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Einleitung

1. Einleitung

Eine grundlegende Eigenschaft lebender Organismen ist die Fahigkeit auf externe
physikalische und chemische Veranderungen ihrer Umgebung zu reagieren und
sich daran anzupassen. Diese Fahigkeit setzt Strukturen voraus, die spezifische
Signale aufnehmen, sie zwischenspeichern und in ein fur die Zelle geeignetes
Signal Uberfihren kénnen, die Sinnes- oder Rezeptorzellen. Ein Prinzip ist dabei
die Perzeption von Signalen durch membranstandige Rezeptormolekiile, die Reize
spezifisch registrieren und in das Cytoplasma der Zelle weiterleiten. Zu diesen
Transmembransensoren zahlen neben lonenkanal-gekoppelten Rezeptoren und
Rezeptoren mit eigener katalytischer Aktivitdt auch die G-Protein gekoppelten

Rezeptoren (G-protein coupled receptors, GPCRs).

G-Protein gekoppelte Rezeptoren, auch heptahelikale oder serpentinale
Rezeptoren genannt [1] reprasentieren die grofdte und moglicherweise evolutionar
ausgedehnteste Familie von transmembranaren Signalmolektlen. Die Superfamilie
wird von mehr als 1000 Genen im menschlichen Genom codiert. Dies entspricht
uber 3% der menschlichen Gene und ist fur die Beantwortung der
unterschiedlichsten extrazellularen Signale, wie Licht, Duftstoffe, Nukleotide,
lonen, Lipide, Steroide, Aminosauren und Peptide (das GrolRenspektrum reicht hier
von grofRen Glykoproteinen bis hin zu Oligopeptiden), verantwortlich [2]. GPCRs
sind in einer Vielzahl von verschiedenen zelluldaren Systemen involviert und
regulieren nahezu jede biologische Reaktion der Zelle, von der Sensorik Uber
metabolische und physiologische Instandhaltungen bis hin zu neurologischen
Funktionen [3-5]. Bemerkenswert ist die topologische Homogenitat der sieben, die
Zellmembran durchspannenden a-Helices der G-Protein gekoppelten Rezeptoren,
wohingegen die extra- und intrazellularen Elemente in GroRe und Struktur stark
variieren konnen [6]. Alle GPCR abhangigen Signalwege beginnen mit der
Aktivierung des Rezeptors durch die Bindung eines spezifischen extrazellularen
Agonisten, worauf eine konformative Anderung der intrazellularen Doméane des
Rezeptor resultiert, die dann wiederum intrazellulare Proteine erkennen kdénnen

[7]. Obwohl mehr und mehr aktivierte GPCRs gefunden werden, die in der Lage
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sind direkt mit dem cytoplasmatischen Effektorproteinen zu interagieren [8], sind
die haufigsten signaltransduzierenden Proteine die heterotrimeren G-Proteine [9].
Signalwege, die Uber heterotrimere G-Proteine vermittelt werden, sind klassische,
an sieben-Transmembranrezeptoren (7TM-Rezeptoren) gekoppelte
Transduktionskaskaden [10, 11]. Im Zuge des GPCR-kataylsierten
Nukleotidaustausches (GDP gegen GTP) in der a-Untereinheit des G-Proteins,
dissoziiert das heterotrimere G-Protein in Gia-GTP und den heterodimeren By-
Komplex (Gy), die beiderseits auf Effektoren nachgeschalteter 2"*-Messenger-
Molekule einwirken konnen [11, 12]. Als intrazellulare Effektorproteine der G-
Protein  vermittelten  Signaltransduktion konnten u.a. Phospholipasen,
Phosphodiesterasen, Adenylcyclasen, Phosphatidylinositolkinasen und lonen
Kanale identifiziert werden. Obwohl heterotrimere G-Protein-Signalsysteme primar
durch Zellmembranrezeptoren (GPCRs) aktiviert werden, wurden vor einiger Zeit
auch Membranrezeptor-unabhangige, durch heterotrimere G-Proteine bzw. durch
deren Untereinheiten Gia, und Gy vermittelte Signalwege beschrieben (siehe
Ubersichtsartikel [13-15]).

Nahezu alle GPCRs konnten als Substrate flur G-Protein gekoppelte
Rezeptorkinasen (G-protein coupled receptor kinases, GRKSs) identifiziert werden,
dabei werden sie an ihren Serin- und Threoninresten der C-terminalen
intrazellularen Domane in unterschiedlicher Anzahl und Reihenfolge phosphoryliert
[16, 17]. Diese enzymatische Phosphorylierung stellt ein Schllsselereignis in der
Regulation der Signaleigenschaften der GPCRs dar [18]. Der kombinierte Prozess
der konformativen Anderung (hervorgerufen durch die Interaktion mit den GRKs)
und der posttranslationalen Modifikation (Phosphorylierung) der GPCRs erlaubt
nun weitere Interaktionen mit Proteinen, die zuvor nicht moglich waren [18]. Aus
einer Vielzahl von GPCR interagierenden Proteinen [4, 19], ist die Familie der
Arrestine besonders intensiv untersucht worden und stellt den archetypischen

phosphorylierungsabhangigen Interaktionspartner dieser Rezeptoren dar.
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1.1. Die Signaltransduktion der Photorezeptorzelle

Photorezeptorzellen von Vertebraten sind hochgradig polarisierte und
spezialisierte Neurone, die sowohl morphologisch als auch funktionell in klar
definierte, unterschiedliche zellulare Kompartimente untergliedert sind. Die beiden
Photorezeptortypen, Stabchen und Zapfen, zeichnen sich durch ein
lichtempfindliches Aullensegment aus, welches Uber ein nicht-motiles
Verbindungscilium mit einem Innensegment verbunden ist. In beiden Zelltypen
sind die molekularen Komponenten der visuellen Transduktionskaskade mit den
Membranstapeln, den so genannten ,disks“, im AuRensegment assoziiert,
wohingegen das Innensegment alle flr eukaryotische Zellen typischen Organellen
enthalt und fur die Prozesse der Synthese und des Metabolismus zustandig ist. In
den AuRensegment-disks aktiviert Licht das visuelle Pigment Rhodopsin und
induziert damit die Aktivierung einer heterotrimeren G-Protein-Signalkaskade, die
zur Spaltung von cGMP und zur SchlieBung cGMP-gesteuerter Kanale fuhrt [20,
21]. Dieser Signalweg stellt sich im Wesentlichen als einzeln und unverzweigt dar,
da er sich nur aus jeweils einem Rezeptor (Rhodopsin), einem Ubermittler (G-
Protein, Transducin) und einem Effektor (cGMP-Phosphodiesterase, (PDEG))
zusammensetzt. Im folgenden Abschnitt sollen diese drei wichtigsten

Komponenten der Aktivierung der visuellen Kaskade kurz charakterisiert werden.

Rhodopsin ist ein integrales GPCR-Membranprotein (siehe Abschnitt 2) und setzt
sich aus dem kurzlich strukturell aufgeklarten Apoprotein Opsin [22] und einer,
uber eine Schiff Base kovalent an Lys-296 gebundenen lichtempfindlichen
prosthetischen Gruppe, dem 11-cis-Retinal, zusammen. Es zahlt zu den am
besten charakterisierten Membranproteinen und dient als Beispiel der groften der
drei bisher klassifizierten GPCR-Familien [1, 23, 24]. Weiterhin zeichnet sich das
Rhodopsin dadurch aus, dass es bisher das einzige Protein der GPCR-Familie ist,
dessen Kiristallstruktur gelost werden konnte [25]. Als Besonderheit des
Rhodopsins kann die Art der Aktivierung des Molekuls angesehen werden, da der
oben beschriebene Chromophor, das 11-cis-Retinal, einen inversen Agonisten
darstellt, der erst durch die Absorption eines Lichtquants in einen Agonisten
umgewandelt wird. Dieser Vorgang wird als cis/trans-lsomerisierung bezeichnet

und stellt den initialen Schritt in der visuellen Signaltransduktion dar [26-28]. Die
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lichtinduzierte cis/trans-Isomerisierung bewirkt, dass im Rhodopsin verschiedene
kurzlebige Intermediate mit definierten spektralen Absorptionseigenschaften
durchlaufen werden [29-31], die in ein pH- und temperaturabhangiges
Gleichgewicht der beiden Photoprodukte Metarhodopsin | (Meta 1) und
Metarhodopsin 1l (Meta II) minden [32]. Fir die Ausbildung der aktiven
Rezeptorkonformation, dem Meta |IlI, ist eine Reihe von intramolekularen
Umstrukturierungen notwendig. Neben der Deprotonierung der Schiff-Base und
der Protonierung des entsprechenden Gegenions Glu-113 [31] ist eine weitere
Protonenaufnahme durch die Aminosaure Glu-134 [33, 34] und damit
einhergehend eine radumliche Anderung der sechsten Helix des
Rhodopsinmolekuls entscheidend [26, 35, 36]. Neueste kirstallographische
Untersuchen zeigen, dass schon die Liganden freie Form des Rhodopsins, das
Opsin unter saueren Bedingungen eine aktive Konformation annehmen kann.
Diese so genannte Ops* Konformation bindet eine Mutante der Gia-Untereinheit
und kann somit als aktiver Interaktionspartner mit dem Transducin angesehen
werden [37].

Transducin, das zur gro3en Klasse der heterotrimeren G-Proteine gehdrt, bindet
an die aktive Konformation des Rhodopsins (Meta Il) [38-41] und vermutlich, wie
oben beschrieben bereits an Ops* [37]. Dieses, aus einer Guaninnukleotid
bindenden a-Untereinheit und einem undissoziierbaren By-Komplex bestehende
Protein, liegt unter physiologischen Bedingungen im inaktiven Zustand als
membrangebundenes Hetrotrimer vor. Die Aktivierung des Transducins erfolgt
durch den katalytischen Nukleotidaustausch von Guanosindiphosphat (GDP)
gegen Guanosintriphosphat (GTP) [42], was wiederum zur Dissoziation der nun
aktiven Gia-Untereinheit vom verbleibenden By-Komplex fuhrt [43]. Detaillierte
rontgenkristallographische und biochemische Untersuchungen zeigen, dass
sowohl der C-Terminus der Gia- als auch der farnesylierte C-Terminus der Giy-
Untereinheit an der Bindung beteiligt sind und beide Bindungsstellen in zwei
zeitlich getrennten Schritten mit dem aktivierten Rezeptor interagieren (two-sites
sequential fit Modell) [44-46]. Diese Interaktion stellt den ersten Schritt in der

Signalverstarkung der visuellen Kaskade dar, wobei die HOhe des
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Verstarkungsgrades, insbesondere unter physiologischen Bedingungen zurzeit
noch kontrovers diskutiert wird [20, 47-50].

Das  Effektormolekul der visuellen  Signaltransduktion, die = cGMP-
Phosphodiesterase 6 (PDE6, EC 3.1.4.17, im Folgenden als PDE bezeichnet)
welche zur gro3en Familie der Klasse | PDE Enzyme gehort [51-53], wird durch
die aktive Gia-GTP-Untereinheit des Transducins deinhibiert. Die PDE ist ein
heterotrimeres Protein, welches im inaktiven Zustand aus zwei sehr ahnlichen
katalytischen Untereinheiten (PDEaf3) besteht, deren enzymatische Aktivitat durch
jeweils zwei weitere kleinere Untereinheiten (PDEy) stark unterdrickt wird [54].
Durch die Bindung von zwei Gia-GTP Molekllen an die PDE entsteht ein G-
GTP-PDE Komplex wodurch das Enzym aktiviert wird [55]. Dabei wird der ,second
messenger®, das cyclische Guanosinmonophosphat (cGMP), durch die nun
katalytisch aktive PDE zu 5°-Guanosinmonophosphat (5°"GMP) hydrolysiert [56],
dies verringert die freie cGMP-Konzentration im Cytoplasma was zur Schlieung
der in der Plasmamembran lokalisierten cGMP abhangigen lonenkanale (cyclic
nucleotide-gated (CNG) channels) [57, 58] fuhrt und damit letztlich zur
Hyperpolarisation der Stabchenzelle beitragt [21].

1.2. Deaktivierung der visuellen Kaskade

Um eine zeitlich abgestufte Zellantwort zu gewahrleisten, sind Mechanismen
notwendig, die die drei oben genannten Hauptkomponenten der visuellen
Signalweiterleitung effektiv. und schnell deaktivieren, damit sie nach
anschlielender Regeneration erneut der Signaltransduktion zur Verfigung stehen.
In Photorezeptorzellen wird jede signalgebende Komponente durch jeweils einen

separaten und unterschiedlichen Mechanismus deaktiviert.

Aktives G:a-GTP besitzt eine intrinsische GTPase Aktivitat, bei der das gebundene
GTP zu GDP und organisches Phosphat hydrolysiert wird. Fur eine schnelle und
damit effektive Deaktivierung ist die alleinige enzymatische Aktivitat der isolierten
Gta-GTP Untereinheit zu langsam (mehrere Sekunden bis Minuten) [59]. Um die

Hydrolysierungsgeschwindigkeit deutlich zu erhdhen, interagiert die Gia-GTP

5
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Untereinheit mit einem aus drei Komponenten bestehenden Komplex, dessen
Hauptbestandteil das RGS9 (regulator of G-protein signaling) ist, welches zur
Familie der GAPs (GTPase activating proteins) gehort [48, 60, 61]. Der Verlust des
Phosphates bewirkt, dass die Gia-GDP Untereinheit ihre Affinitdt zum Effektor
(PDE) verliert, wodurch die katalytische Aktivitat des Enzyms inhibiert wird. Als
Folge wird die cGMP-Hydrolyse unterbrochen und damit letztlich die Blockierung
der CNG Kanale in der Plasmamembran wieder aufgehoben. Das inaktive Gia-
GDP interagiert seinerseits wieder mit der Gify Untereinheit, und steht als
Holoprotein, dem Transduktionszyklus erneut zur Verfligung. Das entstandene
5°GMP wird in einem drei Schritt-Prozess enzymatisch wieder zum cGMP
regeneriert [62, 63].

Der wohl effektivste Mechanismus die visuelle Kaskade abzuschalten, ist die
direkte Deaktivierung des photoaktivierten Rezeptors. Der spontane Zerfall der
aktiven Konformation des Rhodopsins, dem Meta I, ist deutlich zu langsam um
eine schnelle und sichere Abschaltung zu gewahrleisten [31, 55]. Um das
lichtaktivierte Rhodopsin (Rh*) der oben beschriebenen Enzymkaskade zu
entziehen, kdnnen zwei weitere Proteine mit Rh* interagieren, eine spezifische G-
Protein-Rezeptorkinase (G-protein-receptor-kinase, GRK), die Rhodopsinkinase
(RK, oder GRK1) und das Arrestin. Unter skotopischen Bedingungen (Leuchtdichte
< 0,03 cd/m? physiologischer Wirkungsbereich der Stibchenzelle) stellt die
enzymatische Phosphorylierung des Rh* durch die RK den initialen Schritt der
Deaktivierung dar, wobei die Anzahl und die Praferenz der in vivo ubertragenen
Phosphatreste noch kontrovers diskutiert wird [64-66]. In Zusammenarbeit mit dem
Labor von Krzysztof Palczewski (Department of Pharmacology, School of
Medicine, Case Western Reserve University, USA) konnten wir zeigen, dass
invitro die RK direkt an Rh* bindet und damit den ersten Schritt in der
Signalverstarkung, die Transducinaktivierung (siehe Abschnitt 2.1) unterbrechen
kann (siehe Pulvermiiller et al. (1993), Ref. [67]*)". Da die RK in der Stabchenzelle
ca. 100-mal geringer konzentriert ist, als das Transducin, koénnen viele
Transducinmolekdule aktiviert werden, bevor ein RK-Molekul binden kann. Dies hat
zur Folge, dass die RK allein den aktivierten Rezeptor nicht endgultig abschalten

kann. Um dies zu gewahrleisten verringert sich die Rezeptoraffinitat des

" Im Text sind Eigenzitate durch einen Stern [Zitat]* gekennzeichnet
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Transducins mit steigendem Phosphorylierungsgrad, wahrend die des Arrestins
verstarkt wird [68]. Da Arrestin mindestens genauso haufig wie Transducin in der
Photorezeptorzelle vorkommt, vervollstandigt die hochaffine Bindung des Arrestins
an den phosphorylierten Rezeptor die Blockade des Transducins und damit die

Deaktivierung der Signaltransduktion [69].

Der Regenerationprozess des belichteten Rezeptors, der einhergeht mit der
Dissoziation des Arrestins, erfolgt durch die Hydrolyse der Schiff Base Bindung
des all-trans-Retinals, gefolgt von dessen Dissoziation vom aktiven Zentrum [70]*.
Der detaillierte Mechanismus, der die Bindungsstellen, die Freisetzung des all-
trans-Retinals und die Aufnahme des 11-cis-Retinals am Opsin beschreibt, wird
zurzeit kontrovers diskutiert. Dabei wurde das klassische Regenerationsmodell
durch ein ,retinal channeling® Modell erweitert [71, 72], wobei beide Modelle den
mehrphasigen dynamischen Prozess der Rhodopsinregeneration nicht vollstandig
erklaren kénnen (siehe Ubersichtsartikel Ref. [73]). Die nachgeschaltete Reduktion
des Chromophors zu all-trans-Retinol durch die Retinol-Deyhdrogenase (RDH, EC
1.1.1.105) ist ebenfalls noch nicht vollstandig entschlisselt. Das ,retinal
channeling“ Modell postuliert, dass die RDH den Chromophor in der so genannten
,exit site” im Opsin reduziert [72]. Auf der Basis der Kristallstruktur des Opsins in
seiner aktiven Ops* Konformation wurde kurzlich diese Modell erweitert. Dabei
zeigt sich, dass zwei miteinander verbundene Offnungen im Opsin Molekill
vorhanden sind, die fir die Abgabe und Aufnahme des Retinals verantwortlich sind
[74]. Im klassischen Modell reagiert der Chromophor zunachst im intradiskalen
Raum mit Phosphatidylethanolamin (PE) zu N-Retinyliden-PE, wird dann durch
den ABCR-Transporter, der als Flippase fungiert, ins Cytoplasma geschleust, beim
Transport durch die Diskmembran wieder hydrolysiert und anschlieRend durch die
RDH reduziert [75]. Die weitere Regeneration des Chromophors erfolgt nicht mehr
in der Photorezeptorzelle, sondern in den apikal liegenden Zellen des
Pigmentepithels (RPE). Hierbei durchlauft der Chromophor vielfaltige
enzymatische Reaktionen, wobei das all-trans-Retinol wieder zu 11-cis-Retinal
regeneriert wird (siehe Ubersichtsartikel [76] und Zitate darin). Allerdings ist der
detaillierte Mechanismus des auch als Retinoidzyklus bezeichneten Kreislaufs des
Chromophors, insbesondere der Retinaltransport noch nicht verstanden [76, 77].

Das chromophorlose phosphorylierte Apoprotein Opsin  wird durch die
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Proteinphosphatase 2A dephosphoryliert und mit dem enzymatisch regenerierten
und ins StabchenaulRensegment transportierten 11-cis-Retinal zu neuem
Rhodopsin rekombiniert [76, 78]. Nachfolgend sollen die beiden wichtigen
Komponenten der Deaktivierung der visuellen Kaskade, die RK und das Arrestin

kurz charakterisiert werden.

1.2.1. Rhodopsinkinase

Die Unterdrickung der GPCR vermittelten Signalwege mittels Phosphorylierung
kann durch grundsatzlich zwei unterschiedliche Typen von Serin/Threonin Protein
Kinasen erzielt werden. Zum einen, durch die G-Protein-Rezeptor-Kinasen (GRKs,
EC 2.7.1-) und zum anderen durch Kinasen, die durch einen ,second messenger*
aktiviert werden (wie z.B. Protein Kinase A oder Protein Kinase C). Eine
umfangreiche  Darstellung  bezlglich  der verschieden Aspekte der
Rezeptorphosphorylierung ist in den folgenden Ubersichtsartikeln zu finden [79-
85].

Bisher konnten sieben verschiedene Vertreter der GRKs in der Gruppe der
Saugetiere nachgewiesen werden [86], [87]" Funktionell und aufgrund von
Sequenzhomologien werden die GRKs in drei Unterfamilien eingeteilt. Die GRK1-
Unterfamilie, bestehend aus der Rhodopsin Kinase (GRK1) und der lodopsin
Kinase (GRK7), die GRK2-Unterfamilie, bestehend aus den f-adrenergen
Rezeptorkinasen BARK-1 und -2 (GRK2 und GRK3), und die GRK4-Unterfamilie,
bestehend aus den GRK4-6 [86, 88]. Die GRK2, GRK3 und GRK6 werden
ubiquitar im  Organismus exprimiert, wohingegen die GRK1, GRK7
(Photorezeptorzellen und Epiphyse), GRK4 (Gehirn und Testis) und die GRK5
(Lunge, Herz und Retina) gewebespezifisch vorliegen (siehe Ubersichtsartikel
Sokal et al. (2002), Ref. [87]*). Vor kurzem konnte die Kristallstruktur der RK
(GRK1) gelost werden [89]. Aufgrund dieser Strukturinformationen wurden zwei
Schlusselstrukturelemente der RK vorgeschlagen, die am
Erkennungsmechanismus mit Rh* beteiligt sind. Zum einen am C-terminalen Ende
der RK und zum anderen am extremen N-terminus mit den Aminosauren 5 bis 30
[89]. Weiterhin konnten die Strukturen der GRK 2 [90-92] und der GRKG6 [93]
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kristallographisch gelést werden. Dabei zeigen die kristallisierten GRK Strukturen
der GRK2 und der GRKG, eine ,offene®, inaktive Konformation, die moglicherweise
durch die Rezeptorinteraktion geschlossen werden kann [93]. In diesem
Zusammenhang spielt vermutlich der extreme N-terminus (die ersten 15-17

Aminosauren) des Enzyms eine entscheidende Rolle [93].

Aufgrund der neusten Strukturinformation und einer Vielzahl von biochemischen
und molekularbiologischen Arbeiten sind drei funktionelle Domanen der RK
ableitbar (siehe Ubersichtsartikel Ref. [66] und Zitate darin). Die N-terminale
Domane ist entscheidend fur die Substraterkennung und somit fir die Interaktion
mit Rh* [89, 94, 95]. Daruber hinaus werden Bindungsstellen mit dem Calcium
bindenden Proteinen Recoverin [96, 97] und eine RGS Regulationsdomane
diskutiert [98]. Die katalytische Domane, die in der Mitte der Polypeptidkette aller
GRKs liegt, ist die am hochsten konservierte Region des Enzyms. Diese Region
beinhaltet unter anderem den so genannten ,Glycin loop® (GXGXXGX), an dem
ATP bindet und die ,D(L/M)G" Signatur, die hochspezifisch fur alle GRKs ist. Die
regulatorische C-terminale Domane ist die variabelste Region, hier sind die
Autophosphorylierungsstellen (Ser-448 und Thr-489) und die Motive fur die
posttranslationalen Modifikationen lokalisiert. Allerdings deuten die neusten
Untersuchen von John J.G. Tesmer, Krzysztof Palczewski und Mitarbeiter darauf
hin, dass diese Doméane, zumindest fur die RK, auch eine Interaktionsstelle mit
Rh* darstellt kdnnten [89].

Durch die wichtige Eigenschaft der RK sich selbst phosphorylieren zu kdnnen
(Autophosphorylierung) [99], verliert das Enzym seine Affinitdt zum Rh*. Somit
spielt diese Funktion eine wichtige Rolle in der Regulation des ersten Schrittes im

Deaktivierungszyklus [66].

1.2.2. Arrestin

Bei Saugern konnten bisher vier verschiedene Arrestinproteine nachgewiesen
werden. Zwei dieser Arrestine werden ausschlieldlich in den Photorezeptorzellen

exprimiert, das Arrestin 1 in den Stabchenzellen und das Arrestin 4 in den
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Zapfchen, wohingegen die zwei nicht visuellen Arrestine, das Arrestin 2 und 3 (B-
Arrestin 1 und 2) ubiquitar vorkommen und mit hunderten von GPCR Subtypen

interagieren konnen.

Noch vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass die Arrestine lediglich mit
GPCRs interagieren kdnnen und flr deren Deaktivierung zustandig sind. Neuere
Studien belegen, dass immer mehr Arrestininteraktionspartner gefunden werden,
die keine Rezeptoren darstellen, wie z.B. Bestandteile der
Internalisationsmaschinerie und Proteine, die die GPCR Signalkaskade auf
alternative Reaktionswege umschalten [100]. Einige dieser Proteine (ADP-
Ribosilationsfaktor 6 (ARF6), ARF nukleotid Bindungsstellentéffner (ARNO) und
PDE 4) interagieren sowohl mit freiem, als auch mit rezeptorgebundenem Arrestin
[101-103], wohingegen die meisten Proteine (Clathrin, Adaptin 2 , N-
ethylmaleimide-sensitives Fusionsprotein (NSF), c-Src, extrazellulare
Signalregulierende Kinasen (ERK1,2), c-JUN N-terminale Kinase 3 (JNK3)) nur an
aktiviertes Arrestin binden (z.B. Interaktion mit dem Arrestin-Rezeptor Komplex)
[104-109]. All diese, nicht an der Blockierung der GPCR beteiligten, Interaktionen
lassen die Arrestine in einem neuen und umfassenderen Licht erscheinen. Es ist
durchaus moglich, dass die Arrestine urspringlich eher als Signaladaptoren
angelegt wurden, die die jeweiligen Rezeptorsignale auf bestimmte spezifische
Stoffwechselwege umschalten, und erst spater in der Evolution als Inhibitoren der
lichtabhéngigen Signaltransduktion in Erscheinung traten (siehe Ubersichtsartikel
[110]).

Arrestine stellen ubiquitédre Regulatoren der GPCRs dar (jede tierische Zelle
besitzt mindestens ein Arrestintyp). Dabei binden sie an der cytoplasmatischen
Seite des aktivierten und phosphorylierten Rezeptors, indem sie Ublicherweise mit
dessen C-terminalem Ende und mehreren cytoplasmatischen Schleifen (loops)
interagieren (siehe Ubersichtsartikel [110, 111] und Zitate darin). Dadurch wird der
Rezeptor blockiert und damit die Signalweiterleitung unterbrochen. Drei der vier
bekannten Arrestinsubtypen sind bisher kristallisiert worden: das Arrestin 1 aus
Rinder-Stabchenzellen [112, 113]; das ubiquitdr vorkommende Rinder Arrestin 2
oder B-Arrestin 1 [114] und das Arrestin 4 aus Salamander-Zapfchen [115]. All

diese Strukturen zeigen im Grundzustand ein gestrecktes Molekul mit zwei
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prominenten Domanen (N-terminal und C-terminal) und einem C-terminal
verlangerten Ende, das einen stabilen Kontakt mit der N-terminalen Domane

eingeht.

Visuelles Arrestin, oder Arrestin 1, ist ein im Cytoplasma gelostes Protein, das je
nach Belichtungsverhaltnissen, sowohl im Innen- als auch im Aullensegment der
Stabchenzelle vorkommt. Die bisher geldsten Kristallstrukturen, unterscheiden sich
im Wesentlichen in ihren C- und N-terminalen Enden [112, 113]. Am visuellen
System konnten erstmals die grundlegenden Mechanismen der Arrestin-Rezeptor
Interaktion ermittelt werden. Dabei zeigte sich, dass visuelles Arrestin mit
auffallend hoher Selektivitat an photoaktiviertes und phosphoryliertes Rhodopsin
(P-Rh*) bindet, wohingegen die Interaktion mit nicht belichtetem phosphoryliertem
(P-Rh) oder photoaktiviertem unphosphorylietem Rhodopsin (Rh*) weitaus
geringer und die Bindung an inaktives unphosphoryliertes Rhodopsin (Rh) nicht
mehr messbar ist [116], [117, 118]*. Dies deutet darauf hin, dass dieser
Bindemechanismus anspruchsvoller sein muss, als eine einfache kooperative
Protein-Protein Wechselwirkung und impliziert dartGber hinaus, dass eine
signifikante  Konformationsanderung beim Ubergang vom freien zum
rezeptorgebundenen Arrestin vorliegen muss. Biophysikalische Untersuchungen
zeigten, dass wegen der ungewdhnlich hohen apparenten Aktivierungsenergie von
165-140 kJ/mol der Rhodopsin-Arrestin  Wechselwirkung ebenfalls auf eine
konformative Anderung im Arrestin und/oder Rhodopsin geschlossen werden kann
[119], [120]*. Daruber hinaus konnte in der Arbeitsgruppe von Vsevolod V.
Gurevich durch in vitro Interaktionsexperimente gezeigt werden, dass jedes
Rhodopsinmolekul als Monomer sein eigenes Arrestin bindet [121]. Weitreichende
mutagene Studien (siehe Ubersichtsartikel [110, 122] und Zitate darin) und die zur
Verfugung stehenden Kristallstrukturen unterstutzen ebenfalls diese Hypothese.
Andererseits wurde aus geometrischen Grunden vorgeschlagen, dass ein
Arrestinmolekll an einen dimerisierten Rezeptor binden kann und ein tertiarer
Komplex entsteht [123, 124], [125]*. Diese Annahme basiert im Wesentlichen auf
Modellrechnungen und wird zurzeit noch kontrovers diskutiert. Biochemische [126],
eigene biophysikalische (Schroder et al. (2002), Ref. [118]*) wund
elektrophysiologische [127] Untersuchungen zeigten, dass die Arrestinbindung an

P-Rh* den Rezeptor vollstandig blockiert und die fur die Signaltransduktion
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entscheidende Transducininteraktion und damit einhergehende Aktivierung nicht

mehr zulasst (siehe Abschnitt 1.1).

Ein weiteres, bei der Abschaltung beteiligtes Protein, das so genannte p**, konnte
von K. Palczewski und Mitarbeitern aus dem Aullensegment von
Rinderstabchenzellen isoliert und charakterisiert werden [128, 129]. Durch die
Untersuchung der komplementaren Desoxyribonukleinsaure (cDNA) von p* und
Arrestin, die auRer der am 3'-Ende nicht-codierenden Region und der Intron/Exon-
Verkniipfung am Ser-396-Codon beim p* identisch sind, konnte p* als splice
Variante des Arrestins identifiziert werden [129]. Die Aminosauresequenz
unterscheidet sich lediglich im C-terminalen Bereich von Arrestin, in dem die
letzten 35 Aminosauren durch ein einzelnes Alanin ersetzt sind. Da die splice
Variante im Gegensatz zum Arrestin sowohl an P-Rh*, als auch an Rh* binden
kann, nur im Aullensegment lokalisiert ist, lediglich im Mengenverhaltnis von 10
zu1 (Arrestin:p44) vorliegt und durch Belichtung nicht verschoben werden kann,
wird dieses Moleklul als eigentliches Abschaltprotein unter skotopischen

Lichtverhaltnissen in der Photorezeptorzelle diskutiert [118]*.

1.3 Translokationsprozesse der Photorezeptorzelle

Zeitlebens unterliegen die transduktiven AulRensegmentmembranen einem
aulderordentlich schnellen und umfangreichen Membranumbau. Taglich werden
ca. 10% des gesamten Aullensegments erneuert. Basal werden standig neue
Membran-disks generiert, wahrend apikal fortlaufend Membranpakete abgeschnirt
und von Zellen des retinalen Pigmentepithels phagozytiert werden [130]. Die dafir
notigen Umbau- und Transportmechanismen konnten in den letzten Jahren zum
Teil aufgeklart werden. Zahlreiche Cytoskelettelemente konnten dabei identifiziert
werden, die diesen metabolischen Transport durch ihre Interaktion mit speziellen
Motorproteinen ermdglichen [131-134]. Die ebenso wichtigen, wie essentiellen
bidirektionalen Translokationsprozesse von Komponenten der
Transduktionskaskade, insbesondere von Arrestin und dem heterotrimeren
visuellen G-Protein Transducin, die licht-abhangig erfolgen und mdglicherweise im

Dienste der Langzeitadaptation stehen [135, 136], sind dagegen weit weniger gut
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erforscht. Diese, erstmals ende der 80-iger Jahre beschriebenen Vorgange [137,
138], ruckten vor einigen Jahren wieder ins wissenschaftliche Interesse [136, 139-
143], [144, 145]*. Bislang konnten jedoch die molekularen Mechanismen dieser
licht-abhangigen, bidirektionalen Translokation durch das Verbindungscilium, das
zwischen dem Innen- und dem AuRensegment vermittelt, noch nicht geklart
werden. In Zusammenarbeit mit dem Labor von Uwe Wolfrum (Institut fur Zoologie,
Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz) konnten wir demonstrieren, dass
zumindest die licht-abhangige Translokation von Transducin nicht auf den
klassischen, intrazellularen Transportvorgangen (mittels molekularer Motoren
entlang von Aktinflamenten oder Mikrotubuli), sondern auf prinzipiell andersartigen
Mechanismen beruht (siehe Pulvermuller et al. (2002) und Wolfrum et al. (2002),
Ref. [144, 145]*). Unserer Hypothese nach wird die Translokation von Transducin
durch das Photorezeptorcilium Uber die Interaktionen mit Centrinen in
Abhangigkeit von Ca®" reguliert [144-148]*. Nachfolgend soll dieses, fiir den
Translokationsprozess wichtige Molekul kurz charakterisiert werden.

1.3.1. Centrin

Centrine, in der Literatur auch als Caltractine bezeichnet [149], die der grolden
Parvalbumin-Uberfamilie Ca?*-bindender EF-Hand-Proteine [150, 151] angehdren,
wurden erstmals in einzelligen Grinalgen beschrieben [152]. Seit ihrer Entdeckung
fuhrten genetische Untersuchungen zur ldentifikation einer Vielzahl von Centrin-
Genen in verschieden eukaryotischen Organismen (siehe Ubersichtsartikel Trojan
et al. (2008), Ref. [153]*) In Vertebraten wurden Centrine zunachst als ubiquitare
Komponenten der Centriolen von Basalkérpern und Centrosomen sowie der
Spindelpole mitotischer Zellen beschrieben [151, 154]. In Saugetieren konnten wir
bislang 4 Centrin-,Isogene® identifizieren, deren Expression und subzellulare
Lokalisation sowie zelluldre Funktion unterschiedlich sind (siehe Ubersichtsartikel
Trojan et al. (2008), Ref. [153]%, u.a. mit aktuellem phylogenetischen ,Centrin tree®
und Zitate darin). Detaillierte Studien zeigen, dass Cen2p und Cen3p ubiquitar
exprimiert werden, wohingegen die Expression von Cen1p und Cen4p auf Cilien-
tragende Zellen beschrankt ist [153]*. Ebenfalls als gesichert gilt, dass Centrine an

der Regulation der Zellteilung beteiligt sind [155, 156]. So unterbleibt in
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Saugerzellen die in der Mitose notwendige Duplikation der Centriolen bei ,knock-

down“-Experimenten mit Centrin 2 siRNA [157].

Neben der Ca*-Bindung, die unumstritten eine herausragende Rolle bei der
Centrinregulation spielt, zeigte sich, dass auch die Phosphorylierung eine wichtige
Modifikation des Centrinmolekuls hinsichtlich seiner Funktion darstellt [147, 153,
158]*. Erst kurzlich konnten wir die Proteinkinase CK2 (EC 2.7.11.1) als
Hauptproteinkinase identifizieren, die an der lichtabhangigen
Phosphorylierungsreaktion der Centrine beteiligt ist [158]*. Eine detaillierte
Beschreibung dieser antagonistischen Regulation (Calcium einerseits und
Phosphorylierung andererseits) ist in unserem Ubersichtsartikel Trojan et al.
(2008), Ref. [158]* gegeben.

Basierend auf einer Centrin-blot-Overlay-Strategie konnten wir zudem erstmals
Polypeptide  unterschiedlichen Molekulargewichts in der Saugetierretina
identifizieren, die mit Ca?*-aktiviertem Centrin-1 interagieren (siehe Pulvermdller et
al, (2002) und Wolfrum et al. (2002), Ref. [144, 145]*). Bei der Validierung der
Interaktionspartner lag bisher das Augenmerk auf dem visuellen G-Protein
Transducin [144-146]*. Dabei konnte von uns gezeigt werden, dass die Centrin-
Isoformen mit dem nicht-dissoziierbaren py-Heterodimer von G-Proteinen
interagieren. Diese Wechselwirkungen sollten nicht nur in der Regulation der
Funktion des visuellen G-Proteins involviert sein, sondern durften vielmehr auch in
anderen G-Protein-gekoppelten Systemen fir die Interaktion mit dem Cytoskelett

von Bedeutung sein.
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Deaktivierungsprozesse in der visuellen Kaskade

2.1.1. Mechanismen und biologische Rolle des Arrestins und seiner splice

Varianten p** im Rezeptorabschaltungsprozess

Die Deaktivierung des G-Protein gekoppelten Rezeptors ist auf die zeitgenaue
Blockade durch das Arrestin angewiesen. Unter skotopischen Lichtbedingungen
(siehe Abschnitt 1.2) ist nahezu das gesamte Arrestin im Stabcheninnensegment

lokalisiert, und die splice Variante p** (Arr37%4

) stellt das Abschaltprotein der
Rezeptordeaktivierung dar. Mittels GroRRenausschlusschromatographie und
biophysikalischen Methoden, die membrangebundene Protein-Protein
Interaktionen, Membranbindung und G-Protein Aktivierung beinhalteten, haben wir
die Interaktionen von Arrestin und verschieden proteolytisch verdauten Arrestinen
mit dem Rhodopsin untersucht. Durch Verdauung des Arrestins mit Hilfe von
Trypsin und der anschlieRenden chromatographischen Trennung konnten wir zwei
Arrestinfragmente herstellen, die sich durch die Lange des fehlenden C-Terminus

3-382 (Arr3-382

unterscheiden. Arrestin ) interagiert wie natives Arrestin ausschlief3lich

mit phosphoryliertem Rhodopsin. Lediglich die Reaktionsgeschwindigkeit und

Affinitat der Bindung wird durch die fehlenden Aminosauren (383-404) etwas

erhoht. Das zweite Fragment, Arrestin®®®" (Arr*>%’

44 (Arr1-37OA

), unterscheidet sich nur durch
funf Aminos&uren vom p ) [128] und ist wie dieses in der Lage, auch mit
unphosphoryliertem Rhodopsin zu interagieren. Darlber hinaus konnte von uns
gezeigt werden, dass sowohl das p*, als auch das Arr*** bereits im Dunkeln an

phosphorylierte Membranen binden kénnen. Die Bindung von Arr®3" an

3382 mit einer

phosphoryliertes Rhodopsin erfolgt im Vergleich zu Arrestin und Arr
hoheren Geschwindigkeit und Affinitat. Aufgrund der gewonnenen Daten haben wir
einen Mechanismus vorgeschlagen, bei dem die splice Variante p** vom inaktiven
zum aktiven phosphorylierten Rhodopsin tbergeben wird. Dieser Mechanismus
eroffnet einen neuen Aspekt der Rezeptoralbschaltung unter skotopischen
Lichtbedingungen in den Stabchenzellen.

Seite 16 — 25: Schrdder et al. (2002), J. Biol. Chem. 277, 43987-43996
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2.1.2. Bindungsstellen des Arrestins mit dem photoaktivierten Rezeptor
Rhodopsin

Um die Bindungsregionen des Arrestins, die mit dem Rezeptor Rhodopsin
interagieren zu charakterisieren, verwendeten wir die Methode der
spektrophotometrischen Peptid-Kompetition. Diese Methode basiert auf der
Stabilisierung des aktiven Intermediates Metarhodopsin 1l (Meta II) bzw. des
phosphorylierten Metarhodopsin 1l (P-Meta 1l) durch G; und Arrestin, dem so
genannten ,extra MIl Monitor* [159]. Synthetische Arrestinpeptide kénnen die
Interaktion zwischen Arrestin und phosphoryliertem Rhodopsin beeinflussen. Die
Unterdrickung der durch Arrestin induzierten Meta Il-Stabilisierung durch die
Arrestinpeptide deutet auf Bindungsstellen des Arrestins hin. Die durch Transducin
induzierte Meta II-Stabilisierung wird ebenfalls durch Arrestinpeptide unterdriickt.
Die Arrestinpeptide die gegen Arrestin kompetieren, kompetieren ebenfalls gegen
Transducin und farnesyliertes Gyy-Peptid (50-71), was einen direkten Hinweis fur
die Interaktion der entsprechenden Arrestinregionen mit dem licht-aktivierten
Rhodopsin darstellt. In dieser Arbeit konnten wir drei Regionen bestimmen, die
eine sehr starke Kompetition aufweisen: Arr(11-30) und Arr(51-70) mit ICso-Werten
kleiner 100 pM und Arr(231-250) bzw. Arr(241-260) mit 1Cso-Werten kleiner 200
UM. Diese Regionen sind in der N- und C-terminalen Doméane des Arrestins
lokalisiert. Damit konnte gezeigt werden, dass beide Arrestindomanen an der
festen Bindung mit Rhodopsin beteiligt sind.

Zusétzlich weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass sich die Bindungsstellen am
Rhodopsin fiir Arrestin und Transducin am Rhodopsin teilweise tberlappen. Die C-
terminalen Peptide der a- und y-Untereinheit des Transducins, denen eine Rolle
bei der Interaktion mit Rhodopsin zugesprochen wird, sind in der Lage Meta Il zu
stabilisieren. Die kompetierenden Arrestinpeptide unterdriicken nur die durch das
farnesylierte Gy-Peptid induzierte Meta Il-Stabilisierung, hingegen nicht die
Meta II-Stabilisierung, induziert durch die Ga-Peptide (340-350 und sein
hochaffines Analogon). Diese Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass sowohl die
C-terminale, als auch die N-terminale Doméne des Arrestinmolekils an der
Interaktion mit dem aktivierten und phosphorylierten Rhodopsin beteiligt sind.

Seite 27 — 33: Pulvermiller et al. (2000), J. Biol. Chem. 275, 37679-37685
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2.1.3. Funktionelle Unterschiede der Arrestin und p** Wechselwirkung mit

dem Rezeptor Rhodopsin

Arrestin unterdriickt die Signaltransduktion der Stéabchenzelle, indem die durch das
G-Protein  (Gy) induzierte, katalytische Aktivitat des photoaktivierten und
phosphorylierten Rhodopsin blockiert wird. Eine splice Variante des Arrestins, das
so genannte p**, bei der die 35 letzten C-terminalen Aminoséuren (Position 370-
404) durch ein einzelnes Alanin ersetzt sind [116, 129], wird ebenfalls in den
Photorezeptorzellen exprimiert. Im Gegensatz zum Arrestin kann dieses Protein
sowohl an den phosphorylierten, als auch an den nichtphosphorylierten aktivierten
Rezeptor binden. In dieser Arbeit analysieren wir die Rhodopsin-p**
Komplexbildung in vitro. Wie das Arrestin stabilisiert das p** ebenfalls das Meta I
Photoprodukt des Rhodopsin gegentiber den Photoprodukten Meta | und Meta lll.
Es interagiert auch nicht messbar mit dem Apoprotein Opsin. Allerdings konnten
wir einige bedeutsame funktionelle Unterschiede herausarbeiten. 1.) P** bindet an
nichtphosphoryliertes Meta Il mit einer weitaus geringeren Affinitat (Kp = 0,24 uM)
als an phosphoryliertes Meta Il (Kp = 12 nM), wohingegen Arrestin lediglich an
phosphoryliertes Meta Il (Kp = 20 nM) bindet. 2.) P* kann ebenfalls mit trunkiertem
Meta Il (***G-Rh Meta 1) [160], dem die Phosphorylierungsstellen fehlen
interagieren. 3.) Die Aktivierungsenergie der Komplexbildung mit p** war sowohl
fur Meta Il als auch fur phosphoryliertes Meta Il geringer, als die mit Arrestin
(70 kd/mol anstatt 140 kJ/mol). 4.) Inositol-6-phosphat (InsPs) inhibiert die
Interaktion von p* mit phosphoryliertem Meta Il sehr schwach (ICso = 3600 pM),
im Gegensatz zur Interaktion von Arrestin mit phosphoryliertem Meta 1l (ICs =
18 uM). Die Extrapolation der in vitro gemessenen on-Raten auf physiologische
Bedingungen liefern die Reaktionszeiten fiir die Bindung des p** an aktiviertes
Rhodopsin und damit erste Anhaltspunkte, wie schnell die Komplexbildung in der
Zelle vonstatten geht. Die hier erhaltenen Daten zeigen deutlich, dass die splice
Variante p** und das Arrestin unterschiedliche Rollen in der Phototransduktion
spielen.

Seite 35 — 42: Pulvermiller et al. (1997), Biochemistry 36, 9253-9260
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2.1.4 Interaktion zwischen photoaktiviertem Rezeptor Rhodopsin und seiner

Kinase

Die Rhodopsinphosphorylierung ist ein Schllsselereignis in der Deaktivierung
dieses G-Protein gekoppelten Rezeptors. Diese Reaktion wird durch die
Rhodopsinkinase (RK) vermittelt, in dem sie an spezifische zytoplasmatische
Doménen, die so genannten ,loops“, des Rhodopsin bindet und damit aktiviert
wird. Diese Bindungsdoméanen sind von den Phosphorylierungsstellen des
Rhodopsins zu unterscheiden. In dieser Arbeit konnten wir die Bildung eines
stabilen Komplexes zwischen dem photoaktivierten Rhodopsin und der
Rhodopsinkinase nachweisen und charakterisieren. Die lichtinduzierte Bindung der
RK an eine Suspension von gewaschenen Diskmembranen konnte mit Hilfe eines
Zentrifugationsassays und anschlieBender Analyse mittels SDS-Gelelektrophorese
demonstriert werden. Der direkte blitzlichtinduzierte Ubergang der RK zur
membrangebundenen Form konnte durch die Messung des zeitlichen Verlaufs der
Lichtstreuanderung, im weiteren als LS-Bindungssignal (siehe Heck et al. (2000),
Ref. [161]*), gezeigt werden. Folgende Eigenschaften des Komplexes konnten von
uns ermittelt werden: 1.) Die on-rate der Kinasebindung an Rh*, die durch die
Anfangssteigung des Bindungssignals bestimmt wurde, nimmt direkt proportional
mit der Kinase oder der Rh* Konzentration zu. Die kinetische Analyse ergibt eine
bimolekulare Ratenkonstante im Bereich von ko» = 0,5 — 1 pM's™. 2.) Die
ermittelte Dissoziationskonstante des Komplexes liegt im Bereich von
0,3<Kp<0,5. Durch Zugabe von ATP nahm die Dissoziationskonstante
mindestens um den Faktor 10 ab. Dies zeigt deutlich, dass die Phosphorylierung
des Rhodopsins bzw. die Autophosphorylierung der Kinase zu einer
Destabilisierung des Komplexes fuhren. 3.) Im Gegensatz zur Arrestin- und
Transducinbindung, konnte die Bindung der RK an Rh* die Meta Il Konformation
nicht stabilisieren, jedoch war eine Unterdriickung der Transducin-Rhodopsin
Wechselwirkung zu beobachten. Die Extrapolation der kinetischen Parameter auf
zellulare Bedingungen bei Raumtemperatur ergab, dass die Bindung der RK an
Rh* den G-Protein-Aktivierungsprozess schon nach wenigen hundert katalytischen
Zyklen stark unterdrticken kann.

Seite 44 — 50: Pulvermiller et al. (1993), Biochemistry 32, 14082-14088
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2.2. Translokationsprozesse in der visuellen Kaskade

2.2.1. Centrine, Regulatoren im Verbindungscilium retinaler

Photorezeptorzellen

In diesem Ubersichtsartikel fokussieren wir uns auf die Mitglieder einer
hochkonservierten Untergruppe, die zu der Parvalbumin Uberfamilie von Ca?'-
bindenden EF-Hand Proteinen in den Photorezeptorzellen der Vertebratenretina
gehort, den Centrinen. Diese Proteine sind haufig mit centrosomalen Strukturen
der Zellen assoziiert. In den Photorezeptorzellen der Saugetiere werden alle vier
Centrin-Isoformen als bedeutende Komponenten des Verbindungsciliums
exprimiert (siehe 2.2.4.). Unsere Daten demonstrieren, dass die Ca®"-aktivierten
Centrin Isoformen mit dem visuellen heterotrimeren G-Protein Transducin
interagieren und einen stabilen Komplex bilden (siehe 2.2.4.). Detallliertere
Untersuchungen zeigten, dass dabei die PBy-Untereinheit des Transducins den
entscheidenden Bindungspartner der Centrine darstellt (siehe 2.2.4. und 2.2.5.).
Darlber hinaus konnten wir aus kirzlich gewonnenen Daten schlie3en, dass die
Transducin-Centrin Interaktion durch die CK2 vermittelte Phosphorylierung
reziprok reguliert wird (siehe 2.2.2.). Der von uns gefundene Centrin-Transducin
Komplex stellt einen neuen Aspekt in der Regulation der Tranlokationsprozesse in
sensorischen Zellen dar und kann allgemein als potentielle Verbindung zwischen
der Signaltransduktion und dem molekularen Transport der Signalproteine
aufgefasst werden.

Seite 52 — 74: Trojan et al. (2008), Prog Ret. Eye Res. 27, 237-259
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2.2.2. Lichtabhéngige CK2-vermittelte Phosphorylierung der Centrine

reguliert die Komplexbildung mit dem visuellen G-Protein

Der relativ langsame Prozess der Transducin Translokation zwischen den
Zellkompartimenten des Photorezeptors wird als ein neuartiges Paradigma in der
Lichtadaptation dieser Zellen angesehen (siehe Abschnitt 1.3.). In dieser Arbeit
zeigen wir, dass die spezifische Phosphorylierung der Centrine direkt die
Transducininteraktion beeinflusst und somit eine neuartige Regulation in den
Photorezeptorzellen darstellt. Die Centrine werden wahrend der Dunkeladaptation
des Photorezeptors unterschiedlich phosphoryliert. Durch die Verwendung
spezifischer Inhibitoren konnten wir die Proteinkinase CK2 als Hauptproteinkinase
identifizieren, die an den Phosphorylierungsreaktionen der Centrin-Isoformen
Cenlp, Cen2p und Cendp, jedoch nicht an Cen3p beteiligt ist. Die CK2 ist
ebenfalls im Verbindungscilium des Photorezeptors kolokalisiert. Weiterhin
konnten wir in dieser Arbeit die genauen Phosphorylierungsstellen an den
Centrinmolektlen identifizieren. Da eine direkte Bindung der CK2 an den
Centrinen nicht nachgewiesen werden konnte, stellt die direkte Bindung der CK2
und die erstmals von uns gezeigte Bindung der Centrine an ciliare Mikrotubuli
moglicherweise eine rdumliche Nahe der beiden Proteine fur eine Enzym-Substrat
Interaktion im Cilium dar. Mit Hilfe der kinetischen Lichtstreuung konnten wir
zeigen, dass die Bindungsaffinitat von phosphorylierten Centrinen im Vergleich zu
den nichtphosphorylierten Kontrollen deutlich verringert ist. Weiterhin konnten wir
demonstrieren, dass durch die Phosphorylierung eine deutliche Verringerung der
Ca®* Bindungsaffinitat an den Centrinen vorliegt. Diese Daten beschreiben einen
neuen Regulationsmechanismus, bei dem eine stimulusabhangige Aufteilung der
Signalmolekuile durch eine reziproke Regulation vorliegt.

Seite 76 — 88: Trojan et al. (2008), Biochim. Biophys. Acta 1783, 1248-1260
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2.2.3 Interaktion von Centrin Isoformen mit visuellem G-Protein Transducin

in Photorezeptorzellen

Die Photoisomerisierung von Rhodopsin aktiviert eine heterotrimere G-Protein
Kaskade, die zur SchlieBung der cGMP-gesteuerten Kanale und letztlich zur
Hyperpolarisation der Photorezeptorzelle fiihrt. Die massive, licht-abhangige
Translokation des heterotrimeren visuellen G-Proteins Transducin zwischen dem
Aullen- und Innensegment steht im Dienste der Langzeitadaptation der
Photorezeptorzelle. Durch die Ca?*-abhangige Bildung des Centrin-Transducin
Komplexes im  Verbindungscilium der Photorezeptorzelle wird aller
Wahrscheinlichkeit nach die Translokation des Transducins reguliert. In dieser
Arbeit demonstrieren wir, dass alle vier bekannten und eng verwandten Centrin-
Isoformen (Cenlp bis Cendp) in Saugerretinen exprimiert werden. Mittels
biochemischer  (GroRenausschlusschromatographie) und  biophysikalischer
(kinetische Lichtstreuung) Methoden konnten wir fir alle vier Centrin-Isoformen
eine Interaktion mit dem heterotrimeren G-Protein nachweisen. Wie unter 2.2.4. fir
das Centrin 1 beschrieben, konnten wir in dieser Arbeit dariber hinaus zeigen,
dass die Centrin-Isoformen 3 bis 4 ebenfalls nur mit der By-Untereinheit des
Transducins (Gy) interagieren kénnen. Die hohe Bindungsaffinitdt der Centrin-
Isoformen 1 und 2 zum Gy und die raumliche, subzellulare Kolokalisation im
Lumen des Verbindugsciliums deuten stark auf einen Centrin-Transducin Komplex
und damit auf einen Regulationsmechanismus der Transducin Translokation im
Inneren des Verbindungsciliums hin. Die gefundenen Interaktionen von Cen2p und
Cendp zu PBy-Untereinheiten von nicht visuellen G-Proteinen kodnnen
moglicherweise G-Proteine, die in den Centrosomen und im Basalkorper
vorhanden sind, regulieren.

Seite 90 — 99: Giel3l et al. (2004), J. Biol. Chem. 279, 51472-51481
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2.2.4. Calcium abhéangige Bildung des Centrin-G-Protein Komplexes in

Photorezeptorzellen

Der lichtinduzierte Austausch von visuellem G-Protein Transducin zwischen dem
AulB3en- und Innensegment der Photorezeptorzelle erfolgt einzig Uber das schmale
Verbindungscilium. In dieser Arbeit demonstrieren wir das erste Mal, dass das
Transducin mit dem Ca?*-bindenden Protein Centrin 1 in einem ganz spezifischen
Kompartiment des Verbindungsciliums, der inneren Oberflache des Axonems,
kolokalisiert ist. Mittels Coimmunoprezipitations-, Zentrifugations-, Centrin-Blot-
Overlay-, GroRRenausschlusschromatographie- und kinetischen Lichtstreu-
experimenten konnten wir zeigen, dass Ca®"-aktiviertes Centrin 1 mit hoher
Affinitat und Spezifitat an Transducin binden kann. In detaillierten Untersuchungen
konnten wir dartber hinaus zeigen, dass der Komplex des Centrin 1 nur mit der By-
Untereinheit des Transducins gebildet wird. Diese Ca?*-abhangige Assemblierung
des Transducin mit Centrin stellt einen vollig neuartigen Regulationsmechanismus
von molekularen Translokationen dar und durfte Uber die speziellen
Photorezeptorzellen hinaus von weit reichender Bedeutung sein.

Seite 101 — 110: Pulvermdiller et al. (2002), Mol. Cell. Biol. 22, 2194-2203
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3.Diskussion

Im Wesentlichen sind heute die grundlegenden Prozesse der Generierung,
Translokation und Funktion der Signalproteine in sensorischen Zellen aufgeklart.
Dennoch ist erstaunlich, wie wenig uber die molekulare Dynamik dieser Prozesse
bekannt ist. Die Faktoren, welche die Deaktivierung und Translokation und damit
zum Teil die adaptive Regulation der Reizantwort bestimmen, sind weder in ihrer
molekularen Kinetik noch in ihrem Zusammenwirken verstanden. Die Zielsetzung
der hier vorgelegten Arbeit besteht darin, am Beispiel der visuellen Kaskade die
Teilreaktionen der Abschaltung, sowie der Translokation zu analysieren und soweit
wie mdglich zu vervollstandigen, um daraus die Reizantwort der Rezeptorzelle zu

rekonstruieren.

Der initiale Schritt der Deaktivierung des Rezeptors wird mit der Bindung und
nachfolgenden Phosphorylierung des Rhodopsins durch seine spezifische Kinase
(GRK1, RK) eingeleitet [160], [67]*. Dabei konnten wir mit spektroskopischen
Methoden zeigen, dass die RK mit mikromolarer Affinitat, im Gegensatz zum
Transducin und/oder Arrestin, bereits an die Meta | Form des photoaktivierten
Rhodopsins bindet (siehe Pulvermdller et al. (1993), Ref. [67]*). Die héchste
Affinitat zueinander erzielen dabei die Bindungspartner, wenn beide im
unphosphorylierten Zustand vorliegen. Sobald die sequenzielle Phosphorylierung
des aktivierten Rhodopsins sowie die Autophosphorylierung der RK eintritt,
dissoziiert der Komplex [67]*. Eine detalllierte Charakterisierung der
enzymatischen Reaktion und der zu Grunde liegenden kinetischen Parameter der
RK-Rhodopsin Interaktion sind in unseren methodischen Arbeiten (Sokal et al
(2002) und Heck et al. (2000), Ref. [87, 161]*) zu finden. Bereits ein Ubertragenes
Phosphat an den Rezeptor bewirkt eine signifikante Verringerung der Transducin-
Affinitat und gleichzeitig eine deutliche Erhdhung der Arrestin-Affinitat zum
Rhodopsin [68, 162].

Vom biologischen Standpunkt aus, ist die zeitliche Regulation der Arrestinbindung
an den Rezeptor und die nachfolgende Dissoziation von grof3ter Bedeutung. Beide

Ereignisse werden durch die hohe Selektivitait des Arrestins fir den
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phosphorylierten und photoaktivierten Rezeptor (P-Rh*) beeinflusst. Mit inaktivem
unphosphoryliertem Rhodopsin konnten wir keine Arrestinbindung nachweisen und
nur eine geringe Bindung zum unphosphorylierten aktivierten (Rh*) und
phosphorylierten nicht aktivierten Rhodopsin (P-Rh), wohingegen eine
ausgepragte starke Interaktion mit P-Rh* zu beobachten war [70, 118, 120]*. Die
hochaffine Bindung des Arrestins an P-Rh* weist auf mehr als eine
Arrestinbindungsstelle hin. Um die Selektivitat des Arrestins mit P-Rh* zu erklaren,
wird in der Literatur ein Reaktionsmodell der sequenziellen Mehrfachbindung
vorgeschlagen [122, 163]. In diesem Reaktionsmodell wird angenommen, dass die

Komplexbildung sequentiell in zwei Schritten ablauft:

1. Die Erkennung des phosphorylierten Rhodopsins durch spezifische Stellen im
Arrestinmolekill, durch die dann der nachfolgende Konformationswechsel vom

inaktiven zum aktiven Arrestin induziert wird.

2. Die eigentliche Bindung des Arrestins mit den durch den Konformationswechsel

exponierten Bindungsstellen an das phosphorylierte Rhodopsin.

Die direkte Beteiligung der durch die Phosphorylierung entstandenen negativen
Ladungen der Rezeptoroberflache, konnten wir durch die Unterdriickung der
Arrestinbindung am Rezeptor mittels Heparin demonstrieren (siehe Palczewski et
al (1991), Ref. [164]*). Durch detaillierte Untersuchungen der Arrestinsequenz
konnten wir dariber hinaus erstmals zeigen, dass eine stark kationische
hochkonservierte Region (Aminosauren 163-182) nahe dem Zentrum von Arrestin
fur die Erkennung der negativ geladenen phosphorylierten Stellen des Rhodopsins
oder des Heparins verantwortlich sein muss [164]*. Spatere Mutationsstudien
bestatigten, dass eine spezifische Aminosaure in der oben aufgefihrten Sequenz,
das Arg-175, eine entscheidende Rolle bei der Erkennung von phosphoryliertem
und unphosphoryliertem Rhodopsin spielt [165, 166]. Die Ende der 90iger Jahre
geldste Kristallstruktur identifizierte das Arg-175 als Teil eines Netzwerkes aus funf
interagierenden geladenen Aminosauren im Zentrum des Arrestinmolekils, den so
genannten ,polar core* [112-114]. Diese und eine weitere, aus drei
Molekulelementen (C-terminus, p-Strang | und o-Helix 1) bestehende,

Interaktionstelle [113, 114, 167], halten das Arrestinmolekll in seinem inaktiven
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Grundzustand. Beide dieser intramolekularen Wechselwirkungen sind in allen
Saugerarrestinen  konserviert  (siehe Ubersichtsartikel [110, 122]. Eine
Destabilisierung einer dieser intramolekularen Interaktionen durch Mutagenese
fuhrt zu phosphorylierungsunabhangigen Arrestinmutanten, die sowohl an Rh* als
auch an P-Rh* mit hoher Affinitat binden kénnen. Der wesentliche Unterschied der
bisher verfugbaren Arrestin Kristallstrukturen besteht in der Interpretation der
beiden Termini. Der in der zuerst von Granzin et al. (1989) veroffentlichten
Kristallstruktur als N-terminus interpretierte Teil [112], wurde spater von Hirsch
et al.(1999) mit einer etwas hoheren Auflésung als C-terminus gedeutet [113].
Diese unterschiedliche strukturelle Interpretation des Arrestinmolekils hatte unter
anderem zur Konsequenz, dass der initiale Aktivierungsmechanismus kontrovers
diskutiert wurde. Erste Hinweise fur die Richtigkeit der von Hirsch et al. (1999)
vorgeschlagenen Struktur wurden mit Hilfe von Mutationsstudien erbracht, bei
denen die einzelnen am polar core beteiligten Aminosauren ausgetauscht wurden
[168]. In diesen Studien wurde gezeigt, dass die Salzbriicke zwischen den
Aminosauren Arg-175 und Asp-296 das wesentliche Stabilisierungselement im
polar core darstellt und das die Aminoséuren Asp-30, Asp-303 und Arg-382 (Teill
des polar core nach Hirsch et al. (1999)) ebenfalls an der Stabilitat beteiligt sind,
wohingegen Lys-2 (Teil des polar core nach Granzin et al.(1989)) keinen Effekt
hatte [168].

Da Arg-175 im Grundzustand des Arrestins nicht exponiert ist und somit nicht
zuganglich fur die Phosphate des phosphorylierten Rhodopsins ist, liegt es nahe,
dass die Phosphate zuerst mit anderen Elementen interagieren und dann zum Arg-
175 weitergeleitet werden. Die reichlich vorhandenen positiven Ladungen an der
N-terminalen Arrestinoberflaiche sind bestens fir die Phosphatinteraktion des
Rezeptors geeignet. Durch Mutationsstudien, die diese Ladungen sukzessive
eliminierten, wurden die Aminosduren Lys-14 und Lys-15 als primére,
phosphatbindende Stellen im Arrestinmolekil vorgeschlagen [167]. Die
anschlieBend notwendige Weiterleitung der Phosphate zum polar core beinhaltet
eine Vielzahl intramolekularer Umordnungen, die im Detail noch nicht verstanden
sind [122].
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Weiterhin konnte von uns gezeigt werden, dass Inositolphosphate ebenfalls die
Arrestin-Rhodopsin Wechselwirkung beeinflussen kénnen [169]*. Diese Interaktion
ist sehr spezifisch und konnte mit der Rhodopsinkinase nicht beobachtet werden.
Neben dem rein methodischen Nutzen, den die Inositolphosphate als spezifische
Liganden des Arrestins spielen, ist vorstellbar, dass durch die Interaktion mit
Arrestin der zellulare Inositolpool lichtabhangig beeinflusst werden kann. Ob ein
regulatorischer Weg existiert, der durch die lichtabhangige Freigabe der an
Arrestin gebundenen Inositolphosphate entsteht, bleibt noch zu untersuchen.

Um den Struktur/Funktions-Zusammenhang der Arrestin und p** Wechselwirkung
mit dem Rezeptor Rhodopsin mittels spektroskopischen Methoden zu
untersuchen, wurden von uns zwei proteolytische Arrestinfragmente hergestellt,
die sich durch die Lange des fehlenden C-terminus unterscheiden (siehe Schroder
et al. (2002), Ref. [118]*). Dabei konnten wir zeigen, dass das Fragment Arrestin®
32 (Arr*3®) wie natives Arrestin nur mit P-Rh* interagiert. Lediglich die
Reaktionsgeschwindigkeit und die Affinitat der Bindung werden durch die
fehlenden Aminoséuren (383-404) etwas erhoht. Das zweite Fragment, Arrestin®

37 (Arr®3%"), unterscheidet sich durch fiinf Aminosauren von der Arrestin splice

Variante p** (Arrt3704

) [128] und ist wie diese in der Lage, auch unphosphoryliertes
Metarhodopsin Il zu stabilisieren und bereits im Dunkeln an phosphorylierte
Membranen zu binden [118]*. Bei der Interaktion von Arrestin mit P-Rh* durchlauft
Arrestin einen Konformationswechsel, der durch die negativ geladenen Phosphate
des Rhodopsins induziert wird [164]*. Arr*3®” und p** interagieren ebenfalls mit
unphosphoryliertem Rhodopsin, was eine Konformation in beiden Spezies
vermuten lasst, die der aktiven Konformation des Arrestins ahnlich ist. Da Arr®38?
nicht dieses Bindungsmuster aufweist, liegt es nahe, dass die Aminosauren
368-382 und nicht die beiden ersten N-terminalen Aminoséuren fur die
Stabilisierung der inaktiven Konformation verantwortlich sind. Diese Resultate
bestéatigen die oben beschriebenen Mutationsstudien und zeigen in aller Klarheit,
dass das von Granzin et al. (1989) [112] vorgeschlagene Lys-2 nicht als ein Teil
des polar core angesehen werden kann, sondern Arg-382 diese Rolle Gbernimmt

[113] (siehe Schroder et al. 2002, Ref. [118]%).
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Uber diese mechanistischen Eigenschaften hinaus konnte aus unseren gewonnen
Daten eine physiologische Rolle des p* abgeleitet werden. Aus
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen ist bekannt, dass unter skotopischen
Lichtbedingungen (Bedingungen unter denen das Stabchenauliensegment
arbeitet) lediglich p** im AuRensegment vorhanden ist. Arrestin, welches unter
diesen Bedingungen ausschliel3lich im Innensegment vorkommt und erst bei
hohen Lichtintensitaten Uber Minuten in das Aul3ensegment transportiert wird,
kann somit nicht an der Abschaltung bei geringen Lichtverhaltnissen beteiligt sein.
Aufgrund der gewonnenen Daten wird von uns einen Mechanismus
vorgeschlagen, bei dem die splice Variante p** vom inaktiven zum aktiven
phosphorylierten Rhodopsin Ubergeben wird (eine detaillierte Beschreibung ist in
Schroder et al. (2002), Ref. [118]* zu finden). Somit ware das p** und nicht Arrestin

an der Deaktivierung des Rhodopsins bei geringen Lichtstarken beteiligt.

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war es, die primaren Bindungsstellen von
Arrestin an P-Rh* zu bestimmen und ein Bindungsmodell des Arrestin-Rhodopsin-
Komplexes zu entwerfen. Die originare Frage dabei war, ob bei der
Komplexbildung eine groRe konformative Anderung oder nur eine lokale
Bewegung im Arrestinmolekil stattfindet. Das anfanglich préasentierte Modell, in
dem lediglich die N-terminale Domé&ne des Arrestinmolekils an der Bindung mit
dem P-Rh* beteiligt sein soll, konnte aufgrund der Ergebnisse unserer und anderer
Arbeitsgruppen ausgeschlossen werden [117, 125]*, [170-173]). Um zu
untersuchen, welche Arrestinsequenzen bei der Interaktion zwischen Arrestin und
P-Rh* beteiligt sind, wurden von uns Kompetitionsmessungen mit synthetischen
Arrestinpeptiden  durchgefiihrt. Dabei  konnten wir drei Regionen der
Arrestinsequenz ermitteln, die eine sehr hohe Kompetition aufweisen und somit
Bindungsstellen mit P-Rh* darstellen (eine detaillierte Darstellung der
Arrestinbindungsstellen ist in Pulvermuller et al. 2000, Ref.[117]* gegeben). In
dieser Studie demonstrieren wir zum ersten Mal, dass sowohl die C-terminale als
auch die N-terminale Doméane des Arrestinmolekils an der Interaktion mit dem P-
Rh* Dbeteiligt sind [117]*. Das Arrestin beim Binden an P-Rh* eine groRRere
konformative Anderung seiner Molekiilgestalt durchlauft, wurde erstmals von
Schleicher et al. (1989) [119] aufgrund der hohen Aktivierungsenergie bei dieser

Interaktion vorgeschlagen. Diese Hypothese wurde durch eine Vielzahl von
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indirekten Hinweisen erhartet [113, 114, 163, 165, 167, 168, 174-177] und galt als
einer der Meilensteine des sequenziellen Mehrfachbindungsmodells. Da bis zum
heutigen Zeitpunkt die Struktur des Arrestin-Rezeptor Komplexes nicht bekannt ist,
fehlt jedoch ein direkter Beweis fir dieses Modell. Ein alternatives Modell, bei dem
das Arrestin lediglich durch kleine konformative Umordnungen im Molekil aktiviert
werden soll, wurde erstmals von Granzin et al. (1998) und danach von Shilton et
al. (2002) aufgrund vergleichender Rontgenkristallstudien mittels SAXS (small-
angle X-ray scattering) Experimenten am Arrestin 2 vorgeschlagen [112, 178].
Allerdings kann dieses Modell einige experimentell gefundene Fakten nicht
erklaren: 1.) Bei der C-terminal verkiirzten Form des Arrestins, dem p**, welches
schon am unphosphorylierten Rezeptor bindet und somit eine pre-aktivierte Form
darstellt, wird die Aktivierungsbarriere nicht vollig beseitigt, sondern lediglich auf
ca. 50% des Wertes von nativen Arrestin reduziert [120]*. Diese Beseitigung
miisste jedoch erwartet werden, wenn p** selbst die aktive Konformation darstellen
sollte. 2.) In derselben Studie konnten wir durch kinetisch-stdchiometrische
Untersuchungen, in denen die Meta Il Stabilisierung mit unterschiedlichen Arrestin-
Konzentrationen titriert wurden, zeigen, dass sich ein Arrestin-Rhodopsin-Komplex
im Verhaltnis 1:1 ausbildet (die detaillierte Analyse der kinetischen Parameter ist in
Pulvermdiller et al. 1997, Ref. [120]* zu finden). 3.) Die konstitutiv aktiven Mutanten
oder die splice Varianten vom Arrestin binden nicht wahllos an alle funktionellen
Formen des Rezeptors (dies misste man erwarten, wenn Arrestin im
vollaktivierten Zustand ware), sondern bendtigen vom Rezeptor eine weitere wohl
definierte Interaktionflache um ein vollstandig aktiviertes Arrestin auszubilden [129,
165, 176, 177, 179, 180], [120]*. 4.) Um eine Bindung des Arrestins an P-Rh*
auszubilden, muss die, die beiden Domanen verbindende Region (hinge region)
mehr als zehn Aminosaurereste besitzen, wobei jedoch sowohl ihre exakte Lange
als auch ihre Sequenz nicht von Bedeutung fur die Interaktion ist [174]. Dieses
Ergebnis zeigt, dass zum einen eine direkte Rezeptorinteraktion dieser Region
ausgeschlossen werden kann und dass zum anderen eine grol3ere relative
Bewegung der beiden Doménen zueinander anzunehmen ist. Das bis dato
starkste Argument, dass nach der Rezeptoraktivierung eine grol3e konformative
Anderung des Arrestinmolekiils eintritt und jedes Rhodopsinmolekiil als Monomer
sein eigenes Arrestin bindet, liefern die in vitro Interaktionsexperimente von

Hanson et al. (2007) [121]. In diesem sequenziellen Mehrfachbindungsmodell wird
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deutlich, dass eine wesentliche Funktion der signifikanten Konformationsanderung
darin besteht, dass Arrestin eine sehr selektive hochaffine Interaktion lediglich mit
dem phosphorylierten licht-aktivierten Rezeptor eingehen kann.

Arrestin liegt im Grundzustand als gestrecktes zwei-Domanen-Molekll mit einer
Spannweite von ca. 70 A vor, dies entspricht in etwa der doppelten GréRe der
cytoplasmatischen Oberflache vom Rhodopsin. Da Rezeptorbindungstellen an den
konkaven Seiten der N-terminalen, und der C-terminalen Domane identifiziert
wurden, missen entweder beide Domanen relativ zueinander bewegt werden, um
alle Bindungsstellen simultan mit dem Rezeptor in Kontakt zu bringen [110, 174],
oder Rhodopsin bindet als Dimer an ein Arrestinmolekil [123, 124]. Mittels
Rasterkraftmikroskopie (AFM, atomic force microscopy) konnte gezeigt werden,
dass, unter den bei dieser Methode verwendeten Versuchsbedingungen, fast alle
Rhodopsinmolekile in der Diskmembran als Dimere bis hin zu Oligomeren
vorliegen [181, 182]. Diese Ergebnisse unterstitzen das alternative Modell, indem
Rhodopsin als Dimer an ein Arrestinmolekul bindet und damit lediglich eine
geringfugige Konformationsanderung im Arrestinmolekil zu erwarten ist. Trotz der
Vielzahl von Studien konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht eindeutig geklart
werden, welches der beiden existierenden Modelle zutrifft. Die Mehrzahl der
Ergebnisse spricht jedoch fur das sequenzielle Mehrfachbindungsmodell, bei dem
jeweils ein Arrestinmolekil an ein Rhodopsinmolekil bindet. Um den Prozess der
konformativen Anderungen im Arrestinmolekiil bei der Aktivierung zu verstehen
und die Frage der Stoichiometrie zwischen Rhodopsin und Arrestin im Komplex zu
klaren, wéare die Rontgenkristallstruktur dieses und die des Rhodopsin-p**-

Komplexes von grol3tem Nutzen.

Zurzeit arbeiten wir daran, in Kooperation mit Hui-Woog Choe (Department of
Chemistry, College of Natural Science, Chonbuk National University, Chonju,

South Korea) diese Komplexe zu kristallisieren und strukturell zu l6sen.

Wahrend ihrer molekularen Lebensdauer interagieren die Proteine der visuellen
Signaltransduktion in héchst unterschiedlicher Weise mit ihren Rezeptor- bzw.
Effektormolekilen. Dabei haben die unterschiedlichen Lichtverhaltnisse, denen die

Stabchenzellen ausgesetzt werden, den wohl groRten Effekt auf die Protein-
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Protein Wechselwirkungen und somit auf die transduktiven Prozesse. Diese
Prozesse sind ausschlieBlich auf das lichtempfindliche Aul3ensegment der
Stabchenzelle beschrankt. Die Signalproteine werden jedoch im metabolisch
aktiven Innensegment synthetisiert und missen ins Aul3ensegment transportiert
werden. Die daflr notwendigen intensiven intrazellularen Transportvorgange sind
bisher nur luckenhaft bekannt [131-134]. Insbesondere sind die bidirektionalen
Translokationsprozesse von Arrestin  und dem heterotrimeren G-Protein
Transducin im Detail nicht verstanden. Durch Kombination von histologischen,
immunologischen, biochemischen und biophysikalischen Methoden konnten wir
erstmals demonstrieren, dass zumindest die lichtabhangige Translokation von
Transducin in der Stabchenzelle nicht mit Hilfe molekularer Motoren entlang von
Filamenten erfolgt, sondern einem prinzipiell anderen Mechanismus gehorcht [144,
145]*. Dabei konnten wir erstmals durch Einsatz eines Spektrums von
biochemischen und biophysikalischen Protein-Protein-Interaktions-Assays zeigen,
dass das Transducin mit Maus Centrin 1 (ein Mitglied der EF-Hand Superfamilie
von Calcium bindenden Proteinen) interagiert und dadurch vermutlich die
Translokation des Transducins durch das Photorezeptorcilium Ca®*-abhangig
reguliert wird (siehe Pulvermiiller et al. (2002), Ref. [144]*). Diese Protein-Protein
Interaktion ist hoch spezifisch. Selbst das nachst verwandte Protein des Centrins,
das Calmodulin, bindet etwa 15-mal schwéacher an Transducin und die
Photorezeptor ~ spezifischen  Ca®"-bindenden  Proteine  Recoverin  und
Guanylatcyklase aktivierendes Protein 1 (guanylate cyclase-activating protein 1,
GARP 1) zeigen keinerlei detektierbare Interaktion mit Transducin. Daruber hinaus
bindet das Maus Centrin 1 an keinem anderen Protein der visuellen
Transduktionkaskade, weder an Arrestin, Rhodopsinkinase, dem Rezeptor selbst,
noch beeinflusst es die Aktivitat des Effektormolekils, der PDE [144, 145, 153]*.
Detaillierte Untersuchungen des Bindungsverhaltens zeigten, dass sowohl die By-
Untereinheit, als auch das gesamte heterotrimere G-Protein, jedoch nicht die G-
Untereinheit an der Interaktion mit allen bisher bekannten Centrin-Isoformen
beteiligt sind [144, 146]*. Diese Ergebnisse schranken die putativen
Bindungsstellen der Centrine an das Transducin erheblich ein. Eine Interaktion,
wie sie fur den Phosducin-Gy-Komplex kristallographisch gezeigt wurde (hier
interagiert das Phosducin mit nahezu den gleichen G{y-Bindungsstellen wie die

Gia-Untereinheit [183]), kann ausgeschlossen werden, da es, wie oben schon
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erwahnt, eine robuste Interaktion mit dem heterotrimeren G-Protein gibt. Ebenfalls
kann eine Interaktion der Centrine mit den Rezeptorinteraktionsflachen des G-
Proteins ausgeschlossen werden, da der gesamte Centrin-G-Protein-Komplex an
den Rezeptor bindet und eine direkte Interaktion der Centrine mit dem Rezeptor
ausgeschlossen werden kann (eine detaillierte Analyse des Centrin-Transducin
Bindungsverhaltens ist in Pulvermduller et al. (2002), Ref. [144]* und Giel3l et al.
(2004), Ref. [146]* zu finden). Zusammenfassend zeigte sich Folgendes:

1. Alle vier Centrine interagieren mit Transducin, wobei die Isoform Centrin 3 die

geringste Affinitdt zum Transducin zeigt.

2. Die Centrine binden sowohl an das isolierte Gi3y-Heterodimer, als auch an den
heterotrimeren Gi-Protein-Komplex, nicht aber an die «o-Untereinheit des

Transducins.

3. Die Bildung der Centrin-G-Protein-Komplexe ist strikt Ca®*-abhangig.

Zurzeit erarbeiten wir mit Hilfe von synthetischen Peptiden aus der Centrin- und
Transducinsequenz die primaren Bindungsstellen beider Proteine zueinander, um
anschlieBend den Komplex modellieren zu kénnen. Parallel dazu arbeiten wir

daran diesen Komplex zu kristallisieren zu strukturell zu l6sen.

Antikorper, die mit allen Centrin-Isoformen (siehe Einleitung) reagieren (Pan-
Centrin-Antikorper), zeigen, dass Centrine in allen bislang untersuchten
Vertebratenretinae exprimiert werden [184] [145]*. Mittels RT-PCR-Analysen mit
Isoform-spezifischen Primer-Sets konnte erstmals gezeigt werden, dass die
Centrin-lsoformen 1 und 2 im selben Gewebe koexprimiert werden [184]. In
weiterfihrenden Untersuchungen konnten wir mit derselben Methode die
Expression aller vier Centrin-lsoformen in den Retinae adulter Rodenten
nachweisen [146, 147]*. Aufgrund der hohen Konservierung der Centrin-
Isoformen, gestaltete sich allerdings die Herstellung von Antikérpern, die zwischen
allen vier Centrin-Isoformen diskriminieren, als auf3erst schwierig (siehe auch [185,
186]). Der Durchbruch gelang uns durch Vorabsattigung der Antiseren mit

rekombinant exprimierten Centrin-Proteinen, dadurch war es erstmals moglich
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zwischen den Centrin-Isoformen zu differenzieren und somit die Expression aller
vier Centrin-Isoformen in der Saugetierretina zu demonstrieren (siehe Giel3l et al.
(2004), Ref. [146]%).

Immunocytochemische Untersuchungen an den Retinae der bislang untersuchten
Vertebratenspezies zeigten einheitlich, dass Centrine in zwei prinzipiell
unterschiedlichen subzellularen Strukturen konzentriert sind [184, 187] [145]*. Zum
einen sind sie, wie in anderen eukaryotischen Zellen auch, an den Centriolen von
Centrosomen und Basalkoérpern zu finden und zum anderen sind Centrine
ebenfalls im Verbindungscilium der Photorezeptorzellen lokalisiert [184, 187, 188]
[144-146]*. Daruber hinaus gelang es uns mit Hilfe der
Immunoelektronenmikroskopie die Centrin-Lokalisation der subciliaren Doméne an
der Innenseite des Axonems aufzulésen [144, 146]*. In den Photorezeptorzellen
sind die Centrin-Isoformen 1 bis 3 im Verbindungscilium lokalisiert. Wahrend die
Centrin-Isoformen 2 und 3 auch im Basalkérper exprimiert werden, bleibt das
Centrin 1 auf das Cilium beschrénkt. Demgegenuber ist das Centrin 4 nur im
Basalkorper zu finden. In den Nicht-Photorezeptorzellen der Retina sind die
Isoformen 2 und 3 zudem in den Centriolen der Centrosome lokalisiert. Mit diesen
Daten konnten wir erstmals zeigen, dass alle Centrin-Isoformen in ein und
derselben Zelle, der Photorezeptorzelle, koexprimiert werden und dabei in den
subzellularen Bereichen partiell kolokalisieren (eine detaillierte Beschreibung der
Lokalisation der Centrin Isoformen ist in unserem Ubersichtsartikel Trojan et al.
(2008), Ref. [153]* und in unserer Originalarbeit Giel3l et al (2004), Ref. [146] zu
finden).

Transducin und die Centrine 1 bis 3 sind, wie oben ausgefuhrt, in einer
Subdomane des Verbindungsciliums, der einzigen intrazellularen Briicke zwischen
dem Innen- und dem Aul3ensegment der Photorezeptorzellen, kolokalisiert [144,
146]. Demnach sollte das G-Protein gerade bei der Passage durch das Cilium mit
Centrinen interagieren. In unseren Arbeiten diskutieren wir die Bedeutung der
Assemblierung der Centrin-G-Protein-Komplexe bei der Regulation der licht-
abhangigen Translokation von Transducin durch das Verbindungscilium und
stellen erstmals ein Modell dieses Mechanismusses auf [144-147]*. Dieser

neuartige =~ Regelmechanismus von  molekularen  Translokationen st
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auBergewohnlich und durfte Uber die speziellen Photorezeptorzellen hinaus von

weit reichender Bedeutung sein.

Centrine werden in ihrer zellularen Funktion nicht nur durch Ca?*-Bindung, sondern
auch durch Phosphorylierungen reguliert [155, 189, 190]. Die Aminoséaure-
Sequenzen der bisher bekannten Centrin-Isoformen weisen mehrere mogliche
Phosphorylierungsstellen fir unterschiedliche Protein-Kinasen auf. In vitro-
Phosphorylierungs-Ansétze an rekombinant exprimierten Centrin-Polypeptiden
zeigten, dass die isolierten Protein-Kinasen PKA, PKC und Protein-Kinase CK2
alle Centrin-Isoformen differentiell phosphorylieren kénnen. Nach umfangreichen
methodischen Entwicklungsarbeiten konnten wir Versuchsbedingungen erarbeiten,
mit Hilfe derer die Phosphorylierung von Centrinen in der Séugetierretina erfasst
werden konnte. Dabei konnten wir erstmals zeigen, dass die Inkubation von
Centrin-Isoformen mit Proteinextrakten aus hell- und dunkel-adaptierten Rinder-
und Rattenretinae und radioaktiv-markiertem ATP zu einer drastischen Erh6hung
der Phosphorylierung von Centrinen in den Proben mit dunkel-adaptierten Retinae
fuhrt. Durch anschlieRende Zugabe verschiedener Kinase-Inhibitoren konnte die
Proteinkinase CK2 als die entscheidende Kinase bei der Phosphorylierung von
Centrinen in der Retina identifiziert werden [158]*. Daruber hinaus konnten wir
durch immunocytochemische Untersuchungen erstmals zeigen, dass die CK2
ebenfalls im Cilienapparat, sowohl im Basalkérper als auch im Verbindungscilium,
der Photorezeptorzellen lokalisiert ist und dort mit den Centrin-lsoformen
kolokalisiert vorliegt. Mit Hilfe massenspektrometrischer Untersuchungen ist es uns
gelungen, die genauen Phosphorylierungsstellen der verschiedenen Centrin-
Isoformen zu identifizieren. Dabei zeigte sich, dass alle Centrin-Isoformen &uf3erst
spezifisch jeweils nur an einer Aminosaure phosphoryliert werden, wohingegen
das Centrin 3 nicht phosphoryliert wird [158]*. Durch die Phosphorylierung
verringert sich die Ca?'-Sensitivitat der Centrine, was wiederum zu einer
verringerten Bindefahigkeit mit dem Transducin fihrt und somit als ein
antagonistischer Regulationsmechnismus des Centrin-Transducin-Komplexes
aufgefasst werden kann (die detaillierte Beschreibung der Centrinphosphorylierung
ist in Trojan et al. 2008, Ref.[158]* zu finden). Die vorliegenden Ergebnisse zur
Phosphorylierung von Centrinen in der Retina sind einzigartig und spektakular.

Centrine sind die ersten Cytoskelettkomponenten, deren Phosphorylierungsgrad
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licht-abhangig moduliert wird. Unsere Ergebnisse weisen auf die Existenz eines
Signalweges zwischen der visuellen Signaltransduktionskaskade und der
Regulation der Centrin-Aktivitat hin. Welche Rolle die Centrin-Phosphorylierung bei
der Regulation der Interaktion mit Centrin-Bindepartnern spielt und ob sie
beispielsweise auch an der Steuerung der lichtabhangigen Transducin-
Translokation beteiligt ist, muss in weiterfihrenden Untersuchungen geklart

werden.
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4. Zusammenfassung

Seit Jahren gilt die G-Protein vermittelte Signaltransduktion der Vertebraten
Photorezeptorzelle als Paradigma fir die Funktion sensorischer Zellen. Die
vorliegende Schrift beschaftigt sich mit zwei grundlegenden Prozessen der
visuellen  Signaltransduktion: zum einen mit dem Mechanismus der
Rezeptordeaktivierung der visuellen Kaskade durch die beteiligten Proteine
Rhodopsinkinase (RK), Arrestin und p**, zum anderen mit dem licht-induzierten
intrazellularen Transport des G-Proteins durch das Verbindungscilium der

Photorezeptorzelle.

Die Interaktion des Photorezeptors der Stabchenzelle, Rhodopsin, mit dem G-
Protein Transducin (Gy), initiiert die intermolekulare Transduktion des Lichtsignals.
Um die Signalzustande des Photorezeptors wieder in den Grundzustand
zurtckzufihren, missen das belichtete Rhodopsin (Rh*) und das aktivierte
Transducin abgeschaltet bzw. deaktiviert werden. Die Deaktivierung wird durch die
Interaktion der Rhodopsinkinase (RK) mit Rh* eingeleitet. Sie fuhrt zur Aktivierung
des Enzyms und zur Phosphorylierung des Rezeptors. Der phosphorylierte, aktive
Rezeptor wird von Arrestin erkannt, dessen feste Bindung die Weiterleitung des
Signals zum Transducin unterbindet. Schon die Bindung der RK hat im Zeitbereich
der Reizantwort eine abschaltende Wirkung (sog. Pra-Arrestin). Die Untersuchung
der sich daraus ergebenden komplexen Reaktionsfolge der Deaktivierung des
Rezeptors und die erfolgreiche Messung der Teilreaktionen konnten einen
substantiellen Beitrag zur Aufklarung auf diesem Forschungsgebiet leisten. Das
Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen RK, Arrestin und seiner splice-
Variante (p**) mit dem Rezeptor konnte durch die hier vorgelegten Ergebnisse
entscheiden erweitert werden. Zum ersten Mal wurde gezeigt, dass sowohl die C-
terminale als auch die N-terminale Domé&ne des Arrestinmolekils an der
Rezeptorinteraktion beteiligt sind. Weiterhin konnten die funktionellen
Unterschiede der Arrestin und p** Wechselwirkung mit dem Rezeptor Rhodopsin
analysiert und eine physiologische Rolle des p* im StiabchenauRensegment

abgeleitet werden.
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Die massive licht-induzierte Translokation des visuellen G-Proteins Transducin (G)
zwischen dem lichtsensitiven Aul3ensegment und dem Innensegment der
Photorezeptorzelle tragt zur Langzeit-Adaptation der Signaltransduktion bei. Die
hier erstmals beschriebene Ca?*-induzierte Bildung eines Komplexes aus G; und
Centrinen durfte an der Regulation dieser Translokation beteiligt sein. In
Saugerzellen sind vier Centrin-lsoformen bekannt, die mit Centriolen von
Centrosomen, Spindelkérpern und Basalkorpern assoziiert sind. Dariiber hinaus
werden alle vier Isoformen in den Photorezeptorzellen der Saugetierretina
exprimiert und zeigen deutliche Interaktionen mit Gy Heterodimeren. Die
hochaffine Bindung zum Gy und die spezifische Lokalisation der Centrin-
Isoformen Centrin 1 und 2 im Verbindungscilium weisen darauf hin, dass diese
Isoformen zur Tansducin-Centrin-Komplexbildung beitragen und an der Regulation
des Transducintransportes durch das Cilium beteiligt sind. Nicht nur Ca** reguliert
die Funktion der Centrin-Isoformen, sondern ebenfalls die Phosphorylierung
bestimmter Stellen im Molekdl. In vitro und ex vivo Untersuchungen zeigen, dass
Centrine lichtabhangig spezifisch phosphoryliert werden kdnnen. Durch den
Einsatz von Kinaseinhibitoren konnte die Proteinkinase CK2 als ein mdglicher
Kandidat der lichtabhangigen Centrinphosphorylierung identifiziert werden. Da die
Phosphorylierung der Centrine die Bindeféahigkeit mit dem Transducin verringert,
kann auf einen antagonistischen Regulationsmechnismus des Centrin-Transducin-

Komplexes geschlossen werden.
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