versehen. Die verdnderten Aminosduresequenzen sind

in Tabelle 3.1 dargestellt.

A
Systematische Bezeichnung C-terminale Aminosauresequenz
Bezeichnung im Text
311 320 330 340 350 360
CXCR7 CXCR7-WT NPVLYSFIN RNYRYELMKAFIFKYSAKTGLTKLIDASRVSETEYSALEQNTK 362
CXCR7(320-362)/ |CXCR7-4tail NPVLYSFIN GAKFKSSAQHALNSMSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS
CXCR4(313-359)
CXCR7-Y/A CXCR7-Y/A NPVLYSFIN RNARAELMKAFIFKASAKTGLTKLIDASRVSETEASALEQNTK
(322, 324, 334, 354)
CXCR7(320-338)/ |CXCR7-4-7 NPVLYSFIN GAKFKSSAQHALNSMSRGSGLTKLIDASRVSETEYSALEQNTK
CXCR4(313-331)
CXCR7(A320-338) |CXCR7-A19 NBVLYSFIN -----=-==---=-cce===- GLTKLIDASRVSETEYSALEQNTK
CXCR7-ST/A CXCR7-ST/A |NPVLYSFIN RNYRYELMKAFIFKYAAKAGLAKLIDAARVAEAEYAALEQNAK
(335, 338, 341, 347,
350, 352, 355, 361)
CXCR7-ST/A CXCR7-PhosLi | NPVLYSFIN RNYRYELMKAFIFKYAAKAGLAKLIDASRVSETEYSALEQNTK
(335, 338, 341)
CXCR7-ST/A CXCR7-PhosRe| NPVLYSFIN RNYRYELMKAFIFKYSAKTGLTKLIDASRVAEAEYAALEQNTK
(350, 352, 355)
?05 ZI%13 _?;23 %33 3|43 ?53
CXCR4 CXCR4-WT NPILYAFL GAKFKSSAQHALNSMSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS 359
CXCR4(324-359)/ |CXCR4-Ttail NPILYAFL GAKFKSSAQHARNYRYELMKAFIFKYSAKTGLTKLIDASRVSETEYSALEQNTK

CXCR7(320-362)

CXCRA4(351-359)/
CXCR7(354-362)

CXCRA4-7(C9)

NPILYAFL GAKFKSSAQHALNSMSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTEYSALEQNTK

Systematische Bezeichnung Aminosauresequenz der zweiten intrazellularen Schleife
Bezeichnung im Text

Z|L3 6 ]‘_4 i} ZIL5 i ZIL 61
CXCR7 CXCR7-WT ACMSV DRYLSITYFTGTSSYKKKMVRR VVCIL 167
CXCR7(141-162/ CXCR7-2cD4 ACMSV DRYLAIVHATNSQRPRKLLAEK VVCIL 167

CXCR4(135-156)

Z]L3 0 ]|.3 5 IIL4 5 IIL 55

CXCR4 CXCR4-WT AFISL DRYLAIVHATNSQRPRKLLAEK AVYVG 161

Tabelle 3.1: Aminosiduresequenzen der wildtypischen und chimiren CXCR7 und CXCR4
Rezeptoren. A: C-terminale Sequenzen der verschiedenen Rezeptormutanten beginnend mit dem
konservierten NPxxY-Motiv am Ende der siebten Transmembrandoméne. B: Sequenzen der zweiten
cytosolischen Schleife der Wildtyprezeptoren und der Rezeptorchiméren beginnend mit dem Ende der
dritten Transmembrandomaéne.

Der Vergleich der Liganden-unabhédngigen Internalisierung der wildtypischen CXCR7 und

CXCR4 Rezeptoren mit den mutierten Rezeptorchimiren wurde mit Hilfe zweier

immuncytochemischer Methoden,

Immunfluoreszenz und ELISA, durchgefiihrt. Die

Immunfluoreszenzmethode wurde zur Visualisierung der subzelluliren Rezeptorverteilung
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gebraucht, wihrend mittels ELISA die entsprechende Abnahme der Oberflachenrezeptoren
quantifiziert wurde. Fiir beide Ansidtze wurde die bereits unter 3.1 beschriebene
Pulsmarkierung mit anti-HA Antikdrper angewendet. Die anschlieBende Inkubation der
Kulturen erfolgte tiber Zeitintervalle von 0, 5, 15 und 30 Minuten. Fiir die Darstellung mit
Cy3-konjugiertem Sekundarantikorper wurden die Zellen nach der Fixierung permeabilisiert.
Dieser Schritt wurde beim ELISA unterlassen, um allein die an der Zelloberfliche
verbliebenen Rezeptoren messen zu konnen. Die Messung erfolgte mittels eines Peroxidase-
konjugiertem Sekundirantikorpers und einem entsprechenden Peroxidase-Substrat. Die
Signalintensititen nach den angegebenen Zeitintervallen wurden in Prozent des Signals direkt
nach der Pulsmarkierung (0 Min) angegeben.

Bei jedem der Konstrukte konnte direkt nach der Pulsmarkierung der Oberfldchenrezeptoren

eine deutliche Fiarbung der Zelloberfliche nachgewiesen werden, wodurch eine intakte
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Oberflachenrezeptoren
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Abbildung 3.2: Unterschiede bei der Liganden-unabhingigen Internalisierung der
Wildtyprezeptoren und Tail-swap-Mutanten. Immuncytochemische Pulsmarkierung von
wildtypischen und chimdren Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der
Rezeptorinternalisierung ohne Ligandeneinfluss. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikorper bei
4°C pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen direkt fixiert (A-D) oder vorher noch fiir 30 Min. ohne
Ligand bei 37°C inkubiert (E-H). Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem
Sekundérantikorper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 pm. I:
Quantitative Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels ELISA. Der Oberflachenrezeptorspiegel
wurde nach verschiedenen Inkubationszeiten ohne Ligand bzw. direkt nach der Beladung mit anti-HA
Antikdrper (Startwert) an fixierten aber nicht permeabilisierten Zellen bestimmt. Die Werte sind als
Prozent des Startwerts angegeben. Bei Rezeptoren mit dem CXCR7 C-Terminus (CXCR7-WT,
CXCR4-Ttail) tritt Liganden-unabhingige Internalisierung auf. Statistik: Vergleich von Wildtyp- und
Tail-swap Rezeptor mit 2way ANOVA. Signifikanzlevel: **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Zielfiihrung aller Rezeptorkonstrukte zur Plasmamembran vorausgesetzt werden konnte (Abb.
3.2A-D). Die Internalisierung von CXCR7-WT und CXCR4-WT korrelierte mit den
vorangegangenen Ergebnissen. Die Gegeniiberstellung mit den beiden grundlegendsten
Rezeptorchimdren, den Tail-swap-Mutanten, bei denen der gesamte C-Terminus eines
Rezeptors auf das jeweils andere Rezeptormolekiil iibertragen wurde, zeigte deutliche
Verdanderungen im Vergleich zum Grundrezeptor. Pulsmarkierte CXCR7-WT und CXCR4-
7tail Rezeptoren waren nach 5 und 15 Minuten teilweise und nach 30 Minuten vollstindig
internalisiert (Abb. 3.2E, H). Der Anteil an internalisierten CXCR4-WT und CXCR7-4tail
Rezeptoren nach dem 30 miniitigen Zeitintervall stellte dagegen nur einen geringen Anteil der
pulsmarkierten Rezeptoren dar (Abb. 3.2F, G). Sowohl die schnelle Internalisierung von
CXCR7-WT und CXCR4-7tail Oberflachenprotein, als auch die zu vernachldssigende
Internalisierung von CXCR4-WT und CXCR7-4tail Oberfldchenrezeptoren in Abwesenheit
von SDF-1 konnten durch die Quantifizierung mittels ELISA bestétigt werden (Abb. 3.2I).
Zusammengenommen zeigen diese Experimente, dass der Austausch des CXCR4 C-Terminus
durch die entsprechende CXCR7-Doméne Liganden-unabhédngige Rezeptorinternalisierung
vermittelt. Umgekehrt vermittelt der Austausch der CXCR7 C-terminalen Doméne durch den
CXCR4 C-Terminus die Authebung der Liganden-unabhéngigen Internalisierung.

Fiir eine weitere Eingrenzung des Bereichs, der fiir die spontane CXCR7-Internalisierung
verantwortlich ist, sollte nun der Abschnitt des C-Terminus angesprochen werden, in dem
sich die putative Helix VIII des CXCR7-Rezeptors befindet. In fritheren Verdffentlichungen
wurde berichtet, dass auch die Deletion des CXCR7 C-Terminus (CXCR7AC-term) die
Liganden-unabhingige Rezeptorinternalisierung ausloscht (Zabel et al, 2009). Aus diesem
Grund wurde der Helix VIII-kodierende Bereich von Aminosdure 320-338 zum einen deletiert
(CXCR7-A19) und zum anderen durch die entsprechende CXCR4-Doméne (AS 313-331),
welche bewiesenermallen keine Helix VIII enthdlt (Wu et al, 2010), ersetzt. Sowohl
Immunfluoreszenz- als auch ELISA-Untersuchungen beider Rezeptormutanten zeigten eine
effiziente Liganden-unabhéngige Internalisierung (Abb. 3.3E, F, I). Dies ldsst darauf
schlieBen, dass die librigen Aminosduren 339-362 fiir eine Liganden-unabhéingige CXCR7-
Internalisierung ausreichend sind.

Die Suche nach weiteren wichtigen Strukturmotiven unter den restlichen 24 Aminosiuren des
CXCR7 C-Terminus ergab ein YSAL-Motiv unter den letzten neun C-terminalen
Aminoséduren, das mit den 2008 von Meiser et al. beschriebenen Ergebnissen korrelieren
konnte. Dort wurde das YXXL-Motiv am duBlersten C-terminalen Ende von CXCR3 fiir

dessen Liganden-unabhingige Internalisierung verantwortlich gemacht. Da die Funktion
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Abbildung 3.3: Einfluss verschiedener internalisierungsrelevanter Motive im CXCR7 C-
Terminus auf die Liganden-unabhiingige Internalisierung. Immuncytochemische Pulsmarkierung
von chimidren Rezeptoren in transfizieten HEK293 Zellen zur Visualisierung der
Rezeptorinternalisierung ohne Ligandeneinfluss. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikorper bei
4°C pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen direkt fixiert (A-D) oder vorher noch fiir 30 Min. ohne
Ligand bei 37°C inkubiert (E-H). Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem
Sekundirantikoérper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 pm. I:
Quantitative Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels ELISA. Der Oberflachenrezeptorspiegel
wurde nach 30 Min. Inkubation ohne Ligand bzw. direkt nach der Beladung mit anti-HA Antikorper
(Startwert) an fixierten aber nicht permeabilisierten Zellen bestimmt. Die Werte sind als Prozent des
Startwerts angegeben. Statistik: Ermittlung der Signifikanz der Abweichung vom Startwert mit
Student’s T-Test. Signifikanzlevel: *: p<0,05.

dieses Motivs auch fiir das YSAL-Motiv von CXCR?7 logisch wire, wurden als nichstes die
letzten neun C-terminalen Aminosduren des CXCR4 durch den entsprechenden Teil des
CXCR7-Rezeptors ersetzt. Diese CXCR4-7(C9) Rezeptorchimdre zeigte jedoch keine
Liganden-unabhéngige Internalisierung, die mit der CXCR4-7tail Mutante vergleichbar wére
(Abb. 3.3G, I). Demnach ist der duBerste Bereich des CXCR7 C-Terminus nicht ausreichend,
um eine Liganden-unabhéngige Rezeptorinternalisierung hervorzurufen.

Die Hypothese, dass die C-terminalen Tyrosine (AS 322, 324, 334, 354) als potentielle
Phosphorylierungsstellen ~ des =~ CXCR7-Rezeptors  dessen  Liganden-unabhingige
Internalisierung hervorrufen konnten, wurde mit einer Mutante gepriift, in der diese Tyrosine
durch Alanine ersetzt wurden (CXCR7-Y/A). Diese Verdnderungen fiihrten aber nicht zur
Authebung der Internalisierung (Abb. 3.3H, 1), so dass ein Einfluss von
Tyrosinphosphorylierungen auf den Prozess der Liganden-unabhingigen Internalisierung
ausgeschlossen werden kann. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse zur Liganden-

unabhingigen Internalisierung des CXCR7-Rezeptors, dass die Aminosduren 339-362
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ausreichend sind, um diesen Prozess zu vermitteln und dass dieser Prozess unabhingig von

einem Tyrosin-enthaltendem Motiv geschieht.

33 Regulation der Rezeptorstabilitit durch die C-terminale CXCR7-Domine

In den immuncytochemischen Experimenten wurde durchgehend beobachtet, dass sich die
Expression der verschiedenen Rezeptoren deutlich unterscheidet. Eine hohe
Transfektionseffizienz konnte mit CXCR4-WT und CXCR7-4tail erzielt werden, wéihrend die
Expression von CXCR7-WT und CXCR4-7tail deutlich geringer war. Um diese
Beobachtungen zuverldssig zu quantifizieren wurden Westernblots von aufgereingigten
Lysaten erstellt. Die Aufreinigung erfolgte iiber WGA-Beads, die eine Anreicherung von
glykosylierten Membranrezeptorproteinen ermdglichen. Der anti-HA Antikorper erkannte in
diesen Lysaten von Rezeptor- und Mock-transfizierten Kulturen eine unspezifische Bande bei
80 kDa. Die rezeptorspezifischen Banden von CXCR7-WT und CXCR7-4tail wurden von
dem Antikdrper in einer breiten, von 50 bis 70 kDa reichenden Bande detektiert (Abb. 3.4A).
Ein dhnliches, rezeptorspezifisches Signal konnte auch mit dem monoklonalen anti-CXCR7
Antikorper 11G8 nachgewiesen werden (Daten nicht dargestellt). CXCR4-WT und CXCR4-
7tail zeigten mit dem anti-HA Antikorper eine breite Bande bei 47 kDa (Abb. 3.4B). Durch
densitometrische Analyse der Signalintensititen wurden die zuvor beobachteten
Expressionsunterschiede zwischen wildtypischen Rezeptoren und Tail swap-Mutanten
bestitigt. Der CXCR7-4tail Rezeptor wird 6,6-mal stirker exprimiert als CXCR7-WT,
wiahrend umgekehrt der CXCR4-7tail Rezeptor ein fiinfmal schwicheres Signal zeigt als
CXCR4-WT.

Die durch den CXCR7 C-Terminus Tbertragbare FEigenschaft der spontanen
Rezeptorinternalisierung und die geringeren Expressionsspiegel der Rezeptoren, die den
CXCR7 C-Terminus tragen, lassen einen Zusammenhang zwischen der C-terminalen Doméne
und der Rezeptorstabilitit vermuten. Deshalb wurde als ndchstes die Umsatzrate von
Rezeptorprotein in Abhédngigkeit und unabhingig vom Liganden getestet. Zur Untersuchung
der Liganden-unabhingigen Rezeptordegradation wurden rezeptortransfizierte Kulturen fiir
60 oder 180 Minuten mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Die
WGA-aufgereinigten Lysate der vier Rezeptoren wurden aufgrund ihrer verschiedenen
Expressionsspiegel auf gesonderte Westernblots iibertragen, wo sie mit dem anti-HA
AntikOrper detektiert ~ wurden. Dabei wurden die Expositionszeiten fiir die
verschiedenen Expressionsspiegel optimiert. Im Vergleich zu Vehikel-behandelten Kulturen

(0 Min.) konnten deutliche Unterschiede bei der Stabilitdit der vier verschiedenen
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Abbildung 3.4: Regulation der Rezeptordegradation durch die C-terminale Domine.
Immunoblots von WGA-aufgereinigten HEK293 Lysaten, die zuvor transient mit Leervektor (Mock)
oder HA-getagtem Rezeptor transfiziert wurden. Die rekombinant exprimierten Rezeptoren wurden
mit Kaninchen anti-HA Antikorper detektiert. Der als Ladekontrolle verwendete, endogene
Transferrinrezeptor (TFR) wurde am gestrippten Blot mit Maus anti-TFR Antikdrper nachgewiesen.
Fiir die Quantifizierung wurde das HA/TFR-Verhéltnis der durch Densitometrie gewonnenen Werte
aus drei unabhingigen Experimenten ermittelt. A: Der anti-HA Antikorper erkennt CXCR7-WT und
CXCR7-4tail als spezifische Banden von 50-70 kDa und eine unspezifische Bande bei 80 kDa.
CXCR7-4tail ist 6,6mal stirker exprimiert als CXCR7-WT. B: Der anti-HA Antikdrper erkennt
CXCR4-WT und CXCR4-7tail als spezifische Banden bei 47 kDa. CXCR4-7tail ist 5,0mal schwacher
exprimiert als CXCR4-WT. C, D: Kinetik der Liganden-unabhéingigen Rezeptordegradation. Die
Kulturen wurden zur Inhibition der Proteinsynthese mit Cycloheximide (CHX) behandelt. Die Blots
von CXCR7-WT und CXCR4-7tail wurden ldnger exponiert um Expressionsunterschiede zu
kompensieren. C: Bei CXCR7-4tail nimmt der Gesamtrezeptorspiegel langsamer ab als bei CXCR7-
WT. D: Der CXCR7 C-Terminus von CXCR4-7tail induziert den Abbau von CXCR4-Protein, der bei
CXCR4-WT nicht auftritt. E, F: Rezeptordegradation unter Langzeit SDF-1 Behandlung. Die
l6stiindige Behandlung mit SDF-1 induziert eine 70%ige Abnahme des CXCR4-WT
Rezeptorproteins, wihrend die Behandlung bei CXCR7-WT, CXCR7-4tail und CXCR4-7tail keine
signifikante Abnahme hervorruft. Statistik: *: Student’s T-Test; #: 2way ANOVA; §: lway ANOVA.
Signifikanzlevel: *: p<0,05.

26



Rezeptoren demonstriert werden. CXCR4-WT zeigte keine Verdnderung des
Proteinexpressionsspiegels, wihrend das CXCR7-Rezeptorprotein nach 180 Minuten CHX-
Behandlung fast vollstindig aus den Lysaten verschwunden war. Der Austausch der C-
terminalen Doménen fiihrte beim CXCR7-Rezeptor zu  einer  abgeschwéchten
Degradationsrate (Abb. 3.4A). Am CXCR4-Rezeptor induzierte der CXCR7 C-Terminus
dagegen den Rezeptorabbau (Abb. 3.4B). Damit wird die Regulation der Rezeptorstabilitét in
Abwesenheit von Ligand durch die C-terminale Doméne beeinflusst, wobei die CXCR7-
Domine zu einer Beschleunigung der Degradation fiihrt.

Neben der reguldren Rezeptordegradation sollte nun auch der Einfluss von SDF-1 auf die
Rezeptorstabilitit bestimmt werden. Um den reguldren Rezeptorproteinumsatz nicht zu
beeinflussen, fanden diese Experimente nicht unter Einfluss von Cycloheximide statt.
Stattdessen wurden die Kulturen iiber lingere Zeit (16 Std.) mit 20 nM SDF-1 inkubiert. Die
Aufarbeitung und Detektion der Proben wurde analog zu den Liganden-unabhidngigen
Experimenten durchgefiihrt. Die durch densitometrische Analyse erzielten Ergebnisse wurden
in Relation zu vergleichbaren Ergebnissen von Vehikel-behandelten Kulturen dargestellt. Die
Ergebnisse fithrten zu der Erkenntnis, dass die Langzeitbehandlung mit SDF-1 bei CXCR4-
WT zu einer Degradation von 70 % des Rezeptorproteins fiihrt (Abb. 3.4F). Die
Expressionsspiegel von CXCR7-WT und den Rezeptorchiméren wurden von dieser

Behandlung dagegen nicht beeinflusst (Abb. 3.4E, F).

3.4 Der CXCR7 C-Terminus erhoht die Affinitiit der Rezeptoren fiir SDF-1

In den bisherigen Experimenten wurden zunédchst vor allem Liganden-unabhingige Prozesse
betrachtet. Bevor die Untersuchung von SDF-1 abhingiger Rezeptoraktivierung begonnen
wurde, sollte jedoch zunéchst die SDF-1 Affinitit der Rezeptorchimiren iiberpriift werden.
Dies geschah mittels homologer kompetitiver Ligandenbindungsstudien. Dazu wurden die
transfizierten Rezeptoren unter Internalisierungs-verhindernden Bedingungen mit 25 pM '*’I-
markiertem SDF-1 und ansteigenden Konzentrationen von nicht markiertem SDF-1 beladen.
Dabei verdriangt das nicht markierte SDF-1 mit zunehmender Konzentration immer mehr
radioaktiv markiertes SDF-1 von den Bindungsstellen der Rezeptoren, bis sich bei einer
bestimmten Konzentration die gebundenen Mengen von markiertem und nicht markiertem
SDF-1 gleichen. Dieser Wert der mittleren inhibitorischen Konzentration wird als 1Cso-Wert
bezeichnet und ist fiir die SDF-1-Affinitdt des Rezeptors spezifisch. Um allein die
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Radioaktivitit des gebundenen “I-SDF-1 messen zu kdnnen, wurden die Kulturen nach der
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Abbildung 3.5: Bindung von SDF-1 an Wildtyprezeptoren und Rezeptormutanten und
Internalisierung der CXCR7-2¢D4 Rezeptorchimiren. A, B: Homologe kompetitive
Ligandenbindungsstudien, bei denen 25 pM '*I-SDF-1 durch ansteigende Konzentrationen von nicht
markiertem SDF-1 von den Rezeptorbindungsstellen verdringt wurden. Die Werte wurden zur
Normalisierung auf das Maximum (Top) der CXCR7-WT bzw. CXCR7-2cD4 Kurve bezogen. 1Cs-
Werte: CXCR7-WT (2,6 nM); CXCR4-7tail (8,4 nM); CXCR4 (23,8 nM); CXCR7-4 (25,2 nM);
CXCR7-2¢D4 (2,3 nM); CXCR7-2cD4-4tail (11,3 nM). A: CXCR7-WT hat eine 10fach hohere
Affinitét fiir SDF-1 als CXCR4-WT und CXCR7-4tail. B: Die Verdnderung der zweiten cytosolischen
Domine hat keine Auswirkung auf die SDF-1 Affinitit des Rezeptors. C-H: Immuncytochemische
Pulsmarkierung der chiméren Rezeptoren CXCR7-2cD4 (C-E) und CXCR7-2cD4-4tail (F-H) in
transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der Rezeptorinternalisierung ohne und mit
Ligandeneinfluss. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikorper bei 4°C pulsmarkiert. Danach
wurden die Kulturen direkt fixiert (C, F) oder vorher fiir 30 Min. ohne Ligand (D, G) oder mit 20 nM
SDF-1 (E, H) bei 37°C inkubiert. Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem
Sekundirantikérper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. CXCR7-2¢cD4
internalisiert Liganden-unabhingig, wihrend CXCR7-2cD4-4tail hauptsichlich bei SDF-1
Behandlung internalisiert. Balken: 10 pm.

Inkubation griindlich gewaschen, bevor sie lysiert wurden. Als Kontrollen wurden Kulturen
mit leerem Vektor transfiziert (Mock) und denselben Behandlungen unterzogen.
Rezeptortransfizierte Kulturen banden deutlich mehr '*I-SDF-1 als die Kontrollkulturen. Bei
den Wildtyp- und Tail swap-Rezeptoren wurde folgende Rangordnung der ICso-Werte
ermittelt: CXCR7-WT (2,6 nM) < CXCR4-7tail (8,4 nM) < CXCR4 (23,8 nM) < CXCR7-4
(25,2 nM). Damit hat der wildtypische CXCR7-Rezeptor die hochste Affinitit fiir SDF-1,
gefolgt von der CXCR4 Mutante, die den CXCR7 C-Terminus trigt (CXCR4-7tail). Die
beiden den CXCR4 C-Terminus tragenden Rezeptoren (CXCR4-WT, CXCR7-4tail) haben
eine etwa zehnfach geringere SDF-1 Affinitét (Abb. 3.5A).

Fiir die Untersuchung der G-Protein-Kopplung und der damit verbundenen Aktivierung des
CXCR7-Rezeptors wurden weitere Rezeptorchiméren eingesetzt. Diese entsprechen CXCR7-

WT und CXCR7-4tail, nur dass zusitzlich die zweite cytosolische Schleife des CXCR7-
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Rezeptors gegen die entsprechende Domédne des CXCR4-Rezeptors vertauscht wurde. Die
genauen Aminosduresequenzen konnen in Tabelle 3.1 nachgelesen werden. Die ermittelte
Affinitdt dieser Rezeptorchiméren unterscheidet sich nicht von der SDF-1-Affinitdt der
Ausgangsrezeptoren. So hat CXCR7-2¢D4 einen dem CXCR7-WT &dhnlichen ICso-Wert von
2,3 nM und CXCR7-2¢cD4-4tail hat mit 11,3 nM einen ICso-Wert, der dem ICso-Wert von
CXCR7-4tail nahe kommt (Abb. 3.5B). Die zweite cytosolische Domine hat damit keinen
entscheidenden Einfluss auf die SDF-1 Affinitit des CXCR7-Rezeptors.

Das subzelluldre Trafficking dieser beiden Rezeptorchiméren wurde wie bei den anderen
Rezeptorchimédren auch mit der Immunfluoreszenzmethode bestimmt. Dabei konnten wie
bereits flir die SDF-1 Bindungsaffinitit beschrieben ebenfalls keine Unterschiede zu den
Ausgangsrezeptoren CXCR7-WT und CXCR7-4tail gefunden werden. Beide Rezeptoren
werden problemlos an die Zelloberfliche transportiert (Abb. 3.5C, F). Der CXCR7-2cD4
Rezeptor internalisiert Liganden-unabhédngig und unter Inkubation mit SDF-1, wihrend

CXCR7-2cD4-4tail nur nach SDF-1-Stimulation endocytiert wird (Abb. 3.5D-E, G-H).

3.5 Der CXCR7-Rezeptor unterbindet die Aktivierung von G-Proteinen

Die Aktivierung von G-Proteinen iiber den CXCR7-Rezeptor konnte in der Literatur bisher
nicht einheitlich geklart werden (Thelen und Thelen, 2008). In mehreren Studien konnte
weder die Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden iiber MAP-Kinasen, noch eine
rezeptorabhingige Mobilisierung von intrazelluldrem Calcium gezeigt werden (Popik 1998;
Levoye et al., 2009; Sun et al., 2010; Boudot et al., 2011; Shimizu et al., 2011). Da die
Interaktionen von Chemokinrezeptoren mit G-Proteinen iiber die C-terminale Doméne und
die zweite cytosolische Schleife des Rezeptors vermittelt werden, wurde die G-Protein
Aktivierung hier zusitzlich an entsprechenden Rezeptorchiméren untersucht. Fiir diese
Experimente wurden die Tail swap-Mutanten und die CXCR7-Mutanten, deren zweite
cytosolische Domine durch die entsprechende CXCR4-Doméne ersetzt wurde, eingesetzt.

Die Aktivierung von G-Proteinen wurde zunichst iiber die Phosphorylierung der MAP-
Kinase ERK1/2 untersucht, die auf die Aktivierung von Ga;-Proteinen folgt. Diese Versuche
wurden an CHO-K1 Zellen durchgefiihrt, um unabhingig von Effekten des endogenen
CXCR4-Rezeptors der HEK293-Zelllinie zu sein, dessen Aktivierung eindeutig beobachtet
werden konnte (Abb. 3.6A). In untransfizierten CHO-K1 Kulturen trat dieser Effekt dagegen
nicht auf (Abb. 3.6B). Fiir die Experimente wurden die Kulturen zunéchst in serumfreiem
Medium inkubiert, um nicht spezifische G-Protein Aktivierungen zu minimieren.

Anschliefend fand eine 5-miniitige Stimulation der Kulturen durch SDF-1-Zugabe statt. Ein
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Abbildung 3.6: Phosphorylierung der
MAP-Kinase ERK1/2 durch
rezeptorvermittelte Aktivierung von Goy-
Proteinen. Fiir den Nachweis der ERK1/2-
Phosphorylierung wurden Kulturen von
naiven HEK?293 (A) bzw. CHO-K1 Zellen
(B) oder rezeptortransfizierten CHO-KI1
Zellen (C-E) zunidchst in serumfreiem
Medium inkubiert, dann 5 Min. mit Vehikel
oder SDF-1 stimuliert und danach lysiert. Der
CXCR4-Antagonist AMD3100 und der Goy-
Inhibitor Pertussistoxin (PTX) wurden bereits
vor SDF-1 Stimulation zugegeben. Der
Nachweis erfolgte mittels anti-pERK1/2
Antikdrper. Zur Ladekontrolle wurde die
Proben ebenfalls mit einem anti-B-Aktin
Antikorper detektiert. Eine Goy-vermittelte
ERK1/2-Aktivierung durch SDF-1
Stimulation konnte nur an HEK293 Zellen
mit endogenem CXCR4 (A) bzw. an mit
CXCR4-WT transfizierten CHO-K1 Zellen
(C) beobachtet werden. Es findet nur eine
CXCR4-spezifische SDF-1 Antwort auf.

Teil der Kulturen wurde zuvor mit dem CXCR4-Antagonisten AMD3100 bzw. mit dem Ga-

Inhibitor Pertussistoxin (PTX) behandelt. Die SDF-1 Stimulation wurde durch Waschen mit

eiskaltem PBS abgestoppt und die Zellen wurden direkt in Probenpuffer lysiert. Die

Stimulation von CXCR4-WT transfizierten Kulturen zeigte die bereits beschriebene (Ganju et

al., 1998; Sotsios et al., 1999), SDF-1 induzierte Phosphorylierung (Abb. 3.6C). Dabei konnte

ein deutlicher Unterschied zwischen nicht stimulierten Kontrollkulturen und den SDF-1
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stimulierten Kulturen gezeigt werden. Dieser Effekt konnte durch den Einsatz von AMD3100
und PTX unterdriickt werden (Abb. 3.6C), wodurch auf ein direktes Zusammenspiel von
CXCR4 und Ga;-Protein geschlossen werden kann. Eine vergleichbare Aktivierung von
ERK1/2 in den mit CXCR7-WT und CXCR7-4tail transfizierten Kulturen konnte dagegen
nicht gezeigt werden (Abb. 3.6D, E). Die Signalintensitit der Banden der stimulierten
Kulturen war nicht signifikant von der Signalintensitdt der Banden der Kontrollkulturen
verschieden.

Des Weiteren sollte die Aktivierung von G-Proteinen auch anhand der Messung von
intrazelluldren [Ca®']i-Stromen untersucht werden. Diese geben bekanntermallen Aufschluss
liber die Aktivierung von Proteinen der Gg/i1-Subfamilie oder von Gij,-Gg/11-Proteinchiméren
(Conklin et al., 1993; Liu et al., 2003). Fiir die Experimente wurden die Zellkulturen mit
Rezeptorkonstrukten allein bzw. mit Rezeptorkonstrukten und G-Proteinkonstrukten
gleichzeitig transfiziert. Vor den Messungen wurden die transfizierten Kulturen zunichst mit
dem Calcium-sensitiven Farbstoff des Calcium 4 Assay Kits von Molecular Devices
inkubiert, bevor die Stimulation und Messung mit der FlexStation3 erfolgte.

Die Funktionalitit des Versuchsaufbaus konnte durch die Stimulation des Neurokinin-1
Rezeptor (NK1-R) gezeigt werden, der nach Substanz P-Stimulation G4-Proteine aktiviert, die
dann ihrerseits die Freisetzung von [Ca’’]; ins Cytosol vermitteln (Abb. 3.7A). Die
Stimulation mit SDF-1 15ste dagegen keine Mobilisierung von [Ca*']; in CHO-K1 Zellen aus,
die allein mit wildtypischen Rezeptoren oder Rezeptorchimiren transfiziert waren (Abb.
3.7A). Dies konnte dadurch erkldrt werden, dass endogenes G/11-Protein, das die Rezeptoren
iber den Phospholipase C-Signalweg an die Calcium-Mobilisierung koppeln konnte, nicht in
ausreichendem MafBe vorhanden ist um ein detektierbares Signal zu erzeugen.
Wahrscheinlicher ist es jedoch, dass die Rezeptoren nicht an die endogenen G-Proteine
koppeln. Fiir CXCR4 ist bekannt, dass er an Gaip-Proteine koppelt (Moepps et al., 1997;
Kleemann et al., 2008). Deshalb wurden die Rezeptoren im Weiteren zusammen mit den G-
Proteinchiméren Gqi5 oder G16z44 transfiziert, die Gou-bindende Rezeptoren an Gog-
vermittelte Signalwege koppeln. Nach Cotransfektion von CXCR4-WT und einer G-
Proteinchimére konnte durch Stimulation mit SDF-1 eine deutliche Calcium-Antwort
gemessen werden (Abb. 3.7A, B). Bei CXCR7-WT und den Rezeptorchiméren konnte durch
Cotransfektion mit einer G-Proteinchimire jedoch keine Calcium-Antwort hervorgerufen

werden (Abb. 3.7B).
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Abbildung 3.7: Kopplung von wildtypischen und chimiren Rezeptoren an G-Proteinchiméren.
Zum Nachweis der G-Protein Kopplung durch Messung der Go,,-vermittelten intrazelluldren Calcium-
Antwort wurden CHO-K1 (A, B) und HEK293 Zellen (C, D) transient mit den wildtypischen und
chimiren Rezeptoren zusammen mit G-Proteinchiméren transfiziert. Die G-Proteinchimiren 16z44
und qi5 koppeln Goy-aktivierende Rezeptoren an Gog-vermittelte Signalkaskaden. Die Stimulation
erfolgte nach 30 Sek. mit 80 nM SDF-1 und AMD3100 wurde 15 Minuten vor Versuchsbeginn
appliziert. Der durch Substanz P aktivierte, Gog-koppelnde Neurokin-1 Rezeptor (NK1-R) diente als
Positivkontrolle. A, C: Die Traces der Calcium-Antworten wurden auf die Basallinie normalisiert.
Jeder Trace entspricht dem Mittelwert aus 3-4 Wells eines reprisentativen Experiments. B, D:
Mittelwerte der maximalen Fluoreszenzamplitude (n=8-12). Eine G-Protein Kopplung konnte nur bei
CXCR4-WT und nur in Kombination mit einer G-Proteinchimére gezeigt werden.

Der gleiche Versuchsautbau wurde auch an HEK293 Zellen angewandt, um die Experimente
fiir das bei den {ibrigen Fragestellungen angewandte HEK293-Zellsystem zu validieren. Die
Experimente fiihrten ebenfalls zu der Aussage, dass allein der CXCR4-Rezeptor und nur bei
Cotransfektion mit einer G-Proteinchimére eine deutliche Calcium-Antwort auslost. Die
Relevanz von endogenem CXCR4-Rezeptor in den HEK293 Zellen zeigt sich bei der
Messung von Kulturen, die allein mit einer G-Proteinchimire transfiziert wurden. In diesen
Kulturen konnte ebenfalls eine Aktivierung gemessen werden, deren Signalstirke allerdings
geringer als die von rezeptortransfizierten Kulturen war (Abb. 3.7C). Zur Priifung der
CXCR4-Sperzifitit des SDF-1 Signals wurden die Kulturen auBerdem mit dem CXCR4-
Antagonisten AMD3100 vorbehandelt. Dies fiihrte zu einer deutlichen Reduktion des SDF-1
vermittelten Signals, allerdings nicht zu einer kompletten Ausldschung der Calcium-Antwort.

CXCR7-WT und die Rezeptorchimiren zeigen auch in HEK293 Zellen keine Mobilisierung
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von intrazelluldirem Calcium (Abb. 3.7D). Damit 16scht der CXCR7 C-Terminus die G-
Proteinkopplung des CXCR4-Rezeptors aus, wenn er mit diesem Rezeptor fusioniert wurde.
AuBlerdem 16st CXCR7 keine G-Protein abhingigen Signalkaskaden aus und auch der
Austausch seiner C-terminalen Doméne durch die entsprechende CXCR4-Doméne ist nicht
ausreichend um eine G-Protein Aktivierung hervorzurufen. Auch der zusitzliche Austausch

der zweiten cytosolischen Doméne hat darauf keinen weiteren Einfluss.

3.6  Regulation der Liganden-abhingigen Rezeptorinternalisierung

In Zabel et al. 2009 wurde gezeigt, dass die spontane und Liganden-abhidngige
Internalisierung des CXCR7-Rezeptors durch die Deletion der C-terminalen Domédne
ausgeloscht werden kann. Des Weiteren ist bereits etabliert, dass der CXCR4-Rezeptor unter
Ligandeneinfluss internalisiert (Haribabu et al., 1997). Basierend auf diesem Wissen sollte
nun gepriift werden, ob der Austausch der C-terminalen Doméne von CXCR7 bei CXCR7-
4tail Liganden-abhingige Internalisierung erlaubt, nachdem die spontane Internalisierung bei
dieser Mutante ausgeloscht ist. Fiir diese Untersuchungen wurden erneut die Techniken
Immunfluoreszenz und ELISA in Form der unter 3.1 beschriebenen Pulsmarkierung mit anti-
HA Primérantikorper angewendet. Auf die Pulsmarkierung folgte eine 30 miniitige
Behandlung mit Vehikel, 20 nM SDF-1, 1 uM CCX733 oder 6 uM AMD3100.

Das Experiment bestétigte die Hypothese, dass CXCR7-4tail in Anwesenheit von SDF-1
internalisiert (Abb. 3.8E-G). Die ELISA-Analysen mit dem synthetischen CXCR7-Liganden
CCX733 zeigten im Weiteren, dass auch dieser Ligand die Internalisierung des Rezeptors im
Vergleich zur geringen, spontanen Internalisierung beschleunigte (Abb. 3.8H). Eine &hnliche
Beschleunigung der Internalisierung wurde auch an CXCR7-WT gezeigt. Unter CCX733-
Einfluss wurde CXCR7-WT schneller internalisiert als ohne Ligand und eine Behandlung mit
SDF-1 fiihrte nach dem 30 miniitigen Internalisierungsintervall sogar zu einer nahezu
vollstdndigen Internalisierung der pulsmarkierten Oberfldchenrezeptoren (Abb. 3.8A-D). An
CXCR4-WT konnten die bereits bekannten Effekte beobachtet werden, dass der Rezeptor nur
sehr schwach spontan internalisiert, durch SDF-1 eine eindeutige Internalisierung einsetzt und
dass AMD3100 als CXCR4-Antagonist die Rezeptorinternalisierung blockiert (Abb. 3.8I-L).
Bei der Tail swap-Mutante CXCR4-7tail wurden keine Einfliisse von SDF-1 und AMD3100
auf die Internalisierung festgestellt. Unter jeglicher Behandlung erreichte der Rezeptor nur
das Internalisierungslevel wie bei der Liganden-unabhingigen Internalisierung (Abb. 3.8M-
P). Diese Experimente fithren zu der Aussage, dass SDF-1 und CCX733 die Internalisierung
von CXCR7-WT und CXCR7-4tail beschleunigen.
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Abbildung 3.8: Unterschiede zwischen Liganden-unabhingiger und Liganden-abhingiger
Internalisierung der Wildtyprezeptoren und Tail swap-Mutanten. Immuncytochemische
Pulsmarkierung von wildtypischen und chiméren Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur
Visualisierung der Rezeptorinternalisierung. Die Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikorper bei 4°C
pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen fiir 30 Min. mit Vehikel (A, E, I, M), 20 nM SDF-1 (C, G,
K, 0), 6 uM CXCR4-Antagonist AMD3100 (J, N) bzw. 1 uM synthetischem CXCR7-Liganden
CCX733 bei 37°C inkubiert (B, F). Die Detektion erfolgte mittels Cy3-konjugiertem
Sekundérantikdrper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler Mikroskopie. Balken: 10 um.
D, H, L, P: Quantitative Analyse der Rezeptorinternalisierung mittels ELISA. Der
Oberflachenrezeptorspiegel wurde nach 30 Min. Inkubation mit angegebenen Liganden bzw. direkt
nach der Beladung mit anti-HA Antikorper (Startwert) an fixierten, aber nicht permeabilisierten Zellen
bestimmt. Die Werte sind als Prozent des Startwerts angegeben. SDF-1 und CCX733 beschleunigen
die Internalisierung von CXCR7-WT und CXCR7-4tail signifikant. CXCR4-WT wird nur durch SDF-
1 internalisiert und auf CXCR4-7tail haben SDF-1 und AMD3100 keinen signifikanten Einfluss.
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3.7  Aktivierung der CXCR7-4tail Mutante

Neben der Eigenschaft der CXCR4 C-terminalen Doméne eine SDF-1 abhéngige
Internalisierung auszulGsen, ist weiterhin bekannt, dass dieser Vorgang durch GRK-
phosphorylierungsabhéngige Mechanismen vermittelt wird (Barker und Benovic, 2011).
Diese Eigenschaft sollte an der CXCR7-4tail Rezeptorchiméire im Vergleich mit dem
CXCR4-WT Rezeptor iiberpriift werden. Die Fragestellung wurde mit Westernblots von
WGA -aufgereinigten Lysaten und dem UMB-2 Primérantikorper angegangen. UMB-2 ist ein
monoklonaler Kaninchen anti-CXCR4 Antikorper, der gegen die 22 C-terminalen
Aminosduren des CXCR4-Rezeptors gerichtet ist (Fischer et al., 2008). Der Antikorper ist
phosphosensitiv und eignet sich fiir die Kldrung einer Phosphorylierungsfragestellung. Wie
bei Sanchez-Alcaniz et al. (2011) vor kurzem gezeigt wurde, ist die UMB-2-Bindung an
CXCR4-WT nach einer Stimulation des Rezeptors, auf die eine Phosphorylierung folgt,
deutlich beeintrachtigt. Die UMB-2-Bindung konnte aber wieder hergestellt werden, wenn die
stimulierten Proben wihrend der WGA-Aufreinigung mit der A-Proteinphosphatase (A-PP)
dephosphoryliert wurden. Der Antikérper UMB-2 erkannte an unbehandelten Proben die
gleichen spezifischen Rezeptorbanden wie der anti-HA Antikérper (vgl. Abb. 3.4). Fiir

A CXCR4-WT B CXCR7-4tail Abbildung 3.9: C-terminale Phosphorylie-
e o . 2 rung von CXCR4-WT und CXCR7-4tail.

Immunoblots von  WGA-aufgereinigten
HEK293 Lysaten, die zuvor transient mit
HA-getagtem Rezeptor transfiziert wurden.
Die Kulturen wurden mit Vehikel oder 20
nM SDF-1 fiir 1 Std. stimuliert und die
Lysate wurden wie dargestellt mit Lambda

1h - th  1h
+ - + - +
72 :
56
. '
43 .. i .
Proteinphosphatase (A-PP) dephosphoryliert.

[ Oberer Abschnitt: Detektion von CXCR4-

72 WT (A) und CXCR7-4tail (B) mit dem mk
- Kaninchen anti-CXCR4 Antikorper UMB-2,
. der als Epitop nur das nicht phosphorylierte

43 .. . C-terminale Ende des CXCR4-Rezeptors
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g5 . . - — — - Phosphorylierung des UMB-2 Epitops bei

CXCR4-WT, aber eine starke konstitutive
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Behandlung mit SDF-1 kann eine nahezu vollstindige Phosphorylierung des UMB-2 Epitops beider
Rezeptoren erreicht werden. Untere Abschnitte: Aliquots der gleichen Proben des oberen Abschnittes
wurden mit Kaninchen anti-HA Antikdrper zur Uberpriifung der GleichmiBigkeit der
Expressionsspiegel detektiert. AuBerdem wurden sie mit Maus anti-Transferrinrezeptor (TFR) zur
zusitzlichen Uberpriifung von gleichmiBiger Proteinbeladung detektiert.
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anti-HA

anti-TFR
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CXCR4 zeigte er eine Bande bei 47 kDa und fiir CXCR7-4tail zeigte er eine breite Bande von
50 bis zu 70 kDa (Abb. 3.9). Durch Dephosphorylierung konnte bei CXCR7-4tail im
Gegensatz zu CXCR4-WT ein verstirktes Signal detektiert werden. Dies spricht fiir eine
konstitutive Phosphorylierung des Rezeptors. Nach einer einstiindigen Inkubation der
rezeptortransfizierten Kulturen mit SDF-1 verschwindet das UMB-2 Signal bei beiden
Rezeptoren nahezu vollstindig. Durch Dephosphorylierung der Rezeptoren wurde das UMB-
2 Signal wieder detektierbar. Es findet also bei beiden Rezeptoren eine SDF-1-induzierte
Phosphorylierung statt. Die Ladekontrollen, fiir die sowohl der anti-HA Antikorper als auch
der anti-Transferrinrezeptor Antikdrper eingesetzt wurden, zeigten dabei keine
entsprechenden Abweichungen im Proteinspiegel. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass
CXCR7-4tail anders als CXCR4-WT bereits in nicht stimulierten Kulturen konstitutiv im
Bereich der 22 C-terminalen Aminosduren phosphoryliert wird und dass diese

Phosphorylierung durch Stimulation mit SDF-1 noch intensiviert wird.

3.8 Der CXCR7 C-Terminus beschleunigt die Aufnahme und den Abbau von SDF-1

Nach Untersuchung der Regulation der Internalisierung und der Aktivierung von Wildtyp-
Rezeptoren und den Tail swap-Rezeptorchiméren, sollte als Néchstes die rezeptorabhéngige
Prozessierung von SDF-1 durch diese Rezeptoren untersucht werden. Dazu wurden zunéchst
die Kinetiken der Aufnahme von radioaktiv markiertem SDF-1 durch die Rezeptoren bzw.
durch Mock-transfizierte Kulturen von HEK293-Zellen gepriift. Zundchst wurden die
Kulturen unter Internalisierungs-verhindernden Bedingungen (4°C) mit 25 pM '*’I-SDF-1
beladen. Anschlieend wurden sie mit eiskaltem PBS gewaschen, um einen SDF-Pulse zu
erzeugen. Ein Teil der Kulturen wurde direkt nach dem Beladen lysiert, um den Startwert zu
bestimmen. Die iibrigen Kulturen wurden iiber verschiedene Zeitintervalle (0, 5, 15, 30 Min)

125

bei 37°C inkubiert, um die Internalisierung des Radioliganden “’I-SDF-1 zu ermdglichen.

Dann wurden die Kulturen mit einem sauren Citratpuffer (pH4,5) gewaschen, wodurch

samtliches, an der Zelloberfliche verbliebenes 125_.SDF-1 abgewaschen wurde, so dass der

- 125
Anteil an aufgenommenem

125

[-SDF-1 in den Lysaten gemessen werden konnte. Der Anteil
des aufgenommenen “~I-SDF-1 wurde dann als Prozent des Startwertes dargestellt. Fiir alle
vier Rezeptoren konnte die Aufnahme von '*’I-SDF-1 gezeigt werden. Allerdings traten
deutliche Unterschiede in den Kinetiken auf (Abb. 3.10A, B). Wihrend die '*I-SDE-1
Aufnahme bei CXCR4-WT und CXCR7-4tail relativ langsam war und das intrazellulire '*I-
SDF-1 konstant zunahm, wurde das gebundene 151.SDF-1 von CXCR7-WT und CXCR4-

7tail sehr schnell internalisiert und erreichte frith ein Maximum. Dies zeigt, dass der CXCR7
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Abbildung 3.10: Schnelle Endocytose
und Degradation von '*’I-SDF-1 durch
den CXCR7 C-Terminus. HEK293
Zellen wurden transient mit Leervektor
(Mock), Wildtyp oder Tail-swap Rezeptor
transfiziert. A, B: Internalisierungskinetik

von rezeptorgebundenem '**I-SDF-1.
Rezeptortransfizierte Kulturen wurden bei
4°C  mit 'PI-SDF-1  pulsmarkiert,

gewaschen und direkt lysiert (Startwert)
oder fiir die angegebenen Zeitpunkte bei
37°C inkubiert und vor der Lyse sauer

gewaschen, um restliches
oberflichengebundenes '*I-SDF-1  zu
entfernen. Die Daten der sauer

gewaschenen Proben sind als Prozent des
Startwerts angegeben. Rezeptoren, die
den CXCR7 C-Terminus tragen,
vermitteln eine schnellere Internalisierung
von '®I-SDF-1 als Rezeptoren mit dem
CXCR4 C-Terminus. C-F: Scavenging
Aktivitdt der Wildtyp und Tail-swap
Rezeptoren. Die verschiedenen Kulturen
wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte
bei 37°C mit '*’I-SDF-1 inkubiert. Dann
wurden die Uberstinde einer TCA-
Fillung unterzogen um degradiertes '*’I-
SDF-1 (C, D) von intaktem '*I-SDF-1 (E,
F) zu separieren. C, D: Rezeptoren mit
dem CXCR7 C-Terminus erzeugen mehr

'21-SDF-1 Abbauprodukte im
Zellkulturiiberstand. E: Die Entfernung
von intaktem '*I-SDF-1 aus dem

Zellkulturiiberstand erfolgt bei CXCR7-
WT und CXCR7-4tail nach einer

dhnlichen Kinetik. F: Im Gegensatz zu CXCR4-7tail entfernt CXCR4-WT signifikante Mengen
intaktes '>I-SDF-1 aus dem Zellkulturiiberstand. G, H: Intrazelluldre Akkumulation von '*’I-SDF-1.
Die verschiedenen Kulturen wurden fiir die angegebenen Zeitpunkte bei 37°C mit '*I-SDF-1
inkubiert. AnschlieBend wurden sie sauer gewaschen, um restliches oberflichengebundenes '*’I-SDF-
1 zu entfernen, und dann lysiert. Die Messung des intrazelluldren '’ ergab, dass die Rezeptoren mit

dem CXCR7 C-Terminus schnell '*’I-SDF-1 in den Zellen akkumulieren, bevor der intrazelluldre

1257

SDF-1 Spiegel wieder leicht absinkt (CXCR7-WT) bzw. einen konstanten Spiegel erreicht (CXCR4-

7tail). Die Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus akkumulierten dagegen fortwéhrend mehr

1251

SDF-1 in den Zellen. Statistik: 2way ANOVA. *: signifikante Unterschiede zwischen dem jeweiligen
Rezeptor und Mock transfizierten Kulturen. #: signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp und Tail-
swap Mutante aufzeigen. Signifikanzlevel: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

C-Terminus im Vergleich zum CXCR4 C-Terminus eine deutlich schnellere Aufnahme von

SDF-1 ermoglicht.

Basierend auf dieser Erkenntnis sollte als Néchstes untersucht werden, ob die Effizienz der

SDF-1 Aufnahme aus dem Kulturmedium bei den CXCR7 C-Terminus tragenden Rezeptoren
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auch verbessert ist. Aus diesem Grund wurden die Kulturen andauernd fiir 5, 30, 90 oder 120
Minuten mit '*’I-SDF-1 inkubiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und dann
einer Féllung mit 12,5% Trichloressigsdure (TCA) unterzogen. Dadurch konnte intaktes
Protein pelletiert werden, wéihrend Proteinfragmente geldst blieben. Beide Fraktionen wurden
getrennt gemessen, um die Verhiltnisse von intaktem '*I-SDF-1 und degradiertem ['*’I] zu
bestimmen. Die Zellen wurden wéhrenddessen sauer gewaschen und lysiert. So wurde

125]_SDF-1 entfernt und das intrazellulir akkumulierte '>I-

restliches oberflaichengebundenes
SDEF-1 konnte gemessen werden.
Die schnellste Akkumulation von degradiertem '*’I-SDF-1 wurde im Kulturmedium von
CXCR7-WT beobachtet (Abb. 3.10C). Der Rezeptor erzeugte in 120 Minuten 2,9mal mehr
Abbauprodukte als CXCR7-4tail. Auch die CXCR4-Mutante, welche die C-terminale
Doméne von CXCR7 tragt (CXCR4-7tail), erzeugte 1,7mal mehr Abbauprodukte als der
wildtypische CXCR4-Rezeptor (Abb. 3.10C, D). Verglichen mit CXCR7-WT erzielten die
CXCR4-Ttail transfizierten Kulturen allerdings nur eine 2,4mal geringere Menge an
degradiertem ['*’I]. Trotz der deutlichen Unterschiede lagen die Mengen an degradiertem
['®I] in allen rezeptortransfizierten Kulturen signifikant iiber dem Level der Mock-
transfizierten Kulturen. Soweit weisen die Experimente darauf hin, dass der CXCR7 C-
Terminus nicht nur die Aufnahme von SDF-1 beschleunigt, sondern auch dessen Degradation
bzw. die Exocytose der Degradationsprodukte erhoht.

Die Betrachtung der Spiegel von intaktem '*

I-SDF-1 in den Kulturiiberstinden zeigte bei
allen vier Rezeptoren eine Abnahme iiber die Zeit. Am effizientesten entfernten CXCR7-WT
und CXR7-4tail das '*I-SDF-1 aus dem Medium (Abb. 3.10E). Die Reduktion von '*’I-SDF-
1 im Medium durch CXCR4-WT ist etwas geringer, aber signifikant stirker als durch
CXCR4-Ttail (Abb. 3.10F). Bei CXCR4-7tail wurde zwar eine Tendenz zur Abnahme von

extrazellulirem '

I-SDF-1 gefunden, diese war jedoch nicht signifikant von der '*’I-SDF-1
Reduktion durch Mock-transfizierte Kulturen verschieden. Aus diesen Ergebnissen kann
abgelesen werden, dass CXCR4-WT und CXCR7-4tail, obwohl sie SDF-1 langsamer
aufnehmen und abbauen als die entsprechenden Rezeptoren mit der C-terminalen CXCR7-
Domine, SDF-1 trotzdem effizient aus dem Kulturmedium entfernen.

Um diese Diskrepanz zu erkliren, wurden die Daten zur intrazelluliren '*’I-SDF-1-
Akkumulation herangezogen. Diese Daten zeigen eine deutliche Akkumulation von '*’I-SDF-
1 in Kulturen mit CXCR4-WT und CXCR7-4tail. Im Vergleich dazu akkumulierten die
CXCR7-WT und CXCR4-7tail transfizierten Kulturen zunichst schnell eine gewisse Menge

'1-SDF-1, der intrazellulire '*I-SDF-1-Spiegel erreichte aber friih sein Maximum und stieg
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nicht weiter an (Abb. 3.10G, H). Im Fall von CXCR7-WT nahm es sogar wieder leicht ab.
Diese Tatsache ldsst sich durch den Vergleich mit den zuvor gewonnenen Erkenntnissen

125

beziiglich der "“I-SDF-1-Degradation erkldren. Dort konnte parallel zum stagnierenden

1251 SDF-1 ein verstirktes Auftreten von extrazelluliren

intrazelluldren Level von
Abbauprodukten beobachtet werden. Dies alles ldsst vermuten, dass die Rezeptoren mit dem
CXCR4 C-Terminus die langsamere SDF-1-Aufnahme durch eine andauernde Akkumulation
von SDF-1 im Zellinneren kompensieren. Die Rezeptoren mit der CXCR7 C-terminalen
Domine nehmen SDF-1 dagegen schneller auf, schleusen Abbauprodukte dann aber auch
schneller aus der Zelle heraus, so dass sich das intrazelluldre SDF-1-Level schneller bei einer

bestimmten Konzentration einpendeln kann.

3.9 Potentielle Phosphorylierungsstellen im CXCR7 C-Terminus beeinflussen die
Geschwindigkeit der Rezeptorinternalisierung

Bisher wurden vor allem die Auswirkungen des Austausches der C-Terminalen Doménen von
CXCR7 und CXCR4 auf die Funktionalitit der Rezeptoren untersucht. Dariiber hinaus
wurden weitere Mutanten des CXCR7-Rezeptors auf verdnderte Rezeptorfunktionalitit hin
untersucht. Wie aus den in Abschnitt 3.2 beschriebenen Ergebnissen hervorgeht, gab es bei
diesen Mutanten aber keinen Hinweis auf eine verdnderte Funktionalitit. Wéhrend der
Durchfithrung der weiterfiihrenden Untersuchungen zu den Tail swap-Mutanten geriet
allerdings eine weitere Mutante in den Fokus, deren Funktionalitit deutlich eingeschriankt zu
sein schien. Bei dieser Mutante handelte es sich um eine Phosphorylierungsstellen-defiziente
Mutante, bei der komplementdr zur CXCR7-Y/A Mutante sdmtliche Serin- und Threonin-
Reste durch Alanine ersetzt wurden.

Fir die Charakterisierung dieser ST/A-Mutante wurde zundchst die bereits unter 3.1
beschriebene immuncytochemische Pulsmarkierung herangezogen. Dabei wurden die
lebendigen rezeptortransfizierten und mit Primérantikérper beladenen Kulturen iiber
verschiedene Zeitintervalle (0, 5, 15, 30 Min.) bei Internalisierung-ermdglichenden 37°C ohne
oder mit 20 nM SDF-1 inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen fixiert, permeabilisiert
und pulsmarkiertes Rezeptorprotein wurde mit Cy3-konjugiertem Sekunddrantikdrper
detektiert und mit konfokaler Mikroskopie dokumentiert.

Bereits dieser relativ einfache Versuchsansatz zeigte deutliche Unterschiede zwischen der
CXCR7-ST/A Mutante und CXCR7-WT. Diese stellten sich vor allem bei den frithen
Zeitpunkten, insbesondere aber nach 15 Minuten Inkubationszeit, dar. So war bei der ST/A-

Mutante nach 5 Minuten fast kein internalisiertes Rezeptorprotein zu erkennen (Daten nicht
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Abbildung 3.11: Unterschiede bei der Internalisierung von CXCR7-WT und Serin/Threonin-
defizienten Mutanten. Immuncytochemische Pulsmarkierung von wildtypischen und mutierten
Rezeptoren in transfizierten HEK293 Zellen zur Visualisierung der Rezeptorinternalisierung. Die
Rezeptoren wurden mit anti-HA Antikorper bei 4°C pulsmarkiert. Danach wurden die Kulturen fiir 15
Min. ohne Ligand (A-D) oder mit 20 nM SDF-1 (E-H) bei 37°C inkubiert. Die Detektion erfolgte
mittels Cy3-konjugiertem Sekundirantikdrper an permeabilisierten Kulturen und mit konfokaler
Mikroskopie. I: Schematische Ubersicht iiber die durch Alanine ersetzten Serin- und Threonin-Reste
der ST/A-Mutanten im CXCR7 C-Terminus. J: Internalisierungskinetik von rezeptorgebundenem '*’I-
SDF-1. Rezeptortransfizierte Kulturen wurden bei 4°C mit '*I-SDF-1 pulsmarkiert, gewaschen und
direkt lysiert (Startwert) oder fiir die angegebenen Zeitpunkte bei 37°C inkubiert und vor der Lyse
sauer gewaschen, um restliches oberflichengebundenes '*I-SDF-1 zu entfernen. Die Daten der sauer
gewaschenen Proben sind als Prozent des Startwerts angegeben. Die nicht internalisierende Mutante
CXCR7-ACterm wurde als Negativkontrolle eingefligt. Die Reduktion von potentiellen
Phosphorylierungsstellen im C-Terminus fiihrt zu einer langsameren Internalisierung von '*’I-SDF-1
durch den CXCR7-Rezeptor. Statistik: Vergleich von CXCR7-WT und ST/A-Mutanten mit 2way
ANOVA. Signifikanzlevel: *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

dargestellt) und auch nach 15 Minuten war ein GroBiteil des Rezeptorproteins noch an der
Zelloberfliche (Abb. 3.11B, F). Der wildtypische CXCR7-Rezeptor internalisiert dagegen
schon in 5 Minuten nahezu vollstindig und liegt bei 15 Minuten vollstindig internalisiert vor
(Abb. 3.11A, E). Nach 30 Minuten Inkubation ist dann aber auch das pulsmarkierte ST/A-
Rezeptorprotein fast vollstindig internalisiert und es ist kein eindeutiger Unterschied zu
CXCR7-WT mehr zu erkennen. Die Stimulation mit SDF-1 scheint auf diesen Vorgang
keinen Einfluss zu haben. Die SDF-1 behandelten Préparate (Abb. 3.11E-H) zeigen keine
erkennbaren Unterschiede zu den unbehandelten Préparaten (Abb. 3.11A-D).

Deshalb konnte fiir die genauere Untersuchung und Quantifizierung der Unterschiede in der
Internalisierungskinetik die Internalisierung von rezeptorgebundenem '*’I-SDF-1, wie bereits
unter 3.8 beschrieben wurde, gemessen werden. Mit diesem Versuchsaufbau konnten die
Erkenntnisse aus der Immuncytochemie bestitigt werden. Die ST/A-Mutante nimmt
gebundenes '*’I-SDF-1 auf, dieser Vorgang ist aber deutlich langsamer als bei CXCR7-WT

(Abb. 3.11J). AuBerdem kann CXCR7-ST/A in 30 Minuten nur etwa ein Drittel des
40



gebundenen '*’I-SDF-1 aufnehmen, wihrend CXCR7-WT in der gleichen Zeit mindesten drei
Viertel des gebundenen '*’I-SDF-1 aufnimmt.

Um die verdnderte Internalisierungskinetk von  CXCR7-ST/A  auf eine
Phosphorylierungsstelle oder ein bestimmtes Serin-Threonin-Motiv zuriickfiihren zu kénnen,
wurden noch zwei weitere ST/A-Mutanten erstellt und auf ihre Internalisierungskinetik hin
untersucht. Bei jeder der beiden Mutanten war nur je ein Motiv aus drei der insgesamt acht
Serin- und Threonin-Reste verdndert (Abb. 3.111). Die Abweichungen beider Mutanten von
der Internalisierungskinetik von CXCR7-WT waren aber geringer als bei der ST/A-Mutante.
In der Immuncytochemie sind sie nach 5 Minuten zwar noch nicht so stark internalisiert wie
der Wildtyprezeptor, aber bereits nach 15 Minuten ist kaum mehr ein Unterschied zu CXCR7-
WT zu sehen (Abb. 3.11C, D, G, H). Dies wird durch die Quantifizierung der '21.SDF-1
Internalisierung bestdtigt. Bei den partiellen ST/A-Mutanten beginnt die Internalisierung von
'I_.SDF-1 langsamer, nach 15 Minuten ist der Unterschied zu CXCR7-WT aber nur noch
gering. AuBerdem vermitteln sie die Internalisierung von '*I-SDF-1 deutlich schneller als
CXCR7-ST/A. Diese Daten zeigen eine deutliche Abhédngigkeit der Internalisierungskinetik
des CXCR7-Rezeptors von potenziellen C-terminalen Phosphorylierungsstellen. Diese sind
allerdings nicht fiir die Rezeptorinternalisierung allein verantwortlich, sondern ermdglichen
eher eine beschleunigte Internalisierung. AuBerdem kann dieser Effekt nicht auf ein
bestimmtes Serin-Threonin-Motiv  zuriickgefiihrt werden sondern bedarf vielmehr

weitreichender Verdanderungen.
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4 Diskussion

Es ist noch nicht lange her, dass eindeutige Unterschiede in der Funktion von CXCR4 und
CXCR?7 festgestellt wurden. Beide Rezeptoren binden und internalisieren SDF-1, aber nur
CXCRY ist ein effizienter Scavenger (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006; Boldajipour
et al., 2008). AuBerdem unterscheidet sich CXCR7 von CXCR4 dadurch, dass er keine
Signale iiber heterotrimere G-Proteine vermittelt und Liganden-unabhéngig internalisiert
(Sierro et al, 2007; Levoye et al., 2009; Rajagopal et al., 2009; Luker et al, 2010; Naumann et
al., 2010). Uber die strukturellen Determinanten, welche diese verschiedenen
Rezeptorfunktionen vermitteln, ist allerdings relativ wenig bekannt (Zabel et al., 2009; Gravel
et al., 2010; Naumann et al., 2010; Canals et al., 2012; Ray et al., 2012). Durch die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurde gezeigt, dass die C-terminale Doméne viele
wichtige Eigenschaften von CXCR7 beeinflusst. So entsteht durch die Ubertragung der C-
terminalen Doméne von CXCR4 auf den CXCR7-Rezeptor eine Rezeptorchimire, die SDF-1-
abhingig internalisiert und konstitutiv phosphoryliert wird, aber kaum Liganden-unabhéngige
Internalisierung aufweist. Aulerdem beschleunigt der CXCR7 C-Terminus nicht nur die
Rezeptor-abhingige Endocytose und Degradation von SDF-1 durch einen phosphorylierungs-

abhingigen Prozess, sondern trigt auch zur Degradation des Rezeptorproteins selbst bei.

4.1.1 Die Spontane Internalisierung wird durch den CXCR7 C-Terminus reguliert und
erfolgt iiber Clathrin-vermittelte Endocytose
Zu Beginn dieser Studie konnte durch verschiedene spezifische Endocytosehemmer deutlich
gezeigt werden, dass CXCR7 tiber Clathrin-vermittelte Endocytose internalisiert wird und
dass Caveolae in diesem Zusammenhang keine Rolle spielen. Diese Daten korrelieren mit
anderen Studien, die deutliche Beeintrachtigungen der Rezeptorinternalisierung und SDF-1-
Aufnahme durch die Blockierung der Clathrin-vermittelten Endocytose erzielen konnten
(Luker et al., 2010; Ray et al., 2012).
Im Weiteren wurden der Prozess der CXCR7-Internalisierung und der Einfluss der C-
terminalen Doméne auf die Liganden-unabhéngige Rezeptorinternalisierung untersucht. Die
Analyse von CXCR7, CXCR4 und den Tail swap-Mutanten ergab, dass der C-terminalen
Domine eine zentrale Rolle bei dieser spontanen Rezeptorinternalisierung zukommt. Durch
den Austausch der C-terminalen Domine des CXCR7-Rezeptors gegen die entsprechende
Doméne des CXCR4-Rezeptors (CXCR7-4tail) wurde die spontane Internalisierung
ausgeloscht. Umgekehrt konnte durch Einfiigen des CXCR7 C-Terminus am CXCR4-
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Rezeptor (CXCR4-7tail) spontane Internalisierung induziert werden. Welche Bedeutung die
spontane Internalisierung fiir die Funktion von CXCR?7 hat, ist dadurch aber noch nicht

geklart.

4.1.2 G-Protein und MAP-Kinase Aktivierung werden durch den CXCR7 C-Terminus
reguliert

Einen Hinweis auf die Funktion von CXCR7 liefert die CXCR4-7tail Mutante. Bei dieser
Mutante findet im Gegensatz zu CXCR4-WT keine G-Protein Kopplung statt und die
Aufnahme und Degradation von SDF-1 ist beschleunigt. Die fehlende G-Protein Kopplung
kann Erstens durch die geringe Verweildauer des Rezeptors an der Zelloberfliche ausgeldst
werden, welche durch die konstitutive Internalisierung von Rezeptoren mit dem CXCR7 C-
Terminus zustande kommt. Zweitens kann der Rezeptor aufgrund seiner Konformation oder
durch spezielle intrazellulire Modifikationen von der Kopplung an G-Proteine abgehalten
werden. Auf beschleunigter Aufnahme und Degradation von SDF-1 basiert die Scavenger-
Funktion von CXCR7. Da diese Eigenschaften auch bei CXCR4-7tail auftreten, sind sie der
C-terminalen Doméne von CXCR7 zuzuschreiben. Aufgrund dieser Tatsachen kann man
annehmen, dass bei CXCR7 die Scavenger-Funktion im Vordergrund steht und dass die G-
Protein Kopplung vernachléssigt wird.

Der Annahme, dass CXCR?7 durch seine geringe Verweildauer an der Zelloberfldche nicht an
G-Proteine koppeln kann, widersprechen die Erkenntnisse iiber die CXCR7-4tail Mutante.
Der CXCR4 C-Terminus verhindert bei dieser Mutante nicht nur die spontane
Internalisierung, sondern auch die schnelle Aufnahme und den damit verbundenen Abbau von
SDF-1. Trotzdem ermdglicht der CXCR4 C-Terminus dem CXCR7-Rezeptor keine G-Protein
Kopplung. Die G-Protein Kopplung wird demnach nicht durch eine geringe Verweildauer an
der Zelloberfldche verhindert.

Neben dem C-Terminus ist bei klassischen Chemokinrezeptoren auch die zweite cytosolische
Rezeptordomine und insbesondere das darin enthaltene DRYLAIV-Motiv fiir die G-Protein
Kopplung entscheidend (Thelen und Thelen, 2008). Bei CXCR?7 ist dieses Motiv verdndert
(DRYLSIT). Um den Einfluss der zweiten cytosolischen Doméne auf die G-Protein Kopplung
von CXCR7 zu untersuchen, wurde auch diese Domédne von CXCR7-WT und CXCR7-4tail
durch die entsprechende CXCR4-Doméne vertauscht und die daraus resultierenden
Rezeptormutanten wurden ebenfalls auf G-Protein Kopplung hin untersucht. Auch bei diesen
Mutanten konnte keine Aktivierung von G-Proteinen nachgewiesen werden. Die fehlende G-

Protein Kopplung von CXCR7-4tail und CXCR7-2cD4-4tail muss demnach iiber die
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Rezeptorkonformation bzw. spezielle intrazellulire Modifikationen erklart werden, die von
der Basis des CXCR7-Rezeptors ausgelost werden. Fiir CXCR7-4tail konnte die konstitutive
Phosphorylierung der C-terminalen Doméne gezeigt werden. Durch dieses Ergebnis liegt es
nahe, das CXCR?7 durch konstitutive, intrazelluldre Phosphorylierung dauerhaft desensitisiert
ist und die Kopplung an G-Proteine aus diesem Grund nicht mdglich ist.

Neben der Aktivierung von G-Proteinen gibt es noch einen weiteren Signaltransduktionsweg,
iber den intrazelluldre Signalkaskaden bei GPCRs aktiviert werden konnen. Dieser wird iiber
-Arrestine vermittelt, die bis vor Kurzem nur durch ihre Rolle bei der Endocytose bekannt
waren (Gurevich und Gurevich, 2006). Fiir CXCR7 wurde diese Art der Signaliibertragung
bereits mehrfach im Zusammenhang mit der Aktivierung von MAP-Kinasen untersucht
(Rajagopal et al., 2010; Decaillot et al., 2011; Canals et al., 2012; Ray et al., 2012). Alle diese
Studien zeigen in der Zelllinie HEK293 eine Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2, die in
Zusammenhang mit der Rekrutierung von B-Arrestin 2 steht. Die HEK293-Zelllinie
exprimiert signifikante Mengen endogenen CXCR4-Rezeptor. In der vorliegenden Studie
wurde an naiven HEK293-Kulturen SDF-1-induzierte, CXCR4-spezifische Phosphorylierung
von ERK1/2 nachgewiesen. In den anderen Studien wurde der Einfluss von endogenem
CXCR4 nicht untersucht und auch nicht ausgeschlossen. Die Aussagekraft der Studien
beziiglich CXCR7-spezifischer MAPK-Aktivierung ist deshalb anzuzweifeln. Fiir die
weiteren Untersuchungen zur MAPK-Aktivierung wurden deshalb CHO-K1 Zellen
verwendet, die untransfiziert keine ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation mit SDF-1
zeigen. An CXCR4-WT transfizierten CHO-Kulturen konnte eine durch SDF-1 Stimulation
induzierte Phosphorylierung von ERK1/2 nachgewiesen werden. AuBlerdem wurde gezeigt,
dass es sich dabei um einen Go,-vermittelten Effekt handelt. An CXCR7-WT und CXCR7-
4tail transfizierten CHO-Kulturen fand unter den gegebenen Versuchsbedingungen aber keine
SDF-1-vermittelte MAPK-Aktivierung statt. Demnach findet durch den CXCR7-Rezeptor
weder iber G-Proteine, noch iiber den alternativen, [-Arrestin 2-abhidngigen

Signaltransduktionsweg eine MAPK-Aktivierung statt.

4.1.3 Die C-terminale Doméine von CXCR?7 beeinflusst die Rezeptorstabilitit

Immunoblotanalysen von rezeptortransfizierten Kulturen zeigten deutliche Unterschiede
zwischen den Expressionsspiegeln der unterschiedlichen Wildtyp- und Tail swap-Rezeptoren,
die Hinweise auf eine unterschiedliche Regulation des Rezeptorproteinspiegels von CXCR7
und CXCR4 liefern. Die Signale der Kulturen mit Rezeptoren, die den CXCR7 C-Terminus

tragen, waren dabei mindestens um das Fiinffache geringer als die Signale der entsprechenden
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Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus. Eine Ursache fiir diese Expressionsunterschiede
wurde bei der Betrachtung der basalen Rezeptordegradation aufgedeckt. Wird die
Proteinsynthese durch Cycloheximidbehandlung blockiert, so zeigen CXCR7-WT und
CXCR4-Ttail einen beschleunigten Abbau des exprimierten Rezeptorproteins. Die Expression
der Rezeptoren mit der CXCR4 C-terminalen Domine ist dagegen deutlich stabiler. Der
CXCR7 C-Terminus beschleunigt also nicht nur die Liganden-unabhéngige Internalisierung,
sondern auch den Abbau von Rezeptorprotein. Folgerichtig ist davon auszugehen, dass der
endogen exprimierte CXCR7-Rezeptor im Gewebe durch Mechanismen wie
Transkriptionskontrolle und Rezeptorrecycling kontrolliert wird, um die Gesamtexpression
von CXCR7 im Gleichgewicht zu halten (Luker et al., 2010; Naumann et al., 2010; Canals et
al., 2012).

Weitere Analysen der Expressionsspiegel der transient transfizierten Rezeptoren
verdeutlichen den Einfluss von SDF-1 auf die Rezeptorexpression. Durch die
Langzeitbehandlung mit SDF-1 entstechen deutliche Unterschiede zwischen den
Proteinspiegeln von CXCR7 und CXCR4. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus anderen
Studien (Boldajipour et al., 2008; Naumann et al., 2010; Sanchez-Alcaniz et al., 2011) wurde
CXCR4-WT durch die Behandlung mit SDF-1 deutlich abgebaut. Die Expressionsspiegel von
CXCR7-WT und beiden Tail swap-Mutanten wurden dagegen nicht von SDF-1 beeinflusst.
Demzufolge  funktioniert bei CXCR7 und CXCR4 die Regulation der
Gesamtrezeptorexpression deutlich verschieden. Der CXCR7 C-Terminus beschleunigt den
basalen Abbau von Rezeptorprotein, wiahrend CXCR4 keinem basalen Abbau unterliegt und
nur durch Stimulation mit SDF-1 abgebaut wird. Mehr Gemeinsamkeiten hat CXCR7
dagegen mit CXCR3, einem weiteren nahe verwandten Chemokinrezeptor, der den Liganden
ITAC mit CXCR?7 teilt. CXCR3 wird ebenfalls Liganden-unabhéngig internalisiert und die
Aufrechterhaltung des Expressionsspiegels erfolgt iiber mRNA-Transkription und de novo
Rezeptorsynthese (Meiser et al., 2008). Es ist davon auszugehen, dass der CXCR7-
Expressionsspiegel ebenfalls liber de novo Rezeptorsynthese aufrechterhalten wird. Dariiber
hinaus bleibt vermutlich ein Teil des Rezeptorproteins durch Recycling-Prozesse erhalten, da

die Geschwindigkeit der Rezeptordegradation langsamer als die Rezeptorinternalisierung ist.
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4.1.4 Schnelle Internalisierung und Degradation von SDF-1 werden durch die C-
terminale Doméine vermittelt

Nicht nur die Rezeptorinternalisierung von CXCR?7 ist besonders schnell, sondern auch die
CXCR7-vermittelte Endocytose von SDF-1. Experimente mit radioaktiv markiertem SDF-1,
bei denen entweder eine Pulsmarkierung von Oberflichenrezeptoren vorgenommen oder eine
dauerhafte Inkubation mit SDF-1 durchgefiihrt wurde, zeigen deutlich den Einfluss der C-
terminalen Doméne auf die Aufnahme und den Abbau von SDF-1. Rezeptoren, die den
CXCR7 C-Terminus tragen, sind affiner fiir SDF-1 und internalisieren es viel schneller als die
entsprechenden Rezeptoren mit der C-terminalen Domidne von CXCR4. Diese Erkenntnis
korreliert mit den Ergebnissen von Zabel und Kollegen aus dem Jahr 2009, wo CXCR7 mit
der verkiirzten Mutante CXCR7AC-term verglichen wird. Die Ergebnisse fiihren zu der
Aussage, dass die C-terminale Domine die Affinitit fiir SDF-1 erhoht und fiir die
Internalisierung essentiell ist (vgl. Abb. 3.11).

Durch die effiziente Endocytose von SDF-1, die zusammen mit der durch SDF-1
beschleunigten Rezeptorinternalisierung auftritt, ist auch die Degradation von SDF-1 durch
CXCR7-WT und CXCR4-7tail deutlich stirker. Bei diesem Prozess spielt auch die
Rezeptorstabilitit eine wichtige Rolle. Unter den gegebenen experimentellen Bedingungen,
waren die Rezeptoren mit dem CXCR4 C-Terminus deutlich stirker exprimiert. Dies erklért,
warum CXCR4-WT und CXCR7-4tail nennenswerte Mengen SDF-1 akkumulieren konnten,
obwohl sie SDF-1 weniger affin binden und deutlich langsamer internalisieren. Bei
physiologischen Bedingungen wiirde man von &hnlichen Expressionsspiegeln ausgehen.
Berticksichtigt man dariiber hinaus das FlieBgleichgewicht von CXCR7 und die CXCR4-
Abnahme nach Langzeitbehandlung mit SDF-1, so ist es absehbar, dass CXCR7 unter
physiologischen Bedingungen der effizientere SDF-1-Scavenger ist. Als Konsequenz dieser
Scavenger-Funktion verhindert CXCR7 die durch SDF-1 induzierte Degradation von CXCR4
und balanciert auf diese Weise die SDF-1/CXCR4-Signalwege in der Ontogenese (Sanchez-
Alcaniz et al., 2011). Unter den pathologischen Bedingungen einer Multiplen Sklerose
verhindert die Scavenger-Funktion des in den Léasionen exprimierten CXCR7 dagegen die

Rekrutierung von Leukocyten (Cruz-Orengo et al., 2011).
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4.1.5 Strukturelle Determinanten im CXCR7 C-Terminus regulieren die
Rezeptorinternalisierung

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass viele der wichtigen Funktionen von
CXCR7 auf die C-terminale Doméne zuriickzufiihren sind. Es ist jedoch immer noch offen,
welche strukturellen Determinanten im C-Terminus diese Funktionen kodieren. Vorhersagen
fiir die Sekundérstruktur von CXCR7 (Jones, 1999; Bryson et al., 2005) weisen auf eine C-
terminale Helix VIII kurz hinter dem konservierten NPxxY-Motiv am Ende von
Transmembranhelix VII hin, wie sie in vielen Klasse A GPCRs auftritt. Der CXCR4-Rezeptor
hat keine solche Helix VIII, wie vor Kurzem iiberraschend durch die Aufklarung der CXCR4-
Kristallstruktur gezeigt wurde (Wu et al., 2010). Dieser Unterschied war Anlass fiir zwei
weitere Mutanten, bei denen die Helix VIII-kodierende Sequenz von CXCR7 deletiert bzw.
durch den nicht helikalen Bereich von CXCR4 ersetzt wurde. Mit diesen Mutanten sollte
untersucht werden, ob dieser Bereich der putativen Helix VIII eine verdnderte
Rezeptorinternalisierung aufweist. Es wurden keine Hinweise auf eine deutlich verdnderte
Internalisierung von CXCR7 gefunden. Darauthin wurde im restlichen C-Terminus, den
letzten 24 C-terminalen Aminosduren des CXCR7-Rezeptors nach weiteren bekannten
Motiven gesucht, die Einfluss auf die Internalisierung haben konnten.

Im CXCR3-Rezeptor ist am &duBersten C-Terminus ein YXXL-Motiv enthalten, das die
spontane Internalisierung dieses Rezeptors vermittelt (Meiser et al., 2008). Diese Art von
Motiv dient auch in vielen anderen Transmembranrezeptoren als Signal fiir endosomale und
lysosomale Zielfithrung (Bonifacino und Traub, 2003). Die CXCR7-Aminosiduresequenz
enthdlt ebenfalls ein YXXL-Motiv (YSAL), das neun Aminosiduren vor dem C-terminalen
Ende beginnt. Das Ubertragen dieses Motivs auf den CXCR4-Rezeptor in der CXCR4-7(C9)
Mutante induzierte aber keine Liganden-unabhingige Internalisierung von CXCR4. Des
Weiteren konnte durch Untersuchung der CXCR7-Y/A Mutante generell ausgeschlossen
werden, dass ein Tyrosin-basiertes Motiv fiir die spontane Internalisierung von CXCR7
notwendig ist.

Neben Tyrosinen sind Serine und Threonine als potentielle Phosphorylierungsstellen wichtige
Aminosdurereste der C-terminalen Rezeptordoméne. Es konnte gezeigt werden, dass der
Austausch aller Serine und Threonine im CXCR7 C-Terminus eine deutlich verlangsamte
Internalisierung und SDF-1 Aufnahme bewirkt. Diese interessante Erkenntnis erlaubt erstmals
detaillierte Riickschliisse auf den C-terminalen Mechanismus, der die Internalisierung von

CXCR7 und SDF-1 reguliert.
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Die Tatsache, dass der Verlust von potentiellen Phosphorylierungsstellen starke
Auswirkungen auf die spontane und Liganden-abhéngige Rezeptorinternalisierung und auf die
SDF-1-Aufnahme hat, weist auf einen Mechanismus hin, der auf verschiedenen
Proteinkinase-vermittelten Phosphorylierungen der C-terminalen CXCR7-Doméne beruht.
Dabei scheint CXCR7 konstitutiver Phosphorylierung zu unterliegen, welche die schnelle
spontane Internalisierung von CXCR7 ermoglicht. Ein dhnlicher Effekt wurde bereits fiir
einen weiteren Chemokinrezeptor, den atypischen Scavenging-Rezeptor D6 berichtet, der an
einem bestimmten Serin-Cluster konstitutiv phosphoryliert wird (McCulloch et al., 2008).
Dadurch erhoht sich die Stabilitdt des D6-Rezeptors, es findet inertes Rezeptortrafficking statt
und B-Arrestin wird an den D6-Rezeptor rekrutiert. Auch bei CXCR7 konnte die konstitutive
Phosphorylierung zur basalen Rekrutierung von B-Arrestin fithren, von der bereits berichtet
wurde (Rajagopal et al., 2010; Decaillot et al., 2011; Canals et al., 2012; Ray et al., 2012).
Diese Annahme wird durch die Ergebnisse bestéirkt, dass der CXCR4 C-Terminus starker
konstitutiver Phosphorylierung unterliegt, wenn er mit dem CXCR7-Rezeptor fusioniert
wurde (CXCR7-4tail). Von Gravel et al. wurde 2010 bereits gezeigt, dass an eine
vergleichbare Mutante konstitutiv p-Arrestin 2 rekrutiert wird. Es besteht daher die
Moglichkeit, dass die CXCR7-Basis zu einer Konformation neigt, die konstitutive C-
terminale Phosphorylierung begiinstigt und dadurch die Rekrutierung von B-Arrestin 2
initiiert.

Durch die Stimulation mit Ligand treten verstirkte C-terminale Phosphorylierung und
beschleunigte Internalisierung von CXCR7 auf, mit denen schnelle Aufnahme und
Degradation von SDF-1 einhergehen. Durch SDF-1 findet demnach eine Verdnderung im
CXCR7-Rezeptor statt, welche den C-Terminus fiir weitere Proteinkinasen zugénglich macht.
Durch die Kinasen konnen weitere Phosphorylierungen an Serin- und/oder Threoninresten
initiiert werden, die dann Prozesse in Gang setzen konnen, welche die
Rezeptorinternalisierung beschleunigen. An diesen Prozessen konnte ebenfalls B-Arrestin 2
beteiligt sein, da eine verstiarkte Rekrutierung von B-Arrestin 2 nach SDF-1 Behandlung, die
mit schneller CXCR7-Internalisierung einhergeht, bereits beschrieben wurde (Canals et al.,
2012; Ray et al., 2012). Von einer SDF-1-induzierten Signaltransduktion iiber CXCR7 und
einer Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden, kann, wie bereits unter 4.1.2 diskutiert, aber
eher nicht ausgegangen werden.

Uberraschenderweise konnten die essentiellen Phosphorylierungsstellen, die fiir die
beschleunigte Internalisierung von CXCR7 verantwortlich sind, nicht auf ein bestimmtes

Cluster aus Serin- und Threoninresten im distalen oder proximalen C-Terminus eingegrenzt
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werden. Beide Mutanten mit partiell eliminierten Phosphorylierungsstellen wiesen nur eine
leichte Beeintrachtigung der Internalisierung auf, die nicht im Vergleich zur Mutante mit
vollstidndig eliminierten Phosphorylierungsstellen steht. Dies legt die Vermutung nahe, dass
mehrere Phosphorylierungsstellen zur schnellen CXCR7-Internalisierung beitragen und dass
sie kein spezielles Motiv bilden, sondern iiber den C-Terminus verteilt vorliegen. Fiir eine
korrekte Rezeptorfunktion muss deshalb der gesamte CXCR7 C-Terminus unverdndert
vorliegen. Diese Hypothese wird durch die aktuellen Erkenntnisse von Ray und Kollegen
(2012) unterstiitzt, deren Studie die Auswirkungen von Deletionen am CXCR7 C-Terminus
untersucht. Sie beschreiben, wie die schrittweise Verkiirzung des C-Terminus zu reduzierter
Internalisierung, B-Arrestin Rekrutierung und Scavenger-Aktivitit von CXCR?7 fiihrt. Dabei
korreliert die fortschreitende Deletion mit der in dieser Studie gezeigten, fortschreitenden
Elimination von Phosphorylierungsstellen. Je mehr Aminosduren und potentielle
Phosphorylierungsstellen entfernt werden, desto stirker wird die korrekte Funktion von

CXCR?7 beeintrachtigt.
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5. Schlussfolgerungen

In der durchgefiihrten Studie konnten viele Erkenntnisse iiber die Funktion und Regulation
des Chemokinrezeptors CXCR7 gewonnen werden. Dabei stellte sich heraus, dass die C-
terminale Doméne einen sehr starken regulatorischen Einfluss auf den Rezeptor hat und fiir
eine korrekte Rezeptorfunktion essentiell ist. Der C-Terminus ermdglicht die konstitutive
Internalisierung des CXCR7-Rezeptors, der {iiber Clathrin-vermittelte Endocytose ins
Zellinnere geschleust wird. Ein GrofBteil des internalisierten Rezeptorproteins wird dort dem
Abbau zugefiihrt. Der Aufrechterhaltung des Gesamtexpressionsspiegels dienen de novo
Synthese und Rezeptorrecycling, durch die ein Fliefgleichgewicht entsteht. Der CXCR7-
Expressionsspiegel unterliegt auf diese Weise einer strikten Kontrolle. Die CXCR7-
Degradation wird ebenfalls durch die C-terminale Doméne vermittelt und ist unabhingig von
der Ligandenbindung. Eine CXCR7-vermittelte Signaltransduktion durch Stimulation mit
SDF-1, die entweder iiber G-Proteine oder iiber alternative Mechanismen verlduft und zu
einer Calcium-Antwort oder MAPK-Aktivierung fithren kdnnte, konnte in dieser Studie nicht
gezeigt werden. Vielmehr verhindert der CXCR7 C-Terminus die G-Protein Kopplung und
MAPK-Aktivierung, da er Kkonstitutiv phosphoryliert vorliegt und der Rezeptor so
desensitisiert ist. Die C-terminale Rezeptorphosphorylierung wird dabei durch die
Konformation der Rezeptorbasis vermittelt und kann durch Ligandenbindung moduliert
werden. Es konnte ausgeschlossen werden, dass das verdnderte DRYLAIV-Motiv in der
zweiten cytosolischen Doméne von CXCR7 die G-Protein Kopplung unterbindet. Auch in
anderen Studien wird CXCR7 nicht als klassischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor
beschrieben, sondern ist hauptsdchlich als Scavenger bekannt. Er bindet SDF-1 hochaffin,
internalisiert es besonders schnell und fiihrt es in groBen Mengen dem lysosomalen Abbau zu.
Die C-terminale Domine hat grofen Einfluss auf diesen Prozess. Diese Studie zeigt, dass
CXCR7 erst durch sie zum effektiven Scavenger wird. Diese Rezeptorfunktion wird
vermutlich durch eine verstirkte Phosphorylierung C-terminaler Serin- und/oder
Threoninreste ermdglicht, die durch die Bindung von SDF-1 und CXCR?7 initiiert wird. Dabei
kommt es weniger auf ein konkretes Serin-/Threonin-Motiv an, sondern es muss eine Vielzahl
dieser Phosphorylierungsstellen am C-Terminus vorliegen, um eine uneingeschriankte
Rezeptorinternalisierung und die damit verbundene Scavenging-Funktion von CXCR7 zu
ermoglichen. Der genaue Mechanismus der CXCR7-Phosporylierung an C-terminalen Serin-
und/oder Threoninresten muss in Zukunft aber noch genauer untersucht werden, um seinen

genauen Einfluss auf die CXCR7-Funktionen zu charakterisieren.
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