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6 DISKUSSION

6.1 Dissoziation von Gfy-Heterodimeren

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus Ga-, GB- und Gy-Untereinheiten und verbinden
funktionell die in der Plasmamembran integrierten Rezeptoren mit intrazelluldren Effektoren.
Die aktivierung eines G-Proteins fiihrt zur Dissoziation der GTP-gebundenen Form der Ga-
Untereinheit von dem Gpy-Heterodimer. Beide, die GTP-gebundene Form der Go-
Untereinheit und GPy-Heterodimer regulieren verschiedene Effektoren. Wéhrend die Go-
Untereinheit in ihrer monomeren Form aktiv ist, sind GBi.4 nur im Komplex mit Gy
funktional aktiv. Sie bilden ein nicht-kovalentes Heterodimer, das unter nativen (nicht
denaturierenden) Bedingungen nicht dissoziiert (Clapham and Neer, 1997).

Es wurde allerdings die Isolierung einer GfB-freien Gysz-Untereinheit aus Rinderhirn
unter nativen Bedingungen berichtet (Morishita et al., 1994), die wahrscheinlich aus einem
GBy-Komplex freigesetzt wurde. Es wurden bisher jedoch keine Gy-freien GB-Untereinheiten
in Geweben identifiziert. Dies hingt moglicherweise damit zusammen, dass die klassischen
GP1-4-Untereinheiten nach der Dissoziation von Gpy-Komplexen aggregieren. Das im
Abschnitt 4.3.6 beschriebene Protokoll fiihrt z.B. zur Dissoziation von rekombinanten G317y2-
bzw. GB2y2-Komplexen, wobei die Gf-Untereinheiten in Form von Prézipitaten ausfallen und
nicht mehr solubilisiert werden konnen, wiahrend Gy, 16slich bleibt. Aus diesem Grund war es
iberraschend, dass bei einer kurzen Reinigungsprozedur, die fiir die Isolierung rekombinanter
klassischer Gpy-Komplexen etabliert wurde, eine Dissoziation der GPsyz-Dimeren zu
beobachten war, wobei Gy-freies G5 in 16slicher Form gefunden wurde. Dieses Ergebniss
war auch deshalb unerwartet, da G5 abgesehen davon die typischen Eigenschaften einer Gf3-
Untereinheit zeigte: es bildet nach der Koexpression mit Gy- und Ga-Untereinheiten einen
AMF-sensitiven G-Protein-Komplex und aktiviert in Komplex mit Gy, einen typischen Gfy-
sensitiven Effektor, PLC-B, (5.2 und Watson et al., 1994). Unsere Ergebnisse wurden auch
durch unabhéngige Untersuchungen bestitigt (Johnes und Garrison 1999). Somit wurde die

Dissoziierbarkeit als spezifisches Merkmal fiir GBsy-Komplexe angesehen.

6.2 Stabilitiit des monomeren Gf;s

Die Untersuchungen von Garcia-Higuera et al. haben gezeigt, dass in Retikulozyten-
lysaten synthetisierte Gy-freie GP1-Untereinheiten nicht in der Lage sind, eine fiir Gfy-

typische globuldre Konformation einzunehmen. Alternativ weisen einige WD-repeat-Proteine,
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die mit einer hohen Wahrscheinlichkeit ebenso wie Gf31 eine 7-Propellerblatt Struktur haben
(siehe 1.2.3), bei der Synthese im gleichen System eine korrekte Faltung und globuldre Form
auf (Garcia-Higuera et al., 1996). Um die Information iiber die Faltung des Gy-freien GB5 zu
erhalten, wurde eine Molekularsiebanalyse durchgefiihrt. Diese deutete auf eine stabile,
einheitliche, monomere, kompakte und globuldre Konformation hin (5.3.1). Dariiberhinaus
fanden Yoshikawa et al., dass G5 sowohl in seiner monomeren Form, als auch in Komplex
mit Gy ein identisches Fragment-Muster bei der limitierten tryptischen Proteolyse aufweist,
wobei ein etwa 37 kDa grosses Fragment entsteht (Yoshikawa et al., 2000). Im Gegensatz
dazu unterscheidet sich das Ergebniss des Trypsinverdaus bei der GB1-Untereinheit je nach
dem, ob Gf allein oder in Komplex mit Gy, exprimiert wurde. Wahrend G1y2 nur einmal
am Arginin 129 gespalten wird, exponiert das Gy-freie G mehrere Schnittstellen (Schmidt
und Neer, 1991).

Die aufgefiihrten Daten stehen im Einklang mit den eigenen Proteinexpressions-
untersuchungen. Hier wurde gezeigt, dass GB5 im Gegensatz zu Gf1 bzw. G}, unabhéngig
von seinen Komplexpartnern in Sf-9 Zellen exprimiert werden kann. Eine mogliche Erklarung
dafiir konnte die Resistenz des kompakt gefalteten monomeren Gf5 gegeniiber den
ubiquitdren, intrazelluldren Utilisationssystemen wie z.B. der Ubiquitin-proteosomale
Proteasenkomplex sein, der falsch gefaltete, falsch lokalisierte, kurzlebige oder defekte
Proteine selektiert und degradiert (McNaught et al., 2001).

Die Interpretation der Molekularsiebanalysen der GB-freien Gy-Untereinheit, wonach
das apparente Molekulargewicht des Proteins bei etwa 20 kDa lag, wurde dadurch erschwert,
dass Gy vermutlich keine globulédre Struktur besitzt (5.4.1). Es wurde allerdings aufgrund der
publizierten Daten (Morishita et al., 1994) und Erfahrungen in der Arbeitsgruppe
sichergestellt, dass Gp-freie Gy-Priparationen {iiber ldngere Zeit stabil bleiben. Die
gereinigten Gp-freien Gy-Untereinheiten waren ein  wichtiges Werkzeug bei den
Untersuchungen der Dissoziation der Gf5y2-Komplexen und der Isolation der Gy- und RGS-
freien GPs-Untereinheiten aus Geweben (6.3, 6.4).

Die Tatsache, dass nach der Dissoziation der Gpsy-Heterodimeren beide
komplexbildende Proteine stabil und I6slich bleiben, fiihrte zu der Annahme, dass dieser
Prozess reversibel sein kann. Daher wurde gepriift, ob die dissoziierten bzw. getrennt
voneinander gereinigten GfBs- und Gy-Untereinheiten wieder miteinander interagieren und

ein funktionell aktives Heterodimer bilden konnen.
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6.3 Reversibilitit der Dissoziation von G fsy,-Komplexen

Durch unterschiedliche chromatographische Ansédtze konnte gezeigt werden, dass
getrennt gereinigte GPBs und Gyp zu einem etwa 45 kDa grossen Komplex rekonstituiert
werden konnen. Es war allerdings wichtig, die Funktionalitdt der reassoziierten Komplexe zu
iiberpriifen. Daher wurden die regulatorischen Eigenschaften dieser Komplexe an der
enzymatischen Aktivitit der PLC-B, getestet. Es konnte gezeigt werden, dass neugebildete
GBsy2-Dimere nach der Assoziation aus monomeren Untereinheiten ihre funktionelle
Aktivitdit wiedergewinnen. Interessanterweise war das Ausmall der Stimulation durch
reassoziierte Komplexe und durch intakte gereinigte GPsyz-bzw. Gp1y2-Heterodimere
vergleichbar (5.4.2.1 und Maier et al., 2000). Es kann also davon ausgegangen werden, dass
die GBs-Untereinheit nach der Dissoziation unter den gewdhlten Bedingungen intakt bleibt.

Desweiteren wurde die Interaktion der rekonstituierten Komplexen mit Go-Untereinheit
untersucht. Ein etablierter Ansatz dafiir ist die Blockade der GBy-vermittelten Modulation
eines Effektors durch Zugabe gereinigter Ga-Untereinheit im GDP-gebundenem Zustand.
Dabei werden GBy-Komplexe offensichtlich an Gaw gebunden und stehen fiir die Interaktion
mit dem Effektor nicht mehr zur Verfiigung (Leopoldt et al., 1998; Yoshikawa et al., 2000;
Wing et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass Gojj—GDP tatsédchlich die stimulierende
Wirkung der rekonstituierten GBsy2-Komplexe blockiert. Auflerdem wurde die Bindung der
reassoziierten Gfs5y2-Komplexen an Gay; durch eine Koisolation bestétigt (5.4.2.1 und
5.4.2.2).

Die vorgestellten Untersuchungen demonstrieren also, dass Gpsy2-Heterodimere
reversibel dissoziieren konnen. Da diese Eigenschaft zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch
nicht beschrieben war, wurden auch die klassischen GPy-Heterodimere diesbeziiglich niher
untersucht. Dabei sollte vor allem die Frage beantwortet werden, ob die oben gezeigte
Dissozation und Reassozation der beiden Untereinheiten auch fiir Gf1y2-Komplexe
nachweisbar ist. Durch Koexpressions- und Koisolationsansitze konnte gezeigt werden, dass
wiahrend GPsy-Heterodimere eine reversible Dissoziation aufweisen, Gf1 und Gy, einen
statischen, nicht dissoziierenden Komplex bilden (5.4.1). Die reversible Dissoziation scheint
also unter GB-Untereinheiten ausschlieBlich fiir GB5 charakteristisch zu sein.

Da die bislang diskutierten Ergebnisse in vifro an rekombinanten Proteinen erzielt
wurden, war eine Aussage liber die physiologische Relevanz der Dissoziierbarkeit des Gf5y2-
Komplexes auf dieser Basis kaum mdoglich. Es war daher notwendig, die Untersuchungen auf
native Proteine in Geweben zu erweitern und die Korrelate fiir dissoziierbare GPsys-

Komplexe in vivo zu finden.
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6.4 Isolation des Gy-freien Gfs aus Rinderhirn

Zum Zeitpunkt der Untersuchungen wurde von mehren Arbeitsgruppen berichtet, dass
GB5 in Komplexen mit den Mitgliedern der R7 Subfamilie der RGS-Proteine (RGS6, RGS7,
RGS9 und RGSI11, die in diesem Kapitel vereinfacht auch als RGS-Proteine bezeichnet
werden) vorkommt. So konnten sowohl aus Retina- und Hirncytosol, als auch aus
Hirnmembran-Extrakten Gf5/RGS7-Komplexe gereinigt und anschlieBend identifiziert
werden (5.5, Cabrera et al., 1998; Zhang et al., 2000; Witherow et al., 2000), wihrend aus
Retinamembranextrakten GBs5p/RGS9-1-Komplexe isoliert wurden (Makino et al., 1999).
Allerdings richtete man die Reinigungsstrategie bei den erwihnten Ansétzen ausschlieflich
auf die Isolation solchen Gfs-haltigen Komplexen aus, die in grosseren Mengen vorkommen.
Dadurch wurden weitere, bis dahin noch unbekannte Komplexzustinde des G35 nicht erfasst
und konnten somit weder bestétigt noch ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund war es
wichtig, die Untersuchungen am neuralen Gewebe mit alternativen chromatographischen
Ansidtzen zu ergdnzen. Da GBs5/RGS-Heterodimere als nicht dissoziierende etwa 100 kDa
grosse Proteinkomplexe beschrieben wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit einerseits
nach Beweisen fiir die dissoziierbaren GPs-haltigen Komplexen gesucht, andererseits nach
Komplexzustdnden, die ein von den bekannten GPs5/RGS-Heterodimeren abweichendes
Elutionsverhalten von der Gelfiltrationssdule aufwiesen.

Zundchst konnte das Gy-freie GPs aus Rinderhirn-Cytosolfraktionen bzw.
Membranextrakten mittels einer Affinititssdule, an die Gy, als Bindungspartner fiir ,,freie®
GB-Untereinheiten immobilisiert wurde, isoliert werden. Das war die erste gelungene und
zuvor noch nicht beschriebene Isolation der Gy-freien GB-Untereinheiten aus Geweben (5.5).
Dieses Ergebniss deutete darauf hin, dass es Komplexe gibt, die das monomere Gf5
freisetzen, bzw. dass G5 in monomerem Zustand existiert. Daher wurden zusétzlich die
Molekularsiebanalysen der subzelluldren Fraktionen des neuralen Gewebe durchgefiihrt.
Wenn Gf5 als Monomer in vivo existiert, sollte es aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften
im Cytosol lokalisiert sein. Mittels Gelfiltrationschromatographie konnte jedoch gezeigt
werden, dass G5 im Cytosol scheinbar nur in Form von ,,klassischen* G35/RGS-Komplexen
vorkommt. Diese Komplexe haben ein Molekulargewicht von etwa 100 kDa, sind
detergenzstabil und dissoziieren nicht in einem AMF-haltigen Puffer. Daraus kann
geschlossen werden, dass G5 als Monomer zumindestens im neuralen Gewebe durch die
angewandte Methode nicht nachweisbar ist, und die mit Gy,-Affinititsmatrix isolierten GPs-
Untereinheiten wahrscheinlich aus Komplexen freigesetzt wurden.

Und tatsédchlich fand man in den Membranextrakten neben GBs5/RGS-Komplexen auch

weitere GB5-Spezies, die die Molekularmasse von 45 kDa aufwiesen und daher entweder den
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GBsy-Heterodimeren oder den GBs-Monomeren, die aus unbekannten Komplexen freigesetzt
wurden, entsprechen konnten. Aufgrund des geringen Unterschiedes der Molekularmassen
beider Spezies konnten diese mittels Gelfiltrationschromatographie nicht unterschieden
werden. Der Versuch GB-freie Gy-Untereinheiten mittels GBs-Affinititssdule, bzw. GBs5y-
Komplexen mittels an der Ni-NTA-Matrix immobilisierten Gaj- und Gog-Untereinheiten zu
isolieren, ist nicht gegliickt (5.5). Das negative Ergebniss konnte an der unzureichenden
Sensitivitdt der anti Gy-Antiseren liegen und ermoglicht deshalb keine endgiiltige Aussage
iber die Existenz von GBsy-Komplexen. In Zukunft wire eine Wiederholung des Ansatzes
mit alternativen Priparationen des gereinigten GBs und der Antikérpern sinvoll. Aufgrund
fehlender spezifischer Antiseren konnte die Assoziation zwischen GBs5 und Gyjz nicht
untersucht werden (6.6).

Zusammenfassend 148t sich aus den diskutierten Ergebnissen ableiten, dall das GPs-
Protein membranlokalisierte, dissoziierbare =~ Komplexe mit einem unbekannten
Bindungspartner in vivo bildet, der noch identifiziert werden soll.

Alternativ konnten die beschriebene Ergebnisse durch die Annahme erkldrt werden,
dass die GBs/RGS-Komplexe auch dissoziieren konnen, wobei Gy, diesen Prozess fordert.
Diese Annahme wurde durch die Beobachtung unterstiitzt, dass trotz fehlendem 45 kDa
grossem Gps-immunoreaktivem Protein bei der Molekularsiebanalyse von cytosolischen

Fraktionen, aus diesen Fraktionen G5 mittels Gyz-Affinitdtsmatrix isoliert werden konnte.

6.5 Mogliche funktionelle Bedeutung der Dissoziierbarkeit von
G5/RGS-Komplexe

Gegenwertig geht man davon aus, dass GB5/RGS-Komplexe stabil sind und analog zu
klassischen GBy-Dimeren unter nicht denaturierenden Bedingungen keine Dissoziation zeigen
(Ross und Wilkie, 2000). Vielmehr wird die Dissoziierbarkeit der GPsy-Komplexe als
Zeichen ihrer ,,Unnatiirlichkeit™ betrachtet (Witherow et al., 2000). Allerdings deuten die in
unserer Arbeitsgruppe erhobenen Befunde darauf hin, dass es im neuralen Gewebe neben
klassischen GBs/RGS-Komplexen auch weitere dissoziierbare GBs-haltige Komplexe gibt. Da
die Existenz eines GBsy-Dimers, dessen Dissoziierbarkeit bekannt ist, bislang in vivo nicht
nachgewiesen werden konnte, konnen die vorliegenden Befunde wie folgt interpretiert
werden:

1) GPBs5 bildet dissoziierbare Komplexe mit einem noch nicht identifiziertem

Partner, der weder Gy noch RGS-Protein entspricht, oder
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2) GPB5/RGS-Komplexe sind auch dissoziierbar, bzw. sie konnen Gfs in einem
monomeren Zustand freisetzen.

Die erste Hypothese konnte gepriift werden, in dem affinitdtsmarkiertes Gf5-Protein in
einer Zellinie stabil exprimiert wird. Ein derart markiertes Protein wiirde mit natiirlichen
Interaktionspartnern wechselwirken, die dann mit Hilfe einer Affinititsmatrix effizient
mitgereinigt und anschlieBend identifiziert werden konnten (Shevchenko et al., 2002).

Um zu priifen, ob GB5/RGS-Komplexe monomeres G5 freisetzen kdnnen, wurden in
der vorliegenden Arbeit die Untersuchungen an gereinigten Proteinen durchgefiihrt.
Voraussichtlich interagieren sowohl Gy-Untereinheiten, als auch RGS-Proteine mit derselben
oder zumindestens {iberlappenden Bindungsstellen an Gfs5 (Abb. 28). Daher wurde
untersucht, ob, bzw. in wie weit die gereinigten Gyz-Untereinheiten mit den gereinigten RGS-
Proteinen um das G5 kompetieren konnen. Ein dhnlicher Ansatz mit rekombinanten G17y2-
Komplexen, die bekannterweise keine Dissoziation aufweisen, fithrte zu einem negativen
Ergebniss, wobei keine Ubertragung der GBp aus den urspriinglich formierten GBiy-
Komplexen an die gereinigten Gyz-Untereinheiten detektiert werden konnte (5.4.1). Daher
wiirde eine in diesem System gemessene Ubertragung von G5 aus GBs/RGS-Komplexen auf
Gy, auf eine Dissoziation der GBs/RGS-Komplexe hindeuten. Tatsédchlich waren sowohl
native als auch rekombinanten GB5/RGS-Komplexe in der Lage aktives monomeres Gf5
freizusetzen, wobei mit Gelfiltrationschromatographie sichergestellt wurde, dass die
untersuchten Prédparationen kein monomeres G35 enthalten und die rekombinante GB5/RGS-
Komplexe zumindestens unter gewéhlten Versuchsbedingungen keine Puffer-bedingte
Dissoziation aufweisen (5.6). Zusammenfassend lassen diese Befunde den Schluss zu, dass
GB5s/RGS-Komplexe dhnlich wie GBs5y-Dimere dissoziieren konnen. Die Dissoziierbarkeit
scheint also ein grundsdtztliches biochemisches Charakteristikum von Gps-haltigen
Komplexen zu sein. Die nachgewiesene Dissoziierbarkeit von GB5/RGS-Komplexen schlief3t
jedoch die Existenz von GBsy-Dimeren in vivo nicht aus.

Auf Grund der vorgestellten Ergebnissen und publizierten Daten hat GB5 je nach
Komplexzustand unterschiedliche Funktionen, die untereinander nicht ersetzbar sind. So
aktiviert GPBs in Komplex mit Gyp selektiv PLC-Bp, wéhrend GB5/GGL-Modul eine
hemmende Wirkung auf die RGS-Doméne ausiibt (Arshavsky et al., 2002) und somit die
GAP-Aktivitit des jeweiligen RGS-Proteins zu reduzieren scheint, ohne die Effektoren selbst
zu modulieren. Eine Dissoziation von GPs-haltigen Komplexen und die Ubertragung der
GPs-Untereinheit von einem Komplexpartner auf den anderen konnte ein
Umschaltmechanismus darstellen. Dabei wiirde Dissoziation des GBs/RGS-Komplexes zur
Erhohung der GAP-Aktivitit und die Ubertragung von GPs auf Gy zur Modulation der
Effektoraktivitit filhren. Ein vereinfachtes Modell solcher Interaktionen stellt die
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Rekonstitution des Proteinkomplexes aus PLC-f2, GB5/RGS7 und Gy, an Phospholipid-
Vesikeln dar, wobei die Stimulation der enzymatischen Aktivitit der PLC-f» wahrscheinlich
durch eine zumindest partielle Dissoziation von GPs/RGS7 und eine Wechselwirkung
zwischen G5 und Gy, erfolgt. (5.6). Selbst wenn die Gf-freien Gy-Untereinheiten in vivo
nicht nachgewiesen sind, zeigt dieses Experiment eine mogliche Auswirkung einer
Kompetition der RGS-Proteine mit einem anderen, putativen Protein um einen gemeinsamen
Bindungspartner. Dieses putative Protein kann Gy-dhnliche Eigenschaften haben (z.B. etwa
10 kDa gross sein und in die Plasmamembran verankert sein) und soll mit G35 zumindest

transitorisch einen Komplex bilden, der Effektoren modulieren kann. Zu den moglichen
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Gy SYT--———————-- THNEVHAIPLRE S S--WVMTCAYAPS--GNYVACGGLDNICSIYN 125
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G[is L-TIDIN -==-=--- AH--T YL-S'C°F -DQI T SGD TCALWD 181
G4 IET===========i GQQTT F GH--' GDVMSLSLAPD-- FVSGACDASAKLWD 212
G5 VE GQ FIGH--GADVLCLDLAP TFVSG CDI A WD 225
Gy VRE--———————--- GMCRQTFTGH--ESDINAI FFPN--GlAFATGSDDATCRLFD 254
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#
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Abb. 28: Uberlappung von RGS- bzw. Gy-Bindungsstellen und potenziellen DNA-

Bindungsdoméne von Gfis.

Aus den abgeleiteten Proteinsequenzen von GB4 (Genbank # P54311) und G35 (Genbank # P54314) wurde im
Programm-Modul Megalign des Programmes DNASTAR der dargestellte Vergleich erzielt. Die Mutationen in grau
unterlegten Bereichen der Gf1-Sequenz beeintrachtigen die Komplexbildung zwischen GB1 und Gy
(Panchenko et al., 1998). Die durch Kristallstrukturanalysen ermittelten Kontaktstellen zwischen GB1 und Gy2
(Wall et al., 1995) sind einfach unterstrichen. Die durch Pfeile markierte Aminosaurenreste scheinen genetischen
Untersuchungen nach kritisch fiir die Interaktion zwischen GB5 und RGS-Proteinen zu sein (Robatzek et al.,
2001). V274 und A353, die fiir die Selektivitat der Interaktion zwischen GB5 und RGS-Proteinen wichtig zu sein
scheinen (Snow et al., 1998), sind mit Sternen markiert. Die Identifikation der putativen DNA-bindenden Doméne
(doppelt unterstrichen) erfolgte mit Hilfe des NCBI Conserved Domain Programms. Die innerhalb der GB1-4
konservierte oder konservativ substituierten Aminosauren sind fett gedruckt. Die laufenden Nummern der letzten
Aminoséauren in den Reihen sind jeweils rechts angezeigt. Weitere Erklarungen siehe Text

Kandidaten konnten entweder schon bekannte oder noch nicht klonierte Gy-Untereinheiten
gezdhlt werden. AuBerdem stellt RGS9-1-anchor-Protein (R9AP), das als einen neuen
Komplexpartner fiir GBs/RGS9-1-Heterodimer identifiziert wurde (Hu und Wensel, 2002),
eventuell den bisher fehlenden Faktor dar, der die Effektormodulation durch GB5/RGS-



Diskussion 71

Komplexe ermoglicht (Posner et al., 1999). Ein dhnliches anchor-Protein wére auch fiir
weitere membranassoziierte GBs/RGS6- und GB5/RGS7-Komplexe vorstellbar.

Zusitzlich sind auch weitere Interaktionen von GBs/RGS-Komplexen denkbar, die zur
thren zumindest partiellen Dissoziation flihren konnten. Den publizierten Daten zufolge,
interagiert GBs mit RGS-Proteinen vermutlich dhnlich wie mit Gy iiber sein C-terminales
Segment. Bemerkenswerterweise liegt innerhalb des genannten Segmentes eine putative
DNA-bindende Domine, die bei klassischen Gf-Untereinheiten nicht vorhanden ist (Abb.
28). Diese strukturelle Besonderheit konnte mit den Daten von Zhang et al., die eine
Kernlokalisation von GB5/RGS7-Komplexen beschreiben (Zhang et al 2001),
zusammenhdngen und auf eine mogliche Beteiligung von GPBs an den
Transkriptionsvorgingen hinweisen.

Alternativ stellen Polycystin und SCG10 (superior cervical ganglia)-Protein, die dhnlich
wie GPs an die GGL-Domine der RGS-Proteine (Kim et al., 1999; Guay-Woodford et al.,
2000; Liu et al., 2002) binden, weitere potenzielle Proteine dar, deren Wechselwirkung mit
RGS-Proteinen eine zumindestens partielle Dissoziation von Gf5/RGS-Komplexen
voraussetzt. Die Dissoziierbarkeit der Gps5/RGS-Komplexe konnte zukiinftig unter
Beriicksichtigung neuer Interaktionspartner u. a. mit Hilfe der BRET (Bioluminiszenz-

Resonans-Energie-Transfer)-Methode untersucht werden.

6.6 Weitere Hinweise auf die Existenz der G35y -Komplexen

Nachdem die Interaktion von G5 mit Gy und RGS-Proteinen gezeigt wurde, stellte sich
die Frage, welcher der Partner physiologisch relevant ist, bzw. ob eine Koexsistenz von
beiden Gy- und RGS-gebundenen Zustinden moglich ist. Die physiologische Relevanz der
GBs5y-Komplexen scheint zumindest dadurch gegeben zu werden, dass Gpsy-Heterodimere
einige Effektoren modulieren und dabei durch GBs5/RGS-Komplexe nicht ersetzt werden
konnen (5.6 und Posner et al., 1999).

In dem vorigen Abschnitten wurden die Daten zur Identifikation von dissoziierbaren
Gps-haltigen Komplexen aus den Geweben mittels chromatographischer Methoden als
Hinweis fiir die Existenz von GBsy-Komplexen diskutiert (6.4). Im diesem Abschnitt werden
die genetischen Studien und die strukturellen Untersuchungen behandelt, die auf eine RGS-
unabhdngige Funktion von Gf5 hinweisen bzw. Gyjz als eine Gps-spezifische Gy-
Untereinheit annehmen lassen.

Die genetischen Untersuchungen im Nematoden C. elegans weisen darauf hin, dass Gf35
in Komplexen mit den RGS-Proteinen EAT-16 bzw. EGL-10 als negativer Regulator an Gq-

bzw. Go-abhingigen muskarinergen bzw. serotonergen Signalwegen beteiligt ist (Abb. 29).
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Abb. 29: Regulation der Gg- und Go-abhéngigen Signaltransduktion in C. elegans durch Gf5 .

In einem intakten Organismus befinden sich beide Signaltransduktionsketten im Gleichgewicht, wobei sie die
Konzentration des ,second messengers® Diacylglycerol (DAG) kontrollieren. Die durch Geninaktivierung und
entsprechenden Funktionsverlust einer der Komponenten hervorgerufene Verschiebung des Gleichgewichtes
fuhrt je nach Signalkette und je nach Ausfall entweder zu einem lethargischen (z.B. bei der Inaktivierung von Gog
oder PLCP) oder zu einem hyperaktiven (z.B. bei der Inaktivierung von Ga, bzw. DGK) Phenotyp von C. elegans.
Das Modell basiert auf Untersuchungen zur Regulation des Fortbewegens und des Eierlegenverhaltens von C.
elegans (van Der Linden et al., 2001; Robatzek et al., 2001; Chase et al., 2000, Brundage et al., 1996). DGK:
Diacylglycerol-Kinase, mAcChR: muskarinerger Acetylcholin-Rezeptor und 5-HTR: Serotonin-Rezeptor. Die
Zeichen | bzw. L bedeuten eine stimulierende bzw. eine inhibierende Wirkung.

Dartiiber hinaus wurde in einigen Studien eine gegenseitige Abhingigkeit von G5 und RGS-
Proteinen beobachtet. Das heiflt, dass in Geweben von RGS-defizienten Tieren die Menge
von GPs stark reduziert ist bzw. vice versa (Chen et al., 1999; Chase et al., 2001). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass G5 ausschlieBlich in Komplexen mit RGS-Proteinen
vorkommt. Dagegen liefern Studien von Plasterk und Mitarbeitern Hinweise, dass G5 auch
Funktionen ausiibt, die unabhéngig von RGS-Proteinen sind. Sie gingen ebenfalls von einer
konstitutiven Assoziation des G5 und RGS-Proteinen der R7 Subfamilie aus. Funktionell
sollte dies bedeuten, dass die GP5/RGS-Komplexe nur als Einheit agieren und dadurch das
Ausschalten eines Partners zum Ausfall der Funktion des anderen fiihrt. Demnach sollten
Gps-defiziente Tiere einen dhnlichen Phenotyp entwickeln, wie Tiere, bei denen alle Gene fiir

die RGS-Proteine der R7 Subfamilie inaktiviert wurden. Allerdings unterscheiden sich die
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GPs-defizienten von solchen RGS-defizienten Tieren durch einen erhohten Tonus der Korper-
sowie  Pharyngealmuskulatur ~und eine  erhohte  Empfindlichkeit  gegeniiber
Acetylcholinesterase-Hemmern. So ldsst diese Studie den Schluss zu, dass G5 weitere, von
RGS-Proteinen der R7 Subfamilie unabhéngige Funktionen, besitzt (van Der Linden et al.,
2001). Eine Interpretation dieser Daten wire, dass GB5 moglicherweise im Komplex mit Gy
oder anderen Partner die Effektoren moduliert (s. Abb. 29).

Bei Aminosidurensequenz-Analysen ist man auf eine Ahnlichkeit zwischen der
Gy-Untereinheiten und dem konservierten N-terminalen Fragment der RGS-Proteinen der R7
Subfamilie gestoBen. So wurde eine sog. GGL (G-Protein gamma like)-Doméne identifiziert,
die essentiell und ausreichend fiir die Interaktion mit GB35 ist. Dabei scheint ein konserviertes
NPW-Motiv innerhalb dieser Doméne fiir die Interaktion mit G5 entscheidend zu sein
(Abb. 30. und Snow et al., 1999). Alle zu dem Zeitpunkt der Untersuchung bekannten Gy-

Untereinheiten wiesen auf der analogen Position ebenfalls ein konserviertes NPF-Motiv auf

(DEP) gell T a > RGS6

* * %k * *hkhk *k
RKTTKEDIRKQITFLNAQIDRHCLEMSKVAESLIAYTEQYVEYDPLITPA-EFP PWILSDDVALW 317 RGS6
KPPTEDEKQOOQIKYWQIQLDRHRLEKMSKVADSLLSYTEQYLEYDPFLLPP-DFPS ILSDDTTFEFW 314 RGS7

CEQTVVAVEKKEIMYYQQALMRSTVKSSVSLGGIVKYSEQFSSNDAIMSGC-LP]
MTKSADFHKREIEYFRKALGRTRVESSVCLEAYLSFCGQRGPHDPLVSGC-LPIN
NTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAY CEAHAKEDPLLTPVPASH

PWLTDDTQFW 278 RGSS
L SDNDAYW 282 RGS11
REKKFFCAIL 71 GYy2
PFREKKFFCAIL 75 GY3
REKKFFCTIL 75 GY4
PQKV-CSFL 68 GYys
REPRS-CALL 68 GY10
KDKKT-CTIL 72 GYy12

Abb. 30: Strukturelle Homologie zwischen den RGS-Proteinen der R7 Subfamilie und den
Gy-Untereinheiten

Schematische Darstellung der Doméanen-Organisation des RGSG6-Proteins (oben) und Vergleich der
Aminosaurensequenzen innerhalb der GGL-Doméanen (unten). Abgeleitete Proteinsequenzen von RGS6
(Genbank# P49758), RGS7 (Genbank# PP49802), RGS9 (Genbank# P49805), RGS11 (Genbank# 094810),
Gy2 (Genbank# JC7290), Gy3 (Genbank# P29798), Gy4 (Genbank# P50153), Gys (Genbank# P30670), Gy10
(Genbank# P50151), Gyq2 (Genbank# Q9UBI6), mit Hilfe des Programm-Moduls Megalign des Programmes
DNASTAR verglichen. Identische oder konservativ substituierte Aminosauren sind fett gedruckt bzw.mit Stern
markiert. Die laufenden Nummern der letzten Aminosauren sind jeweils rechts angezeigt. Das NPW- bzw. NPF-
Motiv ist umrahmt.
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Das daraus resultierende Konzept ging — analog zur Vorstellung iiber klassische GPy-
Heterodimere — von einer konstitutiven Assoziation des Gf5 mit seinen physiologischen
Interaktionspartnern aus. Da RGS-Proteine im Gegensatz zu Gy einen detergenzstabilen
Komplex mit GBs bilden, wurde angenommen, dass die RGS-Proteine der R7 Subfamilie die
physiologischen Partner fiir GB5 sind (Snow et al., 1999, Witherow et al., 2000). Aus diesem
Grund wurden Proteine, die ein NPW-Motiv innerhalb der GGL-Domine enthalten als
potentielle selektive Interaktionspartner fiir GB5 betrachtet. Entsprechend diesem Konzept
wurde die Frage gestellt, ob auch weitere Proteine existieren, die ein NPW-Motiv innerhalb
der GGL-Domine aufweisen. Dazu wurde ein Screening der Datenbanken mit einer
modifizierten Aminosdurensequenz von Gy, durchgefiihrt (Abb 32). Dabei wurden in der Tat
einige Polypeptide gefunden, die ein NPW-Motiv aufweisen. Dabei handelte es sich um Gy-
Untereinheiten, die vor kurzem kloniert wurden (Schulz et al., 1999; Huang et al., 1999;
Jansen et al., 1999). Darunter waren auch die zuletzt entdeckten humane und murine Gyq3-
Untereinheiten (Abb. 31). Interessanterweise scheint das NPW-Motiv bei dieser Gy-Familie
konserviert zu sein. So besitzt der Nematode Caenorhabditis elegans bzw. die Fruchtfliege
Drosophila melanogaster nur zwei Gy-Untereinheiten, die alternativ jeweils das NPF- oder
das NPW-Motiv aufweisen (Abb. 31). Zusammenfassend stellen die Mitglieder der Gyjs-

Familie weitere potentielle Komplexpartner der GB5-Untereinheit dar.

*k *kk Kk
RKTTKEDIRKQITFLNAQIDRHCLKMSKVAESLIAYTEQYVEYDPLITPA-EPJNPWI SDDVALW 317 RGS6

EEWDVPOMKKEVESLKYQLAFQREMSSKTIPELLKWIEDGIPKDPFLNPDLMKNNPWVEKGK-CTIL 67 hGY13
EEWDVPOMKKEVESLKYQLAFKREMASKTIPELLKWIEDGI PKDPFLNPDLMKNNPWVEKAK-CTIL 67 mGYy13
NMDRDALKKQIENMKYQASMERKWPLSKSIAEMRSFIEENEKNDPLINAPDKKNNPWRAEKGK-CVIM 72 DmGYy2
————-MDKSDMQRTVDSLRSQLNIERTPITVSAAELRRFTESQEDPLVNPIDKKYNPWREKSKSCSML 62 C.el.Gy2
NTASIAQARKLVEQLKMEANIDRIKVSKAAADLMAYCEAHAKEDPLLTPVPASENPFREKKFFCAIL 71 hGy2

Abb. 31: Gy13 ist ein potenzieller Komplexpartner fiir Gf5.

Vergleich der Aminoséurensequenz von Proteinen, die als Homologe zur modifizierten Aminosaurensequenz Gyp
(Genbank# JC7290) identifiziert wurden, wobei das Sequenzfragment DPLLTPVPASENPF in Gy, durch das
DPLITPAEPSNPW Fragment aus RGS6 (Genbank# P49758) ersetzt wurde. Die Suche wurde in Datenbanken
NCBI-Swissprot und NCBI-EST durchgefiihrt. Identische oder konservativ substituierte Aminosauren sind fett
gedruckt bzw.mit Stern markiert. Die laufenden Nummern der letzten Aminosauren sind jeweils rechts angezeigt.
Das NPW-Motiv ist umrahmt.

Die vor kurzem publizierte Arbeit von Blake et al., die ebenso von einer selektiven
Assoziation zwischen Gfs- und Gyj3 ausgingen, befasst sich mit der funktionellen
Charakterisierung von rekombinanten GPi-5y2- bzw. Gi-sy13-Heterodimeren. In dieser
Studie konnte weder eine Selektivitdt bei der Komplexbildung zwischen GPi.5 mit Gyq3-
Untereinheit noch ein Unterschied zwischen GBsy2 und GPsy;3 beziliglich der Stabilitét der



Diskussion 75

gebildeten Komplexen bzw. der Regulation von PLC-B, und GIRK1/4 festgestellt werden.
Ein Versuch, GBsy;3 bzw. andere GPBsy-Dimere aus Geweben oder Zellinien zu isolieren,
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht unternommen. Daher scheint die Interpretation von
Autoren, dass GPsy-Dimere aufgrund ihrer Dissoziierbarkeit unnatiirlich seien (Blake et al.,
2001), verfriiht, zumal der Einsatz von 0,1 % SDS in einem schon ohne hin detergenzreichen
Extraktionspuffer (Snow et al., 1998, 1999; Blake et al., 2001) fiir viele in vivo existierende
Proteinkomplexe erfahrungsgemil jenseits der Toleranzgrenze liegt. Die Dissoziierbarkeit
erschwert den Nachweis von GPsy-Komplexen in vivo, doch dies allein kann nur sehr
eingeschrinkt als Kriterium fiir die Beurteilung der Existenz eines Komplexes in vivo

herangezogen werden.

Ein Koisolationsansatz unter milden Extraktionsbedingungen (0,2 % des nicht-
ionischen Detergenz C12E10), der konzeptionell fiir eine systematische Identifikation von
Interaktionspartnern des G5 aus Hirngewebe mittels Immunoaffinitdtschromatographie
ausgearbeitet und durchgefiihrt wurde (Zhang und Simonds, 2000), konnte aufgrund der
fehlenden Isolation von GBsy-Komplexen eher als ein negatives Urteil liber deren Existenz
bzw. ,Natiirlichkeit* betrachtet werden. Allerdings wurden in dieser Studie lediglich die in
grosseren Mengen vorkommenden GPBs/RGS6- und Gf5/RGS7-Komplexe identifiziert.
Dagegen konnten weitere Interaktionspartner von GBs, wie z.B. RGS9 (Makino et al., 1998)
und RGS11 (Snow et al., 1998), weder massenspektrometrisch noch immunologisch in den
Eluaten detektiert werden, obwohl sie mit anderen Methoden im Hirn bereits nachgewiesen
wurden (Gold et al.,, 1997; Rahman et al., 1999). Aufgrund dieser ungekldrten negativen
Ergebnisse ermoglicht auch die Studie von Zhang und Simonds keine endgiiltige Aussage
dartiber, ob GBs5y-Komplexe in vivo existieren. Ein Koisolationverfahren mittels stabil in einer
Zellinie exprimierten affinitdtsmarkierten G5 (siehe 6.5) soll in der Zukunft die Frage der

Existenz von GB5y-Komplexen kldren.



