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6 DISKUSSION

Klasse | PI-3-Kinasen katalysieren die 3'-Phosphorylierung von PI-4,5-P> und bilden so den
»second messenger” PI-3,4,5-P3. Obwohl die Beteiligung von PI-3,4,5-P3 an einer Vielzahl
von zelluléren Prozessen wie Wachstum und Differenzierung, cytoskelettalen Veranderungen
oder veskuléren Transportvorgangen nachgewiesen werden konnte, ist wenig Uber die
molekularen Grundlagen der Aktivierung von Klassel PI-3-Kinasen durch Zelloberflachen-
rezeptoren bekannt. Insbesondere die G-Protein-Sensitivitdt dieser Enzymklasse ist nur
unzureichend verstanden. Dies liegt zu enem gewissen Tell auch daran, dal’3 viele
Untersuchungen an ganzen Zellen bzw. durch Transfektion einzelner Komponenten
durchgefihrt wurden. Dabel ist der Zugewinn an Wissen Uber zelluldre Funktionen von
PI-3-Kinasen meist hoch, Uber die tatsachlichen Wechselwirkungen der betelligten Proteine
kann jedoch wenig ausgesagt werden.

Um die Spezifitdt und den Mechanismus der GBy-vermittelten Aktivierung von Klasse |
PI-3-Kinasen besser zu verstehen, wurde in der vorliegenden Arbeit die direkte Interaktion
und Funktion der beteiligten Komponenten, d.h. der katalytischen und nicht-katalytischen
Untereinheit der PI-3-Kinasen und der GPy-Untereinheiten, mit Hilfe von definierten,
gereinigten Proteinen ndher untersucht. Da Pl-3-Kinasen in nativem Gewebe nur in geringen
Konzentrationen vorkommen, wurde stait dessen das Baculovirus/Sf9-Expressionssytem
eingesetzt. Neben der Reinigung der PI-3-Kinasen in grofier Menge und Reinheit bot es
dartber hinaus die Mdglichkeit, einzelne Untereinheiten als isolierte Proteine zu erhalten und
Zu untersuchen. Aul3erdem gestattete es, GBy-Komplexe zu reinigen, die aus definierten G[3-
und Gy-Untereinheiten zusammengesetzt waren. Auf diese Weise konnte die Spezifitét der
GPy-sensitiven Klasse | PI-3-Kinasen fir bestimmte G[3-1soformen untersucht werden.

6.1 Gpy-Sensitivitat von Klasse | PI-3-Kinasen

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, da3 sowohl die PI-3-Kinase 3 als auch die
PI-3-Kinase y durch nanomolare Konzentrationen von bovinem Gy stimuliert werden, wobei
die Stimulation der PI-3-Kinase3 auch ohne gleichzeitige Inkubation mit enem
p85-Bindungspeptid moglich war (Maier et al., 1999). Im Gegensatz dazu beobachteten
Kurosu und Mitarbeiter (1997) nur dann eine signifikante Aktivierung der Pl-3-Kinase 3,
wenn sie mit GBy und dem p85-Bindungspeptid kostimuliert wurde. Diese Untersuchung
wurde jedoch nicht an gereinigten Enzymen, sondern an pll10B-Immunprézipitaten von
p110p/p85-transfizierten COS7-Zellen durchgefiihrt. Deshalb konnten die abweichenden
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Ergebnisse auf eine Beeinflussung der enzymatischen Eigenschaften der PI-3-Kinase 3 durch
die Bindung des Antikdrpers an die katalytische Untereinheit zurtickzufiihren sein. Daneben
gibt es schon d&tere Literaturberichte, wonach eine nicht identifizierte p85-assoziierte
PI-3-Kinase durch Gy stimuliert werden konnte (Thomason et al., 1994, Stephens et al.,
1994). Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann angenommen werden, dal3 es sich
dabei um die PI-3-Kinase 3 handelte.

Aus physiologischer Sicht ertffnet die Regulierbarkeit von mehr als einer Isoform der
Klasse | PI-3-Kinasen durch G-Proteine vor alem bei der Ausdsung von Zellwachstums- und
Differenzierungsvorgangen neue Interpretationsmoglichkeiten. Immer mehr Befunde weisen
darauf hin, dal3 PI-3-Kinasen neben den typischen RTK-abhangigen Prozessen auch an
G-Protein-abhéngigen mitogenen Signalwegen beteiligt sind (Gutkind, 1998, Luttrell et a.,
1999). Hierfir wurde bisher vor alem die schon langer bekannte GPy-Senstivitét der
PI-3-Kinasey verantwortlich gemacht. So fuhrt die in COS7-Zellen Uberexprimierte
p110y-Untereinheit GPRy-abhéngig zur Stimulation der MAPK (ERK). Die Signale werden
dabel Uber eine Ras-abhangige Phosphorylierungs-Kaskade weitergeleitet (Lopez-llasaca
et al., 1997). Allerdings kann dies nicht Berichte erklaren, wonach die GRy-induzierte
MAPK-AKktivierung durch die Kotransfektion einer dominant negativen Mutante von p85
blockiert wird (Hawes eta., 1996, Hu eta., 1999). Hier konnte die p85-assoziierte
PI-3-Kinase 3 als direkter Effektor von GPy diskutiert werden. Jedoch ist zu berlicksichtigen,
dal? sich die ECsp-Werte der GRy-Stimulation der heterodimeren Pl-3-Kinase 3 und -y stark
unterscheiden (100 nM bzw. 5nM). So sind zur Aktivierung der PlI-3-Kinase 3 sehr viel
hohere GBy-Konzentrationen nétig, was die Frage nach der physiologischen Relevanz eines
PI-3-Kinase 3-anhangigen Signalwegs stellt. Diese Insengitivitét konnte jedoch durch die
synergistische Aktivierung der PI-3-Kinase 3 durch GBy und Tyrosin-Kinasen kompensiert
werden. Zwar bleiben die ECsp-Werte dabel unverdndert, alerdings ist die Effizienz der
Stimulation und damit die gebildete PI-3,4,5-P3-Menge um ein Vielfaches hoher (siehe
Abb. 8). Die in einem solchen Szenario notwendige Tyr-Phosphorylierungs-Aktivitéat kénnte
aus dem gleichen initillen GBy-Signal hervorgehen, da bel den meisten GRy-induzierten,
Ras-abhangigen MAPK-Signalwegen die Tyrosin-Phosphorylierung von Shc  durch
vermutlich Src-ahnliche Tyrosin-Kinasen beobachtet wird (Luttrell et a., 1996, 1997).
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Falit man die Befunde dieser Arbeit und der Literatur zusammen, so konnten die Signale von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen auf der Stufe der
PI-3-Kinase 3 auf zwei unterschiedliche Arten zusammenlaufen. Einerseits ist vorstellbar, dal3
die PI-3-Kinase 3 von jedem der beidem Signalwege unabhangig aktiviert wird. Somit wére
se ein Kreuzungspunkt, an dem GRy-induzierte Signale in p85-abhangige Signale tibergehen
koénnen und umgekehrt. Andererseits konnte sie als ein Koinzidenzdetektor dienen, indem sie
gleichzeitige Signale unterschiedlicher Rezeptorklassen integriert und verstarkt.

6.2 Strukturelle Determinanten der GBy-Sensitivitat der
Pl-3-Kinase fund -y

Um den Angriffsort von GBy an den beiden heterodimeren Enzymen einzugrenzen, wurden
die katalytischen Untereinheiten in Abwesenheit von p85 bzw. pl0l auf ihre Senstivitét
gegenuber GBy untersucht. Sowohl die p110B- als auch die p110y-Untereinheit zeigten eine
konzentrationsabhangige, sattigbare Aktivierung durch GPy. Das Ausmal3 der Stimulation und
die ECsp-Werte von Gy (= 100-150 nM) waren flr beide Préparationen vergleichbar.

Daraus la3t sich schlief3en, dal3 die GRy-Senstivitét der Klasse | PI-3-Kinasen nicht auf
ein gemeinsames Strukturelement zuriickzufihren ist, wie es fur die p85-Untereinheit zutrifft,
die als Adaptor fur die Aktivierung der PI-3-Kinasen o, B und & durch Tyrosin-Kinasen
verantwortlich ist. Bel der PI-3-Kinase3 ist die katalytische Untereinheit alleine fir die
Stimulationsfahigkeit durch GPy verantwortlich, wéahrend bei der PI-3-Kinasey beide
Untereinheiten bestimmte Funktionen bel der Aktivierung durch Gy tbernehmen (siehe auch
6.3). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit friheren Befunden, in denen eine direkte
Interaktion von Gy mit der p110y-Untereinheit gezeigt wurde (Stoyanov et al., 1995, Tang
und Downes, 1997, Leopoldt et al., 1998). Die strukturelle Einteilung in Klassela und
Klasselg PI-3-Kinasen stimmt demzufolge nicht, wie bisher angenommen, mit den
funktionellen Eigenschaften ihrer Mitglieder Uberein. Es erscheint daher sinnvoll, Klassel
PI-3-Kinasen neben der rein strukturellen Klassfizierung auch nach funktionellen
Gesichtspunkten zu einzutellen, und zwar in rein G-Protein-sengitive Formen, wie die
PI-3-Kinase y, rein RTK-sensitive Formen, wie die PI-3-Kinase a und 6, und solche, wie die
PI-3-Kinase [3, die durch beide Rezeptorklassen aktiviert werden kdnnen (Abb. 37).
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Abb. 37: Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Klasse | PI-3-Kinasen

Klasse | PI-3-Kinasen konnen durch verschiedene Rezeptorklassen aktiviert werden. Die Isoformen o und &
werden durch RTKs direkt aktiviert, wobei dies (ber die p85-Adaptor-Untereinheit vermittelt wird. Die
PI-3-Kinase 3 kann zusétzlich durch GBy-Dimere stimuliert werden, die an der katalytischen Untereinheit
angreifen. Wirken beide Signale gleichzeitig, fuhrt dies zu einer synergistischen Aktivierung. Die PI-3-Kinase y
zeigt nur eine Sensitivitat gegentiber GPY. Der Angriff erfolgt ebenfalls an der katalytischen Untereinheit, wahrend
die p101-Untereinheit regulatorisch in die Aktivierung eingreift (siehe auch 6.3).

6.3 Funktion der p101-Untereinheit bei der GBy-vermittelten
Stimulation der PI-3-Kinase y

Eine wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Funktion der nicht-katalytischen
pl01-Untereinheit bei der GRy-vermittelten Stimulation der PlI-3-Kinasey. In Anwesenheit
von pl01 wurde die Senditivitét der pllOy fir GPy bel Verwendung von PI-4,5-P, as
Substrat stark erhoht. Der ECsp-Wert flr Gy war fur das heterodimere Enzym (= 5 nM) im
Vergleich zur monomeren pl10y-Untereinheit (= 100 nM) um den Faktor 20 zu kleineren
Konzentrationen verschoben. Im Gegensatz dazu war eine signifikante Stimulation der
PI-Phosphorylierung nur in Abwesenheit von pl01 moglich (sehe Abb. 15). Interessanter-
weise hatte die plOl-Untereinheit keinen Einflul auf die Substratselektivitdt im
unstimulierten Zustand der PI-3-Kinaseyy.
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Die Ergebnisse zeigen, dal3 die pl01-Untereinheit kein GBy-Adaptor fur die katalytische
pl10y-Untereinheit ist, sondern die Substratselektivitdt des GRy-stimulierten Enzyms
bestimmt. Dies konnte die in vivo-beobachtbare Préferenz der PI-3-Kinasey fur PI-4,5-P>
erklaren. Bidang war es vdllig unklar, weshalb Klassel PI-3-Kinasen invitro drel
Phosphoinositide, PI, PI-4-P und PI-4,5-P,, as Substrate akzeptieren, obwohl nach
Aktivierung der Enzyme invivo nur PI-3,4,5-P3 as unmittelbares Produkt gebildet wird
(Stephens et al., 1991, Hawkins et al., 1992). Auch die Beobachtung, dal3 die p101-Unter-
einheit die Substratpréferenz der Pl-3-Kinasey nur im GRy-stimulierten Zustand beeinfluft,
ist mit der in vivo-Situation vereinbar, da Klasse | PI-3-Kinasen in ruhenden Zellen kaum eine
Aktivitdt zeigen. Dadurch wird die membrandare Konzentration von PI-3,4,5-P3 unter
Basalbedingungen auf einem sehr niedrigen Niveau gehalten (Traynor-Kaplan et a., 1988).
Offen bleibt jedoch, wodurch die in vivo-Pl-4,5-Po-Selektivitét der Klassela Pl-3-Kinasen
determiniert wird. Wie in der vorliegenden Arbeit fir die PI-3-Kinase 3 gezeigt werden
konnte, wird die Substratselektivitét der p110[ durch die Assoziation mit p85 nicht verandert.
Dal} hier andere Mechanismen diskutiert werden missen, erscheint aus mehreren Griinden
wahrscheinlich. Zum einen ist die p110y deutlich sensitiver gegentiber Detergenzien als die
p110a, was auf einen Unterschied in der Interaktion der beiden Enzyme mit Lipid-artigen
Strukturen und damit auch mit den Substraten hindeutet (Stoyanova et a., 1997). Zum
anderen gibt es auch strukturelle Unterschiede, die eine, C-terminal der hochkonservierten
Kinase-Doméne gelegene, putative Substratbindungsregion betreffen. Dort weisen die p110a,
B und & im Gegensatz zur pl10y eine Abfolge von mehreren basischen Aminosauren auf.
Solche polybasischen Bereiche sind auch schon in anderen Proteinen as PI-4,5-Po-Bindungs-
regionen identifiziert worden (siehe auch 6.4).

Die hier vorgestellten Befunde lassen vermuten, dal3 zur optimalen PI-3,4,5-P3-Bildung
durch die PI-3-Kinasey ein Komplex aus drel Komponenten gebildet werden mul3 (Maier
eta., 1999). Dieser besteht aus Gy, der katalytischen pllOy-Untereinheit und der
regulatorischen pl01-Untereinheit. Die strukturellen Grundlagen, die dafiir sorgen, dal3 genau
diese Anordnung zu einer maximalen Stimulierbarkeit der PI-4,5-P,>-Phosphorylierung fihrt,
sind derzeit unbekannt. Die Interaktion von Gy mit p110y und p101 konnte in dieser und
anderen Arbeiten schon gezeigt werden (Stoyanov et al., 1995, Stephens et a., 1997, Tang
und Downes, 1997, Leopoldt et al., 1998). Eine weitere Ursache kénnte darin liegen, dal3 GBy
und PI-4,5-P, ihre Bindung an Proteine gegenseitig verstarken konnen. So fiuhrte die
gemeinsame, kooperative Bindung von GBy und PI-4,5-P> an die -adrenerge Rezeptorkinase
(BARK) zur einer verstéarkten Membrantrandokation und Stimulation (Pitcher et al., 1995).
Inwieweit ein dhnlicher Mechanismus auch fur die PI-3-Kinasey in Frage kommt, mul3 noch
durch weitere Untersuchungen geklart werden.
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Interessanterweise gibt es Hinweise, dal3 p110y nicht konstitutiv mit p101 assoziiert sein soll,
sondern moglicherweise als monomere pllOy-Untereinheit Funktionen ausiiben kann. So
fuhrte z.B. die Stimulation von U937-Zellen mit Retinsdure zur einer Erhdhung der pl110y-,
nicht aber der pl01-Expression. Als Folge davon konnte eine dauerhafte MAPK-Aktivierung
beobachtet werden (Baier et a., 1999). Daneben gibt es Befunde, wonach in HepG2-Zellen
die GPy-Stimulation der PI-3-Kinasey eine Trandokation der katalytischen p110y-Unter-
einheit in den Zellkern bewirkt, wahrend pl01l cytosolisch lokalisiert bleibt (Metjian et d.,
1999). Zusammengenommen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wirde dies die
Moglichkeit erdffnen, dald die katalytische pllOy-Untereinheit selektiv PI-3-P bzw.
PI-3,4,5-P3 bilden kann, je nachdem ob sie as monomeres oder plOl-assoziiertes,
heterodimeres Enzym vorliegt. In diesem Zusammenhang sind Berichte interessant, wonach
die Konzentration von PI-3-P im Zellkern wahrend der Go/M-Phase des Zellzyklusses erhoht
ist (Dobos et a., 1993). So wére es vorstellbar, dal’ die PI-3-Kinasey nicht nur durch die
Lipid- und Proteinkinase-Aktivitét (siehe 6.4), sondern auch durch die selektive Bildung von
Phosphoinositiden unterschiedliche Signale weitergeben konnte.

6.4 Gpy-Sengitivitat der Proteinkinase-Aktivitat der
Pl-3-Kinase y

Neben ihrer Fahigkeit, Phosphoinositide an der 3'-Postion des Inositolrings zu
phosphorylieren, besitzen Klasse | PI-3-Kinasen eine Ser/Thr-Proteinkinase-Aktivitét. Fur die
PI-3-Kinase y wurde gezeigt, dal3 diese Aktivitét zu einer Phosphorylierung der katalytischen
p110y-, nicht aber der p101-Untereinheit fuhrte (Stoyanova et a., 1997, Maier et al., 1999).

Ein viel wichtigeres Ergebnis ist in diesem Zusammenhang jedoch die Stimulierbarkeit
der Proteinkinase-Aktivitdt der PI-3-Kinasey durch Gpy-Dimere. Analog zur PI- und
Pl-4,5-Po-Phosphorylierung  konnte auch die Autophosphorylierung der katalytischen
pl110y-Untereinheit sowohl in An- als auch in Abwesenheit der nicht-katalytischen
pl01-Untereinheit durch Gy stimuliert werden. Allerdings wurde das Ausmald der
Aktivitétssteigerung durch die Assoziation von pll0y mit pl01 signifikant erhoht. Im
Gegensatz zur Aktivierung der Lipidkinase-Aktivitdt blieb jedoch der ECsp-Wert von Gy
nahezu unbeeinfludt. Dies unterstreicht, dal? die GBy-Sensitivitét der PI-3-Kinasey nicht
ausschliefdlich auf der pl01-Untereinheit beruhen kann, sondern dald sie als regulatorisches
Element in diese Aktivierung eingreift. Im Gegensatz zu den Klasse | o Pl-3-Kinasen a, 3 und
0 ist die Autophosphorylierung der PI-3-Kinasey nicht Mn2+-abhéngig, sondern erfordert
dhnliche Mg2+ und GRy-Konzentrationen, die auch bei der Lipidkinase-Aktivitét beobachtet
werden.
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Die funktionelle Bedeutung der Autophosphorylierung ist ungekléart. Im Gegensatz zur
PI-3-Kinase a und & fuhrt sie nicht zu einer Inhibition der Lipidkinase-Aktivitét. Vorstellbar
ist, da die pllOy-Autophosphorylierung einen Beitrag zu der beobachteten
Pl1-4,5-Po-Selektivitéat der GRy-stimulierten PI-3-Kinasey leistet, indem sie die Bindungs-
affinitét der pl10y-Untereinheit fur PI-4,5-P> und Gy vergroRRert. Diese Hypothese basiert
auf Berichten, in denen der Einflul3 von Ser/Thr-Phosphorylierungen auf die Bindung von
Phosphoinositiden und Gy beschrieben wurde. Einerseits war die kooperative Bindung von
GBy und PI-4,5-P> an humanes Pleckstrin durch die Phosphorylierung von spezifischen Ser-
und Thr-Resten verstarkt (Abrams et a., 1996). Andererseits fuhrte die Bindung von
PI1-3,4,5-P3 bzw. PI-4,5-P> an ein von Neurogranin abgeleitetes, synthetisches Peptid zu einer
verstarkten Phosphorylierung des darin enthaltenen Ser-Restes durch Proteinkinase C-a (Lu
und Chen, 1997). Eine strukturelle Gemeinsamkeit dieser Phosphoinositid-Bindungsregionen
ist ein Konsensusmotiv von mehreren basischen Aminosaureresten, welches auch in einer
N-terminalen Region der p110y-Untereinheit vorhanden ist (Abb. 38).

?

237 : 233
DDTPG|A I|LIQ|- KMA|K[K K|s LMD[I|]PE S p110y

WA|A|K I(Q(a synthetisches Peptid
ANAAAAK I(Q[A HMARKEK|IIKSGERGR Neurogranin
RDINKAI|KCI FIARK[STRR/S[I]R L Pleckstrin

Abb. 38: Konsensussequenz Phosphoinositid-bindender Strukturen

Sequenzvergleich der Phosphoinositid-Bindungsregionen von Pleckstrin, Neurogranin, einem davon abgeleiteten,
synthetischen Peptid und einem N-terminalen Ausschnitt der katalytischen p110y-Untereinheit der PI-3-Kinase Y.
Ser/Thr-Phosphorylierungsstellen von Pleckstrin und Neurogranin bzw. dem synthetischen Peptid sind grau
unterlegt. Potentielle Phosphorylierungsstellen der p110y-Sequenz sind durch graue Dreiecke (?) markiert.

Solche polybasischen Bereiche sind auch schon in enigen anderen Proteinen, wie z.B.
Gelsolin, Villin oder auch der PLC-32, as PI-4,5-P»>-Bindungsregionen identifiziert worden
(Yu etd., 1992, Janmey et al., 1992, Simdes et al., 1995). Wie die Einfihrung eines negativ
geladenen Phosphatrestes die Bindungsaffinitdt fir ebenso negativ geladene Phosphoinositide
verstarken kann, ist bislang jedoch unklar.

Zusétzlich zur eigenen katalytischen Untereinheit kann die PI-3-Kinasey vermutlich
auch andere Substrate phosphorylieren und so zelluldre Antworten ausdldsen. So ist eine
Lipidkinase-defiziente p110y-Mutante nach Transfektion in COS7-Zellen zwar nicht mehr zur
PKB-Aktivierung in der Lage, fuhrt aber immer noch zu einer Wortmannin-abhangigen
MAPK-Stimulation (Bondeva et al., 1998). Eine Voraussetzung dafur, dai3 die Pl-3-Kinasey
Rezeptor-abhangig Uber die Proteinkinase-Aktivitét tatsachlich Signale welterleiten kann,
wére jedoch der Nachwels ihrer Stimulierbarkeit durch GBy. Einen Hinweis daftr liefert die
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vorliegende Arbeit, indem gezeigt wurde, dal3 die Proteinkinase-Aktivitdt, gemessen als
Autophosphorylierung der pll10y-Untereinheit, signifikant durch GPy-Dimere stimuliert
werden kann. Zusammengefaldt 183t sich schiu¥folgern, dal? die PlI-3-Kinase y nach Rezeptor-
vermittelter Aktivierung durch zwel voneinander unabhédngige Mechanismen sekundére
Effekte in der Zelle audost. Die selektive Bildung von PI-3,4,5-P3 bewirkt unter anderem die
Aktivierung von PKB, wahrend ihre Ser/Thr-Proteinkinase-Aktivitét zur Stimulation des
MAPK-Signalweges fuhrt (Abb. 39).
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Die PI-3-Kinase Yy kann sowohl durch ihre Lipidkinase- als auch durch ihre Proteinkinase-Aktivitéat zellulére Effekte
auslosen. Die Lipidkinase-Aktivitat fiihrt zu selektiven Bildung von PI-3,4,5-P3, das dann zur Stimulation der PKB
und weiteren zellularen Substraten fiihrt (siehe auch Abb. 6). Die Proteinkinase-Aktivitat kann vermutlich davon
unabhéngig MAPK-Signalwege stimulieren.

Abb. 39: Signalqualitaten der PI-3-Kinase y

6.5 G-I soformspezifitat der PI-3-Kinase fund -y

Bel der GPy-vermittelten Aktivierung von Klassel PI-3-Kinasen handelt es sich um eine
direkte Interaktion der beteligten Proteine, was in der vorliegenden Arbeit durch
verschiedene Ansédtze, wie Koreinigungs- und Stimulationsexperimente, demonstriert werden
konnte. Die Spezifitédt diesser Wechselwirkung zwischen GBy und PI-3-Kinase 3 bzw. -y
wurde durch die Verwendung definierter GRy-Komplexe bestimmt, die mit Hilfe des
Baculovirus/ Sf9-Expressionssystems erhalten wurden. Dabel zeigte sich, dal3 sowohl die
Identitét der GB- as auch die der Gy-Untereinheit einen Einflud auf die stimulatorische
Aktivitét des GBy-Komplexes hatte.
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Aus den Retinae von Rindern isoliertes Transduzin-py zeigte eine stark verminderte Potenz in
der Stimulation der PI-3-Kinasey im Vergleich zu rekombinant gereinigtem Gp1y2, GBoy2
und GB3y2. Dieses Ergebnis stimmt mit zahlreichen Untersuchungen an anderen Enzymen
Uberein, bel denen Transduzin-y stets eine abgeschwachte Fahigkeit zur Effektormodulation
zeigte (Clapham und Neer, 1997). In einer erst kirzlich erschienenen Arbeit konnte darUber
hinaus gezeigt werden, dal3 dieses besondere Verhaten des GB1y:1-Dimers nicht nur von der
Farnesylierung, sondern auch von der Aminosauresequenz der Gyi-Untereinheit abhangt
(Myung et al., 1999). So zeigte ein GB1y2(C15-Farnesyl)-Dimer im Vergleich zu GByy2 eine
ebenso verringerte Fahigkeit zur PLC-PBo-Aktivierung wie ein Komplex aus GB1 und
Gy1(C20-Geranylgeranyl). Interessanterweise war bei der paralel untersuchten GBy-Stimulation
der membrandren Adenylylcyclase der Einflul3 einer verénderten Gy-Proteinsequenz grof3er
als die Verkirzung des Gy-Isoprenrestes. So scheint sowohl die Peptidstruktur als auch die
Isoprenylierung der Gy-Untereinheit eine Bedeutung bei der Kopplung an Effektoren zu
haben. Der jeweilige Beitrag zum Gesamteffekt ist jedoch offensichtlich davon abhéangig, ob
die zu modulierenden Enzyme schon an bzw. in der Membran lokalisiert sind oder erst durch
Gy dorthin trandoziert werden (Matsuda et al., 1998).

Bei den Untersuchungen zur Gp-lsoformspezifitét wurde in alen Falen Gy, ds
Bindungspartner eingesetzt, da dieses Gy in den bisher veroffentlichten Studien zu einer
effektiven Dimerbildung mit allen G in der Lage war (lfiguez-Lluhi et al., 1992, Watson
et a., 1994, Lindorfer et a., 1998). In den hier vorgestellten Untersuchungen zeigte G3sy» als
einzige der getesteten GRy-Kombinationen keinerlei stimulierende Wirkung auf die Aktivitét
der PI-3-Kinase 3 und -y. Dieses Verhalten umfaldte sowohl die Lipid- und Proteinkinase-
Aktivitét der PI-3-Kinasey, as auch die Lipidkinase-Aktivitdt der PI-3-Kinase 3 mit und
ohne Kostimulation durch ein p85-Bindungspeptid. Im Gegensatz dazu konne GB1y2 in alen
Falen die Enzymaktivitdten potent und effizient stimulieren. Aus diesen Ergebnissen kann
geschlossen werden, dal? Klasse | PI-3-Kinasen nicht durch G35 reguliert werden.

Daraus ergibt sich die Frage, welche funktionellen Konsequenzen eine solche Spezifitét
nach sich zieht. In diesem Zusammenhang sind Befunde aus Transfektions-Untersuchungen
interessant, wonach Gsy2 im Gegensatz zu GPB1y2 in COS7-Zellen keine Aktivierung von
ERKSs (extracellular signal-regulated kinase) und JNK (c-jun N-terminal kinase) induzieren
konnte (Zhang et a., 1996b). Wie durch zahlreiche Studien in den letzten Jahren belegt
wurde, tragen GPy-Komplexe zur Ausldsung mitogener Effekte durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren bei (Gutkind, 1998, Luttrell et al., 1999). Dabe verlauft die Aktivierung der
MAPK hauptséchlich Uber Ras-abhéngige Signawege, wéhrend bei der Induktion der
JNK-Aktivitdt Ras-verwandte kleine GTPasen, wie Racl und Cdc42, involviert sind (Coso
et al., 1995, Fanger et a., 1997). Fur PI-3-Kinasen as ein mogliches Bindeglied zwischen
GBy und Ras bzw. Racl spricht die schon erwdhnte ERK-Aktivierung durch die
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PI-3-Kinase y (Lopez-llasaca et al., 1997, Bondeva et al., 1998). Daneben wurde aber auch
eine GPy-induzierte Stimulation des MAPK-Signalwegs beschrieben, die Uber p85-assoziierte
PI-3-Kinasen verlauft (Hawes eta., 1996, Hu etal., 1999). Wenn hier eine direkte
Stimulation der PI-3-Kinase durch Gy erfolgt, konnte hierfir die PI-3-Kinase[3
verantwortlich sein, da diese, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, die einzige
GPy-sensitive, p85-assoziierte PlI-3-Kinase ist.

Durch verschiedene Arbeiten ergeben sich immer mehr Hinweise, dal3 PI-3-Kinasen
auch an der Regulation von spannungsabhangigen Ca2+-Kandlen vom L-Typ beteiligt sind.

Dabel scheinen sowohl RTK- as auch GPCR (G-protein coupled receptor)-abhangige
Signalwege eine Rolle zu spielen (Blair und Marshall, 1997, Takahashi et al., 1999). In
Kooperation mit Dr. Nathalie Macrez, Bordeaux, konnten wir zeigen, dal3 Angiotensin |
(AT 11) in Portalvenen-Myocyten L-Typ-Ca2+-Kanile iiber eine GRy-sensitive PI-3-Kinase
aktiviert (Viard et al., 1999, siehe Abb. 40).
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Abb. 40: Aktivierung von L-Typ Ca2+-Kanalen durch Angiotensin Il in Portalvenen-Myocyten

Die Aktivierung von L-Typ Ca2+-Kandlen in Portalvenen-Myocyten durch Angiotensin Il (AT Il) verlauft Gber ein
G13-Protein, dessen GPy-Untereinheiten eine PI-3-Kinase stimulieren.

Dabel kommt es vermutlich zur Stimulation eines PTX-insensitiven G-Proteins, dessen
freigesetzte GPy-Untereinheiten eine PI-3-Kinase stimulieren (Macrez et a., 1997). Ob
schliefdlich die Bildung von PI-3,4,5-P3 oder die Pl-3-Kinase-abhangige Stimulation anderer
Proteine die Aktivierung des Ca?*-Kanals bewirkt, ist noch unklar und wird derzeit
untersucht. Bekannt ist alerdings, dal3 Portavenen-Myocyten sowohl G(; as auch G5
exprimieren (Macrez et a., 1997). So lag es nahe, zu Uberprifen, inwieweit die durch
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Rekonstitution von gereinigten Proteinen erhaltenen Befunde zur GpB-lsoformspezifitét von
Klasse | PI-3-Kinasen auf ein Ganz-Zell-System Ubertragen werden koénnen. In der Tat war
GBsy2 im Gegensatz zu GB1y2 nicht mehr in der Lage einen verstarkten Ca2*-Einstrom zu
induzieren (Abb. 41). Daraus kann geschlossen werden, dal3 die Spezifitdt der AT II-
induzierten PI-3-Kinase-Aktivierung auf der Gf3y-Ebene mitbestimmt wird.
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Abb. 41: GB-Isoform-spezifische Aktivierung von L-Typ Ca2+-Kandlen in Portalvenen-
Myocyten

(A) Die Ba2+-Strome wurden durch Depolarisation auf +10 mV ausgehend von einem Haltepotential von -40 mV
erhalten. Die Stromdichte wurde in Abwesenheit (Kontrolle) bzw. in Anwesenheit von 400 nM (Pipetten-
Konzentration) GB1Ys.his bzw. GPBsYo.his gemessen. Gezeigt sind typische Strom-Zeit-Kurven (oben) bzw.
Mittelwerte (+ S.E.M.) von 8-9 Messungen (unten). (B) In einem analogen Versuchsansatz wurden die
Ba2+-Stréme unter Kontrollbedingungen und nach Infusion von PI-3-Kinase Yy (0,1 nM), G[31Ys.nis bzw. GBsYs.His
(je 100 nM) gemessen. Die Konzentrationen wurden so gew&hlt, daR die getrennte Infusion von G3y-Komplexen
und PI-3-Kinase Y keine signifikante Stimulation der Ca2+-Kanéale bewirkte. Gezeigt sind Mittelwerte (+ S.E.M.)
von je 5-10 Messungen.

6.6 G5y, als hochselektiver Modulator von Effektoren

Ein sehr Uberraschendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war, dal3 GBsy2 innerhalb der eng
verwandten Phospholipase C-3-Familie zwischen den Isoformen differenzierte. Die PLC-[32
wurde durch GBsy2 im gleichen Umfang wie durch GB1y> stimuliert, wahrend die PLC-(33
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durch GPB1y2, nicht aber durch GBsy2 aktiviert werden konnte. Die Sensitivitét der PLC-3
gegenuber GPs war schon friher sowohl durch Transfektions-Studien als auch durch
Rekonstitution gereinigter Proteine gezeigt worden (Watson et a., 1994, Lindorfer et al.,
1998). Zur PLC-[33 exigtierten bidang jedoch keine Daten bezlglich ihrer Regulation durch
GPBs. Unabhangig von jeglicher physiologischer Relevanz konnte auch die PLC-31 sowohl
durch GB1y2 as auch durch GBsy» aktiviert werden (Abb. 42).
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Abb. 42: Stimulation der PLC-B1 durch GB,Yy> und GBsY-

Die PLC-f3; wurden mit steigenden Konzentrationen G[1Y,.pis und GBsYo.pis stimuliert. Die Durchfiihrung der
Experimente erfolgte entsprechend lllenberger und Mitarbeitern (1998). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte von
Doppelwerten (+ S.E.M.) (D. lllenberger, U. Maier, A. Babich, P. Gierschik, B. Nurnberg, unverdffentlichte
Befunde).

Dies zeigte, dal3 die PLC-33 offensichtlich die einzige Gy-sensitive PLC-3-Isoform ist, die
nicht durch GBsy, aktiviert wird. Zusammengenommen mit der spezifischen Regulation der
Klasse| PI-3-Kinasen lassen diese Ergebnisse den Schlul® zu, dal3 auf der Ebene von Gy,
unabhangig von der GTPase-Aktivitéat der Ga-Untereinheit, eine hochselektive Modulation
Phospholipid-abhangiger Effektoren stattfindet.

Hieraus ergibt sich die Frage, auf welchen strukturellen Grundlagen die beobachtete Spezifitét
in der Effektorregulation durch Gfs beruht. Bedenkt man die relativ grof3e Abweichung der
Primérstruktur von GPs im Vergleich zu den anderen Gp-lsoformen, so sollte dieses
auldergewohnliche Verhalten durch die Kenntnis der interagierenden Strukturen von Gy und
Effektoren leicht erklérbar sein. In der Tat wurden in den letzten Jahren zahlreiche Studien
veroffentlicht, die bestimmte Aminoséuren von G fur die Interaktion mit verschiedenen
Effektoren verantwortlich gemacht haben (Yan und Gautam, 1997, Ford et al., 1998,
Panchenko et al., 1998). So wurden sogar zwel G[31-Mutanten beschrieben, von denen die
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eine zwar noch die PLC-32, aber nicht mehr die PLC-B3 stimulierte, wahrend die andere
Mutante das umgekehrte Effektor-Kopplungsmuster zeigte (Li et a., 1998). Leider handelte
es sich bei jeder dieser Aminosauren um hochkonservierte Reste, die in alen G3-1soformen,
einschliefdlich GBs, vorkommen. Daher sind fir eine detailliertere Aussage zur Gp-Isoform-
spezifischen Regulation von Effektoren weitere Mutationsanalysen erforderlich, die vor allem
solche Aminosauren betreffen, durch die sich GBs von den anderen G[3-lsoformen
unterscheidet.

Obwohl die GBy-sensitiven PLC-31, PLC-B2 und PLC-33 eine hohe Aminosiure-
identitdt aufweisen, scheint es doch Unterschiede in der Interaktion mit Gy zu geben.
Wahrend bel allen drei 1soformen eine GRy-Bindung an grof3ere N-terminale Bereiche gezeigt
werden konnte, ist nur fir die PLC-B2 eine zusédtzliche Bindungsstelle innerhalb der
katalytischen Domane am Beginn der sog. Y-Region bekannt (Sankaran et a., 1998, Wang
et al., 1999, Barr et a., 2000, siehe auch Abb. 3). Im Gegensatz zur N-terminalen Bindungs-
region, die etwa 200 bis 300 Aminosduren umfaldt, kann dieses zusdtzliche Bindungsmotiv
der PLC-B2 auf 10 Aminosauren eingegrenzt werden. Moglicherweise bilden die beiden
Bereiche eine gemeinsame Bindungstasche und kdnnen so zu der beobachteten Spezififéat der
GBs-Aktivierung beitragen.

Uber die Aktivitdt von Gfs an anderen Effektorsystemen war bis zum Beginn dieser
Arbeit nichts bekannt. Erst in jungster Zeit haufen sich Berichte, in denen Gps ein
abweichendes Verhalten im Vergleich zu den anderen G[3-1soformen zeigt. Aufgrund dieser
und der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse a3t sich nun ein differenzierteres
Bild der Regulation von Effektoren durch Gpy-Komplexe erhalten (Tab. 7).
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Tab. 7: GB-Isoform-spezifische Effektor-Regulation

Effektor GpB1 GPBs Referenz

PI-3-Kinase

PI3K B t - Maier et al., 2000

PI3K y t — Stoyanov et al., 1995, Maier et al., 2000
Phospholipase C-3

PLC-B1 t t Smrckaund Sternweis, 1993, Maier et al., 2000
PLC-B> t t Katz et al., 1992, Lindorfer et al., 1998

PLC-B3 t - Carozzi et al., 1993, Maier et al., 2000
Adenylylcyclase

ACI v v Tang und Gilman, 1991, Bayewitch et al., 1998a
ACII t ¥,(4) ? Bayewitchet a., 19984, Lindorfer et a., 1998
ACV t3? (3)  Posneretal, 1999, Bayewitch et al., 1998b
AC VI ! (§)  Bayewitchetal., 1998b

N-Typ Ca2*-K anal  ;  ; Garciaet al., 1998, Ruiz und |keda, 2000

Fur die in der Tabelle nicht aufgefiihrten Effektoren liegen noch keine Daten bzgl. ihrer Regulation durch G[35 vor.
+ = Stimulation; ¥ = Hemmung; (1),(¥) = eingeschrankte Stimulation bzw. Hemmung, — = keine Modulation;
? = widerspriichliche Ergebnisse.

Dabel werden Effektoren von GB1 und G35 gleichartig oder entgegengesetzt moduliert, oder
GPBs zeigt eine abgeschwachte bzw. Uberhaupt keine Wirkung. Die inkonsistenten Angaben
fur bestimmte AC-Isoformen resultieren aus widersprichlichen Ergebnissen von Trans
fektions-Studien und rekongtituierten Systemen mit gereinigten Proteinen. Vor diesem
Hintergrund erscheint es sinnvoll, die Klassfizierung von G-Proteinen nicht mehr
ausschliefdlich auf der Basis der enthaltenen Ga-Untereinheit vorzunehmen, da auch die
GBy-Untereinheit die Signaleigenschaften des G-Proteins wesentlich mitbestimmt.

Ein weiterer wichtiger Befund der vorliegenden Arbeit ist, dal3 sich die Ursachen fur die
selektive Regulation von GRy-sensitiven Effektoren unterscheiden. Die fehlende Stimulation
der PI-3-Kinasen konnte auf eine fehlende Interaktion zwischen GBsy> und der PlI-3-Kinase 3
bzw. -y zurtickgeftihrt werden (siehe Abb. 33 und 37). Im Gegensatz dazu war GBsy2 in der
Lage, mit der PLC-[33 weiter zu interagieren, indem es die Stimulation durch G1y> hemmte
(sehe Abb. 37). Diese Beobachtungen werden durch eine erst kirzlich erschienene Arbeit
unterstitzt, die zeigt, daid die Interaktionsflache zwischen G3 und PLC-32 in zwei Bereiche
aufgetellt werden kann. Davon ist eine Region fur die reine Bindung und die andere fur die
Ubertragung des Signals auf den Effektor verantwortlich (Buck et al., 1999). Ubertragt man
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diese Theorie auf den vorliegenden Fall, so kdnnte GBsy2 auf drei verschiedene Arten in
G-Protein-abhéngige Signalwege eingreifen. Erstens, durch die reguldre Modulation von
Effektoren, zweitens, durch die Audassung von Effektoren aufgrund fehlender Bindungs-
fahigkeit und drittens, durch die Antagonisierung GPy-induzierter Effekte as Folge der
Bindung an Effektoren ohne Signaltransfer (Abb. 43).

PI3KB,y
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Abb. 43: Selektive Modulation Phospholipid-abhangiger Effektoren durch GByy, und GBsY>

Das Wissen uber die Interaktion von Gps mit Effektoren hat sich in den letzten zwei Jahren
betréchtlich erweitert (sehe Tab. 7). Demgegeniiber well3 man nur wenig Uber die Ga- und
Gy-Untereinheiten, mit denen GPs unter physiologischen Bedingungen assoziiert vorliegt.
Auch sind keine Rezeptoren bekannt, die an G-Proteine mit G35 koppeln. Interessanterweise
wurde von Fetcher und Mitarbeitern (1998) beschrieben, dal’d Gfs bevorzugt mit Gag
interagieren soll. Dies wlrde daflr sprechen, da3 vor alem typische Gg-koppelnde
Rezeptoren fur die Freisetzung von Gpsy-Dimeren verantwortlich sein konnten. Allerdings
wurde in den hier vorgestellten Untersuchungen auch die Interaktion von GPBsy> mit Gai
nachgewiesen (Maier et al., 2000). Es ist deshalb erforderlich, in zukinftigen Untersuchungen
solche Rezeptoren zu identifizieren, die die Aktivierung Gfs-haltiger G-Proteine bewirken.
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