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1 Einleitung
1.1 Die G-Protein gekoppelte Signallibertragung

Zu den Grundagen des Lebens zdhlen de Fahigkeiten aller Lebewesen, ihre Aktivitaten auf
allen hiologischen Organisationsebenen zu koadinieren und auf Verédnderungen ihrer
Umgebung flexibel zu reagjieren. Dies erfordert die Wahrnehmung und Verarbeitung auf¥erer
Reize sowie in hoheren Lebewesen de Kommunikation zwischen verschiedenen Zellen. In
der eukaryontischen Signaltibertragung spielen hierbel die G-Protein gekoppelten Rezeptoren
eine zentrale Rolle. Darunter versteht man membransténdige Rezeptoren, de ihre Wirkung
Uber Guanylnucleotid-bindende Proteine, den sogenannten G-Proteinen, entfalten. G-Protein
gekoppelte Rezeptoren sind an der Ubertragung chemischer Signale wie Hormone, Neuro-
transmitter oder Duftstoffe, aber auch an der Wahrnehmung physikali scher Signale wie z.B.
Licht verschiedener Wellenldngen beteiligt. Obwohl G-Protein gekoppelte Rezeptoren somit
auf ein weitreichendes Spektrum voéllig unterschiedlicher Signale reagieren, basiert die
G-Protein gekoppelte Signal Gbertragung auf einem gemeinsamen molekularen Medhanismus,
der mit der folgenden Modell vorstell ung beschrieben werden kann:

G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind integrale Membranproteine und besitzen auf einer Seite
der Membran eine Bindestelle fur ein spezifisches Signalmolekiil. Die Bindung des Signal-
molekils an den Rezeptor indwziert eine Konformationsdnderung, die Uber den Trans-
membranbereich an de Oberflache des Rezeptors auf der anderen Seite der Membran
weitergeleitet wird. Diese Veranderung ermdglicht die Bindung und Aktivierung des
entsprechenden G-Proteins. G-Proteine wiederum sind Heterotrimere, deren a-Untereinheit in
der inaktiven Form ein Molekul GDP bindet. Die Bindung an den aktivierten Rezeptor fuhrt
zum Austausch des GDP gegen GTP. Dadurch wird de Affinitét zwischen Rezeptor und
G-Protein wieder herabgesetzt. Das G-Protein l6st sich vom Rezeptor und de G,-GTP-
Untereinheit dissoziiert vom Ggy-Komplex. Go-GTP gtellt die &tive Komporente des
G-Proteins dar und stimuliert oder inhibiert die Aktivitdt eines zelluléaren Effektorproteins.
Hierbei handelt es sch entweder um Enzyme wie z.B. Adenylylcyclase, Guanylylcyclase,
cAMP-Phosphodesterase, cGMP-Phosphadiesterase und Phosphdipasen oder um selektive
lonenkandle. Die Aktivierung der G-Protein gekoppelten Rezeptoren fuhrt somit zu
Konzentrationsdnderungen intrazelluldrer sekunddrer Signamolekile wie AAMP, cGMP,
Incsitoltrisphosphat, Ca?*-, Na'- oder K* lonen.

Die Gq-Untereinheit verflgt Uber eine intrinsische GTPase-Aktivitat und hydrolysiert schlief3-
lich das gebundene GTP. Der resultierende Go-GDP-Komplex dissoziiert von dem Eff ektor-
protein ab und \erbindet sich wieder mit Gg, zum inaktiven G-Protein. Die Phospharylierung
des aktivierten Rezeptors durch spezifische Rezeptorkinasen fuhrt ebenfall s zur Deéktivierung
bzw. Densensibilisierung der SignalUbertragung, wobei die Modifikation des Rezeptors die
Affinité zwischen Rezeptor und G-Protein herabsetzt (Conklin undBourne, 1993 Strader et
a., 1994 Wesset d., 1995 van Rheeund Jacmbson, 1996.

Auf Grund ihrer ubiquitdren Verbreitung steht die G-Protein gekoppelte Signaltransduktion
im Zentrum der medizinischen und plarmakol ogischen Forschung. Mittlerwell e sind mehr als
500 \erschiedene G-Protein gekoppelte Rezeptoren identifiziert worden; von einigen
Rezeptoren existieren sogar zahlreiche gewebespezifische Subtypen (Strader et a., 1994. Das
Spektrum der Signalmolekile umfaldt relativ kleine Substanzen wie die biogenen Amine,
kurzkettige Peptide wie Bradykinin his hin zu groleren Polypeptiden wie das adreno-
corticotrope Hormon ACTH. In Sdugetieren koderen mindestens 16 Gene Polypeptide fir
Gq-, 4 Gene Polypeptide fur Gg- und 7 Gene Polypeptide fur G,-Untereinheiten. Die daraus
resultierende Anzahl unterschiedlicher heterotrimerer G-Proteine e 6ff net vielfaltige Mogli ch-
keiten zur Feinsteuerung der Signallibertragung (Birnbaumer, 1992 Conkin und Bourne,
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1993. Trotz der Vielzahl unterschiedlicher Rezeptoren kew. G-Proteine efolgt die Signal-
transduktion stets nadh dem gleichen Prinzip. Daher missen grundegende strukturelle und
funktionelle Gemeinsamkeiten zwischen den Mitgliedern der Rezeptorfamilie bzw. den
verschiedenen G-Proteinen existieren. Das Verstandn's der Signal ibertragung auf molekul a-
rer Ebene erfordert daher die Beantwortung folgender Fragestell ungen:

* Worin bestehen de strukturellen bzw. funktionellen Gemeinsamkeiten der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren bzw. der G-Proteine?

* Was snd de molekularen Grundagen fur die Spezifitdt der Signalerkennung duch den
jeweili gen Rezeptor?

* Welche molekularen Veranderungen charakterisieren de &tive Form des Rezeptors?

* Was snd de molekularen Grundagen der spezifischen Bindung und Aktivierung des
G-Proteins?

*  Welche molekularen Modifikationen fiihren wiederum zur Inaktivierung des Systems?

Die Struktur von G-Proteinen konrte kurzlich mit atomarer Auflosung bestimmt werden
(Noel et a., 1993 Lambright et a., 1996 Sondek et al., 1996. Auf Grund der grofen
Schwierigkeiten bel der Kristali sation integraler Membranproteine liegen dagegen his heute
keine Strukturdaten Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit atomarer Auflésung vor, die
einen cdetalllierten Einblick in den molekularen Aufbau bzw. den Mechanismus der
Rezeptoraktivierung geben konrten. Wertvolle Betrédge zum Verstandns der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren stammen aus Untersuchungen des Photorezeptors Rhodogsin, das auf
Grund seiner hohen Anreicherung in den Photorezeptorzellen der Netzhaut leicht in grof3en
Mengen isoliert werden kann.

1.2 Der primare Sehprozeld —ein Modellsystem flr die G-Protein
gekoppelte Signaltransduktion

Der Sehsinn erlaubt die Aufnahme und Verarbeitung von Lichtinformationen. Im Auge von
Vertebraten bildet der optische Apparat bestehend aus Hornhaut, Kammerwasser, Linse und
Glaskorper Objekte der Umwelt auf der Netzhaut ab. Die Netzhaut liegt auf einem Pigment-
epithel auf und ist aus drei Zellschichten aufgebaut. Die innere Schicht wird von hah
spezidisierten Photorezeptorzellen gebildet. Sie wandeln das einfallende Licht in Nerven-
impulse um, die Gber die bipolaren Nervenzellen der zweiten Schicht an de grolien Neuronen
der dritten Schicht weitergeleitet werden. Die Axone dieser Neuronen bilden den Sehrerv, der
die Lichtinformation schliefdlich ins Gehirn fuhrt. Erstaunlich an deser Anordnung ist, dal3
das Licht zunadhst die @l¥eren beiden Schichten der Nervereellen duchqueren muf3, bevor es
auf die Rezeptorzellen trifft. In Vertebraten kommen zwei Arten vonPhotorezeptorzellen var,
die wegen ihrer Form als Stabchen bzw. Zapfen bezeichnet werden. Die Stabchen sind relativ
lang und dunn.Sie spredhen bereits auf schwades Licht an und denen dem Hell-Dunkel-
Sehen. Die Zapfen sind ceutlich kirzer und kegelformig. Sie sind weniger lichtempfindlich
undauf das Farbsehen spezidisiert (Hubel, 1990.

Der Aufbau der Photorezeptorzellen ist in Abbildung 1.1 schematisch am Beispiel einer
Stabchenzelle dargestellt. Die Komponenten des Zellstoffwechsels und dr Protein-
biosynthese sind im inneren Segment lokalisiert. Der Synapsenkorper dient zur Ubertragung
der elektrischen Impulse an de nadhgeschalteten Nervenzellen. Das besondere Merkmal der
Zellen ist ihr Aul3ensegment. Hier finden de Absorption des Lichts und de primére visuelle
Signaltransduktion statt. Das Aul¥ensegment einer Stabchenzelle ist nahezu vdlstéandig von
einem dichten Stapel scheibenférmiger Membranvesikel ausgefiillt, die ds Diskmembranen
(engl.: disk membranes) bezeichnet werden. Die Diskmembranen enthalten das Sehpigment
Rhodogsin, de primare li chtempfindli che Komporente des Sehprozesses.
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AuRensegment |==
== |=— Plasmamembran

==t Stapel der scheibenférmigen
Membranvesikel
(Diskmembranen)

Cilie

Mitochondrien . . .
Abbildung 1.1: schematische Darstellung einer

_ Stabchenzelle modifiziert nach Hargrave und
Golgi-Apparat McDowell (1992). Das AuRensegment enthalt
Stapel von Membranvesikeln, die sogenannten
Diskmembranen. Das AulRensegment ist Uber die
Cilie mit dem Innensegment verbunden, das die
Komponenten des Zellstoffwechsels wie z.B.
Mitochondrien und den Golgi-Apparat beinhaltet.
Durch die Ausschittung von Neurotransmittern im
Synapsenkorper wird die Lichtinformation an die
nachgeschalteten Nervenzellen weitergeleitet.

Innensegment

Zellkern

Synapsenkérper

Die Signatransduktion erfolgt in Stdbchen und Zapfen nach dem gleichen Mechanismus
(Stryer, 1988 Yau, 1994. Im Dunkeln sind de Phatorezeptorzellen durch getffnete acGMP-
abhédngige Na'-Kandle der Plasmamembran stark depdarisiert. Nach Absorption von Licht
aktiviert Rhodogsin das visuelle G-Protein Transducin (Gt). Der Austausch von GDP gegen
GTP fuhrt zur Disziation des Transducins und de Grq-GTP-Untereinheit stimuliert die
cGMP-Phosphadiesterase. Der Abfall der cytoplasmatischen cGM P-Konzentration verursact
die Disziation voncGMP von den Na'-Kandlen der Plasmamembran, de sich daraufhin
schliefen. Die resulti erende Hyperpdarisation der Zelle fiihrt zu einem verminderten Ca®*-
Einstrom im Synapsenkorper, gefolgt von einer verminderten Freisetzung von Neuro-
transmittern. Die Ubertragung der Lichtinformation an de nachgeschalteten Neuronen basiert
somit auf der lichtindwierten Aufhebung einer postsynaptischen Hemmung durch de
Photorezeptorzell en.

Die Termination der Signalkaskade beruht neben der autokatalytischen Dedktivierung des
Transducins durch de intrinsische GTPase-Aktivitdt der Grq-Untereinheit auf einer gezielten
Deéktivierung des lichtaktivierten Rhodogsins (R*). R* wird zunadhst von der Rhodogsin-
kinase phasphavyliert. Die Phospharylierung senkt die Affinitdt von R* zu Transducin und
ermdglicht zusétzlich die Bindung von Arrestin, wodurch eine weitere Wedhselwirkung mit
Transducin bockiert wird. Die De&ktivierung von R* und Transducin beendd die Stimulation
der cGMP-Phosphodesterase und stoppt den Abbau von cGMP. Auf Grund der cGMP-
Synthese steigt die cGMP-Konzentration wieder an, worauf die Zelle durch das Offnen der
Na'-Kana e allmahlich wieder in den dpolarisierten Ausgangszustand auriickkehrt.

Durch de Summe der an der visuellen Signaltransduktion beteili gten Komponenten entsteht
somit ein komplexes Re&tionsschema, desen priméare Schritte in Abbildung 1.2 zusammen-
gefalét sind. Entscheidend fur die Moduation der Lichtsignale im Synapsenkorper ist letztlich
die dGMP-abhéngige Polarisation der Plasmamembran und d@ren Permeabilita fur Ca®*-
lonen. An der Steuerung dieser physiologischen Regelgrofen sind vermutlich nach andere
Prozesse beteili gt. Daher fuhrt die Dauerbeleuchtung der Photorezeptorzellen nicht zu einem
Séttigungszustand mit einer cGMP-K onzentration rehe Null, sondern zu einer Adaptation der
Zellen an gol3e Lichtmenge.
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Abbildung 1.2: Reaktionsschema der priméren Schritte der visuellen Signalkaskade im Auf3ensegment
der Stabchenzelle. Abklrzungen: Gr: Transducin, Grq: a-Untereinheit von Transducin, Grp,: Komplex
der B- und y-Untereinheit von Transducin, R: Rhodopsin, R*: lichtaktivierter Zustand von Rhodopsin,
RK: Rhodopsinkinase, PrP-2A: Proteinphosphatase 2A, PDE: cGMP-Phosphodiesterase, GC:
Guanylylcyclase, P;: Orthophosphat, PP;: Pyrophosphat. Die einzelnen Vorgange werden im Text
naher erlautert.

1.3 Aufbau und Funktion der Photor ezeptoren

Rhodogsin ist der Photorezeptor der vertebralen Stabchenzelle. Das Protein (38 kDa) setzt
sich aus dem Apoprotein Opsin und a@m lichtempfindichen Chromopha 11-cis-Retina
zusammen, der Uber eine protonierte Schiff-Base kovalent an eine Lysinseitenkette gebuncden
ist (Abbildung 1.3). Der Chromopha verleiht Rhodosin ein breite Absorptionsbande mit
einem Absorptionsmaximum bei A = 498 nm. In Analogie zu andere@ -Protein gekoppelten
Rezeptoren fungiert das 11-cis-Retinal in Rhodogsin as Antagonist und stabilisiert den
inaktiven Grundzustand oes Rezeptors. Die Absorption von Licht verursacht die
Isomerisierung von 1Z%cis zu al-trans-Retinal. Der Chromopha wirkt jetzt als Agonist und
leitet die Aktivierung des Rezeptors ein (Nathans, 1992 Hargrave und McDowell, 1992
Khorana, 1992 Sakmar, 1999.

Die Leistungsfahigkeit der Lichtdetektion ist bemerkenswert hoch: Das dunkel-adaptierte
menschliche Auge registriert bereits Lichtmengen, de lediglich 57 Photoisomerisierungen
hervorrufen. Grundage hierfir ist die extrem niedrige Rate der Dunkelaktivierung durch
thermische Isomerisierung s Retinals, die statistisch lediglich ca einmal in 400 Jahren
auftritt. Auf der anderen Seite kann sich das visuelle System an einen Bereich urterschied-
licher Lichtintensitéten anpassen, der sich Uker 6 Dekaden erstredkt (Sakmar, 1999.

Licht X X X X X\

Abbildung 1.3: Photokonversion von 11-cis-Retinal (links) zu all-trans-Retinal (rechts).
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Das Farbsehen der Zapfen basiert ebenfalls auf Opsinen, de kovaent gebundenes 11-cis-
Retina als Chromopha verwenden. Nach Merbs und Nathans (199) liegen die Absorptions-
maxima der drel menschlichen Zapfenpigmente im Wellenléangenbereich von bauvem, griinem
und rotem Licht (Amex =426nm, 530nm und 552bzw. 557nm flr zwel polymorphe
Genvarianten). Beim Menschen sind de Aminosduresequenzen der Zapfenpigmente zu 41%
identisch mit Rhodosin. Das griine und rote Opsin weisen mit 96 % Ubereinstimmung eine
nahezu identische Priméarsequenz, sind aber lediglich zu 43% identisch mit dem blauen Opsin
(Sakmar, 1998. Alle bislang bekannten Sehpigmente abeiten nach dem gleichen Prinzip und
unterscheiden sich hauptsadlich durch ihre spektralen Eigenschaften.

1.3.1 DiePhotointermediate von Rhodopsin

A Rhodopsin (498 nm) B Rhodopsin
|
Bathorhodopsin (542 nm) Bathorhodopsin
| e
Lumirhodopsin (497 nm) BSI (Blue Shifted Intermediate, 477 nm)
| o
Metarhodopsin | (478 nm) Lumirhodopsin
L e
Metarhodopsin Il (380 nm) Metarhodopsin |
| |
Metarhodopsin Il (465 nm) Metarhodopsin |l
‘ ‘ \ Metarhodopsin IlI

Opsin + freies all-trans-Retinal (387 nm)
Opsin + freies all-trans-Retinal

Abbildung 1.4: Reaktionsschema der Photolyse von Rhodopsin nach Kliger und Lewis (1995) ermittelt
durch Einfangen der Intermediate bei niedrigen Temperaturen (A) bzw. durch zeitaufgeltste
Spektroskopie (B). Die Isomerisierung von 11-cis zu all-trans-Retinal erfolgt wahrend des Ubergangs
von Rhodopsin zu Bathorhodopsin. Die Angaben der Wellenlangen beziehen sich auf die
Absorptionsmaxima der jeweiligen Intermediate, die Zeitangaben geben die Gréf3enordnung des
Zeitbereichs an, in dem die Intermediate nach Lichtabsorption entstehen. Der Zerfallsweg von
Metarhodopsin Il zu Opsin und freiem Retinal sowie die Bedeutung von Metarhodopsin Il sind nicht
eindeutig geklart.

Als Folge der Lichtabsorption duchléuft Rhodogsin eine Serie von spektroskopisch
unterscheidbaren Zustanden (Abbildung 1.4). Bel niedrigen Temperaturen konrten einige
dieser Photointermediate @ngefangen und spektroskopisch charakterisiert werden. Kurzzeit-
spektroskopische Techniken ermdglichten dagegen die Untersuchung der Photolyse unter
physiologischeren Bedingungen und fuhrten mit BSI (“blue shifted intermediate”) zur
Entdedkung eines weiteren frilhen Intermediats (Kliger und Lewis, 1995. Die Lichtanregung
verursacht zunadhst die Isomerisierung des 11-cis-Retinalsim ps-Zeitbereich. Das rotverscho-
bene Bathorhodogsin zerféllt anschlief3end Giber BSI im ns-Zeitbereich zu Lumirhodogsin. Bis
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zu deser Stufe sind de Ubergange durch lokale Anderungen am Chromopha oder dessen
direkter Umgebung gekennzeichnet.

Rhodogsin erreicht ca. 1 ms nadch Belichtung ein Gleichgewicht zwischen Metarhodogsin |
(M1, Amax = 478nm) und Metarhodogsin Il (M1, Amax = 380nm). Im Ubergang von M1 nach
MII wird die Schiff-Base deprotoniert, was die starke Blauverschiebung von ther 100nm
gegenuber dem Grundzustand erklart. MI1 zerfallt schliefdlich Gker Metarhodosin Ill (MIII,
Amax = 465nm) oder direkt zu Opsin undfreiem all-trans-Retinal (Amax = 387 nm). Bislang
konne noch nicht eindeutig geklart werden, ob MIII tatsddhlich ein eigenstandiges
Photointermediat oder lediglich ein Prodult der Anlagerung des freigesetzten Retinals an de
Oberflache des Opsins darstellt (Kliger und Lewis, 1995. Der MIl-Zustand ist die
lichtaktivierte Form R* des Rhodoysins und aktiviert das G-Protein Transducin (Hofmann et
al., 1995 Kliger und Lewis, 1995 Sakmar, 199B). Daher stellt der MI/MI1-Ubergang ein
zentrales Element im Medanismus der Rezeptoraktivierung dar. Zahlreiche Beobaditungen
deuten jedoch darauf hin, dal3 de MI1-Bildung in mehreren Schritten verlauft und mindestens
zwel MIl-Subzustande existieren, de spektroskopisch nicht zu urterscheiden sind. In der
Literatur findet man urterschiedliche Bezeichnungen fir diese isospektralen Zustande wie
MISY/M1I™ (Straume @ al., 1990, M11/MII, (Arnis und Hofmann, 198) oder Misgg/MIl
(Thorgeirsonet a., 1993.

Das Auftreten der isospektralen MII-Zustdnde kann mit unterschiedlichen Protonierungs-
zustanden des Rhodosins erklart werden. Trotz Deprotonierung der Schiff-Base im
Ubergang zu M1l wird das MI/MII-Gleichgewicht mit abnehmendem pH-Wert auf die Seite
von MII verschoben. Diese Beobachtung legt bereits die Vermutung nahe, dal3 de MII-
Bildung neben der Deprotonierung der Schiff- Base von einer zusétzli chen Protonenaufnahme
an einer anderen Gruppe begleitet ist. Arnis und Hofmann (1993 konnten durch Vergleich
der Photolyse von Rhodomin in nDodecylmaltosid-Mizellen mit lichtabhéngigen pH-
Mesaungen in der wal¥rigen Bulk-Phase diese Protonenaufnahme direkt nachweisen. Die
Analyse der MI1I-Bildung in der nativen Membranumgebung mit zeitaufgel 6ster Absorptions-
spektroskopie bei einzelnen Wellenlangen (Straume d@ a., 1990 bzw. mit optischen
Mehrkanaltechniken (Thorgeirson et a., 1993 fuhrte bislang allerdings noch zu keinem
einheitlichen Redtionsschema zwischen Lumirhodogsin, M1 und den verschiedenen MII-
Zustanden.

1.3.2 Lipidzusammensetzung der ROS-Membran

Membranpréparationen des Aul¥ensegments von Stabchenzellen werden allgemein as ROS-
Membranen (engl.: rod outer segment membranes) bezeichnet. Die Diskmembranen hil den
mit ca 95% den Hauptbestandteil der ROS-Membranen. Auf die Plasmamembran entfallen
lediglich ca. 5%. Der Lipid- bzw. Proteinanteil der ROS-Membranen betragt jewells ca 50 %
des Trockengewichts. Rhodogsin stellt mit ca 80-90% die Hauptproteinkomporente des
Aulensegments dar (Kamps et a., 1983. Phosphdipide bilden mit ca 80% (w/w) bezogen
auf den Gesamtlipidgehalt die Hauptkomporente des Lipidanteil s. Der Gbrige Anteil setzt sich
aus Glycolipiden (10% w/w), Cholesterin (4-6 % w/w) und weiteren neutralen Lipiden
zusammen (Fliesler und Anderson, 1982 Daemen, 1973 Dreyfus et a., 1982. Das molare
Verhdltnisse zwischen Phosphdipiden undRhodogsin in der ROS-Membran betrégt ca 62%
(Kamps €t a., 1989. Die Lipidzusammensetzung variiert alerdings sark in Abhéngigkeit
von der Erndhrungsstuation, der durchschnittlichen Lichtintensitdt und cem Gesundreits-
zustand (Lamba @ a., 1999. Ein wesentliches Merkmal der ROS-Membran ist der grol3e
Antell an mehrfadh ungeséttigten Fettsduren, de mit ca 50% (mol/mol) den Hauptbestandtel
aler vorkommenden Fettsduren hil den. Tierversuche ergaben, dal3 deser Antell unter Entzug
der esentiellen Vorlaufer der Arachidorséure (20:4) bzw. der al-cis-A*"10131649_pocosa-
hexaensaure (22:6) im Aufensegment nahezu unverandert bleibt, wahrend der Anteil ungesit-
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tigter Fettsduren in anderen Geweben drastisch sinkt (Daemen, 1973 Fliesler und Anderson,
1982. Die Gegenwart der ungeséttigten Fettsduren ist alerdings fur die Funktion des
Rhodogsins nicht unbedingt erforderlich, de Zusammensetzung der Lipidumgebung beein-
fluly alerdings die Lage des MI/MI1-Gleichgewichts (Mitchell et a., 1991 Brown, 1994.

1.3.3 Die Struktur von Rhodopsin

Rhodogsin aus Stabchenzell en des Rinderauges war der erste G-Protein gekoppelte Rezeptor,
desen Aminosauresequenz auf Protein- und DNA-Ebene bestimmt werden konrte
(Ovchinnikov et a., 1983 Hargrave d a., 1983 Nathans und Hogness 1983. Die Anayse
der Priméarsequenz (348 Aminasduren) sowie zahlreiche spektroskopische und bochemische
Untersuchungen fuhrten zu einem Sekundérstrukturmodell, das allgemein als die gemeinsame
strukturelle Basis der G-Protein gekoppelten Rezeptoren der Rhodogsinfamilie angesehen
wird (Nathans, 1992 Hargrave und McDowell, 1992 Khorana, 1992 Strader et a., 1994,
Wesset a., 1995.
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Abbildung 1.5: Sekundéarstrukturmodell von Rhodopsin modifiziert nach Yang et al. (1996a). Die
Polypeptidkette des Proteins ist mit sieben a-Helices in der Diskmembran verankert, die Uber
Loopbereiche unterschiedlicher L&ange verbunden sind. Die waagerechten Linien reprasentieren den
Verlauf der Membran-Wasser Grenzflache. Der acetylierte N-Terminus ist auf der intradiskalen Seite
der Membran lokalisiert. In der N-terminalen Region befinden sich zwei Oligosaccharidseitenketten an
N2 bzw. N15 und eine fir die Stabilitdt des Rezeptors essentielle Disulfidbriicke zwischen C110 und
C187 (gestrichelte Linie). Die Palmitoylierung der C-terminalen Cysteinreste C322 und C323 fuhrt zur
Ausbildung einer vierten cytoplasmatischen Loopstruktur. Der Retinalchromophor ist Uber eine
protonierte Schiff-Base an K296 in Helix 7 gebunden; als Gegenion im Grundzustand fungiert E113 in
Helix 3. Die fir die hier vorliegende Arbeit besonders wichtigen cytoplasmatischen Cysteinreste C140
und C316 sind durch Kreise hervor gehoben.
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Rhodogsin ist mit sieben a-helikalen Segmenten in der Membran verankert, die Uber Loop
bereiche unterschiedlicher Lange verbunden sind (Abbildung 1.5). Der N-Terminus befindet
sich auf der intradiskalen, der C-Terminus auf der cytoplasmatischen Seite der Membran. Die
Pamitoylreste der C-terminalen Cysteine 322 und 323sind vermutlich ebenfals in der
Membran verankert und fuhren zur Ausbildung einer weiteren cytoplasmatischen
Loopstruktur zwischen Helix 7 und an Palmitoylierungsgellen (Ovchinnikov et a., 1988).
Das Retinal ist mit K296in Helix 7 verknugft. In der N-terminalen Region befinden sich zawei
N-glycosidische Oligosactaridseitenketten an Asparagin 2 kew. 15 (Fukada & al., 1979.
Eine grofe Bedeutung fur die Stabilit& des Rezeptors nimmt die Disulfidbriicke zwischen
C110 undC187 auf der intradiskalen Seite der Membran ein (Karnik et al., 1988 Karnik und
Khorana, 199). Zahlreiche Serin- und Threoninreste der C-terminaden Region des
Rhodogsins werden nach Aktivierung des Rezeptors reversibel phospharyliert (Wilden und
Kihn, 1982. Die Tatsadhe, dald de hier erwdhnten strukturell bzw. funktionell bedeutenden
Aminosduren neben aneren in allen Photorezeptoren und driiber hinaus aud in den meisten
G-Protein gekoppelten Rezeptoren hoch korserviert sind, ist ein weiterer Beleg fur die
Gemeinsamkeiten innerhalb der Rezeptorfamilie (Nathans, 1992 Khorana, 1992 Strader et
a. 1994.

Abbildung 1.6: Elektronendichteverteilung von 2D-Kristallen des Rinderrhodopsins mit einer Auflosung
von 5 A. Das eingezeichnete Rechteck kennzeichnet die Grenzen der Einheitszelle (Gitterparameter:
a=60,6 A b=86,3A, y=90°). Ebenfalls dargestellt sind Symmetrieelemente des p222,-Gitters, die
zweifache Rotationsachse und die beiden zweifachen Schraubenachsen entlang der a und b. In der
Einheitszelle befinden sich vier Rhodopsinmolekile. Die gepunkteten Linien entsprechen den
negativen Hohenlinien des Konturplots. Die Abbildung wurde aus Krebs et al. (1998) entnommen.
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Schertler et a. (1993 konrten mit Hilfe von kryoelektronenmikroskopischen Untersuchungen
an zweidimensionalen Kristalen (2D-Kristallen) von Rinderrhodosin erstmals die
zweidimensionale Struktur der Transmembranregion des Phatorezeptors bei einer Auflésung
von 9 A bestimmen. Aufnahmen gekippter 2D-Kristalle @mdglichten de Berechnung eines
dreidimensionalen Strukturmodells mit einer Auflésung von 9,5A in der Membranebene und
47 A senkrecht zur Membran (Unger und Schertler, 1995. Ahnliche Verfahren ermdgli chten
die Strukturbestimmung von Rhodogsin aus Froschaugen (Schertler und Hargrave, 1995
Unger et al., 1997) bzw. Tintenfischaugen (Davies et a., 1999 bei ebenfals niedriger
Auflésung. Nadh Optimierung des Kristali sationsverfahrens konnte kirzlich  de
zweidimensionale Struktur von Rinderrhodosin mit einer Auflésung von 5 A berechnet
werden (Krebs et al., 1998. Diese Daten bestétigen de Position von dei nahezu senkrecht
zur Membran stehenden a-Helices (Helix 4, 6 und 7. Die Ubrigen Helices snd stark geneigt
und erscheinen in der 2D-Projektion der Elektronendichte ds ein bogenformiges Motiv
(Abbildung 1.6). Auf der Basis der vorliegenden Strukturdaten von Rhodogsin konrte in
Kombination mit vergleichenden Analysen der Aminosiuresequenz mehrerer hurdert
G-Protein gekoppelter Rezeptoren ein allgemeines Modell der Transmembranregion der
Rezeptorfamilie ageleitet werden (Baldwin, 1993 Baldwin et al., 1997. Zusétzlich geben
dreidimensionale Computermodelle wertvolle Hinweise auf mogliche Struktur-Funktions-
beziehungen (Pogozheva @ a., 1997 Herzyk und Hubbard, 199§. Kirzlich wurde in der
Literatur erstmals ein Verfahren zur Herstellung von deidimensionalen Rhodogsinkristallen
beschrieben (Okada & al., 20M®). Die Autoren konrten mit Hilfe dieser Kristalle Rontgen-
diffr aktionsdaten mit einer Auflésung von kis zu 3,5A aufnehmen, aber noch keine Phasen-
bestimmung durchfiihren, de zur Berechnung der Struktur erforderlichist.

Bis heute sind daher keine direkten Strukturdaten tber die Umgebung des Retinals und de
Looplereiche aul3erhalb der Membran verflgbar. Von besonderer Bedeutung ist hierbel die
Struktur der cytoplasmatischen Oberflache, an der die Bindung und Aktivierung des
Transducins erfolgt. Die gegenwaértigen Kenntnisse Gber die Aktivierung von Rhodogsin und
die Wedhselwirkungen mit Transducin und anderen Proteinen der visuellen Signalkaskade
basieren somit bislang auf indrekten hiochemischen, bophysikalischen und molekular-
biologischen Methoden.

1.3.4 DielLichtaktivierung von Rhodopsin

Zahlreiche Experimente belegen, dald der Retinalchromopha innerhalb der Transmembran-
doméne des Rhodogsins eingebettet ist und seine Lage sowie die spektralen Eigenschaften
durch spezifische Wedhselwirkungen mit den umgebenden Aminosaureseitenketten bestimmt
werden. Im Grundzustand fungiert die deprotonierte Seitenkette von E113 in Helix 3 als
Gegenion zur protonierten Schiff-Base zwischen K296 und 1icis-Retinal (Sakmar et a.,
1989 Fahmy et a., 1993. Mit Fourier-transformierter Infrarotspektroskopie (FTIR) konnte
zudem gezeigt werden, dal3 E113im Zuge der lichtindwzierten MI1-Bildung protoniert wird
und als Protonenakzeptor der Schiff-Base dient (Jager et a., 1999. Die Salzbriicke zwischen
E113 und @r Schiff-Base tragt somit entscheidend zur Stabilit & des Grundzustands bei, was
sich in der Erh6hung des pKs-Wertes der Schiff-Base auf ca 16 gegenliber einem Wert von
ca 7 in wal¥iger Losung ausdriickt. Ferner ist die Schiff-Base im Grundzustand fir
Hydroxylamin nicht zuganglich, wohl aber nach Ersatz von E113 duch neutrale Amino-
sduren oder im MII-Zustand (Sakmar et al., 1989. Bemerkenswert ist allerdings, dal3 de
kovaente Verknupfung des Chromophas mit K296 ncht essentiell fur die Funktion des
Rezeptors ist. Die Opsinmutante K296G bildet mit der kinstlichen Schiff-Base aus n-Butyl-
amin und 11cis-Retinal ein funktionsfahiges Pigment, welches lichtabhéngig Transducin
aktivieren kann (Zhukowsky et a., 199). Dies ist ein wichtiger Beleg fur die Anaogie
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zwischen den Photorezeptoren mit kovalent gebundenem Retinal und den Ghkrigen liganden-
abhangigen G-Protein gekoppelten Rezeptoren.

Die vorliegenden Modéllstrukturen pcstulieren eine Orientierung des [-lonorrings in
Richtung der konservierten aromatischen Aminosauren W126 in Helix 3 und F261, W265
bzw. T268 in Helix 6 (Baldwin et a., 1997 Pogozheva d al., 1997 Herzyk und Hubbard,
1998. Untersuchungen der Photolyse von Rhodomsin mittels UV-Diff erenzspektroskopie
weisen auf eine Verschiebung von W126 undW265in eine poarere Umgebung wahrend cer
Rezeptoraktivierung hin (Lin und Sakmar, 1999. NMR-Experimente deuten auf sterische
Wedselwirkungen zwischen der 9-Methylgruppe der Polyenkette des Retinals mit G121 in
der Mitte der Helix 3 (Han undSmith, 1995. Der Austausch von G121 gegen vdumindsere
Aminosauren (A, S, T, V, V, | bzw. W) fuhrt mit zunehmender Grol3e zu einer zunehmenden
Blauverschiebung des Absorptionsmaximums, einer erhéhten Affinitét zu al-trans-Retinal
und einer verminderten Stabilitét der rekombinanten Rhodomsine (Han et a., 199&).
Interessanterwel se kann eine zusétzli che Mutation von F261 in Helix 6 diese Hfekte teilweise
kompensieren: Die Doppelmutante G121L/F261A weist Eigenschaften zwischen Wildtyp
Rhodosin und aér Mutante G121L auf (Han et a., 19961).

Sheikh et a. (1999 konrten duch Einflihrung von Bindestellen fur Metallionen in Helix 3
und 6 de Notwendigkeit einer Bewegung der beiden Helices fir die Rhodogsinaktivierung
nachweisen. Nadh Einfihrung von Histidinresten in den Positionen 138 und 251 dw. 141
und 251wird de Aktivierung von Transducin in Gegenwart, nicht aber in Abwesenheit von
Zn**-lonen blockiert. ESR-Untersuchungen an rekombinanten Cysteinmutanten zeigten ein
Ubereinstimmendes Ergebnis. Die Einfihrung von Cysteinresten an den cytoplasmatischen
Enden der Helices 3 (V139C) bzw. 6 (E247C bis R252C) und deren Derivatisierung mit
seitenkettenspezifischen Spin-reaktiven Markern fuhrt zu Verénderungen der ESR-Signale in
Folge der Rhodogsinaktivierung, die a@ne relative Bewegung der Helices untermauern. Eine
kunstliche Disulfidbriicke zwischen Helix 3 und6 verhindert diese Bewegung und damitauch
die Transducinaktivierung (Farrens et al., 1994.

Diese und zahlreiche weitere Beispiel e bestétigen enge sterische Wedselwirkungen zwischen
dem 11-cis-Retinal und den Aminosdureseitenketten der Chromophabindungstasche sowie
die Kopdung der Retinalisomerisierung an strukturell e Veranderungen in der Transmembran-
region. Die Bindurg und Aktivierung des G-Proteins erfolgt aber an der cytoplasmatischen
Oberflache. Die lichtindwzierten Anderungen der Transmembranregion missen demnad im
aktiven MII-Zustand spezifische Veranderungen an der Oberfladhe des Rezeptors hervor-
rufen. Ein mogliches Bindeglied zwischen der Transmembranregion und @r cytoplasmati-
schen Oberfladhe stellen dabel die Bewegungen der Transmembranheli ces dar. Das Auftreten
derartiger Konformationsénderungen ist moglicherweise das Schlisslelement im Akti-
vierungsmecdhanismus der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Die hoch korservierten
Elemente in der Aminosduresequenz der unterschiedlichen Rezeptoren kodnren daher
entweder gemeinsame Merkmale des Grundzustands oder der aktiven Rezeptorform darstellen
(Baldwin et a., 1997%.

Dennach ist die Natur des ,, molekularen Schalters® zwischen der aktiven undinaktiven Form
des Rezeptors bis heute noch nicht voll standig verstanden. Opsinmutanten wie z.B. E113Q
zeigen auch in Abwesenheit des Retinalchromophas eine konstitutive Aktivierung von
Transducin undwerden mit krankhaften Veranderungen des Sehprozesses wie der congeni-
talen Naahtblindheit in Verbindung gebracht (Rao undOprian, 199§. Die Regeneration von
E113Q undanderer konstitutiver Opsine mit 11-cis-Retinal fuhrt dabel haufig zur Ausbildung
einer stabilen inaktiven Rezeptorform und hebt die konstitutive Aktivierung wieder auf.
Andererseits wurden Rezeptormutanten gefunden, de nach Phatolyse keinen fir die &tive
Form charakteristischen MII-Zustand bl den, aber dennoch Transducin aktivieren. Die Belich-
tung der Doppelmutante E113Q/A117E, bel der das Gegenion der Schiff-Base um eine
Helixwindurg verschoben ist, fuhrt beispielsweise zur Bildung eines MI-ghnlichen
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Photointermediats (Amax = 480nm), das trotz protonierter Schiff-Base Transducin aktiviert
(Fahmy et al., 1999. Dies deutet darauf hin, dal3 de cytoplasmatische Oberflache der aktiven
Rezeptorform durchaus kompatibel mit verschiedenartigen Zusténden in der Retinal-
umgebung der Transmembranregionist (Sakmar, 1998§.

1.3.5 Struktur und lichtinduzierte Veranderungen der cytoplasmatischen Oberflache

Die Struktur der cytoplasmatischen Oberflache des Rhodogsins ist nicht bekannt. Die
Strukturdaten aus der Elektronenmikroskopie und de darauf basierenden Modellstrukturen
vermitteln lediglich ein Bild von dr Ubergangsregion zwischen der Transmembrandomane
und cen Looplereichen aulerhalb der Membran. Mit Hilfe von Kompetitionsgudien urter
Verwendung synthetischer Peptide mit der Aminosduresequenz von Ausshnitten der
Rhodosinobkerflache konrnte gezeigt werden, dal3 de Loopbereiche zwischen den Helices 3
und 4, én Helices 5 und 6sowie der Abschnitt zwischen Helix 7 und eén C-terminalen
Palmitoylierungsdellen an der Wedhselwirkung mit Transducin beteiligt sind (Konig et d.,
1989 Franke & a., 1999. Selbst der Austausch einzelner Aminosduren innerhalb deser
Looplereiche kann de Transducinaktivierung beantradtigen oder gar vollig bockieren (zur
Ubersicht siehe Hofmann et al., 1995 Sakmar, 1999.

Eine besondere Bedeutung nmmt hierbel das Ladungspaar E134R135 am Ende der Helix 3
ein, dasin nahea alen G-Protein gekoppeltenRezeptoren Foch korserviert ist. E134 wird im
Verlauf der Rhodogsinaktivierung protoniert (Fahmy und Sakmar, 1993. Die Protonierung
von E134findet nach Photolyse von Rhodogsin in n-Dodecylmaltosid-Mizell en wahrend des
Ubergangs von MIl, nach M, statt und ist vermutlich ein wesentli ches Unterscheidungs-
merkmal der isospektralen M1I-Zusténde (Arnis und Hofmann, 1993 Arnis et a., 1999. Erst
diese Protonierung nahe der cytoplasmatischen Oberflache ermdglicht die Aktivierung von
Transducin. M 6gli cherweise sind auch weitere geladene bzw. protonierbare Gruppen wie H65
oder H152 an den lichtindwzierten Verdnderungen der Oberfladche betelligt (Weitz und
Nathans, 1993.

Umfangreiche Erkenntnisse Uber die Beschaffenheit der cytoplasmatischen Oberflache
konnten mit ESR-Untersuchungen an Cystelnmutanten gewonnen werden, deren Seitenketten
mit sulfhydrylspezifischen Spin-reaktiven Markern (SDSL, engl.: site-directed spin labeling)
modifiziert wurden. Die Unterschiede der ESR-Signale vor und rech Belichtung zeigen eine
Verschiebung der Aminosduren C140 undC316 wahrend der MII-Bildung (Resek et al.,
1993. Wahrend de Bewegung von C140 am Ende der Helix 3 mit einer Bewegung der
gesamten Helix erklart werden konrnte (Farrens et al. 1996) deutet die Bewegung der Position
C316 zwischen Helix 7 und aén C-terminalen Palmitoylierungsdellen eher auf eine Bewe-
gung des gesamten Loopsegments. Mit der gleichen Tedhnik konrten Yang et a. (199%a)
zeigen, dalR nach gleichzeitiger Spinmarkierung von C316 undH65C am cytoplasmatischen
EndevonHelix 1 de Marker ca 10A voneinander entfernt sind undsich dieser Abstand rach
Lichtaktivierung um ca 5A vergroRert. Unter gedgneten experimentellen Bedingungen
konrten de Autoren zudem eine Disulfidbriicke zwischen H65C und dem nativen Cysteinrest
C316 rachweisen, was einem Abstand der a-K ohlenstoffatome von ca 7 A nahelegt.

Mittl erwell e wurden de gesamten cytoplasmatischen Bereiche von Rhodosin systematisch
auf der Basis von Cysteinmutanten urtersucht. Hierzu wurden zunéchst ale fur die Faltung
von Rhodoin nicht essntiellen Cysteinreste entfernt und anschlief?end jede anzelne
Position der Looplereiche durch Cystein ersetzt. Die resulti erenden rekombinanten Pigmente
wurden an Hand der Absorptionsspektren, der MII-Bildung, der Transducinaktivierung und
der Zuganglichkeit fur sulfhydrylspezifische Reagenzien charakterisiert. Die SDSL-Methode
ermaoglichte zusétzlich systematische ESR-Mesaungen an der cytoplasmatischen Oberfléche
(Bereich Helix 1 Helix 2, Position 5575: Klein-Segharaman et a., 1999 Altenbadh et a.,
199%; Bereich Helix 3- Helix 4, Position 136152 Ridge € al., 1995 Farahbakhsh et a.,
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1995 Bereich Helix 5 Helix 6, Position 225256 Yang et a., 1996k Altenbachet d., 1996,
Bereich Helix 7 - C-terminale Pamitoylierungsgellen, Position 306322 Cai et a., 1999
Altenbach et al., 1999h restlicher C-terminaler Bereich ab den Pamitoylierungsstellen: Cai et
a., 1997 Langen et a., 199).

Diese umfangreichen experimentellen Daten bestétigen, dal3 de cytoplasmatische Oberflache
des Rhodogsins im Grundzustand mit Ausnahme der C-terminalen Region hnter den
Palmitoylierungsdellen weitgehend strukturiert ist. Die Zuganglichkeit fur sulfhydrylspezi-
fische Reagenzien sowie die Kollisionsraten zwischen den Spinmarkern und hydrophilen
bzw. hydropholen paramagnetischen Substanzen geben Aufschluf? tber die Aminoséuren, de
an der Grenze zwischen der Transmembranregion und @ waldrigen Umgebung liegen. Helix
3 beispielsweise durchst6d demzufolge diese Grenze ungefahr auf Hohe der Position V138,
Helix 4 auf H6he der Position H152 (Farahbakhsh et a., 1995 und Helix 7 auf Hohe der
Position M309 (Altenbach et a., 1999). Waeiterhin ermdglicht die Periodizitdt dieser
Parameter eine Aussage Uber den Verlauf der Polypeptidkette auf¥erhalb der Membran. Diese
Daten deuten z.B. auf eine a-helikae Konformation der Sequenz 306-314 in Helix 7
(Altenbach et a., 1999h, wohingegen de Interpretation der elektronenmikroskopischen
Daten lediglich eine Aussage Uber Helix 7 bis zur Hohe der Position K311 ermdgli cht (Unger
et a., 1997 Baldwin et a., 1997. Den ESR-Daten zur Folge ist Helix 7 demnadh nach ca
eine Helixwindurg langer und ragt etwas weiter aus der Membranregion heraus. Ferner
zeigen de Daten signifikante Veranderungen im Zusammenhang mit der Photoaktivierung,
die die Autoren as relative Bewegungen der Helices interpretieren. Relativ starken
Verénderungen urterliegen Aminoséuren in der Nahe der Helices 3, 4, 6 und 7wahrend de
Aminosiuren der Helices 1, 2 und 5n der Regel nur geringe Anderungen zeigen.
NMR-Tedniken wurden ebenfals erfolgreich zur Untersuchung der cytoplasmatischen
Oberflache a@ngesetzt. Albert et a. (1997 konnten beispielsweise unter gleichzeitiger Ver-
wendung von seitenkettenspezifischen Elektronenspinmarkern und 3'P als Kernspinmarker
den Abstand zwischen C140 und @n C-terminalen Phospharylierungsstellen an S338 tew.
S343mit 18+ 3 A bestimmen. Peptide mit korresponderenden Aminaosiuresequenzen zu den
cytoplasmatischen Loopbereichen wurden in waldriger Losung mit mehrdimensionaler NMR-
Spektroskopie untersucht. Die Ergebnise dieser Studien zeigten, da3 de @nzelnen
Abschnitte bereits eine definierte Struktur einnehmen und de Strukturen der einzelnen
Abschnitte zudem in de Modell struktur der Transmembranregion eingepaldt werden konrten.
Auf der Basis dieser Daten wurde kirzlich ein Modell der gesamten cytoplasmatischen
Oberflache vorgestellt (Yeagle @ a., 1997%. Ob deses Modell alerdings tatsddhlich de
Struktur der Oberflacdhe reali stisch widerspiegelt, kann rur durch eine Vielzahl experimentell
ermittelter Abstandsbeziehungen in Rhodogsin bzw. duch de Aufkldrung der gesamten
Rezeptorstruktur gekléart werden.

1.3.6 DieWedsdwirkungen zwischen R* und Transducin

Wie bereits oben beschrieben sind de cytoplasmatischen Looplereiche avischen den Helices
3 und 4, @n Helices 5 und 6sowie der Abschnitt zwischen Helix 7 und eén C-terminalen
Palmitoylierungsgellen des Rhodomins an der Wedhselwirkung mit Transducin beteili gt
(Konig et a., 1989 Franke d a., 1992. Mit Hilfe vergleichbarer Studien konrte gezeigt
werden, dal3 de Aminaosdureabschnitte 316-323 und340-350 dbr a-Untereinheit von Trans-
ducin (Grq) eine besondere Bedeutung fur die Interaktion mit dem lichtaktivierten Rhodoysin
besitzen (Hamm et al., 1988. Die Wedsewirkungen zwischen beiden Proteinen ist jedoch
aul¥erst komplex. Die Rontgenstrukturen der Grq-GDP bzw. Grq-GTPyS-Komplexe zeigen,
dald in dem Protein nu eine Nucleotidbindestelle existiert, die von einem a-helikalen
Segment abgeschirmt wird, das in allenheterotrimeren G-Proteinen stark konserviert ist (Noel
et al., 1993 Lambright et al., 1994. Diese Strukturdaten sowie zahlreiche Bindungsgudien
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legen daher einen mehrstufigen Aktivierungsmechanismus nahe, der bel Hofmann et al.
(1995 ausfuhrlich dskutiert wird. Demnach erfolgt zunéchst die Bindung des inaktiven
Transducins (Gr-GDP) an de Oberfléche des aktivierten Rhodogsins (R*). Im zweiten Schritt
wird das gebuncene GDP freigesetzt. Daraus resultiert ein R*-Gr-(empty)-Komplex mit
unbesetzter Nucleotidbindestelle. Im dritten Schritt erfolgt die Besetzung der leeren Binde-
stelle mit GTP, wodurch de Abldsung von R* und de Dissziation zu Grq-GTP und Grgy
eingeleitet wird.

Dieser Mechanismus wird von dr Beobadchtung gestiitzt, dal3 zahlreiche Rhodogsinmutanten
zwar Transducin binden, nicht aber den Nucleotidaustausch vermitteln kénren. Besonders
kritisch in Rhodogsin sind hierbel Mutationen des konservierten Ladungspaares E134R135
am Ende der Helix 3 und de Reste T242 lzw. T243im Loopbereich zwischen Helix 5 und 6,
die zu einer signifikanten Absenkung der Transducinaktivierung fuhren (Konig et a., 1989
Franke @ al., 1993. Punkimutationen, chemische Depamitoylierung und andere Veran-
derungen in der C-terminalen Region des Rhodogsins dagegen verstéarken de Aktivierung
von Transducin (Hofmannet a., 19%). Rickschlisse von der Beobachtung eines bestimmten
Effekts auf die Rolle der entsprechenden Gruppe im Medanismus der Rhodofsin-
Transducin-Interaktion sind allerdings nur sehr eingeschrankt moglich. Die Ahnlichkeiten
zwischen den dreidimensionalen Strukturen verschiedener G-Proteine deuten dabei al erdings
auf einen gemeinsamen Mechanismus des Rezeptor-vermittelten Nucleotidaustausches in der
Familie der heterotrimeren G-Proteine hin (Sondek et a., 1996 Hofmannet al., 1995.

1.3.7 Wedsdwirkungen zwischen Rhodopsin und anderen Proteinen der visuellen
Signaltransduktion

Neben Transducin interagiert Rhodoysin auch mit anderen Proteinen der Sehkaskade wie der
Rhodosinkinase, Arrestin und ar Proteinphcsphatase 2A (Stryer, 1988 Yau, 1994
Hofmann et a., 1995. Der Zerfall des aktiven MII-Zustands erfolgt in vitro auch urter
nativen Bedingungen sehr viel langsamer as die Termination der Sehkaskade in funktions-
fahigen Stabchenzellen. Weiterhin wird Rhodogsin nach der Lichtaktivierung phephayliert.
Diese Beobachtungen fuhrten zu der Hypothese, da3 es sch hier um einen gezielten
Deéktivierungsprozeld handelt (Wilden et a., 198§. Die Rhodogsinkinase konkuriert dabel
mit Transducin um die lichtaktivierte Form des Rhodogsins und phaphayliert R* an
C-terminalen Serin- und Threoninresten, aber auch autokatalytisch sich selbst. Interessanter-
weise reagiert die Rhodogsinkinase sowohl mit MIl als auch mit dem Vorlaufer M1 (Wilden
und Kuihn, 1982 Palczewski et a., 1991 Pulvermiller et al., 1993. Die Phosphaylierung
senkt dabel die Affinitdt von R* zu Transducin.

Den Hauptbeitrag zur Rezeptordesktivierung leistet jedoch Arrestin: Das 48 kDa-Protein
bindet sich selektiv an de phaspharylierte Form von R* undverhindert eine weitere Wechsel -
wirkung mit Transducin oder der Rhodogsinkinase. Dartiber hinaus blockiert Arrestin
zunadhst auch die Dephasphorylierung von R* durch de Proteinphasphatase 2A und verhin-
dert somit die mogli che Ruckkehr von R* in den Transducin-Kreislauf (Wilden et al., 1989.
Kirzlich wurde ene SpleiRvariante von Rinderrhodogsin (P44) gefunden, de gegenlber
Arrestin einen verkirzten C-Terminus aufweist. P44 hindet sowohl die phospharylierte Form
als auch die nicht phogphaylierte Form von R* und inhibiert die Transducinaktivierung soga
noch stérker als Arrestin (Palczewski et a., 1999. Die genaue Funktion von P44 ist allerdings
noch unKar. Arrestin bindet die phasphaylierte Form von R* bis zur Freisetzung des all-
trans-Retinals. Nadh Disoziation des Arrestins wird das resulti erende Phosphooysin schlief3-
lich von dbr Proteinphosphatase A2 dephaspharyliert und mit 11-cis-Retina zu Rhodogsin
regeneriert. Die Reisomerisierung des all -trans-Retinals zu 11-cis-Retinal erfolgt allerdingsin
den Zellen des Pigmentepithels (Rando, 1992.
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Auch auf der Stufe des G-Proteins existiert ein gezielter Dedktivierungsmechanismus.
Phosducin, ein 33kDa-Protein, liegt im Dunkeln phaphayliert vor und wird bel
Lichteinwirkung dephospharyliert. Yoshida d al. (1994) konrten zeigen, dal3 Phosducin in
der dephaspharylierten Form die Bindung von Transducin an R* unterbindet. M dgli cherweise
bindet sich Phosducin an de Bindestelle von Gry-GDP im Grg-Komplex und ‘erringert
dadurch de Konzentration von \erfigbarem Transducin. Dies kénnte sowohl fir die
Deéktivierung als auch fr die Lichtadaptation der Sehkaskade von Bedeutung sein.

Erst die Lichtaktivierung des Rhodogsins ermdgli cht die Phospharyli erung und anschli el3ende
Bindung von Arrestin an der cytoplasmatischen Oberflache des Rezeptors. Daher mussen de
Wedsewirkungen deser Proteine &nliche molekulare Grundagen wie die Interaktion
zwischen Rhodosin und Transducin besitzen. Kompetitionsgudien mit synthetischen
Peptiden ergaben dementsprechend, dal3 de Aminosduren 95140 des Arrestins wie die
cytoplasmatischen Looplereiche zwischen Helix 1 und 2 faw. Helix 3 und 4 @s Rhodosins
mal3geblich de Bindung beider Proteine beanflusen (Hofmann et a., 1995 Smith et a.,
1999. In Ubereinstimmung mit diesen Experimenten konrten Raman et al. (1999 zeigen,
dad kereits der Austausch einzelner Aminosauren in desen Abschnitten des Rhodogsins zu
einer signifikanten Abnahme der Arrestinbindurg fuhrt.

Die Interaktion vonRhodogsin mit anderen Proteinen der visuellen Signaltransduktion besiert
somit auf spezifischen Protein-Protein Wedselwirkungen, de est durch de lichtinduzierten
strukturellen Veranderungen des Rhodopsins erméglicht werden. Das Versténdns der
einzelnen Tellschritte efordert daher detailli erte Kenntnisse tber die Struktur der beteiligten
Komporenten bzw. Zwischenzustdnde auf molekularer Ebene. Nach Transducin (Noel et al.,
1993 Lambright et al., 1996 Sondek et al., 1999 konrte kirzlich auch de dreidimensionale
Struktur von Arrestin geklart werder{Granzin et a., 1998. Bislang sind aber keine vergleich-
baren Strukturdaten von Rhodogsin oder sogar von einem Komplex zwischen der licht-
aktivierten Form von Rhodogsin undeinem anderen Protein der Sehkaskade verfugbar, die
einen tieferen Einblick in dese molekularen Wedhselwirkungen geben kdnnte.

1.4 Zielsetzung

Fur das Verstandnis der Lichtaktivierung des Rhodogsins und cer nachfolgenden Aktivierung
des G-Proteins Transducin auf molekularer Ebene sind de strukturellen Anderungen in der
Chromophabindurgsdoméane und der cytoplasmatischen Oberflache des Rezeptors von
entscheidender Bedeutung. Bislang konrten all erdings weder die Struktur der Umgebung des
Retinals noch de Loopkereiche aul3erhalb der Membranebere aufgelost werden.

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Bestimmung der Position einzelner Aminoséuren in der
cytoplasmatischen Oberflache des Rhodogsins mit Hilfe von Rontgendiffraktionsmethoden.
In der cytoplasmatischen Oberflache von Rhodosin kommen zwel native Cysteinreste vor.
Nach den bislang vorliegenden Strukturinformationen und an darauf beruhenden Modell-
rechnungen befindet sich de Aminosdure C140 am Ende der Helix 3. Die Aminoséure C316
ist in der C-terminalen Region zwischen Helix 7 und den Palmitoylierurggtellen C322 tew.
C323lokalisiert (vgl. Abbildung 1.5). Zur Bestimmung der Position der beiden Aminosauren
sollten die Seitenketten von C140 undC316 in 2D-Kristallen von Rhodogsin mit Schwer-
atommarkern derivatisiert werden. Anschlief3end sollte die Position der Marker mit Rontgen-
diffraktion an multilamellaren Filmen von 2D-Kristalen in Kombination mit Fourier-
Differenzverfahren ermittelt werden. Diese Experimente geben zum ersten Mal einen drekten
Einblick in de Struktur der cytoplasmatischen Oberfléche e@nes G-Protein gekoppelten
Rezeptors.

Im zweiten Tell der Arbeit sollten de lichtindwzierten Verdnderungen der cytoplasmatischen
Oberflache des Rhodogsins mit der Methode der zeitaufgelsten Fluoreszenzanisotropie
untersucht werden. Die Methode beruht auf der Anregung von Fluorophoren mit kurzen,
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linea pdarisierten Lichtpulsen, wodurch eine Photoselektion erzeugt wird, deren Abklingen
auf Grund der Fluorophabewegung zeitaufgelost verfolgt wird. Zur Untersuchung der
cytoplasmatischen Oberfléche des Rhodogsin sollten hierbel die nativen Cysteinreste C140
und C316 selektiv mit sulfhydrylspezifischen Fluoreszenzmarkern derivatisiert werden. Mit
Hilfe der Fluoreszenzanisotropiemesaingen erhdt man dabei Aufschluf? iber das dynamische
Verhaten der Fluorophamolekile an der Proteinoberflache sowie Gber mdgliche sterische
Einschrankungen der Fluorophabewegung durch de Proteinumgebung. Durch Vergleich der
Fluoreszenzanisotropiekurven urterschiedlicher Photointermediate konnen hierbel unmittel-
bar Konformationsdnderungen an der Oberflache des Rhodoysins beobachten werden, de fir
die Bindung und Aktivierung des G-Proteins Transducin verantwortlich sind.



