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Abkurzungsverzeichnis

alpha-AR alpha-Adrenozeptor

APLP1 und 2 ~-amyloid precursor like protein 1 &fid

APP Amyloid Precursor Proteine

ATP Adenosintriphosphat

BES N,N-bis(2-Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsé
BSA bovines Serum Albumin

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

DAG Diazylglyzerin

DMEM ,Dulbeccos minimum essential medium*

DNA »desoxyribonucleic acid“, Desoxyribonukleinge
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF ~epidermal growth factor* (epidermale Wacimssfaktoren)
EGFP ~enhanced green fluorescent protein“

EIF2B eukaryotischer Initiationsfaktor 2B

ERK extrazellular regulierte Kinase

FBS foetales bovines Serum

GDP, GTP Guanidindiphosphat, Guanidintriphosphat
G-Proteine Guaninnukleotid-bindende Proteine

Grb2 ~.growth factor receptor binding protein 2”
HEK- Zellen -human embryonal kidney cells”

HRP .horse radish peroxidase”

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

kDA kilo Dalton Molekulargewicht

MAP-Kinase mitogen aktivierte Protein-Kinase

MEK MAP-Kinase-Kinase

MRNA ~-messenger” Ribonukleotidséaure

NLS-PA-Gelelektrophorese Natriumlaurylsulfat-Polydamid-Gelelektrophorese
PBS ~phosphate buffer saline”

Pen/Strep Penizillin/Strepotmyzin

PIP, Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat



rpm Rotationen pro Minute
SOS ,son of sevenless*
TBST . TRIS-buffered saline Tween 20"



1 Einleitung

Der alpha-Adrenozeptor (alphaAR) vermittelt unter anderem sedativ-hypnotisched u
analgetische Effekte; dabei weist er eine hohe I8 gegentber seinen Agonisten auf. Der
alpha-AR kann daher als Modell dienen, um MechanismenAtgisthesie besser zu ver-

stehen.
1.1 Der alpha,-Adrenozeptor
1.11 Allgemeines zum alphadrenozeptor: Unterteilung und Vorkommen

Adrenozeptoren wurden von Ahlquist 1948 zunachslpha- und in beta- Adrenozeptoren
(AR) eingeteilt [4]. Anfang der siebziger Jahre deidie Unterteilung anhand der Lage der
Adrenozeptoren an der Synapse festgelegt. Man safiied damals zwischen post-
synaptischen alphaund beta,AR, welche das Signal an das Effektororgan veaitén,
und prasynaptischen alph@&R, welche durch einen negativen Feedbackmechasistne
Ausschuttung der Neurotransmitter wahrend der Nestwaulation limitierten [31]. Spatere
Studien ergaben, dass alpi#dR sowohl pra- als auch postsynaptisch lokalissertl, sodass
man eine neue Moglichkeit zur Einteilung der ARgec[63]. Die aktuelle Klassifizierung
der alpha-AR basiert auf der Wirkung der jeweiligdgonisten und Antagonisten. Als
alpha-AR werden diejenigen Rezeptoren bezeichnet, wetllreh Phenylephrin aktiviert
und durch Prazosin gehemmt werden. Rezeptorendudigh Clonidin stimuliert und durch

Yohimibin blockiert werden, gehdren zu den alpAR [32].

Alpha-AR kommen im gesamten Korper vor. Haupteffekte alpha-AR sind die zentrale
Blutdruckregulierung, die Thermoregulation, die ®ehnzverarbeitung und die Kontrolle von
Aufmerksamkeit und Wachheit. Der Angriffspunkt valpha-AR Agonisten im zentralen
Nervensystem, Uber den die hypnotischen Effektenitalt werden, wurde identifiziert im
Locus coeruleus [40]. Der Locus coeruleus ist emadrenerges Kerngebiet im lateralen
Anteil der Formatio reticularis in der Rautengrube Hirnstamm, auf den im Rahmen der

Hypnose alphaAR Agonisten inhibierend einwirken wie in Versuohmit Ratten festgestellt
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werden konnte [35]. Andere Funktionen der noradgere Neurone des Locus coeruleus sind
beispielsweise die Regulation der Wachheit mit edilhdirekter Projektionen aus dem
Nucleus suprachiasmaticus [22] und die VerbessedemgMerkfahigkeit durch Stimulation
des Nervus vagus uber Aktivierung der Amygdala ded Hippokampus [21]. Die mole-
kularen Mechanismen der Wirkungsweise von ghkRR Agonisten sind noch nicht eindeutig
geklart. Weitere Funktionen von alph@R sind die Férderung der Thrombozytenaggregation
[1], die Hemmung der Insulinfreisetzung im Pankreasl die Hemmung der Lipolyse im
Fettgewebe [33]. Im Magen-Darm-Trakt vermitteln haelpAR die Verdauungsfunktionen,
wie z.B. Schleimhautsekretion und Darmtatigkeit [5]

Aufgrund der oben skizzierten Wirkungen werden alghR-Agonisten unter anderem in der
Inneren Medizin (z.B. als Antihypertensivum) undder Anasthesie (z.B. als Adjuvans bei

der Narkose) eingesetzt.

1.1.2 Subklassifikation von alphaidrenozeptoren

Beim Menschen werden drei Subtypen von glgha unterschieden: alphaAR, alphay-AR
und alpha-AR. Alle alpha-AR sind beteiligt an der Generierung von kontiaktiProzessen
zusammen mit anderen Rezeptoren wie z.B. den alRaArterielle Vasokonstriktion wird
durch alphg:- und alpha,-AR vermittelt, Kontraktion der vendsen Gefalie duatphac-AR
[8]. Die Verteilung der alphsAR Subtypen bei Saugetieren wurde an Nagetieréersucht
und es wurde festgestellt, dass alle drei Subtyparmalpha-AR sowohl im zentralen als auch
im peripheren Nervensystem vorkommen und es fierje8ubtypen eine Lokalisation mit
verstarktem Auftreten gibt. So ist der alphAR im zentralen Nervensystem im Locus
coeruleus stark ausgepragt, aber auch in peripi@rganen (Darm, Herz) ist er weit ver-
breitet [54], [55]. Als prasynaptischer RezeptordMhm eine wichtige Rolle bei der Kon-
trolle der Transmitterfreisetzung zugesprochen.[®&r alpha,-AR ist im zentralen Nerven-
system in geringerem Mal3e vertreten als die be8ldstypen A und C, bevorzugt jedoch im
Thalamus, sowie in peripheren Geweben, wie z.BNilere und in glatten Muskelzellen [54],
[55]. Der alpha-AR ist vor allen Dingen im zentralen Nervensystemfinden, hier ins-
besondere im Bereich des Locus coeruleus, der Riéphree und der Substantia nigra [52].

EINLEITUNG
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Wie auch der alphaAR wirkt der alpha-AR bei der prasynaptischen, hemmenden Ruck-
kopplung als Autorezeptor [47].

Die Subklassifikation der alph#R basiert auf unterschiedlichen Bindungsaffiratatder
verschiedenen Liganden. Die Tabelle 1.1.2 soll reitéberblick tber die bevorzugten
Bindungspartner der einzelnen alpiR Subtypen geben.

Tabelle 1.1.2: Subklassifikation des alpha2-AR  basierend auf unterschiedlichen Affinitaten zu
Rezeptorliganden: + schwache Affinitat; ++ mittlere Affinitat; +++ starke Affinitat [modifiziert nach 56]

Alpha ,,-AR Alpha ,,-AR Alpha ,.-AR
Oxymetazolin +++ + ++
Guanfacin +++ ++ +
Yohimbin + ++ +++
Prazosin + ++ +++
Chlorpromazin + +++ ++
ARC-239 + +++ ++

1.1.3 Struktur und Funktion von alpb#R

Alphax-Adrenozeptoren gehdren der Gruppe der G-Protekoppelten Rezeptoren an. In
seiner dreidimensionalen Struktur durchspannt degeRtor die Zellmembran siebenmal in
Form von alpha-Helices, sodass sich extra- wieanadtular jeweils drei Taschen/Schleifen
bilden. Dabei kommen die hydrophoben Anteile degeRtors zwischen der Lipidbilayer-
schicht der Zellmembran zu liegen, wéahrend die ddiien Enden aus der Zellmembran
herausragen. Das Amino-Ende des Rezeptors besitteextrazellular und ist beim alpha
AR und alpha-AR glykolysiert [56]. Die Glykolysierung nimmt awudie Funktion des Re-
zeptors keinen Einfluss, aber sie spielt eine Rodlieder Verteilung des Rezeptors innerhalb
der Membran und beim Expressions- und Internalisigsprozess des Rezeptors [56]. Das
Karboxy-Ende des Rezeptors ist intrazellular Iddatt. Eine Stimulation des Rezeptors er-
folgt durch extrazellulare Bindung von AgonistenepdAntagonisten an eine Tasche des
Rezeptors, welche durch Anteile der sieben trandmamiren alpha-Helices gebildet wird
[56].

Wahrend die transmembrandren Regionen der Rezeptgpen A, B und C des alphAR
Zu ca. 75% dieselbe Aminosaurensequenz habenyb&rscheiden sich die extra- und intra-

zellularen Anteile der Rezeptoren voneinander.dsshdere die dritte, intrazellulare Schleife

EINLEITUNG
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des alphgaAR stellt dabei eine interessante Region dar. 8acde z.B. beobachtet, dass die
Interaktion von Spinophilin, einem zellstabilisirdem Protein des Zytoskeletts, mit der
dritten, intrazellularen Schleife von alph&R zur Stabilisierung der alpf&R auf der Zell-
oberflache beitragt [6]. AuRerdem wurde im Falles ddpha-AR gezeigt, dass die dritte,
intrazellulare Schleife in den Prozess der Inforamsweiterleitung in der Zelle eingebunden

ist durch Interaktion mit G-Proteinen [15].

°o°°°°mm
© )
Y @ ~a
N N
b
o GO
®o % ‘11;:@ ooﬂﬁ'@\noo
(1)
8 ®®®®% S &coon
o %
0]
g ; /
9 ®) o
@®® @(D S @? % Eﬁ intrazellular
o @ & Q PEOOED
© & (0]0/010]6.0101010

() 0,
6 o
PO  Vooepoe® Ceveoooocoood®

Abbildung 1.1.3: Darstellung des humanen alpha ,,-AR in Einzelbuchstabenkodierung. Der
Karboxy-Terminus liegt intrazellular, der Amino-Terminus befindet sich extrazellular. Die Disulfid-
briicke zwischen zwei extrazellularen Zystein-Aminoséuren ist hier der Ubersichtlichkeit halber nur

schematisch dargestellt [modifiziert nach 56].

1.14 Signaltransduktion: G-Protein gekoppelter Rezepiwl dessen Effektorsysteme

Alpha-AR sind Membranrezeptoren, die selbst kein Enzanstellen, aber in der Lage sind,
Enzyme indirekt zu aktivieren Uber sogenannte Gdtre (Guaninnukleotid-bindende
Proteine). Die G-Proteine befinden sich intrazélithn der Zellmembran und werden von
extrazellular Gber den alphAR-Liganden stimuliert. Dies erfolgt durch einedormations-

anderung der sieben Transmembranhelices des Rezeptelche sich auf die an den Re-
zeptor gekoppelten G-Proteine auswirkt. Die von @GeRroteinen aktivierten Enzyme pro-
duzieren nun Botenstoffe, die den Effekt des Rembganden bewirken. Es gibt unter-
schiedliche G-Proteine: stimulierende G-ProteingRteine) und inhibierende G-Proteine
(Gi-Proteine). Im Falle des alphAR binden hauptséachlich @®roteine. G-Proteine sind

EINLEITUNG
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heterotrimere Moleklle bestehend aus einer alplegner beta- und einer gamma-
Untereinheit. Im inaktiven Zustand héalt die alphatéteinheit ein Guanidindiphosphat (GDP)
gebunden, im aktiven Zustand ein GuanidintriphospBaP).

Bei Stimulation des alpha&AR erfolgt die Konformationsanderung der siebeariBmembran-
helices, sodass das GDP an der alpha-UntereinbgiGeProteins durch GTP ersetzt wird.
Damit ist das @Protein aktiviert, 16st sich vom Rezeptor und @ktfin zwei Teile: das
beta/gamma-Dimer, das sich vom Rezeptor wegbewegt die alpha-Untereinheit mit dem
gebundenen GTP, welche die Aktivierung der intlak®len Enzyme udbernimmt. Diese
aktivierbaren Enzyme produzieren sekundare Bot#esfsecond messenger*), die den Zell-

stoffwechsel beeinflussen und daher als Effektoesys bezeichnet werden.

MNH 5 extrazellulér

Plasmamembran

Abbildung 1.1.4: Schematische Darstellung eines G-P  rotein gekoppelten Rezeptors mit sieben
hydrophoben, transmembranéaren Bereichen; die hydrophilen Proteinabschnitte reichen in extra- und
intrazellulares Milieu. Alpha-, beta- und gamma-Untereinheiten des G-Proteins des Rezeptors be-
finden sich intrazelluldr: die Bindungsstelle flir Rezeptorliganden ist hier durch einen Stern markiert
[modifiziert nach 56].

Der alpha-AR beeinflusst in seiner aktivierten Form versdeiee Enzyme und Kandle. So
hemmt er die membranstandige Adenylatzyklase, sodagsiger zyklisches Adenosinmono-
phosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) ehtstSpannungsabhéangige Kalzium-
kanale werden inhibiert, sodass eine Depolarisatiorder prasynaptischen Membran ver-
hindert und die Katecholaminausschittung in denagischen Spalt vermindert wird.

Hieraus resultiert eine verminderte Sympathikusékit. Ligandengesteuerte Kaliumkanale
dagegen werden durch alph®R Stimulation aktiviert, genauso die Enzyme Plhadipase

D, C und A. Phospholipasen sind Esterasen, welche Glyzerppbbpide hydrolytisch

EINLEITUNG



-6 -

spalten. Die Phospholipase C beispielsweise spiestifisch das Phosphatidyl-Inositol-4,5-
bisphosphat (PHp aus der Innenseite der Zellmembran, wobei das breamgebundene
Diazylglyzerin (DAG) und das frei bewegliche Inasil,4,5-triphosphat (§} als sekundéare
Botenstoffe entstehen. Das DAG aktiviert die Priotwiase C, welche durch Phospho-
rylierung Proteine (de-)aktiviert. DasslRuhrt zu einer Freisetzung von Kalzium aus dem
Endoplasmatischen Retikulum der Zelle, welchesdalser Botenstoff zusammen mit dem
DAG die Proteinkinase C aktiviert. Neben der Akgiving der Phospholipase C fihrt die
alpha-AR Stimulierung auch zur erhdhten Aktivitat dertogien aktivierten Protein Kinase

(MAP-Kinase), was Gegenstand dieser Arbeit seih sol

1.15 Mitogen aktivierte Protein-Kinase

In der vorliegenden Arbeit wurde die mitogen aldite Protein-Kinase untersucht, um den
Einfluss von Protein-Protein-Wechselwirkungen aug @hysiologischen Funktionen des
alpha-AR zu bestimmen. Dabei wurde die MAP-Kinase-Aldiving zum Vergleich in zwei
Zelllinien gemessen, wovon eine Zelllinie nur Gbfgha-AR verfligte und die andere Zell-
linie sowohl alphgAR als auch Amyloid Precursor Proteine (APP) exiperte. Es war die
Wechselwirkung zwischen dem apt#R und dem APP von Interesse, weil bereits fir ein
anderes Protein aus der Genfamilie der Amyloid lsexr Proteine, das ,amyloid precursor

like proteinl” (APLP1), eine Interaktion mit denphk-AR gezeigt werden konnte.

Mitogen aktivierte Protein-Kinasen (MAP-Kinasengwstrn den Zellzyklus Uber die Akti-
vierung von Wachstumsfaktoren. Hierbei stellenesireen Schliisselmechanismus dar, extra-
zellulare Signale nach intrazellulér fortzuleitdhAP-Kinasen werden durch mitogene Sub-
stanzen aktiviert. Das sind exogene Stoffe, wetibeZellteilung induzieren, z.B. epidermale

Wachstumsfaktoren (EGF) und Somatomedine.

Im Falle von alphaAR aktiviert die MAP-Kinase ebenfalls die Effeksgsteme des Re-
zeptors innerhalb der Zelle. Dazu sind Rezeptosigionasen tber Adapterproteine (,growth
factor receptor binding protein 2%, Grb2, und ,sainsevenless”, SOS) mit dem RAS-Protein
verbunden (siehe Abbildung 1.1.5) [57]. Bei Liganbi@dung am alphaAR wird das RAS-
Protein Uber die Adapterproteine (Grb2 und SOS)vigkt und setzt die Proteinkinase-

EINLEITUNG
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Kaskade in Gang. Das RAS-Protein interagiert mit Pi@teinkinase Raf-Kinase und phos-
phoryliert diese. Die auf diese Weise aktiviertef-Rmase stimuliert die MAP-Kinase-
Kinase (MEK), welche nun die MAP-Kinase selbst pgitasyliert. Die Substrate der

aktivierten MAP-Kinase sind Transkriptionsfaktonamd andere Effektorsysteme.

O Rezeptortyrosinkinase

---------------

: ] SerOPO,~

Translokation in
den Nukleus

T
opo OH

I Gentranskription I

Abbildung 1.1.5: Schematische Darstellung der MAP-K inase Signaltransduktionskaskade
(Rezeptortyrosinkinasen > Grb2 - SOS - Ras-Protein & Raf-Kinase > MAP-Kinase-Kinase (MEK)
- MAP-Kinase) [modifiziert nach 57]

1.1.6 Regulation der Rezeptordichte

Die physiologische Rezeptordichte und die damibuedene Effektgréf3e von Liganden auf
ein Gewebe werden von verschiedenen Parametermfloest. Neben der Synthese von
Rezeptoren im Endoplasmatischen Retikulum spielerschiedene Mechanismen an der
Zellmembran eine Rolle bei der Regulation der Rexdhte. Drei Mechanismen wurden
hierbei genauer untersucht: die DesensitisieruiggEddozytose und die Herunterregulierung

(,down-regulation®) von Rezeptoren [14].

EINLEITUNG
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Unter Desensitisierung versteht man den Sachverdads ein Rezeptor trotz adaquater Sti-
mulation eine geringere Ansprechempfindlichkeitvait. Man bezeichnet den Rezeptor in
diesem Zustand als refraktar, das bedeutet, @idst empfanglich fur Stimulation. Die Re-
fraktarphase wird durch zwei Proteinfamilien aulfiteerhalten: durch G-Protein gekoppelte
Rezeptor-Kinasen und durch Arrestine. G-Proteinogpklte Rezeptor-Kinasen binden an
aktivierte Rezeptoren und phosphorylieren diese. phosphorylierte Rezeptoren binden
vermehrt Arrestine, welche die Signaltransduktienminieren [14]. Durch Bindung von
Arrestinen an aktivierte G-Protein gekoppelte Réaem wird eine Trennung von Rezeptor
und G-Protein herbeigeflhrt, sodass Agonisten-wézh@a Signale nicht mehr in die Zelle
fortgeleitet werden. Aul3erdem vermitteln Arrestdie Agonisten-induzierte Internalisierung
des alphgAR (siehe unter 1.2). Desensitisierung geht miteeitemporar verminderten
Dichte an Rezeptoren auf der Zelloberflache einhahei die internalisierten Rezeptoren

wieder an die Zelloberflache zuriicktransportiertdea konnen.

Die Endozytose ist ein weiterer Vorgang zur Regoatier Rezeptordichte. Hierbei werden
G-Protein gekoppelte Rezeptoren binnen Minuten Wegdmist-induzierter Aktivierung unter
Mitwirkung von Arrestinen in ,Clathrin-coated pit€ndozytiert [69], [17], wobei die Inter-
nalisierung des alpbaAR Subtyps arrestinunabhéngig zu geschehen scfigihtNach er-
folgter Endozytose kdnnen die Rezeptoren entwededesverwertet und an die Plasma-
membran zuriicktransportiert oder aber abgebautemerDies geschieht durch Fusion der

endozytotischen Vesikel mit Lysosomen.

Der Prozess der Herunterregulierung (,down-regoitéd)i von G-Protein gekoppelten Re-

zeptoren resultiert in einer verringerten Gesamgeatter zellularen Rezeptoren. Dies ist das
Ergebnis gesteigerter lysosomaler Degradierunguwaemchinderter messenger Ribonukleotid-
saure (MRNA) der G-Protein gekoppelten Rezeptosedlass es zu einer verminderten

Expression von alphaAR kommt [16].

EINLEITUNG
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1.2 Interaktion des alpha-AR mit anderen Proteinen

Wie oben beschrieben, vermitteln alp#R ihre Effekte Uber Interaktionen mit G-Proteinen
Neben diesen G-Proteinen wurden in den letztenedaleine Reihe weiterer Proteine
identifiziert, die unabhangig von den G-Proteinéerdalls an den alphsAR binden und die

Funktion des Rezeptors beeinflussen kénnen.

Spinophilin ist eines der Proteine, das an denaalpR bindet und auf diese Weise mit allen
drei Rezeptorsubtypen A, B und C des ajphR interagiert [6]. Es hat verschiedene Do-
manen, die unterschiedliche Bindungen und Intevakin katalysieren, beispielsweise besitzt
Spinophilin eine N-terminale, Aktin bindende Domaeme Phosphatase 1 bindende Domane
und eine Domane zur Rezeptorinteraktion. Mit leeatddomane erfolgt die Bindung an die
dritte, intrazellulare Schleife des alphsR [49]. Hierbei kommt es zu Wechselwirkungen
zwischen Spinophilin und vermutlich sowohl dem Nyimalen Bereich als auch dem C-
terminalen Bereich der dritten, intrazellularen I8dh des alphaAR [71]. Die Interaktion
des alphgAR mit Spinophilin wird durch Stimulation des apbAR durch Agonisten
verstéarkt. Dies ist durch die Agonisten-bedingtenfbomationsanderung des alphsR zu
erklaren, welche die Wechselwirkungen zwischen &giilin und dem alphaAR erleichtert.
Ein Effekt dieser Interaktion ist z.B. die Stabéising des alphaAR auf der Zelloberflache.
AulRerdem fungiert Spinophilin als Bindeglied zwisnhdem Rezeptor und anderen Pro-
teinen, indem es mit einer Domé&ne an den algtid bindet und mit einer anderen Doméane

an ein anderes Protein [6].

Arrestine (Arrestin-2 und -3) stellen Proteine dhe ebenfalls an alle Rezeptorsubtypen A, B
und C der alphaAR binden, wobei sie beim alphaAR keinen Effekt erzeugen [14]. Beim
alphap-AR und beim alphg-AR vermitteln Arrestine die Agonisten-induziertetdrnali-
sierung des alphaAR. Untersuchungen dazu zeigten eine SpezifitiPdeteinsubtypen von
Arrestin fur die jeweiligen alphaAR Subtypen [13]. Arrestin-3 bindet an den alghand
den alpha-AR und bewirkt eine Verlagerung des aktiviertenréwbzeptors nach intra-
zellular, wahrend Arrestin-2 diesen Effekt lediglibeim alpha-AR hervorruft. Der Wirk-
mechanismus von Arrestinen wurde eingehend untersun es konnte gezeigt werden, dass
die Bindung von Arrestinen an aktivierte alpi#R eine Trennung des alphAR von seinem
G-Protein bewirkt. Dadurch ist die Stimulation d&gonisten am alphaAR beendet [14].
Neben der Bindung von Arrestinen an alpAf bestehen auch direkte Interaktionen von
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Arrestinen mit anderen Proteinen wie z.B. Klathuimd Phosphoinositid, welche bei der Ver-
lagerung der alphaAR in die Zelle als ,coated pits* (unter 1.1.6 bleseben) mitwirken
[19]. Alle diese Wechselwirkungen sind Bestandtib Verlagerungsprozesses des alpha
AR in die Zelle. Es sind unterschiedliche Wege Alggstins nach Bindung an Zellrezeptoren
beschrieben. Entweder dissoziert Arrestin vom Ze#ptor bevor dieser internalisiert wird
(Klasse-A-Rezeptoren), wie beispielsweise im Fall beta-AR, oder aber Arrestin wird mit

dem Zellrezeptor nach intrazellular verlagert (ISa8-Rezeptoren) [72], [42].

Ein weiteres Protein, welches in die Regulation dfha,AR eingreift, ist das 14-3&3
Protein. In humanen Zellen sind sieben Isoformen $4-3-3 Proteinen bekannt, die sich
durch das Vorliegen in Form von Dimeren auszeicl{68h Die 14-3-3 Proteine haben ver-
schiedene Funktionen im Bereich des Zellzyklus mytdskeletalen Ablaufen [20]. So sind
beispielsweise 14-3e3Proteine tumorsuppressiv [68] und 14+438roteinen werden anti-
apoptotische Effekte zugesprochen, was sich im Rahwon Infarktgeschehen als thera-
peutischer Angriffspunkt herausstellen kénnte [F4]r das 14-3-3 Protein wurde gezeigt,
dass es wie Arrestin-3 an den C-terminalen Berd@hdritten, intrazellularen Schleife des
alphas-AR bindet [71]. Seine Affinitdit dem alphaAR gegenilber ist geringer als die
Affinitat von Spinophilin und Arrestin, aber denfokonnte die Konkurrenz dieser Proteine
in Bezug auf die Bindung an den alphAR eine Auswirkung auf die Funktion des alpha
AR haben [71].

Alle diese Proteine binden an die grol3e, drittéramellulare Schleife der alphAR. Es
wurden auch Proteininteraktionen am zytoplasmagisdlarboxyl-Terminus des alphAR

im Bereich der vierten, intrazellularen Schleifes ddpha-AR beschrieben, z.B. mit dem
eukaryotischen Initiationsfaktor 2B (EIF2B) [29].eD EIF-2B ist ein ,Guaninnukleotid-
Austausch-Protein“, welches regulativ in Translasiorozesse der Zelle eingreift. Es wird
vermehrt exprimiert auf der Zelloberflache, welahi extrazellularem Medium in Kontakt
steht. Mit seiner alpha Untereinheit bindet der-EB-an den C-Terminus der zytoplasma-
tischen Domane von alpha AR und betagAR, weshalb die Vermutung nahe liegt, dass
EIF-2B -wie die oben erwahnten Proteine- ebenfalisg ist, die Adrenozeptoren zu beein-
flussen. Es wird spekuliert, dass EIF-2B im Gegtnga den Arrestinen (funktionelle De-

sensibilisierung) eher verstarkend auf die Adreptmen wirkt [29].
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Es konnten also direkte Wechselwirkungen des alplRamit Proteinen identifiziert werden,
die einen Beitrag leisten zur Regulation der Rez$yktion des alphaAR. Der alphaAR
weist mehrere Bindungsstellen fiir diese Proteirfe su binden z.B. Liganden wie Spino-
philin [49], Arrestin [30] und das 14-33Protein an die dritte, intrazellulare Schleife des
alpha-AR. EIF-2B und -wie erst kurzlich gezeigt werdeonkte- auch das ,amyloid
precursor like protein 1* (APLP1) aus der Genfaender Amyloid Precursor Proteine binden

dagegen an die vierte, intrazellulare Domane dawaAR [74].

1.3 Die Familie der Amyloid Precursor Proteine

An den alphgaAR binden Proteine aus der Familie der Amyloid tBiree (wie oben be-
schrieben z.B. das APLP1). Amyloid Proteine stebame heterogene Gruppe ubiquitar auf-
tretender Polypeptide dar. Zu ihr wird das ,betadmnd precursor protein“ (APP) gezahlt,
genauso wie das ,amyloid precursor like proteirAPI(P1) und das ,amyloid precursor like
protein 2 (APLP2). Alle drei Proteine sind Typ-tahsmembranproteine mit einer einzelnen,
hydrophoben, transmembranen Region, einem groReazellularen Amino-Terminus sowie
einem Kkleine Karboxy-Terminus an der zytoplasmhgsc Seite [10]. Das APP ist haupt-
sachlich an Synapsen lokalisiert, aber seine plogische Funktion in den Neuronen ist noch
nicht eindeutig geklart [48]. Es wird vermutet, slage in die Prozesse der Synaptogenese und

der synaptischen Funktion involviert sind [62], 28

Im Zusammenhang mit der Pathogenese der Alzheimkeakung spielt die Anh&ufung von
beta-Amyloiden eine zentrale Rolle. Der APP-Metawls ist bei der Alzheimer Erkran-
kung veréandert: APP werden von Proteasen (beta-gantma-Sekretasen) gespalten und es
kommt zu einer pathologischen Akkumulation von b&tayloid Peptiden in sogenannten
senilen Plaques. Diese senilen Plaques weiserN&nmtoxizitat auf, die sich im Untergang
bestimmter neuronaler Populationen in an Alzheierkrankten Gehirnen manifestiert [38].
Diese Erkenntnis wird durch die Entdeckung gestittass in Neuronen des Hippokampus
das Vorherrschen einer geringen Menge an APP mdretrhohten Anzahl funktioneller
Synapsen einhergeht [48]. Es liegt nahe, dass pakp&dukt des APP, das beta-Amyloid
Protein, neurotoxisch wirkt, wahrend das Vorliegeninger Mengen von APP vorteilhaft fur
die Funktionalitat von Neuronen ist. In der Behandl der Alzheimer Erkrankung stellen die
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Enzyme, welche die APP-Prozessierung zu beta-Anhyooteinen katalysieren, einen thera-
peutischen Angriffspunkt dar [65]. Man vermutetssla@ie Generierung von beta-Amyloiden
innerhalb intrazellularer, membrangebundener endatsr Vesikel geschieht, was eine ein-
gehendere Erforschung endosomaler Vorgange erfmfilenacht zur Entwicklung neuer

Alzheimer Medikamente [65].

Zusammenhange und Wechselwirkungen zwischen denaajiR und dem vorwiegend im
Gehirn auftretenden APLP1 wurden ebenfalls festdjesAPLP1 interagiert mit allen drei
humanen alphaAR Subtypen in der Form, dass nach Gabe von glpRaAgonisten APLP1
verstarkt an den Rezeptor bindet [74]. Diese Asdmmi verursacht eine Verlagerung des
Rezeptors von der Zellmembran in intrazellulare hipétte und verstarkt aul3erdem die
Hemmung der Adenylatzyklase durch die alpAR Aktivierung [74]. Es wird diskutiert, ob
die neuroprotektiven Effekte des alpi#R Uber die verminderte Produktion des sekundaren
Botenstoffes cAMP vermittelt werden. Durch den nigeren cAMP-Spiegel in der Zelle
werden Proteinkinasen seltener phosphoryliert uachid seltener aktiviert, was zu einer

reduzierten Erregbarkeit der Zelle fuhrt [74].

Um die Bedeutung der Wechselwirkungen zwischen alpiR und APP einordnen zu
koénnen, ist die Verteilung der Proteine und inshdsoe die Koexistenz der Proteiimevivo
von Interesse. AlphaAR sind sowohl im zentralen als auch im periphedenvensystem als
auch in dbrigen Organen und Geweben weit verbreidais APP ist ein ubiquitar vor-
kommendes Polypeptid, sodass die Mdglichkeit elnegraktion zwischen alphsAR und
APP im gesamten Korper gegeben ist. Dies untechtrdie Relevanz und Notwendigkeit, die
genaueren Mechanismen der potentiellen Wechselngdw zwischen alphsAR und

Amylpoid Precursor Proteinen genauer zu beleuchten.
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1.4 Zielsetzung der Dissertation

Der therapeutische Wert von alptR Agonisten ist in der Anasthesiologie anerkaiie
dampfende Wirkung auf das sympathische Nervensystemanalgetischen und hypnotisch-

anxiolytischen Effekte der alph&R Agonisten sind hier wichtige Vorzuge.

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung der Wechsdtwirgen zwischen dem alphAR und
dem ,Amyloid Precursor Protein“, welches im Rahnuar Alzheimer Erkrankung patho-
logische Bedeutung erlangt. Zum Einen wurde dergé-raachgegangen, inwiefern das
Amyloid Precursor Protein durch Bindung an den alAR dessen Aktivierung beein-
trachtigt. Zum Anderen wurde untersucht, welchemfl&® das Amyloid Precursor Protein in

der Zelle auf den Internalisierungsvorgang desapiiR hat nach dessen Aktivierung.

Es soll untersucht werden, wie der alpA®R durch das Amyloid Precursor Protein in seiner
Funktion reguliert oder beeinflusst wird. Ziel iss, die Wirkungsweise der Signaltrans-
duktion besser zu verstehen, um eventuelle AndatzBharmaka zu entdecken, welche am

alpha-AR ansetzen, z.B. im Bereich der Neuroprotektion.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Fur die Transfektion wurden HEK-293 Zellen (,humembryonal kidney cells*) von der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkalt GmbH (DSMZ) in Heidelberg,
Deutschland, benutzt. HEK-293 Zellen wurden in DMENulbeccos minimum essential
medium®) mit 10% FBS (fotales bovines Serum) und B&izillin/Streptomyzin im Brut-

schrank bei 37°C und einer Luftzusammensetzung@®86 Raumluft und 5% CgLkultiviert.

Zellkulturnahrmedium

DMEM (,Dulbeccos minimum essential medium®) | PAA Laboratories GmbH
mit High Glucose (4,5 g/l) Pasching, Osterreich
mit L-Glutamin
mit Natriumpyruvat

FBS (foetales bovines serum) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Penizillin (10 000 U/ml) Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Streptomyzin (10 mg/ml)

2.1.2 Zellequipment

Petrischalen Cellstar  greiner  bio-one, Frickenhausen,
94/16 mm Deutschland

Gewebekulturflaschen, nicht-pyrogen Cellstar  greiner  bio-one, Frickenhausen,
250 ml, 75 cm”, steril, DNAse und RNAse frei Deutschland

12-Well Platte, steril Nunclon™ Surface, Roskilde, Danemark

2.1.3 Plasmide, Antikdrper und Molekulargewichtmarker

Plasmide

pCMV Tag 4A: Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA
EGFP: Clontech, Mountain View, CA, USA
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MAP-Kinase Versuch

Antikorperkit: Cell Signaling Technologies, BeverMassachusetts, USA

Al: Antikorper: Phospho-MAP-Kinase-Antikorper

B1: Antikorper: Anti-Rabbit-Antikérper mit Horsedlish Peroxidase (HRP)

A2: Antikorper: Total-MAP-Kinase-Antikdrper

B2: Antikorper: Anti-Rabbit-Antikbrper mit HorseaRlish Peroxidase (HRP)
Molekulargewichtsmarker: Page Ruler Prestained eifrotLadder, Fermentas GmbH, St.

Leon-Rot, Deutschland

Internalisierungsversuch
Anti-HA 12CA5
Anti-Mouse-Antikérper mit HRP

2.1.4 Verwendete Losungen
PBS (1.01)
PBS = ,phosphate buffer saline*
8,0g NacCl
0,2g KCI
1,789 N#HPO,x 2 H,O
0,24g KHPO

in 800 ml aqua dest. I6sen
titrieren auf einen pH-Wert von 7,4
ad aqua dest. auf 1,0 |
autoklavieren

2x BES
(BES = N,N-bis(2-Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsé)
50 mM BES

200 mM Nadl
1,5mM NaHPO
80ml HO
titrieren auf einen pH-Wert von 6,95
steril filtrieren

MATERIALIEN UND METHODEN
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Hungermedium 0,5% FBS, 2% Pen/Strep (fur 50 ml)

DMEM (,Dulbeccos minimum essential medium®) 48 mMb
FBS (foetales bovines Serum) 0,25 mi
Pen/Strep (Penizillin, Streptomyzin) 1,00 ml

1xMAP-NLS-Ladepuffer

62,5 mM  Tris-HCI (pH = 6,8)
2% w/v  NLS (Natriumlaurylsulfat)
10%  Glycerol
50 mM  DTT (Dithiothreitol)
0,01% w/v  Bromophenol blau

Gele fur Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel 10% Sammelgel 4,5%
Gelpuffer 1 (s.u.) 2,6 ml
Gelpuffer 2 (s.u.) 2,6 ml
Acrylamid 25ml 1,13 ml
H,O 4,81 ml 6,19 ml
Temed = N,N,N’,N’ - 30 ul 30 ul
Tetramethylendiamin
APS = Ammonium 60 ul 60 pl
peroxidsulfat (20%)

Gelpuffer 1 (fir 250 ml)

45,42 g TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
1,00g NLS (Natriumlaurylsulfat)
titrieren auf einen pH-Wert von 8,8

Gelpuffer 2 (fir 250 ml)

15,149 TRIS
1,00g NLS
titrieren auf einen pH-Wert von 6,8

Laufpuffer (fir 4,0 ) fir NLS-PA-Gelelektrophorese

12,20g TRIS
57,60g Glycin
4,00g NLS

pH nicht einstellen, wenn pH nicht ungefahr &3dann verwerfen

Transferpuffer (fir 1,0 1)

3,03gvon 25 mM TRIS
14,4 g von 192 mM Glycin
pH nicht einstellen, wenn pH nicht ungefahr &3dann verwerfen
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TBST (fur2,51)

TBST=, TRIS-buffered saline Tween 20”
6,057 g TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
5ml 0,5mM EDTA (Ethylendiamintetraggsiure)
20,25g NacCl
2,5ml  Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sonbitaonolaurat)
titrieren auf einen pH-Wert von 7,5
ad aqua dest. auf 2,5 |

Blocking L6sung (1100 ml)

100 ml  TBST (,, TRIS-buffered saline Tween 20"
0,3%  BSA = Bovines Serum Albumin (Albunfiraktion 5 Protease frei)
2,0%  Milchpulver

Trispuffer (1,01)

01M TRIS
pH=7,5

Glycinpuffer (1,0 )

0,1M Glycin
pH =25

Stocklésung (1 mg/ml, unsteril)

25mg Poly-L-Lysinin
25 ml  HO bidest I6sen
bei 4°C lagern

Arbeitslésung

1 ml Stocklésung
9ml PBS (,phosphate buffer saline®)
steril filtrieren

DMEM-Ascorbat

0,3 mM Ascorbat in DMEM (,Dulbeccos minimum essahtnedium®)

PBS C4&'/Mg**

0,5mM CadGl
1mM  MgC}
in PBS
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2.15 Chemikalien

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Glyzin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Triton X 100 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Kalziumchlorid (CaCl,) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
0,5 M EDTA (=Dinatriumsalz  Dihydrat | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Titrierkomplex 3)

APS = Ammoniumperoxidsulfat

Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland

Temed = N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland
Reagent 1 wund 2 Roti-Quant universal | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

(Proteinkonz.)

BSA = Bovines Serum Albumin (Fraktion 5 | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Protease frei)
ECL Kit Amersham Biosciences UK Limited

Solution A und B (Fotoentwicklung)

Little Chalfont Buckinghamshire
England

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Na,HPO, x 2 H,O
= di — Natriumhydrogenphosphat Dihydrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

KH,PO,
= Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Frema Reform Instant - Magermilchpulver

DE - VAU - GE Gesundkostwerk GmbH,
Lineburg, Deutschland

NLS = Natriumlaurylsulfat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Poly-L-Lysin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ascorbinsaure

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Norepinephrin

Sanofi-Aventis GmbH, Berlin, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

4% Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Saccharose

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bromophenol blau

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

DTT (=Dithiothreitol)

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Glycerol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

1% BSA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

O-Phenylendiamin Tabletten

Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Schwefelsaure

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

UK14304

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.1.6 Geréate und Software

Brutschrank fiir Gewebskulturen Hera Cell

Kendro, Hanau, Deutschland

Wasserbad

P-D Industriegesellschaft mbH
Prufgeratwerk Dresden, Deutschland

MS 1 Minishaker (fur Transfektion)

IKAWorks, Inc., Wilmington, NY, USA

Mikroskop im Zelllabor

Leica DMIL Microsystems, Wetzlar GmbH,

MATERIALIEN UND METHODEN




-19 -

Deutschland
Bench Hera Safe Kendro, Hanau, Deutschland
Zahlkammer: Neubauerkammer improved Neubauer, Marienfeld, Deutschland
Inkubator Heraeus Kendro, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Sorvall Super T21 Kendro, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus Kendro, Hanau, Deutschland
Pufferkammer fir Gelelektrophorese und Wet | BIO — RAD, Miinchen
Blot
Stuart Orbital Incubator S150 Bibby Sterilin, Staffordshire, United Kingdom
Hyperfilm ™ ECL Amersham Biosciences UK Limited
Little Chalfont Buckinghamshire
England
ThermaStat plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Scanner PowerLook 3 Umax Systems GmbH, Willich, Deutschland
Kamera flir Auswertung: ray test Isotopenmessgerat GmbH, Straubenhardt,
Deutschland
Genesys 10 UV Thermospectronic, Rochester, New York, USA
Aida Software zur Auswertung Raytest, Straubenhardt, Deutschland
AGFA CP1000 zur Fotoentwicklung Mortsel, Belgium
Tecan Sunrise (Photometer) Tecan, Crailsheim, Deutschland
GraphPad Prism 4.0 GraphPad Software Inc., San Diego, Kalifornien,
USA

2.2 Methoden: MAP-Kinase Versuch

Die MAP-Kinase ist als Effektorsystem des alpA& identifiziert. Mit Hilfe biochemischer
Methoden (Zelltransfektion) wurde der alpif#R transient in HEK-293 Zellen exprimiert.
Die Aktivierung des Effektorsystems erfolgte mitndespezifischen alphaAR Agonisten
UK14304. Die Rezeptoraktivierung wurde anhand deAPMKinase-Aktivierung mittels
Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophoresed Wet Blot Technik gemessen und
durch Immunoprezipitation (Markierung mittels Aritper) sichtbar gemacht.

221 DNA Plasmide

Plasmide sind extrachromosomale DNA- oder RNA- Mole, die in das Genom von Zellen
integriert werden konnen. Die DNA-Plasmide wurdemvLeiter des Forschungslabors der
Klinik fur Anasthesiologie und Operative Intensiviiign, Dr. Bernd Weber, zur Verfiigung

gestellt. Im Einzelnen wurden verwendet:
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pCMV Tag 4A (Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA): Dieserrgaktische Expressions-
vektor wurde fur die Klonierungen des alphadrenozeptors und von APP benutzt. Fur die
MAP-Kinase-Aktivierung und Internalisierungsversacivurde dieser Vektor daher als Ne-

gativkontrolle transfiziert.

CMV-Alpha2A: Dieses Plasmid enthalt die gesamte kodierendaie®eqdes humanen
alphasAdrenozeptor-Gens einschlielich einer 5°,Kozakhsensus Sequenz® im Vektor
pCMVTag4A.

CMV-APP: Dieses Plasmid enthalt die gesamte kodierendeue®eq des humanen
APP695-Gens einschlief3lich einer 5°,Kozak conseisagienz” im Vektor pPCMVTag4A.

EGFP (Clontech, Mountain View, CA, USA): Ein Expresssmtasmid, welches das
-Enhanced green fluorescent protein* kodiert, wuailtleTransfektionskontrolle verwendet.

2.2.2 Zelltransfektion (Kalzium—Phosphat Préazipitation)

Als Zelltransfektion bezeichnet man das Einbringem DNA in eukaryontische Zellen.
Dafur wurden die HEK-293 Zellen einen Tag vor deansfektion auf einer 12-Well Platte
mit 120.000 Zellen pro Well ausgesat und tber NachBrutschrank bei 37°C inkubiert.
Nach ca. 24 Stunden wurde die Transfektion nactKd&ium-Phosphat Methode mit einer
DNA-Menge von 1 pg durchgefihrt. Dazu wurde 10BES in funf Eppendorfgefal3e vor-
gelegt. In funf weitere Eppendorfgefale wurde jésv&D pl CaCGl mit zuvor berechneter
Menge an sterilem #0 gegeben, sodass CaCii,O und DNA insgesamt 100 ul ergaben. Die
zu transfizierende DNA wurde in die zweite Seri@ \Eppendorfgefallen zu dem CaGhd
dem HO beigegeben. Der Inhalt dieser Eppendorfgefal3elevauf dem Minishaker Vortex
langsam, Tropfen fur Tropfen, in das erste Eppdgedil zu dem BES pipettiert. BES,
CaCb, H,O und DNA inkubierten bei Raumtemperatur fur 10 dden. Nun wurde der Inhalt
des Eppendorfgefalles unter Schwenken in die Welkr d2-Well Platte mit HEK-293
Zellen pipettiert und im Brutschrank bei 37°C far 80 Stunden inkubiert.
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2.2.3 Nahrmediumwechsel

Der Nahrmediumwechsel wurde vorgenommen, um jeglizhsatzliche Aktivierung der
MAP-Kinase durch Wachstumsfaktoren im Néahrmediumvethindern. Durch die gleich-
zeitige Synchronisierung der Zellzyklen wurde emesatzliche Verstarkung der Effekte

erreicht.

Ca. 30 Stunden nach der Transfektion wurde dasm&dium in den Wells durch ein Nahr-
medium mit reduziertem FBS-Gehalt (0,5% FBS) etsdédei der Transfektionskontrolle

wurde lediglich ein Nahrmediumwechsel mit demselb@¥igem FBS vorgenommen.

2.2.4 Alphas-AR-Agonistenstimulation

Zunachst wurde der Erfolg der Transfektion anhasdTdansfektionsrate der Transfektions-
kontrolle unter dem Fluoreszenzmikroskop UberprDfizu wurden unter mikroskopischer
Sicht die Anzahl der sich im Blickfeld befindlichétEK-293 Zellen ausgezahlt. Nach Ein-
schalten des Fluoreszenzlichtes leuchteten digganEK-293 Zellen grinlich auf, welche
das EGFP (,enhanced green fluorescent protein“jiexgrten. Diese fluoreszierenden Zellen
wurden ebenfalls ausgezahlt und so der Anteil @erstizierten Zellen ermittelt. Erfolgreiche
Transfektionen zeigten eine Transfektionsrate v@0%. In diesem Fall wurde mit dem
Experiment fortgefahren, andernfalls wurde die $fektion wiederholt. Vor der Natrium-

laurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfelgdie Aktivierung der transfizierten

HEK-293 Zellen mittels des alpit&gonisten UK14304.

Zur Aktivierung wurde eine Losung aus 20 pl 10mM 14804 und 180 ul PBS hergestellt.
Als Einwirkzeiten wurden null Minuten, drei Minutamd drei3ig Minuten gewéhlt und die
Zellen danach in Eppendorfgefalie geerntet und sufjéstellt. Nach Zentrifugation bei vier
Grad Celsius und 2000 Rotationen pro Minute (rpim)féinf Minuten, erhielt man ein Pellet
mit Uberstand in jedem EppendorfgefaR. Die Ubedstanurden verworfen und die Pellets
auf Eis gelagert. In jedes Eppendorfgefall wurdgub®IAP-NLS-Ladepuffer zum Pellet

gegeben und sorgfaltig resuspendiert. Nun wurderEg@pendorfgefal3e fur funf Minuten ins
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Ultraschallbad gegeben und danach fur funf Minuten 95°C inkubiert. Durch die Hitze
wurden die Zellen zerstort, sodass die einzelnetelre dann spater nach ihrem Molekular-
gewicht in der Natriumlaurylsulfat-PolyacrylamidJékektrophorese aufgetrennt werden
konnten. Zuletzt erfolgte eine Zentrifugation Glzehn Minuten bei vier Grad Celsius und
13.000 rpm. Die Proben wurden entweder direkt aeifNhtriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese geladen oder bei -20°C eingefrore

2.25 Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zunéchst wurden unter dem Abzug die Gele fur digritvalaurylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (NLS-PA-Gelelektrophorese) gegraddierbei war darauf zu achten, dass
das 10%ige Trenngel bis etwa 2/3 der Glasplattemhdgilfgefillt wurde. Um mdglicher
Blaschenbildung zwischen den Gelen vorzubeugeneumal glatte Trenngeloberkante zu er-
zielen, wurde Isopropanol auf das Trenngel aufgettaNach zehnminutiger Pause, in der
das Gel sich verfestigte, wurde das Isopropanctiaipdt und das 4,5%ige Sammelgel auf die
Schicht des Trenngels aufgegossen. Wéahrend de®iGidds Gels wurden die Proben aus
dem Gefrierschrank genommen und im Thermostart Bjysendorf fir zehn Minuten bei
70°C aufgetaut. Die Proben und der Marker ,FermserRage Ruler® wurden nach dem
Auftauen auf Eis gestellt und die NLS-PA-Gelelegtiorese vorbereitet. Hierzu wurden die
Pufferkammern mit NLS-Laufpuffer aufgefillt und dRegobenfacher mit Hilfe einer Pipette
mit NLS-Laufpuffer gespluilt. Die Proben wurden ie robenfacher im Gel gegeben und bei
einer konstanten Spannung von 120 Volt wurde di&IRIA-Gelelektrophorese fur ca. 1%
Stunden eingeschaltet. Nun befanden sich die Peter alphaAR aktivierten HEK-293

Zellen gemal ihrem Molekulargewicht aufgetrenrdem Trenngel.

2.2.6 Wet Blot-Technik

Mit Hilfe der Wet Blot Technik werden die im Geltealtenen Proteine auf eine Membran
transferiert. Der Zusammenbau des Wet Blots gescéhamit Transferpuffer geflllten

Schalen, sodass samtliche Materialien standig mandferpuffer feucht gehalten wurden.
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Nach folgendem Schema wurde die Wet Blot Kammearmusengebaut: auf die schwarze
Seite des Netzes schichtete man ein Faserplattelrefjlterpapier, das Gel, eine Membran,
erneut ein Filterpapier und ein Faserplattchenskbtig wurden die Netze nun aufeinander
geklappt, méglichst ohne Luftblasen zwischen Gal Membran zu erzeugen. Die Netze
wurden nun in die Haltekassetten gesteckt und gesasi mit einer Schale mit Eis zur
Kihlung in den mit Transferpuffer gefillten Losutagsk gestellt. Nun wurde der Wet Blot
Uber Nacht bei konstanter Spannung von 25 Voltimera Kihlschrank auf einem Magnet-

rahrer platziert.

Faserplattchen
Filterpapier
Gel

Membran
Filterpapier
Faserplattchen

Abb. Nr. 2.2.6: Aufbau des Wet-Blot

2.2.7 Fotoentwicklung

Am nachsten Tag wurde die Membran aus dem Wetd@obmmen und Uber Nacht in eine

Blocking Losung gegeben. Diese bewirkte die Bloakig unspezifischer Bindungsstellen.

Am darauf folgenden Tag wurde der A1 Phospho-MARase-Antikorper auf die Membran
aufgebracht. Dies geschah mittels EinschweilR3erMdenbran in Plastikfolie und Hinzugabe
des Antikérpers in einer 1:1000 Verdinnung mit Blog Lésung. Die auf diese Weise ein-

geschweil3te Membran wurde erneut Uber Nacht im3thinank gelagert.

Am nachsten Tag wurde die Membran mit TBST Puffawaschen. Dies geschah dreimal fur
jeweils funf Minuten im Stuart Orbital Incubator %81 Nun wurde die Membran erneut in

Blocking Lésung gelegt und eine Stunde bei Raumesatpr geblockt. Danach wurde die
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Membran in 1:1000 Verdinnung mit der Blocking Logumit dem Bl Anti-Rabbit-
Antikorper mit Horse Radish Peroxidase (HRP) fineebtunde inkubiert. Nach weiteren drei
Waschvorgangen der Membran fir jeweils funf MinutenTBST Puffer wurde die Licht-
reaktion mit Hilfe des ECL Kits durchgefuhrt.

Zur Entwicklung wurde der Hyperfilf! ECL und als Entwicklungsloésung die Lésung A
(1000 pl) und die Lésung B (25 pl) von AmershamdBiences UK verwandt. Nach Mischen
der Lésungen wurden 500 pl des Gemisches auf Fadtetiolie gegeben und die Membran
mit der Proteinseite dort heraufgelegt. Nach funhden Wartezeit wurde ein Hyperfilm
ECL auf die Membran gelegt und der Film nach caizaviinuten Exposition in der AGFA
CP1000 entwickelt. Damit wurde die Phospho-MAP-Ism#ktivierung festgehalten.

Um die Total-MAP-Kinase-Aktivierung zu messen, walidle Membran zunachst dreimal fur
funf Minuten mit Glyzinpuffer, anschlieRend dreinfél flinfzehn Minuten mit Trispuffer
gewaschen und Uber Nacht im Kihlschrank in Blockiigung geblockt. Es wurde auf
gleiche Weise verfahren wie mit dem Phospho-MAPasatAntikoérper: die Membran wurde
mit dem Total-MAP-Kinase-Antikérper in 1:1000 Verdiung mit Blocking LOsung in
Plastikfolie eingeschweil3t und Gber Nacht im Kihiaok gelagert. Am darauffolgenden Tag
wurde mit TBST Puffer dreimal fir jeweils finf Miten im Stuart Orbital Incubator S150
gewaschen und dann eine Stunde bei RaumtemperatBratking Lésung geblockt. Danach
wurde die Membran in 1:1000 Verdinnung mit der Biog Lésung und dem B2 Anti-
Rabbit-Antikdrper mit Horse Radish Peroxidase (HR&) eine Stunde inkubiert. Nach
weiteren drei Waschvorgangen der Membran fur jesé@mhf Minuten in TBST Puffer wurde
die Lichtreaktion der Membran mittels Belichtunges Hyperfilms festgehalten, der nach ca.

funf Minuten Exposition entwickelt wurde.

2.2.8 Auswertung

Scanner PowerLook 3 Umax Systems GmbH, Willich, Deutschland

Kamera fir Auswertung: ray test Isotopenmessgerat ray test GmbH,
Straubenhardt, Deutschland

Aida Software fiir Auswertung ray test, Straubenhardt, Deutschland
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2.3 Methoden: Internalisierungsversuch

Fur alpha-AR wurde beschrieben, dass sie nach Agonist-imteri Stimulation inter-
nalisieren, d.h. die Rezeptoren verlagern sich denZelloberflache in intrazellulare Kom-

partimente [13].

2.3.1 Zelltransfektion (Kalzium—Phosphat Prazipitation)

Die Zelltransfektion wurde wie unter 2.2.2 durchdet.

2.3.2 Umsetzen der Zellen in 12-Well Platten

Vor dem Aussaen der transfizierten HEK-293 Zelleh die 12-Well Platten wurden diese
mit Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurde eine Stosking 1 mg/ml hergestellt und mit ihrer
Hilfe eine Arbeitslosung (0,1 mg/ml). Die 12-WellaRen wurden fir dreil3ig Minuten mit

der Arbeitslésung inkubiert und dann vorsichtig BxPBS (jeweils 500 ul) gewaschen. Nun
wurde die Anzahl der Zellen mit Hilfe einer Neube#hlkammer bestimmt, sodass je
200000 transfizierte Zellen pro Well auf die 12-W\Rihtten ausgesat wurden.

2.3.3 Internalisierung

Ca. 12 Stunden vor dem Internalisierungsversucldevden Zellen das Serum entzogen und
stattdessen Hungermedium zugefiigt. Der Internalisgsversuch wurde am nachsten Vor-
mittag durchgefihrt. Zunachst wurden die Zellen &0 pM Epinephrin in DMEM mit
Zusatz von 0,3 mM Ascorbat fur 30 Minuten stimulig3]. Der Agonist wurde mit eis-
kaltem PBS C&/Mg®* zweimal ausgewaschen. Zur Fixation der Zellen wursie fir 20
Minuten mit einer Losung aus 4% Paraformaldehyd @ii@ M Saccharose behandelt. Nach
dreimaligem Waschen mit eiskaltem PBS @dg?* wurden die Zellen mit 1% BSA (in PBS)
Blocking Medium ftir 30 Minuten inkubiert, um unsfeche Bindungen zu blockieren. Dem
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Blocking Medium wurde nun der Antikérper Anti-HA €25 in 1:100 Verdinnung zugefiigt,
welcher die nicht internalisierten alpha@R auf der Zellmembran markieren sollte. Nach ein-
stindiger Inkubation des Antikdrpers bei 37°C wuwsdkbiger durch dreimaliges Waschen fur
jeweils funf Minuten mit dem PBS €#Mg?* bei Raumtemperatur von den Zellen entfernt.
Nun wurden die Zellen mit dem Anti-Mouse-Antikérpait HRP (Horse Radish Peroxidase)
in 1:1000 Verdiinnung fir eine Stunde inkubiert umit PBS C&'/Mg** erneut dreimal ge-
waschen. Die O-Phenylendiamin Tabletten (Farbsat)strurden fir ca. 20 Minuten bis eine
Stunde bei 15°C den Zellen zugegeben und die Favimaung wurde durch 1 M Schwefel-

saure angehalten. Die Messung der Farbentwicklthotgee im Photometer bei 490 nm.

2.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das ProgrammapBPad Prism 4.0“ (GraphPad Soft-
ware, San Diego, Kalifornien, USA) herangezogenfghund der Annahme einer non-
parametranen Verteilung erfolgte die Prifung aghifkante Unterschiede von Werten der
MAP-Kinase-Aktivitat bzw. Internalisierung mittetles Mann-Whitney Tests. Diejenigen p-

Werte, die kleiner als 0,05 waren, wurden als §ikpmt gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung des MAP-Kinase Assays

Da der MAP-Kinase Assay im Labor nicht etabliertrwstand am Anfang der Versuchsreihe
eine Phase der Optimierung der Reaktionsbedingurifeméchst wurde nur der alph#&\R
(CMV-Alpha2A) in die HEK-293 Zellen transfiziert,abei die verwendeten Konzentrationen
(1ng DNA/120.000 HEK-293 Zellen) nach vorherigenrdféentlichungen gewahlt wurden
[14]. Es sollte untersucht werden, welchen Einflidie Einwirkzeit von alphaAR
Agonisten auf die alphgAR Aktivierung hat, d.h. nach welcher Stimulatieeg die Akti-
vierung des alphgaAR gemessen an der MAP-Kinase-Aktivitat am grof3senDie folgende
Tabelle zeigt den zeitlichen Verlauf der MAP-KinaSldivitat.

Tabelle 3.1: Zeitlicher Verlauf der MAP-Kinase-Aktivitat an alpha,,-AR

Zeit n n n n Mittelwert Standard-
(min) ! 2 3 4 abweichung
0 0% 0% 0% 0% 0%
0,5 261 % 189 % 194 % 153 % 199 % 45 %
1 240 % 269 % 312 % 235 % 264 % 35 %
2 311 % 262 % 326 % 197 % 274 % 58 %
3 371 % 414 % 319 % 290 % 348 % 55 %
4 235 % 210 % 239 % 147 % 208 % 43 %
5 194 % 196 % 278 % 182 % 213 % 44 %
10 11 % 8% 20 % 65 % 26 % 26 %
15 31 % -9 % 20 % 0% 10 % 18 %
30 53 % -17 % 64 % 25 % 31 % 36 %
60 -7 % -22 % 22 % 39 % 8 % 28 %

Zum Vergleich der einzelnen Werte wurde diejenigebB, welche keiner alpheAR
Agonisteneinwirkung (0 Minuten Einwirkzeit) ausgesewurde, als Ausgangswert (0%)
gesetzt. Alle Werte der viermalig durchgefuhrterp&xmente (n=4) sind relativ und stehen
in Bezug zu diesem Ausgangswert. Einer MAP-Kinagéwferung entspricht also ein Wert
>0%. Nach Stimulation der alphgAR ist ein schneller Anstieg der alpg#®R-Aktivitat zu
verzeichnen, die durchschnittiche MAP-Kinase-Ak&v betrdgt nach 30 Sekunden 199%
+45%. Das Maximum der alphpAR Aktiviat mit einer MAP-Kinase-Aktivitat von 348
+55% ist erreicht nach einer alph@R Agonisteneinwirkzeit von 3 Minuten. Bis zu eine
alphasAR Agonisteneinwirkzeit von 5 Minuten bleibt die AR-Kinase-Aktivitat relativ
hoch bei ca. 210% *+44%, um dann stark abzufalle@hNLO Minuten alphgAR Agonisten-
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einwirkzeit erreicht die MAP-Kinase-Aktivitat 26%2%&% und nach 60 Minuten ist die MAP-
Kinase-Aktivitat wieder auf den Ausgangswert abgéem. Die statistische Analyse mit dem
Mann-Whitney Test ergab signifikante Unterschiededer MAP-Kinase-Aktivierung im
Bereich von 30 Sekunden bis finf Minuten. Der p-W/gegen den Ausgangswert Null betragt
hier jeweils p<0,0286.
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Abbildung 3.1: Graphische Darstellung der durchschn ittichen MAP-Kinase-Aktivierung am
alpha2a-AR in relativen Zahlen Uber den Zeitraum von einer Stunde. Die Daten sind Mittelwerte aus 4
unabhéngigen Experimenten (n1-n4). Die statistische Analyse wurde mittels des Mann-Whitney Tests
durchgefiihrt. (*p<0,0286 gegen den Ausgangswert Null)

3.2 MAP-Kinase Assay und Cotransfektion von alpha-AR und APP

Nach Ermittlung der idealen Bedingungen wurden &wudfektionen der Plasmide vom
alphasAR (CMV-Alpha2A) und vom APP (CMV-APP) durchgefithd8 Stunden nach der
Transfektion wurden die cotransfizierten HEK-293l&ie mit 10 uM UK14304 fir 3 Minuten
inkubiert. Die Werte der MAP-Kinase-Aktivierung vden nach NLS-PA-Gelelektrophorese
und Wet Blot Technik densitometrisch ausgewerteb. &iich hier den zeitlichen Verlauf der
MAP-Kinase-Aktivierung zu untersuchen, wurden dier® fur 10 pM UK14304 auch nach
30 Minuten Einwirkzeit gemessen. Abbildung 3.2 zeegemplarisch die Wetblots nach
MAP-Kinase-Aktivierung (Versuchah
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Bande 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Phospho- | APP transfizierte Zellen alph#&\R transfizierte alpha-AR + APP
MAP-Kinase Zellen transfizierte Zellen
Zeit (min) 30 3 0 30 3 0 30 3 0
Wetblot Total-MAP-Kinase-Antikdrper
Bande 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Total-MAP- | APP transfizierte Zellen alph#R transfizierte alpha-AR + APP
Kinase Zellen transfizierte Zellen
Zeit (min) 30 3 0 30 3 0 30 3 0
Abbildung 3.2:

Beispielhafte Abbildung der Wetblots nach MAP-Kinas

e-Aktivierung (Versuches n2).

Der obere Wetblot mit den Banden 1 bis 9 wurde mit dem Phospho-MAP-Kinase-Antikorper
behandelt. Der untere Wetblot mit den Banden 10 bis 18 wurde mit dem Total-MAP-Kinase-Antikdrper
behandelt. Die Verteilung der Proben zeigen die darunterliegenden Tabellen. Nach Ermitteln der
optischen Dichtewerte der MAP-Kinase Banden (siehe Markierung) erfolgte die Berechnung des
aktivierten Anteils der MAP-Kinase (mittels Phospho-MAP-Kinase-Antikdrper dargestellt) an der
Gesamtmenge der MAP-Kinase (mittels Total-MAP-Kinase-Antikdrper dargestellt) zu verschiedenen
Zeitpunkten (30, 3, 0 Minuten).
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Die folgenden Tabellen zeigen den =zeitlichen Vdrlaer MAP-Kinase-Aktivitat bei
Transfektion der unterschiedlichen Plasmide.

Tabelle 3.2a: Zeitlicher Verlauf der MAP-Kinase-Aktivitat bei Transfektion von APP

Zeit . Standard-
(min) n, n, N3 Na Mittelwert abweichung
0 0% 0% 0% 0% 0%
3 -12% -29 % -19% 5% -14 % 15 %
30 -30 % -48 % -25% 22 % -20 % 30 %

Tabelle 3.2h: Zeitlicher Verlauf der MAP-Kinase-Aktivitat bei Transfektion von alpha,,-AR

Zeit n n n n Mittelwert Standard-
(min) ! 2 3 4 abweichung
0 0% 0% 0% 0% 0%
3 70 % 66 % 255 % 313 % 176 % 127 %
30 68 % 125 % 44 % 89 % 81 % 34 %

Tabelle 3.2c: Zeitlicher Verlauf der MAP-Kinase-Aktivitat bei Transfektion der Negativkontrolle

Zeit . Standard-
(min) n, n, N3 Na Mittelwert abweichung
0 0% 0% 0% 0% 0%
3 -15% -12 % 4% -8 % -8 % 8 %
30 11 % -17 % 3% 7% 1% 12 %

Tabelle 3.2d: Zeitlicher Verlauf der MAP-Kinase-Aktivitat bei Cotransfektion des alpha,,-AR und APP

Zeit n n n n Mittelwert Standard-
(min) ! 2 3 4 abweichung
0 0% 0% 0% 0% 0%
3 57 % 58 % 90 % 172 % 94 % 54 %
30 88 % 13 % 48 % 29 % 45 % 32 %

Auch hier stellen die Proben, die keine algifR Agonisteneinwirkung (0 Minuten Einwirk-
zeit) erfahren haben, die Bezugswerte fir die folige 4 Versuchsreihen dar. Es stellte sich
heraus, dass keine MAP-Kinase-Aktivierung gemessgemden konnte in Zellen, die nur das
APP (CMV-APP) transfiziert hatten (siehe Tab. 3.Z8penso verhielten sich die Mess-
ergebnisse bei der Negativkontrolle (pCMV Tag 4B¢j der ein leerer Vektor transfiziert

worden war (siehe Tab.3.2c).

Dagegen ist stets eine MAP-Kinase-Aktivierung zuzeehnen, wenn der alphaAR
(CMV-Alpha2A) transfiziert wurde. Allerdings ist re@ starkere MAP-Kinase-Aktivierung

erkennbar in der Messreihe, bei welcher nur denalAR allein transfiziert wurde (siehe
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Tab.3.2b). Hier liegen die MAP-Kinase-Aktivierungsite nach 3 Minuten alpheAR
Agonisteneinwirkzeit bei 176% *£127%, um dann nabhMinuten alpha-AR Agonisten-
einwirkzeit auf 81% +34% abzufallen. Die statistiscAnalyse mit dem Mann-Whitney Test
ergab signifikante Unterschiede in der MAP-Kinaddierung des alphaAR. Die p-Werte
nach 3 Minuten und nach 30 Minuten Agonisteneinzerkbetragen jeweils p<0,0286 gegen
die Kontrolle. In der Messreihe der Cotransfekttom alpha;-AR und APP (CMV-Alpha2A
+ pCMV Tag 4A) zeigte sich ebenfalls eine MAP-Kieasktivierung (siehe Tab.3.2d),
jedoch fiel diese niedriger aus als bei der Mehsrenit alleiniger Transfektion des alpka
AR. Bei der Cotransfektion (CMV-Alpha2A + pCMV TagA) lag die MAP-Kinase-
Aktivierung nach 3 Minuten alph@AR Agonisteneinwirkzeit bei 94% +54%, und fiel dan
nach 30 Minuten alphgAR Agonisteneinwirkzeit auf 45% +32% ab. Auch hexgab die
Analyse mit dem Mann-Whitney Test statistisch digante Unterschiede in der MAP-
Kinase-Aktivierung des alphaAR. Die p-Werte betragen nach 3minutiger bzw. 3titiger
Agonisteneinwirkzeit jeweils p<0,0286 gegen die Kolke. Im Vergleich von alphaAR
transfizierten Zellen gegen Zellen mit Expressioon valpha;sAR und APP ergab die
stastistische Auswertung weder nach 3 Minuten maadh 30 Minuten Agonistenstimulation

signifikante Unterschiede in der MAP-Kinase-Aktiniag .
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Abbildung 3.3 a: Graphische Darstellung der durchsc hnittlichen MAP-Kinase-Aktivierung nach
3minltiger alpha2a-AR Agonisteneinwirkzeit bei alleiniger Transfekion von APP und alpha,,-AR
sowie bei Cotransfektion von alpha,,-AR und APP. Die Daten sind Mittelwerte aus 4 unabhangigen
Experimenten (n1-n4). Die statistische Analyse wurde mittels des Mann-Whitney Tests durchgefihrt.
(* und ** sind p<0,0286 gegen die Negativkontrolle)
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Abbildung 3.3 b: Graphische Darstellung der durchsc hnittlichen MAP-Kinase-Aktivierung nach
30minutiger alpha2a-AR Agonisteneinwirkzeit bei alleiniger Transfektion von APP und alpha,,-AR
und bei Cotransfektion von alpha,,-AR und APP. Die Daten sind Mittelwerte aus 4 unabhéangigen
Experimenten (n1-n4). Die statistische Analyse wurde mittels des Mann-Whitney Test durchgefihrt. (*
und ** sind p<0,0286 gegen die Negativkontrolle)

3.3 Optimierung des Internalisierungsversuches

Zunéchst mussten die idealen Bedingungen der aitsigrungsversuche ermittelt werden. In
dieser Messreihe wurden jeweils der ajp#R und der alpha-AR allein in HEK-293

Zellen transfiziert. Die folgenden Tabellen zeiglem zeitlichen Verlauf der Internalisierung.

Tabelle 3.3a: Zeitlicher Verlauf der Internalisierung bei Transfektion von alpha,,-AR

Zeit n n n n Mittelwert Standard-
(min.) ! 2 3 4 abweichung
0 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
1 83 % 70 % 113 % 92 % 89 % 18 %
2 84 % 74 % 129 % 93 % 95 % 24 %
5 86 % 136 % 71 % 102 % 99 % 28 %
10 99 % 81 % 89 % 115 % 96 % 15%
30 90 % 64 % 126 % 129 % 102 % 31 %
60 130 % 114 % 91 % 121 % 114 % 17 %
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Tabelle 3.3b: Zeitlicher Verlauf der Internalisierung bei Transfektion von alpha,,-AR

Zeit n n n n Mittelwert Standard-
(min.) ! 2 3 4 abweichung
0 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
1 81 % 92 % 108 % 92 % 93 % 11 %
2 71 % 103 % 97 % 86 % 89 % 14 %
5 63 % 91 % 77 % 40 % 68 % 22 %
10 86 % 94 % 61 % 51 % 73 % 20 %
30 53 % 48 % 85 % 68 % 64 % 17 %
60 49 % 84 % 103 % 88 % 81 % 23 %

Als Bezugspunkt (100%)galt derjenige Wert, welcbhbne Agonistenstimulation gemessen
wurde. Dieser Wert spiegelte die Menge an algkfa wieder, welche sich vor der Anregung
der alphaAR durch Adrenozeptoragonisten auf der Membrararief In dem Fall, dass der
alpha-AR aktiviert wurde und nicht internalisierte, alaaf der Zelloberflache verblieb, hat
der Antikoérper Anti-HA 12CA5 an eine spezifischeqBenz (HA-Tag) auf der Aul3enseite
des alphaAR gebunden. An den Antikorper Anti-HA 12CA5 lagersich nun der zuge-

gebene sekundare Antikdrper Anti-Mouse-AntikorpérHRP (Horse Radish Peroxidase) an.
Die O-Phenylendiamin Tabletten (Farbsubstrat) wairgegefiigt und durch die HRP umge-
setzt, was sich in einer Gelbfarbung niederschiajglich bedeutete eine intensive Gelb-
farbung, dass ein Grof3teil der Antikérper Anti-HRCOAS und damit auch das Gros der
sekundaren Anti-Mouse-Antikorper mit HRP an dieha}pAR an der Zellmembranaul3en-
flache hatte binden kénnen. Im Gegenschluss ging geringfugige Gelbfarbung mit einer

hohen Internalisierungsrate einher.

Aus Tabelle 3.3a ist ersichtlich, dass die Signaléstarke der alphaAR zunéchst abnahm,
d.h. die Werte waren <100%. Im ersten, zweiten visden Versuch der alpheAR Test-
reihe sanken die Messwerte in der ersten und inzdetiten Minute nach der Rezeptor-
aktivierung, um dann wieder anzusteigen und naoéré&tunde Werte von >100% zu zeigen.

Der alpha,-AR hatte demnach wenig Internalisierung erfahren.

Die Messwerte des alphgAR (siehe Tab.3.3b) hingegen sanken nach Agorsstenlation
stetig ab (mit Ausnahme der dritten Versuchsreilm)Durchschnitt waren nur 81% +£23%
der ursprunglichen 100% der alphA&R auf der Zellmembran zu detektieren eine Stunde
nach alpha-AR Stimulation. Im Gegensatz zum alphAR internalisierte der alphgAR

also in starkerem Malie.
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3.4 Internalisierung und Cotransfektion von alphay,,-AR und APP

Es wurden sowohl der alphaAR mit dem APP als auch der alph&AR mit dem APP
cotransfiziert, um einen madglichen Einfluss des ARP den Internalisierungsprozess der

alphaarAR zu untersuchen. Die folgenden Tabellen zeigen deitlichen Verlauf der

Internalisierung.

Tabelle 3.4a: Zeitlicher Verlauf der Internalisierung bei Cotransfektion von alpha,,-AR und APP

Zeit . Standard-
(min.) ! n2 Ns N4 Mitiehwert abweichung
0 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
5 93 % 89 % 99 % 90 % 93 % 5%
10 91 % 111 % 81 % 95 % 94 % 13%
30 110 % 101 % 95 % 112% 104 % 8 %

Tabelle 3.4h: Zeitlicher Verlauf der Internalisierung bei Cotransfektion von alpha,,-AR und APP

Zeit . Standard-
(min.) ! N2 N3 N4 Mittelwert abweichung
0 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
5 82 % 92 % 50 % 65 % 73 % 19%
10 79 % 84 % 60 % 48 % 68 % 16 %
30 77 % 56 % 45 % 83 % 65 % 18 %

Bei Cotransfektion von alphaAR und APP wurde 5, 10 und 30 Minuten nach Adreno-
zeptorstimulation durch Agonisten die Intensitat @elbfarbung bestimmt (siehe Tab. 3.4a).
Hierbei kam es zuné&chst zu einem Abfall der Weaeghrfiinf Minuten Agonistenstimulation,

aber schon nach 10 Minuten stiegen die Messwerderiund hatten in der Regel nach 30

Minuten den Ausgangswert von 100% erreicht.

Bei Cotransfektion von alphaAR und APP (siehe Tab. 3.4b) wurde 5, 10 und 3Qutn
nach Adrenozeptorstimulation durch Agonisten diensitat des Leuchtsignals gemessen. Es
wurde ein kontinuierliches Absinken des Signalsblaebtet vom Ausgangswert 100% auf im

Durchschnitt 65% +£18% im Zeitraum bis 30 Minuterim@gonistenstimulation.

Die statistische Analyse mit dem Mann-Whitney Tegjab weder fur den alphaAR noch
fur den alpha-AR signifikante Unterschiede im Internalisierungghalten bei Anwesenheit
von APP.
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Abbildung 3.4: Internalisierungsverhalten von alpha ana-AR bei Transfektion von alpha,,-AR allein
und bei Cotransfektion von alpha,,-AR mit APP nach 5 Minuten; und Internalisierungsverhalten bei
Transfektion von alpha2a-AR allein und bei Cotransfektion von alpha2a-AR mit APP nach 5 Minuten.
Es bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der alleinigen Transfektion von
alphaspa-AR und der Cotransfektion von alphay»a-AR mit APP

ERGEBNISSE



- 36 -

4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde der alphAR anhand seines Signaltransduktionsweges (MAR@n
untersucht. Es wurde zunachst nur der alpAR in HEK-293 Zellen transfiziert, durch
Agonisten stimuliert und das Maf3 und der zeitlidherlauf an MAP-Kinase-Aktivierung
ermittelt. Es stellte sich heraus, dass das MaximorMAP-Kinase-Aktivitdt nach 3 Minuten
alphasAR Agonistenstimulation zu verzeichnen war. Aul@endwurde eine Cotransfektion
von alpha;-AR und dem Amyloid Precursor Protein (APP) durdhibg, um einen even-
tuellen Einfluss dieses Proteins zu beobachtenh Magonistenstimulierung am alphaAR
(siehe 3.1) wurde ein schneller Anstieg der MAPdsie-Aktivitat beobachtet, welcher seinen
Hohepunkt bei einer MAP-Kinase-Aktvitat von 348%5%b nach ca. 3 Minuten alphaAR
Agonistenstimulation ereichte, um nach ca. 10 Minuvieder abgefallen zu sein auf 26%
+26%. Bei der Cotransfektion von alph&R und APP (siehe 3.2) wurde ebenfalls eine
MAP-Kinase-Aktivierung verzeichnet, welche nach Batiger Stimulation 94% +54% und
nach 30minutiger Stimulation 45% £32% betrug.

Neben dem Signaltransduktionsweg des ah#R wurde auch sein Internalisierungsver-
halten untersucht. Wie beim MAP-Kinase Assay wugiee alleinige Transfektion des
alphaarAR sowie eine Cotransfektion von alphgAR und APP vollzogen, um einen
eventuellen Einfluss des APP zu detektieren. Dierhalisierungsversuche zeigten, dass der
alphay-AR nach Rezeptorstimulation starker in intrazéltal Kompartimente verlagert wurde
als der alpha-AR (siehe 3.3). Bei Cotransfektion von alphand APP internalisierte der
alphap-AR nicht starker, als zuvor bei Abwesenheit vonPAPer alpha-AR zeigte eben-
falls keine Anderung in seinem Internalisierunghedten bei Anwesenheit von APP (siehe
3.4).
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4.2 MAP-Kinase Versuch

In diesen Experimenten wurde der alpAR in Bezug auf die Mechanismen intrazellularer
Informationsvermittiung via MAP-Kinase genauer betrtet und untersucht, inwiefern diese
beeinflussbar sind durch z.B. Interaktionen miteard Proteinen. Der Signalweg der alpha
AR Agonisten induzierten MAP-Kinase-Aktivierung iabhangig vom @GProtein des Re-
zeptors, welches die Proteinkinasekaskade in Gatry: Raf-Kinase, MAP-Kinase-Kinase
(MEK) und MAP-Kinase (=extrazellular regulierte Kise, ERK). Die MAP-Kinase am Ende
der Signaltransduktionskaskade hat zwei IsoforniRK1 und ERK2. Die phosphorylierte
Form von ERK1 weist im Immunoblot eine Bande bei kA (kilo Dalton, Molekular-
gewicht) auf, die ERK2 bei 42 kDA. Man spricht vier p44 Isoform von ERK1 und von der
p42 Isoform von ERK2 [50]. Die MAP-Kinase wird dardie MAP-Kinase-Kinase (MEK)
aktiviert, indem letztere die MAP-Kinase zweifachopphoryliert: am Threoninrest und am
Tyrosinrest von ERK1 bzw. ERK 2 [9], [59]. Diesepppelte Phosphorylierung ist notwendig
zur Aktivierung der jeweiligen Isoform ERK1 bzw. ER. In diesem Versuch wurde die
Aktivierung des alphaAR anhand der MAP-Kinase gemessen, da die Mecmamsder
Andasthesie und der Hypnose, die Uber den alpRavermittelt werden, in ihren Einzelheiten
nicht ausreichend geklart sind. Aber nicht nur ierddch der Anasthesie bzw. in Bezug auf
den alphagAR spielt die Form der Signaltransduktion mitt®fsAP-Kinase eine wichtige
Rolle. Andere Rezeptoren bedienen sich desselbemdmésmus der Signaltransduktion tGber
die MAP-Kinase, so z.B. auch der humane melanakdiyp 4 (hMC4) Rezeptor [46], [11].
Der hMC4 Rezeptor ist im zentralen NervensystendemRegulierung der Energiehomdo-
stase und der Nahrungsaufnahme beteiligt. Aufgieder wichtigen Funktionen ist es er-

forderlich, die Signaltransduktion der MAP-Kinasesber zu verstehen.

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die MAPaK@Aktivitat des alphgAR nach 30
Sekunden vom Ausgangswert 0% auf ca. 200% angestiagr, um nach 3 Minuten ihr
Maximum zu erreichen bei ca. 350%. Andere Forscbgngpen beobachteten &ahnliche
Aktivierungsmuster. Bei einem Zelltyp von embryakumhen Mausefibroblasten (mouse
embryonic fibroblasts, MEF) ohne Arrestinexpressidien Arr2,3Zellen, erreichte die
alphasAR induzierte ERK Aktivierung ihren Gipfel nach.ca Minuten, um dann wieder
abzufallen [72]. Dies legt ebenfalls die Vermutumghe, dass die alphAR vermittelte
MAP-Kinase-Aktivierung nicht arrestinabhéngig zunsscheint [72], [73]. In einer anderen
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Versuchsreihe wurde das Maximum der MAP-KinasesA&tung bei alpha-AR ebenfalls
nach 5 Minuten angegeben [58]. Es wurden in veesigtnien Forschungsgruppen festgestellt,
dass die MAP-Kinase-Aktivierung in ihrem zeitlichgerlauf bereits nach wenigen Minuten

der alpha+AR Stimulation ihren Hohepunkt erreicht.

Ob die MAP-Kinase durch eine bestimmte Substanwiekit wird oder an einer Informa-
tionstibertragung beteiligt ist, kann durch Untechen der Signaltransduktionskaskade bei
MEK ermittelt werden. Als MEK-Inhibitoren stehen L6 (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-
bis-(2-aminophenylthio)butadiene) und PD98059 (2ran3-methoxyflavone) zur Ver-
figung [50]. U0126 hemmt beide Isoformen der MEBwshI die Isoform MEK1 als auch
die Isoform MEK2; wahrend PD98059 selektiv auf MEWirkt. Unter Anwendung dieser
Hemmstoffe missen also diejenigen Reaktionen abaehmelche Uber die MAP-Kinase
vermittelt werden. Es konnte gezeigt werden, dash rGabe von Hemmstoffen die durch
den Agonisten UK14304 stimulierte alph@R vermittelte Vasokonstriktion in Schweine-
venen um 70-80% geringer ausfiel [50]. Diese Erggdanlegen nahe, dass die Signaltrans-
duktion Uber die MAP-Kinase der Hauptubertragungswei der alphaAR vermittelten
Vasokonstriktion ist.

Neben dem Anhalten des SignaltransduktionswegeshdMEK-Inhibitoren gibt es auch
Substanzen, welche die MAP-Kinase-Aktivitat unt@zen. In der glatten Muskulatur der
HerzkranzgefalRe von Rindern wurde ein Zusammenlzangchen dem Thromboxan,A
Rezeptor Agonisten U46619 ((15S)-hydroxy-11,9-(gmoathano) prosta-5Z,13E-dienoische
Saure) und dem MAP-Kinase Signaltransduktionswegttit, welcher mdglicherweise die
mitogenen Effekte bei Anwesenheit von Wachstumsfakt aus Thromobozyten fordert [23].
Die Informationstibermittlung via MAP-Kinase ist @alsicht nur durch alphaAR Agonisten
beeinflussbar. Auch in der vaskularen glatten Miekm von Schweinearterien stimulierte
der Thromboxan ARezeptor Agonist U46619 den MAP-Kinase Signaltdalk§onsweg und
verstarkte die alphaAR vermittelte Vasokonstriktion [3]. Weiter wurdeei der Unter-
suchung der Wirkungsmechanismen der ghfkR vermittelten Vasokonstriktion ein Zu-
sammenhang zwischen der MAP-Kinase-Aktivierung dach Einstrom von extrazellularem
Kalzium durch Kalzium Kanéle in die Zelle festgdistg3], [51]. Hierbei scheint die MAP-

Kinase dem Kalziumeinstrom nachgeordnet, d. h Attigvitat der MAP-Kinase ist abhangig
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von der intrazellularen Konzentration an Kalziurs.dtellte sich heraus, dass im Beisein vom
Kalziumantagonisten Nifedipin (Blockade spannungsalgiger L-Typ Kalziumkanale) und
bei Nichtvorhandensein von extrazellularem Kalzikeine Phosphorylierung von ERK
stattfand [50], [39]. Folglich scheint das Funkignen des MAP-Kinase Signaltransduktions-
weges bei der alph#AR vermittelten Vasokonstriktion abhangig zu sgwm Influx von

extrazellularem Kalzium in die Zelle.

Neben der Beeinflussung der MAP-Kinase-Aktivieruhgch Agonisten anderer Rezeptoren
ist die Interaktion des alph#R mit anderen intrazellularen Proteinen von begsoem
Interesse. Es wurden bereits Proteine identifizielche mit den sympathischen Adreno-
zeptoren interagieren, so z.B. die Arrestine. DiPseteinfamilie nimmt Einfluss auf z.B.
beta-AR, indem sie synergistisch mit den beta-AR-Kimade Internalisierung der betAR
reguliert [37]. In Bezug auf alph#R kommt es zu Interaktionen zwischen Arrestinewl u
den alpha, AR, nicht jedoch zwischen Arrestinen und algh@R [14]. Durch Bindung der
Arrestine an die dritte, intrazellulare Schleife dépha, ;AR kommt es zur Beendigung der
Agonisten-vermittelten Rezeptorstimulation und mternalisierung der alphgsAR [14].
Die Phosphorylierung und damit Aktivierung des @tPin-gekoppelten Rezeptors, in diesem
Falle des alphaAR, ist also Voraussetzung fur die Bindung dereAtme an den alph#&R
[24]. Aul3erdem wurde entdeckt, dass beta-Arregticht nur an alphaAR, sondern auch
direkt an die MAP-Kinase binden und auf diese Weistderen Aktivierung wirken [66],
[61]. Bei erhdhtem Vorkommen von beta-ArrestinerCieS-7 Zellen kam es zum Einen zu
einer verstarkten Phosphorylierung der ERKs und Zuderen bildeten sich beta-Arrestin
gebundene, phosphorylierte ERK-Komplexe im Zytoplag66]. Im Gegensatz dazu war der
Anteil der phosphorylierten ERK1/2 im Nukleus naBlezeptoraktivierung jedoch ver-
mindert. Durch die Bindung der phosphorylierten ERK beta-Arrestine im Zytoplasma ist
eine Translokation dieser Komplexe in den Nukleichtnmdglich und die ERK-abhé&ngige
Transkription im Nukleus wird verhindert. Es ble#ut erforschen, wie eine Losung der beta-
Arrestine von den phosphorylierten ERK erwirkt werdkann, sodass zwar die Vorteile von
beta-Arrestinen -namlich die Aktivierung der ERKengitzt werden kann, ohne dass es nach

der ERK-Aktivierung zu der Transkriptionshemmungatueben diese beta-Arrestine kommt.
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Abgesehen von den Arrestinen ist die Interaktioh anideren intrazellularen Proteinen von
besonderem Interesse, denn in Bezug auf z.B. seeweoprotektiven Effekte werden
Wechselwirkungen des alphAR mit anderen Proteinen diskutiert. Es wurde ggzelass
der alphaAR mit dem Amyloid Precursor Like Protein 1 (APDPihteragiert, was eine
Inhibierung der Adenylatzyklase und eine verstatkiernalisierung zur Folge hatte [74].
Aufgrund des gemeinsamen Ursprungs des APLP1 usdA® aus einer Proteinfamilie
(Homologie) und der méglichen Rolle des APP inlathogenese der Alzheimer Erkrankung
ist nun von Interesse, ob das APP ebenfalls dieaBignsduktion beeinflusst. In dieser
Arbeit konnte bei alleiniger Transfektion von AP&ne MAP-Kinase-Aktivitat im zeitlichen
Verlauf von 30 Minuten ermittelt werden (siehe TalRa). Bei Transfektion des alpgdR
hingegen liel3 sich eine MAP-Kinase-Aktivitat vexteien (siehe Tab. 3.2b), die nach 3
Minuten auf 176% +127%gestiegen war. Daraus ldsktschliel3en, dass die MAP-Kinase-
Aktivitat an den alpha-AR gebunden ist. Bei Cotransfektion von alph@R und APP wurde
ebenfalls eine MAP-Kinase-Aktivierung beobachtet|ale allerdings geringer ausfiel als bei
alleiniger Transfektion des alph&AR. Diese Ergebnisse legen nahe, dass das APP bei
Agonistenstimulation des alphaAR einen negativen Effekt auf die Aktivitat der NRA
Kinase hat und somit den MAP-Kinase Signaltransduktveg eher hemmt denn aktiviert.
Die Rolle von APP in Zellsignaliibermittiungsvorgéngsteht auch im Mittelpunkt anderer
Forschungsgruppen [53]. Die Ergebnisse bezuglich Elaflusses von APP auf die MAP-
Kinase weichen jedoch voneinander ab. So wurde Um@rexpression von APP in h4
humanen Neurogliomzellen und in APP/APLP Null-Maesebryonaler Fibroblastenzellen
(MEFs) ein hoherer Grad an phosphorylierter ERKH @nhgemessen [67]. Diese Beob-
achtung wurde in Zusammenhang gesehen mit einerakiton zwischen APP und anderen
intrazellularen Proteinen der Rezeptoreinheit wi2 dem Grb2, welches ein Adapterprotein
zwischen dem G-Protein des Rezeptors und der @lluéren Proteinkinasekaskade darstellt.
Es wird ebenfalls diskutiert, ob umgekehrt der Lese APP und I6slichem APP Uber den
MAP-Kinase Signaltransduktionsweg moduliert wir@]37].

Im Rahmen der beta-Amyloid Hypothese zur Entstehdeg Alzheimer Erkrankung in-
teressieren die Wirkungen und WechselwirkungenAd&i3, da das APP das Ursprungsmole-
kdl in der beta-Amyloid Hypothese darstellt. DiezA¢imer Erkrankung ist durch einen fort-

schreitenden Verlust von Gedachtnis und Kogniti@kegnzeichnet. Die Proteine APP,
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APLP1 und APLP2 entstammen derselben Genfamilier abtdhrend APP und APLP2
ubiquitar auftreten, ist APLP1 Uberwiegend im pgséptischen Bereich von neuronalem
Gewebe lokalisiert [28]. Alle drei Proteine sind pFly Transmembranproteine mit einer
einzelnen, hydrophoben, transmembranen Regionmeigm3en, extrazellularen Amino-
Terminus sowie einem kleinen Karboxy-Terminus an zgoplasmatischen Seite [10]. Die
Proteolyse der Proteine findet an spezifischene®tem C-terminalen Ende statt [60]. Vom
Ursprungsmolekil APP ausgehend gibt es zwei maglisterarbeitungspfade’: zum Einen
wird das APP im ,amyloidgenic pathway‘ durch beekftasen zu loslichem APP
(sAPPbeta) und einem weiteren Abbauprodukt, denersmgten C99 gespalten, welches
durch gamma-Sekretasen im weiteren Verlauf zu Betgloid prozessiert wird; zum
Anderem steht der ,nonamyloidgenic pathway“ offen, dem das APP durch alpha-
Sekretasen zu loslichem APP (sAPPalpha) und C83ades wird [76], [70]. Das sAPPalpha
besitzt neuroprotektive Eigenschaften [18], [64&hwend das beta-Amyloid in Form extra-
zellularer, neurotoxischer Ablagerungen (sogenasetge Plaques) in der Alzheimer Patho-
genese auftritt [2], [26]. In Gehirnen von Alzheimatienten wurde eine erhéhte MAP-
Kinase-Aktivitat festgestellt, welche mdglicherweeiden beta-Amyloid induzierten Zelltod
verhindert und den ,nonamyloidgenic pathway“ dumktivierung der alpha-Sekretasen
stimuliert [41], [27]. In diesem Rahmen werden dieuroprotektiven Mechanismen des
alpha-AR zur Zeit weiter untersucht und es wird diskriti®b direkte Wechselwirkungen
zwischen dem alphaAR und APP mdglicherweise einen Beitrag dazu éeisMan konnte
spekulieren, dass die Prozessierung von APP zu&retdoid verhindert wird durch Bindung
anderer Proteine, wie z.B. dem alpi#®k oder der MAP-Kinase an die beta- und gamma-
Sekretaseschnittstellen am APP. So ware es den#bss, -wenn die Sekretasen nicht am
APP wirken kénnen- eine Spaltung verhindert wirdl e mdglich ware, dass auf diese

Weise kein neurotoxisches beta-Amyloid entstiinde.
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4.3 Internalisierungsversuch

Internalisierung bezeichnet die Verlagerung einegeRtors in das Zellinnere nach dessen
Aktivierung. Sie spielt im Rahmen der Regulatiom Rezeptordichte (siehe 1.1.6) und damit
der Regulation der Rezeptorfunktion eine wichtigalé&? So wird durch Internalisierung der
G-Protein gekoppelten Rezeptoren die Beendigundgralaufnahme an der Zelloberflache
kontrolliert, aber es wurde auch von internaligerRezeptoren berichtet, welche von intra-
zellularen Kompartimenten aus weiterhin die Sigaakduktion anstof3en [75]. In dieser
Arbeit wurde die Internalisierungsrate von alphgAR im zeitlichen Verlauf der Agonisten-
stimulation durch 100 uM Epinephrin in DMEM mit A1z von 0,3 mM Ascorbat [13] unter-
sucht (siehe 2.3). Es stellte sich heraus, dasalpgea,-AR kaum internalisierte, wahrend der
alphay,-AR mit 36% £17% nach 30mindtiger Agonistenstimigiat eine deutlich hdhere
Internalisierungsrate aufwies (siehe 3.3). AhnlidBegebnisse wurden auch in anderen
Studien ermittelt, in welchen sich die Internalisi®y des alphaAR abhéngig vom Subtyp
unterschiedlich stark prasentierte [44]. Wie autldieser Arbeit internalisierte der alpka
AR nicht, wahrend der alphaAR eine Agonisten-induzierte Internalisierung zeifl2]. In
Anbetracht der Tatsache, dass die Subtypen deseahph sich in hohem Mal3e beztiglich
ihres Aufbaus ahneln (siehe 1.1.3), verwundert uinterschiedliches Internalisierungs-
verhalten. Aber beziglich des Internalisierungsakeims von alphaAR wurden ab-
weichende Ergebnisse ermittelt. Andere Forschungggn legten Studien vor, in denen nach
Agonistenstimulation sowohl der alph#R als auch der alphgAR dosisabhangig in HEK-
293 Zellen internalisierte [45]. Es wurde hierbebbachtet, dass das Ausmal’ der Internali-
sierung proportional zur Wirksamkeit der Agonistear. Diese unterschiedlichen Ergebnisse
konnten an der Wahl der Agonisten liegen. In jeNensuchen wurden mit den Agonisten
UK14304 und Dexmedetomidin (Dex) gearbeitet. UK1180wies sich subtyp-spezifisch am
alphasAR als sehr effizient, wohingegen Dex einen hohéndrkungsgrad am alphaAR
zeigte. Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mitdaren Studien wurde in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit Epinephrin als Agonist gewaiMélches gleichermalRen auf den algha
AR als auch auf den alphaAR wirkt.

Aul3er der Agonisten-induzierten Internalisierung dipha-AR interessierte in dieser Arbeit
der Einfluss von APP auf die Internalisierung dgha@-AR. Bereits fur das APLP1 wurde
berichtet, dass es in der Lage ist, mit allen duenanen Subtypen A, B und C des ajpAR
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in Wechselwirkung zu treten und dass dies tUber uigdan die vierte, intrazellulare Schleife
des alphaAR geschieht [74]. Ob und wie das APP an den al@ia bindet, ist aktuell
Gegenstand der Forschung. Bei Anwesenheit von Adiften sich im Internalisierungs-
verhalten des alphaAR als auch des alphpAR keine Veranderungen. Dennoch ware es
maoglich, dass das Protein nicht in gleichem Mal¥eda Subtypen A, B und C des alpha
AR wirkt, z.B. aufgrund einer unterschiedlichen hbkation der alphaAR innerhalb der
Zelle (siehe unten)Andere Forschungsgruppen untersuchten den EinflusArrestinen auf
Agonisten-induzierte Internalisierung von alptdR bei HEK-293 Zellen. Die Internali-
sierung des alphgAR wurde weder durch Arrestin-2 noch durch Armesdi beginstigt,
wohingegen die Internalisierung des alph®R durch Arrestin-2 und -3 und die Internali-
sierung des alpha&AR durch Arrestin-3 gefordert wurde [14]. Es wuelae Internalisierung
von ca. 30% nach 30mindtiger Agonistenstimulation ®Wildtyp (die in der Natur am
haufigsten auftretenden Phanotypen) des alphB beobachtet, welches mit den Er-
gebnissen dieser Arbeit Ubereinstimmt: 36% *17%erhdlisierung nach 30minutiger
Agonistenstimulation am alphgAR. In den Versuchen der vorliegenden Arbeit inger
lisierte der alpha-AR sowohl bei alleiniger Transfektion als auch @Bmtransfektion mit
APP kaum. In anderen Studien zeigte der alpAR keine vermehrte Internalisierung bei
Anwesenheit von Arrestin-2 und -3 [14]. Dies legt ¥ermutung nahe, dass der alphaR

in seinem Internalisierungsverhalten nur geringirdkessbar ist. Auferdem wurde be-
obachtet, dass eine Agonisten-induzierte Interiealing des alphaAR nicht notwendig ist
fur die Stimulierung der MAP-Kinase [12], [58]. Wmtdieser Annahme hat die Interna-
lisierung keinen Effekt auf die Rezeptorfunktiom IZusammenhang mit der Internali-
sierungstendenz kénnte auch die Lokalisation darsglAR Subtypen von Interesse sein. In
Phaochromozytomzellen (PC12 Zellen), denen allé Subtypen A, B und C transfiziert
wurden, zeigte sich folgende Verteilung: algh@R waren hauptsachlich an den Spitzen der
Neuriten lokalisiert, alphgAR waren Uber die Plasmamembran verteilt und alphR
befanden sich in intrazellularen, perinuklearen Igamimenten [43]. Die vermehrt
intrazellular lokalisierten alphgaAR [25], z.B. im endoplasmatischen Retikulum uma i
Golgi Apparat [12], sind fur Substanzen méglichesgenicht so leicht zugangig und es ist

schwierig, ihre Internalisierung zu messen.
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Alpha-AR sind in den Mittelpunkt der Aufmerksamkeit gekt] da sich aufgrund ihrer
neuroprotektiven Eigenschaften die Frage stelltsiebflr die Therapie der Alzheimer Er-
krankung in Betracht kommen. Um diese Frage zweklamissen die Mechanismen, welche
die neuroprotektiven Wirkungen der alptfR vermitteln, ergriindet werden. Dazu wurden
die Wechselwirkungen zwischen alphfR und APP noch n&her untersucht. Es interessierte
ob der alphaAR durch APP in seiner Funktion beeintrachtigt dyiz B. durch Inter-
nalisierung und damit einhergehend verminderte \Atéiti. Da die neuroprotektiven Eigen-
schaften des alph&R nur zum Einsatz kommen, wenn der alpA& sich auf der Zell-
oberflache befindet und stimuliert werden kann,engéine Internalisierung nicht winschens-
wert. Wenn nun das APP die Internalisierung fordeére zu Gberlegen, ob man dem ajpha
AR Agonisten eine Substanz beigibt, welche die Whikdes APP auf den aphaR aufhebt.
Damit wirde die neuroprotektive Wirkung durch diarsilierung des alphaAR Agonisten
verbessert. Wenn das APP aber das Verbleiben gbs-#R auf der Zelloberflache be-
gunstigt, musste man dem alpi#eR eine Substanz zufligen, welche das BesteheEEs
stabilisiert und einen moglichen Abbau des APP imeldrt. Auf diese Weise ware die

positive Wechselwirkung zwischen dem apA® und dem APP optimiert.

Um zu klaren, ob alphaAR letztendlich fir die Behandlung der Alzheimerkiiankung
geeignet sind, sind weiterfihrende Studien erfdicter Noch ist unklar, ob das APP die
neuroprotektiven Eigenschaften der alpA® verstarkt und wie eine solche Interaktion
ablauft.
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5 Zusammenfassung

Der alpha-Adrenozeptor (alphaAR) vermittelt sympathikusdampfende, analgetiscimel
hypnotisch-anxiolytische Effekte und ist daher &r d\nasthesiologie von besonderer Be-
deutung. Dartber hinaus wird ihm eine neuroprotekWirkung zugeschrieben. Bei der
Alzheimer Erkrankung werden neuronale Schadigurdyech Abbauprodukte des Amyloid
Precursor Proteins (APP) hervorgerufen. Bislang nigsth nicht vollstandig untersucht,
inwiefern die neuroprotektiven Eigenschaften dgsh@tAR durch das APP beeinflusst
werden und welche Rezeptorsubtypen (alphalpha,- und alpha-AR) hierbei eine Rolle
spielen.

Um die funktionelle Beeinflussung des alptdR bei Kotransfektion mit APP zu unter-
suchen, wurde als Indikator die Aktivierung der agén-aktivierten Proteinkinase (MAP-
Kinase) gewahlt, weil diese das SchlusselenzymdkeiSignaltransduktion des alphsR
darstellt. In einer weiteren Versuchsreihe wurde ldéernalisierungsverhalten des alpA&
untersucht, da dieses die ligandengebundene Eftélegdes alphaAR entscheidend be-

einflusst.

Fur die Versuche kamen HEK-293 Zellen (,human erabay kidney cells*) zum Einsatz, die
nach Zelltransfektion alphaAR bzw. APP exprimierten. Im Falle des MAP-Kinager-
suches wurden diese HEK-293 Zellen mit dem ah#tRR Agonisten UK14304 stimuliert. Mit
Hilfe der Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelegphorese erfolgte die Auftrennung der
einzelnen Proteine der alph@R aktivierten HEK-293 Zellen gemald ihrem Molekula
gewicht. Mittels der Wet Blot Technik wurden dieofine mit Antikérpern (u.a. Phospho-
MAP-Kinase-Antikdrpern) markiert. Mit dem Hyperfiffi ECL konnte die gemessene Licht-
reaktion festgehalten und photographisch dokumetnierden. In den Versuchen zum Inter-
nalisierungsverhalten von algh@R wurde die extrazellulare Lokalisation der alpadr
mittels des Anti-Mouse-Antikdrper mit HRP (Horse ditn Peroxidase) und O-Phenyl-
endiamin Tabletten (Farbsubstrat) photometrischirnes.
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Zunéchst erfolgte die Messung des zeitlichen Vé&kuwer MAP-Kinase-Aktivitat, wobei
sich nach 3minutiger Stimulation durch UK14304 einaximale Aktivitat von 348% +55%
gegenuber der Kontrolle feststellen liel3. Bei Tfakison von alpha-AR zeigte sich nach 3
Minuten eine maximale MAP-Kinase Aktivitat von 1762427% (p<0,0286) und bei Co-
transfektion von alphgAR und APP von 94% +54% (p<0,0286) gegeniber demtidlle
(0% Aktivitat). Nach 30minutiger alppaAR Agonistenstimulation war die MAP-Kinase-
Aktivitat auf 81% +34% (p<0,0286) und bei Cotrahsien von alpha:-AR und APP auf
45% £32% (p<0,0286) gegenuber der Kontrolle abgedén. Bei alleiniger Transfektion von
APP konnte keine MAP-Kinase-Aktivitat detektiertr@en. In den Versuchen zum Internali-
sierungsverhalten von alph@AR zeigte sich eine Minute nach Aktivierung einximaaler
Anstieg der Internalisierung auf 11% +18% gegenidszrKontrolle. Bei alpha-AR wurde
nach 30 Minuten ein Maximalwert von 36% +17% festght. Bei Cotransfektion von
alphaarAR mit APP stieg bei alphgAR Agonistenstimulation die Internalisierung ndgeh
Minuten auf 7% 5%, wahrend bei alph&R mit APP nach 30 Minuten ein Maximalwert
von 35% +18% erreicht wurde. Signifikante Untersde waren bei der Rezeptorinternali-

sierung nicht festzustellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der glpRadurch das Amyloid Precursor Protein
in seiner Funktion Uber eine Inhibition des Schdlmszyms der Signaltransduktion, der
MAP-Kinase, beeinflu3t wird. Das APP hatte keingmisikanten Einfluss auf die Internali-

sierung des Rezeptors.

Weitere Untersuchungen mussen zeigen, z.B. wo géashPP an den alphAR bindet: an
die dritte, intrazellulare Schleife wie Spinophilimd Arrestine oder an die vierte, intra-
zellulare Schleife wie das APLP1. Die zentrale Ralles APP in der Pathogenese der
Alzheimer Erkrankung wirft die Frage auf, inwiefeder alphaAR neuroprotektiv ist und
auf welche Weise er diese neuroprotektiven Eigeaftei vermittelt.
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