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1 Einleitung 

Die Zellen eines Organismus besitzen molekulare Rezeptoren zum einen für die Reize 

aus der Umwelt, wie z. B. für Licht-, Schallwellen, Aroma-, Geschmacks-, Geruchsstoffe, 

mechanische Kräfte und Drehmomente und zum anderen für die intraorganismische 

Kommunikation, die durch chemische Botenstoffe wie Hormone (z. B. Glukagon und 

Insulin), Neurotransmitter (z. B. Acetylcholin und Noradrenalin) und Zytokine (z. B. 

Interferone und Interleukine) vermittelt wird. Diese molekularen Rezeptoren befinden 

sich einerseits intrazellulär und andererseits in der Zellmembran und sind stets 

funktionell dreiteilig aufgebaut mit dem eigentlichen Rezeptor, der die spezifische 

Perzeption vermittelt, mit dem Transduktor, der die Transformation durch eine 

molekulare Konformationsänderung durchführt und mit dem Effektor, der spezifische 

genetische, biochemische oder elektrische zelluläre Veränderungen hervorruft. Dieser 

Effektor kann strukturell an der Rezeptor-Transduktor-Einheit festgebunden sein wie bei 

den Tyrosin-, Serin/Threonin-Kinasen, den Kernrezeptoren und bei den ionotropen 

Rezeptoren, die Liganden-gesteuerten Ionenkanäle sind, oder an der 

Rezeptor-Transduktor-Einheit assoziiert vorliegen wie bei den metabotropen G-Protein 

gekoppelten Rezeptoren (GPCR)1. Beide Typen von Effektoren aktivieren weitere 

zelluläre Effektoren, die wiederum andere weitere zelluläre Effektoren aktivieren können. 

Dieses kaskadenartig wirkende Effektorsystem kann kurz- und langanhaltende zelluläre 

Veränderungen verursachen. Somit handelt es sich bei den metabotropen GPCR genau 

genommen um die transmembranäre Rezeptor-Transduktor-Einheiten und bei den 

intrazellulären assoziierten heterotrimeren G-Proteinen um die Effektor-Einheiten. 

Bemerkenswert ist, dass 38% aller Arzneistoffe GPCR beeinflussen (Klabunde und 

Hessler, 2002; Davies et al., 2007; Santos et al., 2017; Sriram und Insel, 2018). 

1.1 GPCR 

1.1.1 Klassifizierung der GPCR 

Die GPCR gehören zur größten Klasse von Membranproteinen im menschlichen Genom 

(Lander et al., 2001; Venter et al., 2001). Die Familie der GPCR umfasst 804 (Nordstrom 

et al., 2011) verschiedene humane Rezeptoren an der Zelloberfläche, denen allen eine 

Sekundärstruktur von sieben hoch konservierten α-helikalen Transmembrandomänen 

(TM1-TM7)2 mit einem extrazellulären N- und intrazellulärem C-Terminus gemein ist. Die 

einzelnen α-helikalen Transmembrandomänen werden durch drei extrazelluläre 

(ECL1-ECL3)3 und drei intrazelluläre Schleifen (ICL1-ICL3)4 miteinander verknüpft. Die 

sieben Transmembrandomänen sind gegen den Uhrzeigersinn kreisförmig in der 

Zellmembran angeordnet (Palczewski et al., 2000; Lefkowitz, 2004; Fredriksson und 

Schioth, 2005; Lagerstrom und Schioth, 2008). Als vielseitige Sensoren in der 

                                                
1 Abkürzung GPCR vom Englischen G protein-coupled receptor 
2 Abkürzung TM vom Englischen transmembrane domain 
3 Abkürzung ECL vom Englischen extracellular loop 
4 Abkürzung ICL vom Englischen intracellular loop 
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Zellmembran, reagieren GPCR auf eine Vielzahl von extrazellulären Signalen wie 

Photonen, Ionen, Aroma-, Geschmacksstoffen, Pheromonen, Lipiden, 

Neurotransmittern, Hormonen, Peptiden und Proteinen (Katritch et al., 2013). Die 

Superfamilie der GPCR wird nach phylogenetischen und strukturellen Eigenschaften 

klassifiziert, obwohl die Phylogenese und die Struktur der GPCR noch nicht vollständig 

und nachvollziehbar entschlüsselt sind (Hu et al., 2017). 

Zurzeit bestehen drei Klassifikationssysteme der GPCR. Das älteste System basiert auf 

einem nicht umfassenden Aminosäurensequenz-Vergleich von GPCR aus den 

wirbellosen Tiergruppen und aus der Wirbeltiergruppe (Attwood und Findlay, 1993; 

Findlay et al., 1993; Attwood und Findlay, 1994). Es werden sechs GPCR-Familien von 

Klasse A bis Klasse F (Kolakowski, 1994) unterteilt. Das zweitälteste 

Klassifikationssystem beruht auf den strukturellen Unterschieden in der Perzeption. 

Nach Größe der Liganden und Lokalisation der Ligandenbindung im Rezeptor werden 

die GPCR in die Familien 1 bis 5 aufgeteilt (Bockaert und Pin, 1999). Das jüngste 

Klassifikationssystem basiert auf der vollständigen Nukleotidsequenz des Menschen 

und betrachtet nur Wirbeltiere unter der Verwendung eines stochastischen 

Hidden-Markov-Modells (Fredriksson et al., 2003). Es werden fünf Familien mit 

Glutamat-, Rhodopsin-, Adhäsion-, „Frizzled/Smoothened“- und Sekretin-Familie 

unterschieden, das sogenannte GRAFS-System (Fredriksson et al., 2003; Fredriksson 

und Schioth, 2005). Alle drei Klassifikationssysteme überlappen stark, denn die Klasse 

A oder Familie 1 ist die Rhodopsin-Familie des GRAFS-Systems, die Klasse B oder 

Familie 2 umfasst die Sekretin-Familie und die Adhäsion-Familie des GRAFS-Systems, 

die Klasse C oder Familie 3 die Glutamat-Familie und die Klasse F oder die Familie 5 

die „Frizzled/Smoothened“-Familie. Die Klassen D und E, bei denen es sich um 

Pheromonrezeptoren von Pilzen und cAMP-Rezeptoren von Schleimpilzen handelt, 

existieren bei Wirbeltieren nicht (Flower, 1999; Fredriksson et al., 2003; Fredriksson und 

Schioth, 2005; Davies et al., 2007). Alle drei Klassifikationssysteme sind unzureichend, 

da nicht genügend GPCR-Sequenzen und strukturelle Daten von den verschiedensten 

Tiergruppenvertretern vorliegen. Neueste Analysen zeigen mindestens 16 

GPCR-Familien im gesamten Organismenreich und sogar 10 beim Menschen (Munk et 

al., 2016). Von den 804 GPCR beim Menschen (Hu et al., 2017) vermitteln 406 GPCR 

sensorische Informationen aus der Umwelt (Mombaerts, 2004). Die restlichen 398 

GPCR übertragen intraorganismische Informationen (Pandy-Szekeres et al., 2018). Bei 

148 GPCR sind weder die endogenen Liganden noch ihre natürlichen Funktionen 

bekannt (Alexander et al., 2017). Diese werden als die sogenannten orphan5-GPCR 

bezeichnet (Tang et al., 2012; Doi et al., 2016). Mit 687 GPCR ist die Klasse A, die größte 

Familie der GPCR-Superfamilie. Davon sind zurzeit 43 GPCR mit 287 Strukturen zum 

Teil mit Liganden und mit G-Proteinen strukturell aufgelöst6, so dass inzwischen valide 

                                                
5 vom Altgriechischem ορφανός (orfanos) mit der Bedeutung „ohne Eltern, vaterlos“ 
6 siehe URL-Adresse: http://www.gpcrdb.org/structure/statistics. Aufruf erfolgte am 05.06.2018. 
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Struktur-Funktionsbeziehungen und molekularen Konformationsänderungen während 

der Transduktion gefolgert werden können. 

1.1.2 Struktureller Aufbau der GPCR anhand der Klasse A 

Mit der Gewinnung der ersten hochauflösenden dreidimensionalen Kristallstrukturen des 

Bakterienrhodopsins7 aus der Zellmembran des Halobacterium salinarium (Pebay-

Peyroula et al., 1997) und des Rinderrhodopsins8 aus den Stäbchen der Netzhaut des 

Hausrindes (Palczewski et al., 2000) konnten erstmals Einblicke in die dreidimensionale 

Struktur von GPCR gewonnen werden. Die GPCR teilen viele gemeinsame strukturelle 

Merkmale wie die sieben hochkonservierten α-helikalen TM, den extrazellulären 

N-Terminus, den intrazellulären C-Terminus, drei ECL und drei ICL. Von der 

extrazellulären Zellmembranoberfläche aus betrachtet, sind die sieben 

Transmembrandomänen gegen den Uhrzeigersinn kreisförmig in der Zellmembran 

angeordnet und über ICL und ECL miteinander verbunden. Auch bei vielen GPCR findet 

sich am intrazellulären C-Terminus eine weitere α-helikale Sekundärstruktur, die als 

Helix 8 bezeichnet wird und die sich längst zur intrazellulären Seite der Zellmembran 

anordnet (Latorraca et al., 2017). Der Aminosäurensequenz-Vergleich von allen GPCR 

aus der Klasse A weist folgende hochkonservierte Aminosäuren auf: N1.50 9 (98%), D2.50 

(90%), R3.50 (95%), W4.50 (97%), P5.50 (78%), P6.50 (99%) und P7.50 (88%) (Ballesteros und 

Weinstein, 1995; Kooistra et al., 2013; Isberg et al., 2015). Dabei gibt der jeweilige 

Prozentwert die Häufigkeit an mit der die Aminosäure in der Klasse A auftritt. Diese 

Aminosäuren sind für den Rezeptor strukturell wichtig und beeinflussen maßgeblich die 

Rezeptorfunktion. 

1.1.3 Perzeption von GPCR anhand der Klasse A 

Mit Hilfe von systematischen Aminosäureaustauschen und von Kristallstrukturanalysen 

mit Liganden-gebundenen GPCR konnte die Ligandenbindetasche von Klasse A GPCR 

genau charakterisiert werden. Die GPCR aus der Klasse A besitzen eine kleine und eine 

große Ligandenbindetasche, die von der extrazellulären Oberfläche des Rezeptors aus 

betrachtet, sackartige Einstülpungen innerhalb der Transmembrandomänen sind, wobei 

die kleine Ligandenbindetasche aus den TM1, TM2, TM3 und der TM7 und die große 

Ligandenbindetasche aus den TM3, TM4, TM5 und der TM6 geformt werden (Surgand 

et al., 2006; Kooistra et al., 2013). Folgende 13 Aminosäurepositionen sind an der 

Ligandenbindung beteiligt: (A/M/L/T/Y)1.39, (G/F/N/S/V/Y)2.61, D3.32, (C/S/V)3.36, 

(L/T/V/W)4.56, (A/G/K/L/V/T)5.39, (A/D/G/S/T)5.42/5.43, (A/E/N/S/T)5.46, (F/Y)6.51, (F/N/S)6.52, 

(F/H/M/N/T)6.55 und (F/I/L/N/T/Y)7.39 (Kooistra et al., 2013). Die Liganden können 

entweder in die kleine oder in die große Ligandenbindetasche binden. Einige Liganden 

binden in beide Ligandenbindetaschen und können zudem an die ECL2 binden. Sowohl 

                                                
7 PDB ID: 1AP9: 2,5 Å aufgelöste Struktur des Bakterienrhodopsins 
8 PDB ID: 1F88: 2,8 Å aufgelöste Struktur des Rinderrhodopsins 
9 Die Aminosäuren sind im Einbuchstabencode dargestellt und nach Juan A. Ballesteros und Harel Weinstein 

durchnum-meriert und hochgestellt, wobei die erste Zahl die Transmembrandomäne (1 bis 7) und die zweite Zahl die 
relative Position zur höchsten konservierten Aminosäure mit der Zahl 50 angibt (Ballesteros und Weinstein, 1995) 
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der N-Terminus als auch die ECL2 beeinflussen den Zugang des Liganden in die 

Ligandenbindetaschen und bestimmen somit die Selektivität und die Affinität des 

Rezeptors zum Liganden (Venkatakrishnan et al., 2013). Die Ligandenbindetaschen der 

Klasse A GPCR kann ein unterschiedliches Ausmaß an Größe und Tiefe im Rezeptor 

besitzen. Die aufgelösten Strukturen der Liganden-gebundenen GPCR zeigen eine 

maximale Tiefe der großen Ligandenbindetasche von ca.14 Å in den Rezeptorkern, das 

ein Drittel der Zellmembrandicke entspricht (Venkatakrishnan et al., 2013). Die 

Kristallstrukturen zeigen zudem, dass der Histamin H1-Rezeptor mit Doxepin10 die am 

tiefsten gelegene Ligandenbindetasche besitzt, die 5 Å tiefer ist als im Rinderrhodopsin11 

und im β1-Adrenozeptor (β1AR)12 (Unal und Karnik, 2012). Dagegen weist der Adenosin 

A2A-Rezeptor mit Koffein die geringste Penetration des Liganden in den Rezeptorkern 

auf und besitzt somit eine sehr flache – ca. 7 Å tiefe, an der extrazellulären 

Rezeptoroberfläche befindliche Ligandenbindetasche. Die GPCR mit Peptiden als 

Liganden, z. B. die ĸ- und µ-Opiodrezeptoren und der CXCR4-Chemokinrezeptor, 

besitzen voluminösere aber nicht so tiefe – ca. 7 - 10 Å tiefe, Ligandenbindetaschen 

(Venkatakrishnan et al., 2013) als GPCR mit kleinen niedermolekularen Liganden, da 

Peptide als endogene Liganden häufig deutlich größer und polarer sind als endogene 

niedermolekulare Liganden (Zhang et al., 2015a). 

91% der bekannten Liganden sind zur Klasse A der GPCR zuzuordnen (Pandy-Szekeres 

et al., 2018). Des Weiteren liegen zurzeit 286 Strukturen von 

Rezeptor-Ligand-Komplexen13 vor, bei denen der Ligand entweder ein voller Agonist, 

Superagonist, dualer Agonist, partieller Agonist, inverser Agonist, allosterischer Agonist, 

neutraler Antagonist, dualer Antagonist oder allosterischer Modulator war14 (Gacasan et 

al., 2017). Volle Agonisten binden in der jeweiligen orthosterischen 

Ligandenbindetasche im Rezeptorkern und bewirken eine Konformationsänderung, die 

als aktive Rezeptorkonformation bezeichnet wird und eine maximale Rezeptoraktivität 

auslösen kann. Superagonisten lösen eine stärkere, supramaximale Rezeptoraktivität 

als die maximale Rezeptoraktivierung des endogenen Agonisten aus (Schrage et al., 

2016). Duale Agonisten sind gezielt chimärisierte uni-molekulare Liganden, die 

orthosterisch zwei unterschiedliche GPCR binden können und somit zwei verschiedene 

Rezeptoraktivierungen auslösen. Partielle Agonisten binden in der Regel in den 

orthosterischen Ligandenbindetaschen, verursachen jedoch auch bei sehr hohen, 

gesättigten Konzentrationen nur eine submaximale Rezeptoraktivität (Nygaard et al., 

2013), so dass weitere unterscheidbare aktive Rezeptorkonformationen vorliegen 

(Hoffmann et al., 2008). Inverse Agonisten dagegen verschieben das Gleichgewicht der 

Rezeptorzustände von den basal aktiven oder aktivierten Rezeptorkonformationen zu 

den inaktiven Konformationen, so dass sogar die Basalaktivität eines Rezeptors 

                                                
10 Trizyklisches Antidepressivum. Siehe URL-Adresse: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3158#section=Top. 

Aufruf erfolgte am 01.08.2018. 
11 PDB ID: 1U19: 2,2 Å aufgelöste Struktur des Rinderrhodopsins 
12 PDB ID: 2VT4: 2,7 Å aufgelöste Struktur des β1AR 
13 Siehe URL-Adresse: http://www.gpcrdb.org/structure/statistics Aufruf erfolgte am 19.06.2018. 
14 Für exakte Definitionen von Rezeptorliganden siehe auch: (Kenakin, 2017) 



Einleitung  18 

unterdrückt werden kann. Im Gegensatz dazu können eine heterologe Expression von 

G-Proteinen und bestimmte Aminosäurenaustausche im Rezeptor die Basalaktivität 

eines Rezeptors erhöhen (Parnot et al., 2002; Mocking et al., 2016). Allosterische 

Agonisten binden dagegen außerhalb der orthosterischen Ligandenbindetasche und 

können in Abwesenheit des orthosterischen Agonisten bzw. inversen Agonisten eine 

Rezeptoraktivierung bzw. Rezeptorinaktivierung hervorrufen (Christopoulos et al., 2014). 

Durch das Besetzen der orthosterischen Ligandenbindetaschen im Rezeptorkern 

verhindern neutrale Antagonisten die Bindung von Agonisten oder inversen Agonisten 

ohne direkt den Rezeptorzustand zu beeinflussen, d. h. das vorherrschende 

Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Konformationszuständen wird nicht 

beeinträchtigt. Somit wirkt ein neutraler Antagonist nur über die Verdrängung von 

Agonisten bzw. inversen Agonisten und über Verhinderung der Agonistenbindung bzw. 

der inversen Agonistenbindung. Somit können neutrale Antagonisten zum Beispiel eine 

agonistenabhängige Rezeptoraktivierung verhindern (Prather, 2004). Duale 

Antagonisten sind nicht-selektive Antagonisten, die zwei engverwandte GPCR 

antagonistisch beeinflussen.  

Allosterische Modulatoren binden außerhalb der orthosterischen Ligandenbindetasche 

und verändern das Rezeptorzustandsgleichgewicht indem die Bindungsaffinität von 

Agonisten bzw. inversen Agonisten in die orthosterische Ligandenbindestelle beeinflusst 

wird. Positive allosterische Modulatoren fördern die Bindung von Agonisten, die einen 

aktiven Rezeptorzustand stabilisieren und eine G-Protein-Aktivierung verstärken. Unter 

den positiv allosterischen Modulatoren gibt es auch die sogenannten „ago-allosterischen 

Modulatoren“, die sowohl die Affinität der Ligandenbindung erhöhen (positive 

allosterische Modulation) als auch als partielle allosterische Rezeptoragonisten 

fungieren (allosterischer Agonismus) (Langmead und Christopoulos, 2014; Wold et al., 

2018). Negative allosterische Modulatoren erschweren die Bindung von Agonisten und 

schwächen die G-Protein-Aktivierung ab. Im Gegensatz dazu verhindern neutrale 

allosterische Modulatoren die Bindung von positiven und negativen allosterischen 

Modulatoren in die allosterische Bindetasche (Wold et al., 2018) und können sogar 

obwohl sie keinen Einfluss auf die Ligandenaffinität des Rezeptors besitzen, die Kinetik 

der Ligandenbindung in die orthosterische Ligandenbindetasche verändern 

(Christopoulos et al., 2014; Langmead und Christopoulos, 2014) und die Anbindung von 

positiven und negativen allosterischen Modulatoren in die allosterische Bindetasche 

verhindern (Wold et al., 2018). 

1.1.4 Transduktion bei GPCR anhand der Klasse A  

Die Transduktion konnte erstmals am Rinderrhodopsin15 nachvollzogen werden. Das 

Rhodopsin besteht aus dem Transmembranprotein Opsin (40 kDa), das an der 

Aminosäure K296 in der TM7 kovalent an das Enantiomer 11-cis-Retinal gebunden ist. 

Die Absorption eines Photons bei einer Wellenlänge λ = 500 nm am 11-cis-Retinal 

                                                
15 vom Altgriechischen ῥῥδον (rhódon) mit der Bedeutung „die Rose", wegen der rosa Farbe und vom Altgriechischen 

ὄψις (ópsis) mit der Bedeutung "die Sicht, das Sehen" 
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verursacht eine Isomerisierung zu dem Enantiomer all-trans-Retinal und zur 

Konformationsänderung des Opsins, das zum Sehen beiträgt (Palczewski et al., 2000). 

Das hochkonservierte D/E-RY-Trimotiv des Opsins mit E1343.49, R1353.50 und Y1363.51 in 

der TM3 von Klasse A GPCR interagiert mit der TM6 und führt zur einer Arretierung der 

beiden transmembranären Domänen, die den inaktiven Rezeptorzustand stabilisieren, 

der auch als sogenannter „ionic lock“-Rezeptorzustand bezeichnet wird (Rovati et al., 

2007). Beim „ionic lock“ entstehen zwei Ionenbindungen durch die positiv geladene 

Guanidingruppe des R1353.50 in der TM3: einmal zur benachbarten, negativ geladenen 

Carboxylatgruppe des E1343.49 in der TM3 (intrahelikale Ionenbindung) und einmal zur 

negativ geladenen Carboxylatgruppe E2476.30 in der TM6 (interhelikale Ionenbindung) 

(Palczewski et al., 2000; Rovati et al., 2017). Eine weitere Arretierung des inaktiven 

Rezeptorzustandes wird über eine Ionenbindung, der sogenannten „3-7 lock“ zwischen 

der protonierten Schiffschen Base des K2967.43 der TM7 und der negativ geladenen 

Carboxylatgruppe des E1133.28 der TM3 erreicht (Kim et al., 2004). Zusätzlich dienen 

fünf interhelikale Wasserstoffbrückenbindungen der Arretierung des inaktiven 

Rezeptorzustandes. Im Einzelnen befinden sie sich zwischen N551.50 der TM1 und 

D832.50 des NLXXX16D-Motivs in der TM2, zwischen N551.50 der TM1 und A2997.46 der 

TM7, zwischen D832.50 der TM2 und W2656.48 des CW6.48XP-Motivs in der TM6, zwischen 

N732.40 der TM2 und Y3067.53 des NPXXY-Motivs in der TM7, sowie zwischen M2576.40 

der TM6 und N3027.49 der TM7 (Palczewski et al., 2000; Okada et al., 2002; Li et al., 

2004; Pardo et al., 2007). Die obengenannten Bindungen des inaktivierten 

Rezeptorzustandes verhindern eine G-Protein-Kopplung. Bei der Transduktion vom 

inaktiven Rezeptorzustand zum aktiven Rezeptorzustand werden durch die 

sogenannten „molecular switches“ bzw. „microswitches“ die drei ionischen und die fünf 

interhelikalen Wasserstoffbrückenbindungen aufgelöst (Deupi und Kobilka, 2007; 

Trzaskowski et al., 2012). Hierbei unterscheidet man im Einzelnen den „ionic lock switch“ 

(Palczewski et al., 2000), der die obengenannte intrahelikale TM3-TM3- und interhelikale 

TM3-TM6-Ionenbindung auflöst. Desweiteren wird mit dem „3-7 lock switch“ (Kim et al., 

2004) die dritte Ionenbindung zwischen TM3 und TM7 aufgelöst und schließlich löst der 

„rotamer toggle switch“ (Lin und Sakmar, 1996; Klein-Seetharaman et al., 2004) die drei 

interhelikalen Wasserstoffbrückenbindungen mit der TM7 auf. Zusätzlich entsteht bei der 

Transduktion vom inaktiven Rezeptorzustand zum aktiven Rezeptorzustand eine neue 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen N3027.49 des NPXXY-Motivs in der TM7 und 

D832.50 des NLXXXD-Motivs in der TM2 (Urizar et al., 2005). Außerdem richten sich bei 

dieser Transduktion das Indolringsystem des W2656.48 im CW6.48XP-Motiv in der TM6 

zum P2155.50 der TM5 und die aromatische Phenylgruppe des F2616.44 der TM6 zum 

L2165.51 der TM5 aus. Diese beiden Umlagerungen in der TM6 ermöglichen eine 

Krümmung der TM6 an dem hoch konservierten P2676.50, was zu einer radialen 

Auswärtsbewegung der TM6 im intrazellulären Membranbereich führt, so dass sich der 

Abstand im intrazellulären Membranbereich zwischen TM3 und TM6 vergrößert. (Deupi 

                                                
16 X steht für eine beliebige Aminosäure 
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und Standfuss, 2011; Standfuss et al., 2011). Durch diese Auswärtsbewegung der TM6 

wird ein Raum für die Kopplung des G-Proteins im intrazellulären Membranbereich 

geschaffen (Bakker et al., 2008). Ein vereinfachtes Schema zur Transduktion vom 

inaktiven zum aktiven Rezeptorzustand findet sich in Abbildung 1.1. 

 

Abbildung 1.1: Transduktion vom inaktiven zum aktiven Rezeptorzustand Die verschiedenen 

Rezeptorzustände des schematisierten GPCR werden im Wesentlichen auf verschiedene Konformationen 

von TM3 und TM6 bestimmt. Bei Abwesenheit des Agonisten liegt der GPCR in einem inaktiven 

Rezeptorzustand (inaktiv) vor, der durch einen inversen Agonisten stabilisiert werden kann (hier nicht 

dargestellt). Dieser inaktive Rezeptorzustand weist die zwei Ionenbindungen (roter Kreis) auf und wird als 

sogenannter „ionic lock“-Rezeptorzustand bezeichnet. Durch die Auflösung der „ionic lock“-Bindungen 

(„ionic lock switch“) kommt es zu einem Rezeptorzustand bei dem sich die TM3 und TM6 im intrazellulären 

Membranbereich dynamisch bewegen können. Dieser Rezeptorzustand kann auch als basal aktiver 

Rezeptorzustand bezeichnet werden, da genau genommen, das G-Protein thermodynamisch begründet, 

koppeln kann. Bei der Bindung des Agonisten werden die TM3 und TM6 im intrazellulären Membranbereich 

noch dynamischer bewegt. Somit gibt es genau genommen verschiedene energetisch günstige 

Rezeptorkonformationen im Agonist gebundenen Rezeptorzustand (mit Agonist). Im aktiven 

Rezeptorzustand (aktiv mit Agonist und G-Protein) kommt es zu einer Auswärtsbewegung der TM6 im 

intrazellulären Membranbereich (blauer Pfeil), so dass das G-Protein an den Interaktionsoberflächen des 

Rezeptors (orange) koppelt. Somit kommt es zu einem stabilen aktiven Rezeptorzustand (Rasmussen et al., 

2011b). Stark modifizierte Abbildung aus der Vorlage von Nygaard et al. (2013) Cell 152:532-542 

Die genauen molekularen Konformationsänderungen der Transduktion konnten durch 

den Vergleich zweier hochaufgelöster Kristallstrukturen bestimmt werden (Rasmussen 

et al., 2011b). Hierzu wurde der β2AR einerseits mit dem inversen Agonisten Carazolol 

für die Darstellung des inaktiven Rezeptorzustands (Cherezov et al., 2007; Rasmussen 

et al., 2007; Rosenbaum et al., 2007) und andererseits mit dem hochaffinen Agonisten 

BI-167107 zusammen mit dem zugehörigen Gs-Protein17 (Rasmussen et al., 2011b) bzw. 

                                                
17 PDB ID:3SN6: 3,2 Å aufgelöste Struktur des T4L-β2AR-Gs-Nb35-Komplexes 
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mit einem G-Protein imitierenden Nanoantikörper18 (Rasmussen et al., 2011a) für die 

Darstellung des aktiven Rezeptorzustands kristallisiert. Der Vergleich des inaktiven und 

aktiven Rezeptorzustands des β2AR wird in Abbildung 1.2 veranschaulicht. 

Abbildung 1.2: Vergleich des 

inaktiven Rezeptorzustands mit 

dem aktiven Rezeptorzustand 

des β2AR Der inaktive 

Rezeptorzustand ist in grau und der 

aktive Rezeptorzustand ist in grün 

dargestellt. Für den inaktiven 

Rezeptorzustand mit dem inversen 

Agonisten Carazolol (nicht 

dargestellt) wurde die dritte ICL des 

β2AR durch ein T4-Lysozym19 

(Cherezov et al., 2007; Rosenbaum 

et al., 2007) oder ein 

Fab5-Fragment20 (Day et al., 2007; 

Rasmussen et al., 2007) ersetzt. 

Für den aktiven Rezeptorzustand 

wurde der β2AR mit dem 

hochaffinen Agonisten Bl167107 

(gelbe Kalotten) und mit dem 

zugehörigen Gs-Protein (nicht 

dargestellt) stabilisiert (Rasmussen 

et al., 2011b). Die größten Unterschiede zwischen dem inaktiven und aktiven Rezeptorzustand treten bei 

der TM5 und TM6 auf. Die TM5 bewegt sich erstens im extrazellulären Membranbereich an der 

Aminosäureposition S207 2,1 Å in die Ligandenbindetasche hinein (oranger Pfeil), zweitens im 

extrazellulären Membranbereich an der Aminosäureposition P211 1,4 Å in den Rezeptorkern hinein und 

drittens streckt sie sich im intrazellulären Membranbereich um zwei helikale Windungen (ca. 7 Å) (blauer 

Pfeil). Die TM6 bewegt sich im intrazellulären Membranbereich um 14 Å radial auswärts (roter Pfeil) 

gemessen an dem α-Kohlenstoffatom21 des E2686.30. (Rasmussen et al., 2011b). Stark modifizierte 

Abbildung aus der Vorlage von Kobilka (2013) Angew Chem Int Ed 52:2-11 

Aus dem Vergleich beider Rezeptorzustände wird die Abfolge folgender molekularer 

Konformationsänderungen angenommen (siehe Abbildung 1.3), die letztendlich in die 

radiale 14 Å-Auswärtsbewegung der TM6 im intrazellulären Membranbereich mündet 

und somit für die G-Protein-Kopplung einen größeren Raum entstehen lässt. Die 

Kopplung des Gs-Proteins bzw. eines Nanoantikörpers stabilisiert einen energetisch 

günstigen aktiven Rezeptorzustand. 

                                                
18 Nanoantikörper werden mit Nb vom Englischen Nanobody abgekürzt (siehe Abbildung 1.3). (Yao et al., 2009; 

Nygaard et al., 2013). Die Nanoantikörper sind rekombinante, antigenspezifische Domänen von 
Schwere-Ketten-Antikörpern aus der Familie der Kameliden (Hassanzadeh-Ghassabeh et al., 2013; Muyldermans, 
2013). PDB ID: 3P0G: 3,5 Å aufgelöste Struktur des β2AR–T4L–Nb80–Komplexes 

19 PDB ID: 2RH1: 2,4 Å aufgelöste Struktur des β2AR-T4L-Komplexes 
20 PDB ID: 2R4R: 3,4 Å aufgelöste Struktur des β2AR–Fab5-Komplexes 
21 Am α-Kohlenstoffatom befinden sich die Amino-, die Carboxy- und die funktionelle Seitengruppe der jeweiligen 

Aminosäure. Es bildet das Rückgrat der Aminosäurenkette. 
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Abbildung 1.3: Molekulare Konformationsänderungen – „microswitches“ – bei der Transduktion zum 

aktiven Rezeptorzustand des β2AR Darstellung des inaktiven (A, grau) und aktiven (B, grün) 

Rezeptorzustands des β2AR mit Carazolol (A, blaues Stäbchenmodell), BI-167107 (B, C, gelbes 

Stäbchenmodell). (C) stellt die Überlagerung beider Zustände dar. In der Ligandenbindetasche des aktiven 

β2AR sind die molekularen Konformationsänderungen relativ klein. Es wird eine 2,1 Å-Einwärtsbewegung 

der TM5 an der Aminosäureposition S2075.46 beobachtet (orangener Kreis in C), gemessen am 

α-Kohlenstoffatom von S2075.46, die durch zwei polare Hydroxy-Hydroxy-Wechselwirkungen (gestrichelte 

rote Linien in B) zwischen dem hochaffinen Agonisten BI-167107 mit den beiden Aminosäuren S2035.42 und 

S2075.46 in der TM5 verursacht wird. Durch diese beiden polaren Bindungen wird eine intrahelikale 

Wasserstoffbrückenbindung zwischen S2035.42 und P2115.50 in der TM5, die im inaktiven Rezeptorzustand 

vorliegt (blaue gestrichelte Linie in A), aufgelöst. Dies wiederum bewirkt eine 1,4 Å-Einwärtsbewegung der 

TM5 (gelber Kreis in C) an der hochkonservierten Aminosäure P2115.50 (vergleiche graue Kalotten mit 

blauen Stickstoffatom in A mit entsprechenden grünen Kalotten in B). Durch diese 1,4 Å-Einwärtsbewegung 

der TM5 lagern sich die folgenden drei hochkonservierten Aminosäuren I1213.40 (reine graue Kalotten in A 

und reine grüne Kalotten in B) der TM3, F2826.44 (graues und grünes Stäbchenmodell in C) der TM6 und 

N3187.45 (vergleiche graue Kalotten mit rotem Sauerstoffatom und blauem Stickstoffatom in A mit 

entsprechenden grünen Kalotten in B) der TM7 um. Die Umlagerung der funktionellen Gruppe der 

Aminosäure F2826.44 (C, roter Pfeil an der aromatischen Phenylgruppe) der TM6 erlaubt eine Krümmung 

der TM6 an der Aminosäure P2886.50, so dass eine radiale 14 Å-Auswärtsbewegung der TM6 im 

intrazellulären Membranbereich (roter Pfeil) stattfindet. Mit der Aufklärung der Transduktion des Gs-Protein 

koppelnden β2AR konnte die zuvor beschriebene Transduktion des Gt-Protein koppelnden Opsins (Scheerer 

et al., 2008) bestätigt werden, so dass zurzeit eine für GPCR generalisiertes Transduktionsschema vermutet 

wird. Stark modifizierte Abbildung aus der Vorlage von Kobilka (2013) Angew Chem Int Ed 52:2-11 

Ein Vergleich der mit dem Nanoantikörper und mit dem Gs-Protein kokristallisierten 

aktiven Rezeptorzustände (siehe Abbildung 1.4, oben) zeigt, dass die TM-Helices mit 

dem trimerischen G-Protein gestreckter und im intrazellulären Membranbereich 

voneinander entfernter sind als die TM-Helices mit dem kokristallisierten Nanoantikörper 

(Rasmussen et al., 2011b). Insgesamt wird im intrazellulären Membranbereich ein 

größerer Raum für die Kopplung des G-Proteins geschaffen, das nicht mit dem 

kokristallisierten G-Protein imitierenden Nanoantikörper beobachtet werden konnte. Bei 

dieser beobachteten Gs-Protein-Kopplung ergibt sich eine Interaktionsoberfläche von ca. 

1300 Å2 mit neun polaren und fünf hydrophoben intermolekularen Bindungen (siehe 
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Abildung 1.4, unten). Die Interaktionsoberfläche ist nur zwischen dem β2AR und der 

Gsα-Proteinuntereinheit. Damit gibt es keine Interaktionsoberfläche zu den Gsβ- und 

Gsγ-Proteinuntereinheiten (Rasmussen et al., 2011b). Dennoch muss diese Kopplung 

nicht der Realität entsprechen, da bei der Kristallisierung Lipide, Wassermoleküle und 

Ionen fehlen, die einen starken Einfluss auf die exakte räumliche Anordnung der 

funktionellen Gruppen der Aminosäuren haben. Möglicherweise bildet der Aromat von 

F139 im ICL2 des β2AR aufgrund der räumlichen Nähe zum Aromaten des F376 der 

α5-Helix der Gsα-Proteinuntereinheit eine intermolekulare π-π-Stapelbindung aus, die 

die Kopplung entscheidend begünstigt. 

Abbildung 1.4: Molekulare 

Konformationsänderungen des 

β2AR durch die Kopplung eines 

Gs-Proteins Beide 

β2AR-Kristallstrukturen (oben, grün) 

sind mit dem hochaffinen Agonisten 

BI-167107 (gelbe und blaue Kalotten) 

gewonnen und stellen somit jeweils 

einen aktiven Rezeptorzustand dar. 

Ein Vergleich mit einem 

Nanoantikörper (Nb80, türkis, oben 

links), der ein G-Protein simuliert, und 

einem trimerischen Gs-Protein (oben 

rechts) aus einer Gsα- (gelb), einer 

Gsβ- (braun) und einer 

Gsγ-Untereinheit (grau) ergibt einen 

deutlichen Unterschied in der 

Rezeptorkonformation (grün). Die 

TM6-Helix (grün, oben links) mit dem 

kokristallisierten Nanoantikörper zeigt 

eine 11,4 Å-Auswärtsbewegung (roter 

Pfeil, links), wohingegen die 

TM6-Helix (grün, rechts) mit dem 

kokristallisierten Gs-Protein eine 

14,0 Å-Auswärtsbewegung (roter 

Pfeil, oben rechts) im intrazellulären 

Membranbereich aufweist. Die 

7 Å-Streckung der TM5 um zwei 

helikale Windungen im intrazellulären 

Membranbereich (blauer Pfeil, oben 

rechts) ist nur mit dem 

kokristallisierten trimerischen 

Gs-Protein (grün, oben rechts) zu 

beobachten. Ein an das Gs-Protein 

gebundener Nanoantikörper (Nb35, 

türkis, oben rechts) und ein an das 

NH2-Terminus des β2AR fusioniertes T4-Lysozym (T4L, rot, oben rechts) erleichtern die Kristallisation des 

β2AR, ohne die aktive Rezeptorkonformation groß zu beeinflussen. Durch die Kopplung des Gs-Proteins im 

intrazellulären Membranbereich des β2AR wird der „ionic lock“ Rezeptorzustand des β2AR aufgelöst, indem 

neun neue polare Bindungen (rot gestrichelte Linien, unten) ausgebildet werden. Erstens zwischen D1303.49 

des D/E-RY-Motivs in der TM3 und Y141 in der ICL2, zweitens zwischen T682.37 der TM2 und Y141 in der 
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ICL2, drittens zwischen R1313.50 des D/E-RY-Motivs in der TM3 und Y3267.49 des NPXXY-Motivs in der TM7 

(nicht dargestellt), viertens zwischen R1313.50 des D/E-RY-Motivs in der TM3 mit Y391 der α5-Helix der 

Gsα-Proteinuntereinheit, fünftes zwischen T1363.55 der TM3 und R380 der α5-Helix der 

Gsα-Proteinuntereinheit, sechstens zwischen E2255.64 der TM5 und Q384 der α5-Helix der 

Gsα-Proteinuntereinheit (unten), siebtens zwischen Q2295.68 der TM5 und Q384 der α5-Helix der 

Gsα-Proteinuntereinheit (unten) und zwei zwischen K2325.71 der TM5 und D381 der der α5-Helix der 

Gsα-Proteinuntereinheit (unten). Die beiden polaren TM2-ICL2- und TM3-ICL2-Bindungen verursachen eine 

Umlagerung des F139 im ICL2 und folglich kann F139 hydrophobe Wechselwirkungen (schwarz gestrichelte 

Linien, unten) mit folgenden Aminosäuren H41, V217, F376, I383 und R380 der Gsα-Untereinheit eingehen. 

Somit werden Interaktionsoberflächen zwischen dem Gs-Protein und dem β2AR ausgebildet (Rasmussen et 

al., 2011b). Modifizierte Abbildungen aus den Vorlagen von Kobilka (2013) Angew Chem Int Ed 52:2-11 und 

Rasmussen et al. (2011b) Nature 477:549-555 

1.1.5 Effektoreinheit von Klasse A GPCR 

Die Struktur des β2AR mit dem koppelnden Gs-Protein zeigt, dass das Gs-Protein deutlich 

größer als der gekoppelte β2AR ist (siehe Abbildung 1.4). Das Gs-Protein besitzt einen 

Durchmesser von ca. 93 Å, während der Durchmesser des β2AR nur ca. 20 Å beträgt 

(Westfield et al., 2011). Die Gsα-Proteinuntereinheit setzt sich aus einer 

GDP22/GTP23-bindenden und einer α-helikalen Domäne mit 6 Helices zusammen, wobei 

nur die GDP/GTP-bindende Domäne der Gsα-Proteinuntereinheit die 

Interaktionsoberfläche zum β2AR ausbildet. In dieser GDP/GTP-bindenden Domäne 

findet der Austausch der beiden Guanin-Nukleotide GDP und GTP statt, der an der 

Grenzfläche zur α-helikalen Domäne liegt. Aus dem Vergleich zwischen einem aktiven 

GTP-gebundenen Gs-Protein (Tesmer et al., 1997) und einem inaktiven 

GDP-gebundenem Gi-Protein24 (Wall et al., 1995) wurde schon in den 90er Jahren 

vermutet, dass zum einen die α-helikale Domäne eine immense Drehbewegung und zum 

anderen die α5-Helix der GDP/GTP-bindenden Domäne eine lineare Bewegung 

durchführt. Die exakte Drehbewegung von 127° in Richtung des Rezeptors und die 

lineare Bewegung der α5-Helix der GDP/GTP-bindenden Domäne um ca. 6 Å in den 

Rezeptorkern des β2AR hinein (siehe Abbildung 1.5), konnte an der Kokristallisierung 

von β2AR und dem zugehörigen Gs-Protein im aktiven Zustand bestimmt werden 

(Rasmussen et al., 2011b; Westfield et al., 2011; Kruse et al., 2013). Diese lineare 

Bewegung stabilisiert den aktiven Gs-Protein gekoppelten Rezeptorzustand. 

                                                
22 Die Abkürzung GDP steht für Guanosin-5-diphosphat 
23 Die Abkürzung GTP steht für Guanosin-5-triphosphat 
24 PDB ID:1AZT: 1GP2: 2,3 Å aufgelöste Struktur der aktiven Gsα-Proteinuntereinheit, die mit Guanosin 

5-O-[gamma-thio]-triphosphat (GTPγS), eine nicht hydrolysierbare Form des GTP, sowie mit der katalytischen Domäne 
der Adenylylzyklase kokristallisiert vorliegt 
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Abbildung 1.5: Vergleich der inaktiven und aktiven Gs-Proteine Inaktives GDP-gebundenes Gs-Protein 

(inaktiv Gsαβγ, links), aktives, GDP-freies Gs-Protein (aktiv Gsαβγ, Mitte) und Überlagerung (inaktiv/aktiv Gsαβγ, 

rechts) mit dem β2AR (links, Mitte, rechts in grün) sind dargestellt. Das inaktive, GDP gebundene Gs-Proteins 

(links) leitet sich von der Kristallstruktur des heterotrimeren inaktiven GDP gebundenen Gi-Proteins (Wall et 

al., 1995) ab und ist in silico an den β2AR gebunden worden. Die Gsα-Proteinuntereinheit besteht aus einer 

GDP/GTP-bindenden Domäne und einer α-helikalen Domäne aus sechs α-Helices (blau, links). Die 

Bindestelle für die Guanin-Nukleotide befindet sich zwischen diesen beiden Domänen der 

Gsα-Proteinuntereinheit. Bei der Kopplung des Gs-Proteins an den β2AR durchläuft die 

Gsα-Proteinuntereinheit große strukturelle Veränderungen, wobei die α-helikale Domäne (schwarzer Kreis, 

Mitte) bei der Dissoziation von GDP (grau gestrichelter Pfeil, Mitte), um 127º verschoben wird (roter Pfeil, 

rechts). Die α5-Helix der GDP/GTP-bindenden Domäne wird um ca. 6 Å in den Rezeptorkern des β2AR 
verschoben (schwarzer Pfeil, rechts), wodurch der aktive Rezeptorzustand stabilisiert wird. Das β1-Faltblatt 

der Gsα-Proteinuntereinheit mit H41 (schwarzer Pfeil, Mitte) bildet eine hydrophobe Bindung mit F139 der 

ICL2 des β2AR aus und stabilisiert zusätzlich die G-Protein-Kopplung (Rasmussen et al., 2011b). 

Modifizierte Abbildung aus der Vorlage: Kobilka (2013) Angew Chem Int Ed 52:2-11 

Interessanterweise gibt es einen allosterischen Effekt auf die Perzeption durch die 

Kopplung von G-Proteinen an den Rezeptor. Bei der G-Protein-Kopplung kommt es zu 

einer für den Liganden „geschlossenen“ Rezeptorkonformation mit der Ausbildung eines 

sogenannten Deckels über der orthosterischen Ligandenbindetasche (siehe Abbildung 

1.6), so dass der Ausgang für den Liganden aus der orthosterischen 

Ligandenbindetasche im extrazellulären Membranbereich verhindert ist. Somit wird die 

Ligandenaffinität erhöht. Zudem erschwert diese geschlossene Rezeptorkonformation 

ein weiteres Binden von Liganden, die extrazellulär, außerhalb der 

Ligandenbindetasche, vorliegen (DeVree et al., 2016). Diese „geschlossene“ 

Rezeptorkonformation konnte mittels der kokristallisierten G-Protein imitierenden 

Nanoantikörper an Gs-,Gi- und Gq-Protein gekoppelten Rezeptoren beobachtet werden, 

so dass zurzeit vermutet wird, dass dieser allosterische Effekt eine generelle Eigenschaft 

von GPCR ist. 
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Abbildung 1.6: Allosterischer Effekt an der orthosterischen Ligandenbindestelle In der Seitenaufsicht 

im intrazellulären Membranbereich des inaktiven β2AR (grau) und des aktiven β2AR (hellblau) ist die um 

14 Å radiale Auswärtsbeweung der TM6 (roter Pfeil) und die Einwärtsbewegung der TM7 (blauer Pfeil) zu 

sehen (A). Diese beiden Bewegungen der TM6 und TM7 bewirken, dass zwischen der aromatischen 

Seitenkette des Y3267.53 des NPXXY-Motivs in der TM7 (Stäbchenmodell) und der aliphatischen Seitenkette 

des I2786.40 (Stäbchenmodell) der TM6 eine hydrophobe Wechselwirkung entsteht. Dadurch wiederum 

bewegt sich die Seitenkette der Aminosäure Y3087.35 der TM7 auf die Seitenkette des F192ECL2 um 2 Å zu 

(grüne Pfeile) und es entsteht eine π-π-Stapelbindung (B). Zudem bewegt sich das K3057.32 der TM7 

(schwarzer gebogener Pfeil) auf die Carbonylgruppe des F192ECL2 zu und es kommt zusätzlich zu einer 

polaren N-O-Bindung (schwarze gestrichelte Linie). Somit bilden die drei Aminosäuren F192 ECL2, K3057.32 

und Y3087.35 den sogenannten Deckel über der Ligandenbindetasche aus. Ein Vergleich von Längsschnitten 

(C, D) durch den β2AR mit der orthosterischen Ligandenbindetasche zeigt die Ausbildung des Deckels über 

den hochaffinen Agonisten BI-167107 (gelbes Stäbchenmodell). Modifizierte Abbildung aus der Vorlage von 

DeVree et al. (2016) Nature 535:182-186 

Mit Hilfe der verschiedenen Kristallstrukturen des β2AR konnten entscheidende Einblicke 

in die Perzeption, in die Transduktion und in die assoziierte Effektoreinheit gewonnen 

werden. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass für die Perzeption die TM3 

(W109, T110, D113, V114, V117), TM5 (S203, S207), TM6 (F290), TM7 (Y308, I309, 

N312) und sogar ICL2 (F193) bestimmend sind und ECL2 (F192) und TM7 (K305, Y308) 

die Ligandenaffinität regulieren. Die TM2 (T68), TM3 (I121, D130, R131), TM5 (S207, 

P211), TM6 (F282, F288) und TM7 (N318, Y326) sowie ICL2 (Y141) sind hauptsächlich 

verantwortlich für die Transduktion. Die ICL2 (F139), TM3 (R131, T136) und TM5 (E225, 

Q229, K232) assoziieren mit der a5-Helix (F376, R380, D381, I383, Q384, Y391) und 

dem β1- (H41) und dem β3-Faltblatt (V217) der Gsα-Proteinuntereinheit. 

1.2 G-Proteine als erstes Effektorsystem 

Das heterotrimere G-Protein setzt sich aus einer Gα-, Gβ- und einer 

Gγ-Proteinuntereinheit zusammen (Gilman, 1984b). Die Gα-Proteinuntereinheit ist die 

größte Untereinheit mit 39-45 kDa25. Die Gβ-Proteinuntereinheit ist mit 35 kDa mittelgroß 

und die Gγ-Proteinuntereinheit ist die kleinste Untereinheit mit 10 kDa (Gilman, 1984b). 

Die Gα-Proteinuntereinheit ist durch eine N-terminale Myristoylierung oder 

Palmitoylierung charakterisiert, die als Lipidanker fungiert (Kokame et al., 1992). Die 

Gγ-Proteinuntereinheit ist stets an ihrem C-terminalen CAAX-Motiv isoprenyliert (Higgins 

und Casey, 1994, 1996). Die Gβ-Proteinuntereinheit besitzt dagegen keine 

posttranslationale Modifikation und ist in vivo über hydrophobe Wechselwirkungen mit 

                                                
25 Abkürzung Da ist eine Einheit der atomaren Masseneinheit. 1 Da ist definiert als 1/12 der Masse des 

C12-Kohlenstoffatoms. Somit entspricht 1 Da = 1.66053873x10-27 kg. Aminosäuren liegen im Bereich von 75 bis 204 
Dalton. 
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der Gγ-Proteinuntereinheit stets verbunden (Sondek et al., 1996). Bei der Perzeption 

eines Agonisten kommt es zum Austausch von gebundenem GDP zu GTP an der 

Gα-Proteinuntereinheit des G-Proteins. Diese GTP-Bindung bewirkt eine Dissoziation26 

der Gβγ-Proteinuntereinheit von der Gα-Proteinuntereinheit des heterotrimeren 

G-Proteins und stellt die G-Protein-Aktivierung dar (McCudden et al., 2005; 

Wettschureck und Offermanns, 2005; Oldham und Hamm, 2008). Diese Dissoziation 

wird durch die sogenannten GTP-Austauschfaktoren (GEF27) katalysiert. Für 

heterotrimere G-Proteine erfüllen die membrangebundenen GPCR die Rolle der GEF 

(Flock et al., 2015; Stanley und Thomas, 2016). Hierbei wird die Assoziation von GTP 

an die Gα-Proteinuntereinheit beschleunigt. Die GTP-gebundene Gα-Proteinuntereinheit 

wirkt auf weitere Effektoren. Die dissoziierte Gβγ-Proteinuntereinheit wirkt ebenfalls auf 

weitere Effektoren, so dass verschiedene Effektorsysteme gleichzeitig gesteuert 

werden. 

Die G-Protein-Aktivierung kann durch folgende Prozesse beendet werden: Erstens, 

durch extrinsische GTPase-aktiverende Proteine (GAP28), die die Hydrolyse von GTP an 

der Gα-Proteinuntereinheit zu GDP, einem Wassermolekül und einem freien 

Phosphation (Pi
29) katalysieren (Ross und Wilkie, 2000). Diese GAP können 

RGS-Proteine sein (Berman et al., 1996; Mukhopadhyay und Ross, 1999). Die 

Gαq/11-Protein-aktivierte PLC30-β (Berstein et al., 1992) und der Gα12/13-Protein-aktivierte 

p115RhoGEF31 (Hart et al., 1998; Kozasa et al., 1998) fungieren ebenfalls als GAP. 

Zweitens, durch die Gβγ-Proteinuntereinheit selbst, die als 

Guanin-Nukleotid-Dissoziationsinhibitor (GDI32) fungiert und somit die GDP-Dissoziation 

von der Gα-Proteinuntereinheit unterdrückt (Higashijima et al., 1987; Ross und Wilkie, 

2000; Ross, 2008). Drittens, durch die Phosphorylierung der ICL und des C-Terminus 

des Rezeptors mittels Serin-Threoninkinasen, wie die GPCR-Kinasen33 (Benovic et al., 

1987; Inglese et al., 1993; Lefkowitz, 1993) und die Proteinkinasen A (PKA34) und C 

(PKC) (Lohse et al., 1990; Schleicher et al., 1993; Freedman et al., 1995). Somit wird 

                                                
26 Statt der vielfach beobachteten Gα-Gβγ-Protein-Dissoziation bei einer G-Protein-Aktivierung wurde im Jahre 2003 eine 

Umlagerung dieser beiden Proteinuntereinheiten zueinander beobachtet (Bunemann et al., 2003), ohne dass sich die 
beiden Proteinuntereinheiten räumlich voneinander entfernen. Diese Umlagerung wurde bis jetzt nicht wieder 
beobachtet.  

27 Abkürzung GEF vom Englischen Guanine nucleotide exchange factors für GTP-Austauschfaktoren. Neben den GPCR, 
die selbst als GEF wirken, existieren beim Menschen ca. 150 strukturell verschiedene GEF, die kleine monomerische 
G-Proteine regulieren (Bos et al., 2007). 

28 Abkürzung GAP vom Englischen GTPase activating protein für GTPase aktivierende Proteine. 
29 Abkürzung Pi vom Englischen inorganic phosphate; Unter physiologischen Bedingungen liegt das freie Phosphation 

als H2PO4
- und HPO4

2- vor. 
30 Abkürzung PLC steht für Phospholipase C 
31 Abkürzung p115RhoGEF vom Englischen 115 kDa, Rho guanine nucleotide exchange factor 1 (siehe URL-Adresse: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9138) 
32 Abkürzung GDI vom Englischen guanine nucleotide dissociation inhibitor für Guanin-Nukleotid-Dissoziationsinhibitor 
33 GPCR-Kinasen werden als GRK abgekürzt vom Englischen G protein-coupled receptor kinase 
34 Die cAMP-abhängigen Proteinkinasen A (PKA) setzen sich aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen 

Proteinuntereinheiten zusammen. Bei erhöhter intrazellulärer cAMP-Konzentration binden die beiden regulatorischen 
Untereinheiten insgesamt vier cAMP-Moleküle, was zur Dissoziation der beiden katalytischen Proteinuntereinheiten 
führt. Die beiden freigesetzten katalytischen Proteinuntereinheiten können die Hydroxygruppen von Serin und Threonin 
von zytoplasmatischen und sogar im Zellkern befindlichen Zielproteinen phosphorylieren (Taylor et al., 1992; Meinkoth 
et al., 1993; Skalhegg und Tasken, 2000). 
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der GPCR inaktiviert. Man spricht in diesem Fall von einer Desensitisierung des GPCR 

(Goodman et al., 1996; Luttrell und Lefkowitz, 2002; Sato et al., 2015). Durch diese 

Phosphorylierungen werden hochaffine Bindestellen für das Adapterprotein Arrestin35 

geschaffen. Somit rekrutiert der phosphorylierte Rezeptor das Arrestin (Benovic et al., 

1987; Lohse et al., 1990; Pippig et al., 1993; Gurevich et al., 1995) und blockiert damit 

räumlich eine erneute G-Protein-Kopplung, was zu einer vollständigen Desensitisierung 

des Rezeptors führt (Ferguson, 2001; Smith und Rajagopal, 2016). Die Arrestin-Bindung 

kann je nach Bindungstyp36 und GPCR-Klasse zur endozytotischen Internalisierung des 

Rezeptors führen (Hamdan et al., 2005; Smith und Rajagopal, 2016; Cahill et al., 2017). 

Für die Internalisierung bildet das Arrestin mit dem Strukturprotein Clathrin (Goodman et 

al., 1996), dem Adaptorprotein-2 (Laporte et al., 1999; Kang et al., 2009) und dem 

Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) (Boucrot et al., 2006; 

Antonescu et al., 2011) und weiteren Proteinen (Shukla et al., 2011) einen 

Protein-Lipidkomplex, der sogenannte „clathrin coated pit“ aus (Laporte et al., 1999; 

Kirchhausen et al., 2014; Gurevich und Gurevich, 2015). Durch die Internalisierung kann 

es zum Abbau (Degradation des GPCR) aber auch zum Wiedereinbau (Recycling des 

GPCR) kommen. Dieser Wiedereinbau in die Zellmembran führt zu der sogenannten 

Resensitisierung des GPCR (Ferguson, 2001; Moore et al., 2007; Premont und 

Gainetdinov, 2007; Hanyaloglu und von Zastrow, 2008; Kang et al., 2014). Die Arrestine 

sind selbst Effektoren, die weitere Effektoren innerhalb der Zelle steuern. Dazu gehören 

die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK, JNK und p38 sowie die 

Serin-Threoninkinase Akt, die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und die kleine 

monomerische GTPase RhoA (DeWire et al., 2007; Shukla et al., 2011). 

Überraschenderweise können endozytierte heterotrimere G-Proteine in 

Proteinkomplexen mit Arrestin und mit dem GPCR weitere Effektoren steuern (Thomsen 

et al., 2016). 

1.3 Klassifizierung der Proteinuntereinheiten von 

heterotrimeren G-Proteinen 

Beim Menschen gibt es 21 Gα-Proteinuntereinheiten, die von 16 verschiedenen Genen 

kodiert werden (Anantharaman et al., 2011). Die Gα-Proteinuntereinheiten werden 

basierend auf der Aminosäurensequenz in vier Familien gruppiert (Gαs, Gαi, Gαq, Gα12) 

(Simon et al., 1991; Hildebrandt, 1997; Downes und Gautam, 1999; Offermanns, 2003; 

Syrovatkina et al., 2016). Die Gαs-Proteinfamilie umfasst die folgenden Gα-Isoformen 

Gαs-short, Gαs-long, GαsXL und Gαolf37. Die Gαi-Proteinfamilie setzt sich aus den Isoformen Gαi1, 

                                                
35 Es gibt 4 Arrestine (Ferguson, 2001). Arrestin1 ist 48 kDa groß und somit größer als die Gα-Proteinuntereinheit (Benovic 

et al., 1987). 
36 Arrestine können entweder nur am C-Terminus des GPCR oder am C-Terminus und den ICL binden. 
37 „olf“ steht für das Englische Wort: olfactory. Die Golf-Proteine werden in den Neuronen des Riechepithels exprimiert 

(Jones und Reed, 1989). 
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Gαi2, Gαi3, GαoA, GαoB, Gαt138, Gαt239, Gαz und Gαgust40 zusammen. Die Familie der 

Gαq-Proteine besteht aus den fünf Isoformen Gαq, Gα11, Gα14, Gα15. und Gα16. Die 

Gα12-Proteinfamilie umfasst die beiden Gα12- und Gα13-Proteinuntereinheiten. Eine 

weitere fünfte Familie von Gα-Proteinen, die Gv-Proteine mit zwei Isoformen, findet sich 

bei Flagellaten, Schwämmen, Nesseltieren, Molusken und in einigen Vertebraten- und 

Invertebraten-Gruppen (Oka et al., 2009; Lokits et al., 2018) . Die Gβ-Proteinfamilie 

besteht aus 5 Genen, die jeweils eine Isoform codieren: Gβ1, Gβ2, Gβ3, Gβ4 und Gβ5. 

Gγ-Proteinfamilie wird von 11 verschiedenen Genen codiert. Diese Proteinfamilie lässt 

sich aufgrund der posttranlationalen Modifikation, der Isoprenylierung, in zwei 

Unterfamilien einteilen, Die drei Gγ-Proteine Gγ1, Gγ11 und GγCone41 werden farnelysiert 

und die restlichen acht Gγ-Proteine Gγ2, Gγ3, Gγ4, Gγ5, Gγ7, Gγ8, Gγ10 und Gγ12 werden 

geranylgeranyliert. In der Regel werden heterotrimere G-Proteine vereinfacht nach ihrer 

Gα-Proteinuntereinheit benannt. Die verschiedenen Gα-Proteine sowie die stets 

assoziierten Gβγ-Proteine steuern weitere unterschiedliche Effektoren innerhalb der 

Zelle. 

1.4 Effektorsysteme von heterotrimeren G-Proteinen 

1.4.1 Gs-Protein 

Alle vier Gαs-Proteine aktivieren die Adenylylzyklasen42 (AC, EC43: 4.6.1.1) als weiteren 

Effektor (Sunahara et al., 1997a; Sunahara et al., 1997b). Etwa 400 nM GTP 

gebundenes Gαs-Protein verursachen eine halbmaximale Aktivierung der AC (Sunahara 

et al., 1997a). Die membrangebundenen AC1-9 sind integrale Membranproteine, mit 12 

Transmembrandomänen und zwei intrazellulären 40 kDa großen Domänen, die als 

C1- und C2-Domäne bezeichnet werden und gemeinsam die katalytische Untereinheit 

bilden (Taussig und Gilman, 1995; Tesmer et al., 1997; Sunahara und Taussig, 2002; 

Tesmer et al., 2002). Die Gαs-Proteinuntereinheit bindet allosterisch an die C2-Domäne. 

Hierbei gibt es eine Bewegung der α2-Helix44 der Gαs-Proteinuntereinheit in den freien 

Raum, der von den α1-, α2- und α3-Helices und der α1-α2-Schleife der C2-Domäne 

gebildet wird (Tesmer et al., 1997; Sadana und Dessauer, 2009). Die 

Gβγ-Proteinuntereinheiten können zusammen mit der Gαs-Proteinuntereinheit die AC2, 

                                                
38 Gαt1 wird auch als Gαt-r (Offermanns, 2003) bezeichnet. Die Gαt-Proteine werden von den Photorezeptoren, den 

sogenannten Zapfen und Stäbchen, der Netzhaut exprimiert. Die Abkürzung „t“ steht für das ca. 84 kDa große 
heterotrimere G-Protein Transducin (Gilman, 1984a; Arshavsky et al., 2002). 

39 Gαt2 wird auch als Gαt-c (Offermanns, 2003) bezeichnet. 
40 Abkürzung „gust“ steht für das heterotrimere G-Protein Gustducin. Die Gαgust-Proteine werden von den 

Geschmacksrezeptoren der Zunge exprimiert. Die Bezeichnung Gustducin leitet sich vom Englischen „gustatory 
transducin“ ab (McLaughlin et al., 1992; Margolskee, 2002). 

41 Das Englische „cone“ bedeutet auf Deutsch Zapfen. Die GγCone-Proteine werden von den Photorezeptoren, den 
sogenannten Zapfen der Netzhaut exprimiert. 

42 Adenylylzyklasen (AC) setzen das Substrat Adenosin-5-triphosphat (ATP) zu zyklisches Adenosin-3,5-monophosphat 
(cAMP) und einem Pyrophosphat (PPi), einem Anion der Diphosphorsäure H4P2O7, um (Sutherland und Rall, 1958; 
Yan et al., 2016). Säugetiere besitzen neun verschiedene membranverankerte Adenylylzyklasen (AC1 bis AC9) und 
eine lösliche Isoform (AC10 = sAC), die nicht von Gas-Proteinen gesteuert wird (Sunahara und Taussig, 2002; Rahman 
et al., 2013). 

43 Die EC-Nummer (Enzyme Commission number) ist ein Klassifizierungssystem für Enzyme. Die EC-Nummer der AC 
lautet: 4.6.1.1, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/4.6.1.1, letzter Aufruf erfolgte am 01.01.2018 

44 Die α2-Helix wird in der englischen Literatur häufig als switch II α-helix bezeichnet. 
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AC4, AC5, AC6 und AC7 verstärkt aktivieren (Sunahara und Taussig, 2002; Sadana und 

Dessauer, 2009). 

Das cAMP ist ein ubiquitär vorkommender intrazellulärer Botenstoff, der verschiedenste 

zelluläre Effekte erzeugen kann. In erster Linie aktiviert es die cAMP-abhängigen PKA 

(Tesmer et al., 1997). Die PKA phosphorylieren verschiedenste Proteine, unter 

anderem, die EPAC45-Proteine (de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998), die 

CNG46-Kanäle (Nakamura und Gold, 1987; Kaupp und Seifert, 2002; Pifferi et al., 2006; 

Wang et al., 2007) sowie Transkriptionsfaktoren wie CREB47 (Gonzalez und Montminy, 

1989; Mayr und Montminy, 2001) und CREM48 (Fimia und Sassone-Corsi, 2001; 

Sassone-Corsi, 2012). Außerdem kann die PKA Phosphodiesterasen (PDE) 

phosphorylieren und damit wird der Abbau von cAMP zu Adenosin-5-monophosphat 

(AMP) beschleunigt (Rochais et al., 2004; Moorthy et al., 2011). 

1.4.2 Gi-Protein 

Die Gαi-Proteine hemmen die AC1, AC5 und AC6 (Hildebrandt et al., 1983; Bokoch et 

al., 1984; Katada et al., 1984a; Katada et al., 1984b; Sunahara et al., 1996; Sadana und 

Dessauer, 2009), indem die Gαi-Proteinuntereinheit mit der α2-Helix an die C1-Domäne 

statt der C2-Domäne allosterisch bindet (Dessauer et al., 1998). Eine geringere 

intrazelluläre cAMP-Konzentration führt zu einer verminderten PKA-Aktivität und 

erniedrigt den zellulären Phosphorylierungsstatus. Die genauen zellulären Funktionen 

der heterotrimeren Gi-Proteinfamilie wurde mittels Pertussistoxin (PTX49) näher 

untersucht (Mangmool und Kurose, 2011). Die Gβγ-Proteine der Gi-Proteinfamilie 

aktivieren GIRK50-Kanäle (Krapivinsky et al., 1995b; Kunkel und Peralta, 1995; Clapham 

und Neer, 1997; Krapivinsky et al., 1998; Hommers et al., 2003) und können sogar die 

AC1 stärker inhibieren als ihre assoziierten Gαi-Proteine (Sadana und Dessauer, 2009). 

Außerdem können alle Gβγ-Proteine die AC1, AC3 und AC8 hemmen (Sadana und 

Dessauer, 2009). 

1.4.3 Gq-Protein 

Die Gαq-Proteine aktivieren die Phospholipase C (PLC51), die die Hydrolyse von 

membranverankertem PIP2 zu den zwei intrazellulären Botenstoffen IP3 und DAG und 

                                                
45 Abkürzung EPAC vom Englischen exchange factor directly activated by cAMP 
46 Abkürzung CNG vom Englischen cyclic nucleotide gated ion channel 
47 Abkürzung CREB vom Englischen cAMP response element binding protein 
48 Abkürzung CREM vom Englischen cAMP responsive modulator 
49 Das Pertussistoxin (PTX) ist ein Toxin aus dem Bakterium Bordetella pertussis (Locht und Keith, 1986; Stein et al., 

1994) und besitzt eine katalytische ADP-Ribosyltransferase (Moss et al., 1984), die ein ADP-Riboserest von 
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) auf ein C-terminales Cystein (z. B. C347 des Gt) der folgenden 
Gαi-Proteinuntereinheiten Gi, Go, und Gt überträgt (West et al., 1985; Carbonetti, 2010). Die ADP-Ribosylierung versetzt 
die Gαi-Proteinuntereinheit in einen inaktiven GDP-gebundenen Zustand, wodurch das Gαi-Protein vom Rezeptor 
entkoppelt (Locht und Antoine, 1995). Somit wird eine Inaktivierung der Adenylylzyklase verhindert und es kommt zu 
einer cAMP-Anreicherung (Mangmool und Kurose, 2011). Das Gz-Protein der Gαi-Proteinfamilie ist PTX-insensitiv. Der 
Gz-Protein gekoppelte Rezeptor Gpr176 ist im suprachiasmatischem Kern des Hypothalamus als orphan-GPCR 
exprimiert (Doi et al., 2016; Goto et al., 2017). 

50 Abkürzung GIRK vom Englischen G protein coupled inwardly rectifiying (K+) potassium channel 
51 Alle PLC besitzen vier EF-Hand-Domänen, eine katalytische Triosephosphatisomerase, die sogenannte TIM-Region, 

und eine C-terminalen C2-Domäne (Jezyk et al., 2006; Hicks et al., 2008; Kadamur und Ross, 2013). Bis auf die 
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einem Proton katalysiert (Michell, 1975; Berridge, 1984; Berridge und Irvine, 1984; 

Nishizuka, 1992; Exton, 1996; Gudermann und Mederos y Schnitzler, 2010; Mederos y 

Schnitzler et al., 2011). Beim Menschen existieren insgesamt 13 PLC-Isoformen52 

(Harden und Sondek, 2006; Jezyk et al., 2006; Cocco et al., 2015). Die Gαq-Proteine 

können die PLC-β-Isoformen aktivieren (Smrcka et al., 1991; Taylor et al., 1991; Waldo 

et al., 1991). Die PLC-γ-Isoformen werden nicht von Gαq-Proteinen aktiviert (Rebecchi 

und Pentyala, 2000), sondern von Rezeptortyrosinkinasen und löslichen Tyrosinkinasen 

(Kadamur und Ross, 2013). Die PLC-δ-Isoformen und die PLC-ζ-Isoform werden 

vermutlich nur durch Kalziumionen aktiviert (Rebecchi und Pentyala, 2000; Kadamur und 

Ross, 2013). Die PLC-ε-Isoform wird hingegen durch die kleinen monomerischen 

G-Proteine aktiviert. Die PLC-η-Isoformen werden durch Kalziumionen und durch die 

Gβγ-Proteinuntereinheit der Gi-Proteinfamilie aktiviert. Auch können die Gβγ-Proteine der 

Gi-Proteinfamilie PCL-β und PLC-ε aktivieren (Camps et al., 1992a; Camps et al., 1992b; 

Katz et al., 1992; Harden et al., 2011; Madukwe et al., 2018). 

Die beiden Hydrolyseprodukte der PLC-β-Isoformen, IP3 und DAG (Waldo et al., 2010; 

Harden et al., 2011), aktivieren weitere intrazelluläre Effektorproteine, wie z. B. die 

IP353- und RyR54-Rezeptoren, die für die Kalziumfreisetzung aus dem endo- bzw. 

sarkoplasmatischem Retikulum verantwortlich sind (Streb et al., 1983; Berridge, 1984; 

Berridge und Irvine, 1984; Bosanac et al., 2004; Mikoshiba, 2007b, a; Berridge, 2009; 

Bootman, 2012; Putney und Tomita, 2012) oder im Falle des DAG die PKC und die 

TRPC-Kanäle55, die den Phosphorylierungsstatus bzw. den Kalziumhaushalt in der Zelle 

ändern (Hofmann et al., 1999; Lucas et al., 2003; Storch et al., 2017a). 

1.4.4 G12-Protein 

Die G12-Proteinfamilie mit den beiden Gα12- und Gα13-Proteinen aktivieren die kleinen 

monomerischen G-Proteine der Rho-Familie56 (Mackay und Hall, 1998; Jaffe und Hall, 

                                                
PLC-ζ-Isoform besitzen alle PLC-Isoformen zudem eine N-terminalen PH-Domäne. Die PH-Domäne, vom Englischen 
Pleckstrin homology domain, bindet je nach Isoform PIP2, freie Kalziumionen, Gβγ-Proteine oder kleine monomerische 
G-Proteine. Die EF-Hand-Domäne ist eine Kalziumbindedomäne, die aus zwei α-Helices mit einer 
dazwischenliegenden 12 Aminosäure-langen Schleife besteht (Cates et al., 1999). In den PLC-β-Isoformen stellen die 
beiden C-terminalen EF-Hand-Domänen die verantwortliche Struktur für die GAP-Funktion für die Gαq-Proteine dar 
(Rebecchi und Pentyala, 2000; Waldo et al., 2010; Kadamur und Ross, 2013). Hierbei wird die Hydrolyserate um mehr 
als 1000-fach gesteigert (Mukhopadhyay und Ross, 1999; Kadamur und Ross, 2013).Die PLC-β-Isoformen besitzen 
als Alleinstellungsmerkmal eine C-terminale Doppelwendel mit drei Helices, die als CC-Domäne vom Englischem 
coiled-coil bezeichnet wird, und eine Homodimerisierungsdomäne ist (Ilkaeva et al., 2002; Singer et al., 2002; Hicks et 
al., 2008). Diese CC-Domäne dient weiter als Verankerung zur Zellmembran und zur Bindung der Gαq-Proteine. Somit 
wird die Gαq-Proteinbindung stabilisiert und die GAP-Funktion erfüllt. Die TIM-Region weist eine zylinderförmige Struktur 
aus 8 Helices und 8 β-Faltblättern auf, die vermutlich die PIP2-Hydrolyse bewirkt. Die C2-Domäne bindet PIP2, freie 
Kalziumionen und die Gαq-Proteine (Kadamur und Ross, 2013). 

52 6 PLC-Familien mit PLC-β1 bis PLC-β4, PLC-γ1 und PLC-γ2, PLC-δ1, PLC-δ3 und PLC-δ4, PLC-ε, PLC-ζ, PLC-η1 und 
PLC-η2 

53 Beim Menschen existieren acht IP3-Rezeptor-Isoformen durch alternatives Spleißen aus drei Genen. 
54 Beim Menschen kodieren drei Gene für drei Ryanodinrezeptor-Isoformen: RyR1, RyR2 und RyR3. Der RyR1 wird in 

der Skelettmuskulatur und der RyR2 wird in der Herzmuskulatur exprimiert. Der RyR3 ist ubiquitär vorhanden. Der 
Ryanodin-Rezeptor ist wie der IP3-Rezeptor ein ligandengesteuerter Kalziumkanal (Zucchi und Ronca-Testoni, 1997). 

55 Die TRPC-Kanäle sind nicht selektive Kationenkanäle der „transient receptor potential classical“-Kanalfamilie 
(Hofmann et al., 1999; Lucas et al., 2003; Storch et al., 2017a). 

56 Die kleinen monomerischen G-Proteine der Rho-Familie vom Englischen Ras homologue gene family werden beim 
Menschen von 22 Genen für 22 verschiedene Isoformen (Rho A, RhoB, RhoC, Rac1, Rac2, RhoG/Rac3, Cdc42, RhoD, 
Rho6/Rnd1, RhoN/Rnd2, RhoE/Rnd3, RhoG, RhoQ/TC10, RhoJ/TCL, RhoH/TTF, RhoV/Chp, RhoU/Wrch-1, RhoF/Rif, 
RhoBTB1, RhoBTB2, Miro-1 und Miro-2) kodiert und gehören zur übergeordneten Ras-Superfamilie der kleinen 
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2005), die unter anderem die sogenannten Stressfasern aus Aktinfilamenten (Etienne-

Manneville und Hall, 2002; Jaffe und Hall, 2005) und die sogenannten fokalen 

Adhäsionskontakte57 ausbilden (Ridley und Hall, 1992). Die kleinen monomerischen 

G-Proteine der Rho-Familie beeinflussen damit die Zellmorphologie, Zellmotilität, 

Zellpolarität und die Zellkontraktion (Mackay und Hall, 1998; Jaffe und Hall, 2005; 

Worzfeld et al., 2008; Hanna und El-Sibai, 2013; Burridge und Guilluy, 2016). Alle 

G-Proteine der Rho-Familie haben eine N-terminale Konsensus-Aminosäuresequenz, 

die eine GDP/GTP-bindende Domäne ist. Der aktive GTP-gebundene Zustand der 

kleinen Rho-Proteine aktiviert eine Vielzahl von weiteren Effektoren wie z. B die 

Proteinkinase N (PKN) (Amano et al., 1996; Morissette et al., 2000), die Phospholipase 

D (Bae et al., 1998), die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) (Teramoto et al., 1996), die 

Citron-Kinase (Madaule et al., 1998), die LIM-Kinase (LIMK) (Ohashi et al., 2000), die 

Gerüstproteine Rhophilin (Reid et al., 1996) und Rhotekin (Watanabe et al., 1996), die 

Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (Kimura et al., 1996) und die Rho-assoziierten 

Proteinkinasen (ROCKI und ROCKII58) (Leung et al., 1995; Leung et al., 1996; Matsui et 

al., 1996; Riento und Ridley, 2003). Zurzeit sind über 50 Effektoren bekannt (Bishop und 

Hall, 2000; Jaffe und Hall, 2005). Die kleinen monomerische Rho-Proteine werden durch 

85 GEF59, 80 GAP und 3 GDI reguliert (Van Aelst und D'Souza-Schorey, 1997; Sah et 

al., 2000; Fukuhara et al., 2001; Jaffe und Hall, 2005; Siehler, 2007; Meyer et al., 2008; 

Hanna und El-Sibai, 2013).  

Folgende Effektoren werden sogar direkt von Gα12/13-Proteinen aktiviert wie z. B. das 

Hitzeschockprotein 90 (Vaiskunaite et al., 2001), die 

Serin-Threonin-Protein-Phosphatase 5 (Yamaguchi et al., 2002), der 

Glutamat-Transporter EAAT460 (Jackson et al., 2001), das Strukturprotein Radixin 

(Vaiskunaite et al., 2000), das HCLS1-assoziierte Protein X-161 (Radhika et al., 2004), 

die PLC-ε (Lopez et al., 2001), das transmembranäre Adhäsionsprotein Cadherin (Meigs 

et al., 2001) und das für die Zytokinese wichtige Protein p140mDia62 (Watanabe et al., 

1997). 

                                                
GTP-bindenden Proteine mit einer molaren Proteinmasse von 20-40 kDa (Bishop und Hall, 2000; Jaffe und Hall, 2005; 
Boureux et al., 2007). 

57 Fokale Adhäsionskontakte sind große intrazelluläre Proteinkomplexe, die das Aktin-Zytoskelett an die Extrazelluläre 
Matrix (ECM) befestigen. Die in den fokalen Adhäsionskontakten gebündelten Aktin-Stressfasern werden mittels 
integraler Membranproteine, den sogenannten Integrinen (Müller-Esterl, 2018) an die extrazelluläre Matrix verbunden 
(Buhl et al., 1995; Narumiya et al., 1997) 

58 Abkürzung ROCK vom Englischen Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase; Die ROCKI wird auch als 
ROKβ bzw. p160ROCK und die ROCKII auch als ROKα bzw. Rho-Kinase bezeichnet (Riento und Ridley, 2003). 

59 Die RhoGEF-Proteine zeichnen sich durch die Anwesenheit einer N-terminalen homologen RGS-Domäne vom 
Englischen regulator of G protein signaling aus, die aktive Gα12- und Gα13-Proteine bindet. Diese RGS-Domäne übt 
sowohl eine GAP-Aktivität auf die Gα12- und Gα13-Proteine als auch eine GEF-Aktivität auf das kleine monomerische 
G-Protein Rho aus (Kozasa et al., 1998; Fukuhara et al., 2001; Tanabe et al., 2004; Meyer et al., 2008; Worzfeld et al., 
2008; Siehler, 2009). 

60 Abkürzung EAAT4 vom Englischen excitatory amino acid transporter 4 
61 Das HS1-assoziierende Protein X-1 (HAX-1) wirkt anti-apoptotisch und fördert das Überleben der Zellen. Mutationen 

im Hax-1 Gen führen zu schwerer kongenitaler Neutropenie, dem sogennanten Kostmann-Syndrom (Klein et al., 
2007; Yap et al., 2011; Klein, 2017).  

62 Das Protein p140mDia ist ein Säugetierhomolog des Drosophila proteins Diaphanous (Drosophila Formin Homology 
Protein). Es gehört zu den Formin-verwandten Proteinen der Diaphanous-Unterfamilie, die auch als 
Diaphanous-verwandten Formine (DRF = Diaphanous-related formins) bezeichnet werden (Aspenstrom, 2010). 
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1.5 Histamin und Histaminrezeptoren 

1.5.1 Metabolismus und Funktion 

Histamin ist ein Gewebshormon und ein Neurotransmitter in Säugetieren (Zimmermann 

et al., 2011). Histamin wird vesikulär gespeichert. In den Vesikeln ist das basische 

Histamin stets an das saure Proteoglykan Heparin ionisch gebunden (Wasserman, 

1983)., Die basophilen Granulozyten, die Mastzellen, die Thrombozyten, die 

enterochromaffin-ähnlichen Zellen63 der Magenschleimhaut und die histaminergen 

Neuronen synthetisieren Histamin. Histamin ist ein biogenes Amin und wird chemisch in 

der IUPAC64-Nomenklatur als 2-(1H-Imidazol-4-yl)-ethanamin bezeichnet. 

Die anabolen und katabolen Reaktionen des Histamins sind in Abbildung 1.7 dargestellt. 

 

Abbildung 1.7: Anabolismus und Katabolismus von Histamin Das biogene Amin Histamin entsteht 

durch eine oxidative Decarboxylierung aus der semi-essentiellen Aminosäure L-Histidin (grüne Pfeile), 

indem das zentrale α-Kohlenstoffatom entweder durch das Enzym, die 

Aromatische-L-Aminosäure-Decarboxylase65 (Green et al., 1987), oder durch das Enzym, die 

L-Histidin-Decarboxylase66, als ein Kohlenstoffdioxidmolekül (CO2) abgespalten wird ① (Maintz und Novak, 

                                                
63 Vom Englischen enterochromaffin-like cells 
64 Abkürzung IUPAC steht für International Union of Pure and Applied Chemistry 
65 EC 4.1.1.28, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/4.1.1.28, letzter Aufruf erfolgte am 01.01.2018 
66 EC 4.1.1.22, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/4.1.1.22, letzter Aufruf erfolgte am 01.01.2018 
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2007; Haas et al., 2008; Simons und Simons, 2011; Schlicker, 2013). Statt der IUPAC-Nomenklatur wird 

häufig die Nomenklatur nach Black und Ganellin verwendet, um die molekularen Wechselwirkungen besser 

zu benennen (Black und Ganellin, 1974). Die primäre Aminogruppe Nα ist über eine Ethylengruppe mit dem 

Imidazolring verbunden, wobei der entferntere Stickstoff im Imidazolring als Nτ (Ntele) und der zur Seitenkette 

nähere Stickstoff als Nπ (Npros) bezeichnet wird (siehe Histamin). Beim Menschen existieren zwei 

Abbauwege für Histamin (blaue Pfeile). Im zentralen Nervensystem (rechter Abbauweg) wird das Histamin 

zuerst durch das zytosolische Enzym Histamin-N-Methyltransferase67 ② zu Ntele-Methylhistamin methyliert, 

indem eine Methylgruppe von S-Adenosyl-L-Methionin auf den Imidazolring des Histamins übertragen wird 

(Barnes und Hough, 2002). In einem weiteren Schritt wird Ntele-Methylhistamin durch die Enzyme 

Monoaminoxidase B68 oder Diaminoxidase69 ③ zu Ntele-Methylimidazolacetaldehyd oxidativ desaminiert 

(Shih et al., 1999). Das Enzym Aldehyd-Dehydrogenase70 oder Xanthinoxidase71 ④ oxidiert 

Ntele-Methylimidazolacetaldehyd zu Ntele-Methylimidazolylessigsäure (Khandelwal et al., 1982a; Khandelwal 

et al., 1982b; Green et al., 1987; Prell et al., 1988; Prell und Green, 1994; Prell et al., 1996; Oguri und 

Yoneya, 2002; Maintz und Novak, 2007; Thakkar, 2011). In der Peripherie (linker Abbauweg) spielt die 

Histaminmethylierung eine untergeordnete Rolle. Hier erfolgt der Abbau des Histamins vorwiegend über 

eine oxidative Desaminierung des primären Stickstoffatoms durch extrazelluläre Diaminoxidasen72 ⑤ 
(Barnes und Hough, 2002; Kovacova-Hanuskova et al., 2015) zu Imidozal-4-yl-acetaldehyd. Die 

Aldehyd-Dehydrogenase oder die Xanthinoxidase ⑥ oxidiert Imidozal-4-yl-acetaldehyd zu 

Imidazol-4-yl-essigsäure (Oguri und Yoneya, 2002). Die Imidazol-4-yl-essigsäure wird durch eine 

Phosphoribosyltransferase ⑦ zu 1-Ribosyl-1H-imidazol-4-yl-essigsäure umgesetzt und über die Nieren 

ausgeschieden (Beall und Vanarsdel, 1961; Green et al., 1987). Die roten Pfeile stellen die 

Endprodukthemmung durch Imidozal-4-yl-acetaldehyd (links) und durch Ntele-Methylhistamin (rechts) dar. 

Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programmes ChemDraw Professional 16.0 von PerkinElmer erstellt. 

Histamin ist an einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Prozessen 

beteiligt, die in Abbildung 1.8 dargestellt sind. 

                                                
67 EC 2.1.1.8, siehe URL: siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/2.1.1.8, letzter Aufruf erfolgte am 

01.01.2018 
68 EC 1.4.3.4, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/1.4.3.4, letzter Aufruf erfolgte am 01.01.2018 
69 Früher EC 1.4.3.6, jetzt EC 1.4.3.22, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/1.4.3.22, letzter Aufruf erfolgte 

am 01.01.2018 
70 EC 1.2.1.3, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/1.2.1.3, letzter Aufruf erfolgte am 01.01.2018 
71 EC 1.17.1.4, siehe URL-Adresse: https://www.uniprot.org/uniprot/P47989, letzter Aufruf erfolgte am 01.01.2018 
72 Früher EC 1.4.3.6, jetzt EC 1.4.3.22, siehe URL-Adresse: https://enzyme.expasy.org/EC/1.4.3.22, letzter Aufruf erfolgte 

am 01.01.2018 
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Abbildung 1.8: Funktionen von Histamin Das Histamin wird vesikulär freigesetzt und beeinflusst 

verschiedenste Organe und Gewebe (siehe Kästchen). Das Histamin wirkt über die vier verschiedenen 

G-Protein gekoppelten H1-, H2-, H3- und H4-Rezeptoren und verursacht verschiedenste zelluläre Effekte 

(siehe schwarze Pfeile). Das Östrogen ist ein Histaminliberator (grauer Pfeil) (Kierska et al., 1997). Der 

H3-Rezeptor ist ein Autorezeptor im ZNS, der die Histamin-Freisetzung hemmt (schwarzer Pfeil mit Block) 

(Arrang et al., 1983). Die Histamin-Freisetzung bei allergischen Reaktionen ist von zentraler Bedeutung und 

vermittelt direkt eine Vielzahl von allergischen Symptomen (siehe Symptomkästchen mit Sternchen) (Kay, 

2001; Maintz und Novak, 2007; del Cuvillo et al., 2009; Seifert et al., 2013). An der Haut (gelb) bewirkt die 

Histamin-Freisetzung eine Hautrötung (Flush) durch Vasodilatation und Juckreiz (Pruritus); im 

Respirationstrakt (blau) bewirkt es eine Bronchokonstriktion, Husten, Niesreiz und Schnupfen (Rhinitis); am 

Auge (lila) bewirkt es eine Bindehautentzündung (Konjunktivitis) und unter Umständen bewirkt es sogar eine 

Anaphylaxie (rot). Eine Dysregulation bei der Histamin-Freisetzung oder beim Histamin-Abbau wie z. B. 

durch eine verminderte Diaminoxidase-Aktivität findet sich bei Nesselsucht (Urtikaria) und bei atopischer 

Dermatitis (gelb) (Maintz et al., 2006). Die Gastrin- und Acetylcholin-induzierte Histamin-Freisetzung aus 

den enterochromaffin-ähnlichen Zellen und den Mastzellen in der Magenwand (Rangachari, 1992; 

Hirschowitz et al., 1995; Andersson et al., 1998) bewirkt die Sekretion von Magensäure, Pepsin und dem 

sogenannten „intrinsic factor73“ aus den Belegzellen der Magenschleimhaut. Dies wird exklusiv über 

H2-Rezeptoren vermittelt (schwarzer Pfeil) und kann zu Magengeschwür (Ulcus) und Reflux führen (grün) 

(Binder und Donaldson, 1978; Mirossay et al., 1992; Rangachari, 1992; Hirschowitz et al., 1995). Am Herzen 

(rot) wirkt Histamin über die Aktivierung von myokardialen Gs-Protein gekoppelten H2-Rezeptoren positiv 

bathmo-, ino- und chronotrop sowie negativ dromotrop (Verma und McNeill, 1976; Ginsburg et al., 1980; 

2009), was zu Herzrhythmusstörungen (Arrhythmien) und zur Blutdrucksteigerung (Hypertonie) führt. Über 

die Aktivierung von Gq/11-Protein gekoppelten H1-Rezeptoren in Koronararterien wirkt Histamin negativ 

ino- und chronotrop sowie positiv dromotrop. In den Blutgefäßen verursacht Histamin über die Aktivierung 

von Gq/11-Protein gekoppelten H1-Rezeptoren eine endotheliale Vasodilatation, was zum Blutdruckabfall 

(Hypotonie) mit möglicher Reflextachykardie und einer Erhöhung der Endothelpermeabilität mit 

Ödembildung führen kann. Im Immunsystem wirkt das Histamin über die Aktivierung von Gi-Protein 

gekoppelten H4-Rezeptoren chemotaktisch auf Mastzellen und Granulozyten. In der Gebärmutter (Uterus) 

kann das Histamin über Gq/11-Protein gekoppelte H1-Rezeptoren durch Kontraktionen der Gebärmutterwand 

Regelschmerzen (Dysmenorrhö) verursachen (Maintz et al., 2006). Die histaminergen Neurone im hinteren 

Kern des Hypothalamus, dem Nucleus tuberomammillaris, (Haas und Panula, 2003) projizieren diffus in 

                                                
73 Der „intrinsic factor“ ist ein Glykoprotein, welches die Aufnahme von Cobalamin (Vitamin B12) im Dünndarm ermöglicht 

(Latner, 1958). 
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viele Gehirnregionen und beeinflussen die zirkadiane Rhythmik (Nowak, 1994; Lin et al., 2011; Thakkar, 

2011), das Hunger- und Sättigungsgefühl (Kjaer et al., 1994a; Haas und Panula, 2003), die 

Körpertemperatur (Kjaer et al., 1994b), die Vigilanz und die Neurokognition (Schwartz et al., 1991; Passani 

et al., 2000; Haas und Panula, 2003; Haas et al., 2008; Simons und Simons, 2011). Zudem spielen diese 

Neurone bei den pathophysiologischen Zuständen wie Erbrechen, Übelkeit, Kopfschmerzen, Migräne und 

Schwindel (Vertigo) eine wichtige Rolle (Maintz et al., 2006). Die Abbildung wurde in Anlehnung an Laura 

Maintz und Natalija Novak (2007) Am J Clin Nutr. 85:1185-1196 erstellt. 

Detailierte Angaben mit Literatur zu Eigenschaften und Funktionen der einzelnen 

Histaminrezeptoren finden sich tabellarisch im Anhang (siehe Tabelle 1 im Anhang). 

1.5.2 H1-Antihistaminika und Entdeckung der Histamin-Rezeptoren 

Die ersten antihistaminisch 74 wirkenden Substanzen wurden von Ernest Forneau, Daniel 

Bovet und Marie Staub zwischen 1933 und 1937 synthetisiert und 

Thymoxyethyldiethylamin konnte die kontrahierende Wirkung des endogenen Histamins 

an der glatten Gefäßmuskulatur im Gastrointestinaltrakt und in den Bronchien des 

Meerschweinchens aufheben (Feinberg, 1946; Emanuel, 1999). Allerdings waren alle 

von ihnen synthetisierten Substanzen zu toxisch für eine Anwendung am Menschen. 

Fünf Jahre später, 1942, entwickelte Bernard Naftali Halpern bei Rhone Poulenc in Lyon 

das Ethylendiaminderivat Phenbenzamin75, das erste am Menschen erfolgreich 

eingesetzte Antihistaminikum. Heinz Otto Schild beobachtete mit Hilfe verschiedener 

antihistaminisch wirkenden Substanzen, dass nicht alle Histamin-induzierten Effekte wie 

die Magensäureproduktion und die positive Ino- und Chronotropie antagonisiert werden 

(Ash und Schild, 1966). Somit konnte auf die Existenz von zwei verschiedenen 

Histaminrezeptorsubtypen geschlossen werden. Im Jahre 1972 konnte James W. Black 

erstmals mit Hilfe des neu entwickelten selektiven Histamin H2-Rezeptorantagonists 

Burimamid selektiv die Magensäureproduktion erfolgreich unterdrücken und damit 

H1- von H2-Rezeptor vermittelte Effekte diskriminieren (Black et al., 1972; Wyllie et al., 

1972). Jean Charles Schwartz und seine Mitarbeiter konnten an Cortexschnitten von 

Ratten zeigen, dass die neuronale Histamin-Freisetzung durch einen präsynaptischen 

Autorezeptor, dem Histamin H3-Rezeptor, kontrolliert wird (Arrang et al., 1983; Arrang et 

al., 1987). Das letzte Mitglied der Histaminrezeptorfamilie, der Histamin H4-Rezeptor, 

wurde im Jahre 2000 bei genomischen Datenbankeinträgen gefunden (Nakamura et al., 

2000; Oda et al., 2000; Liu et al., 2001; Nguyen et al., 2001; Zhu et al., 2001). 

Insgesamt existieren weltweit 64 H1-Antihistaminika76, die zugelassene Arzneimittel bzw. 

Wirkstoffkandidaten in klinischen Studien sind. Fälschlicherweise wurden 

H1-Antihistaminika früher als neutrale Antagonisten deklariert. Jedoch sind alle genauer 

untersuchten H1-Antihistaminika in der Lage die Basalaktivität des Histamin H1-Rezeptor 

zu unterdrücken, so dass sie per Definition als inverse Agonisten fungieren (Bakker et 

                                                
74 Antihistamisch bedeutet die Funktionen des körpereigenen Histamins aufzuheben (siehe Abbildung 1.8). 
75 Handelsname: Antergan®, chemische Bezeichnung nach IUPAC: N'-benzyl-N,N-dimethyl-N'-phenylethan-1,2-diamin 

(siehe URL-Adresse: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Antergan#section=Names-and-Identifiers) 
76 siehe URL-Adresse: https://www.ebi.ac.uk/chembldb/index.php/target/inspect/127 
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al., 2000; Kenakin, 2001; Leurs et al., 2002; Strange, 2002; Nijmeijer et al., 2010; Simons 

und Simons, 2011; Monczor et al., 2013). 

Die H1-Antihistaminika der ersten Generation, wie das Ethanolaminderivat 

Diphenhydramin77, das Phenothiazin Promethazin78 und das Ethylendiamin Mepyramin79 

(siehe Abbildung 1.9 A) konnten wegen ihrer hohen Lipophilie die Blut-Hirn-Schranke 

penetrieren und zusätzlich neben den in der Peripherie vorkommenden H1-Rezeptoren 

zentrale H1-Rezeptoren antagonisieren (Kiss et al., 2004). Aufgrund der hohen Lipohilie 

und der geringen H1-Rezeptorselektivität binden die Antihistaminika der ersten 

Generation nicht nur an H1-Rezeptoren, sondern auch an Monoamintransporter (Tatsumi 

et al., 1997) und an kardiale Ionenkanäle wie z. B. an dem hERG80-Kaliumkanal (Lagrutta 

et al., 2008; Shimamura et al., 2011). Da die H1-Antihistaminika der ersten Generation 

auch an viele GPCR81 wie Adrenozeptoren, Dopaminrezeptoren, Muskarinrezeptoren 

und Serotoninrezeptoren binden können, besitzen diese Antihistaminika anticholinerge, 

antiadrenerge, antidopaminerge und antiserotonerge Wirkungen wie z. B. Sedierung 

bzw. Somnolenz, Sehstörungen wie erweiterte Pupillen (Mydriasis), Mundtrockenheit, 

Verstopfung (Obstipation), Magenschmerzen (Gastralgie), Bauchschmerzen, 

Harnverhalt (Ischurie), Hypotonie, Arrhythmien (Tachykardie) und neurologische Effekte 

wie z. B. kognitive Defizite, Verwirrtheit und Halluzination (Simons und Simons, 2008, 

2011; Collamati et al., 2016; Mahdy und Webster, 2017). Zudem nimmt sogar die 

Mortalität bei älteren Patienten bei der Medikation mit H1-Antihistaminika zu (Collamati 

et al., 2016). 

Um diese pharmakologischen Nebenwirkungen zu verhindern, wurden zwitterionische 

Antihistaminika82 entwickelt. Diese als zweite Generation bezeichneten Antihistaminika 

weisen eine hohe H1-Rezeptorselektivität, ein deutlich geringeres 

Penetrationsvermögen an der Blut-Hirn-Schranke (Yanai, 2012) und lange 

Plasmahalbwertszeiten auf. Diese Eigenschaften lassen sich hauptsächlich auf die 

Einführung einer zusätzlichen polaren Carboxylatgruppe zurückführen (siehe Abbildung 

1.9 B), die mit der Anionenbindestelle des H1-Rezeptors interagiert (Shimamura et al., 

2011). Für die Entwicklung neuer hochselektiver H1-Antihistaminika wurde sogar ein 

computergestütztes molekulares Docking mit Ligand-Protein-Interaktion erfolgreich 

                                                
77 Handelsname: Benadryl®, IUPAC: 2-benzhydryloxy-N,N-dimethylethanamin (siehe URL-Adresse: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/diphenhydramine#section=Names-and-Identifiers) 
78 Handelsname: Phenergan®, IUPAC: N,N-dimethyl-1-phenothiazin-10-ylpropan-2-amin (siehe URL-Adresse: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/promethazine#section=Names-and-Identifiers 
79 Handelsname: Pyrilamin®, IUPAC: N'-[(4-methoxyphenyl)methyl]-N,N-dimethyl-N'-pyridin-2-ylethan-1,2-diamin (siehe 

URL-Adresse: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/pyrilamine#section=Names-and-Identifiers) 
80 Der hERG-Kanal ist spannungsabhängiger, einwärtsgerichteter Kaliumkanal, Die Inhibition von kardialen 

hERG-Kaliumkanälen kann zu einer QT-Verlängerung und zu einer Torsade-de-pointes-Arrhythmie führen (Lagrutta 
et al., 2008). 

81 Die Gesamtsequenzidentität des H1-Rezeptors ist mit dem muskarinischen M2- mit 41% und mit dem muskarinischen 
M3-Rezeptor mit 37% recht hoch (Kooistra et al., 2013). 

82 Zu den zwitterionischen Antihistaminika mit einer zusätzlichen Carboxylatgruppe gehören z. B. Fexofenadin und 
Levocetirizin, die jeweils hohe Dissoziationshalbwertszeiten von 62 Minuten und 142 Minuten besitzen (Gillard et al., 
2002). 
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eingesetzt (de Graaf et al., 2011; Kuhne et al., 2016). Mit diesen Analysen konnte die 

Ligandenbindetasche des H1-Rezeptors weiter differenziert werden83. 

 

Abbildung 1.9 2D-Skelettstrukturen von Antihistaminika der ersten Generation (A) und der zweiten 

Generation (B). Die Abbildung wurde mit Hilfe des Programmes ChemDraw Professional 16.0 von 

PerkinElmer erstellt. 

1.5.3 Familie der Histaminrezeptoren 

Die Effekte des Histamins werden über die vier Histamin H1-, H2-, H3- und 

H4-Rezeptorsubtypen aus der Klasse A der GPCR-Superfamilie vermittelt (Hill et al., 

1997; Parsons und Ganellin, 2006; Lim et al., 2009; Shimamura et al., 2011; Micallef et 

al., 2013). Die annotierten Aminosäurensequenzen der vier Rezeptorsubtypen für 

Meerschweinchen und Mensch befinden sich im Anhang 8. Ein errechneter Vergleich 

(siehe Anhang 8) der Aminosäurensequenzen zwischen den einzelnen humanen und 

den einzelnen Meerschweinchen Histaminrezeptorsubtypen sowie zwischen den beiden 

Spezies ist in der Tabelle 1.1 dargestellt. 

                                                
83 Die Ligandebindetasche für H1-Antihistaminika der zweiten Generation wird in folgende vier Binderegionen unterteilt: 

1. Die Binderegion mit D1073.32, W4286.48, Y4316.51, I4547.39 und mit Y4587.43 für die protonierte Aminogruppe. 2. Die 
obere aromatische Binderegion mit Y1083.33, W1584.56, Y4316.51, F4326.52 und mit F4356.55, die z. B.mit dem 
aromatischen Ring B des trizyklischen Ringsystems des Doxepins wechselwirkt. 3. Die untere aromatische Binderegion 
mit F1995.47, F4246.44 und mit W4286.48, die z. B.mit dem aromatischen Ring A des trizyklischen Ringsystems des 
Doxepins wechselwirkt (Kuhne et al., 2016). Die Anionenbindetasche mit K1915.39 der TM5 und mit K179 in der ECL2, 
die mit der Carboxylatgruppe wechselwirkt (Wieland et al., 1999; Shimamura et al., 2011). Desloratadin (siehe 
Abbildung 1.13B) ist pharmakologisch auch ein H1-Antihistaminikum zweiter Generation, weist aber keine 
Carboxylatgruppe auf und ist durch seine Planarität strukturchemisch nicht vergleichbar mit den anderen 
H1-Antihistaminika der 2. Generation. 
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Tabelle 1.1: Vergleich der Aminosäurensequenzen der einzelnen Histaminrezeptorsubtypen Ein 

Vergleich der Aminosäurensequenzen der vier humanen Histaminrezeptorsubtypen (hH1R, hH2R, hH3R und 

hH4R) untereinander (Tabelle oben) liefert eine 24,3-40,5% ige Identität der Aminosäurensequenzen. Der 

höchste Grad an Sequenzidentität mit 40,5% findet sich zwischen dem humanen H3- und dem humanen 

H4-Rezeptor (Tabelle oben). Ein Vergleich der Aminosäurensequenzen der vier Meerschweinchen 

Histaminrezeptorsubtypen (gpH1R, gpH2R, gpH3R und gpH4R) untereinander (Tabelle Mitte) liefert eine 

26,2-39,1% ige Identität der Aminosäurensequenzen. Der höchste Grad an Sequenzidentität mit 39,1% 

findet sich zwischen dem Meerschweinchen H3- und dem Meerschweinschen H4-Rezeptor (Tabelle Mitte). 

Ein Vergleich der Aminosäurensequenzen zwischen den humanen (hH1R, hH2R, hH3R und hH4R) und den 

Meerschweinchen (gpH1R, gpH2R, gpH3R und gpH4R) Histaminrezeptorsubtypen zeigt (Tabelle unten), 

dass die Gesamtsequenzidentität mit 65,2-93,9% zwischen beiden Spezies sehr hoch ist. Auffällig ist, dass 

die Sequenzidentität in dem Transmembrandomänenbereich zwischen den beiden Spezies stets höher ist 

als die Gesamtsequenzidentität (Tabelle unten). Jede Zahl repräsentiert den Prozentsatz der Identität in der 

Aminosäurensequenz. Die Gesamtsequenzidentitäten und die Sequenzidentitäten in den 

Transmembrandomänenbereichen ohne N- und C-Termini sowie der Aminosäurensequenzvergleich der 

einzelnen Histaminrezeptoren wurde mit Hilfe der UniprotKB Datenbank84 und mit dem Programm Clustal 

Omega85 bestimmt. 

Der humane H1-Rezeptor weist die höchste Sequenzidentität mit jeweils 41% in der 

orthosterischen Ligandenbindetasche mit dem humanen muskarinischen M2- und dem 

humanen H2-Rezeptor auf (Kooistra et al., 2013). Seine orthosterische 

Ligandenbindetasche ähnelt stark denen der Klasse A GPCR. Deswegen wird der 

H1-Rezeptor häufig als Urrezeptor der Klasse A GPCR bezeichnet (Stark und Schubert-

Zsilavecz, 2004). Ein Klasse A und Klasse B GPCR-Stammbaum mit 101 Rezeptoren 

ist im Diskussionskapitel (siehe Abschnitt 4.1 mit Abbildung 4.1) ersichtlich. 

                                                
84 siehe URL-Adresse: https://www.uniprot.org/uniprot/ 
85 siehe URL-Adresse: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

Rezeptor
gesamt TM gesamt TM gesamt TM gesamt TM

hH1R 31,2 35,9 27,7 28,5 25,7 25,2

hH2R 31,2 35,9 28,3 28,1 24,3 25,5

hH3R 27,7 28,5 28,3 28,1 40,5 43,3
hH4R 25,7 25,2 24,3 25,5 40,5 43,3

Rezeptor
gesamt TM gesamt TM gesamt TM gesamt TM

gpH1R 33,0 34,6 27,9 28,7 27 24,7

gpH2R 33,0 34,6 26,7 27,8 26,2 27,2

gpH3R 27,9 28,7 26,7 27,8 39,1 41,3
gpH4R 27,0 24,7 26,2 27,2 39,1 41,3

Rezeptor
gesamt TM gesamt TM gesamt TM gesamt TM

gpH1R 73,3 74,4

gpH2R 86,7 90,3

gpH3R 93,9 94,1
gpH4R 65,2 66,7

hH1R hH2R hH3R hH4R

hH1R hH2R hH3R hH4R

gpH1R gpH2R gpH3R gpH4R
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1.5.4 Effektorsysteme des H1-Rezeptors 

Der Gq/11-Protein gekoppelte Histamin H1-Rezeptor wird in zahlreichen Zellen exprimiert 

und bewirkt neben einer DAG-, IP3-Freisetzung und einer intrazellulären 

Kalziumzunahme, eine Aktivierung verschiedener intrazellulärer Effektoren (siehe 

Abschnitt 1.4.3 und Hill et al., 1997) wie die Kalzium/Calmodulin-abhängigen 

Protein-Kinasen I und II (CaMK86). Die beiden Kinasen phosphorylieren den 

Transkriptionsfaktor CREB87 (Francis et al., 2008), der die Transkription der 

endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS88) (Li et al., 2003) und der 

induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS89) (Tanimoto et al., 2007) erhöht. Des 

Weiteren induzieren H1-Rezeptoren die Transkription des Transkriptionsfaktors NFĸB in 

COS7-Zellen90 (Bakker et al., 2001). Interessanterweise kann die NFĸB-Aktivität sogar 

durch das Antihistaminikum Desloratadin unterdrückt werden (Wu et al., 2004). In der 

Literatur wird zudem beschrieben, dass durch H1-Rezeptoren die Zellproliferation und 

die Expression des Proto-Onkogens c-fos in menschlichen glatten Muskelzellen der 

Aorta induziert wird (Satoh et al., 1994), indem die kalziumsensitive PKC das 

kaskadenartige Effektorsystem aus c-Raf-1, MEK-1 und MAP-Kinase (MAPK91) aktiviert 

(Megson et al., 2001). Auch wurde beobachtet, dass die H1-Rezeptoraktivierung ohne 

Beteiligung der PLC-β zur Aktivierung der Phospholipase A2 (PLA2) und zur Freisetzung 

von Arachidonsäure in Blutplättchen von Menschen und Ratten führt (Murayama et al., 

1990). Ein weiteres Effektorsystem, das durch die Aktivierung von H1-Rezeptoren 

induziert wird, ist die kalziumunabhängige Aktivierung des ERK-Effektorsystems (ERK92) 

mit Beteiligung der p42/p44 MAPK, p38MAPK und der c-JNK93 in glatten 

DDT1MF-294-Muskelzellen (Robinson und Dickenson, 2001). Außerdem konnte eine 

Aktivierung des MAPK, PLC-β, Src, PKC-δ und MEK Effektorsystems ohne einer 

Translokation von phosphoryliertem ERK (pERK) in den Zellkern von HeLa-Zellen95 

beobachtet werden (Jain et al., 2016). 

                                                
86 Abkürzung CaMK vom Englischen Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 
87 Phosphorylierung der Aminosäurenposition S133 durch die Calcium/Calmodulin-abhängige Protein-Kinase I (Francis 

et al., 2008) 
88 Abürzung eNOS vom Englischen endothelial Nitric Oxide Synthase, Durch eine Phosphorylierung der 

Aminosäureposition S1177 durch die AMP-Kinase, vom AMP-activated protein kinase, wird die eNOS aktiviert (Thors 
et al., 2004). 

89 Abkürzung iNOs vom Englischen inducible Nitric Oxide Synthase 
90 Abkürzung COS vom Englischen CV-1 origin SV40, Die COS-Zellen sind immortalisierte Zellen aus dem 

Nierengewebe einer afrikanischen grünen Meerkatze Chlorocebus aethiops (Gluzman, 1981). 
91 Abkürzung MAPK vom Englischen mitogen activated protein kinase 
92 Abkürzung ERK vom Englischen extracellular regulated kinase 
93 Abkürzung c-JNK vom Englischen c-Jun N-terminal kinase 
94 Es handelt sich um undifferenzierte glatte Muskelzellen aus dem Vas Deferens (Samenleiter) (Dickenson und Hill, 

1991). 
95 HeLa-Zellen sind immortalisierte humane Epithelzellen aus einem Adenokarzinom der Zervix (Lucey et al., 2009). 



Einleitung  41 

1.5.5 3D-Strukturen des H1-Rezeptors 

Im Jahre 2011 wurde von der Forschergruppe um So Iwata (Shimamura et al., 2011) 

erstmals der Histamin H1-Rezeptor96 mit dem inversen Agonisten Doxepin97 kristallisiert 

(siehe auch Abbildung 1.10). Bei nur einer 34,6%igen Gesamtsequenzidentität mit dem 

β2AR konnte eine erstaunlich hohe strukturelle Ähnlichkeit zwischen den inaktiven 

Reptorzuständen des Histamin H1-Rezeptors und des β2AR festgestellt werden 

(Cordova-Sintjago et al., 2012). Alle hochkonservierten Motive, wie dem 

D/E-RY-Trimotiv in der TM3, dem CWXP-Motiv in der TM6 und dem NPXXY-Motiv in der 

TM7 sind beim H1-Rezeptor vorhanden. Es exisitiert beim H1-Rezeptor eine 

Disulfidbrücke zwischen C100 am Ende der ECL1 und C180 in der ECL2, die bei dem 

β2AR ebenfalls vorhanden ist. Eine zweite Disulfidbrücke befindet sich innerhalb der 

ECL3, zwischen C441 und C444, die nicht im β2AR vorhanden ist. Stattdessen weist der 

β2AR eine Disulfidbrücke innerhalb der ECL2 auf. Ein besonderes Merkmal des 

H1-Rezeptors ist sein großer Ligandenbindetascheneingang. Dieser große Eingang wird 

durch eine Erweiterung in der ECL298 von sieben Aminosäuren ab dem 

hochkonservierten C180, die für die Disulfidbrücke veranwortlich ist, erreicht 

(Shimamura et al., 2011; Shiroishi und Kobayashi, 2017). Eine weitere Besonderheit ist, 

dass sich die TM4 unter Bindung eines inversen Agonisten abknicken kann99. Die für die 

Stabilisierung des inaktiven Rezeptorzustandes zwei wichtigen Ionenbindungen (Kobilka 

und Deupi, 2007; Rovati et al., 2007), die zwischen dem R1253.50 und dem benachbarten 

D1243.49 des D/E-RY-Trimotivs als intrahelikale Ionenbindung und zwischen dem 

R1253.50 des D/E-RY-Trimotivs und dem E4106.30 der TM6 als interhelikale Ionenbindung 

herrschen, sind beim H1-Rezeptor nicht ausgebildet. Somit fehlt dem Histamin 

H1-Rezeptor der „ionic lock“-Rezeptorzustand. Anstelle dafür ist lediglich eine 

energieämere Wasserstoffbrückenbindung zwischen R1253.50 der TM3 und Q4166.36 der 

TM6 ausgebildet. Dafür existiert beim H1-Rezeptor eine dem β2AR ähnliche „3-7 

lock“-Ionenbindung, die zwischen dem D1073.32 der TM3 und der para-Hydroxygruppe 

des Y4587.43 der TM7 ausgebildet ist (Cordova-Sintjago et al., 2012). Diese Bindung ist 

somit hauptsächlich für die Arretierung des inaktiven Rezeptorzustandes verantwortlich. 

Interessanterweise fehlt dem H1-Rezeptor eine Palmitoylierungsstelle am C-Terminus, 

die der β2AR besitzt und zur Membranverankerung des Rezeptors dient (Shimamura et 

al., 2011; Panula et al., 2015; Shiroishi und Kobayashi, 2017). 

                                                
96 PDB ID: 3RZE: 3.1 Å aufgelöste Kristallstruktur des H1R-T4-Lysozym-Komplexes mit dem inversen Agonisten Doxepin, 

Hierfür wurde ein T4-Lysozym zwischen den beiden Aminosäuren Q222 und G404 in der ICL3 eingefügt und die ersten 
N-terminalen 19 Aminosäuren (M1-K19) entfernt.  

97 Doxepin ist ein trizyklisches Antidepressivum mit der chemischen Bezeichnung nach IUPAC: 
(3E)-3-(6H-benzo[c][1]benzoxepin-11-ylidene)-N,N-dimethylpropan-1-amine (siehe URL-Adresse: 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/doxepin#section=3D-Conformer) 

98 Im Vergleich besitzt der Dopamin D3-Rezeptor eine Erweiterung in der ECL2 um 4 Aminosäuren, der β2AR um 5 
Aminosäuren und der Adenosin A2A-Rezeptor um sogar 8 Aminosäuren. 

99 Die Bindung des Doxepins führt zum Abknicken der TM4 an der Aminosäurenposition P1614.59, so dass die TM4 im 
extrazellulären Membranbereich sich radial auswärts bewegt. Damit entsteht eine größere orthosterische 
Ligandenbindetasche und die aromatische Seitenkette des W1584.56 kann eine π-π-Stapelbindung mit Doxepin 
ausbilden. 
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Abbildung 1.10: Inaktiver Rezeptorzustand des H1-Rezeptors mit Doxepin A zeigt die Kokristallisation 

des H1-Rezeptors (grün) mit Doxepin in Seitenansicht. B zeigt die überlagerten Kristallstrukturen der 

inaktiven Rezeptorzustände des H1-Rezeptors (grün) und des β2AR (türkis) von der extrazellulären Seite. C 

zeigt Doxepin mit den interagierenden Aminosäuren des H1-Rezeptors. Doxepin ist als gelbe Kalotte (A, B) 

und als 2D-Skelettformel (C) dargestellt. Das Phosphation (PO43-) als rot-orange Kalotte (A, B) und als 

Summenformel (C) dargestellt. Die Disulfidbrücken („S-S“) sind als gelbe Stäbchen hervorgehoben (A, B). 

Die beiden Aminosäuren W4286.48 des CWXP-Motivs in der TM6 und D1073.32 der TM3 des 

D/E-RY-Trimotivs in der TM3 sind als rosa Stäbchenmodelle dargestellt (A). Die drei hochkonservierten 

Motive D/E-RY, CWXP und NPXXY sind als blaue Helix-Abschnitte in der TM3, TM6 und TM7 

hervorgehoben (A). In A ist die Helix 8 mit dem C-Terminus vollständig kristallisiert während der N-Terminus 

und die ICL3 partiell kristallisiert sind. In B weisen die Transmembrandomänen der beiden überlagerten 

Rezeptoren eine vergleichbare Anordnung auf, obwohl sie nur eine unter 40%ige Gesamtsequenzidentität 

besitzen. In C bildet die protonierte, tertiäre Aminogruppe des Doxepins (blau) eine polare Bindung zur 

negativ-geladenen Carboxygruppe des hochkonservierten D1073.32 der TM3 aus (blau gestrichelte Linie). 

Das Sauerstoffatom (rot) im trizyklischen Ringsystem des Doxepins bildet eine Wasserstoffbrückenbindung 

zum T1123.37 der TM3 aus (blau gestrichelte Linie). Außerdem geht das trizyklische Ringsystem des 

Doxepins sieben hydrophobe Bindungen mit S1113.36 der TM3, mit I1153.40 der TM3, mit W1584.56 der TM4, 

mit N1985.46 der TM5, mit T1945.43 der TM5, mit F4246.44 der TM6 und Y4587.43 der TM7 ein (schwarz 

gestrichelte Linien). Zusätzlich können sich energiereiche π-π-Stapelbindungen zwischen dem 

aromatischen trizyklischen Ringsystem des Doxepins und den aromatischen Seitenketten des Y1083.33 der 

TM3, F1995.47 der TM5, des W4286.48 des CWXP-Motivs in der TM6, des Y4316.51 der TM6, des F4326.52 der 

TM6 und des F4356.55 der TM6 ausbilden (schwarz gestrichelte Linien), die den inaktiven Rezeptorzustand 

stabilisieren. Dabei ist die π-π-Stapelbindung mit dem W4286.48 essentiell. Außerdem befindet sich im 

Eingang der orthosterischen Ligandenbindetasche des H1-Rezeptors eine Anionenbindestelle („anion 

binding site“) mit einem Phosphat-Anion100, um die sich folgende vier Aminosäuren des H1-Rezeptors 

anordnen: K179 der ECL2, K1915.39 der TM5, Y4316.51 der TM6 und H4507.35 der TM7 (Shimamura et al., 

2011). Stark modifizierte Abbildung aus der Vorlage von Shimamura et al. (2011) 475: 65–70 

Ein Vergleich des inaktiven Rezeptorzustands mit dem des aktiven Rezeptorzustands 

vom H1-Rezeptor zeigt, dass Doxepin als auch Histamin an der gleichen Stelle, ca.14 Å 

tief101, in der orthosterischen Ligandenbindetasche bindet (Venkatakrishnan et al., 2013). 

Dabei sind jeweils 15 Aminosäuren in der Ligandenbindetasche für die Bindung von 

Doxepin oder Histamin verantwortlich (vergleiche Abbildung 1.10 und 1.11). Von diesen 

Aminosäuren sind 12 Aminosäuren an beiden Liganden beteiligt. Die folgenden drei 

                                                
100 Das Phosphat-Anion (PO4

3-) stammt aus dem Kristallisationspuffer des H1-Rezeptors (Shimamura et al., 2011). 
101 Diese Tiefe entspricht etwa ein Drittel der Zellmembrandicke. 
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Aminosäuren W1033.28, A1103.35, A1955.44 sind spezifisch für die Bindung mit Histamin, 

wobei die W1033.28 die wichtige und energiereiche π-π-Stapelbindung ausbildet (Bakker 

et al., 2004). Die folgenden vier Aminosäuren T1123.37 der TM3, I1153.40 der TM3, 

W1584.56 der TM4 und F4246.44 der TM6 sind spezifisch für die Bindung mit Doxepin, 

wobei das T1123.37 der TM3 eine polare Bindung mit dem Sauerstoffatom des Doxepins 

eingeht und die anderen drei Aminosäuren hydrophobe bzw. π-π-Stapelbindungen mit 

dem trizyklischen Ringsystem des Doxepins ausbilden.Eine weitere wichtige 

Besonderheit des H1-Rezeptors ist die Anionenbindetasche im Eingangsbereich der 

Ligandenbindetasche (siehe Abbildung 1.10), die weder in den anderen 

Histamin-Rezeptorensubtypen noch in den anderen Klasse A Rezeptoren existiert. Sie 

wird von den folgenden vier Aminosäuren K179 der ECL2, K1915.39 der TM5 (Wieland et 

al., 1999; de Graaf et al., 2011), Y4316.51 der TM6 und H4507.35 der TM7 gebildet 

(Shimamura et al., 2011). Diese Anionenbindetasche wurde ausgenutzt, um selektive 

H1-Rezeptor-Antihistaminika zu entwickeln. Alle zwitterionischen Antihistaminika 

interagieren mit der Anionenbindetasche und werden heutzutage als Antihistaminika der 

zweiten Generation bezeichnet.  

Mit Hilfe von computergestützten molekularem Docking und molekulardynamischen 

Simulationen, basierend auf der Ko-Kristallisation vom H1-Rezeptor und Doxepin oder 

der Kristallisation vom Rhodopsin, konnte die Bindung des endogenen Liganden 

Histamin postuliert werden (Jongejan et al., 2005; Cordova-Sintjago et al., 2012; Söldner 

et al., 2018). Die Ergebnisse zur Histaminbindung sind in Abbildung 1.11 ersichtlich. 

 

Abbildung 1.11: Aktiver Rezeptorzustand des H1-Rezeptors mit Histamin A zeigt die Aufsicht des 

H1-Rezeptors (hell grau) von der extrazellulären Seite. Die orthosterische Ligandenbindetasche weist das 

Histamin als Stäbchenmodell (schwarze Kohlenstoffatome, blaue Stickstoffatome und weiße 

Wassertoffatome) auf. Die funktionellen Seitenketten der Aminosäuren in der Ligandenbindetasche, die mit 

Histamin wechselwirken, sind als Stäbchenmodell (graue Kohlenstoffatome, blaue Stickstoffatome, weiße 

Wassertoffatome und rote Sauerstoffatome) räumlich dargestellt. B zeigt Histamin mit den interagierenden 

Aminosäuren des H1-Rezeptors. Die protonierte primäre Aminogruppe der Ethylamin-Seitenkette 

(pKs102 = 9.75) (Paiva et al., 1970) des Histamins geht zum einen eine polare Bindung zur Carboxylatgruppe 

des D1073.32 der TM3 (rot gestrichelte Linie, A, B) und zum anderen eine eine polare Bindung zur 

Hydroxygruppe des S1113.36 der TM3 ein (blau gestrichelte Linie, B). Der Bindungsabstand zur 

Carboxylatgruppe ist hierbei 1,9 Å (Cordova-Sintjago et al., 2012) oder 2,92 Å (Söldner et al., 2018) oder 

2,5 Å (Jongejan et al., 2005). Der Bindungsabstand zur Hydroxygruppe beträgt dabei 2,9 Å (Cordova-

                                                
102 Der pKs-Wert ist der negativ dekadische Logarithmus der Säurekonstante Ks. 
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Sintjago et al., 2012) oder 3,1 Å (Jongejan et al., 2005). Die Wechselwirkung mit A1103.35 ist noch unklar. 

Das nicht protonierte Stickstoffatom des Imidazolrings (Npros bzw. Nπ) bildet zum einen eine 3,1 Å (Cordova-

Sintjago et al., 2012) oder eine 2,9 Å (Jongejan et al., 2005) lange Wasserstoffbrückenbindung (blau 

gestrichelte Linie, B) zum K1915.39 der TM5 (Wieland et al., 1999; Gillard et al., 2002; Bruysters et al., 2004; 

Bruysters et al., 2005b; Cordova-Sintjago et al., 2012) und zum anderen eine 1,77 Å lange 

Wasserstoffbrückenbindung (rot gestrichelte Linie, A, B) zum Y4316.51 der TM6 aus (Söldner et al., 2018). 

Das protonierte Stickstoffatom (Ntele bzw. Nτ) des Imidazolrings (pKs = 6,04) (Paiva et al., 1970) bildet mit 

folgenden drei Aminosäuren polare Bindungen aus (blau gestrichelte Linie, B): para-Hydroxygruppe von 

Y1083.33 mit 4 Å (Cordova-Sintjago et al., 2012), Hydroxygruppe von T1945.42 der TM5 mit 4.1 Å (Cordova-

Sintjago et al., 2012) und die Carbonylgruppe von N1985.46 der TM5 mit 2,6 Å (Cordova-Sintjago et al., 2012) 

oder 3,6 Å (Bruysters et al., 2004; Bruysters et al., 2005b; Jongejan et al., 2005). Die Wechselwirkung mit 

A1955.44 ist noch unklar. Aufgrund der räumlichen Nähe zu den aromatischen Seitenketten der Aminosäuren 

W1033.28 der TM3 (Bakker et al., 2004), F1995.47 der TM5, W4286.48 des CWXP-Motivs in der TM6, Y4316.51 

der TM6, F4326.52 und F4356.55 (Bruysters et al., 2005a) der TM6 bildet der Imidazolring des Histamins 

hydrophobe Bindungen bzw. π-π-Stapelbindungen (schwarz gestrichelte Linien) aus (Cordova-Sintjago et 

al., 2012; Mocking et al., 2016; Söldner et al., 2018), die den aktiven Rezeptorzustand stabilisieren. Die 

Bindung mit dem W4286.48 bewirkt einen „rotamer toggle switch“, der wichtig für die Transduktion zum 

aktiven Rezeptorzustand ist. C zeigt die überlagerten 3D-Strukturen des inaktiven Rezeptorzustands (grün) 

mit Doxepin (gelbes Stäbchenmodell) und des aktiven Rezeptorzustands (blau) mit Histamin (schwarzes 

Stäbchenmodell) von der extrazellulären Seite des H1-Rezeptors. Beide Liganden befinden sich an der 

gleichen Stelle in der Ligandenbindetasche. Modifizierte Abbildung aus der Vorlage von Söldner et al. (2018) 

24:346 

Die postulierten Bindestellen für Histamin konnten mittels Aminosäureaustausche 

bestätigt werden. Die Austausche von D1073.32A in der TM3 und von F4326.52A in der 

TM6 führen jeweils zu einem vollständigen Verlust der Histaminbindung (Ohta et al., 

1994; Bruysters et al., 2004; Söldner et al., 2018). Die Aminosäureaustausche von 

S1113.36A, von K1915.39A, von T1945.43A, von N1985.46A, von F4356.55A und von Y4587.43A 

schwächen jeweils die Histaminbindung stark ab (Ohta et al., 1994; Nonaka et al., 1998; 

Gillard et al., 2002; Bruysters et al., 2004; Bruysters et al., 2005a; Jongejan et al., 2005; 

Cordova-Sintjago et al., 2012). Bereits vor dem kristallisierten H1-Rezeptor konnte 

ebenfalls durch gezielte Aminosäureaustausche festgestellt werden, dass die 

Aminosäuren D1073.32 der TM3, W1584.56 der TM4, K1915.39, T1945.43 und N1985.46 der 

TM5, F4326.52 und F4356.55 der TM6 bei der Bindung anderer inverse Agonisten wie z. 

B. Acrivastin, Desloratadin, Fexofenadin, Levocetirizin, Meclozin, Mepyramin und 

Triprolidin beteiligt sind (Ohta et al., 1994; Wieland et al., 1999; Gillard et al., 2002; 

Panula et al., 2015). Damit binden vermutlich alle vorhandenen inversen Agonisten an 

der Histamin- bzw. Doxepin-Bindestelle. 

Der Unterschied zwischen Histamin- und inverse Agonisten-Bindung liegt darin, dass bei 

der Histamin-Bindung zwei „rotamer toggle switches“ von S1113.36 und von W4286.48 

erfolgen. Dabei bewegen sich die TM3 zur TM7 und die TM6, die eng an der TM7 liegt, 

zur TM5. Somit vergrößert sich der Abstand zwischen TM3 und TM6 - ein wesentliches 

Merkmal für die die Transduktion zum aktiven Rezeptorzustand. Dieser aktive 

Rezeptorzustand wird durch ein interhelikales Netzwerk aus 
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Wasserstoffbrückenbindungen um die Aminosäure N4607.45 der TM7103 stabilisiert 

(Jongejan et al., 2005). Bei der inversen Agonisten-Bindung erfolgen keine der beiden 

„rotamer toggle switches“ zum aktiven Rezeptorzustand. Das W4286.48 des 

CWXP-Motivs in der TM6 bildet zum einen vermutlich eine Wasserstoffbrückenbindung 

zum N4607.45 der TM7 und zum anderen π-π-Stapelbindungen zum inversen Agonisten 

aus, die in erster Linie den inaktiven Rezeptorzustand stabilisieren. Damit ist die radiale 

Auswärtsbewegung der TM6 im intrazellulären Membranbereich nicht möglich (Jongejan 

et al., 2005; Panula et al., 2015). 

Der endogene Ligand Histamin bindet mit einer kurzen Verweildauer von 15 s in der 

Ligandenbindetasche des H1-Rezeptors (Mocking et al., 2016). Im Gegensatz dazu ist 

die Verweildauer von inversen Agonisten wie Acrivastin mit 936 ± 54 s, Bilastin 

4380 ± 300 s, Desloratadin mit 9600 ± 3000 s oder mit 4320 s, Diphenhydramin mit 26 s 

oder 25,2 ± 5,4 s, Doxepin mit 1320 ± 420 s, Fexofenadin mit 3600 ± 1200 s, 

Levocetirizin mit 8400 ± 1200 s oder mit 12300 s, Mepyramin mit 234 ± 36 s oder mit 

74,4 s, Olopatadin mit 10200 ± 600 s und Triprolidin mit 210 ± 240 s deutlich höher 

(Mocking et al., 2016; Bosma et al., 2017; Bosma et al., 2018). Somit liegt der 

Unterschied zwischen Histamin- und inverse Agonisten-Bindung in der Verweildauer, die 

sich in der erhöhten Anzahl an π-π-Stapelbindungen und hydrophoben Bindungen sowie 

den zusätzlichen polaren Bindungen durch die Anionenbindestelle begründet. 

1.6 Mechanosensorik 

Die Mechanosensorik bzw. die Mechanorezeption ist die Fähigkeit eines Organismus 

verschiedene mechanische Reize wie Druck- und Dehnungsreize sowie Drehmomente 

und Vibrationen wahrzunehmen (Kobayashi und Sokabe, 2010; Chen und Wong, 2013). 

Dafür werden in erster Linie integrale Membranproteinkomplexe, wie z. B. 

Ionenkanal- (Martinac, 2004; O'Hagan et al., 2005; Chen et al., 2015) und 

Zelladhäsionskomplexe (Tzima et al., 2005; Martino et al., 2018) verantwortlich gemacht. 

Neben diesen mechanosensorischen Proteinkomplexen in der Zellmembran wird auch 

das intrazelluläre Zytoskelett (Alenghat und Ingber, 2002; Harris et al., 2018) und die 

extrazelluläre Matrix (Ringer et al., 2017) selbst als mechanorezeptiv diskutiert. 

Unabhängig von der subzellulären mechanosensorischen Struktur muss durch eine 

mechanisch induzierte, elektrische oder biochemische Erregung eine genetisch oder 

epigenetisch Veränderung in der Zelle entstehen (Storch et al., 2012). Dies wird als 

Mechanotransduktion bezeichnet. Die beiden Prozesse, Mechanorezeption und –

transduktion, sind essentiell für zahlreiche physiologische und pathophysiologische 

Prozesse wie Zellmigration (Eyckmans et al., 2011; Case und Waterman, 2015), 

Blutdruckregulation (Storch et al., 2012), Knochenhomöostase (Burger und Klein-

Nulend, 1999; Raisz, 1999; Cowin, 2002; Klein-Nulend et al., 2013; Duffy und Jacobs, 

                                                
103 Das interhelikale Netzwerk von N4607.45 der TM7 besteht aus Wasserstoffbrückenbindungen zu S1113.36 der TM3, 

zu, zu S1143.39 der TM3, zu R1253.50 der TM3 und zu D732.50 des NLXXXD-Motivs in der TM2, und aus zwei weiteren 
Wasserstoffbrückenbindungen, die zwischen D732.50 und N4647.49 des NPXXY-Motivs in der TM7 und zwischen der 
Carboxylatgruppe des D1073.32 und der para-Hydroxygruppe des Y4587.43 bestehen (Jongejan et al., 2005; Bakker et 
al., 2008; Cordova-Sintjago et al., 2012; Mocking et al., 2016). 
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2015), Miktion (Aizawa et al., 2017), Defäkation, Hunger- und Sättigungsregulation 

(Alcaino et al., 2017; Treichel et al., 2018), Lungenmechanik (Han et al., 2004; Orr et al., 

2006; Goridis, 2017) Tastempfinden (Roudaut et al., 2012), Propriozeption (Woo et al., 

2015), Gleichgewichtssinn (Garcia-Anoveros und Corey, 1997), Hören (Gillespie und 

Muller, 2009; Sotomayor et al., 2012), Allodynie (Thurm, 2001; Roudaut et al., 2012), 

Atherosklerose (Hahn und Schwartz, 2009), Lugenhochdruck (Bloodworth et al., 2015; 

Bertero et al., 2016; Dieffenbach et al., 2018), Bluthochdruck (Retailleau et al., 2015; Qi 

et al., 2016; Bersi et al., 2017), Hypertrophie des Herzens (Zou et al., 2004), 

Knochenschwund (Osteoporose), Taubheit (Usher Syndrom) (Kazmierczak et al., 2007), 

Muskelschwund (Muskeldystrophie), Myopathie (Corpeno Kalamgi et al., 2016; Kalamgi 

und Larsson, 2016), Lungenfibrose (Liu et al., 2015a; Chen et al., 2016; Tschumperlin 

et al., 2018) und Krebs (Orr et al., 2006; Hoffman et al., 2011). Während in der Haut, in 

den Skelettmuskeln, in den Sehnen, in bestimmten stark innervierten 

Blutgefäßabschnitten, im Herzen und im Innenohr von Säugetieren gut charakterisierte 

und abgrenzbare mechanosensitive Zellen wie Ruffini-Körperchen, Meissner 

Körperchen, Merkel-Zellen, Pacini-Korpuskeln, Muskelspindeln, Golgi-Sehnenorgane, 

Barorezeptoren und Haarsinneszellen existieren, sind in den nicht oder kaum 

innervierten Blutgefäßabschnitten die hinreichenden Kriterien für mechanosensitive 

Endothelzellen und für mechanosensitive glatte Gefäßmuskelzellen nicht bekannt 

(Thurm, 2001; Roudaut et al., 2012; Alcaino et al., 2017; Kuhtz-Buschbeck et al., 2017). 

Die Mechanosensorik kann durch weitere spezifische rezeptive Leistungen wie z. B. 

Diskriminationsfähigkeit, Reizschwelle, Ansprechcharakteristik, Sensitivität, rezeptive 

Feldgröße, Geschwindigkeit und Adaptationsvermögen charakterisiert werden (Thurm, 

2001; Roudaut et al., 2012). 

Die ersten und am besten untersuchten mechanosensitiven Ionenkanäle waren aus dem 

Darmbakterium Escherichia coli, die sich als Reaktion auf eine erhöhte laterale, seitliche 

Spannung in der Zellmembran öffneten (Martinac et al., 1987). Bei einer starken 

osmotischen Wandspannung104 (Turgordruck) schützen diese mechanosensitiven 

Ionenkanäle105 vor einer Lyse durch Perforation der Bakterienhülle (Levina et al., 1999; 

Balleza, 2012; Kocer, 2015). In der Zellmembran werden wässrige Poren106 als 

sogenannte Druckventile gebildet, die den Ausstrom von osmotisch-aktiven Teilchen aus 

dem Zytosol in den Extrazellularraum ermöglichen. Dadurch wird der Turgordruck auf 

die Bakterienhülle verringert (Kung et al., 2010). Ein stark erhöhter Turgordruck von ca. 

250 mmHg, was einer Zunahme von 10 mM osmotisch-aktiven Teilchen im Zytosol 

entspricht, führt zur Bakterienlyse (Booth et al., 2015). Die Forschergruppe um Ian Booth 

konnte zeigen, dass doppelt MscS- und MscL- gendefiziente Bakterien bei einem 

                                                
104 Ein Turgordruck von 5 - 8 mNm-1 öffnet MscS und von 10 - 14 mNm-1 öffnet MscL (Nakayama et al., 2013). 
105 Mechanosensitiver Ionenkanal mit einer mini-Leitfähigkeit von 0,3 - 0,4 nS (MscM = mechanosensitive mini 

conductance ion channel), mit einer kleinen Leitfähigkeit von 1 nS (MscS = mechanosensitive small conductance ion 
channel (Bass et al., 2002), der MscK = K+-dependent channel (Kung et al., 2010)) und mit einer großen Leitfähigkeit 
von 3 nS [MscL = mechanosensitive large conductance ion channel (Chang et al., 1998; Kung et al., 2010)] 

106 Wässrige Poren mit 16 Å Durchmesser in MscS (Kung et al., 2010) und mit 25 – 30 Å in MscL (Perozo et al., 2002a; 
Booth et al., 2015) 
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hypoosmotischen Schock lysieren, da sie den erhöhten Turgordruck beim Einstrom von 

Wassermolekülen nicht mehr senken können (Levina et al., 1999; Booth et al., 2015). 

Mit dem Einbringen der beiden aufgereinigten MscS- und MscL-Wildtyp-Ionenkanäle in 

künstliche Membranen konnte sogar gezeigt werden, dass die mechanische 

Aktivierbarkeit unabhängig von weiteren zellulären Strukturen und Proteinen erfolgt 

(Sukharev et al., 1993; Perozo et al., 2002a; Perozo et al., 2002b; Sukharev, 2002; 

Najem et al., 2015). Eukaryotische mechanosensitive Ionenkanäle werden in 

Epithelzellen exprimiert und können in mechanosensitiven Ionenkanalkomplexen mit 

weiteren Proteinen assoziiert sein. Elektrophysiologische Aufzeichnungen von 

Gehörzellen waren die ersten Experimente, die die Existenz von mechanosensitiven 

Ionenkanälen nahelegten (Ashmore, 1991). Im Innenohr sitzen auf der apikalen 

Membranoberfäche sensorischer Haarzellen Stereozilien107, die in abnehmender Höhe 

aneinandergereiht sind (siehe Abbildung 1.12). Die mechanische Kraft, die durch 

Schallwellen oder durch Kopfbewegungen auf die Haarzelle übertragen wird, verbiegt 

das Stereozilienbündel und öffnet einen mechanisch aktivierbaren 

Ionenkanalkomplex108, das einen Ioneneinstrom in die Haarzelle und eine 

Membrandepolarisation auslöst. Neuere Untersuchungen zeigen einen zweiten 

mechanosensitiven nicht-selektiven Kationenkanal Piezo2109 (siehe Abbildung 1.12), der 

an der apikalen Oberfläche der Haarzellen exprimiert wird und die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration reguliert (Wu et al., 2017b). 

 

Abbildung 1.12: Das Corti-Organ Querschnitt durch das Corti-Organ mit den inneren und äußeren 

Haarzellen (rot), den Stützzellen, der Basalmembran und der Tektorialmembran. Nur die äußeren 

Haarzellen sind mit der Tektrialmembran verbunden (A). Schematische Darstellung der apikalen Membran 

einer Haarzelle mit Stereozilien, die über die sogenannten „Tip-Link“-Filamente verbunden sind. Der 

mechanosensitive Ionenkanalkomplex aus vier integralen Membranproteinen TMC1, TMC2, TMIE und 

LHFPL5 (gelb) und der mechanosensitive nicht-selektive Kationenkanal Piezo2 (rot) bewirken einen 

                                                
107 Die Spitzen der Stereozilien sind mit "Tip Link"-Filamenten bestehend aus den beiden Cadherinen, Cadherin 23 und 

Protocadherin 15, zu einem Stereozilienbündel miteinander verbunden. Mutationen in den beiden Cadherin-Genen, 
CDH23 und PCDH15, sind aufgrund des Fehlens der "Tip Link"-Filamente mit einer unorganisierten Bündelung der 
Stereozilien und mit einer vererbten Form von Taubheit und Erblindung, dem sogenannten Usher Syndrome Typ1 
(USH1) im Menschen assoziiert (Orr et al., 2006; Kazmierczak et al., 2007; Sotomayor et al., 2012). 

108 Mechanosensitiver Ionenkanalkomplex setzt sich aus vier integralen Membranproteinen TMC1 (transmembrane 
channel like 1), TMC2 (transmembrane channel like 2), TMIE und LHFPL5 [weitere Bezeichnung als TMHS 
(tetraspan membrane protein of hair cell stereocilia)] zusammen. Der mechanosensitive Ionenkanalkomplex ist am 
unteren Ende der „Tip-Link“-Filamente lokalisiert (Kurima et al., 2015), das einen nicht selektiven Kationeneinstrom 
reguliert (Zhao und Muller, 2015). 

109 Vom Griechischen πíεση’ (píesi) mit der Bedeutung „Druck“. Die beiden nicht-selektiven Kationenkanäle Piezo1 
(Synonym: Fam38a) und Piezo2 (Synonym: Fam38b) sind große integrale Membranproteine mit 20 - 40 
Transmembrandomänen. Die mechanische Aktivierung von Piezo-Kanälen führt zu einem nicht-selektiven Einstrom 
von Kationen (Coste et al., 2010; Xiao und Xu, 2010; Coste et al., 2012; Bagriantsev et al., 2014). 
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Kaziumeinstrom in die Haarzelle an der apikalen Haarzellmembran (B), was eine Membrandepolarisation 

verursacht. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Stereozilien von einer inneren Haarzelle (C). 

Modifizierte Abbildungen aus den Vorlagen Wu et al. (2017) Nature Neuroscience 20: 24-33 und Zhao und 

Müller (2015) Current Opinion in Neurobiology 34:172-179) 

Ein weiterer mechanosensitiver Kanalkomplex aus der Superfamilie der sogenannten 

DEG/ENaC-Ionenkanäle110 wurde zuerst im Fadenwurm Caenorhabditis elegans 

entdeckt. Mit Hilfe des mechanosensitiven Kanalkomplexes kann der Fadenwurm leichte 

Berührungen wahrnehmen (Corey und Garcia-Anoveros, 1996; Mano und Driscoll, 1999; 

O'Hagan et al., 2005). Weitere Vertreter der DEG/ENaC-Superfamilie wie Del-1, Unc-8 

und Unc-105 sind porenbildende Untereinheiten von mechanosensitiven 

Ionenkanalkomplexen der mechanosensorischen Motorneurone von Nematoden, die für 

die Propriozeption entscheidend sind (Mano und Driscoll, 1999; Arnadottir und Chalfie, 

2010). Des Weiteren beinhaltet die Superfamilie der DEG/ENaC die säuresensitiven 

ASIC-Ionenkanäle111, die in mechanosensorischen Nervenendigungen der Haut, des 

Gastrointestinaltrakts, der Skelettmuskulatur und der Gefäße exprimiert werden 

(Lingueglia, 2007; Chen und Wong, 2013; Omerbasic et al., 2015). In den letzten Jahren 

wurden zahlreiche mechanosensitive Ionenkanäle wie die nicht-selektiven 

Kationenkanäle Piezo1 und Piezo2 (Coste et al., 2010; Coste et al., 2012), wie Mitglieder 

aus der Familie der K2P-Kaliumkanäle112 (Dedman et al., 2009; Brohawn, 2015), die 

spannungsabhängigen selektiven Kv-Kaliumkanäle113 (Morris et al., 2015), wie 

Mitglieder aus der Superfamilie der TRP-Kanäle114, sowie der purinerge 

ligandengesteuerte P2X4-Kationenkanal (Kessler et al., 2011; Forst et al., 2016),der 

cAMP-gesteuerte CFTR115-Chloridkanal (Zhang et al., 2010) und Mitglieder aus der 

Familie der OSCA/TMEM63 Kanäle (Jojoa-Cruz et al., 2018; Murthy et al., 2018; Zhang 

et al., 2018) entdeckt. 

                                                
110 Der mechanosensitive Kanalkomplex aus der DEG/ENaC-Superfamilie setzt sich aus den beiden porenbildenden 

Proteinen MEC-4 und MEC-10 zusammen, die zur Familie der Degenerine (DEG) gehören und mit den epithelialen 
Natriumkanälen (ENaC = epithelial Natrium channel) verwandt sind. Frühere Arbeiten konnten zeigen, dass die 
beiden porenbildenden Proteine, MEC-4 und MEC-10, mit zwei weiteren Proteinen, dem humanen Protein 
Stomatin-ähnlichen MEC-2 und dem Paraoxonase-ähnlichen Membranprotein MEC-6 Protein zu einem 
Kanalkomplex assoziieren (Arnadottir und Chalfie, 2010; Xiao und Xu, 2010). Dieser mechanosensitive 
Kanalkomplex ist mit der ECM und dem Zytoskelett verbunden (Fronius und Clauss, 2008). MEC-4 kann zum einen 
Homotrimere oder zum anderen Heterotrimere mit MEC-10 in einem 2:1-Verhältnis ausbilden, was die Kanalpore 
darstellt (Chen et al., 2015). 

111 Abkürzung ASIC vom Englischen Acid-Sensing Ion Channel 
112 Die Familie der K2P-Kaliumkanäle (two pore domain K+ channels) mit den mechanosensitiven TREK-Kanälen 

(TWIK-Related K+ channels) TREK1 (Berrier et al., 2013) und TREK2 (Chemin et al., 2005) und dem TRAAK-Kanal 
(TWIK-related arachidonic acid stimulated K+- channel) (Arnadottir und Chalfie, 2010; Brohawn et al., 2012; Brohawn 
et al., 2014; Brohawn, 2015). 

113 Abkürzung Kv vom Englischen K+-selective voltage gated potassium channel. Sowohl eine Änderung der 
intrinsischen Kraft in der Lipid-Doppelschicht bei einem mechanischen Reiz als auch eine Änderung der 
Membranspannung aktiviert Kv-Kanäle (Schmidt et al., 2012; Morris et al., 2015). Eine neuere Untersuchung zeigt, 
dass bei Berührungen in somatosensorischen Neuronen der Trigeminus- und Hinterwurzelganglien ein 
Kaliumaustrom durch spannungsabhängige selektive Kv1.1-Kaliumkanäle stattfindet.Es wird vermutet, dass die 
spannungsabhängigen selektiven Kv1.1-Kanäle die Schwelle des Aktionspotentials festlegen (Hao et al., 2013). 

114 Mitglieder der Superfamilie der TRP-Kanäle mit TRPA1, TRPN (auch NompC) (Cheng et al., 2010), TRP4 (Li et al., 
2006)], TRPV1, TRPV2, TRPV4, TRPP1, TRPP2, TRPP3, TRPC1 (Maroto et al., 2005), TRPC3, TRPC5 (Shen et 
al., 2015; Lau et al., 2016), TRPC6 (Spassova et al., 2006), TRPY1, TRPM3, TRPM4, TRPM7 und TRPML3 
(Pedersen und Nilius, 2007; Inoue et al., 2009; Arnadottir und Chalfie, 2010; Xiao und Xu, 2010; Zhang et al., 2010; 
Eijkelkamp et al., 2013; Hill-Eubanks et al., 2014; Plant, 2014; Liu und Montell, 2015). 

115 Abkürzung CFTR vom Englischen cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
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Im Gegensatz zu den mechanosensitiven Ionenkanalkomplexen sind mechanosensitive 

Zelladhäsionskomplexe wichtig für die Zellmigration, für die Zell-Zell- und für die 

Zell-ECM-Adhäsionsverbindungen (Chen et al., 2004). Bei einem mechanischen Reiz 

werden Zelladhäsionsproteine wie z. B. die fokale Adhäsionskinase FAK116, die 

Tyrosinkinase c-Src117, Talin118, Vinculin119, p130Cas120, Kindlin121, Paxillin und Zyxin122 

(Smith et al., 2014; Malik-Sheriff et al., 2018) sowie das Vasodilatator-stimulierte 

Phosphoprotein VASP123 an die fokalen Adhäsionskomplexe124 rekrutiert, wodurch 

Aktinfilamente (F-Aktin) des Zytoskeletts125 über die transmembranären 

Integrinrezeptoren126 an die ECM gebunden werden (Byron und Frame, 2016; Martino et 

al., 2018). Außerdem werden kleine monomerische G-Proteine wie z. B. RhoA, Rac und 

Cdc42 aktiviert (Jansen et al., 2015; Burridge und Guilluy, 2016; Jansen et al., 2017). 

Das GTP-gebundene RhoA aktiviert zum einen die Formin-verwandten Proteine wie z. 

B. p140mDia, das eine Polymerisation von Aktinfilamenten hervorruft und zum anderen 

die ROCK, das eine Phosphorylierung der leichten Myosin II-Kette bewirkt. Die 

GTP-gebundenen Rac und Cdc42 katalysieren die Aktivierung des 

Wiskott-Aldrich-Syndrom Proteins WASP, das den Arp2/3-Komplex aktiviert und die 

Polymerisation von Aktinfilamenten induziert (Jaffe und Hall, 2005). Zudem werden 

mechanosensitive Transkriptionsfaktoren wie YAP127 und TAZ128 in den Zellkern 

transloziert, die die zelluläre Genexpression regulieren (Dupont et al., 2011; Cho et al., 

                                                
116 Die fokale Adhäsionskinase ist eine 125 kDa große zytosolische Tyrosinkinase (Xiong und Parsons, 1997). 
117 Die Abkürzung c-Src setzt sich aus den beiden englischen Begriffen cellular und sarcoma zusammen. 
118 Talin mit einer molaren Proteingröße von ca. 270 kDa besitzt elf Bindestellen für Vinculin und drei Bindestellen für 

F-Aktin (Critchley und Gingras, 2008; Ziegler et al., 2008; Ringer et al., 2017). Es ist der wichtigste Bindungspartner 
zwischen den Integrinen und den intrazellulären Aktomyosinfasern in fokalen Adhäsionskomplexen (Ziegler et al., 
2008; Hoffman et al., 2011; Atherton et al., 2016). 

119 Vinculin mit einer molaren Proteingröße von 116 kDa bindet direkt an F-Aktin (Ziegler et al., 2006; Huang et al., 
2017) 

120 Abkürzung p130Cas vom Englischen p130 Crk-associated substrate 
121 Die Familie der Kindlin-Proteine (Kindlin 1, 2 und 3) bindet auf der intrazellulären Membranseite an die 

β-Untereinheit von Integrinen und reguliert die Funktion der Integrine (Meves et al., 2009). 
122 Zyxin besitzt eine N-terminale prolinreiche VASP-Bindedomäne und drei C-terminale Zink-bindende LIM-Domänen 

(Uemura et al., 2011). 
123 Das Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein VASP fördert die Polymerisation von Aktinfilamenten (Wu und Gunst, 

2015). 
124 Bei den fokalen Adhäsionskomplexen handelt es sich um Zellmembran verankernde Komplexe aus 232 

Zelladhäsionsproteinen (Byron und Frame, 2016; Wolfgang und José Luis, 2016; Ringer et al., 2017). Sie sind mit 
Aktinstressfasern, aber auch mit Mikrotubuli und Intermediärfilamenten verbunden (Jansen et al., 2015). 

125 Die tragende Struktur des Zytoskeletts ist bei den Säugetieren aus filamentösen Aktinpolymeren (F-Aktin, Ø = 6 nm), 
den Intermediärfilamenten (Ø = 10 nm) und Mikrotubuli (Ø = 23 nm) aufgebaut, wobei Mikrotubuli und Aktinpolymere 
polare Filamente mit zwei strukturell unterschiedlichen Enden sind, die in der Lage sind Stoß- und Zugkräfte bei der 
Polymerisation zu erzeugen. Im Gegensatz dazu sind die Intermediärfilamente unpolar und stabiler (Jansen et al., 
2017). 

126 Integrine sind transmembranäre Adhäsionsproteine, die Heterodimere aus α- und β-Untereinheiten sind. Beim 
Menschen existieren insgesamt 18 α- und 8 β-Untereinheiten, die zur Ausbildung von 24 unterschiedlichen 
Heterodimeren führen (Hynes, 2002; Arnaout et al., 2005; Campbell und Humphries, 2011). Heterodimere Integrine 
sind bidirektionale Transmembranrezeptoren, die das Aktin-Zytoskelett mit der ECM verknüpfen und somit für die 
Zell-ECM-Adhäsion verantwortlich sind (Chen et al., 2004; Jansen et al., 2015; Jansen et al., 2017). Die 
extrazelluläre Domäne der Integrine bindet Proteine der ECM wie z. B. Fibronectin, Vitronectin, Kollagen und 
Laminin (Ringer et al., 2017) sowie das vaskuläre (VCAM-1) und interzelluläre Zelladhäsionsprotein (ICAM-1) 
(Hynes, 2002). Die intrazelluläre Domäne der Integrine ist über die fokalen Adhäsionsproteine, wie z. B. Talin, 
Vinculin und Kindlin mit Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbunden (Calderwood et al., 2013; Atherton et al., 2016; 
Byron und Frame, 2016; Jansen et al., 2017). 

127 Abkürzung YAP vom Englischen Yes-associated protein 
128 Abkürzung TAZ vom Englischen transcriptional co-activator with PDZ-binding motif 
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2017; Jansen et al., 2017). Insgesamt kommt es zu verstärkten Kontraktionen des 

Actomyosin-Komplexes (Chrzanowska-Wodnicka und Burridge, 1996; Burridge und 

Guilluy, 2016; Martino et al., 2018). Die Kontraktionen bewirken zudem eine 

Vergrößerung der fokalen Adhäsionskomplexe (Murrell et al., 2015; Jansen et al., 2017; 

Pandya et al., 2017). Diese vergrößerten Adhäsionskomplexe übertragen intrazelluläre, 

Actomyosin-generierte Stoß- und Zugkräfte auf die ECM, wodurch die Zelle während der 

Zellmigration nach vorne bewegt wird (Atherton et al., 2016). Zahlreiche weitere zelluläre 

Strukturen, transmembranäre und zytosolische Proteine wurden entdeckt, die eine 

Schlüsselrolle bei der Mechanotransduktion spielen wie z. B. die MAPK (Jansen et al., 

2015; Jansen et al., 2017), VCAM129 und ICAM130 (Wolfgang und José Luis, 2016). Im 

Gegensatz zu den Integrinrezeptoren bilden Cadherine 

Zell-Zell-Adhäsionsverbindungen zwischen benachbarten Zellen aus (Wolfgang und 

José Luis, 2016). Die Cadherine wie z. B. das VE-Cadherin131 sind an der 

Mechanorezeption im vaskulären Endothel132 beteiligt (Barry et al., 2015) und bilden 

zudem die Endothelbarriere aus, die für die Gefäßpermeabilität entscheidend ist 

(Gavard, 2014). 

Im vaskulären System herrschen zwei unterschiedliche Arten mechanischer 

Stimulationen, die die Morphologie der Endothelzellen definieren. Erstens, der Blutdruck, 

der als Perfusionsdruck die Gefäßwand ausdehnt (Hahn und Schwartz, 2009) und 

zweitens, der Blutfluss, der tangentiale, laterale Fluss-induzierte Scherkräfte auf die 

Endothelzellen ausübt (Davies, 2009; Hoffman et al., 2011; Hill-Eubanks et al., 2014). 

Die auf die Endothelzellen wirkende Fluss-induzierte Scherkraft ist proportional zur 

Blutviskosität und zur Geschwindigkeit des Blutflusses. Unter physiologischen 

Bedingungen sind menschliche Endothelzellen Scherkräften von 1 - 6 dyn cm-2 im 

venösen und 10 - 40 dyn cm-2 (dela Paz und D'Amore, 2009) bzw. 10 - 70 dyn cm-2 im 

arteriellen Gefäßsystem mit einem arteriellen Durchschnittswert von 20 dyn cm-2 

ausgesetzt (Papaioannou und Stefanadis, 2005; Zhou et al., 2014). Diese Fluss-

induzierte Scherkraft wirkt auf die apikale Zelloberfläche von Endothelzellen, die von 

einer Glykokalyx mit einer Schichtdicke von ca. 150 - 400 nm (Weinbaum et al., 2003; 

Weinbaum et al., 2007; Curry und Adamson, 2012; Tarbell und Shi, 2013) in vitro sowie 

180 - 520 µm in vivo (Potter und Damiano, 2008; Savery und Damiano, 2008; Davies, 

2009) bedeckt sind. Die mechanische Stimulation von Endothelzellen durch Fluss-

induzierte Scherkräfte führt zur Umstrukturierung des endothelialen Aktinzytoskeletts 

                                                
129 Abkürzung VCAM vom Englischen vascular cell adhesion molecule 
130 Abkürzung ICAM vom Englischen intercellular cell adhesion molecule 
131 VE-Cadherin (vom Englischen Vascular Endothelial-Cadherin) ist mit β-Catenin an der Stabilisierung der 

endothelialen Zell-Zell-Adhäsionsverbindungen beteiligt (Gavard, 2014) 
132 Alle Blutgefäße mit Ausnahme der Kapillaren besitzen den gleichen anatomischen Aufbau mit einer äußeren Schicht, 

der Tunica externa auch bekannt als Tunica adventitia, einer mittleren Schicht, der Tunica media und einer inneren 
Schicht, der Tunica intima (dela Paz und D'Amore, 2009). Die Tunica intima wird von einer einlagigen Zellschicht aus 
Endothelzellen, dem sogenannten Endothel (vom Lateinischen: endothelium), ausgekleidet, die dem Blutfluss 
ausgesetzt sind (Papaioannou und Stefanadis, 2005). Vaskuläre Endothelzellen sind flache Zellen mit einer Höhe 
von 0,2 µm am äußeren Zellrand bis 3 µm über dem Zellkern. Die glatten Gefäßmuskelzellen befinden sich dagegen 
in der Tunica intima, der am stärksten ausgeprägte Gefäßschicht (Seidel, 1997). 
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(Osborn et al., 2006) über die Wechselwirkung der ECM mit den Integrinen (Jalali et al., 

1998) und den Intermediärfilamenten (Helmke et al., 2000). 

Die Mechanorezeption der Endothelzellen auf Fluss-induzierte Scherkräfte soll durch 

durch einen mechanosensitiven Zelladhäsionskomplex bestehend aus VE-Cadherin, 

PECAM-1133 und dem Tyrosinkinaserezeptor VEGFR2134 vermittelt werden (Tzima et al., 

2005; Conway et al., 2013). Ein weiterer Tyrosinkinaserezeptor Tie1135 wird auch als 

Mechanosensor bei der Vermittlung von Scherkräften im Endothel diskutiert (Porat et al., 

2004; Woo et al., 2011). 

Darüber hinaus wurden viele weitere Mechanosensoren in Endothelzellen entdeckt 

(Johnson et al., 2011) wie z. B. GPCR mit dem Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1 

(S1P1), dem Bradykinin-B2-Rezeptor (B2R) (Chachisvilis et al., 2006), dem 

GPR68-Rezeptor (Iliff und Xu, 2018; Xu et al., 2018) und dem purinergen P2Y2-Rezeptor 

(Wang et al., 2015), heterotrimere G-Proteine (Gudi et al., 2003; Wang et al., 2015), nicht 

selektive Kationenkanäle wie TRPV4 (Hill-Eubanks et al., 2014; Du et al., 2016), TRPP2 

(Forman et al., 2005; Sharif-Naeini et al., 2009), TRPC1 (Kerstein et al., 2013), Piezo1 

und Piezo2 (Coste et al., 2010; Coste et al., 2012; Murthy et al., 2017; Wu et al., 2017a; 

Beech und Xiao, 2018), nicht-bewegliche primäre Zilien (Nauli et al., 2013), die 

endotheliale Glykokalyx (Secomb et al., 2001; Florian et al., 2003; Weinbaum et al., 

2003; Tarbell et al., 2005; Bai und Wang, 2012; Curry und Adamson, 2012; Tarbell und 

Shi, 2013; Kang et al., 2017) und die sackförmigen Einstülpungen der Zellmembran, die 

sogennanten Caveolae (Stan, 2005) mit den Proteinen Caveolin1 (Yu et al., 2006) 

Caveolin2 und Caveolin 3 sowie Cavin1, Cavin2 und Cavin3 (Tzima et al., 2005; Johnson 

et al., 2011). 

1.6.1 Fluss-induzierte Vasodilatation 

Eine atheroprotektive Reaktion des Endothels wird durch die Fluss-induzierte 

Vasodilatation beschrieben, indem der laminare Blutfluss Fluss-induzierte Scherkräfte 

erzeugt, die den vaskulären endothelialen Wachstumsrezeptor VEGFR2 

ligandenunabhängig aktivieren und eine NO-vermittelte Vasodilatation über eine 

kaskadenartige Aktivierung von PI3K, Akt und eNOS hervorrufen (Jin et al., 2003), indem 

die Akt-abhängige Phosphorylierung der eNOS zur endothelialen NO-Freisetzung und 

schließlich zur Vasodilatation des Gefäßes und zum Senken des Blutdrucks führt. 

                                                
133 PECAM-1 (vom Englischen platelet endothelial cell adhesion molecule) ist ein 

Thrombozyten-Endothelzellen-Adhäsionsmolekül, das auch unter der Bezeichnung Cluster of Differentiation 31 
(CD31) bekannt ist. 

134 Der vaskuläre endotheliale Wachstumsrezeptor VEGFR2 (vom Englischen vascular endothelial growth factor receptor 
2) bindet an vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktoren und ist an der Ausbildung neuer Blut- und Lymphgefäße 
(Angiogenese) beteiligt. 

135 Tie1 (vom Englischen Tyrosine kinase with Immunoglobulin-like and EGF homology 1) soll einerseits die embryonale 
Gefäßneubildung fördern und andererseits bei der Entwicklung einer Atherosklerose im Erwachsenenalter beteiligt 
sein (Porat et al., 2004; Woo und Baldwin, 2011; Woo et al., 2011). 
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1.6.2 Kriterien für die intrinsische Mechanosensitivität von 

Membranproteinen 

Folgende notwendige und hinreichende Bedingungen müssen integrale 

Membranproteine erfüllen, um als Mechanosensoren zu gelten (Christensen und Corey, 

2007; Arnadottir und Chalfie, 2010; Storch et al., 2012; Ranade et al., 2015; Syeda et 

al., 2016): 

• Das mechanosensitive Membranprotein sollte in einer mechanosensitiven Zelle 

exprimiert sein und der Verlust dieses Proteins durch gendefiziente oder 

expressionsreduzierende Strategien sollte die Mechanosensitivität dieser Zelle stark 

reduzieren oder sogar eliminieren.  

• Idealerweise sollte eine heterologe Expression des mechanosensitiven 

Membranproteins in einer nicht mechanosensitiven Zelle als heterologe 

Überexpressionsstrategie zu mechanosensitiven Zellreaktionen führen. 

• Die oben aufgeführten zwei Strategien sollten auf Gewebe- und Organebene sowie 

im ganzen Organismus in situ bzw. in vivo entsprechende Ergebnisse erzielen. 

• Die Ansprechcharakteristik und die Geschwindigkeit des Membranproteins sollten 

adäquat zur mechanosensitiven Reaktionszeit der Zelle sein, z. B. bei Ionenkanälen 

weniger als 5 ms, bei GPCR weniger als 500 ms und bei membrangebundenen 

Enzymen weniger als 50 µs (Xiao und Xu, 2010; Storch et al., 2012). 

• Das mechanosensitive Membranprotein sollte seine Mechanosensitivität behalten, 

wenn es aufgereinigt in eine künstliche und reine Lipidmembran eingebracht wird. 

• Gezielte Aminosäurenaustausche im Membranprotein sollten 

Eigenschaftsveränderungen in seiner Mechanosensitivität erzeugen. 

• Die Stärke des mechanischen Stimulus sollte mit dem mechanosensitiven Effekt auf 

der Proteinebene und als zelluläre Antwort korrelieren. 

1.6.3 Arten von äußeren mechanischen Krafteinwirkungen 

Die äußere Einwirkung von mechanischer Kraft auf isolierte Zellen kann durch Anlegen 

von Fluss-induzierten lateralen Scherkräften, durch Membrandehnung, die durch 

Ansaugen der Zelle mit Unterdruck in der sogenannten „cell-attached“-Konfiguration 

oder durch Aufblähen der Zelle in der Ganzzellkonfiguration mit Überdruck über einer 

Glaspipette erreicht werden. Des Weiteren kann die Zellmembran durch eine punktuelle 

Ausübung von Druck auf einen Membranfleck manipuliert werden. Änderungen des 

osmotischen Druckgradienten können eine osmotisch bedingte Zellschwellung durch die 

extrazelluläre Applikation hypoosmotischer Lösungen induzieren. Jedoch ist die 

Zellschwellung als mechanischer Stimulus weniger artefaktfrei im Vergleich zu anderen 

mechanischen Krafteinwirkungen wie Scherkräfte oder einfache Druckapplikationen. Die 

hypoosmotische Zellschwellung durch den Wassereinstrom birgt die Gefahr, dass 

zusätzliche Effekte von den verdünnten intrazellulären Ionenkonzentrationen kommen. 
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Alle aufgeführten mechanischen Reize führen zur Beeinflussung der 

Oberflächenspannung136 der Lipid-Doppelschicht (Ranade et al., 2015). 

1.6.4 Vorstellungsmodelle zur Kraftübertragung auf Membranproteine 

Die Zellmembran der Säugetiere setzt sich aus amphiphilen Phospholipiden zusammen, 

die jeweils aus einem polaren hydrophilen Phosphatkopf und zwei hydrophoben 

Kohlenwasserstoffketten aus Fettsäuren aufgebaut ist. Die hydrophoben 

Fettsäureketten assoziieren über hydrophobe Wechselwirkungen miteinander, während 

die polaren hydrophilen Köpfe mit wässriger Umgebung und miteinander in 

Wechselwirkung treten und eine ca. 30 Å (Andersen und Koeppe, 2007), 36 Å (de Meyer 

und Smit, 2009) bis 42.5 Å (Mitra et al., 2004) dicke Lipid-Doppelschicht ausbilden 

(Singer und Nicolson, 1972), die das wässrige Zytosol von dem Extrazellularraum 

abtrennt. Die biologische Membranen besitzen die Eigenschaft, einen mechanischen 

Reiz auf die darin eingebetteten Proteine zu übertragen (Balleza, 2012). Es gibt drei 

unterschiedliche Möglichkeiten der mechanischen Aktivierung von integralen 

Membranproteinen in der Lipid-Doppelschicht (Christensen und Corey, 2007; Inoue et 

al., 2009; Arnadottir und Chalfie, 2010; Mederos y Schnitzler et al., 2011; Storch et al., 

2012; Zanini und Gopfert, 2013): 

• Erstens, das Membranmodell137 nimmt an, dass die mechanische Kraft eine 

Änderung im Druck-Spannungsprofil der Zellmembran ausübt, die einen direkten 

Einfluss auf das Protein selber hat und dadurch Bewegungen von flexiblen Strukturen 

des Proteins stattfinden, die zu einer Konformationsänderung führen. Das bedeutet, 

dass flexible Strukturen im Membranprotein sensitiv auf Änderungen des 

Druck-Spannungsprofils der Zellmembran reagieren. Erstmals bestätigte sich das 

Membranmodell bei aufgereinigten bakteriellen mechanosensitiven Ionenkanälen in 

künstlichen Membranen aus Asolecithin (Sukharev et al., 1993). 

• Zweitens, das Verankerungsmodell138 besagt, dass das integrale Membranprotein an 

intrazelluläre Strukturen wie z. B. das Zytoskelett oder extrazellulären Strukturen wie 

die Glykocalyx oder sogar gleichzeitig an beiden Strukturen gebunden bzw. verankert 

ist. Auf einen mechanischen Reiz hin werden diese intrazellulären 

Verankerungsstrukturen bewegt, die eine passive Relativbewegung des integralen 

Membranproteins zu den mechanosensitiven Verankerungsstrukturen auslöst, 

wodurch eine Konformationsänderung im Membranprotein stattfindet. 

• Drittens, das indirekte Modell beruht darauf, dass ein anderes intrinsisches 

mechanosensitives Protein die mechanische Erregung an das integrale 

Membranprotein weiter gibt. Damit ist das integrale Membranprotein im eigentlichen 

Sinne ein Mechanotransduktor. 

                                                
136 Die Oberflächenspannung ist die Kraft [N/m], die tangential auf eine Flüssigkeitsoberfläche bzw an einer 

Vakuum/Gas-Flüssigkeit-Grenzfläche wirkt. 
137 Das FFL-„Force-From-Lipid“-Prinzip (Teng et al., 2015) 
138 Das „tethered“-Modell (Zanini und Gopfert, 2013; Martinac, 2014) 
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Nur wenn das Membranmodell auf ein integrales Membranprotein zutrifft, spricht das für 

eine intrinsische Mechanosensitivität des Membranproteins. Das Membranprotein ist der 

Mechanosensor und bleibt weiterhin bei der Integration in eine künstliche 

Lipid-Doppelschicht mechanosensitiv unabhängig von weiteren zellulären Proteinen, 

sekundären Botenstoffen und extra- und intrazellulären Strukturen wie ECM und 

Zytoskelett. 

1.6.5 Intrinsisches Kraftprofil mit lateralem Druck-Spannungsprofil in der 

Lipid-Doppelschicht 

Die Membrandehnung kann Konformationsänderungen in integralen Membranproteinen 

verursachen, die die Membranpermeabilität, die Lipiddiffusion und die Organisation von 

Lipidflößen (lipid rafts) beeinflussen können. Das intrinsische Kraftprofil in einer 

Lipid-Doppelschicht „Force from Lipid“ (Anishkin et al., 2014; Teng et al., 2015) wird als 

die Richtung, Betrag und Tiefe entlang einer Lipid-Doppelschicht definiert. Es wird 

vermutet, dass der erhöhte laterale Druck in der Nähe der wässrigen Grenzflächen durch 

die verringerte laterale Kraft zur Mitte der Lipid-Doppelschicht hin kompensiert wird 

(Cantor, 1997). Das laterale Druck-Spannungsprofil der Lipid-Doppelschicht (siehe 

Abbildung 1.13) beschreibt, dass eine starke laterale Kraft in der Nähe der hydrophilen 

Köpfe und der Lipidhälse vorzufinden ist und durch Abstoßungskräfte der lipophilen 

Fettsäureketten und hydrophilen Kopfgruppen in der entspannten Lipid-Doppelschicht 

ausgeglichen wird (Anishkin et al., 2014), wobei auch Kräfte auf die 

Protein-Lipid-Grenzfläche wirken (Kung, 2005). Somit liegt der Nettobetrag des lateralen 

Druck-Spannungsprofils bei einer ruhenden, entspannten Lipid-Doppelschicht, die keine 

äußere Krafteinwirkung widerfährt, bei gleich Null (Gullingsrud und Schulten, 2004; 

Marsh, 2007). Transmembranäre Proteine sind viel weniger komprimierbar als die 

Lipid-Doppelschicht, was bedeutet, dass die Lipid-Doppelschicht 100- bis 1000-fach 

weicher als die eingebetteten Proteine ist und sich somit an das integrale 

Membranprotein anpasst (Andersen und Koeppe, 2007). Eine Membrandehnung kann 

die Struktur der Lipid-Doppelschicht verdünnen, eine Stauchung die Struktur der 

Lipid-Doppelschicht verdichten, wodurch die laterale Spannung in der 

Lipid-Doppelschicht erhöht und eine hydrophobe Fehlpaarung an der 

Protein-Lipid-Grenzfläche erzeugt wird (Anishkin et al., 2014). Somit verursacht die 

Deformation der Lipid-Doppelschicht z. B. durch Membrandehnung oder Stauchung 

einen Energieaufwand, so dass transmembranäre Membranproteine ihre Konformation 

zugunsten einer Konformation mit einer kleineren hydrophoben Fehlpaarung an der 

Protein-Lipid-Grenzfläche einstellen, die zudem von der Lipid-Doppelschicht stabilisiert 

wird. Die Lipid-Doppelschicht dient somit als allosterischer Regulator der 

Membranproteinfunktion (Andersen und Koeppe, 2007). 

Während eine ruhende Zellmembran das integrale Membranprotein wie z. B. einen 

mechanosensitiven Ionenkanal in einer definierten Form hält, kann jeder Einfluss in das 

System z. B. in Form einer Membrandehnung oder das Einbringen von amphiphilen 

Substanzen wie z. B. Lokalanaesthetika oder Lysophospholipiden mit unterschiedlichen 
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Fettsäurelängen (Perozo et al., 2002b) zu einer Änderung der Oberflächenspannung 

zwischen der Wasser-Lipid-Grenzfläche, einer Deformation, Krümmung und einer 

Änderung des intrinsischen Kraftprofils in der Lipid-Doppelschicht führen. Somit wird ein 

in der Lipid-Doppelschicht eingebettetes, transmembranäres Protein wie z. B. ein 

Ionenkanal dazu veranlagt, eine andere Konformation einzunehmen (Perozo et al., 

2002b; Kung et al., 2010; Kocer, 2015). 

Abbildung 1.13: Laterales Druck-Spannungsprofil 

mit Membranmodell Lipid-Doppelschicht mit 

transmembranärem Protein (rosa), wo hydrophile 

Köpfchen in blau und hydrophobe, lipophile 

Fettsäurereste in grau dargestellt sind. Das integrale 

Protein befindet sich in einem geschlossenen Zustand 

in einer ruhenden, ungestörten Lipid-Doppelschicht. 

Rechts befindet sich ein laterales 

Druck-Spannungsprofil (intrinsisches Kraftprofil). Bei 

einer ungestörten Lipid-Doppelschicht stimmt die 

hydrophobe Proteinlänge (I) mit der Dicke der 

ruhenden, Lipid-Doppelschicht (d0) überein (I = do) (A). 

Eine Membrandehnung oder Stauchung der 

Lipid-Doppelschicht stört die optimale 

Übereinstimmung zwischen dem integralen Membranprotein und der Lipid-Doppelschicht: Die hydrophobe 

Länge des Proteins ist nun gegenüber der Dicke der Doppelschicht verändert uo (I ≠ do). Durch die 

Membrandehnung oder Stauchung passen sich die hydrophoben Phospholipide an das hydrophobe Protein 

an, das dadurch eine energetisch günstigere Konformation einnimmt. Stark modifizierte Abbildung aus der 

Vorlage Andersen und Koeppe (2007) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 36:107–30 

1.6.6 Myogener Tonus 

Die autonome myogene Vasokonstrinktion auf einen erhöhten intravaskulären Druck von 

präkapillaren Widerstandsgefäßen mit einem Innendurchmesser kleiner als 150 µM 

(Davis und Hill, 1999) schützt das nachfolgende Kapillarbett vor durch einen erhöhten 

Blutfluss bedingte Gefäßschädigungen und Durchblutungsstörungen. Somit gewährt die 

vaskuläre Autoregulation des Blutflusses einen konstanten Blutfluss im Kapillarbett, so 

dass die Sauerstoffversorgung lebenswichtiger Organe trotz Schwankungen des 

arteriellen Blutdrucks aufrechterhalten werden kann (Mederos y Schnitzler et al., 2008; 

Kauffenstein et al., 2012). Im Nierenkreislauf verhindert sie die Übertragung von 

erhöhten intravasalen Drücken auf die glomerulären Kapillaren, die zur 

Nierenschädigung und Entwicklung einer Proteinurie führen können. Die Autoregulation 

des zerebralen Blutflusses schützt das Gehirn vor einer Schädigung durch eine 

Zunahme des hydrostatischen Kapillardrucks (Roman und Van Dokkum, 2014). Die 

vaskuläre myogene Autoregulation, die auch unter der Bezeichnung „Myogener Tonus“ 

oder „Bayliss-Effekt“ bekannt ist, wurde schon im Jahre 1902 von William Maddock 

Bayliss beobachtet (Bayliss, 1902). Der myogene Tonus dient somit zur 

Aufrechterhaltung eines basalen Gefäßtonus, des peripheren Widerstandes, einer 

Autoregulation des Blutflusses und zur Aufrechterhaltung des hydrostatischen 

Kapillardrucks (Davis und Hill, 1999; Mederos y Schnitzler et al., 2008; Storch et al., 

2012; Blodow et al., 2014; Mederos et al., 2016b). Die Dehnung der Gefäßwand auf 
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einen erhöhten Blutdruck depolarisiert glatte Gefäßmuskelzellen, die auf einen 

Kalziumeinstrom über spannungsgesteuerte L-Typ Kalziumkanäle (LTCC139) und über 

eine Kalzium - Calmodulin vermittelte Phosphorylierung der 20 kDa leichten Myosinkette 

durch die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK140) kontrahieren und die myogene 

Vasokonstrinktion auslösen (Mederos y Schnitzler et al., 2008; Kauffenstein et al., 2012; 

Roman und Van Dokkum, 2014). Die myogene Vasokonstriktion findet unabhängig vom 

Endothel (Bevan und Laher, 1991) und vom vegetativen Nervensystem statt (Blodow et 

al., 2014), was an denervierten und isolierten Gefäßabschnitten sowie an Organen 

belegt werden konnte (Bayliss, 1902; Davis und Hill, 1999). Es wurde schon in 

verschiedenen Arterien und Arteriolen des Gastrointestinaltraktes wie z. B. 

Mesenterialarterien (Blodow et al., 2014; Storch et al., 2015), des Herzens, der Niere 

und des zentralen Nervensystems untersucht (Osol et al., 2002; Jarajapu et al., 2008). 

Die Aufklärung der Mechanosensoren mit den zugrundeliegenden molekularen 

Mechanismen der myogenen Vasokonstriktion glatter Muskelzellen war und ist immer 

noch Gegenstand der Forschung der Arbeitsgruppen um Prof. Dr. rer. nat. Michael 

Mederos y Schnitzler und Dr. rer. nat. Ursula Storch am Walther-Straub-Institut in 

München. 

1.6.7 Mechanosensitive GPCR 

Im Jahre 2004 konnten Issei Komuro und Kollegen zum ersten Mal zeigen, dass der 

Gq/11-Protein gekoppelte Angiotensin II AT1-Rezeptor bei mechanischer Stimulation ohne 

Beteiligung des Peptidhormons Angiotensin II in vivo als auch in vitro eine Rolle bei der 

Entwicklung einer belastungsinduzierten Herzhypertrophie spielt. Die Verwendung des 

inversen Agonisten Candesartan konnte die belastungsinduzierte Herzhypertrophie 

signifkant unterdrücken (Zou et al., 2004; Yasuda et al., 2008a). Zwei Jahre später wurde 

beschrieben, dass Immunzellen, insbesondere neutrophile Leukozyten, die aus 

HL60-Zellen stammen, temporäre Ausstülpungen der Zellmembran, die sogenannten 

Pseudopodien auf flussvermittelte Scherkräfte rückbildeten. Für diese Scherkraft 

induzierte Rückbildung der Pseudopodien kam nur der Gi/o - Protein gekoppelte 

Formylpeptidrezeptor Typ1 FPR1 als Mechanosensor in Frage. Durch die Verwendung 

inverser Agonisten konnte die konstitutive Rezeptoraktivität des Formylpeptidrezeptors 

unterdrückt und die Rückbildung der Pseudopodien verhindert werden (Makino et al., 

2006; Storch et al., 2012). Eine weitere Untersuchung konnte zeigen, dass der in 

Endothelzellen der Rinderaorta (BAEC141) überexprimierte Bradykinin B2-Rezeptor in 

Abwesenheit des endogenen Liganden durch Fluss-induzierte Scherkräfte (30 dyn cm-2), 

sowie durch Membrandehnung mit hypoosmolarer Lösung (142 mOsm kg-1) als auch 

durch eine erhöhte Membranfluidität durch Benzylalkohol (15 mM) aktiviert wurde. Diese 

mechanische Aktivierung des Bradykinin B2-Rezeptors konnte unter Applikation eines 

                                                
139 Abkürzung LTCC vom Englischen voltage gated L-type calcium channel 
140 Abkürzung MLCK vom Englischen myosin light chain kinase 
141 Abkürzung BAEC vom Englischen bovine aortic endothelial cell 
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selektiven B2-Rezeptorantagonisten (10 µM HOE140) signifikant unterdrückt werden 

(Chachisvilis et al., 2006; Storch et al., 2012). 

Einen Einblick in den molekularen Mechanismus der mechanischen Aktivierung von 

GPCR konnte zum ersten Mal mit Hilfe der SCAM-Methode (SCAM142) am Angiotensin II 

AT1-Rezeptor gewonnen werden. Die mechanische Aktivierung des AT1-Rezeptors 

durch Membrandehnung führte im Gegensatz zur Agonistenstimulation zur Rotation der 

TM7 gegen den Uhrzeigersinn in die orthosterische Ligandenbindetasche (siehe 

Abbildung 1.14). Der inverse Agonist Candesartan konnte die mechanische 

Rezeptoraktivierung unterdrücken, indem zwei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 

der Carboxylatgruppe des Candesartans einerseits zum Q257 der TM6 und andererseits 

zum T287 der TM7 ausgebildet werden und die Rotationsbewegung der TM7 sterisch 

verhindern und einen inaktiven Rezeptorzustand des AT1-Rezeptors stabilisieren 

(Yasuda et al., 2008a; Yasuda et al., 2008b; Akazawa et al., 2009; Sharif-Naeini et al., 

2010). Somit führt die mechanische Aktivierung des AT1-Rezeptors zu einer weiteren 

aktiven, der Agonisten induzierten unterschiedlichen Rezeptorkonformation. Durch 

Membrandehnung bewegt sich die TM7 gegen den Uhrzeigersinn in die orthosterische 

Ligandenbindetasche (Yasuda et al., 2008a; Yasuda et al., 2008b; Storch et al., 2012), 

wohingegen die Agonistenstimulation zu einer radialen 14 Å Auswärtsbewegung der 

TM6 auf der intrazellulären Membranseite des β2AR (siehe Abbildung 1.2) führt 

(Rasmussen et al., 2007; Rasmussen et al., 2011b; Kobilka, 2013). 

Abbildung 1.14: Rezeptormodell des AII AT1-Rezeptors mit unterschiedlichen Rezeptorzuständen in 

der Seitenaufsicht (A und B) und in der extrazellulären Aufsicht (A). GPCR können in unterschiedlichen 

Rezeptorzuständen vorliegen: Inaktiver Grundzustand in Abwesenheit eines Liganden [R0], 

Agonisten-induzierter aktiver [R*Agonist] oder mechanisch induzierter aktiver [R*Dehnung] Rezeptorzustand 

sowie ein mit dem inversen Agonisten Candesartan stabilisierter inaktiver Rezeptorzustand [Rinaktiv]. 

                                                
142 Abkürzung SCAM vom Englischen substituted cysteine accessibility mapping. Mit Hilfe der SCAM-Methode können 

die Aminosäuresequenz sowie die funktionellen Zustände von Transmembranproteinen bestimmt werden. Hierfür wird 
jede in einer Transmemrandomäne befindliche Aminosäure einzeln nacheinander zu Cystein mutiert. Die auf diese 
Weise mutierten integralen Proteine werden anschließend heterolog in Zellen exprimiert und mit Sulfhydrylreagenzen 
(Methanthiosulfonat = MTS) behandelt, was zur Ausbildung einer irreveriblen Disulfidbrückenbindug führt (Javitch et 
al., 1995; Karlin und Akabas, 1998). Meistens wird die SCAM-Methode zur Bestimmung der orthosterischen 
Ligandenbindung von Transmembranproteinen benutzt. 
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Stattfindende Konformationsänderungen in den TM, die zu den beiden aktiven Rezeptorzuständen [R*Agonist] 

und [R*Dehnung] führen, sind als schwarze Pfeile (A) bzw. als rote Rechtecke (B) dargestellt. Der Agonist wird 

durch eine blaue Ellipse (B) und die Membrandehnung durch zwei entgegengesetzte blaue Pfeile (B) 

hervorgehoben. Das Zytoskelett (cytoskeleton) und die ECM (EC matrix) (B) sind in hellgrau dargestellt. 

Diese beiden unterschiedlichen aktiven Rezeptorkonformationen [R*Agonist] und [R*Dehnung] können des 

Weiteren unterschiedliche Effektorsysteme (signal A und B) anstoßen. Modifizierte Abbildungen aus den 

Vorlagen Yasuda et al. (2008) EMBO Rep. 9:179-186 und Storch et al. (2012) Am J Physiol 302:H1241-1249 

In früheren Untersuchungen konnte von den Arbeitsgruppen um Prof. Dr. Michael 

Mederos y Schnitzler und PD Dr. Ursula Storch sowohl auf zellulärer Ebene und als auch 

in Blutgefäßen gezeigt werden, dass Gq/11-Protein gekoppelte Rezeptoren wie der 

Histamin H1- (H1R), der muskarinische M5- (M5R), der Angiotensin II AT1- (AT1R), der 

Endothelin ETA (ETAR), der Vasopressin V1A-Rezeptor (V1AR) und der 

Cysteinyl-Leukotrienrezeptor Typ1 (CysLT1R) in Abwesenheit endogener Agonisten 

intrinsisch mechanosensitiv sind (Mederos y Schnitzler et al., 2008; Mederos y Schnitzler 

et al., 2011; Storch et al., 2012; Blodow et al., 2014; Storch et al., 2015; Mederos et al., 

2016a). 

Des Weiteren konnte die Arbeitsgruppe um Howard Allan Rockman und Kollegen eine 

G-Protein unabhängige β-Arrestin-2 Rekrutierung bei einer mechanischen Aktivierung 

des Angiotensin II AT1-Rezeptors bestätigen, die zu einer Phosphorylierung des 

AT1-Rezeptors durch die beiden GPCR-Kinasen GRK5 und GRK6 und einer 

anschließenden Aktivierung der extrazellulär-regulierten Kinasen ERK1/2 führt (Rakesh 

et al., 2010; Barauna et al., 2013). Bei einer Membrandehnung des AT1-Rezeptors wird 

ebenso die β-Arrestin-2 vermittelte Signalkaskade angestoßen wie mit allosterischen 

Modulatoren, die bevorzugt eine β-Arrestin-2 Rekrutierung anstelle einer G-Protein 

Aktivierung induzieren. Das bedeutet, dass die Membrandehnung wie ein allosterischer 

Modulator fungiert (Tang et al., 2014). Eine weitere Arbeitsgruppe um Jose Eduardo 

Krieger konnte zeigen, dass der Angiotensin II AT1-Rezeptor in Abwesenheit des 

endogenen Liganden Angiotensin II durch Scherkräfte (15 dyn cm-2, 10 Minuten lang) 

aktiviert wird und eine ERK1/2-Aktivierung in CHO143-K1-Zellen hervorruft, die durch den 

inversen Agonisten Candesartan und den selektiven Gq/11-Protein Inhibitor YM-254890 

vollständig unterdrückt werden konnten (Barauna et al., 2013). 

Von den bisher untersuchten G-Protein gekoppelten Rezeptoren (siehe Abbildung 1.15) 

zeigte der Histamin H1-Rezeptor in der absteigenden Reihenfolge 

H1R > AT1R > M5R > V1AR die ausgeprägteste Mechanosensitivität (Mederos y 

Schnitzler et al., 2008; Storch et al., 2012). Daher wurde der Histamin H1-Rezeptor in 

diesem Projekt auf molekularer Ebene genauer untersucht. 

                                                
143 Abkürzung CHO vom Englischen Chinese Hamster Ovary 
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Abbildung 1.15: Mechanische Aktivierung von Gq/11-Protein gekoppelten Rezeptoren Die 

Koexpression von einem nicht selektivem TRPC-Kationenkanal (TRPC6) zusammen mit einem Gq/11-Protein 

gekoppelten Rezeptor (H1R, M5R, AT1R, ETAR und V1AR) erzeugte mechanisch induzierbare einwärts- und 

auswärtsgerichtete Kationenströme in HEK293-Zellen bei Applikation einer hypoosmolaren Lösung in der 

Ganzzellableitung (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Es sind die Strom-Spannungs-Kurven mit dem Strom 

(pA) in der Ordinate und der Spannung (mV) in der Abszisse  für den H1R unter Basalaktivität (basal), bei 

mechanischer (hypo) sowie bei Agonisten Stimulation (his) dargestellt (A). Zudem wird der 

Strom-Zeit-Verlauf bei mechanischer und Agonisten Stimulation des H1R gezeigt (A). Im Gegensatz dazu, 

zeigte die alleinige Überexpression des nicht-selektiven Kationenkanals TRPC6 keine Kationenströme auf 

einen mechanischen Reiz hin (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Bemerkenswerterweise führte der 

mechanosensitive H1R im Vergleich zu dem AT1R, dem M5R und dem V1AR zu maximalen 

TRPC6-vermittelten Kationenströmen unter mechanischer Stimulation mit hypoosmolarer Lösung (B). 

Modifizierte Abbildung aus der Vorlage Mederos y Schnitzler et al. (2008) Embo J 27:3092-3103 

Weitere in der Literatur als intrinsisch mechanosensitiv deklarierte GPCR, die auf Fluss-

induzierte Scherkräfte reagieren, sind der Gs-Protein gekoppelte Dopamin D5-Rezeptor 

in primären Zilien des vaskulären Endothels (Abdul-Majeed und Nauli, 2011), der 

Gi/o-Protein gekoppelte Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor Typ1 S1P1R (Kauffenstein et 

al., 2012) in Gefäßendothelzellen bei der Angiogenese (Jung et al., 2012), der Gs-Protein 

und Gq/11-Protein gekoppelte Parathormonrezeptor Typ1 PTH1R (Zhang et al., 2009) und 

der Gi/o-Protein  gekoppelte Serotoninrezeptor Typ1B 5-HT1B (Candelario und 

Chachisvilis, 2012; Wang et al., 2013b) in Prä-Osteoblasten144 sowie der Gi-Protein 

gekoppelte Apelinrezeptor AplnR, der für die planare Polarisierung von vaskulären 

Endothelzellen von Bedeutung ist. Dadurch können sich die Endothelzellen parallel zur 

Blutflussrichtung ausrichten und den Strömungswiderstand senken (Kwon et al., 2016; 

Zhao et al., 2016). Außerdem wurde in der Literatur beschrieben, dass auch der 

Apelinrezeptor wie der zuvor beschriebene Angiotensin II AT1-Rezeptor 

agonistenunabhängig zu einer belastungsinduzierten Herzhypertrophie beitragen kann, 

indem eine persisitierende mechanische Aktivierung des Apelinrezeptors AplnR zur 

Vergrößerung von Kardiomyozyten führt (Scimia et al., 2012). Eine indirekte 

mechanische Stimulation von purinergen P2Y6-Rezeptoren in Kardiomyozyten löst 

dagegen eine belastungsinduzierte Herzfibrose aus, indem Pannexin-1 zur Freisetzung 

von extrazellulärem Uridindiphosphat führt, das an den P2Y6-Rezeptor bindet und eine 

                                                
144 Prä-Osteoblasten sind Vorläuferzellen von knochenbildenden Osteoblasten, die das Knochenwachstum regulieren. 
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G12/13-Protein vermittelte Signalkaskade anstoßt (Nishida et al., 2008). Ein weiterer 

purinerger Rezeptor, der Gq/11-Protein gekoppelter P2Y2-Rezeptor überträgt Fluss-

induzierte Scherkräfte auf das Endothel und ist somit an der Blutdruckregulation beteiligt 

(Wang et al., 2015; Sathanoori et al., 2017). Außerdem wurde gezeigt, dass die beiden 

Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 in Endothelzellen bei der durch Scherkräfte 

vermittelten Migration von Endothelzellen wie z. B bei der Wundheilung beteiligt sind. 

Sowohl die mRNA-Expression der beiden Chemokinrezeptoren als auch die bei der 

Zellmigration zurückgelegte Strecke stieg bei zunehmenden Beträgen Fluss-induzierter 

Scherkräfte (5,56 dyn cm-2, 10,02 dyn cm-2 und 15,27 dyn cm-2) an (Zeng et al., 2011; 

Zeng et al., 2012). Eine im Jahre 2018 veröffentlichte Studie konnte einen neuen 

mechanosensitiven GPCR, den Waisen-GPR68 in Endothelzellen aufdecken, der an der 

Fluss-induzierten Vasodilatation von Widerstandsgefäßen dritter Ordnung beteiligt sein 

soll (Iliff und Xu, 2018; Xu et al., 2018). Eine im Anfang 2019 veröffentlichte Arbeit konnte 

zeigen, dass eine Heteromerizierung des mechanosensitiven Angiotensin II 

AT1-Rezeptors mit dem mechanosensitiven Bradykinin B2-Rezeptor eine Präeklampsie 

mit Bluthochdruck bei Schwangeren verursacht (Quitterer und AbdAlla, 2019; Quitterer 

et al., 2019). 

1.6.8 Adhäsions-G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

In jüngsten Untersuchungen wurden neue mechanosensitive GPCR aus der 

zweitgrößten Familie der GPCR-Superfamilie (Fredriksson et al., 2003), die 

Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren (aGPCR145), entdeckt. Bisher wurden 

sechs Vertreter aus der Familie der Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren als 

mechanosensitive Proteine beschrieben (Scholz et al., 2016b): 

• Der bei der belastungsinduzierten Skelettmuskelhypertrophie beteiligte 

G12/13-Protein-gekoppelte Rezeptor 56 (GPR56) (Yona et al., 2008; White et al., 

2014). 

• Der an der mechanischen Myelinisierung durch Schwann-Zellen beteiligte 

Gs-Protein-gekoppelte Rezeptor 126 (GPR126) (Petersen et al., 2015). 

• Der in den Chordotonal-Neuronen der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) 

exprimierte und an der Propriozeption beteiligte Latrophilin/CIRL 

Adhäsions-G-protein gekoppelte Rezeptor (ADGRL) (Scholz et al., 2015). 

• Die konstitutiv aktive, lange ungespaltene Isoform des Gs-Protein gekoppelten 

murinen 114 (GPR 114) mit nur einer unterschiedlichen Aminosäure Q230 in der 

Stachelsequenz reagiert mechanosensitiv auf Schüttelbewegungen, wohingegen die 

zweite lange ungespaltene Isoform in Nagetieren, die kein Q230 in der 

Stachelsequenz aufweist, nicht mechanosensitiv ist (Wilde et al., 2016). 

• Der an der Lungenhomöostase beteiligte Gq/11-Protein-gekoppelte 116 (GPR 116). 

Die Sekretion und Aufnahme von oberflächenaktiven Surfactant-Proteinen von 

                                                
145 Abkürzung aGPCR vom Englischen Adhesion G-protein coupled receptor 
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epithelialen AT2-Zellen in der Lunge wird über eine Gq/11-Protein vermitteltes 

Effektorsystem gesteuert, das wahrscheinlich durch die mechanische Dehnung von 

AT2-Zellen bei der Lungenexpansion ausgelöst wird (Brown et al., 2017). 

• Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor E2 (EMR2/ADGRE2), der zur Ausbildung 

einer Nesselsucht (vibratory urticaria) auf Hautvibrationen bei Patienten mit einer 

p.C492Y Mutation in der GAIN-Domäne führt. Diese p.C492Y Mutation führt zu einer 

erhöhten Rezeptoraktivität bei mechanischer Stimulation, was letztendlich zu einer 

Degranulation von Histamin durch Mastzellen führt (Boyden et al., 2016). 

Eine Besonderheit von Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist, dass sie einen 

langen extrazellulären N-Terminus besitzen, der durch eine Autoproteolysereaktion146, 

jeweils in ein N-terminales Fragment (NTF) und ein C-terminales Fragment mit sieben 

Transmembrandomänen (CTF) gespalten wird (Yona et al., 2008). Durch die 

Autoproteolysereaktion kommt es zur Freisetzung einer in der GAIN-Domäne 

vorhandenen und noch an den N-Terminus des Adhäsions-G-Protein gekoppelten 

Rezeptors gebundenen Sequenz, der als sogenannter „Stachel“ bezeichnet wird und 

vermutlich als ein „tethered“ Peptidagonist an das C-terminale Fragment des 

Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptor bindet und diesen aktiviert (Scholz et al., 

2016b; Wilde et al., 2016). Einige Vertreter der Adhäsions-G-Protein gekoppelten 

Rezeptoren werden nicht autoproteolytisch in ein NTF und ein CTF gespalten. Dennoch 

besitzen sie eine „Stachel“ Sequenz in der GAIN-Domäne, die den Rezeptor aktivieren 

kann (Krishnan et al., 2016). Es wird vermutet, dass eine Konformationsänderung in der 

GAIN-Domäne den „Stachel“ für eine Perzeption mit dem CTF zugänglich macht (Scholz 

et al., 2016a). Da die Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren über den langen 

N-Terminus an die ECM wie z. B. das Kollagen III (White et al., 2014) oder Laminin-211 

(Petersen et al., 2015) und an intrazelluläre Strukturen wie z. B. das Zytoskelett 

verbunden sind (Scholz et al., 2016b), kann das Verankerungsmodell (siehe Abschnitt 

1.6.3) für die Übertragung mechanischer Reize bei den aGPCR in Betracht gezogen 

werden. 

1.7 Zielsetzung 

Bisher wurden die physiologische und pathophysiologische Relevanz der 

Mechanosensitivität von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und die dazugehörigen 

Signalkaskaden ausreichend gut charakterisiert. Leider fehlen bislang Untersuchungen 

darüber, wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren überhaupt in der Lage sind, einen 

mechanischen Reiz wahrzunehmen. 

Es stellt sich somit die Frage: Welche molekularen Strukturen der G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren sind für die Aufnahme des mechanischen Reizes verantwortlich? 

                                                
146 Die Autoproteolysereaktion wird durch eine ca. 320 Aminosäuren lange autoproteolytische GAIN-Domäne (GPCR 

autoproteolysis inducing domain) mit einer konservierten Cystein-reichen ca. 40-50 Aminosäuren langen 
proteolytischen GPCR-Stelle (GPS = GPCR proteolysis site) katalysiert (Yona et al., 2008; Arac et al., 2012). 
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In der vorliegenden Arbeit sollte der molekulare Mechanismus der Mechanosensitivität 

von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren untersucht werden.  

Mit Hilfe der intramolekularen dynamischen FRET-Photometrie, der Kamera-basierten 

ratiometrischen und zeitabhängigen Kalziumanalysen und mit der Patch-Clamp-Technik 

(Ganzzellableitungen in der Spannungsklemme) sollte die Mechanosensitivität von 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren auf der molekularen Ebene genauer untersucht 

werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Kompetitiver Histamin-Enzymimmunassay 

Material  Hersteller 

Human Histamine ELISA Kit Arigo, # ARG80457 

Präzisions-Einzelkanalpipetten (10 - 1000 µl) Peqlab 

Präzisions-Mehrkanalpipetten (250 µl) Peqlab 

Gestopfte Pipettenspitzen (10 - 1000 µl) Sarstedt  

Plattformschüttler Heidolph Polymax 1040 

Spektralphotometer Mikroplattenleser FLUOstar Omega, BMG Labtech 

Doppelt destilliertes Wasser/ Reinstwasser Membrane pure, #180-0013 

500 ml Messkolben  im Labor vorhanden 

Fusselfreie Präzisionstücher Kimberly Clark KIMTECH SCIENCE 
Trocken-Reinigungstücher weiß, 210 x 110mm, 
280 Stück/Packung 

Für die quantitative Bestimmung der intraluminalen Histaminkonzentration in 

Perfusatproben von ex vivo untersuchten murinen Mesenterialarterienabschnitten der 

ersten und zweiten Ordnung wurde ein handelsüblicher Histamin-Enzymimmunassay Kit 

von Arigo biolaboratories mit einer Nachweisgrenze von 0,2 ng ml-1 (1,8 nM) und einem 

Detektionsbereich von 0,2 – 50 ng ml-1 (1,8 – 450 nM) gemäß Herstellerangaben 

verwendet. Dieser Enzymimmunassay wird normalerweise für die Quantifizierung von 

Histaminkonzentrationen im menschlichen Urin und Plasma eingesetzt. Der 

Histamin-Enzymimmunassay beruht auf einer kompetitiven Immunreaktion. Dabei ist der 

Boden der Mikrotiterplatte mit einer bekannten Menge an Histamin behaftet. Das 

Histamin in den Proben, was dem zu untersuchenden Antigen entspricht, und das an die 

Mikrotiterplatte gebundene Histamin konkurrieren um eine definierte Anzahl an freien 

Bindestellen eines Histamin-Antikörpers. Nach Einstellung der kompetitiven 

Immunreaktion wird nicht an die Mikrotiterplatte gebundener 

Antigen-Antikörper-Komplex und freies Antigen durch drei aufeinanderfolgende 

Waschschritte entfernt. Der nun an die Mikrotiterplatte gebundene 

Antigen-Antikörper-Komplex wird mit Hilfe eines an das Enzym Peroxidase gekoppelten 

Anti-Ziegen-IgG-Antikörpers nachgewiesen. Die Konzentration des an die 

Mikrotiterplatte gebundenen Antigen-Antikörper-Komplexes ist umgekehrt proportional 

zur Histaminkonzentration in der Probe. 

Zuerst wurde das Histamin in den Standardlösungen, Kontrolllösungen und den 

Perfusatproben quantitativ mit einem Acylierungsreagenz acyliert. Hierfür wurden jeweils 

100 µl der Standardlösungen (unbekannte Zusammensetzung), der Kontrolllösungen 

(unbekannte Zusammensetzung) und jeweils 20 µl der Proben in Phosphat-gepufferter 

Salzlösung (in mM: 119 NaCl, 4,7 KCl, 1,6 CaCl2 * 2H2O, 1,2 KH2PO4, 11,1 Glucose, 1,2 

Mg2SO4, 25 NaHCO3) in die einzelnen Vertiefungen einer Reaktionsplatte (96 

Lochschale) gegeben und mit 80 µl Verdünnungsmittel für das Acylierungsreagez 

versetzt. Anschließend wurde zu jeder Vertiefung 25 µl Acylierungsreagenz und 200 µl 
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Acylierungspuffer (unbekannte Zusammensetzung) hinzupipettiert und für 15 min bei 

Raumtemperatur auf einem Plattformschüttler geschüttelt147. Danach wurden jeweils 25 

µl der acylierten Standardlösungen, Positiv-Kontrolllösungen und Perfusatproben in eine 

weitere mit dem Antigen Histamin beschichtete Mikrotiterplatte überführt und mit 100 µl 

eines Histamin-Antikörpers („Histamine Antiserum“) versetzt und für weitere 30 Minuten 

geschüttelt. Während der Inkubationszeit konkurriert das Antigen der acylierten 

Kontrolllösungen, Standardlösungen, Perfusatproben sowie an die Festphase der 

Mikrotiterplatte gebundenes Antigen um eine feste Anzahl von Antikörperbindestellen. 

Sobald die kompetitive Bindungsreaktion im Gleichgewicht vorliegt, werden freies 

Antigen und freie Antigen-Antikörper-Komplexe durch drei aufeinanderfolgende 

Waschschritte (3 x 350 µl Waschpuffer) entfernt. Als nächstes wurde 100 µl eines an 

das Enzym Peroxidase gekoppelte Anti-Ziegen-IgG-Detektionsantikörpers in jede 

Vertiefung der Mikrotiterplatte hinzugegeben und für weitere 10 Minuten geschüttelt. 

Nach drei aufeinanderfolgenden Waschschritten wurde jeweils 100 µl einer gelben 

3,3,5,5-Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid beinhaltenden Substratlösung in 

die einzelnen Vertiefungen hinzu pipettiert und Licht geschützt (Mikrotiterplatte in Alufolie 

eingewickelt!) für 15 Minuten bei Raumtemperatur geschüttelt. Das Enzym Peroxidase 

katalysiert mittels der Reduktion des Wasserstoffperoxids zu Wasser die Oxidation des 

Farbstoffes 3,3,5,5-Tetramethylbenzidins zu 3,3,5,5-Tetramethylbenzidindiimin, 

wodurch sich die Farbe der Lösung blau verfärbt (Weir et al., 1974; Mesulam, 1978; 

Martin et al., 1984; Li et al., 2009). Dieser blaue Farbstoff absorbiert im roten 

Wellenlängenbereich mit einer maximaler Absorption bei λ = 652 nm (Josephy et al., 

1982). Das 3,3,5,5-Tetramethylbenzidindiimin entwickelt sich umgekehrt proportional zur 

Histaminmenge in der Probe. Das bedeutet, je weniger Histamin in der Probe vorhanden 

ist, desto tiefer ist der Blauton der Lösung. Die Farbentwicklung wurde durch die Zugabe 

von 100 µl einer 0,1-molaren Schwefelsäurelösung (0,1 M H2SO4) gestoppt. Die 

Schwefelsäure reduziert wiederum das 3,3,5,5-Tetramethylbenzidindiimin zu 

3,3,5,5-Tetramethylbenzidin, wodurch sich die Lösung gelb verfärbt. Die Absorption des 

gelben Farbstoffs wurde bei einer Wellenlänge von λ = 450 nm gemessen. Je größer die 

Absorption ist desto geringer die zu bestimmende Histaminkonzentration. Die genaue 

Histaminkonzentration in den einzelnen intraluminalen Perfusatproben wurde aus den 

Absorptionen der Standardproben mit bekannter Histaminkonzentration mittels einer von 

uns mehrfach erstellten Standardkurve bestimmt. 

2.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen 

Material Hersteller 

HEK293 Zellen, humane embryonale 
Nierenepithelzellen 

DSMZ, # ACC 305 

HEK293T-Zellen, humane embryonale 
Nierenepithelzellen 

ATCC® CRL-3216™ 

HUVEC, cryokonservierte humane Endothelzellen 
aus der Nabelvene 

Promocell, # C-1220, Charge: 1052601.1 

                                                
147 50 Umdrehungen pro Minute. 
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HAoEC, cryokonservierte humane Endothelzellen 
aus der Aorta  

Promocell, # C-12271, Charge: 2032705.1 

DMEM, Dulbecco`s modifiziertes Eagle Medium Sigma-Aldrich, # D6429 

EMEM, Eagle`s minimal essentielles Medium148 Sigma-Aldrich, # M4655 

DPBS, Dulbecco`s Phosphat gepufferte Salin Sigma-Aldrich, # D8537 

HBSS, Hank`s balancierte Salzlösung mit 1 g l-1 
D-Glucose 

Sigma-Aldrich, # H8264 

0,02% EDTA-haltige 0,05%ige Trypsinlösung Sigma-Aldrich, # T3927 

FKS, Fetales Kälberserum Gibco/ Life Technologies, # 10270 

Penicillin/ Streptomycin (100x) PAA laboratories, # 11-010 

G418, Geneticin Carl-Roth, # 2039.3 

Endothelzellwachstumsmedium (Endothelial Cell 
Growth Medium mit 2% (V/V) FKS 

Promocell, # C-22010 

Cryo-SFM Einfriermedium Promocell, # C-29910 

DetachKit Promocell, # C-41200 

GeneJuice® Transfektionsreagenz EMD Millipore Corporation, # 70967-3 

Poly-L-Lysine Hydrobromid Sigma-Aldrich, # P-1524 

Pipettenspitze 10 µl  Sarstedt, # 70.1130 

Pipettenspitze 200 µl Sarstedt, # 70.760.012 

Pipettenspitze 1000 µl Sarstedt, # 70.762.010 

Zellkulturflasche T-25 Sarstedt, # 83.3910 

Zellkulturflasche T-75 Sarstedt, # 83.3911 

6-Loch-Zellkulturplatte Sarstedt, # 83.3920 

24-Loch-Zellkulturplatte Sarstedt, # 83.3922.005 

96-Loch-Zellkulturplatte Sarstedt, # 83.3924.005 

15 ml Schraubröhre Sarstedt, # 62.554.002 

50 ml Schraubröhre Sarstedt, # 62.547.254 

SafeSeal Reagiergefäß, 1,5 ml Sarstedt, # 72.706 

Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1°C Freezing Container Nalgene, # 5100-0001 

CryoPure-Gefäß, 1,8 ml, grün Sarstedt, # 72.379.005 

2-Propanol Carl-Roth, # 9866.5 

neoLab-Deckgläser Stärke I, 30 mm Ø neolab, # 1-6292 

neoLab-Deckgläser Stärke I, 24 mm Ø neolab, # 1-6290 

Sicherheitswerkbank Thermofisher, Safe S2020 1.2 

Pipetus Hirschmann Laborgeräte 

Absaugpumpe mit Auffangbehältnis HLC, Ditabis, Model AC 04 

Tischzentrifuge Heraeus Labofuge 400 Thermofisher Scientific 

Brutschrank HERA cell 200  Thermofisher Scientific 

Lichtmikroskop  Zeiss, Axiovert 40 CFL 

Neubauer-Zählkammer Marienfeld 

                                                
148 Eagle`s minimal essentielles Medium ist ein Zellkulturmedium, das 1959 von Harry Eagle hergestellt wurde. Es 

beinhaltet anorganische Salze, Aminosäuren, Vitamine, Glucose und Phenolrot (Yao und Asayama, 2017). 
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Deckglas für Haemocytometer, optisch plan, 
viereckig geschnitten 20 x 26 mm 

Menzel GmbH & Co 

Vierstelliger Handzähler Clicker Counter mechanischer Handzähler 

Da das Arbeiten mit Zellen ein steriles Umfeld erfordert, wurden hierzu alle anfallenden 

Tätigkeiten stets unter mikrobiologischen Sicherheitswerkbänken der Klasse II 

durchgeführt. Als Überexpressionssyteme wurden zwei Zelllinien verwendet, die 

HEK149293-Zellline und die HEK293T150-Zelllinie. Die HEK293T-Zelllinie wurde in dem 

standardisiertem Nährmedium EMEM151 und die HEK293-Zelllinie in dem etwas 

Nährstoff-reicherem Nährmedium DMEM152 kultiviert. Beide Nährmedien waren jeweils 

zusätzlich mit 10% (V/V) fetalem Kälberserum (FKS), 100 U ml-1 Penicillin und 100 U 

ml-1 Streptomycin angereichert. Die monoklonalen HEK293-Zelllinien (DSMZ, # 

ACC 305, Braunschweig), die eine stabile Expression des Histamin H1-Rezeptor 

gewährleisten, wurden außerdem mit 800 µg ml-1 Geneticin (G418) versetztem DMEM 

Selektionsmedium gehalten. Bei einer Konfluenz von nahezu 90% wurden die Zellen mit 

10 ml DPBS153 gewaschen und anschließend mit 2 ml einer 0,02% EDTA154-haltigen 

0,05%igen Trypsinlösung umspült. Die EDTA-Trypsinlösung schließt Zell-Zell- und 

Zell-Matrix-Kontakte auf, um Zellen aus dem Zellverbund und vom Flaschenboden zu 

lösen. Mit kräftigem Klopfen der Handinnenfläche gegen die seitliche Flaschenwand 

wurden die Zellen vom Flaschenboden gelöst und anschließend mit der fünffachen 

Menge an entsprechendem Nährmedium versetzt, um den Trypsinierungsprozess durch 

die im fetalen Kälberserum enthaltenen Proteaseinhibitoren und durch das zugeführte 

Kalzium des Nährmediums zu stoppen. Diese Zellsuspension wurde bei 1200 

Umdrehungen pro Minute (U min-1, rpm155) für zwei Minuten zentrifugiert (Heraeus 

Labofuge 400 Centrifuge) und der gewonnene Überstand mittels einer sterilen 

Pasteurpipette, die an eine Vakuumpumpe (HLC, Ditabis, Model AC 04) angeschlossen 

ist, abgesaugt. Der zurückgebliebene, verdichtete Zellrückstand wurde sofort mit 10 ml 

Nährmedium aufgenommen und mit Hilfe einer serologischen Pipette resuspendiert. Die 

Zellsuspension wurde im Volumenverhältnis von 1:3, 1:5 oder 1:10 auf neue mit 20 ml 

Medium vorgewärmte T-75 Zellkulturflaschen überführt und im Brutschrank subkultiviert. 

Außerdem wurden zwei verschiedene primäre Endothelzelllinien von Promocell 

kultiviert. Menschliche Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC156), ein 

Versogungsgefäß des Fötus bzw. des Kindes und menschliche Endothelzellen aus der 

Aorta (HAoEC157), beide männlich und kaukasischen Ursprungs, wurden kryokonserviert 

                                                
149 Abkürzung HEK vom Englischem Human embryonic kidney 
150 Abkürzung T vom Englischen Simian Vacuolating Virus 40 T antigen; Das SV40 T Antigen ermöglicht die Replikation 

von Plasmiden mit einem SV40 Replikationsursprung. 
151 Abkürzung EMEM vom Englischem Eagle's minimum essential medium 
152 Abkürzung DMEM vom Englischem Dulbecco`s modifiied Eagle's medium 
153 Abkürzung DPBS vom Englischem Dulbecco`s phosphat buffered saline 
154 Abkürzung EDTA vom Englischem Ethylenediaminetetraacetic acid 
155 Abkürzung rpm vom Englischen revolutions per minutes 
156 Abkürzung HUVEC vom Englischen Human Umbilical Vein Endothelial Cells 
157 Abkürzung HAoEC vom Englischen Human Aortic Endothelial Cells 
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auf Trockeneis geliefert. Vor dem Auftauen wurde jeweils eine T-75 Zellkultuflasche mit 

20 ml Endothelzellwachstumsmedium158 mit 2% V/V159 FKS im Brutschrank für 30 

Minuten vorgewärmt. Das Kryoröhrchen wurde so schnell wie möglich bei 37°C im 

Wasserbad aufgetaut und mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Das Röhrchen wurde nach 

vollständigem Abdampfen des Ethanols geöffnet und die Endothelzellen zügig in das 

vortemperierte Medium gegeben. Nach einer Stunde wurde ein Mediumwechsel mit 

Endothelzellwachstumsmedium durchgeführt und die Zellen bis zu einem konfluenten 

Stadium von 70 - 90% im Inkubator kultiviert. Für das Passagieren beider 

Endothelzelllinien wurde das DetachKit von Promocell160 verwendet. Die Endothelzellen 

wurden in einem Volumenverhältnis von 1:3 und 1:5 passagiert und im Brutschrank bei 

37°C subkultiviert. Die maximale Anzahl durchgeführter Passagen lag bei den primären 

Endothelzelllinien bei sechs, da sich die Endothelzellen bei weiterer Subkultivierung 

morphologisch zu fibroblastenähnlichen Zellen transformieren und die 

Endothelzell-spezifischen Eigenschaften verlieren. Nach Beendigung der 

Zellkulturarbeiten wurde der Absaugschlauch mit 70%igem Ethanol durchspült und die 

Arbeitsfläche abgewischt, um Zell- und Medienreste, die zur Kontamination führen, zu 

entfernen. Alle Zelllinien wurden in einer 5%igen Kohlenstoffdioxidatmosphäre bei einer 

Temperatur von 37°C im Brutschrank kultiviert. 

2.3 Transiente Transfektionen 

2.3.1 Säugerzellenexpressionsvektoren-Plasmid-DNA 

Plasmidname  Ursprungsplasmid Plasmid-num
mer 

Herkunft/ Klonierung 

pcDNA3.1(+)  [007] Clontech, # V790-20 

rKir3.1-IRES-hKir3.2 pIRES pIRES [393] Julie Straub 

hTRPC6-pIRES2-EGFP pIRES2-EGFP [519] Serap Erdogmus 

pEYFP-N1  [234] Clontech, # 6006-1 

mGαq pcDNA pcDNA [183] Bruce Conklin, 
University of California, 
San Francisco 

gpH1R pcDNA3.1/V5-His-TOPO pcDNA3.1/V5-His-TO
PO 

[72] Olaf Pinkenburg, 
Phillips Universität 
Marburg 

hGnRHR pcDNA3  pcDNA3 [157] Susanne. Roelle, Syral, 
Marckolsheim 

ssGnRHR pcDNA3.1-C-(k) DYK pcDNA3.1-C-(k) DYK [542] GenScript, USA 

 

ssGnRHR2 pcDNA3.1-C-(k) DYK pcDNA3.1-C-(k) DYK [543]  GenScript, USA 

 

                                                
158 Dem Endothelzellwachstumsmedium für HAoEC fehlt der Endothelzellwachstumszusatz aus dem Rinder 

Hypothalamusgewebe. Anstelle enthält es den synthetischen, Insulin-ähnlichen Wachstumsfaktor LR3 IGF (Long 
arginine 3 Insulin Like Growth Factor) und den vaskulären Wachstumsfaktor VEGF (Vascular Endothel Growth Factor). 

159 Abkürzung % V/V steht für Volumenprozent 
160 Das DetachKit von Promocell besteht aus einer HEPES (Abkürzung HEPES vom Englischen 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) gepufferte Salzlösung (HEPES-BSS), einer 0,04%ige 
Trypsinlösung mit 0,03% EDTA und einer Trypsin-neutralisierende Lösung (TNS) mit 10% FKS. 
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3xHA hD2R pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [568]  cDNA Resource 
Center, USA 

3xHA-CXCR4 pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [599] cDNA Resource 
Center, USA 

3xHA hNTS1R pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [598] cDNA Resource 
Center, USA 

hA2A-CCPGCCil3e-Cerulean 
pcDNA3 

pcDNA3 [71] Carsten Hoffmann, 
Universität Würzburg 

mα2AR-YFP-CFP pcDNA3 pcDNA3 [170] Carsten Hoffmann, 
Universität Würzburg 

MV1IQ (U50-TetC) PG cmyc 
pFastBacDual 

pFastBacDual [562] Christopher Yengo, 
Penn State University, 
USA 

pmCerulean-N1 pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [130] Serap Erdogmus 

gpH1R pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [132] Serap Erdogmus 

gpH1R-Cerulean pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [131] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-D116A-F433A 
pcDNA3.1/V5-His-TOPO 

pcDNA3.1/ 
V5-His-TOPO 

[298] 

 

Michaela Winter 

gpH1R-PG2158-il3-e1-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [173] Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1783-il3-m-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [263] Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1660-il3-b-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [269] Serap Erdogmus 

gpH1R-D116A-PG2158-il3-e1-F4
33A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [400] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-D116A-PG1660-il3-b-F43
3A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [401] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-D116A-PG1783-il3-m-F43
3A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [402] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-PG2194-il3-e2-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+)1 [463] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1413-ct-b-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [456] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-D116A-PG1413-ct-b-F433
A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [489] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-D116A-PG2194-il3-e2-F4
33A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [490] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1413-ct-b-F484P-Ceru
lean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [506] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1413-ct-b-R485A-Ceru
lean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [513] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1413-ct-b-R490A-R49
3A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [514] 

 

Serap Erdogmus 
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gpH1R-PG1413-ct-b-F484P-F488
P-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [516] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-PG1413-ct-b-K486A-K48
9A-Cerulean pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [522] 

 

Serap Erdogmus 

gpH1R-C472Stop pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [557] 

 

Serap Erdogmus 

hGnRHR-gpH1R-CtShort20 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [553] Serap Erdogmus 

pCerulean-MCS-N1 pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) [494] Serap Erdogmus 

PG-4A-GY-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [496] Serap Erdogmus 

PG-(AAKAA)2-GY-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [546] Serap Erdogmus 

PG-(AAKAA)7-GY-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [551] Serap Erdogmus 

MV1IQ (U50-TetC) PG-Cerulean 
pcDNA3.1(+) 

pcDNA3.1(+) [561] Serap Erdogmus 

hA2A-CCPGCCil3e-T298P-Cerulea
n pcDNA3 

pcDNA3.1 [624] Serap Erdogmus 

 

Material  Hersteller 

EMEM, Eagle`s minimal essentielles Medium Sigma-Aldrich, # M4655 

GeneJuice® von EMD Millipore Corporation EMD Millipore Corporation, #70967-3 

SafeSeal Reagiergefäß, 1,5 ml Sarstedt, # 72.706 

6-Loch-Zellkulturplatte Sarstedt, # 83.3920 

Sechzehn bis 24 Stunden vor einer transienten Transfektion wurden 1 - 3 x 105 

HEK293T-Zellen in 2 ml EMEM pro 6-Loch-Schale ausgesät (siehe Abschnitt 2.4.1) und 

im Brutschrank kultiviert. Für eine hohe Transfektionsrate sollten die Zellen am Tag der 

Transfektion eine 50 - 80%ige Konfluenz besitzen. Die Zahlen in eckiger Klammer 

repräsentieren die Plasmidnummer für jedes im Labor befindliche Plasmid-DNA. Als 

Transfektionsreagenz wurde GeneJuice® von EMD Millipore Corporation eingesetzt. Es 

handelt sich hierbei um eine Formulierung aus kationischen Lipiden, die mit der negativ 

geladenen Plasmid-DNA in wässriger Lösung zu Liposomen komplexieren in deren 

Inhalt sich die Plasmid-DNA befindet. Die äußerlich positiv-geladenen Liposomen 

verschmelzen mit der negativ geladenen Zellmembran der HEK293T-Zellen und setzen 

die Plasmid-DNA für die Expression und Replikation ins Zytosol frei. Hierfür wurde für 

jede 6-Loch-Schale 100 µl serumfreies EMEM in ein steriles 1,5 ml Reagiergefäß 

vorgelegt, mit 300 µl Transfektionsreagenz gemischt und für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Als nächstes wurde dieses Gemisch mit der entsprechenden 

Menge an Plasmid-DNA versetzt und für weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Dieses Gemisch aus Plasmid pcDNA, Transfektionsreagenz und serumfreiem 

EMEM wurde dann tropfenweise auf die Zellen gegeben und über Nacht im Brutschrank 

für 24 - 48 Stunden inkubiert. Für HEK293-Zellen wurden Plasmid-DNA Mengen von 

1 - 2 µg für Rezeptorexpression (gpH1R, hGnRH, ssGnRHR/R2, hA2AR, hNTS1R, hD2R, 
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hCXCR4, mα2R), 0,1 - 0,2 µg für die Expression eines gelb fluoreszierenden Proteins 

(pEYFP161-N1 [234]) oder 0,1 - 0,2 µg eines türkis fluoreszierenden Proteins 

(pmCerulean-N1 pcDNA3.1(+) [130]) pro 6-Loch-Schale eingesetzt. Die Kotransfektion 

diente bei nicht mit fluoreszierendem Protein fusionierten GPCR zur Visualisierung der 

transfizierten Zellen unter einem Lichtmikroskop. Dafür wurden die Zellen mit Licht einer 

Wellenlänge von λ = 490 nM Wellenlänge für EYFP und mit einer Wellenlänge von 

λ = 430 nM für mCerulean, einer weiterentwickelten, stabilen Variante von ECFP162 

angeregt. Die maximale Emissionen liegen für EYFP liegt bei λ = 527 nm und für ECFP 

bei λ = 476 nm. 

2.4 Generation stabiler monoklonaler HEK293-Zelllinien 

2.4.1 Auszählen der HEK293-Zellen in einer Neubauer-Zählkammer 

Material Hersteller 

Neubauer-Zählkammer Marienfeld 

Deckglas für Haemocytometer, optisch plan, 
viereckig geschnitten 20 x 26 mm 

Menzel GmbH & Co 

Vierstelliger Handzähler Clicker Counter mechanischer Handzähler 

Lichtmikroskop  Zeiss, Axiovert 40 CFL 

Die beim Passagieren einer Zellkulturflasche erhaltene Zellsuspension wurde mit Hilfe 

einer Neubauer Zählkammer163 lichtmikroskopisch ausgezählt. Dafür wurde ein 

Deckgläschen auf eine Neubauer-Zählkammer so gelegt, dass sogenannte Newtonsche 

Ringe zu erkennen sind. Anschließend wurde die Zellsuspension über eine sterile 

Glaskapillare mit Hilfe der Kapillarkräfte in in den Zwischenraum zwischen Deckgläschen 

und der Zählkammer befüllt. Unter dem Lichtmikroskop wurden die Zellen in den vier 

großen Eckquadranten, die aus jeweils 16 kleinen Quadraten bestehen, ausgezählt und 

der arithmetische Mittelwert (N) aus den Zellzahlen (n1, n2, n3, n4) der vier großen 

Eckquadranten ermittelt. Der ermittelte arithmetische Mittelwert N gibt die gemittelte 

Zellzahl in einem Milliliter Medium wieder. 

N=
�n1+n2+n3+n4	

4
×104        Formel 1 

Formel 1: Mit N = gemittelte Zellzahl in einem Milliliter Medium und n = Zellzahl in einem der vier 

Eckquadranten. 

 

2.4.2 Elektroporation von HEK293-Zellen 

Material Hersteller 

NeonTM Transfection System Invitrogen, # MPK5000 

NeonTM Transfection System 100 µL Kit Invitrogen, # MPK10025 

                                                
161 Abkürzung EYFP vom Englischen enhanced yellow fluorescent protein 
162 Abkürzung ECFP vom Englischen enhanced cyan fluorescent protein 
163 siehe URL-Adresse: https://scienceservices.de/media/pdf/Broschuere_Marienfeld_Zaehlkammern_de.pdf. Letzter 

Aufruf erfolgte am 02.07.2018. 
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DMEM, Dulbecco`s modifiziertes Eagle Medium Sigma-Aldrich, # D6429 

FKS, Fetales Kälberserum Gibco/ Life Technologies, # 10270 

Zellkulturschale 100 x 20 mm Sarstedt, # 83.3902 

Für die Elektroporation von HEK293-Zellen wurde das Neon® Transfektionssystem von 

Invitrogen164 verwendet. Dafür wurde die entsprechende Menge an 

Zellsuspensionsvolumen für die Zellzahl von 8 x 106 HEK293-Zellen mit der 

Neubauer-Zählkammer (siehe Abschnitt 2.4.1) bestimmt, das nötige 

Zellsuspensionsvolumen in eine 50 ml Schraubröhre überführt und bei 1200 rpm für zwei 

Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und der verdichtete Zellrückstand 

mit der gleichen Menge an DPBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Diesmal wurde 

der erhaltene Zellrückstand in 100 µl Resuspensionspuffer (Buffer R für 100 µl 

Neon®Tips, NeonTM Kit) resuspendiert. Eine 100 x 20 mm Zellkulturschale mit einer 

Kreisfläche165 von 78,5 cm2 wurde mit 10 ml Nährmedium DMEM (mit 10% FKS ohne 

Penicillin/Streptomycin) im Brutschrank vorgewärmt. Die Menge an gewünschter, mit 

dem Restriktionsenzym PvuI linearisierte Plasmid-DNA (8 - 16 µg) wurde in einem 

sterilen 1,5 ml Reagiergefäß vorgelegt und mit den resuspendierten Zellen vermengt. 

Das Restriktionsenzym PvuI zerschneidet die Plasmid-DNA in der prokaryotischen 

Expressionskasette für das Ampicillinresistenzgen. Durch den Verdau mit dem 

Restriktionsenzym PvuI wurde verhindert, dass das für das Protein kodierende Gen nicht 

von den Säugetierzellen beim Einbau in die genomische DNA innerhalb der kodierenden 

Nukleotidsequenz aufgeschnitten wird. Die Elektroporation erfolgte nach Protokoll für 

HEK293-Zellen mit je zwei 1,100 V Pulsen mit einer Pulsdauer von 20 ms wodurch die 

HEK293-Zellmembran durchlässig wird und die Plasmid-DNA ins Zytosol eingeschleust 

wird. Nach 24 Stunden wurde das Nährmedium DMEM (mit 10% FKS ohne Antibiotikum) 

mit dem Selektionsmedium DMEM (mit 10% FKS, 100 U ml-1 Penicillin/ Streptomycin 

und 800 µg ml-1 G418) ersetzt. Täglich wurde ein Mediumwechsel mit dem 

Selektionsmedium durchgeführt bis alle untransfizierten Zellen unter der eukaryotischen 

Selektion mit G418 abgestorben und einzelne monoklonale Zellverbände, die das 

gewünschte linearisierte und genomisch integrierte Plasmid-DNA stabil exprimieren, 

angewachsen sind. Anschließend wurden die monoklonalen Zellkverbände mit 1 ml 

0,02% EDTA-haltiger 0,05%ige Trypsinlösung vom Plastikboden gelöst und vereinzelt. 

Der Trypsinierungsprozess wurde durch die Zugabe von 5 ml Selektionsmedium DMEM 

(mit 10% FKS, 100 U ml-1 Penicillin/ Streptomycin und 800 µg ml-1 G418) abgestoppt. Im 

nächsten Schritt wurde die Zellzahl der Zellsuspension mit Hilfe der 

Neubauer-Zählkammer bestimmt. 

Aus der gemittelten Zellzahl (c1 = N) wurde das Zellsuspensionsvolumen V1 ermittelt, die 

aufgenommen in 30 ml Selektionsmedium V2 einer finalen Zellkonzentration von 

0,5 Zelle pro 100 µl (c2 = 5 Zellen pro 1 ml) entspricht (siehe Formel 2). Mit Hilfe einer 

                                                
164 Neon® Transfection System, Catalog Number MPK5000, Document Part Number 25-1056, Publication Number 

MAN0001632, Revision Date 17 March 2009 
165 Mit Hilfe der Formel für die Kreisflächenberechnung: A = π·r2 ergibt sich eine Kreisfläche von 78,5 cm2. 
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Mehrkanalpipette wurden jeweils 100 µl pro Loch einer 96-Loch-Schale pipettiert und für 

1 - 2 Wochen im Brutschrank bei 37°C kultiviert bis einzelne stabile monoklonale 

Zellverbände angewachsen sind. Als nächstes wurden die einzelnen hochgewachsenen 

stabilen monoklonalen Zellverbände jeweils in ein Loch einer 24-Loch-Schale überführt. 

Im nächsten Schritt jeweils in ein Loch einer 6-Loch-Schale transferiert und schließlich 

in eine T-25 bzw. T-75-Zellkulturflasche weiterkultiviert. Somit ergab sich nach folgender 

Rechenformel eine Zellkonzentration von 0,5 Zelle pro 100 µl vorgelegtem 

Selektionsmedium: 

V1=
c2×V2

c1
          Formel 2 

Formel 2: Mit c1 = N, c2 = 5 Zellen ml-1, V2 = 30 ml Selektionsmedium166, V1 = unverdünnte Zellsuspension 

[ml], die in 30 ml vorgelegtem Selektionsmedium aufgenommen wird. 

2.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Material Hersteller 

Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1°C Freezing 
Container 

Nalgene, # 5100-0001 

CryoPure-Gefäß, 1,8 ml, grün Sarstedt, # 72.379.005 

2-Propanol Carl-Roth, # 9866.5 

DMEM, Dulbecco`s modifiziertes Eagle Medium Sigma-Aldrich, # D6429 

EMEM, Eagle`s minimal essentielles Medium Sigma-Aldrich, # M4655 

FKS, Fetales Kälberserum Gibco/ Life Technologies, # 10270 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, # A994.2 

Cryo-SFM Einfriermedium Promocell, # C-29910 

Zellkulturflasche T-25 Sarstedt, # 83.3910 

Zellkulturflasche T-75 Sarstedt, # 83.3911 

T-25 und T-75 Zellkulturflaschen mit HEK293-Zelllinien wurden optimalerweise mit einer 

kleinen Passagen-Anzahl (P×3) bei einer 80 - 90%igen Konfluenz mit einer 0,02% 

EDTA-haltigen 0,05%igen Trypsinlösung vom Flaschenboden gelöst und in der 

fünffachen Menge an Nährmedium aufgenommen. Anschließend wurde die erhaltene 

Zellsuspension zentrifugiert (1200 rpm für 2min), der Überstand abgesaugt und der 

verdichtete Zellrückstand in der entsprechenden Menge (0,5 ml für eine T-25 

Zellkulturflasche und 1 ml für eine T-75 Zellkulturflasche) an kaltem Einfriermedium (42,5 

ml DMEM oder EMEM, 5 ml FKS und 2,5 ml DMSO167) resuspendiert. Die Zellsuspension 

wurde zügig in ein Kryorörchen pipettiert und zur konditionierten Kühlung in die bis zur 

Markierung mit 100%igem 2-Propanol befüllte Einfrierbox von Nalgene®, Mr. Frosty™168 

überführt und bei −80°C über Nacht eingefroren. Die Einfrierbox gewährleistet eine 

Abkühlgeschwindigkeit von -1°C pro Minute. Am Folgetag wurde das Kryorörchen in den 

                                                
166 Selektionsmedium besteht aus DMEM mit 10% FKS, 100 U ml-1 Penicillin/ Streptomycin und 800 µg ml-1 G418 
167 Abkürzung DMSO von der chemischen Verbindung Dimethylsulfoxid 
168 Siehe URL-Adresse: 

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LCD/manuals/Nalgene-Mr-Frosty-EN-8-0404-28-0211.pdf. Letzter Aufruf 
erfolgte am 02.07.2018. 
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flüssigen Stickstoff überführt und bei −196°C gelagert. Zum Einfrieren der primären 

humanen Endothelzellen (HUVEC und HAoEC) wurde das Einfriermedium CryoSFM 

von Promocell benutzt. Wie bei den HEK293-Zellen wurden die primären humanen 

Endothelzellen in einer möglichst frühen Populationsverdopplungszeit von Px2 

kryokonserviert. 

Zum Auftauen der Zellen wurde das aus dem flüssigen Stickstoff entnommene 

Kryorörchen in heißes Wasser gehalten und die aufgetaute Zellsuspension sofort in eine 

im Brutschrank vorgewärmte T-25 oder T-75 Zellkulturflasche überführt. Nach 

einstündiger Kultivierung im Brutschrank wurden die frisch aufgetauten Zellen unter dem 

Lichtmikroskop auf ihre notwendige Adhärenz hin überprüft. Sobald die Zellen adhärent 

und angewachsen waren, spätestens nach zwei Stunden, wurde ein Mediumwechsel mit 

frischem Nährmedium ohne Selektionszusatz durchgeführt, um das in der hohen 

Konzentration vorliegende zytotoxische DMSO des Einfriermediums zu entfernen. Bei 

den stabilen Zelllinien wurde entweder am Abend des gleichen Tages oder am Folgetag 

diese frische Nährmedium (DMEM mit 10% FKS und 100 U ml-1 Penicillin/ Streptomycin) 

mit Selektionsmedium (DMEM mit 10% FKS und 100 U ml-1 Penicillin/ Streptomycin und 

800 µg ml-1 G-418) ersetzt und subkultiviert. 

2.6 Beschichtung mit Poly-L-Lysin 

Material Hersteller 

Poly-L-Lysin Hydrobromid Sigma-Aldrich, # P1524 

6-Loch-Zellkulturplatte Sarstedt, # 83.3920 

neoLab-Deckgläser Stärke I, 30 mm Ø neolab, # 1-6292 

µ-Slide VI 0.1, ibiTreat ibidi, # 80666 

Injekt® 2 ml, Luer-Ansatz, zentrisch B. Braun Melsungen AG, PZN 02057895 

Poly-L-Lysin ist ein positiv geladenes, synthetisches Polymer, das aus konstitutionellen 

Repetiereinheiten von L-Lysin und Hydrobromid aufgebaut ist. Für die Wasserlöslichkeit 

wird das Hydrobromidsalz des Polykations verwendet, das ein molekulares Gewicht von 

über MW169 = 300000 g mol-1 besitzt. Das Polykation erhöht die elektrostatische 

Wechselwirkung zwischen der negativ geladenen Zellmembran und der soliden 

Oberfläche von Deckgläschen (neoLab-Deckgläser Stärke I, 30 mm Ø) und 

Plastikzellkulturwaren (Loch-Schalen, ibidi® µ-slides). Durch die Adsorption des 

Polykations an die Kultivierungsoberfläche wird die positive Ladung für die Anhaftung 

der Zellen erhöht. Hierzu wurde 100 mg kristallines Poly-L-Lysin in einem Liter 

sterilisiertem Reinstwasser gelöst, in 50 ml Röhrchen aliquotiert und bei -20°C gelagert. 

Für die Poly-L-Lysin Beschichtung wurden die Deckgläschen einzeln in ein Loch der 

6-Loch-Platte gelegt und mit jeweils 1 ml der Poly-L-Lysin-Lösung (0,1 g l-1) 

überschichtet und für mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur stehengelassen. Die 

µ-slides von ibidi wurden mit Hilfe einer 2 ml-Spritze befüllt. Anschließend wurde die 

Poly-L-Lysin-Lösung abgesaugt, die Deckgläschen mit jeweils 1 ml DPBS gewaschen 

                                                
169 Abkürzung MW vom Englischen Molecular Weight 
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und mit 1,5 ml Nährmedium versetzt. Die sechs Kanäle der ibidi µ-Slide VI 0.1 Kammer 

wurden trockengesaugt und bis zum Aussäen der Zellen im Brutschrank aufbewahrt, um 

eine optimale Belüftung der Kammer zu gewährleisten. 

2.7 Herstellung einer Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin 

Einschlussverbindung 

Material Hersteller 

Cholesterol Sigma-Aldrich, # C8667 

Methyl-β-cylodextrin Sigma-Aldrich, # 332615 

2-Propanol Carl-Roth, # 6752.5 

Magnetrührer mit Heizfunktion IKA® RET control visc C 

Für die Herstellung einer 10 mM Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin 

Einschlussverbindung wurde 10 g Methyl-β-cyclodextrin in 50 ml Reinstwasser unter 

ständigem Rühren in einem 100 ml Becherglas bei einer Temperatur von 60°C gelöst, 

wobei die Temperatur der Lösung mit Hilfe eines Laborthermometers regelmäßig 

kontrolliert wurde. Alle folgenden Schritte wurden bei dieser Temperatur durchgeführt. 

In einem zweiten Becherglas wurden 300 mg Cholesterol in 6 ml 2-Propanol gelöst und 

unter ständigem Rühren tropfenweise zur wässrigen Lösung von Methyl-β-cyclodextrin 

hinzugegeben. Die klare Lösung von Methyl-β-cyclodextrin wurde mit zunehmender 

Cholesteroltitration trüb. Nach ungefähr 30 Minuten klärte sich die Lösung wieder auf 

und das komplette Cholesterol wurde von Methyl-β-cyclodextrin komplexiert (Burger, 

2000). Nach dreistündigem Rühren wurde die klare Lösung auf Raumtemperatur 

abgekühlt, in einen 250 ml Duran® Rundkolben überführt und das Produkt aus 

Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin durch Gefriertrocknung als Pulver isoliert. Die 

Gefriertrocknung wurde von Herrn Dr. rer. hum. biol. Wolfgang Zwickenpflug am 

Walther-Straub-Institut durchgeführt. Für die Beladung der HEK293 Zellen wurde eine 

5 mM Cholesterolkonzentration eingesetzt. Die Cholesterolkonzentration wurde wie 

nachfolgend beschrieben, berechnet: 

W

G
×100 = p = m(Cholesterol)

m(Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin)
= 

0,3 g

10 g
×100 = 3 %  Formel 3 

Formel 3: Mit Grundwert G, mit Prozentwert W, mit Prozentsatz p, mit m(Cholesterol) = 0,3 g, 

MW(Cholesterol) = 386,65 g mol-1und m(Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin) = 10 g, wobei m = Masse und 

MW = Molekulargewicht sind. 300 mg Cholesterol in 10 g gefriergetrocknetem Pulver aus 

Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin, entsprechen einem prozentualen Anteil von 3 % reinem Cholesterol 

(siehe Formel 3). Mittels des Molekulargewichtes von Cholesterol MW = 386,65 g mol-1 wurde eine 

Cholesterolmenge von m(Cholesterol) = 1,9 g für 1 Liter Badlösung berechnet, das einer 

gefriergetrockneten Pulvermenge von m(Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin) = 64,3 g entspricht. Für eine 

6-Lochschale wurden insgesamt 6 ml 5 mM Cholesterol angesetzt. Dafür wurde eine gefriergetrocknete 

Pulvermenge von m(Cholesterol-Methyl-β-cyclodextrin) = 0,39 g in 6 ml Badlösung „Iso150“ eingewogen 

und gelöst. Jeweils 1 ml der hergestellten 5 mM Cholesterol-Lösung wurden in jedes Loch der 6-Lochschale 

mit HEK293 Zellen pipettiert und für 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 
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2.8 Anfärbung mit FlAsH 

Material Hersteller 

Dimethylsulfoxid, 99,8% Sigma-Aldrich, # 494429 

FlAsH, 1 mM in DMSO Carsten Hoffmann, Würzburg, 
Rudolf-Virchow-Zentrum 

Hank`s balancierte Salzlösung Sigma-Aldrich, # H8264 

1,2-Ethandithiol Fluka, # 02390-25ml 

2,3-Dimercapto-1-propanol Fluka, # 38520-5ml 

Absaugpumpe mit Auffangbehältnis HLC, Ditabis, Model AC 04 

15 ml Schraubröhre Sarstedt, # 62.554.002 

50 ml Schraubröhre Sarstedt, # 62.547.254 

Pipetus Hirschmann Laborgeräte 

SafeSeal Reagiergefäß, 1,5 ml Sarstedt, # 72.706 

Serologische Pipette, 10 ml Sarstedt, # 86.1254.025 

Pipettenspitze, 10µl Sarstedt, # 70.1130 

Pipettenspitze, 200µl Sarstedt, # 70.760.012 

Pipettenspitze, 1000µl Sarstedt, # 70.762.010 

UV/VIS-Spektralphotometer Eppendorf BioPhotometer Plus 

Alle Arbeitsschritte zur FlAsH170-Anfärbung der Rezeptorkonstrukte in den 

HEK293-Zellen wurden unter einem Abzug durchgeführt, um Geruchsbelästigungen 

durch die flüchtigen Schwefelwasserstoffverbindungen171, wie EDT172 und BAL173 bzw. 

2,3-Dimercapto-1-propanol, so gering wie möglich zu halten. FlAsH wurde als Feststoff 

und auch als eine 1 mM FlAsH-DMSO-Stammlösung von Carsten Hoffmann 

(Rudolf-Virchow-Zentrum, Julius-Maximilians-Universität, Würzburg) zur Verfügung 

gestellt. Füreine 1 mM FlAsH-DMSO-Stammlösung wurde eine entsprechende Menge 

an FlAsH-Feststoff (MWFlAsH = 664 g mol-1) in entsprechenden Volumen an DMSO 

aufgelöst. Es gilt 100 µg FlAsH-Reinsubstanz auf 150,6 µl wasserfreies DMSO oder ein 

Vielfaches davon. De anschließende FlAsH-Konzentration wurde fluorimetrisch mit 

einem UV/VIS-Spektralphotometer (Eppendorf BioPhotometer Plus) bestimmt. Dafür 

wurden 1 – 5 µl der FlAsH-DMSO-Lösung mit 1 ml einer leichtalkalischen 

Natriumhydroxidlösung (2 - 3 NaOH174-Plätzchen in 50 ml Reinstwasser) versetzt, weil 

ein alkalischer pH-Wert wichtig für den Extinktionskoeffizienten ελ ist. Aus der ermittelten 

Extinktion wurde die Konzentration der DMSO-haltigen FlAsH-Stammlösung mit Hilfe 

                                                
170 FlAsH vom Englischen Fluorescein arsenical helix binder ist eine unter einem Kilodalton kleine, arsenhaltige chemische 

Verbindung, die sich von dem fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein ableitet und bevorzugt an ein sechs Aminosäuren 
langes CCPGCC Tetracysteinbindemotiv von Proteinen bindet. Die Bindung besteht somit aus vier Disufidbrücken, die 
durch Oxidation der vier Cysteine des FlAsHs zum FlAsH-EDT2 resultiert. Das gebundene FlAsH-EDT2 wird mit Licht 
der Wellenlänge von λ = 508 nm angeregt und emittiert Licht mit einer Wellenlänge von λ = 528 nm als Fluoreszenzlicht. 
Durch diese Eigenschaft eignet sich an Proteine gebundenes FlAsH auch zur unspezifischen Anfärbung von Zellen. 

171 Gasförmiges Schwefelwasserstoffgas (H2S) 
172 Abkürzung EDT der chemischen Verbindung 1,2-Ethandithiol 
173 Abkürzung BAL vom Englischen British-Anti-Lewisite. Synonym für 2,3-Dimercapto-1-propanol, Dimercaprol. 
174 Chemische Formel NaOH von Natriumhydroxid 
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des Lambeert-Beer‘schen Gesetzes berechnet (siehe Formel 4.1), und eventuell weiter 

mit DMSO verdünnt. 

Eλ = log10
I1
I0

 = ελ x c x d        Formel 4 

c = 
log10

I1
I0

ελ×d
 = 

Eλ

ελ×d
          Formel 4.1 

Formel 4.1: Mit Eλ = Extinktion175, I1 = Intensität des transmittierten Lichts [W m-2], I0 = Intensität des 

einfallenden (eingestrahlten) Lichts [W m-2], c = Konzentration der absorbierenden Substanz [mol·l-1], 

ελ = dekadischer molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge λ [l·mol-1·cm-1] und der Weglänge d des 

Lichts im Material [cm]. Der dekadische molare Extinktionskoeffizient für FlAsH beträgt ε499= 

75000 l mol-1 cm-1. Die DMSO-haltige FlAsH-Stammlösung wurde jeweils zu 20 µl-Volumina in 0,2 ml 

Reagiergefäße aliquotiert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Die zur Markierung verwendeten 

HEK293-Zellen wurden am Vortag auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckgläschen mit 30 mm Durchmesser 

einer 6-Lochschale ausgesät. 

Die verwendeten Konzentrationen und Mengen beziehen sich jeweils für die Markierung 

eines Lochs einer 6-Lochschale. In zwei 1,5 ml Reagiergefäße wurden jeweils 1 ml 

DMSO vorgelegt. In eines der Reagiergefäße wurde 2,1 µl EDT pipettiert und gut 

vermengt, was einer 25 mM EDT-Lösung entspricht. In das dritte Reagiergefäß wurde 

jeweils 1 µl der 25 mM EDT-Lösung und 1 µl der 1 mM FlAsH-Stammlösung gegeben 

und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert176. In dieser 10-minütigen 

Inkubationszeit wurde das gesamte FlAsH in die fluoreszierende FlAsH-EDT2-Form 

überführt, wobei die Endkonzentration der FlAsH-EDT2-Lösung 1 µM betrug. In der 

Zwischenzeit wurden die Zellen zweimal mit HBSS (ohne Phenolrot mit 

1 g l-1 D-Glucose) gewaschen und in 1 ml HBSS-Lösung aufgenommen. Zusätzlich 

wurde 1ml HBSS-Lösung in ein neues leeres Reagiergefäß pipettiert. Als nächstes 

wurde 200 – 800 µl der HBSS-Lösung aus dem neuen Reagiergefäß entnommen und 

zum FlAsH-EDT2-Gemisch gegeben und mit einem Vortexmischer gut gemischt. Dieses 

Vorgemisch wurde zurück in das Reagiergefäß mit den restlichen 800 -200 µl 

HBSS-Lösung pipettiert und erneut gut mit dem Vortexer gemischt, um das ganze 

FlAsH-EDT2 zu lösen. Als nächstes wurde diese frisch zubereitete FlAsH-EDT2-haltige 

Lösung zu den Zellen in einem Loch einer 6-Lochschale hinzupipettiert und für 1 Stunde 

im Brutschrank bei 37 C inkubiert. Die finale zur Markierung verwendete 

FlAsH-EDT2-Konzentration in einem Loch einer 6-Lochschale betrug 500 nM. Während 

der Inkubationszeit wurde die Waschlösung hergestellt. In das zweite mit 1 ml DMSO 

vorgelegte Reagiergefäß wurden 42 µl EDT pipettiert, um eine 500 mM EDT-Lösung zu 

erhalten. In eine 50 ml-Schraubröhre wurde 50 ml HBSS-Lösung und 25 µl der 500 mM 

EDT-Lösung vermengt, das eine Waschlösung mit einem EDT-Gehalt von 250 µM 

ergab. Nach Ablauf der einstündigen Inkubationszeit wurden die Zellen zweimal mit 2 ml 

HBSS-Lösung gewaschen, um nicht an das CCPGCC Tetracysteinmotiv gebundene 

FlAsH-EDT2-Molekül zu entfernen. Anschließend wurden 2 ml der finalen 250 µM 

                                                
175 Synonym: optische Dichte  
176 Für die Markierung einer kompletten 6-Lochplatte wurden 6 µl der 25 mM EDT-Lösung und 6 µl der 1mM 

FlAsH-Stammlösung eingesetzt. 



Material und Methoden  77 

EDT-haltigen Waschlösung in jedes Loch einer 6-Loschschale gegeben und für weitere 

10 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert, um unspezifisch an Cysteine des Histamin 

H1-Rezeptors gebundene FlAsH-EDT2-Moleküle zu verdrängen. Nach der 10-minütigen 

Inkubation wurde die Waschlösung abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1 ml 

HBSS-Lösung gewaschen, dann mit 1 ml isotonischem Messpuffer „Iso 150“177 versetzt 

und fluorimetrisch mit Hilfe der FRET-Photometrie gemessen. Die FRET-Messungen 

wurden in einem Zeitfenster von fünf bis sechs Stunden vollzogen, da der 

Akzeptorfluorophor FlAsH mit der Zeit von seinem Tetracysteinmotiv abdissoziiert und 

das Zytoskelett der HEK293-Zellen durch die Anfärbung beschädigt wird. 

2.9 Ratiometrische Kamera-basierte Kalziummessungen mit 

Fura-2 an Einzelzellen 

Material Hersteller 

Fura-2-Acetoxymethylester Biotrend, # 50034 

Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich, # A7030-50G 

Gelatine aus der Rindergesichtshaut Sigma-Aldrich, # G9391 

Natriumchlorid, >99,8% Carl-Roth, # 9265.1 

Kaliumchlorid; ≥99,5% Carl-Roth, # 6781.1 

Kalziumdichlorid-Dihydrat, ≥99% Sigma-Aldrich, # C5080-500G 

HEPES, PUFFERAN®≥99,5% Carl-Roth, # 9105.3 

D(+)-Glucose, ≥99,5% Sigma-Aldrich, # G7528-1KG 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, ≥99% Carl-Roth, # 2189.1 

D(+)-Mannitol, BioUltra, ≥99% Sigma-Aldrich, # 63559-1KG 

Histamin-Dihydrochlorid Sigma-Aldrich, # H 7250 

Mepyramin maleat Tocris, # 0660 

YM 254890 Taiho Pharmaceutical 

Leuprolid Tocris, # 2873 

Gonadoliberin Sigma-Aldrich, # L7134 

neoLab Deckgläser Stärke I, 24 mm Ø Neolab, # 1-6290 

ibidi®-Kammer, µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat ibidi, # 80176 

Application Note 11 ibidi 

Inverses Fluoreszenzmikroskop Olympus IX71 

Monochromator, Polychrom V TILLPhotonics 

EMCCD-Kamera IXonEM Andor Technology 

Gaswaschflasche im Labor vorhanden 

Original-Perfusor®-Spritzen 50 ml B. Braun Melsungen AG, PZN 00570097 

50 ml Schraubröhre Sarstedt, # 62.547.254 

Discofix®-3, Dreiwegehähne B. Braun Melsungen AG, PZN 02133047 

3-Stopper Tygon Standard R-3607 Schlauch Ismatec, # SC0069 

                                                
177 Isotonische Messlösung „Iso 150“ [mM]: 55 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2 * 2H2O, 10 HEPES, 10 Glucose, 1 MgCl2 * 6H2O, mit 

NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und mit Mannitol isotonisch auf 300 ± 5 mOsmol l-1 aufgestockt. 
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Ismatec Peristaltikpumpe Reglo Analog MS-4/ 
8-100 

Ismatec, # ISM 827B 

Für die ratiometrische Kamera-basierte Kalziummessungen mit Fura-2 an Einzelzellen 

wurden jeweils 200.000 HUVEC oder HAoEC 4 - 6 Stunden, 200.000 - 600.000 

HEK293T-Zellen 48 - 72 Stunden oder 600.000 monoklonale HEK293-Zellen 

24 Stunden vor der Durchführung des Experiments auf mit Poly-L-Lysin beschichtete 

Deckgläschen von neolab (Stärke I, 24 mm Ø) ausgesät und im Brutschrank bei 37°C 

kultiviert. Zuvor wurden die Glasplättchen einzelnd in die Vertiefungen einer 

6-Lochschale gelegt und jeweils mit 1,5 ml des entsprechenden Kulturmediums 

überschichtet. Nach 24 oder 48 Stunden wurden die HEK293T-Zellen mit den 

pcDNA-Säugetierexpressionsvektoren, die für einen Gq/11-Protein gekoppelten Rezeptor 

(jeweils 1 µg: gpH1R, hGnRHR, ssGnRHR, ssGnRHR2 oder hNTS1R), für ein gelb 

fluoreszierendes Protein (0,1 µg EYFP) und für die Gαq-Untereinheit eines Gq/11-Proteins 

(0,5 µg Gqα-Protein) kodieren, transfiziert. Vor der Messung wurden die Zellen nach 

Absaugen des Kulturmediums mit jeweils 1 ml einer HEPES gepufferten Badlösung 

HBS178 mit folgender Zusammensetzung [mM]: 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2 * 6H2O, 2 CaCl2 

* 2H2O, 5 Glucose, 10 HEPES (mit NaOH auf pH = 7,4 eingestellt) gewaschen. 

Anschließend wurden die Zellen mit 800 - 1000 µl einer 5 µM 

Fura-2-Acetoxymethylester-(Fura-2-AM)179-haltigen HBS überschichtet und für 10 

Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Für eine bessere Löslichkeit von Fura-2-AM 

in HBS wurde der Fura-2-AM-haltigen HBS 0,1% Rinderalbumin zuvor zugesetzt und für 

5 Minuten im Ultraschallbad geschallt. Fura-2-AM ist eine inaktive Vorstufe von Fura-2, 

die durch fünf kovalent gebundenene Acetoxymethylestergruppen zellmembrangängig 

ist (Tsien, 1981). In der Zelle spalten endogene Acetylesterasen die Estergruppen 

hydrolytisch ab (Tsien, 1981) und setzen die freie Carbonsäure als die eigentliche 

Wirkform frei, die aufgrund der fünffach negativen Ladung nicht mehr aus der Zelle 

gelangen kann. Fura-2 ist ein ratiometrischer Kalziumionen-Indikator, der die freien 

intrazellulären Kalziumionen chelieren kann, ohne die intrazelluläre Konzentration an 

freien Kalziumionen stark zu beeinflussen (Grynkiewicz et al., 1985). Das Prinzip der 

Messmethode beruht darauf, dass die kalziumfreie Form von Fura-2 ein 

Anregungsmaximum bei λ = 380 nm und die kalziumgebundene Form ein 

Anregungsmaximum bei λ = 340 nm besitzt, wohingegen das Emissionmaximum von 

kalziumfreier und kalziumgebundener Form von Fura-2 unverändert bei λ = 510 nm als 

Fluoreszenzlicht liegt. Somit kann aus dem Quotienten (Ratio, R = F340/F380) beider 

Fluoreszenzintensitäten die freie intrazelluläre Kalziumkonzentration in der einzelnen 

Zelle ermittelt werden (Tsien et al., 1985; Hayashi und Miyata, 1994). Eine Erhöhung der 

freien intrazellulären Kalziumkonzentration zum Beispiel bei Freisetzung aus dem 

endoplasmatischem bzw. sarkoplasmatischem Retikulum induziert eine Erhöhung der 

                                                
178 Abkürzung HBS steht für Hank`s balancierte Salzlösung 
179 Hierzu wurde 1 mg Fura-2-AM in 200 µl DMSO gelöst, um eine 5 mM Fura-2-AM Stammlösung zu erhalten, die direkt 

zu 10 µl-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert werden. Für die Konzentration zur Beladung der 
Zellen wurde die Stammlösung 1:1000 verdünnt. 
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Fura-2 Fluoreszenzintensität bei λ = 340 nm-Anregung und gleichzeitig eine Abnahme 

der Fura-2 Fluoreszenzintensität bei λ = 380 nm-Anregung. Mit der nachfolgenden 

mathematischen Formel kann die absolute freie intrazelluläre Kalziumkonzentration 

[Ca2+]i in einer Zelle berechnet werden: 

[Ca2+]i = Kd× 
R-Rmin

Rmax-R� ×
F380min

F380max
       Formel 5 

Formel 5: Dabei ist R der Quotient der beiden zuvor gemessenen Fluoreszenzintensitäten (F340/F380) in 

HBS. Rmin ist der minimale Wert des Quotienten der Fluoreszenzintensität (F340/F380) in absolut kalziumfreier 

([Ca2+]e = 0 nM) HBS, die mit mit 2 mM EGTA180 und mit 5 µM Ionomycin181 versetzt wurde. Rmax stellt den 

maximalen Wert des Quotienten der Fluoreszenzintensität (F340/F380) in der gesättigter Kalziumlösung 

([Ca2+]e = 95 mM), die mit 10 mM HEPES (pH = 8,0 mit NaOH) und mit 5 µM Ionomycin versetzt wurde. 

F380max ist die maximale Fluoreszenzintensität bei λ = 380 nm, die in gesättigter Kalziumlösung gemessen 

wird. F380min ist die minimale Fluoreszenzintensität bei λ = 380 nm, die in der absolut kalziumfreien HBS 

bestimmt wird. Kd ist die Dissoziationskonstante von Fura-2 für Kalziumionen bei Raumtemperatur 

(21 - 23°C) und liegt bei 264 nM (Grynkiewicz et al., 1985). Bei der Kalibrierung der freien intrazellulären 

Kalziumkonzentration für HEK293-Zellen wurde Folgendes ermittelt: Rmin = 0,13, Rmax = 9,722 und 

(F380min/F380max) = 16,47. Damit sind die optischen Eigenschaften vom Objektiv, von den Filtern, von den 

Prismen, von den Spiegeln, von der Perfusionsmesskammer, vom Glasplättchen, von der Beschichtung, 

von der Badlösung, und von den Zellen selbst mitberücksichtigt. 

                                                
180 EGTA ist die Abkürzung vom Englischen Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraacetic acid und wird 

als Komplexbildner für divalente Kationen mit höherer Affinintät für Kalziumionen als Magnesiumionen eingesetzt. 
181 Ionomycin ist ein Carrier-Ionophor aus dem Bakterium Streptomyces conglobatus für Kalziumionen. 
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Abbildung 2.1: Aufbau des Messstand für 

ratiometrische Kalziummessungen mit 

Fura-2 Oben: Für eine gleichmäßige Perfusion 

von den Badlösungen (1: isotone Badlösungen 

„Iso 150“ versetzt mit oder ohne Agonisten, 

inversen Agonisten und Inhibitoren sowie 

hypotone Badlösung „Hypo150“) in der 

Perfusionsmesskammer (2, unten) wurde ein 

Zufluss über einen englumigen 

Zufuhrschlauch (3) mittels Gravitation 

durchgeführt. Der kontinuierliche Abfluss (4) 

der Badlösungen wurde über eine 

Waschflasche (5) mittels einer 

Membranvakuumpumpe gewährleistet. Die 

EMCCD182-Kamera IXonEM (6) ist über einen 

Dual View (MAG BiosystemsTM DV2TM 

Dual-Channel) an einen optischen 

Seitenausgang des inversen Olympus IX71 

Mikroskops (7) angeschlossen. Die Anregung 

erfolgte über eine Xenon-Lampe (8, Polychrom 

V mit FDU2). Mitte: Die 

Deckgläschen-Einbauvorrichtung (9) aus 

magnetisch nichtrostendem Edelstahl mit 

Messingschraubverluss in dem das 

Deckgläschen mit 24 mm Durchmesser 

eingespannt wird. Die 

Deckgläschen-Einbauvorrichtung (9) befindet 

sich in der vorgesehenen Öffnung des 

Mikroskopiertisches (10). Unten: Die 

Perfusionsmesskammer (2) aus Plexiglas liegt 

auf dem Deckgläschen und wird mit Hilfe von 

zwei Messkammerhalterungen (11, 

Dauermagnete mit Federstahl) fixiert. 

Die Deckgläschen wurden in einer 

eigens im Hause angefertigten 

Einbauvorrichtungr eingespannt und 

mit 1 ml einer HEPES gepufferten 

HBS überschichtet und während der Messung mit der isotonischen Badlösung „Iso 150“ 

perfundiert. Die Iso 150-Badlösung beinhaltet [mM]: 55 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2 * 2H2O, 10 

HEPES, 10 Glucose, 1 MgCl2 * 6H2O, die mit NaOH auf pH = 7,4 und wurde mit Mannitol 

isotonisch (300 ± 5 mOsmol l-1) eingestellt. Außerdem wurde eine hypoosmolare 

Badlösung mit 150 mOsmol l-1 („Hypo 150“) mit den gleichen Ionenkonzentrationen wie 

die Iso 150-Badlösung ohne zugesetztes Mannitol verwendet. Die Agonisten-Stimulation 

an den transfizierten HEK293T-Zellen erfolgte mittels Perfusion für ca. 1 Minute einer 

Iso 150-Badlösung mit folgenden Agonisten: 100 µM Histamin, 200 nM Gonadoliberin 

                                                
182 Abkürzung EMCCD vom Englischen Electron Multiplying Charge Coupled Devise 
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(GnRH183) und 200 nM Leuprolid184. Der spezifische inverse Agonist Mepyramin 

(30 – 100 µM) als auch der spezifische Gq/11-Inhibitor YM-254890 (100 nM) wurden 

ebenfalls über kontinuierliche Perfusion appliziert. Das inverse Mikroskop ist mit einem 

Ölimmersionsobjektiv UPlanSApo 20x/0.85, mit einem Filterset für FURA-2, bestehend 

aus einem Anregungsfilter mit Kurzpassfiltercharakteristik, der nur Wellenlängen bis 

λ = 410 nm durchlässt (SP185410), einem dichroitischen Strahlenteiler, der eine 

Langpassfiltercharakteristik hat und das hindurchtretende Fluoreszenzlicht von Fura-2 

als Interferenzfilter durchlässt und die beiden Anregungslichter für Fura-2 als Spiegel 

reflektieren. Die Grenzwellenlänge dieses Strahlenteilers liegt ebenfallls bei λ = 410 nm 

(DCLP186410) und einem Emissionsfilter mit Langpassfiltercharakteristik, der 

Wellenlängen größer als λ = 440 nm durchlässt (LP440). Daneben besitzt das Mikroskop 

einen CFP-Filterset für die Detektion der blauen Fluoreszenz (Anregungsfilter 

DT-Blue187, Strahlenteiler DCLP460 und Emissionslangpassfilter LP470), einen 

YFP-Filterset für die Detektion der gelben Fluoreszenz (Anregungskurzpassfilter  SP 

B51, dichroitischer Strahlenteiler DCLP515 und Emissionsbandpassfilter: BP535/30), 

einen Dualband CFP/YFP-Filterset (Anregungssfilter: Ex-CFP/YFP, Dichroitischer 

Strahlenteiler: DC-CFP/YFP, Emissionsfilter: Em-CFP/YFP) und einen Monochromator 

(Polychrom V von TILLPhotonics, Gräfelfing). Die Intensitäten der Fluoreszenzsignale 

von Fura-2, Cerulean und von EYFP wurden bei Anregungswellenlängen: λ = 340 nm 

und λ = 380 nm für FURA-2, λ = 430 nm für mCerulean und λ = 500 nm für EYFP mit 

einer EMCCD-Kamera (IXonEM, Andor Technology Ltd., United Kingdom) aufgenommen. 

Zur Bestimmung der durch die Agonisten-Stimlation freigesetzter Kalziumionen wurden 

HEK293T-Zellen auf dem 24 mm Ø Glasplättchen mit monochromatischem Licht der 

Wellenlängen λ = 380 nm und λ = 340 nm angeregt. Vor jeder Messung wurden die 

einzelnen HEK293T-Zellen in definierte räumliche Bereiche (ROI)188 mit einem 

Bildverarbeitungsprogramm TILLvisION Version 4.5.60 von TILL Photonics GmbH 

zugeordnet und aus dem Quotienten R der gemessenen Fluoreszenzintensitäten von 

kalziumgebundener (F340nm) und kalziumfreier Form (F380nm) von Fura-2 die freie 

intrazelluläre Kalziumkonzentration jeder einzelnen HEK293-Zelle durch die 

Analysensoftware TILLVisION von TILL Photonics GmbH (Gräfelfing, Deutschland) 

berechnet. Als Ausschlusskriterien wurden sowohl HEK293-Zellen, die zu Beginn der 

Messung eine basale intrazelluläre Kalziumkonzentration von mehr als 150 nM 

aufwiesen als auch solche HEK293-Zellen, die eine transiente Kalziumzunahme kleiner 

als 120 nM bei Agonisten-Stimulation zeigten, festgelegt. Desweiteren wurden 

fluorimetrische Kalziummessungen von HUVEC und HAoEC in ibidi®-Kammern (µ-Slide 

I0.4 Luer ibiTreat, Martinsried, Deutschland) durchgeführt, die einen homogenen 

laminaren Perfusionsfluss weitgehend gewähren. Die Kammern wurden am Vortag über 

                                                
183 Abkürzung GnRH vom Englischen Gonadotropin-Releasing-Hormon 
184 Synonym für Leuprorelin 
185 Abkürzung SP vom Englischen Short Pass 
186 Abkürzung DCLP vom Englischen Dichroic Long Pass 
187 DT-bue ist ein Bandpassfilter, der nur Wellenlängen λ = 436 ± 10 nm durchlässt 
188 Abkürzung ROI vom Englischen Region Of Interest 
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Nacht im Brutschrank bei 37°C temperiert und mit Carbogen189 begast. Die 

ibidi-Kammern wurden morgens mit Rindergelatine aus der Gesichtshaut 

(Sigma-Aldrich, # G9391, Taufkirchen) beschichtet. Dafür wurde eine 

Gelatine-Stammlösung mit einer Konzentration von 1 mg ml-1 hergestellt, indem 1 mg 

Rindergelatine in 1 ml PBS mit Hilfe eines Vortexmischers gelöst wurde. Diese frisch 

zubereitete Gelatine-Stammlösung wurde mit PBS auf eine Gelatine-Endkonzentration 

von 20 µg ml-1 verdünnt. Mittels einer 2 ml-Spritze wurden die vorbehandelten 

ibidi-Kammern mit der verdünnten Gelatine-Lösung befüllt und für eine halbe Stunde im 

Brutschrank bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde diese Lösung abgesaugt und die 

Gelatine-beschichtete Ibidi-Kammer im Brutschrank bei 37°C bis zur Befüllung 

aufbewahrt. Die HUVEC oder HAoEC wurden in einer Zelldichte von 30.000 – 70.000 

ml-1 gleichmäßig mit Hilfe einer 2 ml-Spritze befüllt. Das gesamte Fassungsvolumen für 

eine µ-Slide I0.4 Kammer beträgt 220 µl aus 100 µl Kanalvolumen mit jeweils zwei 60 µl 

Reservoirs, so dass im Kanal etwa 7.000 bis 15.000 HUVEC bzw. HAoEC vorliegen. 

Nach einer zweistündigen Inkubation im Brutschrank wurden die HUVEC bzw. HAoEC 

mit 5 µM Fura-2-AM-haltige HBS beladen und anschließend mit 1 ml einer HEPES 

gepufferten HBS gewaschen und sofort fluorimetrisch gemessen. 

 
Abbildung 2.2: Aufbau des 

Messstandes für ratiometrische 

Kalziummessungen mit Fura-2 für 

Fluss-induzierte Scherkräfte 

Oben: Eine laminare Perfusion von 

den Badlösungen (1, isotone 

Badlösungen „Iso 150“ versetzt mit 

oder ohne Agonisten, inversen 

Agonisten und Inhibitoren) in der 

ibidi-Kammer (2) wurde über einen 

englumigen Zufuhrschlauch (3) mit 

Hilfe einer Schlauchquetschpumpe 

(Ismatec-Pumpe Reglo Analog 

MS-4/8-100 Peristaltik mit 8 Rollen) 

erreicht (4). Unten: Für eine laminare 

Flüssigkeitsströmung der Badlösung 

mit einer definierten Flussrate wurde 

die ibidi-Kammer (2) mit zwei 

weiblichen Luer-Lock-Anschlüssen 

an zwei 3-Stopper Tygon Standard 

R-3607 Schläuche (Zufuhr- und 

Abflusschlauch) angeschlossen. Die 

Fluss-induzierte Scherkraft wurde 

ebenfalls mit Hilfe einer 

Schlauchquetschpumpe-Pumpe von 

Ismatec angelegt, die definierte 

                                                
189 Carbogen setzt sich aus 5 % (V/V) Kohlenstoffdioxid (CO2) und 95 % (V/V) Sauerstoff (O2) zusammen. 
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Flussraten lieferte. Der Abfluss (4) der Badlösungen wurde über einen Abflussschlauch (5) in einem 

Auffangbehältnis gewährleistet. Die ibidi-Kammer wurde mit Hilfe von vier Objektträgerhaltern (6) fixiert. 

Für die fluorimetrischen Kalziummessungen wurde eine Schlauchquetschpumpe von 

Ismatec (Ismatec Reglo, Wertheim, Deutschland) über einen 3-Stopper Tygon Standard 

R-3607 Schlauch an eine mit Fura-2 beladene Scherkräftekammer luftblasenfrei 

angeschlossen. Es wurden gemäß Angaben des Herstellers Scherkräfte mit Flussraten 

von 3,04 ml min-1 für 4 dyn cm-2 (Pumpeneinstellung = 16) und 15,19 ml min-1 für 

20 dyn cm-2 (Pumpeneinstellung = 79) angelegt. Die beiden applizierten Scherkräfte 

wurden nach der Formel berechnet: 

τ = η × 131,6 × ϕ        Formel 6 

Formel 6: Mit τ = Scherkraft [dyn cm-2], η = dynamische Viskosität der Badlösung mit η ≈ 0.0072 dyn s cm-2, 

und ϕ = Flussrate [ml min-1] für µ-Slide I0.4 ibidi-Kammer mit einem geometrischen und 

Maßeinheiten-Umrechnungsfaktor von 131,6 min s-1 ml-1 nach Cornish et al, 1928. 

2.10 FRET-Photometrie 

Der von Theodor Förster im Jahre 1948 beschriebene 

Förster-Resonanz-Energie-Transfer, der auch unter dem Namen 

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, kurz FRET, bekannt ist (Förster, 1948) 

bezieht sich auf eine strahlenlose Energieübertragung von einem angeregten 

Donorfluoreszenzfarbstoff auf einen zweiten Akzeptorfluoreszenzfarbstoff im 

Grundzustand. Diese transferierte Energie wird nicht in Form von elektromagnetischer 

Strahlung bzw. Photonen, sondern strahlungslos über Coulomb`sche 

Dipol-Dipol-Wechselwirkungen übertragen, wobei der Eigendrehimpuls, der sogenannte 

Spin, beider Fluorezenzfarbstoffe insgesamt erhalten bleibt. In der Quantenphysik wird 

diese Energieübertragung auch als ein Singulett-Singulett-Transfer von 

Valenzelektronen (S0�S1 im Jablonski-Diagramm, siehe Abbildung 2.3) ohne 

Spinumkehr beschrieben, der aber beim Singulett-Triplett-Transfer stattfindet und die 

Phosphoreszenz charakterisiert (Zander, 1981). Dabei gilt, dass die Elektronen im 

S0-Zustand mit antiparallelem Spin vorliegen und kein magnetisches Drehmoment 

besitzen (siehe Formel 7). Im angeregten S1-Zustand ist der Spin des angeregten 

Elektrons weiterhin mit dem nicht angeregten Elektron antiparallel und es gibt auch hier 

kein magnetisches Drehmoment (Breitmaier und Jung, 2012). 

↑↓
D

S0
+ 

↑↓
A

S0⇨ ↓

↑
D

S1
+ 

↑↓
A

S0 ⇨
↑↓

D
S0

+ ↓

↑
A

S1
     Formel 7 

Formel 7: Der FRET kann somit physikalisch-mathematisch mit D = Donorfluoreszenzfarbstoff, 

A = Akzeptorfluoreszenzfarbstoff, S0 = Singulett-Grundzustand, S1 = angeregter Singulett-Zustand, 

⇨ = Photonen-Energiezufuhr (E = hν190), ⇨ = FRET, 
↓

↑
 = antiparallele Spinrichtung im angeregten 

Singulett-Zustand und 
↑↓

 = antiparallele Spinrichtung im Singulett-Grundzustand ausgedrückt werden. 

                                                

190 Einsteinsche Gleichung für die Energie eines Photons mit Planckschem Wirkungsquantum h und mit der Frequenz 
des Photons ν 
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Der FRET zwischen zwei Fluoreszenzfarbstoffen hängt von der Energietransferrate kT 

ab, die ein Maß für einen strahlenlosen Energietransfers (FRET) zwischen zwei 

Fluoreszenzfarbstoffen ist. Diese Größe wird durch folgende Parameter bestimmt: 

Erstens, von der anfänglichen Fluoreszenzlebensdauer des Donorfluoreszenzfarbstoffs 

τD in Abwesenheit des Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs. Zweitens, von der Rate der 

emittierten Photonen des Donorfluoreszenzfarbstoffs kD und drittens, von der Entfernung 

RDA zwischen dem Emissionsdipol des Donorfluoreszenzfarbstoffs und dem 

Absorptionsdipol des Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs (siehe Abbildung 2.5). Bei dem 

Abstand RDA bei der die FRET-Effizienz EFRET einer strahlenfreien Energieübertragung 

zwischen zwei Fluoreszenzfarbstoffen genau 50% beträgt, wird als der Förster-Radius 

R0 bezeichnet. Die FRET-Effizienz gibt den Anteil an Photonen wieder, die vom 

Donorfluoreszenzfarbstoff absorbiert und in einen strahlenlosen Energietransfer (FRET) 

auf den Akzeptorfluoreszenzfarbstoff mündet. Eine hohe FRET-Effizienz würde 

demnach bedeuten, dass jedes absorbierte Photon durch den Donorfluoreszenzfarbstoff 

idealerweise in einem FRET zwischen dem Donor- und Fluoreszenzfarbstoff resultiert. 

Abbildung 2.3: Jabloński-Diagramm für 

FRET Durch die Absorption von energiereicher, 

kurzwelliger Strahlung im sichtbarem Bereich 

(hν, türkis) wird das Valenzelektron des 

Donorfluoreszenzfarbstoffs auf einen 

angeregten S1-Zustand mit den 

Schwingungszuständen (0,1,2,3,4,5) 

angehoben. Das angeregte Valenzelektron des 

Donorfluoreszenzfarbstoffs fällt zunächst, 

innerhalb von 100 fs (Zander, 1981), durch 

strahlungslose vibronische Relaxation (orange 

gestrichelter Pfeil) in den Grundzustand (0) mit der geringsten Energie des angeregten S1-Zustands zurück. 

Im angeregten Schwingungsgrundzustand des S1-Zustands kann das angeregte Valenzlektron des 

Donorfluoreszenzfarbstoffs entweder die erhöhte Energie im zweistelligen Nanosekundenbereich  als 

Photon emittieren (Fluoreszenz des Donors kD, hν, grün) oder im zweistelligen Pikosekundenbereich (Xu et 

al., 2005) in Form eines strahlungslosen Energietransfers (FRET, rot gestrichelte Pfeile) auf den 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoff im S0-Grundzustand übertragen. Die Rate des strahlenlosen Energietransfers 

vom Donorfluoreszenzfarbstoff auf den Akzeptorfluoreszenzfarbstoff ist als kT (rot gestrichelter horizontaler 

Pfeil) hervorgehoben. Somit wird das Valenzelektron des Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs auf den 

energiereicheren S1-Zustand angehoben (roter gestrichelter Aufwärtspfeil). Das Valenzelektron im 

angeregten Akzeptorfabstoff fällt zunächst wieder durch vibronische Relaxation auf den 

Schwingungsgrundzustand (0) des S1-Zustands zurück (orange gestrichelter Pfeil) und strahlt dabei die 

Energie als langwelliges Licht im sichtbaren Bereich ab (hν, gelb). Durch das FRET nimmt die 

Fluoreszenzintensität des Donorfluoreszenzfarbstoffs ab (hν, grün), während die des 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs im zweistelligen Nanosekundenbereich (hv, gelb) zunimmt. Abbildung in 

Anlehnung an Hochreiter et al (2015) Sensors 15:26281-26314 
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Mit der nachfolgenden Formel kann die Energietransferrate kT191 eines FRET zwischen 

zwei Fluoreszenzfarbstoffen berechnet werden (Lakowicz, 2006a; Claussen et al., 2013; 

Masters, 2014) 

kτ = 
1

τD
×

R0
6

RDA
6  = 

1

τD
× 
 R0

RDA
�6

        Formel 8 

Auf die mathematische Formel 8 zurückgreifend ergibt sich die FRET-Effizienz EFRET zu: 

EFRET = 
kτ×τD

1+�kτ×τD	  = R0
6

R0
6+RDA

6  = 
1

1+�RDA
R0

�
6       Formel 9 

Formel 8 und 9: Mit kτ = Energietransferrate, wobei kτ = τD-1, τD = Fluoreszenzlebensdauer des 

Donorfluoreszenzfarbstoffs in Abwesenheit des Akzeptors, R0 = Förster-Radius, RDA = Abstand zwischen 

Donor- und Akzeptorfluoreszenzfarbstoff. 

Da die FRET-Effizienz EFRET mit der sechsten Potenz des Abstandes beider Farbstoffe 

abnimmt, sollte die Entfernung RDA zwischen dem Donor- und dem 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoff unter RDA ≤ 10 nm (≤ 100 Å) liegen. 

Eine weitere Berechnungsmöglichkeit der FRET-Effizienz EFRET besteht in der 

Verwendung experimentell ermittelter Fluoreszenzintensitäten des 

Donorfluoreszenzfarbstoffs in Anwesenheit (FDA) und in Abwesenheit (FD) des 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs: 

EFRET = 1- FDA

FD
          Formel 10 

Formel 10: Mit FDA = Fluoreszenzintensität in Anwesenheit des Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs, 

FD = Fluoreszenzintensität in Abwesenheit des Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs. 

Als eine weitere notwendige Bedingung sollte das Emissionsspektrum des 

Donorfluoreszenzfarbstoffs mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptorfarbstoffs 

überlappen (siehe Abbildung 2.4), wobei die überlappende Fläche der Spektren J als 

das Integral proportional zur Energietransferrate kT und zur sechsten Potenz des 

Förster-Radius R0 ist (Xu et al., 2005; Lakowicz, 2006a; Claussen et al., 2013; Masters, 

2014): 

J�λ	 = � fD
∞

0 (λ) ε(λ) λ4 dλ         Formel 11 

Formel 11: fD(λ) = normierte Fluoreszenzintensität des Donorfarbstoffs bei der Wellenlänge λ 

(λCerulean = 433nm), εA(λ) = Extinktionskoeffizient des Akzeptorfarbstoffs, λ = Wellenlänge in nm 

                                                
191 Die Energietransferrate kT ist indirekt proportional zur Fluoreszenzlebensdauer des Donorfluoreszenzfarbstoffs τD, 

wodurch der Kehrwert der Fluoreszenzlebensdauer des Donorfluoreszenzfarbstoffs τD der Energietransferrate kT 
entspricht. 
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Abbildung 2.4: Die Anregungs- und Emissionsspektren der beiden Fluorochrome FlAsH und 

Cerulean unter Angabe der maximalen Exzitations- und Emissionswellenlängen Gestrichelte Flächen 

stellen die Anregungs- bzw. Exzitationsspektren und die farbigen Flächen die Emissionsspektren beider 

Fluorochrome dar. Die beiden Emissionsspektren werden durch die beiden Bandpassfilter, 

YFP- bzw.FlAsH-EmissionsfFilter (BP535/30, 520-550 nm, grüner Balken) und CFP- bzw. Cerulean 

Emissionsfilter (BP480/40, 460-500 nm, blauer Balken) eingegrenzt. Die schwarz-schraffierte Fläche gibt 

die spektrale Überlappung J wieder. Die Anregungs- und Emissionsspektra mit den Emissionsfiltern wurden 

mit Hilfe des online Web tools Spectrum Viewer von AAT Bioquest mit der URL-Adresse 

https://www.aatbio.com/spectrum/ erstellt. Letzter Aufruf erfolgte am 09.05.2018. 

Als letzte notwendige Bedingung sollten der Donor- und der 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoff möglichst parallele elektronische Schwingungsfelder 

(Dipolachsen) besitzen (siehe Abbildung 2.5). Der Orientierungsfaktor κ2 (0 ≤ κ2 ≤ 4), das 

durch die relative Orientierung der Dipolachsen beider Fluoreszenzfarbstoffe zueinander 

festgelegt ist, kann die Wahrscheinlichkeit und das Ausmaß eines FRET bestimmen 

(Lakowicz, 2006b; Claussen et al., 2013). Die Energietransferrate kT und die sechste 

Potenz des Förster-Radius R0 sind direkt proportional zum Orientierungsfaktor κ2. 

κ2 = (cos θDA - 3 cos θDA cos θDA)2      Formel 12 

Formel 12: Mit κ2 = Orientierungsfaktor der Dipolachsen beider Fluoreszenzfarbstoffe, θDA = Winkel 

zwischen dem Emissionsdipol des Donorfluoreszenzfarbstoffs und dem Absorptionsdipol des 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs, θD = Winkel zwischen dem Emissionsdipol des Donorfluoreszenzfarbstoffs 

und dem Verbindungsvektor RDA zwischen dem Donor- und dem Akzeptorfluoreszenzfarbstoff, θA = Winkel 

zwischen dem Absorptionsdipol des Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs und dem Verbindungsvektor RDA 

zwischen dem Donor- und Akzeptorfluoreszenzfarbstoff. 

Da der Kosinus nur Werte zwischen 0 und 1 annehmen kann, können für den 

Orientierungsfaktor κ2 aus der obigen Gleichung (siehe Formel 12) nur Werte zwischen 

0 und 4 berechnet werden, wobei der Wert κ2 = 0 bei senkrechter bzw. 

orthogonal-perpendikularer (θDA = 90°), κ2 = 1 bei paralleler (θDA = 0°) und κ2 = 4 bei 

linear-abhängiger, kollinearer Anordnung des Donor-Emissionsdipols zum 

Akzeptor-Absorptionsdipol zustandekommt (Lakowicz, 2006c; Clegg, 2009; Vogel et al., 

2012). 
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung 

der elektrischen Schwingungsfelder 

(Dipolachsen) Bei einer senkrechten bzw. 

orthogonal-perpendikularen Anordnung der 

beiden Dipolachsen zueinander (κ2 = 0, 

θDA = 90°) ist ein FRET ausgeschlossen. Bei 

einer parallelen (κ2 = 1, θDA = 0°) und einer kollinearen (κ2 = 4, θDA = 0°) Anordnung beider Dipolachsen 

zueinander findet ein FRET statt. Mit κ2 = Orientierungsfaktor der Dipolachsen beider Farbstoffe zueinander, 

θDA = Winkel zwischen dem Emissionsdipol des Donorfluoreszenzfarbstoffs und dem Absorptionsdipol des 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs, θD = Winkel zwischen dem Emissionsdipol des Donorfluoreszenzfarbstoffs 

(türkis farbener Pfeil) und dem Verbindungsvektor (RDA, schwarzer Pfeil) zwischen dem Donor- und dem 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoff, θA = Winkel zwischen dem Absorptionsdipol des 

Akzeptorfluoreszenzfarbstoffs (gelber Pfeil) und dem Verbindungsvektor (schwarzer Pfeil) zwischen dem 

Donor- und Akzeptorfluoreszenzfarbstoff. Abbildung in Anlehnung an Lakowicz (2006) Springer 3. 

Auflage:449 

In der Realität sind die Farbstoffe nicht in einer bestimmten Orientierung fixiert, somit 

können sie sich mit einer gewissen Rotationskorrelationszeit von ca. 15 ns für 

fluoreszierende Proteine wie z. B. für das gelb fluoreszierende Protein Venus (Pons, 

2013) frei bewegen. In Lösungen beträgt der Orientierungsfaktor κ2 = ⅔. Dieser Wert 

trifft für kleine Fluorophore wie z. B. FlAsH zu, aber weniger für die großen 

fluoreszierenden Proteine, die aufgrund ihrer Größe in ihrer Rotation stark sterisch 

eingeschränkt sind. Somit nimmt man an, dass bei einem Wert von κ2 = ⅔ die Dipole der 

Fluoreszenzfarbstoffe frei rotieren können. Der Orientierungsfaktor κ2, der durch die 

Größe und die Lage beider Farbstoffe im elektrischen Schwingungsfeld festgelegt ist, 

kann somit Auskunft über die Effienz des FRET geben. Zusammenfassend gehen in die 

Berechnung des Förster-Radius R0 der Orientierungsfaktor κ2 = ⅔ der 

Dipol-Dipol-Wechselwirkung, die spektrale Überlappung zwischen dem 

Emissionsspektrum des Donors und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors J(λ), die 

Fluoreszenzquantenausbeute des Donors QD in Abwesenheit des Akzeptors, die 

normierte Fluoreszenzintensität des Donors fD�λ	, der molare Extinktionskoeffizient des 

Akzeptors εA�λ	 und der refraktive Index (Brechungsindex) des Mediums n ein. Der 

Försterradius R0 ist die Distanz zwischen Akzeptor und Donor, bei der die Hälfte der 

Donorfluoreszenzmoleküle einen FRET vollzogen hat oder die Hälfte der 

Akzeptormoleküle von einem Grundzustand S0 in einen angeregten Zustand S1 

gewechselt ist. 

Name Absorptionsmaximum 
[nm]  

Emissionsmaximum 
[nm]  

Molarer 
Extinktionskoeffizient 
[103 l mol-1 cm-1] 

Fluoreszenzquantenausbeute 

ECFP 433/ 434 475/ 477 26/ 29/ 30/ 33 0,36/ 0,40/ 0,41 

EYFP 514/ 515 527/ 528 80,4/ 84 0,61 

mTFP1 462 492 64 0,85 

mKO2 551 565 63,8 0,62 

FlAsH 508 528 70 0,85 

Cerulean 433 - 435 475-475 43 0,62 

mVenus 515 528 92,2 0,57 

mTurquoise2 434 474 30 0.93 ± 0.02 
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Tabelle 2.1: Übersicht über Parameter fluoreszierender Proteine und FlAsH (Gudermann et al., 1997; 

Griffin et al., 1998; Patterson et al., 2001; Gaietta et al., 2002; Nagai et al., 2002; Rizzo et al., 2004; Ai et 

al., 2006; Lelimousin et al., 2009; Sun et al., 2009; Goedhart et al., 2012; Wall et al., 2015) 

 

FRET-Paare spektrale Überlappung J(λ) [m6 mol-1] 

EYFP-ECFP 2,338 x 10-27 

mTFP1-mKO2 2,623 x 10-27 

FlAsH-mCerulean 2,874 x10-27 

Tabelle 2.2: Die spektrale Überlappung J(λ) [m6 mol-1] wurde mit Hilfe von a|e - UV-Vis-IR Spectral 

Software 2.2, FluorTools, letzte Version (26.01.2015) www.fluortools.com, bestimmt. Letzter Aufruf erfolgte 

am 07.04.2017. 

Für die Berechnung des Förster-Radius wurde die nachfolgende mathematische Formel 

(Formel 13.1) verwendet: 

R0
6=

9000 ln10 κ2 QD 

128π
5 n4 NA

� fD�λ	 εA�λ	 dλ
∞

0  λ4
    Formel 13 

R0
6=

9000 ln10 κ2 QD 

128π
�n4 NA

J�λ	       Formel 13.1 

Formel 13.1: Mit R0 = Förster-Radius, κ2 = Orientierungsfaktor, QD = Fluoreszenzquantenausbeute des 

Donors in Abwesenheit des Akzeptors, J(λ) = spektrale Überlappung, fD(λ) = normierte 

Fluoreszenzintensität des Donorfarbstoffs bei der Wellenlänge λ (λCerulean = 433nm), 

εA(λ) = Extinktionskoeffizient des Akzeptorfarbstoffs, λ = Wellenlänge in nm und n = Brechungsindex des 

Mediums. Eine Vereinfachung der mathematischen Formel 13 für die Berechnung des Förster-Radius 

erfolgt mit Einsetzen der Avogadro-Konstante NA = 6,02214 x 1023 mol-1, das zur nachfolgenden Gleichung 

führt: 

R0
6 = 8,785 x 10-25 mol (κ2 n-4 QD J(λ) m6 mol-1) 

Für die Berechnung des Förster-Radius für folgende FRET-Paare: ECFP-EYFP, 

mTFP1-mKO2 und Cerulean-FlAsH wurde der Brechungsindex n für wässrige Lösungen 

n = 1,4 und der Orientierungsfaktor κ2 = ⅔ gesetzt. 

ECFP-EYFP 

mit QECFP = 0,40, JECFP-EYFP = 2,338 x 10-25 m6 mol-1 

R0
6=

9000 ln10 κ2 QD J�λ	
128π

�n4 NA

 

R06 = 8,785 x 10-25 mol (κ2 n-4 QD J(λ) m6 mol-1) 

R06 = 8,785 x 10-25 mol (1,623 x 10-26 m6 mol-1) 

R06 = 1,418 x 10-50 

R0 = �1,418 � 10���� !  

R0 = 4,92 x 10-9 m 

R0 = 4,92 nm 

Cerulean-FlAsH 

mit QmCerulean = 0,62, JmCerulean-FlAsH = 2,874 x 10-25 m6 mol-1 
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R0
6=

9000 ln10 κ2 QD J�λ	
128π

�n4 NA

 

R06 = 8,785 x 10-25 mol (κ2 n-4 QD J(λ) m6 mol-1) 

R06 = 8,785 x 10-25 mol (3,0923 x 10-26 m6 mol-1) 

R06 = 2,7165 x 10-50 m6 

R0 = �2,7165 � 10���� !  

R0 = 5,4828 x 10-9 m 

R0 = 5,48 nm 

mTFP1-mKO2 

mit QmTFP1 = 0,62, JmTFP1-mKO2 = 2,623 x 10-25 m6 mol-1 

R0
6=

9000 ln10 κ2 QD J�λ	
128π

�n4 NA

 

R06 = 8,785 x 10-25 mol (κ2 n-4 QD J(λ) m6 mol-1) 

R06 = 8,785 x 10-25 mol (3,8691 x 10-26 m6 mol-1) 

R06 = 3,3990 x 10-50 m6 

R0 = �3,3990 � 10���� !  

R0 = 5,6915 x 10-9 m 

R0 = 5,69 nm 

Abbildung 2.6: FRET-Effizienzen für die drei FRET-Paare ECFP-EYFP, Cerulean-FlAsH, 

mTFP1-mKO2 in Abhängigkeit des Abstandes (nm) der Fluorochrome zueinander, wobei R0 der Abstand 

ist, bei dem die FRET-Effizienz 50% beträgt. 
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Für die Durchführung der dynamischen FRET-Experimente wurde das inverse 

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX70 ausgestattet mit einem UPlanSApo 100x/1,40 

Ölimmersionsobjektiv und dem Dual Emission Photometry System von TILL-Photonics 

(Martinsried, Deutschland), verwendet (siehe Abbildung 2.10). Hierbei handelt es sich 

nicht um ein Imaging System, sondern um ein zwei Photodiodensystem, das keine 

subzelluläre räumliche Auflösung ermöglicht. Mit den beiden Photodioden (Hamamatsu) 

können simultan in zwei unterschiedlichen Kanälen Photonen detektiert werden, womit 

simultane Fluoreszenzmessungen mit einer Frequenz von 10 Hz aufgenommen werden 

konnten. Die Fluoreszenzintensitätsmessungen beruhen auf den inneren 

photoelektrischen Effekt bei Halbleitern. Es kommt bei Bestrahlung des 

Photodiodenmaterials zur Bildung von ungebundenen Elektron-Loch-Paaren, die die 

elektrische Leitfähigkeit der Halbleiterdiode erhöhen. Die Photodioden werden über 

einen virtuellen Kurzschluss mit einem Transimpedanzverstärker betrieben. Dabei gilt, 

dass die Fluoreszenzintensität proportional ist zum Photostrom in Sperrrichtung und 

dieser Strom ist wieder proportional zur Ausgangsspannung am 

Transimpedanzverstärker. Die eingestellte Belichtungsdauer war 4,6 ms – defakto 

aufgrund des Galvanometers des Polychroms V mindestens 9,2 ms. Während dieser 

Belichtungsdauer wurden die beiden Fluoreszenzintensitäten bzw. die analoge 

Ausgangsspannung des Transimpedanzverstärkers mit 10 kHz abgetastet. Hierzu 

diente der Analog-Digital-(A/D)-Wandler des Patch-Clamp-Verstärkers (EPC-10 USB 

von HEKA Elektronik, Dr. Schulze GmbH, Lambrecht/Pfalz). Für jede fortlaufende 

Aufzeichnung eines Datenpunktes werden von der HEKA Software mindestens 400 ms 

benötigt. Diese Begrenzung der zeitlichen Auflösung eines Datenpunktes auf 

mindestens 400 ms verhinderte eine Erhöhung der Abtastfrequenz bei der 

FRET-Photometrie. Höhere Abtastfrequenzen über 50 Hz führten zur zeitlich 

verspäteten Aufzeichnung von Datenpunkten. Das Nyquist-Shannon-Theorem (Nyquist, 

1928) besagt, dass die Frequenz mit der die aufgezeichneten digitalen Werte 

aufgenommen werden, die sogenannte Abtastfrequenz, mindestens doppelt so hoch wie 

die höchste Signalfrequenz sein sollte, um das ursprüngliche Signal aus den 

aufgezeichneten Datenpunkten originalgetreu ohne Signalverlust wiedergeben zu 

können (Shannon, 1949; Pawley, 2006). Die Kanäle der beiden Photodioden wurden 

folgendermaßen gewählt: A/D 0 = FlAsH-Fluoreszenz und 

A/D 1 = Cerulean-Fluoreszenz. Zudem wurde für die schnelle Applikation von 

Lösungen192 ein Überdrucksystem von ALA Scientific Instruments (ALA-Octaflow, 8er 

Kanalsystem) mit einem Druckregulator (PR-10 Pressure, P = 0,7 bar) verwendet, das 

einen schnellen Lösungswechsel innerhalb von 5 - 10 ms gewährleistete. Die acht 

Perfusionseingänge des 8er Kanals münden in einen Ausgang aus 8 

Quarzmikrokapillaren, die mit Polyimid beschichtet sind und einen Durchmesser von 

jeweils d = 100 µM aufweisen (QMM Quartz MicroManifold®, ALA Scientific Instruments, 

Inc., Farmingdale, NY, USA). 

                                                
192 Isotone Badlösungen mit oder ohne Agonist bzw. inversem Agonisten bzw. hypotone Lösungen mit 150, 175, 200, 

225, 250 und 275 mOsmol für mechanische Stimulation. 
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Für die Scherkräftemessungen wurde eine Spritzenpumpe von B. Braun (Perfusor 

Secura FT, B. Braun Melsungen AG) mit Förderraten von 0,1 - 99,9 ml h-1eingesetzt, das 

an eine Scherkräftekammer von ibidi (µ-Slide VI 0.1 ibiTreat, # 80666, ibidi) über ein 

schwarzes Perfusionsset von ibidi (schwarzes Perfusion Set, Länge 50 cm, 

Innendurchmesser 0.5 mm, Reservoir 2 ml, # 10966, ibidi) angeschlossen ist. 

Abbildung 2.7: Eichgerade der applizierten Flussraten und Fluss-induzierten Scherkräften für das 

schwarze Perfusionsset von ibidi (schwarzes Perfusion Set, Länge 50 cm, Innendurchmesser 0.5 mm, 

Reservoir 2 ml, # 10966, ibidi). Durch Anlegen definierte Flussraten wurde die gewünschte Scherkraft 

erzeugt (Tabelle rechts). Die basale Flussgeschwindigkeit betrug 1,9 ml h-1, was einer Scherkraft von 

3 dyn cm-2 entsprach. Steigende Strömungsgeschwindigkeiten von 5,4, 11,4, 22,2 und 33,6 ml h-1 

entsprachen jeweils Fluss-induzierten Scherkräften von 10, 20, 40 und 60 dyn cm-2. 

Im Strahlengang befinden sich mehrere optische Filter (TILL Filtersets, Martinsried und 

AHF Analysentechnik, Tübingen), die den Lichtstrahl, der auf die zu messende Zelle 

auftrifft und von dieser emittiert wird, detektieren. Dieser emittierte Lichtstrahl wird am 

Ende des Strahlengangs in zwei Lichtstrahlen des gelben und blauen Fluorophors 

aufgetrennt. Die Anregung erfolgt über den Polychrom V Monochromator von 

TillPhotonics mit einer FDU-2-Kontrolleinheit, eine Lichtquelle, die monochromatisches 

Licht erzeugt. Das monochromatische Licht des Polychrom V ist genau genommen nicht 

Licht einer Wellenlänge, sondern ein Spektrum von Wellenlängen mit einer Gaußschen 

Intensitätsverteilung. Für dieses Projekt wurde eine Haupt-Anregungswellenlänge von 

λ = 430 nm mit einer Bandbreite von 430 ± 15 nm verwendet. Um einen exakten 

Spektralbereich der Anregung zu bekommen, verwenden wir den direkt 

nachgeschalteten Bandpassfilter „DT Blue“ DT-Blue (Bandpass BP436/20), der nur Licht 

zwischen 426 und 446 nm durchlässt. Dieses Anregungslicht trifft nun auf die zu 

messende Zelle und regt dort Fluorochrome an, die Licht mit einer größeren Wellenlänge 

emittieren. Dieses emittierte Licht größerer Wellenlänge trifft nun auf den 

nachgeschalteten dichroitischen Strahlenteiler mit Langpass-Charakteristik „DCLP 460“ 

(FRET Cube Dichroic Longpass DCLP460), der nur Licht größer als λ = 460 nm 

durchlässt und kleinere Wellenlängen herausfiltert. Dieser emittierte Lichtstrahl wird 

durch zwei Spiegeln in den Kurzpassfilter SP 650 (Shortpass SP650) umgelenkt. Dieser 

Kurzpassfilter lässt nur Licht mit einer Wellenlänge kleiner 650 nm durch. Das Licht 

größer als λ = 650 nm wird zum einen direkt auf eine bildgebende Kamera und zum 
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anderen über einen Spiegel auf die Kamera projiziert. Damit entsteht ein überlagertes 

Bild, das die Zelle und die Blenden im Rotlicht visualisiert. Die vier Blenden dienen dazu 

die zu messende Zelle einzurahmen, um die Fluoreszenz benachbarter Zellen 

auszuschließen. Der emittierte Lichtstrahl kleiner als λ = 650 nm, wird vom 

nachgeschalteten dichroitischen Strahlenteiler mit Langpass-Charakteristik „DCLP 505“ 

(Dual-Emission Cube Longpass DCLP505) bei der Wellenlänge von λ = 505 nm 

aufgetrennt. Das Licht, das größer als λ = 505 nm ist, geht einfach durch den 

Strahlenteiler durch. Das Licht, das kleiner als λ = 505 nm ist, wird reflektiert. Zwei 

Emissionsfilter, die den beiden Photodioden vorgeschalten sind, begrenzen jeweils 

spektral die Fluoreszenzemissionen für die Photodioden. Damit wird zum einen nur Licht 

mit der Wellenlänge von λ = 520 bis λ = 550 nm „BP535/30“ (Bandpass BP535/30) und 

zum anderen Licht mit der Wellenlänge von λ = 460 bis λ = 500 nm „BP480/40“ 

(Bandpass BP480/40) von den Photodioden simultan detektiert. In Abbildung 2.8 sind 

die verschiedenen Transmissionsspektren zu den verwendeten Filtern und 

Strahlenteilern gezeigt, dargestellt sind die prozentuale Durchlässigkeit gegenüber der 

jeweiligen Wellenlänge und die Transmissionsgüte im Sperrbereich. 

 
Abbildung 2.8: Verwendete Filtersets Anregungsfilter für Cerulean DT-Blue (BP436/20) (A), FRET-Würfel 

(DCLP460) (B), Emissionsfilter für FlAsH, YFP/FlAsH (BP535/30) (C), Emissionsfilter für Cerulean, 

CFP/Cerulean (BP480/40) (D), Strahlenteiler, Dual Emission cube (DCLP505) (E). siehe URL-Adresse: 

https://www.chroma.com/spectra-viewer. 
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Abbildung 2.9: Strahlengang im Fluoreszenzmikroskop Im Strahlengang sind mehrere optische Filter 

DT-Blue, DCLP 460, SP 650, SP 640, DCLP 505, BP 535/30, und BP 480/40 (TILLPhotonics, Martinsried 

oder AHF Analysentechnik, Tübingen) eingebaut, die den von der Lichtquelle, Xenonlampe (Polychtom V, 

TILLPhotonics, Martinsried) gespeisten Lichtstrahl in die beiden Fluoreszenzstrahlen des mCerulean und 

FlAsH lenken. Die beiden Photodioden detektieren jeweils Licht im Wellenlängenbereich von 

λ = 460 - 500 nm oder im Wellenlängenbereich von λ = 520 - 550 nm. 

 

Abbildung 2.10: Aufbau des Messstandes für 

die FRET-Photometrie Für eine gleichmäßige 

Perfusion von Badlösungen (isotone 

Badlösungen „Iso 150“ versetzt mit oder ohne 

Agonisten, inversen Agonisten und Inhibitoren 

sowie hypotone Badlösung „Hypo150“) wurde ein 

Zufluss über einen 100 µm Durchmesser 

Zufuhrschlauch (3) mittels einer 

Überdruckapplikation ALA VM8 - 8er 

Kanalsystem (1) mit einem ALA Analog Pressure 

Regulator, PR-10 (2) bei P = 0,7 bar 

durchgeführt. Der Strahlenteiler Dual Emission 

Cube DCLP 505 (4) teilt den Lichtstrahl in einen 

gelben und einen türkisen Lichtstrahl auf, die von 

den beiden Photodioden (7,8) detektiert werden. 

Für die Visualisierung der zu messenden Zelle 

und Blenden wurde eine bildgebende Kamera (5) 

und ein Spiegel (6), die an das 

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX70 (8) 

angeschlossen sind, verwendet. 
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Es gibt zwei problematische Phänomene, die bei Fluoreszenzmessungen zweier 

Fluorochrome auftreten können: 

• Zum einen gibt es das optische Übersprechen – der sogenannte „cross talk“ - auf der 

Anregungsseite. Hier wird mit der Wellenlänge von λ = 430 nm, die eigentlich nur das 

Cerulean anregen soll, auch das FlAsH mitangeregt.  

• Zum anderen gibt es das Durchbluten - das sogenannte „bleed through“ - auf der 

Emissionsseite. Es begründet sich durch ein Überlappen der Emissionsspektren von 

Cerulean und FlAsH und bedeutet, dass im gelben Detektionskanal auch emittiertes 

Licht des FRET-Donors Cerulean mitdetektiert wird und andersherum im blauen 

Detektionskanal auch emittiertes Licht des FRET-Akzeptors FlAsH ist. 

Abbildung 2.11: Anregungs- und Emissionsspektren der Fluorochrome FlAsH und mCerulean 

Veranschaulichung der Anregungs- und Emissionsspektren für die beiden verwendeten Fluorochrome, 

nämlich für den FRET-Donor Cerulean und den FRET-Akzeptor FlAsH. Wie man hier sieht, wird das 

Cerulean mit der Anregungswellenlänge von λ = 430 nm im Anregungsmaximum optimal angeregt. Das 

FRET-Donor-Emissionsspektrum von mCerulean liegt im blauen Detektionskanal mit einer Bandbreite von 

λ = 460 bis λ = 500 nm. Der gelbe Detektionskanal mit den Wellenlängengrenzen von λ = 520 bis λ = 550 

nm liegt im Emissionsmaximum des FRET-Akzeptors FlAsH. Gezeigt sind zudem die Spektralbereiche in 

denen die beiden Bandpassfilter, Emissions-Filter YFP/FlAsH (BP535/30, λ = 520 - 550 nm, grün, rechts) 

und Emissions Filter CFP/Cerulean (BP480/40, λ = 460 - 500 nm, blau, links), durchlässig sind. Durch die 

schwarzen Pfeile werden das optische Übersprechen („cross-talk“, links) und das Durchbluten 

(„bleed-through“, rechts) angezeigt. Die Anregungs- und Emissionsspektra mit den Emissionsfiltern wurden 

mit Hilfe des online Web tools Spectrum Viewer von AAT Bioquest mit der URL-Adresse 

https://www.aatbio.com/spectrum/ erstellt. Letzter Aufruf erfolgte am 09.05.2018. 

2.10.1 Bestimmung der FRET-Effizienz 

Material Hersteller 

2,3-Dimercapto-1-propanol 
(British-Anti-Lewisite, BAL)  

Fluka, # 38520-5ml 

FlAsH, 1 mM in DMSO Carsten Hoffmann, Würzburg, 
Rudolf-Virchow-Zentrum 

Die Effizienz des Förster-Resonanz-Energietransfers E wird aus den relativen 

Fluoreszenzintensitäten in Anwesenheit FDA und in Abwesenheit des Akzeptors FD nach 

folgender Formel (siehe Formel 14) bestimmt, wobei die FRET-Effizienz E Werte 

zwischen 0 und 1 annehmen kann. 
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E=1- FDA

FD
         Formel 14 

Formel 14: Mit FDA = Fluoreszenzintensität des Donors in Anwesenheit des Akzeptors und 

FD = Fluoreszenzintensität des Donors in Abwesenheit des Akzeptors. 

Für die Bestimmung der FRET-Effizienzen der verwendeten FRET-gpH1R-Konstrukte 

wurden FlAsH markierte monoklonale HEK293-Zellen mit den stabil exprimierenden 

gpH1R-Konstrukten in 1 ml isotonischer Messlösung „Iso 150“ (siehe Fussnote 177) 

versetzt und mit Hilfe der FRET-Photometrie gemessen. Durch die Applikation von 

10 mM 2,3-Dimercapto-1-propanol (British-Anti-Lewisite, BAL) wird das FlAsH von 

seinem CCPGCC Tetracystein-Bindemotiv verdrängt, wodurch die Fluoreszenzintensität 

des Akzeptorfarbstoffs FlAsH ab- und die des Donorfarbstoffs Cerulean zunimmt, das 

zu einer maximalen FRET-Abnahme führt. Aus diesem resultierenden FRET-Abfall 

wurde die FRET-Effizienz aus den normalisierten Fluoreszenzintensitäten des Donors 

Cerulean in Gegenwart (vor BAL-Zugabe), und in Abwesenheit des Akzeptors FlAsH 

(nach BAL-Zugabe) berechnet (siehe Formel 15). 

E=1- FCerNormbeforeBAL

FCerNormBAL
=1- 1

FCerNormBAL
       Formel 15 

Formel 15: Mit FCerNormbeforeBAL = normierte Fluoreszenzintensität von Cerulean in Gegenwart von FlAsH und 

FCerNormBAL = normierte Fluoreszenzintensität von Cerulean in Abwesenheit von FlAsH. Der Wert für 

FCerNormbeforeBAL beträgt stets 1. 

2.10.2 Intramolekularer dynamischer FRET 

Um herauszufinden, ob der Agonist und die mechanische Stimulation tatsächlich 

unterschiedliche aktive Rezeptorkonformationen hervorrufen, wurde die Methode des 

intramolekularen dynamischen FRET bedient. Diese FRET-Methode eignet sich, um 

Konformationsänderungen an GPCR genauer zu untersuchen. Durch 

Rezeptoraktivierung können sich die beiden Fluorochrome entweder voneinander 

entfernen, was zu einer FRET-Abnahme führt, oder sie können sich bis auf wenige nm 

annähern, was eine FRET-Zunahme zur Folge hat (siehe Abbildung 2.12 A). In diesem 

Projekt wurde ein Meerschweinchen Histamin H1-Rezeptor (gpH1R) verwendet (siehe 

Abbildung 2.12 B, C, D und E), der am C-Terminus mit Cerulean, einem photostabilen 

türkis fluoreszierendem Protein fusioniert ist. In der dritten intrazellulären Schleife 

dagegen wurde anstatt eines fluoreszierenden Proteins ein Tetracystein-Bindemotiv mit 

folgender Aminosäuresequenz CCPGCC eingefügt. Da vermutet wurde, dass 

unterschiedliche Positionen für das Tetracysteinmotiv in der dritten intrazellulären 

Schleife unterschiedlich gut Konformationsänderungen des Rezeptors detektieren 

könnten, wurde das CCPGCC Tetracysteinbindemotiv an fünf unterschiedlichen Stellen 

im Rezeptor eingefügt. Vier der FlAsH-Bindemotive wurden in der dritten intrazellulären 

Schleife eingefügt und im Nachfolgenden als il3-b für Anfang (beginning), il3-m für Mitte 

(middle) und il3-e1 und il3-e2 für Ende (end) bezeichnet. Ein weiteres FlAsH-Bindemotiv 

wurde am Anfang des C-Terminus, nach der TM7 inseriert und als ct-b (c-terminus 

beginning) bezeichnet. Der Einbau des CCPGCC Tetracysteinbindemotivs wurde 

jeweils nach der Aminosäure L227 für das il3-b, L266 für das il3-m, T391 für das il3-e1, T403 
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für das il3-e2 und L471 für das ct-b-Konstrukt vorgenommen. Ein bemerkenswerter Vorteil 

von FlAsH gegenüber fluoreszierenden Proteinen wie z. B. YFP ist, dass die 

Transduktion des Rezeptors kaum durch die Größe des Fluorochroms sterisch behindert 

wird. Für die Berechnung der normierten Fluoreszenzintensitäten von FlAsH und 

Cerulean wurden jeweils die Fluoreszenzintensitäten beider Fluoreszenzfarbstoffe um 

das optische Überlappen, das Durchbluten und das Photobleichen der nachstehenden 

Formel 16 korrigiert, wobei das Durchbluten jeweils für FlAsH 154,89% und für Cerulean 

62,67% betrug. 

FRETNorm×
FFLAsH

FCerulean
=�FFlAsH -m×t	- 0,6267 �FCerulean m×t	

(�FCerulean-m×t	 -1,5489 �FFlAsH-m×t	)   Formel 16 

Formel 16: Mit FFlAsH = FlAsH-Fluoreszenzintensität in Volt [V], FCerulean = Cerulean-Fluoreszenzintensität in 

Volt [V], m = Steigung der Fluoreszenzspur über die Zeit t bis zur ersten Applikation von Agonisten, inversen 

Agonisten und hypoosmolarer Lösung, t = Zeit [s]. 

 

Abbildung 2.12: Verwendete FRET-H1-Rezeptorkonstrukte Schematische Darstellung der Methode des 

intramolekularen dynamischen FRET (A) mit Hilfe der FRET-Photometrie verwendeten gpH1R-Konstrukte 

(B). Cerulean wurde C-terminal an den gpH1R gebunden. Das Tetracystein-Bindemotiv (CCPGCC) für 

FlAsH wurde an vier verschiedenen Positionen in der dritten intrazellulären Schleife und am Anfang des 

C-Terminus eingefügt, das zur spezifischen Markierung von lebenden Zellen mit FlAsH-EDT2 dient (B, C). 

Die Positionen des FlAsH-Bindungsmotivs sind in gelb hervorgehoben und in der Tabelle angegeben. Die 

FRET-Rezeptorkonstrukte werden als il3-b für Anfang, il3-m für Mitte und il3-e1 und il3-e2 für Ende der 

dritten intrazellulären Schleife und ct-b für den Beginn des C-Terminus bezeichnet. Die 

Aminosäurepositionen für den Einschub des Tetracystein-Bindemotivs (CCPGCC) sind im 

Einbuchstabencode für Aminosäuren dargestellt, wobei das Tetracystein-Bindemotiv (CCPGCC) gelb 

hinterlegt ist (D). Abbildung E aus modifizierter Vorlage Shimamura T et al. (2011) Nature 475:65-70 

2.10.3 Klonierung der FRET-H1-Rezeptorkonstrukte 

Für die Klonierung der gpH1R-Konstrukte il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b wurden 

folgende Plasmide verwendet: gpH1R pcDNA3.1/V5-His-TOPO [72], 
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hA2αR-FlAsH3-CerFP [71] und pcDNA3.1(+) [007]. Für die Amplifikation des gpH1R 

diente der gpH1R pcDNA3.1/V5-His-TOPO [72] als cDNA-Matritze, wobei an das 

5`(PO4
3-)-Ende eine NotI- und an das 3`(OH)-Ende eine XhoI-Restriktionsschnittstelle 

eingefügt wurde. Die cDNA des gpH1R mitsamt der eingefügten 

Restriktionsschnittstellen wurden mittels der PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde 

mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese nach Größe der DNA-Fragmente aufgetrennt. 

Der gpH1R wurde aus dem Gel isoliert und mit Hilfe des Gelextraktionskits von 

Thermofisher nach Anleitung (GeneJET Gel Extraction Kit, # K0691, Thermo 

Scientific™) extrahiert. Damit die klebrigen Enden der Restriktionsschnittstellen frei für 

die Ligation in den pcDNA3.1(+) Vektor vorlagen, wurde der aufgereinigte 

Extraktionsansatz mit den beiden Restriktionsenzymen XhoI und NotI verdaut. 

Gleichzeitig wurde das pcDNA3.1(+) Plasmid mit den gleichen Restriktionsenzymen 

verdaut und linearisiert. Die beiden verdauten Ansätze wurden erneut auf ein 1%iges 

Agarosegel aufgetragen und erneut aus dem Gel extrahiert. Anschließend wurde der 

linearisierte pcDNA3.1(+) Vektor mit der alkalischen Phospatase dephosphoryliert und 

mit dem verdauten gpH1-Rezeptor ligiert. Im nächsten Schritt wurde der gesamte 

Ligationsansatz in DH5α Bakterien transformiert und die Plasmid-cDNA mit einer 

Mini-Präparation aufgereinigt und sequenziert. Somit wurde das Zwischenprodukt 

gpH1R pcDNA3.1(+) fertig gestellt. Für das türkis fluoreszierendes Protein mCerulean 

dagegen wurde das hA2αR-FlAsH3-CerFP [71] Plasmid, das von Carsten Hoffmann aus 

Würzburg zur Verfügung gestellt wurde, als cDNA-Vorlage eingesetzt. Hierfür wurde 

jeweils am 5`(PO4
3-)-Ende eine XhoI- und an das 3`(OH)-Ende eine 

XbaI-Restriktionsschnittstelle eingefügt, mit der PCR Methode vervielfältigt und mit Hilfe 

der Agarose-Gelelektrophorese extrahiert. Das extrahierte Cerulean als auch das 

Zwischenprodukt gpH1R pcDNA3.1(+) wurden mit den beiden Restriktionsenzymen XhoI 

und XbaI verdaut, mittels Gelelektrophorese erneut aufgereinigt und nach 

Dephosphorylierung des linearisierten gpH1R pcDNA3.1(+) Vektors miteinander ligiert. 

Auch hier wurde der Ligationsansatz in DH5α Bakterien transformiert, die Plasmid-cDNA 

mit einer Mini-Präparation aufgereinigt und zum Sequenzieren eingeschickt. Womit ein 

an dem C-Terminus mit Cerulean fusionierter gpH1-Rezeptor, gpH1-Cerulean 

pcDNA3.1(+), hergestellt worden ist. Für den Einbau des Tetracystein-Bindemotivs 

CCPGCC im Einbuchstabencode für das FlAsH mit folgender Nukleotidsequenz: 

TGTTGTCCGGGGTGTTGT wurden einerseits jeweils einmal im gpH1-Cerulean 

pcDNA3.1(+) Plasmid vorhandene Restriktionschnittstellen (unique cutter) wie BsiWI für 

il3-b, PmI für il3-e1 und BmgBI für il3-e2 in der dritten intrazellulären Schleife verwendet. 

Andererseits wurden über zielgerichtete Mutagenesen jeweils neue nicht im 

gpH1-Cerulean pcDNA3.1(+) Plasmid vorhandene Restriktionsschnittstellen (absent 

sites), wie SacII für il3-m in der dritten intrazellulären Schleife und SacII für ct-b am 

Anfang des C-Terminus des gpH1-Rezeptors eingefügt. Die von Metabion oder 

Sigma-Aldrich bezogenen Oligonukleotide für das FlAsH-Bindemotiv mit den 

Überhängen für die jeweiligen Restriktionsschnittstellen wurden für die Ligation 

hybridisiert und phosphoryliert. Die phosphorylierten Oligonukleotide wurden als 

nächstes mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen linearisiertem und 
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dephosphoryliertem Vektor gpH1R-Cerulean pcDNA3.1(+) ligiert. Der Ligationsansatz 

wurde in kompetente DH5α-Zellen transformiert und die Plasmid-cDNA mit einer 

Mini-Präparation aufgereinigt und sequenziert. Von der richtigen Plasmid-cDNA wurde 

eine Midi-Aufreinigung durchgeführt und von der aufgereinigten Plasmid-cDNA eine 

stabile HEK293 Zelllinie hergestellt. 

2.11 Konfokalmikroskopie 

Material Hersteller 

µ-Slide 8 Well Glass Bottom ibidi, # 80827 

µ-Slide 4 Well Glass Bottom ibidi, # 80427 

Poly-L-Lysin Hydrobromid Sigma-Aldrich, # P-1524 

Methanol, absolut Carl-Roth, # 8388.2 

DPBS, Dulbecco`s Phosphat gepufferte Salin Sigma-Aldrich, # D8536 

Die Konfokalmikroskopie wurde an einem Breitband-Konfokalsystem von Leica TCS 

SP5 II (Leica, Deutschland) durchgeführt. Hierfür wurden stabile und transient 

transfizierte HEK293 Zellen auf Poly-L-Lysin beschichtete Glasbodenkammern jeweils 

mit 4 bzw. 8 einzelnen Kammern von ibidi (4 bzw. 8 µ-Slide Glass Bottom) ausgesät und 

am Folgetag mit eiskaltem 100%igem Methanol überschichtet und für 5 Minuten 

bei -20°C fixiert. Anschließend wurde das Methanol abgesaugt und die fixierten 

HEK293-Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Mit einem 63 x 1,40 

UV-Öl-Immersionsobjektiv, einem Scanformat von 512 x 512 Pixel und einer 

Scangeschwindigkeit von 400 Hz wurde der richtige Bildausschnitt ausgewählt und 

unmittelbar danach das konfokale Bild mit einem einem Scanformat von 1024 x 1024 

Pixel, einer Scanfrequenz von 100 Hz, einer Durschnittsscanlinie (Line average) von 4 

und einem Zoomfaktor von 2 - 5 aufgenommen. Die HEK293 Zellen wurden mit einer 

Wellenlänge von λ = 405 nm, die von einem 405 nm blauen Diodenlaser mit einer 

6%igen Laserintensität gepeist wurde, angeregt und die Emission bei einem 

Wellenlängenbereich von 521 - 557 nm gemessen. Mit Durchlicht wurde ein weiteres 

Bild von der Zelle aufgenommen. 

2.12 Kultivierung prokaryotischer Zellen 

Material Hersteller 

Trypton/ Pepton aus Casein, pankreatisch 
verdaut 

Carl-Roth, # 8952.4 

Hefeextrakt Carl-Roth, # 2363.4 

NaCl (≥99,5 %, p.a., ACS, ISO) Carl-Roth # 3957.2 

Agar-Agar, Kobe I Carl-Roth, # 5210.4 

Ampicillin-Ratiopharm 2,0 g ( entspricht 2,12 g 
Ampicillin-Natrium) 

ratiopharm GmbH, PZN 02036634 

Kanamycinsulfat Carl-Roth, # T832.1 

Petrischale 92x16mm Sarstedt, # 82.1472.001 
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Für alle anfallenden molekularbiologischen Tätigkeiten wurde der Standard 

Bakterienstamm Escherichia coli193 DH5α verwendet. Die E. coli DH5α-Bakterien wurden 

entsprechend der auf auf dem Plasmid kodierten Resistenz mit Selektionsantibiotikum 

versetztem LB194-Medium oder auf LB-Agar-Platten über Nacht bei 37°C kultiviert. 

2.13 Herstellung kompetenter E.Coli DH5α-Bakterien 

Material Hersteller 

Trypton / Pepton aus Casein, pankreatisch 
verdaut 

Carl-Roth, # 8952.4 

Hefeextrakt aus Bierhefe Carl-Roth, # 2363.4 

NaCl (≥99, 5 %, p.a., ACS, ISO Carl-Roth # 3957.2 

KCl Carl-Roth # 6781.1 

MgCl2*6H2O Sigma-Aldrich, # M2670 

MgSO4*7H2O Sigma-Aldrich, # M5921 

HEPES Carl-Roth, # 9105,3 

CaCl2*2H2O Sigma-Aldrich, # C5080 

MnCl2*2H2O Merck, # UN 3077 

LB-Agarplatten ohne Selektionsantibiotikum im Labor hergestellt (siehe Abschnitt 2.12) 

Inkubationsschüttler, MaxQ™ 6000 Thermofisher scientific 

Blockheizthermostat Modell HX-1 Peqlab 

Sorvall-Zentrifuge Thermofisher scientific 

Das hier beschriebene Protokoll zur Herstellung ultrakompetenter E. 

coli-DH5α-Bakterien beruht auf die CaCl2-Methode nach Douglas Hanahan und wurde 

entsprechend dem Protokoll über Herstellung kompetenter Bakterien nach Hiroto 

Okayama gezüchtet. Hiroto Okayama verwendete MnCl2 anstatt CaCl2 (Hanahan, 1983; 

Inoue et al., 1990). Die bei -80°C eingefrorene E. coli DH5α-Bakterien wurden auf Eis 

aufgetaut. 10, 20 und 50 µl der bei 4°C aufgetauten E. coli-DH5α-Bakteriensuspension 

wurde auf jeweils eine LB-Agarplatte ohne Selektionsantibiotikum mit Hilfe geformter 

Pasteurpipetten oder Drigalskispatel ausgetrichen. Eine weitere Platte ohne 

Selektionsantibiotikum wurde als Negativkontrolle über Nacht bei 37°C mitgezüchtet. Am 

nächsten Morgen wurden zehn bis zwölf Bakterienkolonien von einer LB-Agar-Platte mit 

Hilfe einer einzigen gelben Pasteurpipette gepickt und in einen mit 250 ml SOB-Medium 

                                                
193 DH5α mit folgendem Genotyp verwendet: F- endA1 hsdR17 (rk

-, mk
+) supE44 thi-1 λ- recA1 gyrA96 relA1 deoR 

∆(lacZYA-argF)-U169 ɸ80dlacZ∆M15 (Grant et al., 1990). Die endA1-Mutation inaktiviert eine intrazelluläre 
Endonuklease, die die Plasmid-cDNA abbaut (Wright, 1971) und die recA1-Mutation eliminiert die homologe 
Rekombination (Bryant, 1988). Diese Mutationen vermindern Deletionen und Multimerisierungen der Plasmid-cDNA 
(Hanahan, 1983; Schmidt, 1986; Raleigh et al., 1988; Grant et al., 1990; Hanahan et al., 1991; Casali, 2003). Zum 
Schutz vor Fremd-DNA methylieren DAM- und die DCM-Methylasen in E. coli DH5α-Bakterien (dam+ und dcm+ E.Coli 
DH5α-Stamm) eingedrungene Fremd-DNA an folgenden Sequenzabschnitten: GA6mTC, CC5mAGG und CC5mTGG. 
Die Methylierung von Plasmid-cDNA wird im Abschnitt Mutagenese näher beschrieben. 

194 Das LB steht für lysogeny broth und ist ein Kulturmedium für die Bakterienanzucht mit folgender Zusammensetzung: 
10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton/ Pepton, 5 g/l Hefeextrakt. Alle Bestandteile wurden abgewogen und mit Reinstwasser auf 
1000 ml aufgefüllt und autoklaviert. Das Selektionsantibiotikum (100 mg ml-1 Ampicillin oder 50 mg ml-1 Kanamycin) 
wurde erst zugegeben, wenn die Lösung unter 50°C (handwarm!) abgekühlt ist. Für die Herstellung der 
LB-Agar-Platten wurden zusätzlich 20 g/l Agar eingewogen. Das autoklavierte LB-Agar-Gemisch wurde unter 
vorsichtigem Schwenken abgekühlt, mit dem Selektionsantibiotikum (100 mg ml-1 Ampicillin oder 50 mg ml-1 
Kanamycin) versetzt. Anschließend in 92 mm Petrischalen ausgegossen und ausgehärtet. 
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versetzten Schikanekolben gegeben, um eine klonale Selektion zu verhindern. Diese 

gezielt nicht-klonalen Bakterien dienen entgegen einer klonalen Selektion zur Erhöhung 

der Kompetenz und wurden bei 18°C und 250 rpm195 bis zu einer optischen Dichte von 

OD600 ≤ 0,6 gezüchtet. Bei einer nicht schädlichen Wellenlänge von λ = 600 nm spiegelt 

dieser Wert die Wachstumsphase von Bakterien im Kultivierungsmedium wieder. Als 

Probenblindwert wurde das SOB-Medium gesetzt und von dem Messwert abgezogen. 

Nach ca. 50 - 60 Stunden wurde die OD600 ≤ 0,6 units ml-1 erreicht. Anschließend wurde 

der Kolben mit den E. coli DH5α-Bakterien in SOB-Medium aus dem Schüttler 

entnommen und für 10 Minuten auf Eis gestellt. Die E. coli DH5α-Bakterien wurden in 

eine vorgekühlte Zentrifugenflasche aus Stahl überführt und bei 2500 U min-1 für 10 

Minuten bei 4°C zentrifugiert (Sorvall, Thermofisher Scientific RC5C). Der Überstand mit 

dem SOB-Medium wurde verworfen und das Zellpellet in 80 ml eiskaltem TB-Medium 

resuspendiert. Diese Bakteriensuspension wurde erneut 10 Minuten auf Eis inkubiert. 

Als nächstes wurden die E. coli DH5α-Bakterien bei 2500 U min-1 für 10 Minuten bei 4°C 

zentrifugiert und der Überstand mit dem TB-Medium dekantiert. Das Pellet wurde in 

20 ml mit 1,5 ml DMSO versetztem TB-Medium resuspendiert, womit eine 7% (m/V) 

DMSO Endkonzentration als Einfrierschutz für die E. coli DH5α-Bakterien resultierte. 

Wiederum wurde die Zellsuspension für 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die 

Bakteriensuspension wurde so schnell wie möglich zu 100 µl Volumina in 0,5 ml 

Reagiergefäßen aliquotiert und sofort in flüssigen Stickstoff überführt. Die gefrorenen E. 

coli DH5α-Bakterien wurden umgehendst bei -80°C gelagert. Im Anschluss wurde die 

Kompetenz der hergestellten E. coli DH5α-Bakterien überprüft. Hierfür wurden jeweils 

1 pg, 10 pg, 100 pg, 500 pg und 1 ng eines bekannten Plasmids mit einer 

Kanamycinresistenz transformiert, auf Platten mit einer Kanamycinresistenz 

ausgestrichen, über Nacht bei 37°C im Schüttler gezüchtet und die Anzahl der 

hochwachsenden Kolonien bestimmt. 

Material Gehalt Einwaage 

Trypton / Pepton aus Casein 2% (m/V) 40 g 

Hefeextrakt aus Bierhefe 0,5% (m/V) 10 g 

NaCl, MW = 58,44 g mol-1 10 mM 1,1688 g 

KCl, MW = 74,55 g mol-1 2,5 mM 0,37275 g 

MgCl2*6H2O, MW = 203,3 g mol-1 10 mM 4,066 g 

MgSO4*7H2O, MW = 246,48 g mol-1 10 mM 4,9296g 

Tabelle 2.3: Einwaagen für das SOB-Medium Für das SOB-Medium wurden die Einwaagen der einzelnen 

Bestandteile in 2 l Reinstwasser gelöst und autoklaviert. 

Material Gehalt Einwaage 

HEPES, MW = 238,81 g mol-1 10 mM 0,47662 g 

CaCl2*2H2O, MW = 147,02 g mol-1 15 mM 0,44106 g 

KCl, MW = 74,55 g mol-1 250 mM 3,7775 g 

MnCl2*2H2O, MW = 161,87 g mol-1 55 mM 1,78057 

                                                
195 Abkürzung rpm vom Englischen revolutions per minute 
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Tabelle 2.4: Einwaagen für das TB-Medium Für das TB-Medium wurden alle Komponenten außer 

MnCl2*2H2O in 200 ml Reinstwasser aufgenommen und der pH-Wert mit KOH auf 6,7 eingestellt. Die 

entsprechende Menge an MnCl2*2H2O wurde darin gelöst, sterilfiltriert (0,45 µm Porengröße) und bei 4°C 

kühl gelagert. 

2.14 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli 

DH5α-Bakterien 

Material Hersteller 

LB-Agarplatten mit 100 mg ml-1 Ampicillin im Labor hergestellt (siehe Abschnitt 2.12) 

LB-Agarplatten mit 50 mg ml-1 Kanamycin im Labor hergestellt (siehe Abschnitt 2.12) 

LB-Medium ohne Selektionsantibiotikum Im Labor hergestellt (siehe Abschnitt 2.12) 

Inkubationsschüttler, MaxQ™ 6000 Thermofisher scientific 

Blockheizthermostat Modell HX-1 Peqlab 

Sorvall-Zentrifuge Thermofisher scientific 

Vor Beginn der Transformation werden der Schüttler auf 37°C, der Thermoblock mit dem 

Stahl-Einsatz für 0,5 ml Reagiergefäße auf 42°C eingestellt und die LB-Agar-Platten mit 

dem jeweiligen Selektionsantibiotikum (100 mg ml-1 Ampicillin bzw. 50 mg ml-1 

Kanamycin) im Brutschrank bei 37°C vorgewärmt. Die 100 µl aliquotierten und bei -80°C 

gelagerten, eingefrorenen E. coli DH5α-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit der 

entsprechenden Menge an Plasmid-cDNA196 versetzt und für 30 Minuten auf Eis 

inkubiert. Danach wurde dieses Gemisch für 30 s bei 42°C im Blockheizthermostat 

erhitzt („heat shock“) und sofort erneut für 2 Minuten auf Eis gestellt. Anschließend 

wurde zu jedem Ansatz 250 µl LB-Medium ohne Selektionsantibiotikum dazugegeben 

und für 60 Minuten bei 37°C und 250 U min-1 im Inkubationsschüttler geschüttelt. Bei 

Ampicillin-Resistenz tragender Plasmid-cDNA kann der Inkubationsschritt im Schüttler 

entfallen. Nach der Inkubation wurde der gesamte Ansatz mit transformierten E. coli 

DH5α-Bakterien auf die LB-Agarplatten mit dem jeweiligen Selektionantibiotikum 

ausplattiert und über Nacht bei 37°C im Brutschrank kultiviert. Nach ca. 16 Stunden 

wurden die Platten aus dem Brutschrank entnommen und die Anzahl der 

hochgewachsenen Kolonien mit der transformierten Plasmid-cDNA bestimmt. Dabei 

spiegelt jeder Klon monoklonale E. coli DH5α-Bakterien mit der gewünschten 

Plasmid-cDNA wieder. Die LB-Agarplatten wurden bis zur Weiterverarbeitung mit 

Parafilm abgeklebt und kühl bei 2-8°C gelagert. Für die Isolierung der Plasmid-cDNA 

aus den transformierten E. coli DH5α-Bakterien wurde entweder eine Mini-Präparation 

mit Aufreiniging geringer cDNA-Mengen (0,1 - 1 µg Plasmid-cDNA) oder eine 

Midi-Präparation mit Aufreiniging mittlerer cDNA-Mengen (1 - 10 µg Plasmid-DNA) 

durchgeführt. 

2.15 Mini-Präparation von Plasmid-DNA 

Material Hersteller 

                                                
196 Für die Transformation wurde entweder 1 µg Plasmid-DNA aus einem Ligationsansatz bzw. 0,1 – 1 µg Plasmid-DNA 

aus einer Plasmid-DNA-Präparation eingesetzt. 
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Hi-Yield® Plasmid Mini DNA-Kit Süd-Laborbedarf GmbH, # Cat.No. HYPD100 

LB-Medium mit 100 mg ml-1 Ampicillin im Labor hergestellt (siehe Abschnitt 2.12) 

LB-Medium mit 50 mg ml-1 Kanamycin im Labor hergestellt (siehe Abschnitt 2.12) 

Thermo Inkubationsschüttler TS-100 (SC-18, 
20 x 0.5 ml + 12 x 1.5 ml) 

Peqlab 

Blockheizthermostat Modell HX-1 Peqlab 

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermofisher Scientific 

Tischzentrifuge Heraeus Pico 12 Thermofisher Scientific 

Photometer Bio Photometer plus 6123 eppendorf 

Rotilabo®-Einmalküvetten Carl-Roth, # XK20.1 

Für eine Mini-Präparation wurde mit Hilfe einer sterilen gelben Pipettenspitze ein 

einzelner Klon ohne umgebende Satellitenklone von der kultivierten LB-Agar-Platte 

gepickt und in eine 15 ml Schraubröhre mit 2 - 4 ml mit Selektionsantibiotikum 

versetztem LB-Medium (100 mg ml-1 Ampicillin bzw. 50 mg ml-1 Kanamycin) abgeworfen 

und über Nacht bei 37°C, 250 U min-1 im Inkubationsschüttler geschüttelt. Als 

Negativkontrolle wurde zusätzlich eine saubere sterile Pipettenspitze in 2 - 4 ml 

Selektionsantibiotikum versetztem LB-Medium überführt und mitkultiviert. Nach ca. 

sechzehnstündiger Kultivierung wurden 2 ml der trüben E. coli 

DH5α-Bakteriensuspension (OD600=3 - 6 units ml-1) bei 13.000 U min-1 für eine Minute 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Alle anfallenden Zentrifugationsschritte 

wurden bei 13.000 U min-1 durchgeführt. Die nachfolgenden Schritte wurden gemäß 

dem Handbuch des Hi-Yield® Plasmid Mini DNA-Kits (Süd-Laborbedarf GmbH, SLG, 

Gauting, Deutschland) durchgeführt. Das E. coli DH5α-Bakterienpellet wurde mit 200 µl 

RNase A versetztem PD1 Puffer resuspendiert und mit 200 µl PD2 Puffer vermengt. Das 

Reagiergefäß wurde 10-mal sanft über Kopf invertiert und für zwei Minuten bei 

Raumtemperatur stehen gelassen, wodurch störende RNA (mRNA, rRNA, tRNA) durch 

die RNase A degradiert, die E. coli DH5α-Bakterien alkalisch lysiert und die 

Plasmid-cDNA aus den E. coli DH5α-Bakterien freigesetzt wird. Anschließend wurde das 

alkalische Lysat durch den Zusatz von 300 µl PD3 Puffer neutralisiert (Birnboim und 

Doly, 1979). Längere Inkubationszeiten führen zur Freisetzung von genomischer 

bakterieller DNA in Lösung und zur Degradation der Plasmid-DNA, dass auf jeden Fall 

gemieden werden sollte. Anschließend wurde dieser Ansatz mit gefällten, unlöslichen 

DH5α-Zellfragmenten, Proteinen und genomischer DNA für drei Minuten zentrifugiert 

und der Durchlauf mit der Plasmid-DNA in eine Spin-Säule mit Auffangbehältnis (PD 

Column auf 2ml Collection Tube gesetzt) überführt und erneut für 30 Sekunden 

zentrifugiert. Die Plasmid-DNA bindet in Gegenwart von chaotropen Salzen an die 

Glasfasermatrix der Spin-Säule. Die Spin-Säule wurde mit jeweils 400 µl W1 Puffer und 

mit 600 µl Ethanol versetztem Waschpuffer überschichtet und für eine Minute 

zentrifugiert, wobei Verunreinigungen entfernt wurden. Die Spin-Säule wurde für weitere 

drei Minuten trocken zentrifugiert, um auch die restlichen Waschpufferreste zu 

entfernen. Die gereinigte, trockene Spin-Säule wurde in ein neues autoklaviertes 1,5 ml 

Reagiergefäß gesetzt. Auf die Spin-Säulen Filter wurde 30 µl Reinstwasser pipettiert, 
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jedoch ohne den Filter mit der Pipettenspitze zu berühren. Nach zweiminütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Plasmid-cDNA durch eine anschließende 

zweiminütige Zentrifugation eluiert. Eine Phenol- oder Alkoholfällung war in diesem Fall 

nicht erforderlich. Die Plasmid-cDNA-Ausbeute und die Reinheit der wässrigen 

Plasmid-cDNA-Lösung wurden photometrisch am UV/VIS Spektralphotometer ermittelt. 

2.16 Midi-Präparation von Plasmid-cDNA 

Material Hersteller 

NucleoBond® Xtra Midi (50 Preparationen) Macherey-Nagel, # 740410.50 

2-Propanol ROTIPURAN® (≥99,8%, p.a.) Carl-Roth, # 6752.4 

Ethanol (≥99,8%, p.a.) Carl-Roth, # 9065.3 

Thermo Inkubationsschüttler TS-100 (SC-18, 
20 x 0.5 ml + 12 x 1.5 ml) 

Peqlab 

Blockheizthermostat Modell HX-1 Peqlab 

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermofisher Scientific 

Tischzentrifuge Heraeus Pico 12 Thermofisher Scientific 

Photometer Bio Photometer plus 6123 eppendorf 

Rotilabo®-Einmalküvetten Carl-Roth, # XK20.1 

Die Aufreinigung größere Mengen an Plasmid-cDNA wurde nach Vorschrift des 

NucleoBond® Xtra plasmid purification, High-copy plasmid purification Midi Kits 

(Macherey-Nagel GmbH & C. KG, Düre, Deutschland) durchgeführt. Hierfür wurde ein 

einzelner gepickter Klon (siehe Mini-Präparation) in einen autoklavierten 

Erlenmeyer-Kolben mit 250 ml Selektionsantibiotikum versetztem LB-Medium 

(100 mg ml-1 Ampicillin bzw. 50 mg ml-1 Kanamycin) überführt und über Nacht bei 37°C, 

250 U min-1 im Inkubationsschüttler igeschüttelt. Die transformierten E. coli 

DH5α-Bakterien wurden am Folgetag in eine Zentrifugenflasche überführt und bei 

6000 U min-1 für zehn Minuten zentrifugiert (Sorvall RC5C, Thermofisher Scientific). Der 

Überstand wurde dekantiert und das E. coli DH5α-Bakterienpellet wurde mit 8 ml 

Resuspensionpuffer (Buffer RES+RNase A) resuspendiert, wobei die RNase A störende 

RNA (mRNA, rRNA, tRNA) degradierte. Die E. coli DH5α-Bakterien wurden durch die 

Zugabe von 8 ml alkalischem Lysepuffer (Buffer LYS mit Natriumhydroxid) und dem 

Detergenz Sodium-Dodecyl-Sulfat für fünf Minuten bei Raumtemperatur lysiert und 

anschließend mit 8 ml Neutralisationspuffer (Neutralization Buffer NEU) neutralisiert, 

wobei die Zentrifugenflasche nach jedem Pipettiervorgang so lange über Kopf invertiert 

wurde bis eine homogene Suspension vorlag. Je nach Anzahl der Proben wurden die 

Säulen (NucleoBond® Xtra Säule) mit eingesetztem Filter (NucleoBond® Xtra Filter) mit 

jeweils 12 ml Äquilibrierungspuffer (Buffer EQU) äquilibriert. Als nächstes wurde die 

Suspension aus weißem Präzipitat mit gefällten, unlöslichen E. coli 

DH5α-Bakterienfragmenten, Proteinen und der in Lösung befindlichen Plasmid-cDNA 

auf die Säule mit dem äquilibrierten Filter gegossen und die Suspension mit Hilfe der 

Gravitation durch den Filter durchlaufen gelassen. Bei der Filtration binden die negativ 

geladenen Sauerstoffatome der Phosphatgruppen des Rückgrates der Plasmid-cDNA 

an die positiv geladenen Metyl-Hydroxyethyl-Aminogruppen des 
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Kieselsäure-Anionen-Austauscherharzes des Filters. Anschließend wurde der Filter mit 

5 ml Equilibration Buffer EQU gewaschen. Im nächsten Schritt wurde der Filter mit 8 ml 

Waschpuffer (Buffer Wash) gewaschen und die Plasmid-DNA mit 5 ml Elutionspuffer 

(Buffer ELU) in ein steriles 15 ml Zentrifugationsröhrchen eluiert. Durch den Zusatz von 

3,5 ml Isopropanol zum Eluat wurde die gelöste Plasmid-cDNA gefällt und bei 

9995 U min-1 bei Raumtemperatur für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

vorsichtig mittels einer Glaspipette, die an eine Vakuumpumpe angeschlossen ist, 

abgesaugt. Das zurückgebliebene Plasmid-DNA-Pellet wurde mit 2 ml 70 %igem 

Ethanol aufgenommen und erneut bei 9995 U min-1 für weitere fünf Minuten zentrifugiert. 

Der Alkohol wurde wiederum abgesaugt und das Plasmid-DNA-Pellet bei 

Raumtemperatur für eine Stunde luftgetrocknet. Nach einer Stunde wurde das 

luftgetrocknete Plasmid-DNA-Pellet in 250 µl Reinstwasser aufgenommen und durch 

langsames Auf-und Abpipettieren gelöst. Anschließend wurden der Gehalt und die 

Reinheit der wässrigen Plasmid-cDNA-Lösung am UV/Vis Spektralphotometer 

photometrisch bestimmt. 

2.17 Bestimmung der Plasmid-cDNA-Konzentration und –

Reinheit 

Material Hersteller 

Photometer Bio Photometer plus 6123 eppendorf 

Rotilabo®-Einmalküvetten Carl-Roth, # XK20.1 

Die aufgereinigte Plasmid-cDNA Konzentration wurde mittels UV-Spektralphotometrie 

bestimmt. Hierfür wurde eine wässrige 1:50 bzw eine 1:100 Verdünnung der 

Plasmid-DNA Lösung mit Reinstwasser (Leitfähigkeit = 0,55 µS cm-1 bei 20°C) 

hergestellt und in einer Quarzküvette mit d = 1 cm Schichtdicke gegen den Blindwert 

Reinstwasser gemessen. Aus der gemessen Absorption bei λ = 260 nm wurde die 

Konzentration der Plasmid-DNA nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz ermittelt (siehe 

Formel 17). Der Quotient aus der Absorption bei λ = 260 nm und der Absorption bei 

λ = 280 nm ist ein Kriterium für den Reinheitsgrad der Plasmid-DNA-Lösung, wobei ein 

Wert von A260/280 = 1,8 für reine Doppelstrang-DNA spricht. Eine Absorption von 

A260/280 ≥ 1,9 steht für Kontaminationen mit RNA (mRNA, rRNA, tRNA). Bei reiner 

Einzelstrang-RNA ist der Quotient A260/280 = 2. Zudem wurde die Absorption bei λ = 230 

nm bestimmt, bei der Ethanol und Waschpuffer absorbieren, die durch eine zu kurze 

Trocknungszeit des Plasmid-DNA-Pellets bei einer Midi-Präparation bzw. zu kurze 

Trockenzentrifugationszeiten der Spin-Säule bei einer Mini-Präparation in dem 

Plasmid-DNA-Pellet bzw. in der Spin-Säule zurückbleiben und die Reinheit der 

Aufreinigung stören. Somit erschließt sich aus dem Quotienten der Absorptionen bei 

λ = 260 nm und λ = 230 nm das Ausmaß der Verunreinigung der Plasmid-DNA-Lösung 

mit Waschpuffern und Ethanol. Liegt keine Kontamination mit Waschpuffern und Ethanol 

vor, wurden Werte von A260/230 = 2,3 gemessen. Aus der Absorption doppelsträngiger 

DNA bei λ = 260 nm wurde die Konzentration der doppelsträngigen DNA nach dem 
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Lambeert-Beer’schen Gesetz berechnet, wobei eine A260 = 1 einer DNA-Konzentration 

von 50 mg ml-1 gleichkommt: 

A = c×d×ε          Formel 17 

Formel 17: Mit A = Absorption, c = Plasmid-DNA-Konzentration, d = Schichtdicke der Küvette mit d = 1 cm 

und ε = Extinktionskoeffizient doppelsträngiger DNA bei λ = 260 nm. 

2.18 Sequenzierung von Plasmid-cDNA 

Material Hersteller 

LIGHTRUN tube | Barcodes GATC, SKU#B50200200 

PrimerSelect DNASTAR Lasergene 

SeqMan DNASTAR Lasergene 

SeqBuilder DNASTAR Lasergene 

Isolierte, aufgereinigte Plasmid-DNA aus Mini-oder Midi-Präparation oder mit PCR 

vervielfältigte Plasmid-DNA-Fragmente wurden zur Überprüfung der 

cDNA-Nuleotidsequenzabfolge mit Sequenzierungsprimern in 1,5 ml Reagiergefäßen 

gemischt und zum Sequenzieren per Post eingeschickt. Hierfür wurde über GATC 

Biotechnologie in Köln die Didesoxy-Sequenzierungsmethode nach Sanger (Sanger et 

al., 1977a; Sanger et al., 1977b; Smith et al., 1977) mit Fluoreszenzfarbstoff markierten 

Didesoxynukleosidtriphosphate eingesetzt. Das Sequenzierergebnis der von der 

Sequenziertechnologie ABI 3730xl DNA-Analyzer-Systeme analysierten Proben wurde 

am Folgetag jeweils in den folgenden Formaten als Chromatogramm (.ab1, ABI-Datei), 

als Text-Datei (.seq, SEQ-Datei) und als FASTA-Format (.fas, FAS-Datei) zur Verfügung 

gestellt. Dafür wurde aufgereinigte Plasmid-DNA oder amplifiziertes PCR-Produkt mit 

Sequenzierungsprimern nach Herstellerangaben zusammenpipettiert: Entweder 5 µl 

einer 80 - 100 ng µl-1 aufgereinigten wässrigen Plasmid-DNA-Lösung oder 5 µl eines 

aus dem Gel extrahierten wässrigen 20 - 80 ng µl-1 PCR-Produkts wurden jeweils mit 

5 µl einer 5 µM (5 pmol µl-1) wässrigen Sequenzierprimerlösung gemischt und in 

autoklavierten 1,5 ml Reagiergefäßen zum Sequenzieren eingeschickt. Die 

Sequenzierungsprimer wurden mit zur Hilfenahme des Programmes PrimerSelect von 

DNASTAR Lasergene entworfen, wobei der Sequenzierprimer folgende Eigenschaften 

besitzen sollte:  

• Die Schmelztemperatur Tm sollte zwischen 45° und 65°C liegen 

• eine Länge von ca. 20 bp haben 

• der Guanin-Cytosin-Gehalt (GC-Gehalt) sollte zwischen 40 und 60% betragen 

• Maximal drei Guanin-Cytosin-Paarungen mit jeweils drei Wasserstoffbrücken 

zwischen Primerdimeren und in mit sich selber gefalteten Haarnadelstrukturen 

ausbilden. 

Das Sequenzierergebnis wurde mit Hilfe des Programmes DNASTAR Lasergene 

SeqMan und DNASTAR Lasergene SeqBuilder auf die Richtigkeit der 

Nukleotidsequenzabfolge hin überprüft. 
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Primername Sequenz [5`-3`] Schmelztemperatur 
Tm [°C] 

GC-Gehalt 
[%] 

Länge 
[bp] 

gpH1R 1693 
sense 

AACAGCTCCCTCCCTTCCTTCTCA 60,4 54,1 24 

gpH1R 2158 
sense 

TGGAGGAGGCTGCGTTCACA 58,8 60,0 20 

gpH1R 2286 
sense 

GTTCTTCATGGTCATTGCCTTCTG 56,6 45,8 24 

gpH1R 1800 
antisense 

GCACCCCACTGGCATCTTTTGAG 61,5 56,5 23 

gpH1R 1677 
sense 

GCACCGCCAGCTCATCAACA 59,2 60,0 20 

gpH1R 2514 
antisense 

CCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGG 58,1 60,9 23 

gpH1R 1453 
sense 

CTCTCCTTCCTGTGGGTGATTCC 57,6 56,5 23 

Cerulean 
3094 sense 

AGCTGAGCAAAGACCCCAACGAGA 62,1 54,2 24 

pcDNA3.1(+) 
1906 
antisense 

AATCCTCCCCCTTGCTGTCC 56,6 60,0 20 

pcDNA3.1(+) 
782 sense 

TAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCT 60,6 60,9 23 

gpH1R 2262 
sense 

TTCTCTGCTGGATCCCCTACTTTG 57,6 50,0 24 

gpH1R 2265 
sense 

TCTGCTGGATCCCCTACTTTGTGT 57,8 50,0 24 

hGnRHR 807 
sense 

GGTTGCATTTGCCACTTCATTTAC 56,6 41,7 24 

hGnRHR 810 
sense 

TGCATTTGCCACTTCATTTACTGT 55,4 37,5 24 

hGnRHR 730 
sense 

CAGGACCCCCACGAACTACAACT 58,0 56,5 23 

CMV 532 
sense  

TAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC 65,8 63,6 22 

MV1IQ 2308 
sense 

GCCTGTATCCGCATCCAAAAGA 57,8 50,0 22 

MV1IQ 2336 
sense 

GAGGCTGGCTGATGAGAAAGAAG 56,2 52,2 23 

MV1IQ 304 
antisense 

TGCCACTAAGACGATACCACAATA 53,3 41,7 24 
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MV1IQ 438 
antisense 

TCATCTCTGGCCATCTGCTTGTAT 56,7 45,8 24 

Tabelle 2.5: Charakterisierung der verwendeten Sequenzierungsprimer Die Sequenzierungsprimer 

wurden von metabion (Planegg, Deutschland) oder von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) in einer 

wässrigen 100 µM (100 pmol µl-1) Lösung bezogen. Für die Sequenzierung wurde eine wässrige 1:20 

Verdünnung mit Reinstwasser angesetzt und wie unter 2.1.8 beschrieben, weiterverwendet. Die Zahl im 

Primernamen gibt die Anhybridisierungsposition des Sequenzierungsprimers am 5`OH-Ende der 

Nukleobase im jeweiligen Expressionsvektor wieder. 

2.19 Polymerase-Ketten-Reaktion 

Material Hersteller 

Thermocycler, peqSTAR 96X Peqlab 

Multiply®-Pro Gefäß 0,2ml, PP Sarstedt. # 72.737.002 

Multiply®-µStrip Pro 8er Kette Sarstedt. # 72.991.002 

Pfu DNA Polymerase (2,5 Units µl-1) Thermo Scientific, # EP0501 

dNTP Mix (10 mM) Thermo Scientific, # R0192 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR) dient zur 

selektiven Vervielfältigung eines definierten Abschnitts eines DNA-Doppelstranges 

(Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988). Der Mechanismus der 

Polymerasen-Ketten-Reaktion beruht darauf, dass kurze Oligonukleotide bekannter 

Sequenz mit 20 - 45 bp Basenlänge (Vorwärts- und Rückwärtsprimer, „sense- und 

antisense primer“, „forward and reverse primer“) komplementär an die beiden 

Einzelstränge eines denaturierten DNA-Doppelstranges (Matritze, template) 

anhybridisieren und eine thermostabile Pfu-DNA-Polymerase die beiden Einzelstränge 

komplementär zur DNA-Matritze mit den DNA-Bausteinen, den 

2´-Desoxyribonukleosid-5´-triphosphaten (=Desoxyribonukleotide, dNTPs197), an den 

3´OH-Enden der anhybridisierten DNA-Fragmenten auffüllt. Außerdem werden bei der 

DNA-Synthese Diphosphate (Pyrophosphate, PPa) freigesetzt. Zudem besitzt die 

Pfu-DNA-Polymerase eine Korrekturlesefunktion einer 3´-5´-Exonuklease 

(proof-reading), die falsch eingebaute Nukleotide wieder aus dem neu synthetisierten 

DNA-Strang entfernt (Lundberg et al., 1991). Außerdem führt die Verwendung der 

Pfu-DNA-Polymerase zu PCR-Produkten mit stumpfen Enden (blunt ends). Dieser 

Reaktionsansatz aus Denaturierung des DNA-Stranges, Anhybridisierung der 

Oligonukleotide (Annealing) und der DNA-Elongation (Extension) wurde so lange 

wiederholt (25 - 45 Zyklen) bis die gewünschte DNA-Region in ausreichender 

Kopienzahl vorlag. Zu Beginn der PCR wurde der Deckel des Thermocyclers für 1 Minute 

auf 110°C erhitzt, um ein Verdunsten des PCR-Reaktionsansatzes zu vermeiden. Bei 

klassischen PCR-Maschinen, die keine Funktion zum Erhitzen des Deckels besitzen, 

wird der PCR-Ansatz mit 25 µl Mineral- bzw. Paraffinöl überschichtet, um ein Verdunsten 

                                                
197 Die Abkürzung dNTP steht für ein Gemisch aus vier gleichen Anteilen von Desoxyadenosintriphosphat (dATP), 

Desoxycytidintriphosphat (dCTP), Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) und Desoxythymidintriphosphat (dTTP). 
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des Gefäßinhalts zu vermeiden. Nachfolgendes Pipettierschema wurden für einen 20 µl 

PCR-Reaktionsansatz mit dem dazugehöriges PCR-Programm verwendet. 

20 µl PCR-Reaktionsansatz 

• 1 µg Plasmid-cDNA 

• 1 µl Vorwärtsprimer, 100 µM [100 mol µl-1] 

• 1 µl Rückwärtsprimer, 100 µM [100 mol µl-1] 

• 1 µl dNTP-Mix, [10 mM] 

• 2 µl 10-fach Pfu DNA-Polymerase-Puffer198 

• 1 µl Pfu-DNA-Polymerase199 [2,5 U µl-1]  

• 13 µl Reinstwasser 

PCR-Programm 

• Initiale Denaturierung für 1 min bei 95°C 

• 25-45 Zyklen bestehend aus: 

o Denaturierung für 30 s bei 95°C  

o Hybridisierung für 30 s bei Tm-10°C oder 

Temperaturgradient: 50°C ≤ Tm ≤ 65°C 

o Elongation für 2 min bei 72°C (1 - 2 min pro kb) 

• Finale Elongation für 5 min bei 72°C 

• Abkühlung und Lagerung des Reaktionsansatzes bei 8°C 

Der abgekühlte Reaktionsansatz wurde durch anschließende 

Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 

Primername Erkennungssequenz 
für 
Restriktionsendonu
kleasen mit 
Schnittmuster [/] 

Sequenz [5`-3`] Schmelzte
mperatur 
Tm [°C] 

GC-Ge
halt 
[%] 

Länge 
[bp] 

gpH1R-NotI 
sense 

5`G/CGGCCGC3´ 

3`CGCCGGC/G5´ 

5`ATTAAGCGGCCGCATG 

TCTTTCCTCCCAG 

GAAT3´ 

73,5 

 

51,5 33 

gpH1R-XhoI 
antisense 

5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5 

5`TAATCTCGAGAGGGG 

GGATACGCAGGATCC3` 

69,3 56,7 30 

Cerulean-XhoI 
sense 

5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5 

5`AAATCTCGAGGTGAGC 

AAGGGCGAGGAGCT3´ 

71,0 56,7 30 

                                                
198 Pfu DNA-Polymerase-Puffer: 200 mM Tris-HCl (pH=8,8, 25°C), 100 mM (NH4)2SO4, 100 mM KCl, 1 mg ml-1 BSA, 1% 

(V/V) Triton X-100, 20 mM MgSO4 
199 20 mM Tris-HCl (pH 8.2), 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 100 mM KCl, 0.1% (V/V) Nonidet P40, .1% (v/v) Tween 20, 50% 

(V/V) Glycerol 
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Cerulean-XbaI 
antisense 

5`T/CTAGA3´ 

3`AGATC/T5´ 

5`GGCCCTCTAGATTACT 

TGTACAGCTCGTCCA3´ 

65,1 50,0 32 

Cerulean-g-Xh
oI sense 

5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5´ 

5`AAATCTCGAGGGTGAG 

CAAGGGCGAGGAGCT3´ 

72,9 58,1 31 

Tabelle 2.6: Verwendete Vorwärts- und Rückwärtsprimer zur Amplifikationen des gpH1-Rezeptors 

und des türkis fluoreszierenden Proteins Cerulean um das Zielkonstrukt gpH1R-Cerulean pcDNA3.1 

(+) [131] zu erhalten Die rot markierten Nukleotide geben die Erkennungssequenz der über die PCR 

eingefügten Restriktionsschnittstellen für die Restriktionsendonukleasen NotI, XhoI und XbaI wieder. Der 

5`-Überhang mit den grau hinterlegten Nukleotiden steigert die Effienz der Restriktionsendonuklease auf 

50 – 100 % (siehe Tabelle „Cleavage Close to End of DNA Fragments“, Catalog & Technical Reference, 

New England Biolabs, Seite 330, (Moreira und Noren, 1995). 

Primername Erkennungssequenz 
für 
Restriktionsendonu
kleasen mit 
Schnittmuster [/] 

Sequenz [5`-3`] Schmelzte
mperatur 
Tm [°C] 

GC-Ge
halt 
[%] 

Länge 
[bp] 

hGnRHR-EcoR
I-gpH1RCt-XhoI 
sense 

EcoRI 

5`G/AATTC3´ 

3`CTTAA/G5´ 

XhoI 

5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5´ 

ATTAAGAATTCAATGA 

GAATTTCAGGAAGAC 

CTTCAAGAG 

GATCCTGCG 

TATCCCCCCTCTCGA 

GAATTA 

86,3 41,5 70 

hGnRHR-EcoR
I-gpH1RCt-XhoI 
antisense 

EcoRI 

5`G/AATTC3´ 

3`CTTAA/G5´ 

XhoI 

5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5´ 

TAATT 

CTCGAGAGGGGG 

GATACGCAG 

GATCCTCTT 

GAAGGTCTTCCT 

GAAATTCTCATTGAATT 

CTTAAT 

86,3 41,5 70 

Tabelle 2.7: Verwendete Vorwärts- und Rückwärtsprimer zur Amplifikationen des C-Terminus des 

gpH1-Rezeptors für die Klonierung der Rezeptorchimäre aus dem hGnRHR und dem C-Terminus des 

gpH1R hGnRHR = gpH1R-CtShort20 pcDNA3.1 (+) [553] Auch hier geben die rot markierten Nukleobasen 

die Erkennungssequenz der durch das Prinzip der PCR eingefügten Restriktionsschnittstellen für die 

Restriktionsendonukleasen EcoRI und XhoI wieder. Der 5`-Überhang mit den grau markierten Nukleotiden 

steigert die Effienz der Restriktionsendonuklease auf 50 – 100 % (siehe Tabelle „Cleavage Close to End of 

DNA Fragments“, Catalog & Technical Reference, New England Biolabs, Seite 330, (Moreira und Noren, 

1995). 

Primername Erkennungssequenz 
für 
Restriktionsendonu
kleasen mit 
Schnittmuster [/] 

Sequenz [5`-3`] Schmelzte
mperatur 
Tm [°C] 

GC-Ge
halt 
[%] 

Länge 
[bp] 

MV1IQ NotI 
sense 

5`G/CGGCCGC3´ 

3`CGCCGGC/G5´ 

TATAAGCGGCCG 

CATGGCCGCCTCCGAG 

CTGTA 

87,5 63,7 33 

MV1IQ XhoI 
antisense 

5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5´ 

TTAATCTCGAGGCCCCT 

CCTCATACGCATGT 

77,9 51,7 31 
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Tabelle 2.8: Verwendete Vorwärts- und Rückwärtsprimer zur Amplifikationen des MV1IQ Die rot 

markierte Region in der Sequenz ist die Restriktionssequenz der verwendeten Restriktionsendonukleasen 

NotI und XhoI. Der 5`-Überhang mit den grau markierten Nukleotiden steigert die Effienz der 

Restriktionsendonuklease auf 50 – 100 % (siehe Tabelle „Cleavage Close to End of DNA Fragments“, 

Catalog & Technical Reference, New England Biolabs, Seite 330, (Moreira und Noren, 1995). 

2.20 Agarose-Gelelektrophorese 

Material Hersteller 

Agarose NEEO Ultra Qualität Carl-Roth, # 2267.3 

Gene Ruler 1kb DNA ladder Thermo Scientific, # SM0311 

Gene Ruler 100 bp DNA ladder Thermo Scientific, # SM0241 

6X DNA Loading Dye Thermo Scientific, # R0611 

Rotisafe GelStain Carl-Roth, # 3865.1 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl-Roth, # 4855.2 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, # E9884 

Essigsäure (90-100%) MERCK; # 8.18755.2500 

12 Zahn-Gelkamm 1.5 mm Peqlab, # 40-1214-12D 

16 Zahn-Gelkamm 1.5 mm Peqlab, # 40-1214-16D 

20 Zahn-Gelkamm 1.5 mm Peqlab, # 40-1214-20D 

Elektrophoresekammer mit Gelkammer Peqlab, # 40-1214 Class II 

Peqlab Power Supplies Peqlab, # EV200 Series 

Mit der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte eine Auftrennung von DNA-Fragmente 

entsprechend ihrer molekukaren Größe. Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten von 

0,5 - 10 kb Basenlänge wurden 1 %ige (m/V) Agarosegele, für kleinere 

DNA-Fragmente ≤ 0,5 kb 2 %ige (m/V) Agarosegele verwendet. Die Agarose wurde in 

1 %igem TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) gelöst. Hierfür wurde ein 50-fach 

konzentrierter TAE-Puffer mit Reistwasser 1:50 verdünnt. 

50-fach TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE): 

• 242 g TRIS-Base [40 mM] 

• 57,1 ml Essigsäure [20 mM] 

• 100 ml 0,5 M EDTA [1 mM, pH = 8] 

• mit Reinstwasser auf 1000 ml aufgefüllt 

• mit NaOH auf den pH = 8,5 eingestellt 

Agarose-Gelelektrophorese: 

• 200 ml 1-fach TAE-Puffer 

• 2 bzw. 4 g Agarose (für 1 bzw. 2 %iges Agarosegel) 

• in der Mikrowelle für 5 min bei 800 Watt aufkochen, bis sich gesamte Agarose 

vollständig gelöst hat. 
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Die abgekühlte viskose Agarose-TAE-Lösung wurde zum Visualisieren der DNA-Banden 

unter UV-Licht mit 10 µl Rotisafe von Carl-Roth vermengt, in einen Gelschlitten 

gegossen, mit einem Gelkamm (12, 16 oder 20 Zähne) bestückt und bei 

Raumtemperatur ausgehärtet. Das erstarrte Gel wurde in eine Elektrophoresekammer 

überführt und mit weiterem TAE-Puffer überschichtet. Anschließend wurde der Gelkamm 

vorsichtig herausgenommen, um die geformten Taschen nicht zu verletzen. In die 

geformten Gel-Taschen wurden jeweils 10 µl einer DNA-Leiter (Gene Ruler 100bp bzw. 

1kb DNA ladder) zur Charakterisierung der DNA-Banden bzw. 20 µl einer mit 3,33 µl 6X 

Loading Dye200 versetzter wässriger DNA-Lösung pipettiert. Anschließend wurde zur 

Auftrennung der DNAein elektrisches Feld für ca. 30 Minuten mit einer Spannung von 

U = 150 V angelegt. Das angelegte elektrische Feld und die Porengröße des Gels 

führten dazu, dass negativ-geladene DNA abhängig von der Gesamtladung und der 

Länge des DNA-Stranges zum Pluspol (Anode) wanderten. Größere DNA-Fragmente 

mit einer größeren negativen Gesamtladung wurden von den Poren des Agarosegels 

stärker zurückgehalten als kürzere DNA-Fragmente mit einer kleineren negativen 

Gesamtladung, womit die Auftrennung der DNA im Agarosegel erfolgte. Nach ca. 

30 Minuten wurde die Agarose-Gelelektrophorese gestoppt und das Agarosegel zum 

Visualisieren der DNA-Banden mit UV-Licht von λ = 254 nm und λ = 365 nm belichtet, 

abfotographiert und mit dem Programm IrfanView bearbeitet. 

2.20.1 Aufreinigung von Plasmid-cDNA aus Agarosegelen 

Material Hersteller 

GeneJETTM Gel Extraction Kit Thermofisher Scientific, # K0691 

2-Propanol ROTIPURAN® (≥99,8%, p.a.) Carl-Roth, # 6752.4 

Ethanol (≥99,8%, p.a.) Carl-Roth, # 9065.3 

Thermo Inkubationsschüttler TS-100 (SC-18, 20 
x 0.5 ml + 12 x 1.5 ml) 

Peqlab 

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermofisher Scientific 

Zur Gewinnung von Plasmid-cDNA aus Agarosegelen wurde die Belichtung mit UV-Licht 

so kurz wie möglich gehalten um DNA-Strangbrüche zu meiden. Die DNA-Bande wurde 

unter UV-Licht von λ = 365 nm mit 70 %iger Intensität mit Hilfe eines sauberen Skalpells 

aus dem Gel herausgeschnitten (siehe Abbildung 2.13) und für die 

Plasmid-cDNA-Extraktion in ein vorher leer abgewogenes 1,5 ml Reagiergefäß 

überführt. Anschließend wurde das Gewicht des Gelstücks aus Leergewicht und 

Gewicht des vollen Reaktionsgefäßes bestimmt. Die Gelextraktion wurde gemäß der 

Herstellervorschrift des GeneJETTM Gel Extraction Kits durchgeführt. Für 1 %ige Gele 

wurde das Bindugspuffer (Binding Buffer) im 1:1 Verhältnis [Volumen (µl): Gewicht (mg)], 

z. B 100 µl Bindungspuffer für ein 100 mg schweres Gelstück, für 2 %ige Gele im 2:1 

Verhältnis zur ermittelten Masse des Gelstücks hinzugefügt und für 10 Minuten bei 

50 - 60°C im Thermoschüttler bis zum vollständigen Auflösen des Gels unter Schütteln 

                                                
200 Das 6X Loading Dye erhöht die Dichte der wässrigen DNA-Lösung, womit die DNA in die Gel-Taschen sedimentiert 

und nicht aus den Gel-Taschen herausdiffundiert. 
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inkubiert. Das chaotrope Salz Guanidiniumthiocyanat im Bindungspuffer bricht die 

Struktur des Agarosegels auf, denaturiert Poteine und fördert die Bindung der 

Plasmid-DNA über die 3'-Hydroxygruppe an die Silicamembran der Kieselgel-Säule 

(Vogelstein und Gillespie, 1979; Marko et al., 1982; Boom et al., 1990). Als nächstes 

wurden 800 µl der Gel-Puffer-Lösung auf die Kieselgel-Säule mit Auffangbehältnis 

(GeneJET purification column) transferiert und für eine Minute bei 13000 U min-1 

zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen, die Säule nochmals mit 100 µl 

Bindungspuffer versetzt und erneut zentrifugiert. Nachdem der Durchlauf verworfen 

wurde, wurde die mit Plasmid-cDNA gebundene Säule mit 700 µl eines Ethanol-haltigen 

Waschpuffers gewaschen, um Verunreinigungen wie DNA-bindende Proteine zu 

entfernen. Anschließend wurde die Kieselgel-Säule für eine Minute bei 13000 U min-1 

trocken zentrifugiert und in ein neues autoklaviertes 1,5 ml Reagiergefäß gesetzt. Die 

Silica-Membran der Kieselgel-Säule wurde mit 20 - 40 µl Reinstwasser benetzt und nach 

ca. zwei Minuten Einwirkzeit die Plasmid-cDNA bei 13000 U min-1 für zwei Minuten 

eluiert. 

 

 

Abbildung 2.13: Agarose-Gelelektrophoresebilder der PCR-Reaktionsansätze zur Amplifikationen 

des gpH1-Rezeptors und des türkis fluoreszierenden Proteins mCerulean Der PCR-Ansatz wurde bei 

einer Spannung von U = 150 V für 30 Minuten bis eine Stunde in einem 1 %igem Agarosegel aufgetrennt 

und abgelichtet. Die Gelbilder sind links und rechts von DNA-Leitern zur Größenbestimmung von 

DNA-Fragmenten flankiert. Die Zahlen neben den Banden geben die Größe des DNA-Fragments in 

Basenpaaren (bp) an. Zwei Plasmid-cDNAs dienten als DNA-Matritze für die beiden vervielfältigten Proteine: 
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gpH1R pcDNA3.1/V5-His-TOPO [72] und hA2αR-FlAsH3-CerFP [71]. Der gpH1-Rezeptor besitzt eine Länge 

von 1487 Basenpaaren, die neben der 1500 bp Bande liegt. Die Cerulean Bande liegt neben der 750 bp 

Bande, das ungefähr der Größe des Cerulean von 738 bp entspricht. In den unteren beiden Gelbildern, 

Abbildung (C) und (D), sind die Banden des jeweils mit den Restriktionsenzymen NotI und XhoI [07a] und 

XbaI und XhoI [07b] linearisierten Vektors pcDNA3.1(+) [07] mit 5422 Basenpaaren zu sehen. In den beiden 

rechten Gelbildern, Abbildung (B) und (D), wurden die DNA-Banden des linearisierten Vektors und die 

beiden mit PCR amplifizierten DNA-Banden mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten und durch 

anschließende Gelextraktion (GeneJETTM Gel Extraction Kit) aufgereinigt. 

2.21 Zielgerichtete Mutagenese 

Material Hersteller 

Pfu DNA Polymerase (2,5 Units µl-1) Thermo Scientific, # EP0501 

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs, # M0491S 

Q5® Reaction Buffer  New England Biolabs, # B9027S 

FastDigest DpnI Thermofisher Scientific, # FD1704 

Thermocycler, peqSTAR 96X Peqlab 

Blockheizthermostat Modell HX-1 Peqlab 

Multiply®-Pro Gefäß 0,2ml, PP Sarstedt. # 72.737.002 

Multiply®-µStrip Pro 8er Kette Sarstedt. # 72.991.002 

dNTP Mix (10 mM) Thermofisher Scientific, # R0192 

QuikChange Primer Design Programm Agilent Technologies 

Die Methode der zielgerichteten Mutagenese führt zum gezielten Austausch einzelner 

Nukleotide in einer schon bekannten Nukleotidsequenz. Dafür werden Nukleotide in 

einem Gen ersetzt (exchange), eliminiert (deletion) oder auch eingefügt (insertion), was 

zu einer Funktionsänderung201 von Proteinen führen kann. In diesem Projekt führte der 

gezielte Austausch zweier Aminosäuren in der Bindetasche des gpH1-Rezeptors zum 

Verlust der Histaminbindung (loss of function mutation). Dafür wurden D1163.32 der TM3 

zu A1163.32 und F4336.55 der TM6 zu A4336.55 zu Alanin ausgetauscht. Zur Untersuchung 

der Helix 8 des gpH1-Rezeptors wurden einerseits mögliche PIP2-Bindestellen zu Alanin 

ausgetauscht (R485A, R490A-R493A und K486A-K489A) und andererseits die 

Helixstruktur duch den Einbau von Prolinen zerstört (F484P und F484-F488P). Weiterhin 

können mit der zielgericheteten Mutagenese neue Restriktionsschnittstellen in ein Gen 

eingefügt werden, um DNA-Fragmente einzuklonieren. In den gpH1-Rezeptor wurden 

jeweils die SacII- und die HpaI-Schnittstellen für den Einbau des sechs Aminosäuren 

langes CCPGCC FlAsH-Bindemotivs eingefügt. Für die zielgerichtete Mutagenese 

wurden Oligonukleotide von 25 - 50 bp Basenlänge eingesetzt, die den beiden 

Einzelsträngen des gpH1-Cerulean pcDNA3.1(+) [131] Plasmids komplementär sind und 

ungefähr mittig die Punktmutation beinhalteten. Obwohl eine veränderte 

Nukleotidsequenz vorlag, fand eine Anhybridisierung der Oligonukleotide mit der 

denaturierten DNA statt. Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe des QuikChange® Primer 

Design Programmes von Agilent Technologies (Waldbronn, Deutschland) gestaltet. 

                                                
201 Die Funktionsveränderung kann entweder zu einer verminderten bzw. zu einem Verlust (loss of function mutation) oder 

zu einer Verstärkung (gain of function mutation) der Proteinfunktion führen. 
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Hierfür wurde die gesamte cDNA Sequenz des gpH1-Cerulean pcDNA3.1(+) [131] 

Plasmids zur Kalkulierung der optimalen Mutageneseprimer in das Programm eingefügt 

und die einzelnen Positionen für die Nukleotid- bzw. Aminosäureaustausche 

ausgewählt. Die gestalteten Mutageneseprimer wurden von metabion (Planegg, 

Deutschland) oder von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) synthetisiert und in 

einer wässrigen 100 µM (100pmol µl-1) Lösung zugestellt. Folgender PCR-Ansatz und 

PCR-Programm wurden für die Mutagenese mit der Pfu-DNA-Polymerase von 

Termofisher Scientific verwendet. 

25 µl PCR-Ansatz: 

• 20-25 ng Plasmid-cDNA [50 ng µl-1] 

• 1 µl Vorwärtsprimer [2,5 µM] 

• 1 µl Rückwärtsprimer [2,5 µM] 

• 1 µl dNTP-Mix [0,1 mM] 

• 2,5 µl 10-fach Pfu DNA-Polymerase-Puffer 

• 0,5 µl Pfu DNA-Polymerase [2,5 U µl-1] 

• auf 25 µl mit Reinstwasser auffüllen 

PCR-Programm 

• Initiale Denaturierung für 3 min bei 95°C 

• 25-35 Zyklen bestehend aus: 

o Denaturierung für 30 s bei 95°C  

o Hybridisierung für 30 s bei Tm-10°C oder 

Temperaturgradient: 50°C ≤ Tm ≤ 65°C 

o Elongation für 5 - 11 min bei 72°C (1 - 2 min pro kb) 

• Finale Elongation für 5 - 11 min bei 72°C 

• Abkühlung und Lagerung des Reaktionsansatzes bei 8°C 

Die Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase von New England Biolabs besitzt wie die 

Pfu-DNA-Polymerase von Thermofisher die 3`-5`Exonukleaseaktivität, eine 

Druckfehlerkorrekturfunktion. Jedoch ist die Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase 

zusätzlich an ein kleines Protein von 7 kDa Größe, der sogenannten Sso7d-Domäne202 

aus dem Sulfolobus solfataricus, fusioniert, das nochmal die Fehlerrate deutlich 

reduziert (Wang et al., 2004). 

                                                
202 Die Sso7d-Domäne dient zur Stabilisierung des DNA-Polymerase-Komplexes während einer DNA-Polymerisation und 

steigert somit die Prozessivität der PCR. Die Prozessivität wird definiert als eine Fähigkeit der Polymerase, die 
DNA-Replikation ohne eine Dissoziation von der DNA-Matrize durchzuführen. Sie kann gemessen werden als die 
durchschnittliche Anzahl von Nukleotiden, die pro Bindungsereignis (=Hybridisierung und Elogation) eingebaut werden 
(Wang et al., 2004). Außerdem zeigt sie eine 12-mal geringere Fehlerrate als die Pfu-DNA-Polymerase. 
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Enzym Prozessivität Umsatzrate (kcat s-1) t1/2 (min) bei 97,5ºC 

Pfu-DNA-Polymerase 6 ± 0.5 3.2 ± 0.1 730 

mit Sso7d fusionierte 
Pfu-DNA-Polymerase  

55 ± 3 5.7 ± 0.2 789 

Tabelle 2.9: Vergleich der Pfu-DNA-Polymerase mit oder ohne einer Sso7d Domäne Eine 

handelsübliche hochreine thermostabile Pfu-DNA-Polymerase mit und ohne Sso7d-Fusionsprotein. Die 

katalytische Aktivität wurde bestimmt durch die Umsatzrate (kcat s-1) des Nukleotideinbaus bei einem 

Überschuss an dNTPs. Die thermische Stabilität wurde bestimmt als die Halbwertszeit t1/2 der verbleibenden 

Aktivität des Enzyms nach einer Inkubation bei 97,5°C (Wang et al., 2004). 

Für die Mutagenese mit der Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase von New England 

Biolabs wurde der PCR-Ansatz gemäß Herstellerangaben angesetzt. 

25 µl PCR-Ansatz: 

• 1 µl Plasmid-cDNA [50 ng µl-1] 

• 1,25 µl Vorwärtsprimer [10 µM] 

• 1,25 µl Rückwärtsprimer [10 µM] 

• 0,5 µl dNTP-Mix [10 mM] 

• 5 µl 5-fach Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase mit 10 mM MgCl2 

• 0,3 µl Q5® High-Fidelity DNA-Polymerase [2 U µl-1] 

• 14,5 µl Reinstwasser 

PCR-Programm: 

• Initiale Denaturierung für 30 s bei 98°C 

• 25 Zyklen bestehend aus: 

o Denaturierung für 10 s bei 95°C  

o Hybridisierung für 30 s bei Tm-10°C oder 

Temperaturgradient: 50°C ≤ Tm ≤ 65°C 

o Elongation für 6 min bei 72°C (10s pro kb) 

• Finale Elongation für 5 min bei 72°C 

• Abkühlung und Lagerung des Reaktionsansatzes bei 4°C 

Bei Verwendung von Primern mit Schmelztemperaturen Tm ≥ 72°C wurde ein 2-stufiges 

PCR-Protokoll („2-step PCR“) verwendet, indem die Hybridisierung und die Elongation 

zu einem einzigen Schritt (6 Minuten bei 72°C) zusammengefasst werden. Die 

DNA-Polymerisation wurde so lange fortgeführt bis ein neuer vollständiger 

Plasmid-DNA-Strang mit der gewünschten Mutation synthetisiert wurde. Im nächsten 

Schritt wurde die Tatsache genutzt, dass die DAM-Metylase 

(Desoxy-Adenosin-Methylase) in dam+-Bakterienstämmen wie im E. coli 

DH5α-Bakterienstamm die Aminogruppe an der Position 6 des Adenins A6m der 
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Plasmid-cDNA methyliert (Geier und Modrich, 1979; Weiner et al., 1994). Das 

Restriktionsenzym DpnI erkennt genau diese A6m-Methylierungen in der Plasmid-DNA 

und zerschneidet demzufolge nur die DNA-Matritze im PCR-Ansatz und nicht das 

PCR-Produkt, das keine Methylierungen aufweist. Hierfür wurde dem PCR-Ansatz 1 µl 

des Restriktionsenzyms DpnI zugesetzt und für 4 - 6 Stunden bei 37°C auf dem 

Heizblock inkubiert. Anschließend wurde der gesamte Ansatz in kompetente E. coli 

DH5α-Bakterien wie unter Abschnitt 2.14 beschrieben, transformiert. Einzelne Kolonien 

transformierter E. coli DH5α-Bakterienwurden mittels Minipräparation (siehe Abschnitt 

2.15) aufgereinigt und zum Sequenzieren (siehe Abschnitt 2.18) eingeschickt. 

Primername Sequenz [in 5`-3` Richtung] Schmelztempe
ratur Tm [°C] 

GC-Gehalt 
[%] 

Länge 
[bp] 

gpH1R-D116A-
a347c sense 

CTTCTGGCTCTCTATGGCTTATGTGG
CCAGCACAG 

80,4 54,3 35 

gpH1R-D116A-
a347c 
antisense 

CTGTGCTGGCCACATAAGCCATAGA
GAGCCAGAAG 

80,4 54,3 35 

gpH1R-F433A-t
1297g-t1298c 
sense 

TCTCTGCTGGATCCCCTACGCTGTG
TTCTTCATGGTCATT 

78,1 50,0 40 

gpH1R-F433A-t
1297g-t1298c 
antisense 

AATGACCATGAAGAACACAGCGTAG
GGGATCCAGCAGAGA  

78,1 50,0 40 

Tabelle 2.10: Mutageneseprimer (sense und antisense) die zum Verlust der Histaminbindung in der 

orthosterischen Ligandenbindetasche des gpH1-Rezeptors führten Dafür wurden das D1163.32 in der 

TM3 und F4336.55 in der TM6 jeweils zu Alanin ausgetauscht. Die Positionen des Aminosäurenaustauschs 

und des Nukleotidaustauschs sind in rot, entsprechend der Plasmid-cDNA-Matritze 

(gpH1R-PG1660-il3-b-Cerulean pcDNA3.1(+) [269], gpH1R-PG1783-il3-m-Cerulean pcDNA3.1(+) [263], 

gpH1R-PG2158-il3-e1-Cerulean pcDNA3.1(+) [173], gpH1R-PG2194-il3-e2-Cerulean pcDNA3.1(+) [463], 

gpH1R-PG1413-ct-b-Cerulean pcDNA3.1(+) [456]) im Primernamen dargestellt. In den Sequenzen, die 

komplementär zum gpH1-Rezeptor-Gen sind, sind die einzelnen Nukleotid-Austausche in rot markiert. 

Primername Sequenz [5`-3`] Schmelztempe
ratur Tm [°C] 

GC-Gehalt 
[%] 

Länge 
[bp] 

gpH1R-il3-m-Sa
cII-t796c sense 

GGGAAGGAGTCACCGCGGGAGGAT
CCAAAAA 

79,0 58,1 31 

gpH1R-il3-m-Sa
cII-t796c 
antisense 

TTTTTGGATCCTCCCGCGGTGACTC
CTTCCC 

79,0 58,1 31 

gpH1R-ct-b-Sa
cII-a1410g 
sense 
(1.Mutation) 

GAACCCACTCATCTACCCGCTGTGC
AATGAGAATTTCA 

79,5 47,4 38 

gpH1R-ct-b-Sa
cII-a1410g 
antisense 
(1.Mutation) 

TGAAATTCTCATTGCACAGCGGGTA
GATGAGTGGGTTC 

79,5 47,4 38 
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gpH1R-ct-b-Sa
cII-a1410g-t141
2g sense 
(2.Mutation) 

CCACTCATCTACCCGCGGTGCAATG
AGAATTTCA 

78,0 50,0 34 

gpH1R-ct-b-Sa
cII-a1410g-t141
2g antisense 
(2.Mutation) 

TGAAATTCTCATTGCACCGCGGGTA
GATGAGTGG 

78,0 50,0 34 

gpH1R-ct-b-Sa
cII-a1410g-t141
2g sense  

TGAACCCACTCATCTACCCGCGGTG
CAATGAGAATTTCAGG 

79,2 51,3 41 

gpH1R-ct-b-Sa
cII-a1410g-t141
2g antisense 

CCTGAAATTCTCATTGCACCGCGGG
TAGATGAGTGGGTTCA 

79,2 51,3 41 

gpH1R-il3-e2-H
paI-c1222g 
sense 
(1.Mutation) 

CGTCAGGGCTGCATGTGAACCGGG
AG 

78,5 65,4 26 

gpH1R-il3-e2-H
paI-c1222g 
antisense 
(1.Mutation) 

CTCCCGGTTCACATGCAGCCCTGAC
G 

78,5 65,4 26 

gpH1R-il3-e2-H
paI-c1222g-g12
24t sense 
(2.Mutation) 

CAGGGCTGCATGTTAACCGGGAGC
GGA 

78,6 63,0 27 

gpH1R-il3-e2-H
paI-c1222g-g12
24t antisense 
(2.Mutation) 

TCCGCTCCCGGTTAACATGCAGCCC
TG 

78,6 63,0 27 

gpH1R-il3-e2-H
paI-c1222g-g12
24t sense 

AGTACACGTCAGGGCTGCATGTTAA
CCGGGAGCG 

79,9 58,9 34 

gpH1R-il3-e2-H
paI-c1222g-g12
24t antisense 

CGCTCCCGGTTAACATGCAGCCCTG
ACGTGTACT 

79,9 58,9 34 

Tabelle 2.11: Mutageneseprimer (sense und antisense) zur Regeneration neuer 

Restriktionsschnittstellen im gpH1-Rezeptor, um das FlAsH-Bindemotiv (CCPGCC) einzufügen Im 

Primernamen sind die neu eingefügten Restriktionsschnittstellen (HpaI und SacII) mit dem gewüschten 

Zielkonstruktnamen (gpH1R-il3-m-Cerulean, gpH1R-il3-e2-Cerulean und gpH1R-ct-b-Cerulean) und die 

Positionen der Nukleobasenaustausche entsprechend der DNA-Matritze gpH1R-Cerulean pcDNA3.1(+) 

[131] in rot markiert. 

 

Primername Sequenz [5`-3`] Schmelztempe
ratur Tm [°C] 

GC-Gehalt 
[%] 

Länge 
[bp] 

gpH1R-ct-b-R4
85A-a1453g-g1
454c Cerulean 
sense 

CGCGGTGCAATGAGAATTTCGCGAA
GACCTTCAAGAGGATC 

80,2 51,3 41 
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gpH1R-ct-b-R4
85A-a1453g-g1
454c Cerulean 
antisense 

GATCCTCTTGAAGGTCTTCGCGAAA
TTCTCATTGCACCGCG 

80,2 51,3 41 

gpH1R-ct-b-R4
90A-R493A 
a1468g-g1469c
-c1477g-g1478
c Cerulean 
sense 

AATTTCAGGAAGACCTTCAAGGCGA
TCCTGGCTATCCCCCCTCTCG 

79,5 54,4 46 

gpH1R-ct-b-R4
90A-R493A 
a1468g-g1469c
-c1477g-g1478
c Cerulean 
antisense 

CGAGAGGGGGGATAGCCAGGATCG
CCTTGAAGGTCTTCCTGAAATT 

79,5 54,4 46 

gpH1R-ct-b-K4
86A-K489A 
a1456g-a1457c
-a1465g-a1466
c Cerulean 
sense 

GTGCAATGAGAATTTCAGGGCGACT
TCGCGAGGATCCTGCGTATCCCC 

79,6 57,2 49 

gpH1R-ct-b-K4
86A-K489A 
a1456g-a1457c
-a1465g-a1466
c Cerulean 
antisense 

GGGGATACGCAGGATCCTCGCGAA
GGTCGCCCTGAAATTCTCATTGCAC 

79,6 57,2 49 

gpH1R-ct-b-F48
4P-t1450c-t145
1c Cerulean 
sense 
(1.Mutation) 

GTGCGCGGTGCAATGAGAATCCCAG
GAAGACCTTCAAGAG 

80,1 55 40 

gpH1R-ct-b-F48
4P-t1450c-t145
1c Cerulean 
antisense 
(1.Mutation) 

CTCTTGAAGGTCTTCCTGGGATTCTC
ATTGCACCGCGCAC 

80,1 55 40 

gpH1R-ct-b-F48
4P-F488P-t145
0c-t1451c-t146
2c-t1463c 
Cerulean 
sense 
(2.Mutation) 

GAGAATCCCAGGAAGACCCCCAAGA
GGATCCTGCGTAT 

82,8 55,3 38 

gpH1R-ct-b-F48
4P-F488P-t145
0c-t1451c-t146
2c-t1463c 
Cerulean 
antisense 
(2.Mutation) 

ATACGCAGGATCCTCTTGGGGGTCT
TCCTGGGATTCTC 

82,8 55,3 38 

gpH1R-ct-b-F48
4P-F488P 
t1450c-t1451c-t
1462c-t1463c 
Cerulean 
sense 

GTTGTGCGCGGTGCAATGAGAATCC
CAGGAAGACCCCCAAGAGGATCCTG 

91,9 58 50 
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gpH1R-ct-b-F48
4P-F488P 
t1450c-t1451c-t
1462c-t1463c 
Cerulean 
antisense 

CAGGATCCTCTTGGGGGTCTTCCTG
GGATTCTCATTGCACCGCGCACAAC 

91,9 58 50 

hA2AR-CCPGC
Cil3e-T298P-a89
2c-Cerulean 
sense 

GCGAGTTCCGCCAGCCCTTCCGCAA
GATC 

84,2 65,5 29 

hA2AR-CCPGC
Cil3e-T298P-a89
2c-Cerulean 
antisense 

GATCTTGCGGAAGGGCTGGCGGAA
CTCGC 

84,2 65,5 29 

Tabelle 2.12: Mutageneseprimer, die zur Untersuchung der Helix 8 Struktur im gpH1-Rezeptor und im 

hA2A-Rezeptors verwendet wurden Zur Untersuchung der Helix 8 des gpH1-Rezeptors wurden einerseits 

mögliche PIP2-Bindestellen jeweils zu Alanin mutiert (R485A, R490A-R493A und K486A-K489A) und 

andererseits die Helix 8 Sekundärstruktur durch den Einbau von Prolinen zerstört (F484P, F484-F488P und 

T298P). Als DNA-Matritze diente für alle Helix 8 Mutationen des gpH1-Rezeptors das 

gpH1R-PG1413-ct-b-Cerulean pcDNA3.1(+) [456] Plasmid und für die Helix 8 Mutation des hA2A-Rezeptors 

das hA2AR-CCPGCCil3e-Cerulean [71] Plasmid. Die Basenfehlpaarungen und die Position der 

Aminosäureaustausche sind in rot markiert. 

Primername Sequenz [5`-3`] Schmelztempe
ratur Tm [°C] 

GC-Gehalt 
[%] 

Länge 
[bp] 

gpH1R-C472St
op 
g1415a-c1416g 
sense 
(Stop=TAG) 

CCCACTCATCTACCCACTGTAGAAT
GAGAATTTCAGGAAGAC 

79,2 45,3 42 

gpH1R-C472St
op 
g1415a-c1416g 
antisense 
(Stop=TAG) 

GTCTTCCTGAAATTCTCATTCTACAG
TGGGTAGATGAGTGGG 

79,2 45,3 42 

gpH1R-C472St
op c2400a 
sense 
(Stop=TGA) 

CACTCATCTACCCACTGTGAAATGA
GAATTTCAGGAAGA 

78,5 41,1 39 

gpH1R-C472St
op c2400a 
antisense 
(Stop=TGA) 

TCTTCCTGAAATTCTCATTTCACAGT
GGGTAGATGAGTG 

78,5 41,1 39 

Tabelle 2.13: Verwendete Mutageneseprimer für einen um den C-Terminus gekürzten gpH1-Rezeptor 

Hier wurde das gpH1R-Cerulean pcDNA3.1(+) [131] Plasmid als DNA-Matritze eingesetzt. Es wurden 

parallel zwei verschiedene Nukleobasenaustausche angesetzt, die zum gewünschten Zielkonstrukt 

gpH1R-C472Stop pcDNA3.1(+) [557] mit dem Stopcodon (Stop = TAG und TGA) führten. Die 

Basenfehlpaarungen und die Position der Aminosäureaustausche sind in rot markiert. 
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Primername Sequenz [5`-3`] Schmelztempe
ratur Tm [°C] 

GC-Gehalt 
[%] 

Länge 
[bp] 

hGnRHR-gpH1R
ct-StopEFL�PL
CL 
t985c-g986c-g98
8t-a989t-t992g 
sense 
(1.Mutation) 

CTTTGATCCACTTATCTATGGATAT
TTTTCTCTGCCATTATGCAATGAGA
ATTTCAGGAAGACCTTCAAGAGGA
TC 

80,1 36,9 76 

hGnRHR-gpH1R
ct-StopEFL�PL
CL 
t985c-g986c-g98
8t-a989t-t992g 
antisense 
(1.Mutation) 

GATCCTCTTGAAGGTCTTCCTGAA
ATTCTCATTGCATAATGGCAGAGAA
AAATATCCATAGATAAGTGGATCAA
AG 

80,1 36,9 76 

hGnRHR- gpH1R
ct-PLCL�PLCSt
op 
c1042t-t1043a-c1
044g sense 
(2.Mutation) 

TCCTGCGTATCCCCCCTTAGGAGC
ATGCATCTAGAGG 

78,4 56,8 37 

hGnRHR- gpH1R
ct-PLCL�PLCSt
op 
c1042t-t1043a-c1
044g antisense 
(2.Mutation) 

CCTCTAGATGCATGCTCCTAAGGG
GGGATACGCAGGA 

78,4 56,8 37 

Tabelle 2.14: Mutageneseprimer, die nach der Umklonierung des C-Terminus des gpH1-Rezeptors an 

den hGnRH Rezeptor gebraucht wurden, um die durch die Restriktionsschnittstellen EcoRI und XhoI 

modifizierten Aminosäuren (StopEF und L) an die Aminosäurensequenz des gpH1-Rezeptors 

anzugleichen Die Sequenzen der Mutageneseprimer sind dem gpH1-Rezeptor-Gen komplementär. In zwei 

aufeinanderfolgenden Mutageneseansätzen (1. und 2. Mutation) wurde die Rezeptorchimäre 

hGnRHR-gpH1CtShort20 pcDNA3.1(+) [553] fertig synthetisiert. Die Basenfehlpaarungen und die 

Aminosäureaustausche sind in rot markiert. 

2.22 Präparativer Verdau von Plasmid-cDNA oder PCR-

Produkten mit Restriktionsendonukleasen 

Material Hersteller 

Restriktionsendonukleasen Thermofisher Scientific 

Alkalische Phosphatase, CIAP (1 U µl-1) Thermofisher Scientific, # 18009027 

Blockheizthermostat Modell HX-1 Peqlab 

 

Enzymname Erkennungssequenz 
mit Schnittstelle [/] 

Bestelln
ummer 

Einsatz 

FastDigest NheI 5`G/CTAGC3´ 

3`CGATC/G5 

FD0974 Linearisierung von Plasmid-cDNA und 
Regeneration von stumpfen oder klebrigen 
Enden von PCR-Produkten 

FastDigest KpnI 5`GGTAC/C3´ 

3`C/CATGG5 

FD0524 Linearisierung von Plasmid-cDNA und 
Regeneration von stumpfen oder klebrigen 
Enden von PCR-Produkten 
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FastDigest XhoI 5`C/TCGAG3´ 

3`GAGCT/C5 

FD0694 Linearisierung von Plasmid-cDNA und 
Regeneration von stumpfen oder klebrigen 
Enden von PCR-Produkten 

FastDigest EcoRI 
(BstEII)  

5`G/AATTC3´ 

3`CTTAA/G5´ 

FD0274 Linearisierung von Plasmid-cDNA und 
Regeneration von stumpfen oder klebrigen 
Enden von PCR-Produkten 

FastDigest XbaI 5`T/CTAGA3´ 

3`AGATC/T5´ 

FD0684 Linearisierung von Plasmid-cDNA und 
Regeneration von stumpfen oder klebrigen 
Enden von PCR-Produkten 

FastDigest NotI 5`G/CGGCCGC3´ 

3`CGCCGGC/G5´ 

FD0593 Linearisierung von Plasmid-cDNA und 
Regeneration von stumpfen oder klebrigen 
Enden von PCR-Produkten 

FastDigest PvuI 5`CGAT/CG3´ 

3`GC/TAGC5´ 

FD0624 Zur Linearisierung der Plasmid-cDNA für eine 
Elektroporation 

FastDigest DpnI 5`GAm6/TC3´ 

3`CT/Am6G5´ 

FD1704 Zur Zerstörung der DNA-Matritze bei einer 
zielgerichteten Mutagenese 

Tabelle 2.15: Verwendeten „FastDigest“-Restriktionsendonukleasen Für den präparativen Verdau von 

Plasmid-cDNA oder PCR-Produkten mit zwei unterschiedlichen „FastDigest“-Restriktionsendonukleasen 

wurde immer der „FastDigest“ 10-fach Puffer verwendet. Folgende Abkürzungen stehen für 

Am6 = N6-Methyladenin, N = G, A, T oder C. 

 

Enzymname Bestellnumm
er 

Funktion 

Klenow Fragment, 
LC [2 U µl-1] 

EP0054 Auffüllen der klebrigen 5´-Phosphat-Überhängen zu glatten („blunt 
end“) DNA-Fragmenten. Es besitzt eine 5'-3'-Polymeraseaktivität 
und eine 3-5-Exonuklease („proof reading“) Aktivität. Eine 
5´-3´-Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase I existiert nicht, d. 
h. 3´OH Überhänge werden nicht zu glatten DNA-Enden abgebaut. 

T4 DNA Ligase 
[5 U µl-1] 

EL0014 Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen 5´Phosphat- und 
3´OH-Gruppen von stumpfen oder klebrigen DNA-Fragmenten 

T4 
Polynukleotid-Kin
ase (T4 PNK) 

EK0031 Transfer des γ-Phosphats von ATP zur 5'-OH-Gruppe von 
doppelsträngiger DNA 

Alkalische 
Phosphatase 
CIAP (Calf 
Intestinal Alkaline 
Phosphatase) 
[1 U µl-1] 

18009027 Dephosphorylierung der Phosphatgruppe am 5'-phosphorylierten 
Ende der linearisierten Plasmid-cDNA um eine Selbstligation des 
Plasmids zu verhindern 

Tabelle 2.16 Weitere verwendete Enzyme für molekularbiologische Zwecke 

 

Enzymname  Erkennungssequenz 
mit Schnittstelle [/] 

Bestelln
ummer 

ICL3-P
osition 

sense und antisense Oligonukleotide 
für das FlAsH-Motiv (CCPGCC) [in 
5´-3´ Richtung] 

FastDigest BsiWI 
(Pfl23II) 

5`CCANNNN/NTGG 3´ 

3`GGTN/NNNNACC5 

FD0854 il3-b GTACTATGTTGTCCGGGGTGTTGT 

GTACACAACACCCCGGACAACA 

Cfr42I (SacII) 
[10 U µl-1] 

5`CCGC/GG3´ 

3`GG/CGCC5´ 

ER0201 il3-m TATGTTGTCCGGGGTGTTGTGCGC 

GCACAACACCCCGGACAACATAGC 

FastDigest PmlI 
(Eco721) 

5`CAC/GTG3´ 

3`GTG/CAC5 

FD0364 il3-e1 GTGTTGTCCGGGGTGTTGTGG 

CCACAACACCCCGGACAACAC 
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AjiI (BmgBI) 
[5 U µl-1]  

5`CAC/GTC3´ 

3`GTG/CAG5 

ER1941 il3-e2 ATGTTGTCCGGGGTGTTGTGG 

CCACAACACCCCGGACAACAT 

Cfr42I (SacII) 
[10 U µl-1] 

5`CCGC/GG3´ 

3`GG/CGCC5´ 

ER0201 ct-b TTTGTTGTCCGGGGTGTTGTGCGC 

GCACAACACCCCGGACAACAAAGC 

Tabelle 2.17: Restriktionsendonukleasen, die für den Einbau des FlAsH-Bindemotivs (CCPGCC) 

eingesetzt wurden Für den präparativen Verdau mit zwei unterschiedlichen konventionellen 

Restriktionsendonukleasen wurde das Kalkulierungsprogramm DoubleDigest Calculator von Thermofisher 

Scientific verwendet, das die optimalen Reaktionsbedingungen, wie z. B. die Vorgabe des optimalen 

Reaktionspuffers (jeweils 10-fach Buffer B, Buffer G, Buffer O, Buffer R und das Tango Buffer), wie z. B die 

Angabe des Mengenverhältnisses beider Restriktionsenyzme zueinander und die zu einsetzende 

Enzymkonzentration berechnet. Bei dem präparativen Verdau mit „FastDigest“-Restriktionsenzymen wurde 

nur das 10-fach „FastDigest“ Puffer verwendet. Entsprechend dem „IUPAC nucleotide code“ steht N für alle 

vier Nukleobasen Guanin, Adenin, Thymin und Cytosin. Die gelb markierte Sequenz kodiert das sechs 

Aminosäuren lange CCPGCC FlAsH-Bindemotiv. Mit Hilfe der zusätzlichen Nukleotide links und rechts der 

gelb markierten Sequenz wurden die durch den Restriktionsverdau des gpH1-Rezeptors entstandenen 

klebrigen Enden aufgefüllt und außerdem eine Leserasterverschiebung unterbunden. Die Oligonukleotide 

wurden in einer wässrigen 100 µM (100 pmol µl-1) Lösung von metabion (Planegg, Deutschland) oder von 

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) bezogen. 

Alle Restriktionsendonukleasen zum Restriktionsverdau von ringförmiger Plasmid-DNA 

und von PCR-Produkten wurden von Termofisher Scientific (Taufkirchen, Deutschland) 

bezogen. Die optimalen Reaktionsbedingungen für eine optimale Enzymaktivität wurden 

aus der Tabelle „Reaction Conditions for Restriction Enzymes“ von Thermofisher 

Scientific mit den Empfehlungen für ein optimales Puffersystem mit 50 - 100%ige 

Enzymaktivität [U203], Enzymmenge [U µg-1] cDNA-Menge [µg], optimale 

Arbeitstemperatur und Hitzeinaktivierungstemperatur für das Enzym entnommen. Für 

den präparativen Verdau von Plasmid-cDNA oder PCR-Produkt wurde folgendes 

Pipettierschema standardmäßig angesetzt: 

20 µl präparativer Verdau-Ansatz 

• 1 µg Plasmid-cDNA oder 10 µl Eluat (aus dem Agarose-Gel extrahiertes 

PCR-Produkt) 

• 1 - 2 µl konventionelles Restriktionsenzym [5 - 10 U µl-1] 

• 2 µl 10-fach Puffersystem204 

• mit Reinstwasser auf 20 µl auffüllen 

• 1 - 16 Stunden Inkubation bei der optimalen Arbeitstemperatur 

                                                
203 Eine Enzymeinheit [U] wird definiert als die Menge an Enzym, die 1 µg DNA in einer Stunde in einem 50 µl Ansatz 

verdaut. 
204 Puffersysteme für konventionelle Restriktionsenzyme: Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen brauchen 

divalente freie Magnesuimionen als Kofaktor für die Enzymaktivität. Zugesetztes BSA stabilisiert das Enzym und 
steigert somit die Enzymaktivität (Meselson und Yuan, 1968). 1X Buffer B: 10 mM Tris-HCl (pH=7,5 bei 37°C), 10 mM 
MgCl2, 0,1 mg ml-1 BSA.1X Buffer G: 10 mM Tris-HCl (pH=7,5 bei 37°C), 10 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 0,1 mg ml-1 BSA. 
1X Buffer O: 50 mM Tris-HCl (pH=7,5 bei 37°C), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 mg ml-1 BSA. 1X Buffer R: 10 mM 
Tris-HCl (pH=8.5 bei 37°C), 10 mM MgCl2, 100 mM KCl, 0,1 mg ml-1 BSA.1X Buffer Tango™: 33 mM Tris-acetat 
(pH=7.9 bei 37°C), 10 mM Mg(CH3CO2)2, 66 mM KCH3CO2, 0,1 mg ml-1 BSA. (siehe URL-Adresse: 
https://www.thermofisher.com/de/de/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-mo
difying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/conventional-restriction-enzymes-thermo-scientific.html) 
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Bei Verwendung von „FastDigest“-Restriktionsenzymen wurden für den Verdau von 1 µg 

Plasmid-DNA oder 10 µl eines aus dem Agarose-Gel extrahierten PCR-Produktes 

jeweils 1 µl „FastDigest“-Restriktionsenzym und 2 µl „FastDigest“-10-fach Puffer mit 

Reinstwasser auf ein Endvolumen von 20 µl aufgefüllt und auf einem Heizblock für 

15 - 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die meisten Enzyme besitzen eine optimale 

Arbeitstemperatur bei 37°C. Einige Enzyme wie SwaI (Esp3I) brauchen jedoch 

zusätzlich einen Oxidationsschutz wie Dithiothreitol (DTT205). Alle verwendeten Enzyme 

wurden bei -20°C gelagert. Die konventionellen Typ II Restriktionsendonukleasen 

erkennen eine spezifische 4 – 6 – 8 bp lange palindromische Sequenz und 

zerschneiden die DNA selektiv nur in dieser Erkennungssequenz (siehe Tabelle über 

Restriktionsendonukleasen). Durch den präparativen Verdau wurden glatte („blunt 

ends“) oder klebrige Enden („sticky ends“) mit einer 5`Phosphatgruppe und 

3`Hydroxyruppe regeneriert, wodurch die doppelsträngige Plasmid-DNA (=Vektor) 

linearisiert und die klebrigen oder stumpfen Enden des PCR-Produktes (=Insert) 

freigesetzt wurden. Der komplette Ansatz mit der linearisierten Plasmid-DNA bzw. dem 

präparativ verdautem PCR-Produkt wurde durch eine anschließende 

Agarose-Gelelektrophorese für 30 Minuten bei U = 150 V aufgetrennt und die 

DNA-Banden entsprechend der Größe der DNA-Fragmente aus dem Gel extrahiert. Als 

nächstes wurden die 5`Phosphatgruppen des linearisierten Vektors dephosphoryliert, 

um eine Selbstligation des Vektors zu unterbinden. Dafür wurde folgender Ansatz 

verwendet: 

20 µl Dephosphorylierungs-Ansatz 

• 10 µl Geleluat des linearisierten Vektors 

• 2,5 µl alkalische Phosphatase, aus dem Kälberdarm206 

• 2,5 µl 10-fach Dephosphorylierungspuffer [500 mM Tris-HCl (pH=8,5), 1 mM 

EDTA] 

• 5 µl Reinstwasser 

• erste Inkubation des Ansatzes für 30 min bei 37°C  

• 2,5 µl alkalische Phosphatase, aus dem Kälberdarm 

• zweite Inkubation des Ansatzes für 30 min bei 37°C 

2.23 Ligation mit der T4-DNA-Ligase 

Material Hersteller 

T4 DNA Ligase [5 U µl-1] Thermofisher Scientific, # EL0014 

Adenosin-5-triphosphat Boehringer, # 127531 

Thermocycler, peqSTAR 96X Peqlab 

                                                
205 2 µl DDT [20 mM] wurden einem 20 µl-Ansatz als Reduktionsmittel hinzupipettiert. Das DDT schützt freie Thiolgruppen 

im Enzym vor einer Oxidation zu Disulfidgruppen, wodurch das Enzym stabilisiert wird. 
206 Abkürzung CIAPvom Englischen Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, Die Enzymaktivität beträgt 0,01 U µl-1. 
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Bei einer Ligation mit einer T4-DNA-Ligase werden zwei DNA-Fragmente mit Bildung 

einer Phosphodiesterbindungen zwischen der 5´Phosphat- und der 3´Hydroxygruppen 

von stumpfen oder klebrigen Enden unter Freisetzung von Pyrophosphat zu einem 

neuen doppelsträngigen Plasmid-cDNA-Strang zusammengefügt (Weiss et al., 1968). 

Die T4-DNA-Ligase benötigt für die Ligation 1 mM ATP als Substrat und 10 mM freie 

Magnesiumionen als Kofaktor. Folgender Pipeittieransatz wurde für die Ligation von 

einem linearisiertem dephosphoryliertem Vektor (Vektor) und einem präparativ 

verdautem PCR-Produkt (Insert), standardmäßig angesetzt: 

20 µl Ligations-Ansatz: 

• 0:1:3:5 µl präparativ-verdautes, aus dem Gel eluiertes PCR-Produkt 

• 1 µl linearisierter dephosphorylierter Vektor  

• 1 µl T4-DNA-Ligase207  

• 2 µl 10-fach T4-DNA-Ligase-Puffer208  

• 2 µl ATP [1mM] 

• auf 20 µl mit Reistwasser auffüllen 

• Inkubation des gesamten Ansatzes für 1 Stunde bei Raumtemperatur 

Für die Ligation von glatten, stumpfen DNA-Fragmenten wurde dem Ansatz zusätzlich 

2 µl 50 %iges Polyethylenglykol 4000 hinuzugegeben. Nach der Inkubation des 

Ligations-Ansatzes bei Raumtemperatur für 1 Stunde wurde der gesamte Ansatz in 

kompetente E. coli DH5α-Bakterien transformiert. 

Primername Sequenz [5`-3`] Schmelz
tempera
tur Tm 
[°C] 

GC-Ge
halt [%] 

Länge 
[bp] 

CCPGCC-4A-
GY-Cerulean 
sense 

TCGAAGGCAGTGTCCGGGGTGTGTGCAGCAGCAG
CA 

91,9 57,5 36 

CCPGCC-4A-
GY-Cerulean 
antisense 

TCGATGCTGCTGCTGCACAACACCCGACAACAGCC
AT 

91,3 57,5 37 

CCPGCC-(AA
KAA)2-GY-Cer
ulean sense 

TCGAAGGCAGTGTCCGGGGTGTGTGCAGCAAAAG
CAGCAGCAGCAAAAGCAGCAGGGTAC 

95,4 54,6 60 

CCPGCC-(AA
KAA)2-GY-Cer
ulean 
atisense 

TCGAGTACCCTGCTGCTTTTGCTGCTGCTGCTTTTG
CTGCACAACACCCCGGACAACATGCCAT 

95,3 54,6 64 

                                                
207 T4-DNA-Ligase Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCl (pH = 7,5), 50 mM KCl, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 50% (V/V) 

Glycerol]1 µl 10-fach T4-PNK-Puffer A (500 mM Tris-HCl (pH = 7.6, 25°C), 100 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM 
Spermidin (siehe URL-Adresse: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EL0014#/EL0014) 

208 T4-DNA-Ligase Puffer: 400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP (pH = 7,8, 25°C) (siehe 
URL-Adresse: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EL0014#/EL0014) 
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CCPGCC-(AA
KAA)7-GY-Cer
ulean sense  

TCGAAGGCAGTGTCCGGGGTGTGTGCAGCAAAAG
CAGCAGCAGCAAAAGCAGCAGCAGCAAAAGCAGC
AGCAGCAAAAGCAGCAGCAGCAAAAGCAGCAGCA
GCAAAAGCAGCAGCAGCAAAAGCAGCAGGGTAC 

57,5 53,9 135 

CCPGCC-(AA
KAA)7-GY-Cer
ulean 
antisense 

TCGAGTACCCTGCTGCTTTTGCTGCTGCTGCTTTTG
CTGCTGCTGCTTTTGCTGCTGCTGCTTTTGCTGCTG
CTGCTTTTGCTGCTGCTGCTTTTGCTGCTGCTGCTT
TTGCTGCACAACACCCCGGACAACATGCCAT 

57,5 53,9 139 

Tabelle 2.18: Sense und antisense Oligonukleotide für FRET-Konstrukte mit α-Helices definierter 

Länge zwischen dem CCPGCC FlAsH-Bindemotiv und dem türkis fluoreszierendem Protein 

mCerulean Die gelb markierte Basensequenz kodiert das FlAsH-Bindemotiv und die rot hinterlegte 

Nuleotidsequenz füllt die klebrigen Enden des XhoI-verdauten Vektors pCerulean-MCS-N1 pcDNA3.1(+) 

[494] auf (Wang und Feng, 2003; Zagrovic et al., 2005). 

Die Oligonukleotide („sense“ und „antisense“) für das CCPGCC FlAsH-Bindemotiv und 

für die FRET-Abstandskonstrukte (CCPGCC-4A-GY-Cerulean, 

CCPGCC-(AAKAA)2-GY-Cerulean, CCPGCC-(AAKAA)7-GY-Cerulean) wurden in einer 

100 µM (100 pmol µl-1) wässrigen Lösung von metabion (Planegg, Deutschland) oder 

von Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) geliefert und für die Ligation hybridisiert. 

50 µl Hybridisierungsansatz: 

• 2 µl sense Oligonukleotid [100 µM] 

• 2 µl antisense Oligonukleotid [100 µM] 

• 46 µl Hybridisierungspuffer209  

Hybridisierungsprotokoll in der PCR-Maschine: 

• Erhitzen der PCR-Maschine auf 110°C 

• 30 Zyklen bestehend aus: 

o Starttemperatur für 1 min 30 s bei Tm = 70°C  

o Hybridisierung für 1 min 30 s bei [(Tm - 1°C) - 1°C] 

(Zyklusende bei Tm = 25°C) 

• Abkühlung und Lagerung des Reaktionsansatzes bei 4°C 

Nach der Hybridisierung der Oligonukleotide wurden die 5´OH-Enden mit dem Enzym 

T4-Polynukleotidkinase von (T4-PNK, Thermofisher Scientific) in die natürlich 

vorkommende 5`Phosphatgruppe umgewandelt, die für die Ligation mit der 

T4-DNA-Ligase notwendig sind. 

10 µl Phosphorylierungsansatz für Oligonukleotide: 

• 2 µl der hybridisierten Oligonukleotide 

• 1 µl T4-PNK210  

                                                
209 Hybridisierungspuffer: 100 mM KCH3CO2, HEPES-KOH (pH = 7,4), 2 mM Mg(CH3CO2)2, 0,1% DMSO 
210 T4-PNK Lagerungspuffer: 20 mM Tris-HCl (pH = 7.5), 25 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 2mM DTT and 50% (V/V) Glycerol 

(siehe URL-Adresse: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EK0031#/EK0031) 
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• 1mM ATP 

• 1 µl 10-fach T4-PNK-Puffer A211  

• 5 µl Reinstwasser 

• Inkubation für 30 min bei 37°C  

• Hitzeinaktivierung der T4-PNK für 10 min bei 70°C 

Die phosphorylierten Oligonukleotide wurden als nächstes mit dem linearisierten 

dephosphorylierten Vektor gpH1R-Cerulean pcDNA3.1(+) [131] für das CCPGCC 

FlAsH-Bindemotiv bzw. mit dem linearisiertem dephosphoryliertem Vektor 

pCerulean-MCS-N1 pcDNA3.1(+) [494] für die FRET-Abstandskonstrukte 

(PG-4A-GY-Cerulean, PG-(AAKAA)2-GY-Cerulean, PG-(AAKAA)7-GY-Cerulean) für 1 

Stunde bei Raumtemperatur nach folgendem Pipettierschema ligiert. 

20 µl Ligations-Ansatz für phosphorylierte Oligonukleotide: 

• 0:1:3:5 µl hybridisierte, phosphorylierte Oligonukleotide 

• 1 µl linearisierter dephosphorylierter Vektor  

• 1 µl T4-DNA-Ligase 

• 2 µl 10-fach T4-DNA-Ligase-Puffer 

• 2 µl ATP [1mM] 

• auf 20 µl mit Reinstwasser auffüllen  

Für die Ligation von glatten DNA-Fragmenten wurde zum Ligationsansatz zusätzlich 2 µl 

50 % Polyethylenglykol 4000 hinzugegeben. Nach Inkubation bei Raumtemperatur für 

eine Stunde wurde der gesamte Ligationsansatz in kompetente E. coli DH5α-Bakterien 

transformiert. 

2.24 Fluorimetrisches Nitrat-Nitrit-Assay-Kit 

Material  Hersteller 

fluorimetrisches Nitrat-Nitrit-Assay-Kit Cayman Chemical Company, # 780051 

Präzisions-Einzelkanalpipetten (10 - 1000 µl) Peqlab 

Präzisions-Mehrkanalpipetten (250 µl) Peqlab 

Gestopfte Pipettenspitzen (10 - 1000 µl) Sarstedt  

Spektralphotometer Mikroplattenleser FLUOstar Omega, BMG Labtech 

Doppelt destilliertes Wasser/ Reinstwasser Membrane pure, #180-0013 

Fusselfreie Präzisionstücher Kimberly Clark KIMTECH SCIENCE 
Trocken-Reinigungstücher weiß, 210 x 110mm, 
280 Stück/Packung 

                                                
211 T4-PNK Puffer: 500 mM Tris-HCl (pH = 7.6, 25°C), 100 mM MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM Spermidin (siehe URL-Adresse: 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EK0031#/EK0031) 
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Für die quantitative Bestimmung der intraluminalen NO-Produktion in Perfusatproben 

von allen ex vivo untersuchten murinen Mesenterialarterienabschnitten der ersten und 

zweiten Ordnung (siehe Abschnitt 4.9 mit Abbildung 4.9) wurde ein handelsüblicher 

fluorimetrischer Nitrat-Nitrit-Assay-Kit von (Cayman Chemical Company, Michigan USA) 

mit einer Nachweisgrenze von 30 nM-0,2 µM und einem Detektionsbereich von 

60 nM-3.85 µM gemäß Herstellerangaben verwendet, das in vivo Metabolite von NO 

(Nitrat und Nitrit) detektiert. Das Prinzip des fluorimetrischen Nitrat-Nitrit-Assays beruht 

darauf, dass in einem ersten Reaktionsschritt das komplette in der Perfusatprobe 

vorhandene Nitrat durch das Enzym Nitrat-Reduktase in Nitrit umgesetzt wird. 

Anschließend reagiert das gesamte Nitrit in einem zweiten Reaktionsschritt mit 

2,3-Diaminonaphthalen zum fluoreszierenden 1(H)-Naphthotriazol. Aus der Emission 

des 1(H)-Naphthotriazols bei der Wellenlänge von λ = 430 nm kann auf die gesamte 

Nitrat-Nitrit-Konzentration in den murinen Perfusatproben geschlossen werden. 

2.25 Statistik 

Der Umfang der Stichproben (n) wurde als ein Säulendiagramm mit dem Mittelwert 

(mean) und dem Standardfehler bzw. der Standardabweichung des Mittelwerts 

(SEM = standard error of the mean) in Abbildungen im Ergebnisteil (siehe Abschnitt 3) 

dargestellt. Für die Darstellung des Stichprobenumfangs (n) wurden der Mittelwert und 

die Varianz bzw. die Streuung des Mittelwerts, die sogenannte Standardabweichung 

berechnet. Aus den ermittelten Mittelwerten wurde anschließend die Signifikanz mit Hilfe 

von Statistiktests (du Prel et al., 2010) zwischen zwei bzw. mehr als zwei (> 2) 

verschiedenen Stichprobensätzen (siehe Tabelle 2.19) berechnet. Der 

anschaulichkeithalber wurden alle nicht-normalverteilen Daten als Säulen- bzw. 

Balkendiagramm anstelle von Boxplots mit dem Mittelwert und dem SEM 

(Mittelwert ± SEM) angegeben. 

 Datensatz 

Stichprobenumfang 2 > 2 

Verteilung normal / parametrisch nicht-normal / nicht-parametrisch normal / parametrisch nicht-normal / nicht-parametrisch 

Abhängigkeit gepaart ungepaart gepaart ungepaart gepaart ungepaart gepaart ungepaart 

Statistiktest Student 
t Test 

Student t 
Test 

Wilcoxon-Vor-
zeichen-Rang-

Test 

Mann-Whitney
-U-Test ANOVA ANOVA Friedman-

Test 
Kruskal-Wallis 

Test 

Tabelle 2.19: Auswahl der Signifikanztests 
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3  Ergebnisse 

3.1 Alle verwendeten H1-Rezeptorkonstrukte sind funktionell 

Als erstes wurde überprüft, ob alle gpH1R-Konstrukte (il3-b, il3-m il3-e1; il3-e2 und ct-b) 

in die Zellmembran von HEK293-Zellen inserieren (Membranlokalisation) und eine 

funktionelle Gq/11-Proteinaktivierung durch den endogenen Liganden Histamin 

hervorrufen. Zu diesem Zweck wurden ratiometrische Kamera-basierte 

Kalziummessungen mit Fura-2 an Einzelzellen durchgeführt (siehe unter Abschnitt 2.9). 

Bei allen mit den gpH1R-Konstrukten transfizierten HEK293-Zellen kam es unter 

Agonisten-Stimulation mit 100 µM Histamin zu transienten Zunahmen an freien 

intrazellulären Kalziumkonzentrationen (siehe Abbildung 3.1 A-F), die belegen, dass alle 

gpH1R-Konstrukte in die Zellmembran funktionell inserieren und eine für den 

Kalziumanstieg notwendige Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Gq/11-Proteinen 

hervorrufen. Außerdem wurden untransfizierte HEK293-Zellen auf eine mechanische 

Stimulation mit hypoosmotischer Lösung (Hypo, 150 mOsm kg-1) überprüft. 

Untransfizierte HEK293-Zellen reagierten auf mechanische Stimulation mit 

hypoosmotischer Lösung mit keinen transienten Zunahmen des freien intrazellulären 

Kalziums (siehe Abbildung 3.3 A). Wohingegen mit dem Wildtyp gpH1-Rezeptor transient 

transfizierte HEK293-Zellen als Positivkontrolle signifikante Kalziumzunahmen zeigten 

(siehe Abbildung 3.3 B). Eine Membranlokalisation der gpH1R-Konstrukte konnte auch 

mittels konfokaler Lasermikroskopie optisch gezeigt werden (Abbildung 3.2 A-J). 
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Abbildung 3.1: Alle gpH1R-Konstrukte verursachen transiente Kalziumzunahmen auf 

Agonisten-Stimulation mit Histamin (A-F) Ratiometrische Kalziummesungen von HEK293-Zellen, die 

jeweils mit 1 µg Plasmid-DNA der oben angegebenen gpH1R-Konstrukten (gpH1R-Cerulean pcDNA3.1(+) 

[131] = Wildtyp = WT, gpH1R-PG1660-Cerulean pcDNA3.1(+) [269] = il3-b, gpH1R-PG1783-Cerulean 

pcDNA3.1(+) [263] = il3-m, gpH1R-PG2158-Cerulean pcDNA3.1(+) [173] = il3-e1; 

gpH1R-PG2194-il3-e2-Cerulean pcDNA3.1(+) [463] = il3-e2 und gpH1R-PG1413-ct-b-Cerulean 

pcDNA3.1(+) [456] = ct-b) für 24 Stunden transient transfiziert und für 10 Minuten mit 5 µM Fura-2-AM 

beladen wurden. Die Applikation von 100 µM Histamin für jeweils eine Minute führte zu signifikanten 

transienten Kalziumzunahmen. Für jedes gpH1R-Konstrukt wird eine repräsentative Spur der intrazellulären 

Kalziumkonzentration [Ca2+]i (oben) mit der angegebenen Applikation von 100 µM Histamin (His, blauer 

Balken über der Kalziumspur) gezeigt. Die Zusammenfassung aller Kalziummessungen unterschiedlicher 

gpH1R-Konstrukte wird jeweils unter der repräsentativen Kalziumspur als Säulendiagramm dargestellt 

(unten). Die schwarzen Säulen zeigen die basale Kalziumkonzentration vor der Stimulation mit Histamin und 

die blauen Balken die maximale Kalziumerhöhung [Ca2+]i während der Stimulation mit 100 µM Histamin. Alle 

HEK293-Zellen mit Ausgangskalziumkonzentrationen von [Ca2+]i ≥ 150 nm und maximalen 

Kalziumerhöhungen während einer Histaminstimulation [Ca2+]i ≤ 120 nm [Ca2+]i wurden für die 

Gesamtauswertungen nicht mitberücksichtigt. Die Zahlen neben der Ordinate geben die Anzahl der 

gemessenen HEK293-Zellen von verschiedenen transienten Transfektionen auf 24 mm Glasplättchen aus 

mindestens drei Experimentiertagen an. Die Signifikanz wurde zwischen der Erhöhung der 

Kalziumkonzentration unter Histamin zur basalen Kalziumkonzentration mit dem 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test getestet. (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001). Die Zahlen in eckiger Klammer 

repräsentieren die Plasmidnummer für die im Labor zur Verfügung stehende Plasmid-DNA (siehe Kapitel 

2.3). 
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Abbildung 3.2: Membranlokalisation der gpH1R-Konstrukte Repräsentative Konfokalbilder (A-J) von 

HEK293-Zellen, die stabil eines der angegebenen gpH1R-Konstrukte exprimieren und eine 

Membranlokalisation der gpH1R-Konstrukte durch die Fluoreszenz des türkis fluoreszierenden Proteins 

Cerulean (Membranfärbung links) und die Zelle im Durchlicht (rechts) zeigen. Weiße Maßstabsbalken 

(rechts unten) geben einen Maßstab von 10 µm an. Für die Kennzeichnung „mut“ siehe Kapitel 3.5. 

Abbildung 3.3: Nicht-transfizierte HEK293-Zellen reagieren nicht auf mechanische Stimulation mit 

hypoosmotischer Lösung Ratiometrische Kamera-basierte Kalziummessungen mit Fura-2 an 

untransfizierten HEK293-Zellen lieferten keine Kalziumerhöhungen unter mechanischer Stimulation für eine 

Minute (roter Balken) mit hypoosmotischer Lösung (Hypo, 150 mOsm kg-1) (A). Wohingegen für 24 Stunden 

transient transfizierte HEK293-Zellen mit 1 µg gpH1 pcDNA3.1/V5-His-TOPO [72] und 0,1 µg pEYFP-N1 

[234] signifikante Kalziumzunahmen zeigten (B). Es werden jeweils repräsentative Kalziumspuren [Ca2+]i 

(jeweils links) (Hypo, roter Balken über der Kalziumspur) angezeigt. Die Zusammenfassung der 

Kalziummessungen wird als Säulendiagramm dargestellt (rechts). Die schwarzen Säulen zeigen die basale 

Kalziumkonzentration vor der Stimulation mit hypoosmotischer Lösung. Wohingegen die roten Säulen die 

maximale Kalzumzunahme [Ca2+]i während der mechanischen Stimulation mit hypoosmotischer Lösung 
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zeigen. Alle HEK293-Zellen mit Ausgangskalziumkonzentrationen von [Ca2+]i ≥ 150 nm und maximalen 

Kalziumerhöhungen während einer Histaminstimulation [Ca2+]i ≤ 120 nm [Ca2+]i wurden für die 

Auswertungen nicht mitberücksichtigt. Die Zahlen neben der Ordinate geben die Anzahl der gemessenen 

HEK293-Zellen von verschiedenen Transfektionen auf 24 mm Glasplättchen aus mindestens drei 

Experimentiertagen an. Die Signifikanz wurde zwischen der Erhöhung der Kalziumkonzentration unter 

hypoosmotischer Stimulation zur basalen Kalziumkonzentration mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 

getestet (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001). Die Zahlen in eckiger Klammer repräsentieren die 

Plasmidnummer für die im Labor zur Verfügung stehende Plasmid-DNA (siehe Kapitel 2.3). 

3.2 Der mechanosensitive H1-Rezeptor nimmt einen 

mechanisch induzierten Rezeptorzustand an 

Um herauszufinden, ob die Agonistenstimulation und die mechanische Stimulation des 

gpH1-Rezeptors unterschiedliche Rezeptorzustände hervorrufen, wurden dynamische 

intramolekulare FRET-Experimente (siehe Abschnitte 2.6, 2.8 und 2.10.2) durchgeführt. 

Interessanterweise wurden durch die mechanische Stimulation mit einer 

hypoosmotischen Lösung, die eine hypoosmotische Membrandehnung bewirkt, 

signifikant stärkere Abnahmen des FRET-Signals mit größeren Amplituden als unter 

Agonistenstimulation mit Histamin in seiner maximal wirksamen Konzentration 

beobachtet (siehe Abbildung 3.4 A und B), die unabhängig von der Reihenfolge der 

Anwendung ist (siehe Abbildung 3.5 A und B). Im Gegensatz zu allen anderen 

gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1 und il3-e2) zeigte insbesondere das ct-b 

gpH1R-Konstrukt keine Agonisten induzierten FRET-Signaländerungen (Abbildung 3.5 

A). Die mechanische Stimulation von FlAsH-markierten gpH1R-Konstrukten führte bei 

maximal wirksamen Konzentrationen unabhängig von der Reihenfolge der 

Stimulusanwendung zu einer signifikant stärkeren Reduktion der FRET-Signale als mit 

Histaminstimulation (Abbildung 3.4 B und 3.5 B). Aus der Zusammenfassung der 

dynamischen FRET-Messungen geht hervor, dass der gpH1-Rezeptor stark 

mechanosensitiv ist und höchst wahrscheinlich unterschiedliche aktive 

Rezeptorzustände bei einer Agonisten- bzw. bei einer mechanischen Stimulation 

annimmt. Es wird vermutet wird, dass die mechanische Rezeptoraktivierung größtenteils 

zu einer Bewegung der TM7 führt. 
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Abbildung 3.4: Alle gpH1R-Konstrukte sind mechanosensitiv und nehmen bei der mechanischen 

Stimulation eine der Agonisten induzierten unterschiedlichen aktiven Rezeptorzustand an 

Dynamische FRET-Messungen von FlAsH angefärbten monoklonalen HEK293-Zellen mit stabil 

exprimierten gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b). Wie oben gezeigt wird, kommt es 

während einer Applikation von 100 µM Histamin (His, blauer Balken) in allen vier gpH1R-Konstrukten (il3-b, 

il3-m, il3-e1 und il3-e2) mit Ausnahme des ct-b-Konstruktes zu einer Zunahme des Cerulean 

Fluoreszenzsignals (türkise Fluoreszenzspur) und zeitgleich, simultan zu einer Abnahme des FlAsH 

Fluoreszenzsignals (gelbe Fluoreszenzpur), das in einer Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) 

resultiert. Das bedeutet, dass sich die beiden Fluorochrome FlasH und Cerulean während einer 

Agonistenstimulation mit Histamin voneinander wegbewegen. Als mechanischer Stimulus wurde eine 

hypoosmotische Lösung (150 mOsm kg-1) appliziert (Hypo, roter Balken) (A). Die Zusammenfassung der 

dynamischen FRET-Messungen wird als Säulen-diagramm dargestellt. Histamin induzierte 

FRET-Änderungen werden in blau, hypoosmotisch induzierte FRET-Änderungen in rot angezeigt. Zahlen in 

den Säulen geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 

Experimentiertagen an. Es wurden Signifikanzen zwischen den FRET-Signalen der einzelnen 

gpH1R-Konstrukte bei einer Histaminstimulation oder bei einer mechanischen Stimulation mit dem 

*Kruskal-Wallis Test berechnet (Mittelwert ± SEM, ***P < 0.001). Signifikante Unterschiede wurden 

zwischen den FRET-Abnahmen unter Histaminstimulation und mechanischer Stimulation mit dem 

*Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest bestimmt (Mittelwert ± SEM, ***P<0.001) (B). 
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Abbildung 3.5: Aktivierte Rezeptorkonformationsänderungen bei umgekehrter 

Stimuationsreihenfolge Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen 

HEK293-Zellen mit stabil exprimierenden gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b). Als erstes 

wurde eine hypoosmotische Lösung mit 150 mOsm kg-1 (Hypo, roter Balken) appliziert, das bei allen 

gpH1R-Konstrukten zu einer Zunahme des Cerulean Fluoreszenzsignals (türkise Fluoreszenzspur) und 

zeitgleich, simultan zu einer Abnahme des FlAsH Fluoreszenzsignals (gelbe Fluoreszenzspur) führt und in 

einer Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) resultiert. Die Applikation von 100 µM Histamin führte 

bei allen gpH1R-Konstrukten außer dem ct-b-Konstrukt zu Abnahmen des FRET-Signals (A). Die 

FRET-Messungen wurden in einem Säulendiagramm zusammengefasst. Hypoosmotisch induzierte 

FRET-Signaländerungen werden in rot und Histamin induzierte FRET-Signaländerungen werden in blau 

angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von 

mindestens 3 Experimentiertagen an. Es wurden Signifikanzen zwischen den FRET-Signaländerungen der 

einzelnen gpH1R-Konstrukte bei einer mechanischen Stimulation oder bei einer Histaminstimulation mit dem 

*Kruskal-Wallis Test berechnet (Mittelwert ± SEM, ***P < 0.001). Signifikante Unterschiede wurden 

zwischen den FRET-Abnahmen unter Hypo und Histamin mit dem *Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest 

bestimmt (Mittelwert ± SEM, ***P < 0.001) (B). 

3.3 Intrinsische Mechanosensitivität des H1-Rezeptors 

Ein generelles Kriterium für mechanosensitive integrale Membranproteine ist, dass sich 

die Stärke des mechanischen Reizes in der Größe der Proteinaktivierung wiederspiegeln 

sollte. Um die intrinsische Mechanosensitivität des gpH1-Rezeptors zu untersuchen, 

wurden fünf unterschiedliche hypoosmolare Lösungen mit absteigender Osmolarität 

(275, 250, 225, 200 und 150 mOsm kg-1) mit Hilfe der FRET-Photometrie (siehe 

Abschnitt 2.10.2) verwendet. Durch die 150 mOsm kg-1 Badlösung wird ein stärkerer 
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mechanischen Stimulation mit hypoosmolaren Lösungen abnehmender Osmolarität und 

der schrittweisen, graduellen Abnahme der FRET-Signale beobachtet (siehe Abbildung 

3.6 A und B). Das bedeutet, dass die abnehmende Osmolarität der Badlösungen eine 

stärkere mechanische gpH1-Rezeptoraktivierung hervorruft. Diese Ergenisse zeigen, 

dass der gpH1-Rezeptor mechanosensitiv ist und durch die Korrelation der Amplituden 

der mechanisch induzierten FRET-Signale mit der Stärke des mechanischen Stimulus 

das Kriterium für intrinsisch mechanosensitive Proteine für den gpH1-Rezeptor erfüllt 

wird. 

Abbildung 3.6: Zusammenhang der mechanisch induzierten FRET-Signale mit der Stärke des 

mechanischen Stimulus Repräsentative Fluoreszenzspuren (türkis, Cerulan und gelb, FlAsH) und davon 

abgeleitete mechanisch induzierte Abnahmen des FRET-Signals des il3-b-gpH1R-Konstrukts bei 

Anwendung verschiedener hypoosmotischer Lösungen mit 275, 250, 225, 200 und 150 mOsm kg-1. 

Zusammenfassung der osmotisch induzierten FRET-Signalabnahmen bei Anwendung von Lösungen mit 

den angegebenen Osmolaritäten (Hypo 275, Hypo 250, Hypo 225, Hypo 200, Hypo 150, rote Säulen) Zahlen 

neben der Ordinate geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 

Experimentiertagen an (A). Signifikante Unterschiede wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 

berechnet (Mittelwert ± SEM, *P < 0,05). 

3.4 Komplette Inhibition der mechanischen 

Rezeptoraktivierung durch einen spezifischen Gαq/11-Protein 

Inhibitor 

Um zu klären, ob die mechanische Aktivierung des gpH1-Rezeptors eine Gq/11-Protein 

Aktivierung auslöst, wurden HEK293-Zellen mit den gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, 

il3-e1) mit dem selektiven Gαq/11-Protein Inhibitor YM-254890 behandelt. Der selektive 

Gαq/11-Inhibitor YM-254890 hemmt spezifisch den GDP/GTP-Austausch an der 

Gα-Untereinheit des Gq/11-Proteins (Nishimura et al., 2010; Kamato et al., 2016), indem 
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F
R

E
T

no
rm

(F
F

lA
sH

/F
C

er
ul

ea
n)

A

B
il3-b

-50

-40

-30

-20

-10

0

**

*

H
yp

o 
25

0

*
 ∆

F
R

E
T

 (
%

)

H
yp

o 
15

0

H
yp

o 
22

5
H

yp
o 

20
0

H
yp

o 
27

5

*
n=760 s

50 mV

Cerulean

FlAsH

275
250

225
200

150

∆10%
60 s

275250 225200150



Ergebnisse  135 

Kamera-basierten Kalziummessungen mit Fura-2 (siehe Abschnitt 2.9) zeigen, dass in 

allen drei gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1) transiente Kalziumzunahmen sowohl 

unter 100 µM Histamin als auch unter hypoosmotischer Lösung (150 mOsm kg-1) durch 

den spezifischen Gq/11-Inhibitor YM 254890 (100 nM) unterdrückt werden (siehe 

Abbildung 3.7 A und B). Das bedeutet, dass die mechanische Rezeptoraktivierung ein 

Gq/11-Protein vermitteltes Effektorsystem aktiviert. 

Abbildung 3.7: Der spezifische Gαq/11-Inhibitor YM 254890 verhindert mechanisch induzierte 

transiente Kalziumzunahmen Stabile monoklonale HEK293-Zellen mit den gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m 

und il3-e1) wurden für jeweils für 20 Minuten mit 5 µM Fura-2-AM und 100 nM des spezifischen 

Gαq-Inhibitors YM 254890 beladen und die Kaziumkonzentration ratiometrisch gemessen. Wie gezeigt wird, 

kommt es während einer 100 µM Histaminstimulation (His, blaue Balken) und einer hypoosmotischen 

Membrandehnung durch eine hypoosmotische Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) zu keiner 

Kalziumzunahme unter dem spezifische Gαq/11-Inhibitor 100 nM YM 254890. Für die drei stabilen 

monoklonalen Zelllinien ist eine repräsentative Spur der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i (oben) 

mit der angegebenen Applikation von 100 µM Histamin (His, blauer Balken) und hypotonischer Lösung 

(Hypo, roter Balken) gezeigt (A). Die Zusammenfassung aller Kalziummessungen der HEK293-Zellen mit 

den gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m und il3-e1) wird als Säulendiagramm dargestellt (unten). Die schwarzen 

Säulen geben die basale Kalziumkonzentration vor der Stimulation mit Histamin, die blauen Säulen die 

maximale Kalziumkonzentration [Ca2+]i während der Histaminstimulation (100µM His) und die roten Säulen 

die mechanische Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo 150) wieder. Alle 

HEK293-Zellen mit Ausgangskalziumkonzentrationen von [Ca2+]i ≥ 150 nm wurden für die 

Gesamtauswertung nicht mitberücksichtigt. Die Zahlen neben der Ordinate geben die Anzahl der 

gemessenen HEK293-Zellen auf 24 mm Glasplättchen aus mindestens 3 Experimentiertagen an. Die 

Signifikanz wurde zwischen den Zunahmen der Kalziumkonzentrationen unter Histamin und mechanischer 

Stiumulation mit hypoosmotischer Lösung zur basalen Kalziumkonzentration mit dem 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test getestet (Mittelwert ± SEM,*P < 0,05). 
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3.5 Die mechanische Rezeptoraktivierung ist unabhängig von 

der Histaminbindung bzw. von der orthosterischen 

Ligandenbindetasche 

Um zu klären, ob die mechanische Rezeptoraktivierung des gpH1-Rezeptors unabhängig 

von der Agonistenbindung ist, wurden gpH1R-Konstrukte verwendet, die durch den 

Austausch zweier Aminosäuren in der orthosterischen Ligandenbindetasche ihre 

Fähigkeit verloren haben, den endogenen Liganden Histamin zu binden. Dafür wurde 

das Aspartat in der TM3, an der Aminosäurenposition 116, und das Phenylalanin in der 

TM6, an der Aminosäurenposition 433, jeweils mit Hilfe der zielgerichteten 

Mutagenese212 (siehe Abschnitt 2.21) zu Alanin ausgetauscht. Die Ergebnisse der 

FRET-Messungen zeigen, dass die gpH1R-Mutante nicht auf die Agonistenstimulation 

mit Histamin reagiert, aber immer noch mechanosensitiv ist (siehe Abbildung 3.8 A). Alle 

transfizierten HEK293-Zellen mit gpH1R-Konstrukten mit einer mutierten orthosterischen 

Ligandenbindetasche (mut-il3-b, mut-il3-m, mut-il3-e1, mut-il3-e2 und mut-ct-b) mit 

Ausnahme des mut-il3-e2 gpH1R-Konstukts zeigen keine Abnahmen des FRET-Signals 

bei Applikation von 100 µM Histaminlösung. Beim mut-il3-e2 gpH1R-Konstrukt konnte 

nur eine signifikante Reduktion des FRET-Signals bei Histaminstimulation festgestellt 

werden (siehe Abbildung 3.8 A und B). Wohingegen die mechanische Stimulation mit 

hypoosmolarer Lösung (150 mOsm kg-1) bei allen fünf mutierten gpH1R-Konstrukten zur 

Abnahme des FRET-Signals führt (siehe Abbildung 3.8 A). Unter mechanischer 

Stimulation konnten mit Ausnahme des mut-il3-e2 gpH1R-Konstrukts keine signifikanten 

Unterschiede der mechanisch induzierten FRET-Signale zum Wildtyp-Rezeptor 

beobachtet werden. Die mechanisch induzierten Abnahmen des FRET-Signals 

entsprechen denen des Wildtyp-Rezeptors (siehe Abbildung 3.8 C). Diese 

FRET-Ergebnisse lassen vermuten, dass die mechanisch induzierte H1R-Aktivierung 

unabhängig von der Agonistenbindung erfolgt. 

                                                
212 Als DNA-Matritze für die zielgerichtete Mutagenese dienten die Plasmid-DNA der il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b 

gpH1R-Konstrukte folgender Expressionsvektoren: gpH1R-PG1660-Cerulean pcDNA3.1(+) [269] = il3-b, 
gpH1R-PG1783-Cerulean pcDNA3.1(+) [263] = il3-m, gpH1R-PG2158-Cerulean pcDNA3.1(+) [173] = il3-e1; 
gpH1R-PG2194-il3-e2-Cerulean pcDNA3.1(+) [463] = il3-e2 und gpH1R-PG1413-ct-b-Cerulean pcDNA3.1(+) 
[456] = ct-b. 
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Abbildung 3.8: Die mechnanische Aktivierung des gpH1-Rezeptors erfolgt unabhängig von der 

Histaminbindung in der orthosterische Ligadenbindetasche Dynamische FRET-Messungen von FlAsH 

markierten, monoklonalen HEK293-Zellen mit stabil exprimierenden gpH1R-Konstrukten (mut-il3-b, 

mut-il3-m, mut-il3-e1, mut-il3-e2 und mut-ct-b). Wie gezeigt wird, kommt es während einer 100 µM 

Histaminstimulation (His, blauer Balken) in folgenden gpH1R-Konstrukten (mut-il3-b, mut-il3-m, mut-il3-e1 

und mut-ct-b) mit Ausnahme des mut-il3-e2 gpH1R-Konstrukts zu keiner Änderung der Fluoreszenzspuren 

beider Fluorochrome (FlAsH, gelbe Fluoreszenzspur und Cerulean, türkise Fluoreszenzspur), womit keine 

Abnahme des FRET-Signals (schwarze Fluoreszenzspur) detektiert wird. Wohingegen die Applikation einer 

150 mOsm kg-1 hypoosmolaren Lösung (Hypo, roter Balken) bei allen fünf gpH1R-Konstrukten (mut-il3-b, 

mut-il3-m, mut-il3-e1, mut-il3-e2 und mut-ct-b) zu einer Abnahme des FRET-Signals führt, das wiederrum 

bedeutet, dass sich die beiden Fluorochrome während einer mechanischen Aktivierung des gpH1R 

voneinander wegbewegen (A). Die Zusammenfassung der dynamischen FRET-Messungen wird als 

Säulendiagramm dargestellt. Histamin induzierte FRET-Änderungen werden in blau, hypoosmotisch 

induzierte FRET-Änderungen in rot angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen 

Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 4 Experimentiertagen an. Es wurden Signifikanzen 

zwischen den FRET-Signalen der einzelnen il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b gpH1R-Wildtyp-Konstrukten 

und den in der orthosterischen Ligandenbindetasche mutierten mut-il3-b, mut-il3-m, mut-il3-e1, mut-il3-e2 

und mut-ct-b gpH1R-Konstrukten sowohl während einer Histaminstimulation (B) als auch bei einer 

mechanischen Stimulation mit hyposomolarer Lösung (150 mOsm kg-1) (C) mit dem *Kruskal-Wallis Test 

berechnet (Mittelwert ± SEM, **P < 0.01, ***P < 0.001). Signifikante Unterschiede wurden auch zwischen 

den FRET-Signalabnahmen unter Histaminstimulation und mechanischer Stimulation mit dem 

Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest bestimmt (Mittelwert ± SEM, **P < 0.01, ***P < 0.001) (B, C). 
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Zusätzlich wurde der Verlust der Agonistenbindestelle für Histamin mit ratiometrischen 

Kalziummessungen mit Fura-2 (siehe Abbildung 3.9 A und C) und elektrophysiologischer 

Datenerhebung (siehe Abbildung 3.9 B) verifiziert. Vorläufige ratiometrische 

Kalziummessungen mit Fura-2 (siehe Abbildung 3.9 A) von Frau Dr. med. vet. Michaela 

Winter in der Arbeitsgruppe AG Mederos y Schnitzler am Walther-Straub-Institut in 

München konnten belegen, dass der in der orthosterischen Ligandenbindetasche 

mutierte gpH1R-Wildtyprezeptor213 keine Kalziumzunahmen unter 100 µM Histamin, 

aber eine deutliche Kalziumerhöhung in Gegenwart von hypoosmolarer Lösung 

(250 mOsm kg-1) zeigte. Für die elektrophysiologischen Experimente wurden 

HEK293T-Zellen mit dem klassischen DAG-sensitiven, nicht Kalzium-selektivem 

TRPC6-Kationenkanal und der gpH1-Rezeptormutante214 transient transfiziert und in der 

Ganzzellkonfiguration („whole-cell-configuration“) der „Patch-Clamp“ Technik in der 

Spannungsklemme („voltage-clamp“) (Hamill et al., 1981) gemessen (siehe Abbildung 

3.9 B). Wie erwartet, wurden keine Stromzunahmen unter Agonistenstimulation mit 

100 µM Histamin aufgenommen. Die mechanische Aktivierung dagegen mit 

hypoosmolarer Lösung (250 mOsm kg-1) führte zu signifikanten einwärts- und 

auswärtsgerichteten Strömen. Als Positivkontrolle wurde OAG215 als Zell-permeables 

DAG216 Analogon eingewaschen, was zu maximalen TRPC6 vermittelten einwärts- und 

auswärtsgerichteten Strömen führte. Die elektrophysiologischen Messungen in der 

Ganzzellableitung wurden von Frau PD Dr. Ursula Storch am Walther-Straub-Institut in 

München durchgeführt und ausgewertet. Durch diese Ergebnisse konnte gezeigt 

werden, dass die mechanische Aktivierung des gpH1-Rezeptors unabhängig von der 

Agonistenbindung ist. 

transient       transient     stabil 

 

                                                
213 HEK293T-Zellen wurden für 24 Stunden mit 1 µg gpH1R-D116A-F433A pcDNA3.1(+) V5-His-TOPO [298] transient 

transfiziert und die Kalziumkonzentration ratiometrisch mit Fura-2 gemessen. 
214 HEK293T-Zellen wurden für 48 Stunden mit 2 µg hTRPC6-pIRES2-EGFP [123] und mit 2 µg gpH1R-D116A-F433A 

pcDNA3.1(+) V5-His-TOPO [298] transient transfiziert und in der „Patch-Clamp“ Technik gemessen. 
215 Abkürzung OAG steht für 1-Oleoyl-2-acetyl-glycerol 
216 Abkürzung DAG steht für Diacylglycerol 
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Abbildung 3.9: Die mechanische Aktivierung des gpH1-Rezeptors ist unabhängig von der 

Agonistenbindung in die orthosterische Ligandenbindetasche Ratiometrische Kalziummesungen mit 

Fura-2 an HEK293T-Zellen, die jeweils mit 1 µg Plasmid-DNA der Wildtyp gpH1-Rezeptormutante H1R-mut 

(A) (gpH1R-D116A-F433A pcDNA3.1(+) V5-His-TOPO [298]) für 24 Stunden transient transfiziert bzw. von 

stabilen monoklonalen HEK293-Zellen mit dem mut-il3-b Konstrukt (C), die jeweils für 10 Minuten mit 5 µM 

Fura-2-AM beladen wurden, zeigen keine Kalziumzunahme bei der Applikation von 100 µM Histamin (His, 

blauer Balken), aber eine deutliche Erhöhung der intrazellulären Kaziumkonzentration bei der Perfusion mit 

einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1) (Hypo, roter Balken). Es werden jeweils eine exemplarische 

Spur der intrazellulären Kalziumkonzentration einer HEK293T-Zelle mit dem transient transfiziertem 

gpH1R-D116A-F433A pcDNA3.1(+) V5-His-TOPO [298] Konstrukt bzw. einer stabilen, monoklonalen 

HEK293-Zelle mit dem mut-il3-b Konstrukt über die Zeit dargestellt (A und C, oben). Die Zusammenfassung 

aller Kalziummessungen wird als Säulendiagramm dargestellt (A und C, unten). Die schwarzen Säulen 

zeigen die basale Kalziumkonzentration vor einer 100 µM Histaminstimulation. Die blauen Säulen geben die 

Kalziumkonzentration während einer 100 µM Histaminstimulation, die roten Säulen geben die mechanische 

Stimulation mit einer 150 mOsm kg-1 hypoosmolaren Lösung wieder. Alle HEK293-Zellen mit einer 

Ausgangskalziumkonzentrationen von [Ca2+]i ≥ 150 nm wurden für die Gesamtauswertung nicht 

mitberücksichtigt. Die Zahlen neben der Ordinate geben die Anzahl der gemessenen HEK293T-Zellen von 

unterschiedlichen transienten Transfektionen (A) und verschiedenen Zellpassagen (C) auf 24 mm 

Glasplättchen aus mindestens 3 Experimentiertagen an. Die Signifikanz wurde zwischen den 

Kalziumzunahmen unter Histamin- bzw. mechanischer Stimulation zur basalen Kalziumkonzentration mit 

dem *Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest bestimmt (Mittelwert ± SEM, ***P < 0.001) (A). Für die 

elektrophysiologischen Experimente wurden HEK293T-Zellen mit 2 µg hTRPC6-pIRES EGFP [123] 

Konstrukt und mit 2 µg der gpH1-Rezeptormutante gpH1R-D116A-F433A pcDNA3.1(+) V5-His-TOPO [298] 

für jeweils 48 Stunden transient transfiziert und in der Ganzzellkonfiguration in der „Patch-Clamp“ Technik 

gemessen. Die Strom-Spannungs-Kurve (B, oben) und der Strom-Zeit-Verlauf (B, oben) zeigen keine 

Stromzunahmen unter Agonistenstimulation mit 100 µM Histamin (His, blau). Dagegen führt die 

mechanische Aktivierung mit hypoosmolarer Lösung (Hypo, rot, 250 mOsm kg-1) zu einwärts- und 

auswärtsgerichteten Strömen. Als Positivkontrolle wurde 300 µM OAG (grau) als Zell-gängiges 

DAG-Analogon eingewaschen, was zu maximalen TRPC6 vermittelten Strömen führt. Die Stromdichten CD 

(„current densities“, pA/pF) sind als Säulendiagramme (B, unten) dargestellt. Sie wurden bei 

Haltepotentialen von ± 60 mV vor und während der Superfusion mit 100 µM Histamin (His, blau), 

hypoosmolarer Lösung (250 mOsm kg-1, Hypo, rot) und 300 µM OAG (grau) berechnet. Die Zahlen geben 

die Anzahl transient transfizierter HEK293T-Zellen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Zur 

statistischen Auswertung wurde die Zunahme der Stromdichten CD während einer Histaminstimulation bzw. 

bei einer mechanischen Stimulation zur Ausgangsstromdichte (schwarz, before) mit dem 

*Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest ermittelt (Mittelwert ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) (B). Die 

Zahlen in eckiger Klammer repräsentieren die Plasmidnummer für die im Labor zur Verfügung stehende 

Plasmid-DNA (siehe Kapitel 2.3). 

3.6 Der inverse Agonist Mepyramin hemmt partiell die 

mechanische Rezeptoraktivierung des H1-Rezeptors 

Eine weitere interessante Fragestellung ist der Einfluss inverser Agonisten auf den 

mechanisch aktiven Rezeptorzustand des gpH1-Rezeptors. Der spezifische inverse 

Agonist Mepyramin217 ist ein antiallergischer Wirkstoff aus der Gruppe der 

Antihistaminika der ersten Generation (siehe Abbildung 1.9 A). Es inhibiert die Histamin 

induzierte Gq/11-Proteinaktivierung am H1-Rezeptor und die PLC-β vermittelte 

                                                
217 Hersteller: Tocris, Bristol, United Kingdom,  # 0660, CAS-Nummer: 59-33-6; chemische Bezeichnung nach IUPAC: 

N-(4-Methoxybenzyl)-N′,N′-dimethyl-N-(2-pyridinyl)-1,2-ethandiamin 
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PIP2-Hydrolyse zu IP3 und DAG, womit die intrazelluläre Kalziummobilisierung aus dem 

endoplasmatischem bzw. sarkoplasmatischem Retikulum unterbleibt und ein inaktiver 

Rezeptorzustand stabilisiert wird (Hill, 1990; Liu et al., 1994; Fitzsimons et al., 2004). In 

der FRET-Photometrie kommt es beim Einwaschen des selektiven inversen Agonisten 

Mepyramin mit maximaler Inhibitionskonzentration zu Zunahmen des FRET-Signals 

(siehe Abbildung 3.10 A und B), die einen konstitutiv aktiven Rezeptorzustand des 

gpH1-Rezeptors belegen. Demnach stabilisiert Mepyramin einen inaktiven 

Rezeptorzustand des gpH1-Rezeptors und zeigt zudem, dass das vorliegende 

FRET-Messsystem sensitiv genug ist, inaktive Rezeptorzustände von konstitutiv aktiven 

Rezeptorzuständen zu unterscheiden. Die mechanische Stimulation führt trotz 

Anwesenheit des inversen Agonisten Mepyramin zu Abnahmen des FRET-Signals 

(siehe Abbildung 3.10 A und B), das bedeutet, dass der Rezeptor in dem inaktiven 

Rezeptorzustand immer noch mechanisch aktiviert werden kann. Genauso gut konnten 

Zunahmen des FRET-Signals beim Auswaschen des inversen Agonisten beobachtet 

werden (siehe Abbildung 3.10 A und B), die eine Transduktion in den konstitutiv aktiven 

Rezeptorzustand zeigen. Stabile monoklonale HEK293-Zellen mit den 

gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b), die mit 30 µM Mepyramin 

behandelt werden, zeigen eine 22%ige (il3-b), 8%ige (il3-m), 61%ige (il3-e1), 74%ige 

(il3-e2) und eine 67%ige (ct-b) Abnahme des mechanisch aktivierten FRET-Signals 

gegenüber unbehandelten HEK293-Zellen (siehe Abbildung 3.10 C). Interessanterweise 

zeigt das Konstrukt mit dem FlAsH-Bindemotiv am Beginn des C-Terminus (ct-b) eine 

konzentrationsabhängige Reduktion des FRET-Signals (siehe Abbildung 3.10 D). Die 

Applikation einer submaximalen Inhibitionskonzentration von 10 µM Mepramin reduziert 

das FRET-Signal um 35%, wobei eine maximale Inhibitionskonzentration von 30 µM 

Mepyramin das FRET-Signal um 67% reduziert. Zudem wurden stabile monoklonale 

HEK293-Zellen mit den in der orthosterischen Ligandenbindetasche mutierten 

gpH1R-Konstrukten (mut-il3-b, mut-il3-m und mut-il3-e1) mit einer 30 µM 

Mepyraminlösung gemessen. Auch hier wurde eine Zunahme des FRET-Signals unter 

30 µM Mepyramin (siehe Abbildung 3.11 A und B) durch eine Transduktion in einen 

inaktiven Rezeptorzustand beobachtet. Die mechanisch induzierten FRET-Signale 

(siehe Abbildung 3.11 C) waren in Gegenwart des spezifischen inversen Agonisten 

Mepyramin um 55% (mut-il3-b), 18% (mut-il3-m) und 69% (mut-il3-e1) reduziert. 

Insgesamt deuten diese FRET-Ergebnisse daraufhin, dass der spezifische inverse 

Agonist Mepyramin einen inaktiven Rezeptorzustand stabilisieren kann, der allerdings 

nicht vollständig mechanisch induzierte Konformationsänderungen hemmen kann. 
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Abbildung 3.10: Hemmung der mechanischen Rezeptoraktivierung des gpH1-Rezeptors mit dem 

spezifischen inversen Agonisten Mepyramin Dynamische intramolekulare FRET-Messungen von FlAsH 

markierten, stabilen HEK293-Zellen mit stabil exprimierten gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und 

ct-b). Wie gezeigt wird, kommt es in allen fünf gpH1R-Konstrukten während einer 30 µM 

Mepyraminstimulation (Mepy, schwarzer Balken) zu einer Zunahme des FRET-Signals (schwarze Spur), die 

mit einer Annäherung beider Fluorochrome zueinander stattfindet. Der inverse Agonist Mepyramin bewirkt, 

dass die türkise Cerulean-Fluoreszspur ab- und die gelbe FlAsH-Fluoreszenzspur zunehmen. Eine 100 µM 

Histaminstimulation (His, blauer Balken) in Gegenwart des inversen Agonisten Mepyramin führt in allen fünf 

gpH1R-Konstrukten außer dem ct-b-Konstrukt zu keiner Änderung des FRET-Signals. Wohingegen die 

Applikation einer 150 mOsm kg-1 hypoosmolaren Lösung (Hypo, roter Balken) trotz Anwesenheit des 

inversen Agonisten Mepyramin zu einer Abnahme des FRET-Signals führt, womit sich die beiden 

Fluorochrome während einer mechanischen Aktivierung des gpH1R voneinander wegbewegen. Auch beim 
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Auswaschen des inversen Agonisten Mepyramin kommt es zu einer Abnahme des FRET-Signals, die den 

gpH1-Rezeptor in einen konstitutiv aktiven Rezeptorzustand versetzt (A). Die Zusammenfassung der 

dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt. Mepyramin induzierte 

FRET-Änderungen werden in hellgrau, Histamin induzierte FRET-Änderungen in blau, hypoosmotisch 

induzierte FRET-Änderungen in Anwesenheit des inversen Agonisten Mepyramin in schwarz und in 

Abwesenheit von Mepyramin in grau angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen 

HEK293-Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Es wurden 

Signifikanzen zwischen den FRET-Signalen der einzelnen il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2 und ct-b 

gpH1R-Konstrukten zueinander während einer Mepyramin-, Histamin- und einer mechanischen Stimulation 

in An- und in Abwesenheit des inversen Agonisten Mepyramin mit dem #Kruskal-Wallis Test 

(Mittelwert ± SEM, ##P < 0.01, ###P < 0.001) (B, C, D) bestimmt. Signifikante Unterschiede wurden auch 

zwischen den FRET-Signalen innerhalb eines gpH1R-Konstruktes mit dem *Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest 

berechnet (Mittelwert ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) (B). In Anwesenheit des inversen 

Agonisten Mepyramin sind die mechanisch induzierten Abnahmen des FRET-Signals bei den il3-e1, il3-e2 

und ct-b gpH1R-Konstrukten signifikant reduziert (Mann-Whitney-U-Test, Mittelwert ± SEM, ***P < 0.001) 

(C). Das ct-b gpH1R-Konstrukt zeigt eine signifikante konzentrationsabhängige Hemmung des mechanisch 

induzierten FRET-Signals mit 10 µM bzw. 30 µM Mepyramin, das mit dem #Kruskal-Wallis Test bestätigt 

wird (Mittelwert ± SEM, ##P < 0.01) (D). 

Abbildung 3.11: Hemmung des mechanisch induzierten FRET-Signals durch den inversen Agonisten 

Mepyramin in gpH1-Rezeptormutanten Dynamische intramolekulare FRET-Messungen von FlAsH 

markierten, stabilen monoklonalen HEK293-Zellen mit stabil exprimierenden und in der orthosterischen 

Ligandenbindetasche mutierten gpH1R-Konstrukten (mut-il3-b, mut-il3-m, mut-il3-e1). Wie gezeigt wird, 
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kommt es in allen drei mutierten gpH1R-Konstrukten während einer 30 µM Mepyraminstimulation (Mepy, 

schwarzer Balken) zu einer Zunahme des FRET-Signals (schwarze Spur). Der inverse Agonist Mepyramin 

bewirkt, dass die türkise Cerulean-Fluoreszspur ab und die gelbe FlAsH-Fluoreszenzspur zunimmt. Die 

Applikation einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) führt in Gegenwart des 

inversen Agonisten Mepyramin immer noch zu einer Abnahme des FRET-Signals. Auch beim Auswaschen 

des inversen Agonisten Mepyramin kommt es zu einer Abnahme des FRET-Signals, die den gpH1-Rezeptor 

in einen konstitutiv aktiven Rezeptorzustand versetzt (A). Die Zusammenfassung der dynamischen 

FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt. Mepyramin induzierte FRET-Signaländerungen 

werden in hellgrau, hypoosmotisch induzierte FRET-Signaländerungen in Anwesenheit des inversen 

Agonisten Mepyramin in schwarz und FRET-Signaländerungen in Abwesenheit von Mepyramin in grau 

angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen HEK293-Zellen auf 30 mm 

Glasplättchen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Es wurden Signifikanzen zwischen den 

FRET-Signalen der einzelnen gpH1R-Konstrukten (mut-il3-b, mut-il3-m, mut-il3-e1) zueinander während 

einer Mepyramin- und einer mechanischen Stimulation in An- (150 mOsmol + 30 µM Mepy, schwarze 

Balken) und in Abwesenheit (30 µM Mepy, graue Balken) des inversen Agonisten Mepyramin mit der 

# ANOVA bestimmt (Mittelwert ± SEM, ##P < 0.01, ###P < 0.001) (B). Signifikante Unterschiede wurden 

auch zwischen Änderungen des FRET-Signals innerhalb eines gpH1R-Konstruktes mit dem gepaarten 

*Student t test (Mittelwert ± SEM, ***/***P < 0.001) berechnet (B). In Anwesenheit des inversen Agonisten 

Mepyramin sind die mechanisch induzierten Abnahmen des FRET-Signals bei den mut-il3-b und mut-il3-e1 

gpH1R-Konstrukten signifikant reduziert (ungepaarter *Student t Test, Mittelwert ± SEM, ***P < 0.001) (C). 

Die mechanisch induzierten FRET-Signale (150 mOsmol + 30 µM Mepy, schwarze Balken) zwischen den 

mutierten gpH1-Rezeptoren während einer 30 µM Mepyramin Applikation sind signifikant unterschiedlich (# 

ANOVA218 Mittelwert ± SEM, ##P < 0.01, ###P < 0.001) (C). 

3.7 Ein weiterer inverser H1-Rezeptoragonist - Desloratadin 

hemmt partiell die mechanische Rezeptoraktivierung 

Um herauszufinden, ob weiterere inverse Agonisten die mechanische 

Rezeptoraktivierung unterdrücken können, wurde Desloratadin als ein zusätzlicher 

inverser Agonist mit Hilfe der FRET-Photometrie verwendet. Im Gegensatz zu 

Mepyramin handelt es sich bei dem inversen Agonisten Desloratadin219 (Wu et al., 2004) 

um ein Antihistaminikum der zweiten Generation. Für die dynamischen intramolekularen 

FRET-Messungen wurde eine maximale Inhibitionskonzentration von 30 µM 

Desloratadin220 verwendet. Die Perfusion mit einer 30 µM Desloratadinlösung zeigt wie 

bei Mepyramin Zunahmen im FRET-Signal (siehe Abbildung 3.12 A, B und C), womit ein 

inaktiver Rezeptorzustand des gpH1-Rezeptors stabilisiert wird. Die mechanisch 

induzierten Abnahmen des FRET-Signals (siehe Abbildung 3.12 B und C) sind bei den 

in der orthosterischen Ligandenbindetasche mutierten gpH1-Rezeptoren jeweils um 48% 

(mut-il3-e1) bzw. um 35% (mut-il3-b) vermindert. Somit führt die mechanische 

                                                
218 Abkürzung ANOVA vom Englischen analysis of variance 
219 Hersteller: LKT-Laboratories, Inc., #D1774; chemische Bezeichnung nach IUPAC: 

8-Chlor-11-(piperidin-4-yliden)-5,6-dihydro-11H-benzo[5,6]cyclohepta[1,2-b]pyridin). Es ist das pharmakologisch 
aktive Stoffwechselprodukt Descarboethoxyloratadin von Loratadin. Die Hydrolyse des Ethylesters im Loratadin durch 
die beiden Cytochromsysteme CYP2D6 und CYP3A4 in der Leber wird das Salz der Carbonsäure freigesetzt. Durch 
diese freigesetzte negative Ladung des Carboxylats ist die Blut-Hirn-Schranke weniger passierbar und anticholinerge 
Nebenwirkungen des Zentralnervensystems wie z. B. Sedation treten weniger auf. Siehe 
https://www.pharmawiki.ch/wiki/index.php?wiki=loratadin, letzter Aufruf erfolgte 10.05.2019. 

220 Hierzu wurde 9.4 mg Desloratadin in 968 µl DMSO gelöst, um eine 30 mM Desoratadin Stammlösung zu erhalten, die 
direkt zu 20 µl-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert wurden. Für die Arbeitskonzentration wurde 
die Stammlösung 1:1000 in der „Iso 150“ Badlösung und den Badlösungen verdünnt. 
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Stimulation trotz Anwesenheit des inversen Agonisten Desloratadin zu FRET-Abnahmen 

(siehe Abbildung 3.12 A). Die FRET-Ergebnisse zeigen, dass der inaktive 

gpH1-Rezeptor immer noch mechanisch aktiviert wird. 

Abbildung 3.12: Partielle Hemmung mechanisch induzierter FRET-Signale durch den inversen 

H1-Rezeptoragonisten Desloratadin Dynamische intramolekulare FRET-Messungen von FlAsH 

markierten, stabilen monoklonalen HEK293-Zellen mit stabil exprimierenden, in der orthosterischen 

Ligandenbindetasche mutierten gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-e1, mut-il3-b, mut-il3-e1). Wie oben gezeigt 

wird, bewirkt die Applikation einer 30 µM Desloratadinlösung in allen vier gpH1R-Konstrukten (Deslor, 

brauner Balken) eine Zunahme des FRET-Signals (schwarze Spur). Der inverse Agonist Desloratadin führt 

dazu, dass die türkise Cerulean-Fluoreszspur ab und die gelbe FlAsH-Fluoreszenzspur zunimmt. Die 

Perfusion mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) führt in Gegenwart des 

inversen Agonisten zu einer Abnahme des FRET-Signals. Auch beim Auswaschen des inversen Agonisten 

kommt es zu einer Abnahme des FRET-Signals (A). Die Zusammenfassung der dynamischen 
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FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt. Desloratadin induzierte FRET-Signaländerungen 

werden in hellgrau, mechanisch induzierte FRET-Signaländerungen in Anwesenheit des inversen Agonisten 

in braun und FRET-Signaländerungen in Abwesenheit von Desloratadin in grau angezeigt. Zahlen an den 

Säulen geben die Anzahl der gemessenen HEK293-Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 

Experimentiertagen an. Signifikante Unterschiede wurden zwischen den FRET-Signalen innerhalb eines 

gpH1R-Konstruktes während einer Desloratadin- und einer mechanischen Stimulation mit dem 
#Friedmann-Test (Mittelwert ± SEM, ###P < 0.001) für das mut-il3-b gpH1R-Konstrukt und mit der # ANOVA 

(Mittelwert ± SEM, ###P < 0.001) für das mut-il3-e1 gpH1R-Konstrukt berechnet (B, C). In Anwesenheit des 

inversen Agonisten Desloratadin sind die mechanisch induzierten Abnahmen des FRET-Signals bei dem 

mut-il3-e1 gpH1R-Konstrukt signifikant reduziert (ungepaarter *Student t Test, Mittelwert ± SEM, 

***P < 0.001) (C). 

3.8 Hemmung der mechanischen H1-Rezeptoraktivierung mit 

dem partiellen H1-Rezeptoragonisten Mizolastin 

Des Weiteren wurde Mizolastin als ein weiteres Antihistaminikum der zweiten 

Generation mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) von 47 nM (Benavides 

et al., 1995) verwendet, um den Effekt auf die mechanische Rezeptoraktivierung zu 

untersuchen. Es wurden mit FlAsH angefärbte monoklonale HEK293-Zellen mit den 

stabil exprimierenden Wildtyp gpH1R-Konstrukten il3-b, il3-e1 und ct-b und den mutierten 

gpH1R-Konstrukten mut-il3-b und mut-il3-e1 mit Hilfe der FRET-Photometrie gemessen. 

Die HEK293-Zellen wurden mit einer maximalen Inhibitionskonzentration von 10 µM 

Mizolastinlösung221 perfundiert. Interessanterweise zeigt die Applikation von Mizolastin 

im Vergleich zu Mepyramin und Desloratadin keine FRET-Zunahme, sondern eine 

FRET-Abnahme (siehe Abbildung 3.13 A und B). Womit es sich bei Mizolastin im 

Gegensatz zu Mepyramin und Desloratadin mit großer Wahrscheinlichkeit um einen 

partiellen Agonisten des gpH1-Rezeptors handelt. In Anwesenheit des partiellen 

Agonisten Mizolastin sind mechanisch induzierte Abnahmen des FRET-Signals (siehe 

Abbildung 3.13 C) signifikant reduziert. Ebenfalls konnten Zunahmen des FRET-Signals 

beim Auswaschen des partiellen Agonisten (siehe Abbildung 3.13 A und B) beobachtet 

werden, die eine Transduktion des gpH1-Rezeptors in den konstitutiv aktiven 

Rezeptorzustand zeigen. Das wiederum belegt, dass der Partialagonist Mizolastin 

antagonistisch bezüglich mechanischer Aktivierung wirkt. Mit dem partiellen Agonisten 

Mizolastin wird die mechanische Rezeptoraktivierung (siehe Abbildung 3.13 C) bei dem 

il3-b Konstrukt um 35%, bei dem il3-e1 Konstrukt um 54%, bei dem ct-b Konstrukt um 

53%, bei dem mut-il3-b Konstrukt um 37% und bei dem mut-il3-e1 Konstrukt um 45% 

unterdrückt. Somit führt die mechanische Aktivierung des gpH1-Rezeptors immer noch 

in Gegenwart des partiellen Agonisten Mizolastin zu Abnahmen des FRET-Signals 

(siehe Abbildung 3.13 A und B). 

                                                
221 Hersteller: Selleckchem, # S2107, München, Deutschland, chemische Bezeichnung nach IUPAC: 

2-[[1-[1-[(4-fluorophenyl)methyl]benzimidazol-2-yl]piperidin-4-yl]-methylamino]-1H-pyrimidin-6-one. Hierzu wurde 50 
mg Mizolastin in 1.1561 ml DMSO gelöst, um eine 100 mM Mizolastin Stammlösung zu erhalten, die direkt zu 50 
µl-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert wurden. Für die Arbeitskonzentration wurde die 
Stammlösung 1:10000 in der „Iso 150“ Badlösung und den anderen Badlösungen verdünnt. 
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Abbildung 3.13: Reduktion mechanisch induzierter FRET-Signale mit dem partiellen Agonisten 

Mizolastin Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen HEK293-Zellen mit stabil 

exprimierenden gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-e1, ct-b, mut-il3-b, mut-il3-e1). Die Applikation einer 10 µM 

Mizolastinlösung führt in allen fünf gpH1R-Konstrukten (Mizo, dunkelgelber Balken) zu einer Zunahme der 

türkisen Cerulean-Fluoreszspur und zu einer Abnahme der gelben FlAsH-Fluoreszenzspur, das in einer 

Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) resultiert. Die Perfusion mit einer hypoosmolaren Lösung 

(150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) bewirkt in Gegenwart von Mizolastin eine Abnahme des FRET-Signals. 

Beim Lösungwechsel des partiellen Agonisten kommt es zu einer Zunahme des FRET-Signals (A). Die 

Zusammenfassung der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt. Mizolastin 

induzierte FRET-Signaländerungen werden in hellgrau, Histamin induzierte FRET-Signaländerungen in 

Anwesenheit von Mizolastin in blau, mechanisch induzierte FRET-Signaländerungen in Anwesenheit des 

partiellen Agonisten Mizolastin in dunkelgelb und in Abwesenheit von Mizolastin in grau dargestellt. Zahlen 

an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen HEK293-Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 

3 Experimentiertagen an. Signifikante Unterschiede wurden zwischen den FRET-Signalen der einzelnen 

il3-b, il3-e1, ct-b, mut-il3-b und mut-il3-e1 gpH1R-Konstrukten zueinander während einer Mizolastin-, 

Histamin- und einer mechanischen Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (Hypo, 150 mOsm kg-1) in 

An- bzw. in Abwesenheit von Mizolastin mit dem #Kruskal-Wallis Test bestimmt (Mittelwert ± SEM, 
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#P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001) (B, C). Außerdem wurden signifikante Unterschiede zwischen den 

FRET-Signalen innerhalb eines gpH1R-Konstruktes mit dem *Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest berechnet 

(Mittelwert ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) (B). In Gegenwart von Mizolastin sind mechanisch 

induzierte FRET-Signalabnahmen bei den il3-b, il3-e1, ct-b gpH1R-Konstrukten mit dem ungepaarten 

*Student t Test (Mittelwert ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01) und bei dem mut-il3-e1 gpH1R-Konstrukt mit dem 

*Mann Whitney Test (Mittelwert ± SEM, **P < 0.01) signifikant reduziert (C). 

3.9 Membranmodell und Verankerungsmodell als 

Kraftübertragungsmodell für den H1-Rezeptor 

Als nächstes wurde der Einfluss des Zytoskeletts auf die mechanische 

Rezeptoraktivierung genauer überprüft. Um diese Frage zu beantworten, wurden 

folgende Zytoskelett-Modulatoren verwendet (siehe Abbildung 3.14). 

Abbildung 3.14: Übersicht über die 2D-Skelettstrukturen der eingesetzten Zytoskelett-Modulatoren 

PubChem National Center for Biotechnology Information U.S. National Library of Medicine (Kim et al., 2019), 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Letzter Aufruf erfolgte am 13.04.2019. 

Zuerst wurden FlAsH markierte monoklonale HEK293-Zellen mit den stabil 

exprimierenden il3-b, il3-m und il3-e1 gpH1R-Konstrukten mit den beiden 

Zytoskelettinhibitoren (30 Minuten mit 5 µM Cytochalasin D222 bzw. 10 Minuten mit 

500 nM Latrunculin B223) behandelt und anschließend mit Hilfe der FRET-Photometrie 

gemessen (siehe Abbildung 3.15 A, C und E). Interessanterweise sind mechanisch 

induzierte FRET-Signale um 41-70% in mit Cytochalasin D (siehe Abbildung 3.15 B und 

D) bzw. um 103% in mit Latrunculin B (siehe Abbildung 3.15 F) behandelten 

HEK293-Zellen mit dem il3-b gpH1R-Konstrukt signifikant erhöht (siehe Abbildung 3.15 

E und F). Auch in der umgekehrten Reihenfolge der Rezeptoraktivierung konnte dies 

                                                
222 Cytochalasin D ist ein sekundäres Stoffwechselprodukt des Schimmelpilzes Zygosporium mansonii, das die 

Polymerisation von freiem globulärem G-Aktin zu filamentösem F-Aktin in der Zelle unterbindet. Es bindet mit einer 
hohen Affinität (Kd ≈ 2 nM) an die wachsenden Enden des filamentösen Aktingeflechts (F-Aktin) und mit einer 
geringeren Affinität (Kd ≈ 2–20 µM) an monomeres G-Aktin und verhindert somit die Assemblierung und Dissoziation 
von G-Aktin vom filamentösem Aktingeflecht. Außerdem induziert Cytochalasin D in Anwesenheit von 
Magnesiumionen (50 µM Mg2+) die Bildung von Aktin-Dimeren, die sich nicht zu filamentösem F-Aktin zusammenfügen 
können (Brenner und Korn, 1980; Flanagan und Lin, 1980; Goddette und Frieden, 1986b, a; Goddette et al., 1986; 
Cooper, 1987; Nair et al., 2008). Für eine 1 mM Stammlösung wurde 1 mg Cytochalasin D (# C8273, Sigma-Aldrich, 
Steinheim) in 1,97 ml DMSO gelöst, direkt zu 50 µl-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Für die 
Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:200 in der Badlösung verdünnt. 

223 Latrunculin B, gewonnen aus dem roten Meeresschwamm Latrunculia magnifica, unterdrückt die Polymerisation von 
freiem monomerem G-Aktin zu filamentösem F-Aktin. Es fördert die Bildung eines 1:1 molaren Latrunculin 
B - G-Aktin-Komplexes (Kd = 200 nM), womit die Polymerisation von freiem monomeren G-Aktin zu einem 
F-Aktin-Filament verhindert wird (Spector et al., 1983; Coue et al., 1987; Spector et al., 1989; Spector et al., 1999; 
Yarmola et al., 2000; Wakatsuki et al., 2001). Für eine 2 mM Latrunculin B-Stammlösung wurde 1 mg Latrunculin B (# 
428020, Calbiochem, Darmstadt) in 1,26 ml DMSO gelöst, direkt zu 50 µl-Aliquots portioniert und lichtgeschützt 
bei -20°C gelagert. Für die Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:4000 in der Badlösung verdünnt. 
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beobachtet werden (siehe Abbildung 3.15 A-D). Diese FRET-Ergebnisse offenbaren, 

dass das Aktin-Zytoskelett einen inhibitorischen Effekt (siehe Abbildung 3.15 B und D) 

auf die mechanische Rezeptoraktivierung ausübt. Der il3-b gpH1-Rezeptor ist stärker 

mechanosensitiv und reagiert mit größeren FRET-Abnahmen bei einem zerstörten 

Zytoskelett. Im Gegensatz dazu zeigt das il3-m gpH1R-Konstrukt verringerte Abnahmen 

des mechanisch induzierten FRET-Signals um 61-67%, was auf eine die 

Mechanosensitivität des Rezeptors modulierenden Einfluss des Zytoskeletts hinweist 

(siehe Abbildung 3.15 B und D). Beim il3-e1 gpH1R-Konstrukt wurden keine signifikanten 

Unterschiede in der mechanischen Rezeptoraktivierung festgestellt (siehe Abbildung 

3.15 B und D). 

Als nächstes wurde der Effekt einer verstärkten Polymerisation des Aktin-Zytoskeletts 

durch den Einsatz von Jasplakinolid224 auf die mechanische Rezeptoraktivierung näher 

untersucht. Hierfür wurden FlAsH markierte HEK293-Zellen mit dem stabil 

exprimierenden il3b gpH1R-Konstrukt jeweils für 20 Minuten mit 8 nM Jasplakinolid 

inkubiert und mit Hilfe der FRET-Photometrie gemessen. Es wurden keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den mechanisch induzierten FRET-Signalen behandelter und 

unbehandelter HEK293-Zellen festgestellt (siehe Abbildung 3.15 F). Des Weiteren 

wurde der Einfluss der Mikrotubuli auf die mechanische Rezeptoraktivierung betrachtet. 

Stabile, FlAsH angefärbte HEK293-Zellen mit dem il3-b gpH1R-Konstrukt wurden für 

zwei Stunden mit 10 µM Thiocolchicin225 behandelt und mittels der FRET-Photometrie 

gemessen. Eine gestörte Assemblierung der Mikrotubuli durch Thiocolchicin zeigt keinen 

signifikanten Unterschied in der mechanischen Rezeptoraktivierung (siehe Abbildung 

3.15 F). Das bedeutet, dass ein intaktes Aktin-Zytoskelett die mechanische 

Rezeptoraktivierung vermindert, ein zerstörtes Aktin-Zytoskelett bewirkt dagegen eine 

verstärkte mechanische Rezeptoraktivierung. Der gpH1-Rezeptor ist sowohl immer noch 

durch den endogenen Liganden Histamin (100 µM) als auch durch eine mechanische 

Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1) aktivierbar (siehe 

Abbildung 3.15 E). Es wurden signifikant größere Abnahmen der mechanisch 

induzierten FRET-Signale in HEK293-Zellen mit zerstörtem als intaktem 

Aktin-Zytoskelett beobachtet (siehe Abbildung 3.15 F). Diese Resultate lassen 

                                                
224 Jasplakinolid, ein makrozyklisches Peptid aus dem Meeresschwamm Jaspis johnstoni, ist ein potenter Induktor der 

Aktin-Polymerisation. Es bindet an F-Aktin (Kd = 15 nM) und stabilisiert das filamentöse F-Aktingeflecht, womit die 
Depolymerisation zu Aktin-Monomeren unterdrückt wird (Scott et al., 1988; Bubb et al., 1994; Cramer, 1999; Bubb et 
al., 2000; Holzinger, 2010; Holzinger und Blaas, 2016). Für eine 16 µM Stammlösung wurde 100 µg Jasplakinolid (# 
2792, biotechne, R&D Systems, Wiesbaden) in 8,807 ml DMSO gelöst, direkt zu 500 µl-Aliquots portioniert und 
lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Für die Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:2000 in der Badlösung 
verdünnt. 

225 Thiocolchicin ist ein Derivat des sekundären Pflanzeninhaltsstoffs Colchicin der Herbstzeitlose (Colchicum autumnale) 
aus der Familie der Liliengewächse (Liliaceae). Im Gegenatz zu Colchicin besitzt Thiocolchicin eine 
Thiomethyl-Gruppe anstatt einer Methoxy-Gruppe am C-10 Kohlenstoffatom des C-Rings (siehe Abbildung 3.13). Das 
Thiocolchicin (Kd = 1,0 - 2,3 µM) bindet in einem 1:1 molarem Verhältnis an die α-β-Dimerisierungsschnittstelle von 
Tubulin, das aus α- und β-Tubulin zusammengesetzt ist. Es interagiert mit dem B-Ring an der α-Untereinheit und mit 
dem A- und C-Ring an der β-Untereinheit des 110 kDa großen α-β-Heterodimers, womit die Assemblierung der Tubuli 
an die wachsenden Enden der Mikrotubuli verhindert wird (Margolis und Wilson, 1977; Choudhury et al., 1983; Lambeir 
und Engelborghs, 1983; Chabin und Hastie, 1989; Kang et al., 1990; Hastie, 1991; Skoufias und Wilson, 1992; 
Vandecandelaere et al., 1997; Chaudhuri et al., 2000; Passarella et al., 2008; Calligaris et al., 2010). Für eine 10 mM 
Stammlösung wurde 5 mg Thiocolchicin (# SML0954, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in 1,203 ml DMSO gelöst, direkt zu 
50 µl-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Für die Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 
1:1000 in der Badlösung verdünnt. 
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vermuten, dass sowohl das Membranmodell (il3-b) als auch das Verankerungsmodell 

(il3-m) als Kraftübertragungsmodelle auf den gpH1-Rezeptor zutreffen. 
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Abbildung 3.15: Verstärkung mechanisch induzierter FRET-Signale unter Verwendung von 

Zytoskelettinhibitoren Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen HEK293 

Zellen mit stabil exprimierenden gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m und il3-e1). Die HEK293 Zellen wurden vor 

jeder Messung mit den Zytoskelett-Modulatoren behandelt (siehe Abbildung 3.13). Wie gezeigt wird, kommt 

es während einer 100 µM Histaminstimulation (His, blauer Balken) und bei einer mechanischen Aktivierung 

mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) zu einer Zunahme der türkisen 

Cerulean-Fluoreszenzspur und zeitgleich zu einer Abnahme der gelben FlAsH-Fluoreszenzspur, was zu 

einer Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) führt (A, C, E). Das bedeutet, dass sich die beiden 

Fluorochrome während einer Agonistenstimulation mit Histamin und bei einer mechanischen Stimulation mit 

einer hypoosmolaren Lösung voneinander wegbewegen (A, C, E). Die Zusammenfassung der dynamischen 

FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt (B, D, F). In Abwesenheit der 

Zytoskelett-Modulatoren werden Histamin induzierte FRET-Signaländerungen in blau, mechanisch 

induzierte FRET-Signaländerungen in rot angezeigt. In Anwesenheit der Zytoskelett-Modulatoren werden 

Histamin und mechanisch induzierte FRET-Signaländerungen für Cytochalasin D (Cyto D) in dunkelgrau (A, 

B, C, D, E, F), für Latrunculin B in schwarz (D, F), für Jasplakinolide in grau (D, F) und für Thiocolchicin in 

hellgrau (D, F) angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen HEK293-Zellen auf 30 

mm Glasplättchen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Es wurden Signifikanzen zwischen den 

FRET-Signalen der einzelnen gpH1R-Konstrukte bei einer Histamin Stimulation bzw. bei einer 

mechanischen Stimulation in An- und Abwesenheit von 5 µM Cytochalasin D mit dem *Kruskal-Wallis Test 

berechnet (Mittelwert ± SEM, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) (B, D). Signifikante Unterschiede wurden 

zwischen den FRET-Signalabnahmen unter Histamin Stimulation und mechanischer Stimulation in 

Anwesenheit von 5 µM Cytochalasin D mit dem */*Mann-Whitney-U-Test bestimmt (Mittelwert ± SEM, 
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*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001) (B, D). Außerdem wurden signifikante Unterschiede bei mechanischer 

Aktivierung des il3-b gpH1R-Konstruktes in Anwesenheit von 500 nM Latrunculin B mit dem *gepaarten 

Student t Test berechnet (Mittelwert ± SEM, *P < 0.05, ***P < 0.001) (F). 

3.10 Der H1-Rezeptor ist ein Mechanosensor für Fluss-

induzierte Scherkräfte 

Als nächstes wurden Fluss-induzierte Scherkräfte als ein physiologischerer 

mechanischer Stimulus angewendet. Tatsächlich wurden ähnliche Abnahmen der 

FRET-Signale (siehe Abbildung 3.16 A, E, G, J, L und N) wie mit einer hypoosmotischen 

Membrandehnung detektiert. Außerdem wurde auch hier eine Korrelation zwischen der 

Stärke der mechanischen Stimulation und der Erhöhung der FRET-Signalabnahmen 

beobachtet. Die schrittweise Erhöhung von Scherkräften von 10, 20, 40 und 60 dyn cm-2 

bewirkte eine entsprechende Vergrößerung der FRET-Signalabnahme (siehe Abbildung 

3.16 A, B, G, H, L und M). Darüber hinaus wurden durch Scherkräfte induzierte 

FRET-Signale, die durch 40 und 60 dyn dyn cm-2 hervorgerufen wurden, durch den 

inversen Agonisten Mepyramin (100 µM) signifikant unterdrückt (siehe Abbildung 3.16 

E, F, G, I, J, K, N, und O). 30 µM Mepyramin reduziert die mechanische 

Rezeptoraktivierung nur partiell. Wohingegen 100 µM Mepramin zu einer signifikanten 

Reduktion der mechanisch induzierten FRET-Antwort führte (siehe Abbildung 3.16 F, I, 

K und O). Auch eine permanente Applikation von 60 dyn cm-2 inaktiviert den 

gpH1-Rezeptor nicht (siehe Abbildung 3.16 C und D). Das bedeutet, dass der 

gpH1-Rezeptor intrinsisch mechanosensitiv ist und Scherkräfte direkt wahrnehmen kann. 

Daher könnten H1-Rezeptoren eine physiologische Rolle als Mechanosensoren für 

Fluss-induzierte Scherkräfte spielen. 
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Abbildung 3.16: Der H1-Rezeptor wird durch Fluss-induzierte Scherkräfte aktiviert Dynamische 

FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen HEK293 Zellen mit stabil exprimierenden 

gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-e1, ct-b und mut-il3-b). Die Applikation von definierten Fluss-induzierten 

Scherkräften (10, 20, 40 und 60 dyn cm-2, grüne Spur) zu einer basalen Scherkraft von 3 dyn cm-2 führt zur 

Zunahme der türkisen Cerulean-Fluoreszenzspur und zeitgleich zu einer Abnahme der gelben 
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FlAsH-Fluoreszenzspur, was in einer Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) resultiert (A, C, E, G, J, 

L, N). Das bedeutet, dass sich die beiden Fluorochrome bei einer direkten Applikation von Scherkräften 

voneinander wegbewegen. In Anwesenheit des spezifischen inversen Agonisten Mepyramin (schwarzer 

Balken über der FRET-Spur) sind die FRET-Signale reduziert (A, C, E, G, J, L, N). Die Zusammenfassung 

der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt (B, D, F, H, I, K, M, O). 

Mechanisch induzierte FRET-Signale werden in grün, in Gegenwart des spezifischen inversen Agonisten 

Mepyramin (30 µM bzw. 100 µM) in schwarz angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der 

gemessenen Zellen in PLL beschichteten Scherkräftekammern von ibidi (µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat, 

Martinsried, Deutschland) von mindestens 3 Experimentiertagen an. Es wurden signifikante Unterschiede 

zwischen den FRET-Signalabnahmen bei zunehmender mechanischer Stimulation mit steigenden 

Scherkraftbeträgen (10, 20, 40 und 60 dyn cm-2) mit der *ANOVA berechnet (Mittelwert ± SEM, **P < 0.01) 

(B, H, M). In Gegenwart von 100 µM Mepyramin waren die FRET-Signale bei mechanischer Aktivierung mit 

Scherkraftbeträgen von 40 und 60 dyn cm-2 mit dem ungepaarten *Student t Test (Mittelwert ± SEM, 

**P < 0.01, ***P < 0,001) (F, K) und mit dem *Mann Whitney Test (Mittelwert ± SEM *P < 0,05) (O) signifikant 

unterschiedlich. Auch wurden in Abwesenheit des inversen Agonisten Mepyramin signifikante Unterschiede 

zwischen den FRET-Signalen mit Scherkraftbeträgen von 40 und 60 dyn cm-2 mit dem *gepaarten Student 

t test (Mittelwert ± SEM, *P < 0,05, **P < 0,01) (F, I, K) und mit dem *gepaarten Wilcoxon-Vorzeichen-Rang 

Test (Mittelwert ± SEM *P < 0,05) (O) berechnet. 

3.11 Der endothelialer H1-Rezeptor ist mechanosensitiv für 

Fluss-induzierte Scherkräfte 

Um herauszufinden, ob H1-Rezeptoren Mechanosensoren für Fluss-induzierte 

Scherkräfte in Endothelzellen sind, wurden ratiometrische Kalziummessungen mit 

Fura-2 an HUVEC und HAoEC durchgeführt (siehe Abschnitt 2.9). Die 

Perfusionsströmung mit einer Fluss-induzierten Scherkraft von τ = 4 dyn cm-2 verursacht 

eine signifikante Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration in HUVEC (siehe 

Abbildung 3.17 C und F). Eine sprunghafte Erhöhung der Scherkraft von τ = 4 dyn cm-2 

auf τ = 20 dyn cm-2 führt zu einem weiteren transienten Kalziumanstieg (siehe Abbildung 

3.17 C und F), was darauf hindeutet, dass Endothelzellen mechanosensitiv gegenüber 

adäquaten Fluss-induzierten Scherkräften sind. Um zu zeigen, dass Endothelzellen 

endogene H1-Rezeptoren exprimieren, wurde immer Histamin (100 µM) als ein dritter 

Stimulus appliziert (siehe Abbildung 3.17 C und F). Sowohl Histamin als auch Fluss-

induzierte Scherkräfte erzeugen vorübergehende transiente intrazelluläre 

Kalziumzunahmen in HUVEC (siehe Abbildung 3.17 C), die darauf hindeuten, dass 

HUVEC endogene H1-Rezeptoren exprimieren und sensitiv auf Fluss-induzierte 

Scherkräfte reagieren. Darüber hinaus unterdrückt der inverse Agonist Mepyramin 

größtenteils durch Scherkraft erzeugte Kalziumsignale (siehe Abbildung 3.17 C und F). 

Endogen exprimierter humaner H1-Rezeptor ist auch sensitiv gegenüber 

hypoosmotischer Membrandehnung, die durch kurzzeitige Applikation (t ≤ 60 s) einer 

hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1) (siehe Abbildung 3.17 A und B) induziert 

wurde, ähnlich zum heterolog überexprimiertem gpH1-Rezeptor (siehe Abbildung 3.3 B). 

Gleichermaßen unterdrückt Mepyramin vollständig hypoosmotisch induzierte 

Kalziumtransienten (siehe Abbildung 3.17 A und B), was darauf hinweist, dass endogen 

exprimierte humane H1-Rezeptoren intrinsisch mechanosensitiv sind und 

Mechanosensoren für Fluss-induzierte Scherkräfte in primären Endothelzellen sind. 
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Abbildung 3.17: Im Endothel endogen exprimierter H1-Rezeptor ist Mechanosensor für Fluss-

induzierte Scherkräfte Fluorimetrische Kalziummessungen von primären humanen Endothelzellen aus der 

Nabelschnurvene (HUVEC = Human Umbilical Vein Endothelial Cells) und von primären Endothelzellen der 

menschlichen Aorta (HAoEC = Human Aortic Endothelial Cells). Die Endothelzellen wurden 24 Stunden 

nach Aussäen auf 24 mm Glasplättchen oder in Gelatine (Sigma-Aldrich, # G9391, Taufkirchen) 

beschichtete Scherkräftekammern (µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat, Martinsried, Deutschland) für jeweils 10 

Minuten mit 5 µM Fura-2-AM beladen. Die Perfusion mit 100 µM Histamin (His, blauer Balken) führte zu 

signifikanten intrazellulären Kalziumzunahmen (A, B, C). Die Applikation einer hypoosmolaren Lösung 

(150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) für jeweils 1 Minute führte zu signifikanten transienten intrazellulären 

Kalziumerhöhungen [Ca2+]i, die in Gegenwart von 100 µM Mepyramin (Mepy) unterdrückt werden konnten 

(A, B). Es wird je eine repräsentative Spur der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i (nM) während 

der Applikation von 100 µM Histamin (His, blauer Balken), bei einer hypoosmotisch induzierten 

Membrandehnung mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) (A, B) sowie bei 

den beiden angelegten Scherkraftbeträgen (τ = 4 dyn cm-2, τ = 20 dyn cm-2, grüne Spur) angezeigt (C). Die 

Zusammenfassung aller fluorimetrischen Kalziummessungen wird als Säulendiagramm dargestellt. Die 

grauen Säulen zeigen die basale intrazelluläre Kalziumkonzentration (before, no flow) vor der Stimulation 

mit Histamin bzw. mit einer Scherkraft von τ = 4 dyn cm-2. Die blauen Säulen zeigen den maximalen 

Kalziumanstieg [Ca2+]i bei einer Histaminstimulation (100 µM His). Die roten Säulen zeigen die 

Kalziumzunahme bei einer mechanischen Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsmol). Die 

schwarzen Säulen zeigen den Kalziumanstieg bei einer mechanischen Stimulation in Anwesenheit des 

inversen Agonisten Mepyramin (150 mOsmol+100 µM Mepy). Die grünen Säulen repräsentieren den 

intrazellulären Kalziumanstieg [Ca2+]i bei einer mechanischen Stimulation mit Fluss-induzierten Scherkräften 

(τ = 4 dyn cm-2, τ = 20 dyn cm-2). Alle Endothelzellen mit Ausgangskalziumkonzentrationen von 

80 nM ≤   [Ca2+]i ≤  150 nM wurden für die Gesamtauswertung nicht mitberücksichtigt. Es wurden nur 

Zellen mit Kalziumzunahmen von [Ca2+]i ≥ 20 nM zur basalen Kalziumkonzentration ausgewertet. Die 
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Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen Endothelzellen auf 24 mm Glasplättchen oder in 

Scherkräftekammern aus mindestens 3 Experimentiertagen an. Die Signifikanz wurde zwischen der 

Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentrationen unter Histaminstimulation bzw. mechanischer 

Stimulation mit hypoosmolarer Lösung (150 mOsm kg-1) oder mit Fluss-induzierten Scherkräften 

(τ = 4 dyn cm-2, τ = 20 dyn cm-2) zur basalen Anfangskalziumkonzentration mit dem 

*Wicoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) (D, E, F) berechnet. Außerdem waren die 

Kalziumsignale in Gegenwart des inversen Agonisten Mepyramin (100 µM) signifikant reduziert 

(Mann-Whitney-U-Test, Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) (D, E, F). 

3.12 Die C-terminale Helix 8 als das entscheidende 

mechanosensorische Strukturelement von Gq/11-Protein 

gekoppelten Rezeptoren 

Überraschenderweise sind nicht alle GPCR mechanosensitiv. Um für die 

Mechanosenitivität der GPCR wichtige strukturelle Motive im Rezeptor zu identifizieren, 

wurden mechanosensitive und nicht mechanosensitive GPCR hinsichtlich ihrer 

Sekundärstruktur verglichen. Interessanterweise zeigen die beiden Gq/11-Protein 

gekoppelten humanen GPCR, der NTS1R226 und der GnRHR227 keine Kalziumzunahmen 

(siehe Abbildung 3.19 A und F) in ratiometrischen Kalziummessungen mit Fura-2 (siehe 

Abschnitt 2.9) bei einer mechanischen Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (150 

mOsm kg-1), zeigen jedoch immer noch prominente Kalziumzunahmen bei einer 

Agonistenstimulation228 (siehe Abbildung 3.19 A und F). Diese Rezeptoren 

unterscheiden sich von den mechanosensitiven GPCR (siehe unter Abschnitt 1.6.7) wie 

den H1-, AT1-, M5-, ETA- oder CysLT1-Rezeptoren darin, dass ihnen eine C-terminale 

achte Helix („Helix 8“) (Abbildung 3.18 A und B) als Sekundärstruktur fehlt (Millar et al., 

2004; White et al., 2012; Flanagan und Manilall, 2017). Es handelt sich um eine 1 bis 4 

Windungen kurze Helix (siehe Abbildung 3.18 A), die sich am Anfang des C-Terminus 

von vielen GPCR befindet und senkrecht, perpendikular zu den anderen sieben 

Transmembrandomänen (TM1-TM7), aber parallel und proximal zur Zellmembran liegt 

(Huynh et al., 2009). 

                                                
226 Abkürzung NTS1R steht für den Neurotensinrezeptor Typ 1. Der Gq/11-Protein gekoppelte NTSR1 ist an verschiedenen 

physiologischen und pathophysiologischen Prozessen (Mustain et al., 2011) wie z. B. bei einem erniedrigten Blutdruck 
(Hypotonie), bei der Opioid-unabhängigen Analgesie (Antinozizeption) (Boules et al., 2013), bei einer erniedrigten 
Körpertemperatur (Hypothermie), bei der Nahrungsmittelaufnahme (Remaury et al., 2002; St-Gelais et al., 2006; 
Fredrickson et al., 2014), bei der Blutzuckerregulation (Mazella et al., 2012), bei gastrointestinalem Tumorwachstum 
(Wu et al., 2012; Qiu et al., 2017) und bei der Regulation der Darmmotilität (Katsanos et al., 2008) beteiligt. 

227 Abkürzung GnRHR vom Englischen Gonadotropin-releasing hormone receptor. Der in der Hirnanhangdrüse 
(Hypophyse) exprimierte Gq/11-Protein gekoppelte GnRHR spielt eine zentrale Rolle bei der Reproduktion von 
Säugetieren (Janjic et al., 2017). 

228 Für eine 100 µM Neurotensinacetat-Stammlösung wurde 1 mg Neurotensinacetat (# N6383, Sigma Aldrich, 
Schnelldorf, Deutschland) in 5,978 ml Reinstwasser gelöst, direkt zu 500 µM-Aliquots portioniert und lichtgeschützt 
bei -20°C gelagert. Für eine 200 nM Neurotensin Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:500 in der Badlösung 
verdünnt. Für eine 400 µM Gonadoliberin-Stammlösung wurde 1 mg Gonadoliberin (# L7134, Sigma Aldrich, 
Schnelldorf, Deutschland) in 2.115 ml Reinstwasser gelöst, direkt zu 100 µM-Aliquots portioniert und lichtgeschützt 
bei -20°C gelagert. Für eine 200 nM Gonadoliberin Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:500 in der 
Badlösung verdünnt. 
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Abbildung 3.18: Die räumliche Anordnung der Helix 8 in der Lipid-Doppelschicht (A) und die 

Aminosäuresequenzen der C-Termini untersuchter GPCR (B) Lipid-Doppelschicht mit 

transmembranärem Rinder Rhodopsinrezeptor (grün), wo hydrophile Köpfchen in blau und hydrophobe, 

lipophile Fettsäurereste in gelb dargestellt sind. Cholesterol-Moleküle (rosa) sind in die Lipid-Doppelschicht 

eingebettet. In der Seitenaufsicht ist die Struktur vom Rinder Rhodopsinrezeptor (PDB ID: 1U19) dargestellt, 

die die sieben Transmembrandomänen mit miteinander verbundenen intrazellulären und extrazellulären 

Schleifen zeigt. Die Helix 8 liegt perpendikular zu den anderen sieben Transmembrandomänen, aber parallel 

und proximal zur Lipid-Doppelschicht. Die konservierten aromatischen Aminosäurenreste des Tyrosins (Tyr) 

der TM7 und des Phenylalanins (Phe) der Helix 8 sind als oranges Stäbchenmodell hervorgehoben. Es wird 

angenommen, dass die amphiphile Helix 8 (rot) mit den negativ geladenen Phospholipiden wie z. B mit PIP2 

der Lipid-Doppelschicht wechselwirkt und dadurch die Rezeptorfunktion beeinflusst. Posttranslationelle 

Modifikationen wie z. B. die Palmitoylierung (schwarze Pfeile, “Palmitoylation“), dargestellt als gelbes 

Stäbchenmodell, dient zur Verankerung der Helix 8 an der zytoplasmatischen Seite der Lipid-Doppelschicht 

(Huynh et al., 2009). Abbildung aus der Vorlage von John Huynh et al. (2009) Molecular and Cellular 

Endocrinology 302:118–127. Die Aminosäuresequenzen der C-Termini vom H1-Rezeptor des 

Meerschweinchens (gpH1R), vom humanen NTS1-Rezeptor hNTS1R), vom humanen GnRH-Rezeptor 

(hGnRhR), der kurzen und langen Isoformen des GnRH-Rezeptors des Hausschweines (ssGnRHR und 

ssGhRHR2), vom C-terminal gekürztem H1-Rezeptor des Meerschweinchens (gpH1Rtrunc) und der 

Rezeptor-Chimäre (Chimera), bestehend aus dem mit dem C-Terminus des gpH1R fusioniertem hGnRHR 

(B). Die Transmembrandomäne 7 (TM7) wird figurativ ohne eine Aminosäuresequenz angezeigt. Die 

Aminosäuresequenz einer α-helikalen Helix ist eingerahmt (Rechteck). Die Aminosäuresequenz des 

C-Terminus beginnt mit Isoleucin an der Position 468 im Fall des gpH1R, mit Phenylalanin an Position 326 

im Fall des hGnRHR, im Fall des ssGnRHR und im Fall der Rezeptor-Chimäre, mit Phenylalanin an Position 

323 im Fall des ssGnRHR2. Die angegebene Zahl gibt die Nummer der letzten Aminosäure an. 

Die Rolle der Helix 8 bei der Mechanosensitvität von GPCR wurde bisher nicht näher 

untersucht. Es wurde jedoch eine Beteiligung der Helix 8 an der 

Protein/Lipid-Wechselwirkung, der Rezeptor-Internalisierung, der Dimerisierung oder 

der Kopplung an G-Proteine diskutiert (Sato et al., 2016; Sato, 2019). 

Bemerkenswerterweise gibt es zwei verschiedene GnRHR-Isoformen des 

Hausschweines Sus scrofa (ss) (Roch et al., 2014), eine C-terminal kurze, ohne eine 

Helix 8 (ssGnRHR) und eine C-terminal lange mit einer Helix 8 (ssGnRHR2) (siehe 

Abbildung 3.18 B). Während die kurze ssGnRHR-Isoform (siehe Abbildung 3.19 B) keine 

Kalziumzunahmen unter mechanischer Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung 

(150 mOsm kg-1) zeigt, reagiert die lange ssGnRHR2 mit einer C-terminalen Helix 8 auf 

mechanische Stimulation mit deutlichen Kalziumtransienten (siehe Abbildung 3.19 C). 

Das bedeutet, dass die kurze ssGnRHR-Isoform nicht mechanosensitiv ist. Um zu 

zeigen, dass die GnRH-Rezeptoren in HEK293-Zellen exprimiert werden und in die 
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Zellmembran inserieren, wurden jeweils der GnRH-Superagonist Leuprolid229 (200 nM) 

und das endogene hypothalamische Hormon Gonadoliberin (200 nm) als 

Positivkontrollen in ratiometrischen Kalziummessungen mit Fura-2 verwendet (siehe 

Abbildung 3.19 A-D). Diese Ergebnisse führten zur Hypothese, dass die Helix 8 ein 

wesentliches Strukturmotiv für mechanosensitive GPCR sein könnte. Daraufhin wurde 

eine Rezeptor-Chimäre aus dem nicht mechanosensitiven menschlichen GnRHR und 

dem C-Terminus des mechanosensitiven gpH1-Rezeptor mit einer Helix 8 erzeugt (siehe 

Abbildung 3.18 B). Diese Rezeptor-Chimäre ist funktionell und zeigt Kalziumzunahmen 

sowohl bei mechanischer Stimulation mit hypoosmolarer Lösung (150 mOsm kg-1) als 

auch bei Agonisten Stimulation mit 200 nM Gonadoliberin (Abbildung 3.19 D), was 

darauf hinweist, dass die Übertragung der C-terminalen Helix 8 ausreichend ist, um 

einen ursprünglich nicht mechanosensitivem Rezeptor (hGnRHR) mechanosensitive 

Eigenschaften zu verleihen. Darüber hinaus wurde die Helix 8 durch eine Kürzung des 

C-Terminus aus dem gpH1-Rezeptor entfernt (siehe Abbildung 3.18 B). Der um die Helix 

8 gekürzte gpH1-Rezeptor ist unempfindlich gegenüber mechanischer Stimulation mit 

hypoosmolarer Lösung (150 mOsm kg-1), reagiert jedoch immer noch auf eine 

Histaminstimulation mit deutlichen Kalziumtransienten (siehe Abbildung 3.19 E), 

wodurch erneut die Hypothese der Helix 8 als strukturelles Merkmal für 

mechanosensitive GPCR gestützt wird. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 

Agonisten-Aktivierung notwendigerweise keine Helix 8 braucht (siehe Abbildung 3.19 A, 

B, E und F). 

                                                
229 Für eine 400 µM Leuprolid-Stammlösung wurde 1 mg Leuprolid (# 2873, Tocris, Bristol, United) in 2.067 ml 

Reinstwasser gelöst, direkt zu 100 µM-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Für eine 200 nM 
Leuprolid Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:2000 in der Badlösung verdünnt. Leprolid ist ein 9 
Aminosäuren langes Peptid, das als GnRH-Analogon die Sexualhormonproduktion senkt und zur Behandlung von 
hormonabhängigen Tumoren eingesetzt wird (Wilson et al., 2007). Siehe unter 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Leuprorelin. Letzter Aufruf erfolgte am 05.07.2019. 



Ergebnisse  159 

Abbildung 3.19: Helix 8 als das entscheidende mechanosensorische Strukturelement von 

Gq/11-gekoppelten Rezeptoren Ratiometrische Kalziummessungen mit Fura-2 an HEK293-Zellen, die 

jeweils mit 1 µg Plasmid-DNA der GnRH-Rezeptor (hGnRHR = pcDNA3 [157], ssGnRHR = ssGnRHR 

pcDNA3.1-C-(k)DYK [542], ssGnRHR2 = ssGnRHR2 pcDNA3.1-C-(k)DYK [543], 

chimera = hGnRH-gpH1CtShort20 pcDNA3.1 (+) [553]) und mit 3xHA hNTS1R pcDNA3.1(+) [598] für 24 

Stunden transfiziert wurden. Wenn das Rezeptorkonstrukt nicht mit Cerulean fusioniert ist, wurden zudem 

noch 0,2 µg pEYFP-N1 [234] zur Sichtbarmachung der erfolgreichen Transfektion co-transfiziert. Bei 

Transfektionen mit dem C-Terminus gekürztem gpH1-Rezeptor (gpH1Rtrunc = gpH1R-C472Stop pcDNA3.1(+) 

[557]) wurden die HEK293-Zellen mit 1 µg Gαq pcDNA [183] co-transfiziert (E). Nach 24 Stunden wurden die 

HEK293 Zellen für 10 Minuten mit 5 µM Fura-2-AM beladen. Die Applikation von einer hypoosmolaren 

Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) für jeweils eine Minute führte nur bei der langen Isoform 

ssGnRHR2 (C) und bei der Rezeptor-Chimäre (D) zu signifikanten transienten Kalziumerhöhungen. Es 

wurden keine intrazellulären Kalziumerhöhungen für den hGnRHR (A), für die kurze ssGnRHR Isoform (B), 

für den C-terminus gekürzten gpH1Rtrunc (E) und für den hNTS1R mit keiner C-terminalen Helix 8 (F), 

detektiert. Als Positivkontrollen wurden 200 nM Gonadoliberin (GnRH, blauer Balken), 200 nM Leuprolid 

(Leupro, blauer Balken) und 100 µM Histamin (His, blauer Balken) appliziert, das zu prominenten 

intrazellulären Kalziumzunahmen führte (A, B, C, D). Für jedes Rezeptorkonstrukt wird eine repräsentative 

Spur der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i (nM) mit den angegebenen Applikation von einer 

hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken), 200 nM Gonadoliberin (GnRH, blauer 

Balken), 200 nM Leuprolid (Leupro, blauer Balken), 100 µM Histamin (His, blauer Balken) sowie 200 nM 

Neurotensin (NT, blauer Balken) angezeigt (A, B, C, D, F). Die Zusammenfassung aller Kalziummessungen 

unterschiedlicher Rezeptorkonstrukte wird als Säulendiagramm dargestellt. Die grauen Säulen zeigen die 

basale Kalziumkonzentration [Ca2+]i (nM) vor der Stimulation mit hypoosmolarer Lösung, die blauen Säulen 
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die maximale Kalziumkonzentration [Ca2+]i (nM) während der Agonistenstimulation und die roten Säulen 

während einer mechanischen Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung. Alle HEK293-Zellen mit 

Ausgangskalziumkonzentrationen von [Ca2+]i ≥150 nm und maximalen Kalziumzunahmen [Ca2+]i ≤ 120 nm 

wurden für die Gesamtauswertungen nicht mitberücksichtigt. Die Zahlen neben der Ordinate geben die 

Anzahl der gemessenen HEK293-Zellen von verschiedenen Transfektionen auf 24 mm Glasplättchen aus 

mindestens 3 Experimentiertagen an. Die Signifikanzen wurde zwischen der Erhöhung der 

Kalziumkonzentration [Ca2+]i (nM) unter mechanischer Stimulation zur basalen Kalziumkonzentration und 

zwischen der Zunahme der Kalziumkonzentration bei Agonistenstimulation zur basalen 

Kalziumkonzentration mit dem *Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) 

berechnet (A, B, C, D). Die Zahlen in eckiger Klammer repräsentieren die Plasmidnummer für jedes im Labor 

zur Verfügung stehende Plasmid DNA. 

 

3.13 PIP2-Verarmung der Zellmembran reduziert die 

mechanische Rezeptoraktivierung des Histamin H1-Rezeptors 

In der Literatur wird gezeigt, dass auch eine im Angiotensin II AT1-Rezeptor vorhandene 

amphiphile Helix 8 ein hochaffines Peptidmotiv für saure Phospholipide wie PIP2 der 

Zellmembran besitzt (Hirst et al., 2015). Um herauszufinden, ob 

Phosphatidylinositolphosphate wie z. B. PIP2 in der Zellmembran mit basischen 

Aminosäuren der C-terminalen Helix 8 wechselwirken und die mechanische 

Rezeptoraktivierung beeinflussen, wurde Wortmannin, ein PI3K230-Inhibitor und 

Myosin-leichte-Ketten-Kinase-Inhibitor bei niedrigen (< 100 nM) und ein PI4K231-Inhibitor 

bei sehr hohen Konzentrationen (20 µM), eingesetzt. Nur die Inhibition von PI4K durch 

20 µM Wortmannin232 führte zur PIP2-Entleerung der HEK293-Zellmembran. Die 

Auswirkung der PIP2-Entleerung auf die mechanische Stimulation des gpH1-Rezeptors 

wurde mit FlAsH markierten stabilen HEK293-Zellen mit dem ct-b gpH1R-Konstrukt 

durchgeführt, die für jeweils 10 Minuten mit 20 µM Wortmannin inkubiert und mit Hilfe 

der FRET-Photometrie gemessen wurden. Mechanisch induzierte FRET-Signale waren 

in PIP2-verarmten HEK293-Zellen sowohl unter einer hypoosmotischen 

Membrandehnung (150 mOsm kg-1) als auch unter Fluss-induzierten Scherkräften (40 

und 60 dyn cm-2) signifikant reduziert (siehe Abbildung 3.20 C, F, D und G). Des 

Weiteren wurde der Einfluss von Wortmannin auf die Transduktion bzw. den 

Rezeptorzustand des gpH1 Rezeptors erforscht, indem unbehandelte mit FlAsH 

markierte HEK293-Zellen mit 100 nM bzw. mit 20 µM Wortmannin (siehe Abbildung 3.20 

A und B) perfundiert wurden. Die Messung des ct-b Konstrukts ergab, dass die 

Anwendung von 20 µM Wortmannin, jedoch nicht von 100 nM Wortmannin einen Anstieg 

des FRET-Signals verursacht (siehe Abbildung 3.20 A und D), was darauf hindeutet, 

dass eine PIP2-Verarmung der HEK293-Zellmembran eine Transduktion des 

gpH1-Rezeptors in einen inaktiven Rezeptorzustand induziert. Es wurden keine 

                                                
230 Abkürzung PI3K steht für Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-kinase = Phosphoinositid-3-kinase 
231 Abkürzung PIK4 steht für Phosphoinositid-4-kinase 
232 Für eine 20 mM Wortmannin-Stammlösung wurde 1 mg Wortmannin (# W1628, Sigma-Aldrich, Steinheim) in 116,71 µl 

DMSO gelöst, direkt zu 10 µM-Aliquots portioniert und lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Für die Arbeitskonzentration 
wurde die Stammlösung 1:1000 in der Badlösung verdünnt. 
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signifikanten Unterschiede der mechanisch induzierten FRET-Signale bei der Perfusion 

mit 100 nM Wortmannin ermittelt (siehe Abbildung 3.20 D). Diese FRET-Ergebnisse 

weisen darauf hin, dass die Wechselwirkung der basischen Aminosäuren des 

gpH1-Rezeptors mit dem Phospholipid PIP2 der Zellmembran von wesentlicher 

Bedeutung für die Mechanosensitivät von GPCR ist. 

Abbildung 3.20: PIP2-Mangel der HEK293-Zellmembran reduziert die mechanische 

Rezeptoraktivierung Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen HEK293-Zellen 

mit dem stabil exprimierenden ct-b gpH1R-Konstrukt. Wie gezeigt wird, kommt es bei Wortmannin (100 nM, 

20 µM) behandelten HEK293-Zellen sowohl während einer Perfusion mit einer hypoosmolaren Lösung (150 

mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) (B,C) als auch bei Applikation von festgelegten Scherkraftbeträgen von 40 

und 60 dyn cm-2 (40, 60 dyn cm-2, grüne Spur) (E) zu einer Zunahme der türkisen Cerulean-Fluoreszenzspur 

und zeitgleich zu einer Abnahme der gelben FlAsH-Fluoreszenzspur (B,C,E), was in einer Abnahme des 

FRET-Signals (schwarze Spur) resultiert (B, C, F). Wohingegen die alleinige Applikation von 20 µM 

Wortmannin zu einer Zunahme des FRET-Signals führt (F), das in einer Abnahme der türkisen Cerulean 

Fluoreszenzspur und in einer Zunahme der gelben FlAsH Fluoreszenzspur begründet liegt (A). Die 

Zusammenfassung der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt (D, G). Zahlen 

an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen (D) oder in mit PLL 

beschichteten Scherkräftekammern von ibidi (µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat, Martinsried, Deutschland) (G) von 

mindestens 3 Experimentiertagen wieder. Es wurden signifikante Unterschiede zwischen den 

FRET-Signalen in Anwesenheit von Wortmannin (20 µM) bei mechanischer Stimulation mit hypoosmolarer 

Lösung (150 mOsm kg-1) oder mit definierten Scherkraftbeträgen (40 und 60 dyn cm-2) mit dem 

*/*ungepaarten Student t Test (Mittelwert ± SEM, **P < 0.01, ***P < 0,001) und mit der #ANOVA 

(Mittelwert ± SEM ###P < 0,001) (D, G) berechnet. In Abwesenheit von Wortmannin wurden signifikante 

Unterschiede zwischen den Scherkraftbeträgen von 40 und 60 dyn cm-2 mit dem *gepaarten Student t Test 

(Mittelwert ± SEM *P < 0,05) berechnet (G). Außerdem wurden signifikante Unterschiede zwischen den 

FRET-Signalen bei Applikation unterschiedlicher Wortmannin Konzentrationen (100 nM, 20 µM) mit dem 

*ungepaarten Student t Test (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) berechnet (D). 
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3.14 Veränderungen in der C-terminalen Helix 8 des H1-

Rezeptors verringern die mechanische Rezeptoraktivierung 

Um die Hypothese der Helix 8 als das entscheidende Strukturmotiv für mechanosensitive 

GPCR weiter zu untersuchen, wurde zuerst die α-helikale Struktur der Helix 8 im ct-b 

gpH1R-Konstrukt durch Aminosäureaustausche von Phenylalanin gegen Prolin (F484P 

und F484P-F488P) zerstört, das auf eine mechanische Stimulation mit größten 

Abnahmen des FRET-Signals reagierte (siehe Abbildung 3.4 A und B). In der 

Strukturformel des Prolins fehlt das Amidproton, womit keine 

Wasserstoffbrückenbindung zum Sauerstoffatom der Carbonylgruppe, der in der α-Helix 

übereinanderliegenden Aminosäure ausgebildet wird und die α-helikale Struktur der 

Helix einknickt (Woolfson und Williams, 1990; Yun et al., 1991; Kim und Kang, 1999). 

Beide Helix-8-Mutanten (ct-b-F484P und ct-b-F484P-F488P) zeigen vergleichbare 

Histamin induzierte Kalziumtransienten (siehe Abbildung 3.22 A und B) als auch ähnliche 

FRET-Effizienzen (siehe Abbildung 3.24 E). Mechanisch induzierte FRET-Signale (siehe 

Abbildung 3.21 B) sind bei dem ct-b-F484P Konstrukt um 89% und bei dem 

ct-b-F484P-F488P Konstrukt um 90% signifikant reduziert. Mechanisch induzierte 

Kalziumzunahmen (siehe Abbildung 3.22 C) sind bei den beiden Helix-8-Mutanten 

signifikant reduziert, was auf eine entscheidende Rolle der C-terminalen Helix 8 für die 

Mechanosensitivität von GPCR hinweist. Wie in Abschnitt 3.13 gezeigt wird, führt eine 

PIP2-Entleerung der Zellmembran zu einer Reduktion der mechanischen 

Rezeptoraktivierung des gpH1-Rezeptors (siehe Abschnitt 3.12). Deshalb wird eine 

Wechselwirkung der positiv geladenen Seitenketten der basischen Aminosäuren in der 

Helix 8 mit den negativ geladenen Phosphorsäureestern des PIP2 vermutet. Daraufhin 

wurden mögliche PIP2-Interaktionsstellen in der Helix 8 durch den Austausch 

ausgewählter basischer Aminosäuren233 (R485, R490, R493, K486 und K489) gegen 

Alanin entfernt. Zudem wurden basische Aminosäuren mit der gleichen Orientierung, die 

sich drei Aminosäuren weiter befanden mutiert, um eine „interkalierende“ Bindung von 

PIP2 zu unterbinden bzw. zu reduzieren. Die in der Helix 8 des ct-b gpH1R-Konstrukts 

mutierten FRET-Konstrukte (ct-b-R485A, ct-b-R490A-R493A und ct-b-K486A-K489A) 

sind stets funktionell und zeigen transiente Kalziumzunahmen unter Histaminstimulation 

(siehe Abbildung 3.22 A und B). Mechanisch induzierte FRET-Signale (siehe Abbildung 

3.21 B) sind bei dem ct-b-R485A Konstrukt um 98% und bei dem ct-b-R490A-R483A 

Konstrukt um 91% signifikant unterdrückt. Ebenfalls sind mechanisch induzierte 

transiente Kalziumzunahmen (siehe Abbildung 3.22 C) signifikant reduziert. Insgesamt 

weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass die Wechselwirkung positiv geladenener 

Seitenketten basischer Aminosäuren in der Helix 8 mit den negativ geladenen 

                                                
233 Folgende in der Helix 8 mutierte gpH1R-Konstrukte wurden mittels ortsspezifischer Mutagenese erhalten und mittels 

der FRET-Photometrie auf die mechanische Rezeptoraktivierung hin näher untersucht: 
ct-b-F484P = gpH1R-PG1413-H8-F484P-Cerulean pcDNA3.1(+) [506], 
ct-b-F484P-F488P = gpH1R-PG1413H8-F484P-F488P-Cerulean pcDNA3.1(+) [516], 
ct-b-R485A = gpH1R-PG1413-H8-R485A-Cerulean pcDNA3.1(+) [513], 
ct-b-R490A-R493A = gpH1R-PG1413-H8-R490A-R493A-Cerulean pcDNA3.1(+) [514] und 
ct-b-K486A-K489A = gpH1R-PG1413H8-K486A-K489A-Cerulean pcDNA3.1(+) [522]. 
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Phosphorsäureestern des PIP2 in der Zellmembran von wesentlicher Bedeutung für die 

Mechanosensitivät von GPCR ist. Abschließend ist festzuhalten, dass diese Ergebnisse 

bestätigen, dass die Helix 8 das entscheidende mechanosensorische Strukturelement 

von GPCR ist. 

Abbildung 3.21: Mutationen in der C-terminalen Helix 8 des Histamin H1-Rezeptors verringern die 

mechanische Rezeptoraktivierung Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, transient 

transfizierten HEK293-Zellen mit den in der Helix 8 mutierten ct-b gpH1R-Konstrukten (ct-b-F484P, 

ct-b-F484P-F488P, ct-b-R485A, ct-b-R490A-R493A, ct-b-K486A-K489A) und den stabil exprimierenden 

HEK293-Zellen mit dem Wildtyp ct-b gpH1R-Konstrukt. Bei Applikation einer 100 µM Histaminlösung (His, 

blauer Balken) wurden keine Änderungen in der türkisen Cerulean- als auch in der gelben FlAsH 

Fluoreszenzspur sowie den FRET-Signalen (schwarze Spur) wie beim Wildtyp ct-b gpH1-Rezeptor 

festgestellt. Jedoch führte die Applikation einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) 

bei allen Helix 8 mutierten ct-b gpH1R-Konstrukten zu signifikant verminderten Abnahmen des FRET-Signals 

(A). Die Zusammenfassung der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt (B). 

Zahlen an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 

3 Experimentiertagen wieder. Es wurden höchst signifikante Unterschiede zwischen den FRET-Signalen 

der Helix 8 Mutanten (ct-b-F484P, ct-b-F484P-F488P, ct-b-R485A, ct-b-R490A-R493A, ct-b-K486A-K489A) 

zum Wildtyp ct-b gpH1-Rezeptor bei mechanischer Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm 

kg-1, roter Balken) mit dem *Mann Whitney Test berechnet (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) (B). 
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Abbildung 3.22: Alle in der C-terminalen Helix 8 mutierten gpH1R-Konstrukte zeigen transiente 

Kalziumzunahmen auf Agonistenstimulation mit Histamin, wobei die Kalziumzunahmen unter 

mechanischer Stimulation signifikant reduziert sind Ratiometrische Kalziummessungen mit Fura-2 an 

HEK293-Zellen, die jeweils mit 2 µg Plasmid-DNA der gpH1R-Konstrukten (Wildtyp = WT = gpH1R-Cerulean 

pcDNA3.1(+) [131], gpH1R pcDNA3.1/V5-His-TOPO [072], ct-b = gpH1R-PG1413-H8-Cerulean 

pcDNA3.1(+) [456], ct-b-F484P = gpH1R-PG1413-H8-F484P-Cerulean pcDNA3.1(+) [506], 

ct-b-F484P-F488P = gpH1R-PG1413H8-F484P-F488P-Cerulean pcDNA3.1(+) [516], 

ct-b-R485A = gpH1R-PG1413-H8-R485A-Cerulean pcDNA3.1(+) [513], 

ct-b-R490A-R493A = gpH1R-PG1413-H8-R490A-R493A-Cerulean pcDNA3.1(+) [514] und 
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ct-b-K486A-K489A = gpH1R-PG1413H8-K486A-K489A-Cerulean pcDNA3.1(+) [522]) und mit 1 µg Gαq 

pcDNA [183] co-transfiziert wurden. Wenn das Rezeptorkonstrukt nicht mit Cerulean fusioniert ist, wurden 

zudem 0,2 µg pEYFP-N1 [234] zur Sichtbarmachung der erfolgreichen Transfektion co-transfiziert. Nach 

24 Stunden wurden die HEK293-Zellen für 10 Minuten mit 5 µM Fura-2-AM beladen. Die Applikation von 

100 µM Histamin für jeweils eine Minute führte zu signifikanten transienten Kalziumerhöhungen. Für jedes 

gpH1R-Konstrukt wird eine repräsentative Spur der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i (nM) mit der 

angegebenen Applikation von 100 µM Histamin (His, blauer Balken) gezeigt (A). Die Zusammenfassung 

aller Kalziummessungen unterschiedlicher gpH1R-Konstrukte wird als Säulendiagramm dargestellt. Die 

schwarzen Säulen zeigen die basale Anfangskalziumkonzentration [Ca2+]i vor der Stimulation mit Histamin, 

die blauen Säulen die maximale [Ca2+]i während der Stimulation mit 100 µM Histamin und die roten Säulen 

während einer mechanischen Stimulation mit einer hypoosmolaren Badlösung (150 mOsm kg-1). Alle 

HEK293-Zellen mit Ausgangskalziumkonzentrationen von [Ca2+]i ≥ 150 nm und maximalen 

Kalziumzunahmen [Ca2+]i ≤ 120 nm wurden für die Gesamtauswertungen nicht mitberücksichtigt. Die Zahlen 

über den schwarzen Säulen geben die Anzahl der gemessenen HEK293-Zellen von verschiedenen 

Transfektionen auf 24 mm Glasplättchen aus mindestens 5 Experimentiertagen an. Die Signifikanz wurde 

zwischen der Erhöhung der Kalziumkonzentration unter Histamin zur basalen Kalziumkonzentration bzw. 

zwischen der Zunahme der Kalziumkonzentration bei einer mechanischen Stimulation mit einer 

hypoosmolaren Badlösung (150 mOsm kg-1) zur basalen Kalziumkonzentration mit dem 

*Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) berechnet (B, C). Zudem wurden 

signifikante Unterschiede zwischen den Kalziumzunahmen [Ca2+]i bei mechanischer Stimulation mit einer 

hypoosmolaren Badlösung (150 mOsm kg-1) zwischen den einzelnen in der Helix 8 mutierten 

gpH1-Rezeptoren und dem Wildtyp gpH1-Rezeptor mit dem *Mann Whitney Test (Mittelwert ± SEM, 

***P < 0,001) berechnet (C). 

3.15 Cholesterolverarmung in der Zellmembran reduziert die 

mechanische H1-Rezeptoraktivierung 

Um die Rolle der Membranzusammensetzung bei der mechanischen 

Rezeptoraktivierung zu untersuchen, wurde sowohl die Verarmung als auch die 

Anreicherung von Cholesterol, ein wesentlicher Bestandteil von Zellmembranen, näher 

untersucht. Für eine cholesterolarme Zellmembran wurden stabil exprimierende 

HEK293-Zellen mit dem ct-b gpH1R-Konstrukt entweder für 24 Stunden mit 10 µM 

Fluvastatin234 oder für 30 Minuten mit 5 mM Methyl-β-Cyclodextrin235 behandelt und mit 

Hilfe der FRET-Photometrie gemessen (siehe Abbildung 3.23 A). Mechanisch induzierte 

FRET-Signale (siehe Abbildung 3.23 A und B) waren nach der Cholesterolverarmung 

der Zellmembran signifikant niedriger, was darauf hindeutet, dass Cholesterol den 

mechanisch induzierten Rezeptorzustand des gpH1-Rezeptors stabilisiert. Eine 

Cholesterol angereicherte Zellmembran hat dagegen keinen signifikanten Einfluss auf 

die mechanische Rezeptoraktivierung des gpH1-Rezeptors. Insgesamt deuten die 

                                                
234 Fluvastatin gehört zur Arzneistoffklasse der Statine und wird bei erhöhten Cholesterinwerten eingesetzt. Es handelt 

sich um einen selektiven HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A), der die 
Cholesterinsynthese in der Zelle unterbindet. Für eine 25 mM Stammlösung wurden 50 mg Fluvastatin (# 3309, 
biotechne, R&D Systems, Wiesbaden) in 4,614 ml Wasser gelöst, direkt zu 200 µl-Aliquots portioniert und 
lichtgeschützt bei -20°C gelagert. Für die Arbeitskonzentration wurde die Stammlösung 1:2500 in der Badlösung 
verdünnt. 

235 Methyl-β-cyclodextrin (# 332615, Sigma-Aldrich) ist ein zyklisches Oligosaccharid, das aus einer Einheit aus sieben 
α-1,4 glykosidisch verknüpften Glucosemolekülen aufgebaut ist. Die amphiphile Eigenschaft der glykosidischen 
Verbindung ermöglicht den Einschluss von Cholesterol aus der Zellmembran in den hydrophoben Hohlraum der 
toroidalen Form des zyklischen Oligosaccharids, womit es zur Cholesterolverarmung in der Zellmembran kommt. Für 
eine Cholesterolanreicherung der Zellmembran wurden 5 mM Cholesterol mit Hilfe von 50 mM Methyl-β-Cyclodextrin 
komplexiert (siehe Abschnitt 2.7) und innerhalb von 10 Minuten in die Zellmembran von HEK293-Zellen eingeschleust. 
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FRET-Ergebnisse darauf hin, dass Cholesterol einen mechanisch induzierten 

Rezeptorzustand stabilisiert und die Mechanosensitivität der GPCR von der 

Membranzusammensetzung und der Wechselwirkung von Helix 8 mit PIP2 abhängt. 

Abbildung 3.23: Cholesterolverarmung in der HEK293-Zellmembran reduziert die mechanische 

H1-Rezeptoraktivierung. Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen 

HEK293-Zellen mit stabil exprimierendem gpH1R-Konstrukt (ct-b). Für eine cholesterolarme Zellmembran 

wurden die HEK293-Zellen vor jeder Messung entweder mit 10 µM Fluvastatin für 24 Stunden oder mit 5 mM 

Methyl-β-cyclodextrin (MßCD) für 30 Minuten inkubiert. Für eine cholesterolreiche Zellmembran wurden die 

HEK293-Zellen vor jeder Messung mit dem wasserlöslichen Komplex aus 5 mM Cholesterol (Chol) und 

50 mM Methyl-β-cyclodextrin (MßCD) für 10 Minuten inkubiert. Wie oben gezeigt wird, kommt es nur 

während einer mechanischen Aktivierung mit einer hypoosmolaren Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter 

Balken) zu einer Zunahme der türkisen Cerulean-Fluoreszenzspur -und zeitgleich zu einer Abnahme der 

gelben FlAsH-Fluoreszenzspur, was zu einer Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) führt (A). Das 

bedeutet, dass sich die beiden Fluorochrome während einer mechanischen Stimulation mit einer 

hypoosmolaren Lösung voneinander wegbewegen. Eine 100 µM Histaminstimulation (His, blauer Balken) 

zeigte weder eine Änderung beider Fluoreszenzspuren noch der FRET-Spur (A). Die Zusammenfassung 

der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt (B). Mechanisch induzierte 

FRET-Signalabnahmen von unbehandelten HEK293-Zellen werden in rot, Histamin induzierte 
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FRET-Signaländerungen in blau angezeigt. Sowohl mechanisch induzierte als auch Histamin induzierte 

FRET-Signaländerungen von cholesterolarmen HEK293-Zellen werden für Methyl-β-cyclodextrin in grau (A, 

B), für Fluvastatin in dunkelgrau (A, B) dargestellt. Sowohl mechanisch induzierte als auch Histamin 

induzierte FRET-Signale von cholesterolreichen HEK293-Zellen werden für den wasserlöslichen 

Cholsterol-Methyl-β-cyclodextrin-Komplex in hellgrau angezeigt. Zahlen an den Säulen geben die Anzahl 

der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Es wurden 

signifikante Unterschiede zwischen den FRET-Signalabnahmen unter mechanischer Stimulation (150 

mOsm kg-1) mit dem ungepaarten *Student t Test bestimmt (Mittelwert ± SEM, *P < 0.05) (B). Signifikante 

Unterschiede wurden auch bei mechanischer Aktivierung zwischen den verschiedenen 

Cholesterol-Zusammensetzungen der HEK293-Zellmembranen mit der * ANOVA berechnet 

(Mittelwert ± SEM, **P < 0.01) (B). 

3.16 Vergleichbare FRET-Effizienzen der H1-Rezeptorkonstrukte 

Um maximale FRET-Effizienzen (Fret efficiancy, siehe Abbildung 3.24 F) von 

FRET-Donor-Akzeptor-Paaren mit FlAsH als Akzeptorfluorophor bestimmen zu können, 

wurden alle gpH1R-Konstrukte mit 10 mM BAL236 behandelt, welches das 

Akzeptorfluorophor FlAsH vollständig von seinem Tetracysteinbindemotiv entfernt (siehe 

Abschnitt 2.10.1). Dadurch erholt sich die Fluoreszenzintensität des Donorfluorophors 

Cerulean vollständig, was zu maximalen FRET-Signalabnahmen führt (siehe Abbildung 

3.24 A-D). Aus dem Vergleich der maximalen FRET-Effizienzen (siehe Abbildung 3.24 

E) zwischen den einzelnen gpH1R-Konstrukten können Aussagen über Transduktion 

sowie den verschiedenen Rezeptorzuständen zwischen den einzelnen 

gpH1R-Konstrukten getroffen werden. Alle gpH1R-Konstrukte zeigen sowohl ähnliche 

maximale FRET-Abnahmen (BAL-induced FRET decrease (%), siehe Abbildung 3.24 E) 

als auch gleiche FRET-Effizienzen (FRET-efficiency, siehe Abbildung 3.24 F), was 

darauf hindeutet, dass alle gpH1R-Konstrukte in Hinsicht auf Agonistenstimulation und 

mechanische Rezeptoraktivierung miteinander vergleichbar sind und Aussagen über 

Rezeptorzustände und Transduktion getroffen werden können. 

                                                
236 Abkürzung BAL steht für British-Anti-Lewisite. Es ist ein Derivat von Glycerin und wird als Antidot bei 

Schwermetallvergiftugen eingesetzt. Im zweiten Weltkrieg wurde es als Antidot zum Kampfstoff Lewisite entwickelt. 
Was zur Namensgebung British Anti-Lewisite führte. Chemische Bezeichnung nach IUPAC: 
2,3-Dimercapto-1-propanol. 
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Abbildung 3.24: Vergleichbare maximale FRET-Abnahmen und FRET-Effizienzen aller 

gpH1R-Konstrukte. Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, monoklonalen HEK293-Zellen 

mit stabil exprimierenden gpH1R-Konstrukten (il3-b, il3-m, il3-e1, il3-e2, ct-b, mut-il3-b, mut-il3-m, mut-il3-e1, 

mut-il3-e2) und von transient transfizierten HEK293-Zellen mit nachfolgenden gpH1R-Konstrukten (mut-ct-b 

= gpH1-D116A-PG1413-H8-F433A-Cerulean pcDNA3.1(+) [489], F484P-ct-b = 

il3-b il3-e1il3-m il3-e2 ct-b
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gpH1-PG1413-H8-F484P-Cerulean pcDNA3.1(+) [506], F484P-F488P-ct-b = 

gpH1-PG1413H8-F484P-F488P-Cerulean pcDNA3.1(+) [516], R485A-ctb = 

gpH1R-PG1413-ct-b-R485A-Cerulean pcDNA3.1(+) [513], R490A-R493A-ct-b = 

gpH1R-PG1413-ct-b-R490A-R493A-Cerulean pcDNA3.1(+) [514] und K486A-K489A-ct-b = 

gpH1R-PG1413-ct-b-K486A-K489A-Cerulean pcDNA3.1(+) [522]). Die Applikation von 10 mM BAL (brauner 

Balken) verdrängt das Akzeptorfluorochrom FlAsH vollständig von seinem CCPGCC 

Tetracysteinbindemotiv, wodurch die gelbe FlAsH-Fluoreszenzspur ab und simultan die türkise Cerulean 

Fluoreszenzspur zunimmt. Aus dem normalisierten Verhältnis der FlAsH und Cerulean Fluoreszenz ergeben 

sich in Gegenwart von BAL maximale Abnahmen des FRET-Signals (A, B, C, D). Die Zusammenfassung 

der dynamischen FRET-Messungen wird als Boxplot-Diagramm dargestellt (E, F). Durch 10 mM BAL 

erzeugte maximale FRET-Signalabnahmen (BAL-induced FRET decrease (%), E) werden als Boxplot (Box 

25%-75% [rechts] und Datenpunkte in rot [links]) angezeigt. Zahlen über dem oberen Whisker geben die 

Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Es 

wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den durch BAL erzeugten maximalen Abnahmen des 

FRET-Signals in % (E) und zwischen den FRET-Effizienzen (FRET efficiency, F) aller gpH1R-Konstrukte mit 

dem Kruskal-Wallis Test (Mittelwert ± SEM) bestimmt. Die FRET-Effizienzen wurden aus der normalisierten 

Cerulean-Fluoreszenz mittels der mathematischen Formel E = 1-[1/(FCerNormBAL)] bestimmt (siehe 

Abschnitt 2.10.1). 

3.17 Langsame Aktivierungskinetik des H1-Rezeptors bei 

mechanischer Stimulation 

Um herauszufinden, ob die Aktivierungskinetik von Agonisten induzierten 

FRET-Signalen mit dem veröffentlichten muskarinischen Gq/11 Protein gekoppeltem 

M3-Rezeptor (Hoffmann et al., 2012) vergleichbar ist und die Aktivierungskinetik 

mechanisch induzierter FRET-Signale unterschiedlich zur Agonisten induzierten 

Aktivierungskinetik ist, wurden die Halbwertszeiten τ
1

2
 der Aktivierungskinetiken von 

Agonist und hypoosmotisch induzierten Abnahmen des FRET-Signals (siehe Abbildung 

3.25 A-C) berechnet. Die Kinetikmessungen wurden mit dem il3-e1 gpH1R-Konstrukt mit 

Hilfe der FRET-Photometrie durchgeführt (siehe Abbildung 3.25 A-C). Die 

Kinetikmessungen wurden von mir und von Frau Nicole Ziegler in der Arbeitsgruppe von 

Herrn Prof. Dr. Carsten Hoffman am Rudolf-Virchow-Zentrum in Würzburg durchgeführt. 

Die Bestimmung der Halbwertszeiten τ
1

2
 der Abnahmekinetik aus den normalisierten 

FRET-Signalen wurde von Herrn Prof. Dr. Michael Mederos y Schnitzler am 

Walther-Straub-Institut in München durchgeführt. Es wurde ein exponentieller Fit für 

Histamin induzierte Abnahmen des FRET-Signals und ein bi-exponentieller Fit bei 

hypoosmotisch bedingten Abnahmen des FRET-Signals angewandt. Die Halbwertszeit 

τ
1

2
 der Abnahmekinetik des FRET-Signals ergibt sich aus der mathematischen Formel: 

τ
1

2
=τ ×ln2          Formel 18 

Formel 18: Mit τ = Abnahmekinetik, τ
1

2
 = Halbwertszeit der Abnahmekinetik 

Die Aktivierungskinetik von Histamin induzierten FRET-Signalen des gpH1-Rezeptor in 

physiologischer Hanks balancierter Salzösung (HBS) ist geringfügig langsamer 

(2,4-fach), liegt jedoch im gleichen Bereich (siehe Abbildung 3.25 D) wie für den 

Gq/11-Protein gekoppelten muskarinischen M3-Rezeptor bereits gezeigt worden ist 
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(Hoffmann et al., 2012). Bei allen FRET-Messungen wurde eine isotonische 

Badlösung237 („Iso150“) und eine hypoosmolare Lösung („Hypo150“) mit jeweils 55 mM 

NaCl Gehalt verwendet. Daraufhin wurde untersucht, ob eine reduzierte 

NaCl-Konzentration die Aktivierungskinetik der Agonisten induzierten FRET-Signale 

beeinflusst. Die Histamin induzierten FRET-Signalabnahmen liegen in der gleichen 

Größenordnung (siehe Abbildung 3.25 A und B), aber die Aktivierungskinetik in der „Iso 

150“ Badlösung mit 55 mM ist signifikant langsamer als in physiologischer HBS mit 

140 mM NaCl (siehe Abbildung 3.25 D). Daher könnte die reduzierte NaCl-Konzentration 

die Rezeptorfunktion modulieren. Die Aktivierungskinetik mechanisch induzierter 

FRET-Signalabnahmen (siehe Abbildung 3.25 D) ist signifikant langsamer als die 

Aktivierungskinetik von Agonisten induzierten FRET-Signalabnahmen (siehe Abbildung 

3.25 D). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die mechanische Rezeptoraktivierung 

eine signifikant langsamere Aktivierungskinetik gegenüber der Agonisten induzierten 

Rezeptoraktivierung besitzt. Außerdem ist festzuhalten, dass die Aktivierungskinetik in 

Badlösung mit geringer, unphysiologischer NaCl-Konzentration (55 mM) signifikant 

langsamer ist als in physiologischer Badlösung mit 140 mM NaCl. Das bedeutet im Fall 

des Histamin H1-Rezeptors, dass eine erhöhte Natriumkonzentration die 

Rezeptoraktivierung erleichtert. 

                                                
237 Um eine isotonische Badlösung mit gleicher Ionenzusammensetzung wie die hypoosmolare Messlösung zu erhalten, 

wurde die hypoosmolare Messlösung mit 55 mM NaCl und 150 mOsm kg-1 mit dem Zuckeralkohol Mannitol auf eine 
Osmolarität von 300 mOsm kg-1 aufgefüllt. Isotonische Messlösung „Iso 150“ [mM]: 55 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2 * 2H2O, 
10 HEPES, 10 Glucose, 1 MgCl2 * 6H2O, mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt und mit Mannitol auf 300 ± 5 
mOsmol l-1 aufgestockt. 
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Abbildung 3.25: Unterschiedliche Aktivierungskinetiken von Agonist - und hypoosmotisch 

induzierten Abnahmen des FRET-Signals Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten stabilen 

monoklonalen HEK293 Zellen mit dem il3-e1 gpH1R-Konstrukt. Es werden repräsentative normalisierte 

FRET-Spuren in physiologischer Hanks balancierte Salzlösung (HBS, links, hellgraue FRET-Spur) oder in 

isotonischer Badlösung (Iso 150, Mitte, dunkelgraue FRET-Spur) unter Applikation von 100 µM Histamin 

(His, blauer Balken) und die FRET-Spur (rechts, schwarze FRET-Spur) in hypoosmotischer Lösung 

(150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) gezeigt (A, B, C). Die Zusammenfassung der Aktivierungskinetiken 

der FRET-Signale wird als Boxplot-Diagramm dargestellt (D). Die Halbwertszeiten τ
1

2
 werden als 

Boxplotdiagramm (Box 25%-75% [rechts], einzelne Datenpunkte [links]) mit den entsprechenden 

Mittelwerten angezeigt. Zahlen über dem oberen Whisker geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 

Glasplättchen von mindestens 3 Experimentiertagen an. Die Aktivierungskinetik in Agonisten induzierten 

FRET-Signalen beträgt in isotonischer Lösung mit 55 mM NaCl Konzentration (His in Iso 150) 

τ
1

2
= 251 ± 18 ms und in physiologischer Hanks balancierte Salzlösung mit 140 nM NaCl (His in HBS) 

 τ 1

2
= 148 ± 7 ms. Die Aktivierungskinetik von mechanisch induzierten FRET-Signalen (150 mOsmol) 

beträgt  τ 1

2
= 381 ± 32 ms . Es wurden signifikante Unterschiede zwischen den Halbwertszeiten τ

1

2
 der 

Aktivierungskinetiken der FRET-Signalen mit dem *Kruskal-Wallis Test (Mittelwert ± SEM, ***P < 0,001) 

bestimmt (D). 

3.18 Inaktiverer Rezeptorzustand des H1-Rezeptors in 

Gegenwart von 55 mM NaCl 

Um herauszufinden, ob eine reduzierte NaCl-Konzentration (55 mM NaCl) die 

Rezeptorfunktion beeinflusst und einen in physiologischer Salzlösung (140 mM NaCl) 
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unterschiedlichen Rezeptorzustand hervorruft, wurden HEK293-Zellinien mit dem il3-e1 

und mit dem ct-b gpH1R-Konstrukt mittels der FRET-Photometrie alternierend mit 55 mM 

NaCl-haltiger „Iso150“ Badlösung und mit 140 mM NaCl-haltiger Hanks balancierter 

Salzlösung perfundiert (siehe Abbildung 3.26 A und B). Die FRET-Messungen wurden 

von mir und von Frau Dr. rer. nat. Diana Gabriel am Walther-Straub-Institut in München 

durchgeführt. Die Auswertung der dynamischen FRET-Messungen wurde von mir und 

von Frau PD Dr. Ursula Storch am Walther-Straub-Institut vollzogen. Der Wechsel 

zwischen der isotonischen Badlösung „Iso 150“ mit niedriger 55 mM NaCl-Konzentration 

und der isotonischen Hanks balancierten Salzösung mit physiologischer 140 mM 

NaCl-Konzentration führte sowohl bei dem il3-e1 als auch bei dem ct-b gpH1R-Konstrukt 

zu deutlichen FRET-Signalabnahmen (siehe Abbildung 3.26 A und B). Im Gegensatz 

dazu führte der Wechsel von der isotonischen Hanks balancierten Salzösung mit 

140 mM NaCl auf die isotonische Badlösung „Iso 150“ mit 55 mM NaCl zu 

FRET-Signalzunahmen (siehe Abbildung 3.26 A und B). Diese FRET-Ergebnisse weisen 

daraufhin, dass eine veränderte NaCl-Konzentration den Rezeptorzustand beeinflusst. 

Der gpH1-Rezeptor liegt in Gegenwart reduzierter NaCl Konzentration in einem 

inaktiveren Rezeptorzustand als in Gegenwart hoher NaCl Konzentration vor. Das 

bedeutet vermutlich, dass die Natriumionen einen positiv allosterischen Effekt (siehe 

Abschnitt 1.1.3) auf den gpH1-Rezeptor ausüben und eine Transduktion in einen 

aktiveren Rezeptorzustand bewirken. Interessanterweise zeigt das c-tb gpH1R-Konstrukt 

gegenüber dem il3-e1 gpH1R-Konstrukt eine signifikante größere Änderung des 

FRET-Signals beim Wechsel zwischen der isotonischen Badlösung „Iso 150“ und der 

isotonischen Hanks balancierten Salzösung, was darauf hinweist, dass vermutlich die 

TM7 eine Transduktion in einen aktiveren Rezeptorzustand vollzieht und das ct-b 

gpH1R-Konstrukt sensitiver auf diese Transduktion mit größeren FRET-Signalabnahmen 

als das il3-e1 gpH1R-Konstrukt reagiert. 

Abbildung 3.26: Änderungen des FRET-Signals beim Wechsel zwischen einer 55 mM NaCl haltigen 

isotonischen Badlösung und einer 140 mM NaCl haltigen Salzösung Dynamische FRET-Messungen 

von FlAsH markierten, monoklonalen HEK293 Zellen mit stabil exprimierenden gpH1R-Konstrukten (il3-e1 

und ct-b). Es werden repräsentative Fluoreszenzspuren und normalisierte FRET-Spuren unter Applikation 

von isotonischer Badlösung „Iso150“ mit 55 mM NaCl (Iso, dunkelgrauer Balken) und von Hanks balancierter 

Salzlösung mit 140 mM NaCl (HBS, grauer Balken) angezeigt (A, B). Beim Wechsel zwischen der 
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isotonischen Badlösung mit 55 mM NaCl auf die 140 mM NaCl Hanks balancierte Salzlösung nimmt die 

türkise Cerulean-Fluoreszenzspur zu und zeitgleich nimmt die gelbe FlAsH-Fluoreszenzspur ab, das zu 

FRET-Signalabnahmen (schwarze Spur) führt (A, B). Im Gegensatz dazu kommt es beim Wechsel von 

140 mM NaCl-haltiger HBS auf 55 mM NaCl-haltiger Badlösung zu FRET-Signalzunahmen, die zu 

entgegengesetzten Verläufen der türkisen Cerulean-Fluoreszensspur und gelben FlAsH-Fluoreszenzspur 

führt (A, B). Die Zusammenfassung der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm 

dargestellt (C). Die erste Ziffer in der Klammer gibt die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm 

Glasplättchen wieder. Die zweite Ziffer in der Klammer steht für die Anzahl der Experimentiertage. Es 

wurden signifikante Unterschiede des FRET-Signals beim Wechsel zwischen einer 55 mM NaCl-haltigen 

isotonischen Badlösung und einer 140 mM NaCl-haltigen Hanks balancierten Salzösung mit dem 

*gepaarten student t-Test (Mittelwert ± SEM, **P < 0,01, ***P < 0,001) zwischen den ct-b und il3-e1 

gpH1R-Konstrukten berechnet (C). 

3.19 Validierung der FRET-Messungen 

Für die Korrelation von gemessener Änderung des FRET-Signals [%] zur tatsächlich 

vorliegenden Entfernung [nm] zwischen dem Donor und Akzeptor Fluorophor wurden 

FRET-Konstrukte238 mit α-Helices definierter Länge (Zagrovic et al., 2005) zwischen dem 

türkis fluoreszierenden Protein Cerulean und dem gelb fluoreszierenden Fluorophor 

FlAsH generiert (siehe Tabelle 3.1). Die Länge der α-Helices in den beiden 

PG-(AAKAA)2-Cerulean und PG-(AAKAA)7-Cerulean FRET-Konstrukten ist durch die 

Methode der Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS239) bekannt (Zagrovic et al., 2005). Die 

Länge der vier Alanine in dem PG-4A-GY-Cerulean Konstrukt wurde mit Hilfe des 

Programms CCP4 Molecular Graphics Version 2.10.6 aus der Kristallstruktur (PDB ID: 

5KDL240) der 4-Alanin-Insertionsvariante der an die GTPγS241 gebundenen 

Gαi1-Untereinheit (Kaya et al., 2016) ermittelt (siehe Abbildung 3.27 B). Die Entfernung 

zwischen dem Akzeptorfluorophor FlAsH und den Donorfluorophor Cerulean im 

PG-4A-GY-Cerulean FRET-Konstrukt beträgt 5,4 ± 0,3 Å (siehe Tabelle 3.1). 

Konstruktname Peptidsequenz Abstand [nm] 

PG-4A-GY-Cerulean MA-CCPGCC-AAAA-GY-SR-Cerulean 5,4 ± 0,3 Å 

PG-(AAKAA)2-GY-Cerulean MA-CCPGCC-(AAKAA)2-GY-SR-Cerulean 7,9 ± 0,4 Å 

PG-(AAKAA)7-GY-Cerulean MA-CCPGCC-(AAKAA)7-GY-SR-Cerulean 14,2 ± 0,6 Å 

Tabelle 3.1: FRET-Konstrukte mit α-Helices definierter Länge zwischen dem türkis fluoreszierendem 

Donorfluorophor Cerulean und dem gelb fluoreszierendem Akzeptorfluorophor FlAsH Die gelb 

hervorgehobene Aminosäuresequenz gibt das Tetracysteinbindemotiv für das FlAsH wieder, wobei die grün 

markierte Peptidsequenz für eine α-helikale Sekundärstruktur steht. Die grau markierten Aminosäuren sind 

                                                
238 Folgende FRET-Konstrukte wurden durch Ligation von Oligonukleotiden in den mit dem Restriktionsenzym XhoI 

geschnittenem und linearisiertem pCerulean-MCS-N1 pcDNA3.1(+) [494] Vektor erhalten (siehe Abschnitt 2.23 mit der 
Tabelle 2.19): PG-4A-GY-Cerulean pcDNA3.1 (+) [496], PG-(AAKAA)2-GYCerulean pcDNA3.1 (+) [546] und 
PG-(AAKAA)7-GY-Cerulean pcDNA3.1 (+) [551]. Hierfür wurde jeweils eine α-Helix bildende Peptidsequenz (grüne 
Peptidsequenz in Tabelle 3.1) in den Vektor eingebaut. 

239 Abkürzung SAXS vom Englischen für Small-angle X-ray scattering. Mit Hilfe der Röntgenkleinwinkelstreuung können 
Dichteunterschiede in einer Probe im Nanobereich ermittelt werden und somit Rückschlüsse auf die Größe von 
Nanopartikeln geschlossen werden (Garcia-Diez et al., 2016). 

240 Zugriffsschlüssel PDB ID: 5KDL (Kaya et al., 2016) aus der Proteindatenbank (RCSB PDB Protein Data Bank) (Berman 
et al., 2000) mit der URL-Adresse http://www.rcsb.org/, letzter Aufruf erfolgte am 17.05.2017 

241 Abkürzung GTPγS steht für die chemische Verbindung Guanosin-5-O-[gamma-thio]triphosphat. GTPγS ist ein nicht 
hydrolysierbares Analogon von Guanosin-5-triphosphat. 
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durch die Religation der XhoI Restriktionsschnittstelle in den mit dem Restriktionsenzym XhoI geschnittenem 

und linearisiertem pCerulean-MCS-N1 pcDNA3.1(+) [494] Vektor entstanden. 

Ein weiteres FRET-Konstrukt, das MV1IQ (U50-TetC)-PG-Cerulean242, wurde vom 

MV1IQ (U50-TetC) pFastBacDual Vektor generiert, welches von Christopher Yengo, 

MS. PhD (Penn State University, USA) zur Verfügung gestellt wurde. In der oberen 

50-kDa-Region des Myosin V Motorproteins243 ist ein CCPGCC Tetracysteinbindemotiv 

zwischen den beiden Aminosäurepositionen G291 und  G298 eingefügt, das die 

Anfärbung des Myosins mit FlAsH erlaubt (Sun et al., 2006). Mit Hilfe des Programmes 

CCP4MG Version 2.10.6 wurde der Abstand zwischen der Aminosäureposition P294 im 

Tetracysteinbindemotiv CCP294GCC und der Aminosäureposition D794 am Ende des 

C-Terminus des Myosins aus der Kristallstruktur (PDB ID: 1OE9) des Myosin V 

Motorproteins (Coureux et al., 2004) ermittelt (Abbildung 3.27). Die Entfernung zwischen 

dem Akzeptorfluorphor FlAsH und dem Donorfluorophor Cerulean beträgt ca. 83,61 Å 

(siehe Abbildung 3.27). 

Abbildung 3.27: Kristallstrukturen der 4-Alanin-Insertionsvariante der an GTPγS gebundenen 

Gαi1-Proteins und der oberen 50-kDa-Region des Myosin V Motorproteins Es sind jeweils die 

Entfernungen in Ångström Å zwischen den Aminosäurepositionen P294 und D794 im Myosin V Motorprotein 

mit 83,61 Å (A) bzw. zwischen den Aminosäurepositionen Q333 und F334 mit der 4 Alanin-Insertion in der 

α5-Helix des Gαi1-Proteins dargestellt (B). Die Entfernung zwischen A334 und A337 beträgt in der A-Kette 

des Gαi1-Proteins 5,10 Å und in der B-Kette des Gαi1-Proteins 5,75 Å (B). Für die Ermittlung der Entfernungen 

wurde das Programm CCP4MG Version 2.10.6, letzte Version (18.01.2016) verwendet. 

Um die maximalen FRET-Effizienzen der einzelnen FRET-Konstrukte zu ermitteln, 

wurden HEK293-Zellen mit den zuvor beschriebenen FRET-Konstrukten (siehe Tabelle 

3.1 und Abbildung 3.27) transient exprimiert, mit FlAsH angefärbt und mit Hilfe der 

FRET-Photometrie unter Verwendung von 10 mM BAL gemessen (siehe Abschnitt 

                                                
242 Mit Hilfe der PCR wurde die obere 50-kDa-Region von Myosin V mit einer einzigen IQ-Domäne [=MV1IQ (U50-TetC)], 

ohne ein cmyc-Taq (E-Q-K-L-I-S-E-E-D-L) und ohne ein FLAG-Tag (D-Y-K-D-D-D-D-K) mit einer zusätzlichen NotI 
Restriktionsschnittstelle am 5`(PO4

3-)-Ende und einer zusätzlichen XhoI Restriktionsschnittstelle am 3`(OH)-Ende 
amplifiziert und das erhaltene PCR-Produkt in den mit NotI und XhoI geschnittenem gpH1-Cerulean pcDNA3.1(+) [131] 
Vektor eingebaut, bei dem das gpH1 mit den beiden Restriktionsenymen NotI und XhoI herausgeschnitten wurde. 

243 Das Motorprotein Myosin V ist z. B. für den Transport von Organellen, Vesikeln, mRNA, Lipiden an den Aktinfilamenten 
verantwortlich. Beim Menschen gibt es drei Myosine der Klasse V (Va, Vb und Vc), die in unterschiedlichem Gewebe 
vorkommen (Trybus, 2008). 
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2.10.1). Aus der maximalen Abnahme des FRET-Signals (siehe Abbildung 3.28 A) wurde 

die maximale FRET-Effizienz aus den normalisierten Fluoreszenzintensitäten des 

Donorfluorophors Cerulean in Gegenwart (vor BAL-Zugabe) und in Abwesenheit des 

Akzeptorfluorophors FlAsH (nach BAL-Zugabe) für jedes FRET-Konstrukt einzeln 

berechnet (siehe Abschnitt 2.10.1). Die Relation der FRET-Effizienzen der einzelnen 

FRET-Konstrukte zur Entfernung zwischen FlAsH und Cerulean (siehe Abbildung 3.28 

B) zeigt, dass nur für das MV1IQ (U50-TetC)-PG-Cerulean FRET-Konstrukt eine 

Korrelation zwischen der aus der maximalen FRET-Signalabnahme ermittelten 

FRET-Effizienz zur FlAsH-Cerulean Entfernung besteht. Für alle anderen 

FRET-Konstrukte konnte diese Korrelation nicht erfüllt werden (siehe Abbildung 3.28 B). 

Abbildung 3.28: Bestimmung der maximalen FRET-Effizienz aus maximalen Abnahmen des 

FRET-Signals in Gegenwart von 10 mM BAL Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, 

transient transfizierten HEK293-Zellen mit folgenden FRET-konstrukten 

(PG-4A-GY-Cerulean = PG-4A-GY-Cerulean pcDNA3.1 (+) [496], 

PG-(AAKAA)2-GY-Cerulean = PG-(AAKAA)2-GYCerulean pcDNA3.1 (+) [546] und 

PG-(AAKAA)7-GY-Cerulean = PG-(AAKAA)7-GY-Cerulean pcDNA3.1 (+) [551] und 
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MV1IQ-PG-Cerulean = MV1IQ (U50-TetC)PG-Cerulean pcDNA3.1 (+) [561]). Die Applikation von 10 mM 

BAL (brauner Balken) verdrängt das FlAsH vollständig von seinem Tetracysteinbindemotiv, womit die gelbe 

FlAsH-Fluoreszenzspur ab und zeitgleich die türkise Cerulean-Fluoreszenzspur zunimmt. Aus dem 

normalisierten Verhältnis der FlAsH Fluoreszenzintensität zur Cerulean Fluoreszenzintensität ergeben sich 

in Gegenwart von 10 mM BAL maximale Abnahmen des FRET-Signals (A). Die maximalen 

FRET-Effizienzen wurden aus der normalisierten Cerulean Fluoreszenzintensität mittels der 

mathematischen Formel E = 1-[1/(FCerNormBAL)] bestimmt (siehe Abschnitt 2.10.1). Es wird die 

Korrelation der berechneten FRET-Effizienzen (FRETefficiency) der FRET-Konstrukte zum Abstand 

[Distance, (nm)] zwischen FlAsH und Cerulean angezeigt (B). Der Abstand R0 gibt die halbmaximale 

FRET-Effizienz E1/2 des Cerulean-FlAsH-FRET-Donor-Akzeptor-Paares (R0 = 5,4828 nm, siehe Abschnitt 

2.10.1) wieder (B). 

3.20 Bestimmung der Histaminkonzentration in murinen 

Gefäßperfusaten 

Um die gesamte intravaskuläre Histamin-Konzentration in murinen Gefäßperfusaten zu 

bestimmen, wurde ein handelsüblicher, kommerziell erhältlicher Enzym-Immunoassay 

mit einer Nachweisgrenze von 1,8 nM (0,2 ng ml-1) (siehe Abbildung 3.29) und einem 

Detektionsbereich von 1,8 – 450 nM (0,2 – 50 ng ml-1) nach den Anweisungen des 

Herstellers (Histamin ELISA Kit, ARG80457, Arigo Biolaboratories) durchgeführt (siehe 

Abschnitt 2.1). Es wurde die Absorption bei λ = 450 nm für Perfusatproben aus Wildtyp 

Mesenterialarterien (C57BL/6J), die während der Vasodilatationsexperimente 

gesammelt wurden (siehe Abschnitt 4.9) (nach Vorverengung mit 35 mM KCl) und (nach 

Vorverengung mit 20 nM U46619) an einem Mikroplattenleser (FLUOstar Omega, BMG 

Labtech) bestimmt. Alle Proben wurden in Tripletts analysiert. 

Abbildung 3.29: Kompetitiver Histamin-Enzymimmunassay Die ermittelten Mittelwerte der optischen 

Dichte (farbige x, Ordinate) bei der Wellenlänge von λ = 450 nm sind gegen die Histaminkonzentration 

(ng m-1, Abszisse) aufgetragen. In der Abszisse ist der dekadische Logarithmus zur Basis 10 angegeben. 

Im Koordinatensystem gibt die Ordinate die Absorption bei der Wellenlänge λ = 450 nm und die Abszisse 

die Histaminkonzentration (ng m-1) wieder. Es wurde die Absorption bei λ = 450 nm für Perfusatproben aus 

Wildtyp Mesenterialarterien (C57BL/6J) (n = 6 nach Vorverengung mit 35 mM KCl, links) und (n = 8 nach 

Vorverengung mit 20 nM U46619, rechts) bestimmt. 

3.21 Bestimmung der NO-Produktion in Gefäßperfusaten 

Um die gesamte intravaskuläre Nitratkonzentrationen in vaskulären Gefäßperfusaten 

aus Wildtyp- (C57BL/6J) und H1-Rezeptor gendefizienten (H1R-KO) Mesenterialarterien 
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als Maß für die NO-Produktion bei einer Fluss-induzierten Vasodilatation (siehe 

Abschnitt 4.9 mit Abbildung 4.8) zu bestimmen, wurde ein im Handel kommerziell 

erhältliches fluorometrisches Nitrat/Nitrit-Assay-Kit (Cayman Chemical Company, # 

780051, Michigan USA) gemäß den Anweisungen des Herstellers verwendet (siehe 

Abschnitt 2.24). Dafür wurden die Gefäßperfusate verwendet, die während der 

Vasodilatationsexperimente gesammelt wurden (siehe Abschnitt 4.9 mit Abbildung 4.9). 

Die Nitratkonzentration wurde auf das Gesamtvolumen der Perfusate normalisiert, die 

während der Fluss-induzierten Vasodilatation nach Vorkonstruktion mit dem 

Thromboxan A2-Rezeptor Agonisten (20 nM) U46619 (Coleman et al., 1981; Tanaka et 

al., 2004) gesammelt wurden. Alle Proben wurden in Tripletts analysiert. Die 

Nitratkonzentrationen in Gefäßperfusaten aus H1-Rezeptor gendefizienten (H1R-KO) 

Mesenterialarterien sind signifikant verringert (siehe Abbildung 3.30), was darauf 

hindeutet, dass Fluss-induzierte Scherkräfte H1-Rezeptoren aktivieren und zur 

NO-Produktion führen. Die Nitratkonzentrationen in Gefäßperfusaten aus H1R-/- waren 

stark verringert (Abbildung 3.30). Diese Ergebnisse legen nahe, dass durch Scherkräfte 

arterielle H1-Rezeptoren aktiviert werden, die zu einer Fluss-vermittelten Freisetzung 

und Produktion von NO führt. 

Abbildung 3.30: Fluorimetrische Bestimmung der NO-Produktion in murinen Gefäßperfusaten 

Zusammenfassung der normalisierten Nitratkonzentrationen [normalized nitrate concentration (µM)] in 

Gefäßperfusaten aus Wildtyp-Arterien (C57BL/6J) und aus Histamin H1-Rezeptor gendefizienten (H1R-/-) 

Arterien, die während der Fluss-induzierten Vasodilatation gesammelt wurden, wobei n die Anzahl der 

Einzelversuche angibt.. Die Nitratkonzentrationen in Gefäßperfusaten aus H1-Rezeptor gendefizienten 

(H1R-KO) Mesenterialarterien sind im Vergleich zu den Wildtyp-Arterien signifikant verringert 

(Mittelwert ± SEM, *P < 0,05, ungepaarter Student-t-Test). 
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4 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit konnte auf der molekularen Ebene gezeigt werden, dass der 

Histamin H1-Rezeptor intrinsisch mechanosensitiv ist und unabhängig vom endogenen 

Liganden Histamin mechanisch aktiviert werden kann. Überraschenderweise spielt das 

Vorhandensein einer C-terminalen Helix 8 eine Schlüsselrolle bei der mechanischen 

Aktivierbarkeit des Gq/11-Protein gekoppelten Histamin H1-Rezeptors. Somit stellt sich die 

Frage, ob die Existenz einer C-terminalen Helix 8 eine notwendige Voraussetzung für 

die mechanische Aktivierbarkeit aller Mitglieder der GPCR-Superfamilie ist? 

4.1 Mechanosensitive G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

In den letzten Jahren wurden viele zelluläre Strukturen wie Transmembranproteine, 

Adhäsionsproteine, zytosolische Proteine und das Zytoskelett als Mechanosensoren 

diskutiert. Zum ersten Mal konnte durch die Forschergruppe um Issei Komura (2004) 

eine Liganden-unabhängige mechanische Rezeptoraktivierung belegt werden, indem 

eine chronische mechanische Aktivierung des Angiotensin II AT1-Rezeptors ohne 

Beteiligung des endogenen Liganden Angiotensin II zur pathophysiologischen 

Entwicklung einer kardialen Hypertrophie führte (Zou et al., 2004). Im Gegensatz zur 

vorliegenden Arbeit, wurde die Phosphorylierung durch ERK-Kinasen als Messsystem 

für eine mechanische Rezeptoraktivierung verwendet, die sich stromabwärts im 

Effektorsystem der mechanischen Rezeptoraktivierung befindet. Diese persistierende 

mechanische Aktivierung von Angiotensin II AT1-Rezeptoren am Herzen führte zu 

Phosphorylierungsreaktionen durch ERK- und Janus-Kinasen und zur Translokation der 

Gαq/11-Untereinheit ins Zytosol. In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen die 

Transduktion bzw. der Rezeptorzustand bei einer mechanischen Stimulation entweder 

durch hypoosmotisch bedingte Membrandehnung oder durch Fluss-induzierte 

Scherkräfte mit Hilfe der intramolekularen dynamischen FRET-Photometrie bestimmt 

(siehe Abschnitt 3.2 und Abschnitt 3.10), um einen direkt am Rezeptor stattfindende 

mechanische Reaktion aufzunehmen. 

Durch den Einsatz von Angiotensinogen defizienten Mäusen (Agt-/-) und eines gegen 

den endogenen Liganden Angiotensin II gerichteten und neutralisierenden Antikörpers 

konnte die Beteiligung von Angiotensin II bei der Mechanosensitivität ausgeschlossen 

werden. Das Experiment mit selektiven inversen Agonisten zeigte, dass die beobachtete 

Mechanosensitivität des Angiotensin II AT1-Rezeptors, genaugenommen die selektive 

Beeinflussung der Mechanosensitivität rezeptorabhängig ist. Die mechanische 

Rezeptoraktivierung konnte auch hier durch den Einsatz eines selektiven inversen 

Agonisten (siehe Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.7) signifkant unterdrückt werden, womit 

erstmals eine mechanische Stimulation des AT1-Rezeptors gezeigt wurde (Zou et al., 

2004; Yasuda et al., 2008a). 

Durch die Verwendung eines selektiven inversen Agonisten wurde belegt, dass der 

Rezeptor, direkt durch Membrandehnung aktiviert wird. Ein wesentlicher Unterschied der 

vorliegenden Arbeit ist, dass die Mechanosensitivität direkt am Rezeptor und proximal in 
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der Postrezeptorsignalkaskade experimentell beobachtet wurde. Zou et al. (2004) haben 

die Mechanosensitivitär nur distal detektiert. In unseren FRET-Untersuchungen wurde 

die membraninduzierte Rezeptoraktivierung ungefähr eine Minute lang fortlaufend 

aufgezeichnet (siehe Abschnitt 3.2 und Abschnitt 3.10). Wohingegen Zou et al. (2004) 

die mechanische Stimulation stets an einem definierten Zeitpunkt, punktuell nach fünf, 

acht bzw. 45 Minuten betrachtet hat. Die Phosphorylierung durch ERK-Kinasen blieb bei 

COS-7-Zellen, die entweder den Gq/11-Protein gekoppelten Endothelin ETA-Rezeptor 

oder den Gs-Protein gekoppelten adrenergen β2-Rezeptor überexprimierten aus (Zou et 

al., 2004). Elf Jahre später konnten Jiang et al. (2015) wichtige Aminosäurepositionen 

im AT1-Rezeptor (L212, Q257 und C289) aufdecken, die zur mechanischen Aktivierung 

des AT1-Rezeptors und zur Entwicklung einer Hypertrophie von Kardiomyozyten 

beitragen (Jiang et al., 2015). Interessanterweise konnten schon Yasuda et al. (2008) 

zeigen, dass die Aminosäureposition C289 der TM7 bei der mechanisch-induzierten 

Rezeptorkonformation des AT1-Rezeptors beteiligt ist (Yasuda et al., 2008b). Die 

mechanische Rezeptoraktivierung wurde wie bei Zou et al. (2004) an einem fixen 

Zeitpunkt von 10 Minuten bestimmt und nicht über eine bestimmte Zeitspanne 

aufgenommen. 

Dagegen konnte die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Michael Mederos y Schnitzler zeigen, 

dass HEK293-Zellen, die Gq/11-Protein gekoppelte Rezeptoren wie z. B. den Endothelin 

ETA-Rezeptor, den Vasopressin V1AR, den Histamin H1R, den muskarinischen M5R, und 

den nicht-kalziumselektiven TRPC6-Kationenkanal co-exprimierten, auf eine 

Membrandehnung mit zeitabhängigen TRPC6-Einwärts- und Auswärtsströmen 

reagierten (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Die Membrandehnung wurde entweder 

durch ein direktes Aufblähen der Zelle über die Glaspipette, durch Superfusion mit einer 

hypoosmolaren Lösung in der Ganzzellkonfiguration oder durch Ansaugen der Zelle mit 

Hilfe der Glasspipette ohne Aufreißen der Zellmembran in der 

„cell-attached“-Konfiguration erreicht, das zur Registrierung von 

TRPC6-Kationenströmen führte. Hierfür wurde die DAG-vermittelte 

Kationenkanalaktivierung des TRPC6 (Hofmann et al., 1999) in der klassischen 

Ganzzellableitung wie in der vorliegenden Arbeit (siehe Abschnitt 3.5) als Messmethode 

für die mechanische Rezeptoraktivierung angewandt. Der Einsatz eines selektiven 

Endothelin ETA-Rezeptor Antagonisten Darusentan (10 µM) konnte diese TRPC6 

induzierten Ströme signifikant unterdrücken (Mederos y Schnitzler et al., 2008), womit 

erneut eine mechanische Aktivierung von Gq/11-Protein gekoppelten Rezeptoren belegt 

werden konnte. Hingegen, zeigten HEK293-Zellen, die nur den TRPC6-Kanal 

exprimieren, keine Aktivierung des TRPC6-Kanals auf eine mechanische Stimulation. 

Somit führte nur die Co-expression des TRPC-Kationenkanals mit einem Gq/11-Protein 

gekoppelten Rezeptor in HEK293-Zellen zu mechanisch induzierbaren einwärts- und 

auswärtsgerichteten Kationenströmen. Dieser Befund, dass der TRPC6-Kanal keine 

intrinsische Mechanosensitivität aufweist, ist völlig konträr zu der Beobachtung von 

Maria A. Spassova et al. (2006), und entkräfte die Arbeiten von Jonathan Soboloff und 

Donald L. Gill, die eine Aktivierung des TRPC6 auf hypoosmotische Membrandehnung 
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zeigten, die durch durch das Tarantelpeptid GsMTx-4 gehemmt wurde (Spassova et al., 

2006). Spassova et al. mussten exorbitante Unterdrücke über die Patchpipette 

applizieren, um TRPC6-Känale im isolierten Membranfleck zu aktivieren. Erst ein 

Unterdruck von 84 ± 15 mmHg244 (umgerechnet 114 ± 20 cmH2O oder 

111991 ± 19998 dyn cm-2) führte zu einer Kanalaktivierung. Dieser applizierte 

Unterdruck ist unphysiologisch hoch und findet sich lediglich natürlich als Tugordruck bei 

Bodenbakterien. Normalerweise reichen Unterdrücke von 6 cmH2O (umgerechnet 

4,4 mmHg oder 5884 dyn cm-2) aus, um endogene mechanosensitive Ionenkanäle von 

Wirbeltieren in Membranflecken zu identifizieren (Sackin, 1995b, a) Eine volle 

mechanische Aktivierung läßt sich häufig bereits bei einem Unterdruck von 35 cmH2O 

(umgerechnet 26 mmHg oder 34323 dyn cm-2) erreichen (Erxleben, 1989). Des 

Weiteren sind heterolog exprimierte mechanosensitive Tandemporen-Kaliumkanäle bei 

Unterdrücken von 40 mmHg (54 cmH2O) halbmaximal mechanisch aktiviertbar 

(Martinac, 2004; Hamill, 2006). Sogar die gut untersuchten prokaryotischen 

mechanosensitiven Ionenkanäle, die als sogenannte Drucksicherheitsventile vor einem 

erhöhtem Turgordruck schützen (Levina et al., 1999; Balleza, 2012; Kocer, 2015), 

werden bereits bei einem halbmaximalen Druck von ca. 30 mmHg (41 cmH2O) für den 

MscS, von 40 mmHg (54 cmH2O) für den MscK und von 79 mmHg (107 cmH2O) für den 

MscL aktiviert (Martinac, 2004; Hamill, 2006). Somit sind 84 ± 15 mmHg Unterdruck 

sogar für prokaryotische mechanosensitve Ionenkanäle als Aktivierungsschwelle sehr 

hoch. 

Unter physiologischen Bedingungen herrschen Scherkräfte von 1 dyn cm-2 bis 

29 dyn cm-2 im venösen (Lipowsky et al., 1978; Papaioannou und Stefanadis, 2005) und 

10 - 70 dyn/cm2 (Papaioannou und Stefanadis, 2005; dela Paz und D'Amore, 2009) im 

arteriellen Gefäßsystem mit einem arteriellen Durchschnittswert von 20 dyn cm-2 

(Papaioannou und Stefanadis, 2005; Zhou et al., 2014). In Leitungsarterien sind 

gewöhnlich Scherkräfte von bis zu 10 dyn cm-2 vorzufinden (Papaioannou und 

Stefanadis, 2005). Somit lag die auf die HUVEC applizierte Scherspannung von 

4 dyn cm-2 und 20 dyn cm-2 (siehe Abschnitt 3.11 mit Abbildung 3.17 C und F) im 

physiologischen Bereich. 

Interssanterweise war der Gs-Protein gekoppelte adrenerge β2AR wie schon bei Zou et 

al. (2004) gezeigt, nicht mechanosensitiv (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Mit der 

Verwendung verschiedener hypoosmolaren Lösungen absteigender Osmolarität 

(250 mOsm kg-1, 200 mOsm kg-1, 150 mOsm kg-1 und 100 mOsm kg-1) wurde die 

intrinsische Mechanosensitivität des adrenergen β2AR näher untersucht, indem die 

intrazelluläre Erhöhung der cAMP-Spiegel durch hypoosmotisch induzierte 

Membrandehnung detektiert wurde (Mederos y Schnitzler et al., 2008). 

Interessanterweise blieb eine intrazelluläre Erhöhung der cAMP-Spiegel bei 

mechanischer Stimulation des β2AR aus. Wohingegen unter dem β2-Agonisten 

                                                
2441 dyn cm-2 = 10-6 bar = 1 g cm s-2 = 10-5 N = 7,50062×10-4 mmHg. Somit entspricht 84 mmHg = 111991 dyn cm-2. 

1 mmHg = 1,36 cmH2O. 84 mmHg = 114 cmH2O. 1 mmHg= 133 Pa. 
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Isopreterenol und dem Adenylylzklaseaktivator Forskolin (Seamon et al., 1981) erhöhte 

cAMP-Spiegel beobachtet werden konnten (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Diese 

Beobachtungen deuten daraufhin, dass der adrenerge β2AR mit hoher 

Wahrscheinlichkeit nicht mechanosensitiv ist. Es wäre aufschlussreich zu ergründen, 

warum einige GPCR nicht mechanosensitiv sind. Somit stellt sich die weiterführende 

Frage, welche strukturellen Unterschiede des adrenergen Gs-Protein gekoppelten β2AR 

im Vergleich zu den mechanosensitiven Gq/11-Protein gekoppelten Rezeptoren sind dafür 

verantwortlich, dass der β2AR nicht mechanosensitiv ist? 

Ayako Makino et al. (2006) konnten mittels intermolekularer FRET-Untersuchungen nur 

zwei Jahre nach Entdeckung des mechanosensitiven Angiotensin II AT1-Rezeptors den 

Gi/o-Protein gekoppelten Formylpeptidrezeptor Typ1 FPR1 als einen Mechanosensor für 

Fluss-induzierte Scherkräfte in neutrophilen Leukozyten beschreiben, der für die 

Rückbildung von Pseudopodien, den temporären Ausstülpungen von neutrophilen 

Leukozyten verantwortlich ist. Auch hier konnte durch die Verwendung von inversen 

Agonisten die rezeptorabhängige Mechanosensitivität des Formylpeptidrezeptors 

aufgehoben und die Rückbildung der Pseudopodien verhindert werden (Makino et al., 

2006; Storch et al., 2012). Hierfür wurden intermolekulare FRET-Messungen zwischen 

der Gαi1-Untereinheit mit einem gelb fluoreszierenden Protein (Gαi1-YFP-F46L) und der 

Gβ1γ2-Untereinheit des Gi-Proteins mit einem türkis fluoreszierendes Protein (CFP-N-Gβ1) 

in differenzierten HL60-Zellen durchgeführt. Fluss-induzierte Scherkräfte (5 dyn cm-2) 

zeigten FRET-Signalabnahmen, die vermutlich auf eine Abnahme der konstitutiven 

Rezeptoraktivität des Formylpeptidrezeptors Typ1 FPR1 durch mechanische Stimulation 

hinweist (Makino et al., 2006). Es ist zu hinterfragen, ob eine Überexpression des 

Gi-Proteins zu einer konstitutiven Aktivität des Formylpeptidrezeptors Typ1 FPR1 führt? 

Ein bedeutender Unterschied zur vorliegenden Arbeit ist, dass mit Hilfe der 

intramolekularen FRET-Photometrie die Mechanosensitivität direkt am Rezeptor 

experimentell betrachtet wurde (siehe Abschnit 3.2). Ayako Makino et al. (2006) hat 

dagegen die Mechanosensitivität nur distal durch Gi-Protein-Aktivierung mit Hilfe der 

intermolekularen FRET-Methode, die in einer Dissoziation des Gi-Proteins resultiert, 

detektiert. In dieser vorliegenden Arbeit wurde die mechanisch induzierte 

Konformationsänderung des H1-Rezeptors mit Hilfe der intramolekularen 

FRET-Photometrie (siehe Abschnitt 2.10.2) genauer untersucht, indem die mechanische 

Rezeptoraktivierung des Histamin H1-Rezeptors ca. eine Minute lang aufgezeichnet 

wurde (siehe Abschnitt 3.2 und Abschnitt 3.10). 

Die Arbeitsgruppe um John A. Frangos konnte erstmals unter Anwendung der 

intramolekularen dynamischen FRET-Photometrie zeigen, dass der Gq/11- sowie der 

Gi-Protein-gekoppelte Bradykinin B2-Rezeptor auf Fluss-induzierte Scherkräfte 

(16 dyn cm-2 und 30 dyn cm-2), auf eine hypoosmotische Membrandehnung 

(Osmolaritätsänderung von 284 mOsm kg-1 auf 142 mOsm kg-1) sowie auf eine erhöhte 

Membranfluidität (15 mM Benzylalkohol) reagierte (Chachisvilis et al., 2006). Mit Hilfe 

der intramolekularen dynamischen FRET-Untersuchungen von Endothelzellen aus der 

Aorta des Hausrindes, die ein B2-Rezeptor-Konstrukt mit einem gelb fluoreszierenden 
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Protein in der dritten intrazellulären Schleife und einem cyan fluoreszierenden Protein 

am C-Terminus heterolog exprimierten, zeigten deutliche FRET-Signalabnahmen auf 

eine mechanische Stimulation, womit erstmals eine Konformationsänderung eines 

GPCR auf einen mechanischen Reiz beobachtet wurde. Die Agonisten und mechanisch 

induzierten FRET-Signale führten zu vergleichbaren FRET-Signalabnahmen. Erneut 

konnte die Verwendung eines selektiven B2-Rezeptorantagonisten HOE140 (10 µM) die 

mechanische Aktivierung des Bradykinin B2-Rezeptors signifikant unterdrücken 

(Chachisvilis et al., 2006; Storch et al., 2012). Ein Vorteil der intramolekularen 

dynamischen FRET-Untersuchung ist das direkte Monitoring der mechanischen 

Rezeptoraktivierung des B2-Rezeptors. Ein großer Nachteil dagegen ist, dass das 

B2-Rezeptor-Konstrukt nur eine minimale FRET-Änderung von 1-2% detektiert. Diese 

minimale Änderung des FRET-Signals ist mit einer großen Wahrscheinlichkeit durch die 

sterische Hinderung des gelb fluoreszierenden Proteins in der dritten intrazellulären 

Schleife begründet. Wie in dieser vorliegenden Arbeit gezeigt (siehe Abschnitt 3.15), ruft 

auch hier eine Veränderung des lateralen Druck-Spannungsprofils in der 

Lipid-Doppelschicht mit einer erhöhten Membranfluidität einen mechanisch induzierten 

Rezeptorzustand des Bradykinin B2-Rezeptors hervor. Chachisvilis et al. (2006) konnten 

zum ersten Mal beobachten, dass mechanosensitive GPCR an der Vermittlung 

mechanischer Stimuli in Endothelzellen, wie auch Gegenstand in dieser vorliegenden 

Arbeit,  beteiligt sind (siehe Abschnitt 3.11). 

Des Weiteren konnten John A. Frangos und Mirianas Chachivilis mit intramolekularen 

dynamischen FRET-Untersuchungen einen Agonisten-unabhängigen Rezeptorzustand 

des Gs-, Gq/11- und Gi/o-Protein gekoppelten Parathormon PTH1-Rezeptors in murinen 

präosteoblastischen MC3T3-E1-Zellen unter Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte 

(16 dyn cm-2) beobachten, das unterschiedlich zum Agonisten induzierten 

Rezeptorzustand ist. Die Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte führte zu einer 

FRET-Signalzunahme um ca. +25%. Wohingegen die Applikation des Parathormons 

PTH 1-34 (1 µM) eine deutliche FRET-Signalabnahme um -35% verursachte und damit 

einen Agonisten-induzierten Rezeptorzustand belegt. Für die dynamischen 

intramolekularen FRET-Messungen wurde ein PTH1-Rezeptor-Konstrukt mit einem gelb 

fluoreszierenden Protein (Citrin) in der dritten intrazellulären Schleife und ein türkis 

fluoreszieredes Protein (Cerulean) am C-Terminus des PTH1-Rezeptors heterolog 

exprimiert. Interessanterweise war die Zunahme des FRET-Signals auf Fluss-induzierte 

Scherkräfte in Anwesenheit des endogenen Agonisten PTH 1-34 (1 µM) um 50% 

reduziert, dass vermutlich durch einen anderen Konformationszustand des 

PTH1-Rezeptors bei einer Agonistenstimulation bedingt sein kann (Zhang et al., 2009). 

Interessanterweise konnte zudem eine Zunahme des FRET-Signals bei einer erhöhten 

Membranfluidität durch die Verwendung von Benzylalkohol (15 mM) erreicht werden 

(Zhang et al., 2009). Sowohl bei der Applikation von Benzylalkohol (15 mM) als auch von 

Methyl-β-Cyclodextrin (10 mM) nahm das FRET-Signal zu, was auf einen 

Rezeptorzustand des PTH1-Rezeptors hindeutet, der wahrscheinlich einem mechanisch 

induzierten Rezeptorzustand ähnelt. Beim PTH1-Rezeptor löste die Fluss-induzierte 
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Scherkraft von 16 dyn cm-2 FRET-Signalzunahmen wie bei der Applikation von 

Benzylalkohol (15 mM) oder bei einer Cholesterolverarmung der Zellmembran durch 

Methyl-β-Cyclodextrin (10 mM) aus. Daher erscheint es, dass die Fluss-induzierte 

Scherkraft auch zu einer Erhöhung der Membranfluidität führt, obwohl das Zeichen der 

FRET-Änderung zwischen dem PTH1-Rezeptor (FRET-Signalzunahme) und dem 

B2-Rezeptor (FRET-Signalabnahme) unterschiedlich ist. Schon im Jahre 2001 wurde 

durch Peter R. J. Butler et al. gezeigt, dass Fluss-induzierte Scherkräfte zu einer 

erhöhten Membranfluidität in der Lipiddoppelschicht führen können (Butler et al., 2001). 

In beiden Arbeiten fehlt ein entscheidendes Experiment, das den Einfluss einer 

cholesterolarmen Zellmembran auf die mechanische Aktivierbarkeit des 

PTH1-Rezeptors und des B2-Rezeptors näher untersucht. In unseren 

FRET-Untersuchungen (siehe Abschnitt 3.15 mit Abbildung 3.24 A und B) konnte 

beobachtet werden, dass Cholesterol in der Zellmembran die FRET-Signalabnahmen 

unter hypoosmotischer Membrandehnung signifikant verringert (siehe Abschnitt 3.15 mit 

Abbildung 3.24 A und B), was darauf hinweist, dass eine Cholesterolverarmung der 

Zellmembran das intrinsische Kraftprofil in einer Lipid-Doppelschicht beeinflusst und 

dadurch einen mechanisch induzierbaren Rezeptorzustand des H1-Rezeptors 

stabilisiert. 

Auch der Gi/o-gekoppelte humane Serotonin 5-HT1B-Rezeptor konnte durch Fluss-

induzierte Scherkräfte aktiviert werden. Analog zum Bradykinin B2- und PTH1-Rezeptor 

wurde erneut ein FRET-Rezeptorkonstrukt mit einem gelb fluoreszierenden Protein 

(Citrin) in der dritten intrazellulären Schleife und einem türkis fluoreszierendem Protein 

(Cerulean) am C-Terminus245 des 5-HT1B-Rezeptors konstruiert. Dynamische 

intramolekulare FRET-Untersuchungen zeigten im Vergleich zum Bradykinin B2-, 

PTH1- und zum Histamin H1-Rezeptor FRET-Signalzunahmen um ca. +10-12% unter 

dem endogenen Liganden Serotonin (500 µM) (Candelario und Chachisvilis, 2012). 

Dagegen konnte die Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte (16 dyn cm-2) 
FRET-Signalabnahmen um ca. -4-6% induzieren, was erneut auf einen 

Agonisten-unterschiedlichen, mechanisch induzierbaren Rezeptorzustand hinweist. Wie 

beim PTH1-Rezeptor beobachtet wurde, waren Fluss-induzierte FRET-Signalabnahmen 

in Gegenwart des endogenen Liganden um 90% reduziert, womit der Effekt des 

Agonisten durch Scherkräfte gemildert wird. Im Gegensatz zum Histamin H1-Rezeptor 

(siehe Abschnitt 3.10 mit Abbildung 3.16) und zum Bradykinin B2-Rezeptor (Chachisvilis 

et al., 2006) zeigte der Serotonin 5HT1B-Rezeptor mechanisch induzierte 

FRET-Signalabnahmen und Agonisten induzierte FRET-Signalzunahmen (Candelario 

und Chachisvilis, 2012). Dagegen zeigte der PTH1-Rezeptor mechanisch induzierte 

FRET-Signalzunahmen auf Fluss-induzierte Scherkräfte und FRET-Signalabnahmen 

auf Agonistenstimulation (Zhang et al., 2009). Diese beiden Rezeptoren zeigten erstmals 

eine Agonisten-unterschiedliche Transduktion durch mechanische Stimulation. Um die 

                                                
245 Das Donorfluorochrom Cerulean wurde an einen um fünf Aminosäuren gekürzten C-Terminus des humanen Serotonin 

5-HT1B-Rezeptor fusioniert, um eine bessere FRET-Effizienz zu erzielen (Candelario und Chachisvilis, 2012). 
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Frage zu beantworten, ob die mechanische Rezeptoraktivierung tatsächlich unabhängig 

von der Agonistenstimulation ist, wurde die Histaminbindung durch zwei 

Aminosäureaustasche (D116A und F433A) in der orthosterischen Ligandenbindetasche 

unterbunden und die H1-Rezeptormutante (H1R-mut) näher auf die mechanische 

Aktivierung hin untersucht (siehe Abschnitt 3.5). FRET-Messungen, ratiometrische 

Kalziummessungen mit Fura-2 sowie elektrophysiologische Messungen in der 

Ganzzellableitung mit der H1-Rezeptormutante zeigten keine FRET-Signalabnahmen 

(siehe Abschnitt 3.5 mit Abbildung 3.8 A), keine Kaziumzunahmen (siehe Abschnitt 3.5 

mit Abbildung 3.9 A und C) sowie keine TRPC vermittelte Kationenströme (siehe 

Abschnitt 3.5 mit Abbildung 3.9 B) auf Agonistenstimulation, aber immer noch deutliche 

FRET-Signalabnahmen, Kalziumzunahmen und Kationenströme auf hypoosmotisch 

induzierte Membrandehnung. Somit zeigten diese Ergebnisse, dass die 

H1-Rezeptormutante nicht mehr auf die Agonistenstimulation reagierte, aber immer noch 

mechanosensitiv war (siehe Abbildung 3.8 A). Somit kann belegt werden, dass die 

mechanische Rezeptoraktivierung unabhängig von der Agonistenbindung ist (siehe 

Abschnitt 3.5). 

Des Weiteren führte die Verwendung von Benzylalkohol (15 mM) wie schon beim 

Bradykinin B2-Rezeptor und beim PTH1-Rezeptor beobachtet zu einer gleichen 

FRET-Signaländerung wie bei der Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte. Es ist 

fraglich, ob die Verwendung von Benzylalkohol einen dynamischen intramolekularen 

FRET ermöglicht, da eine Arbeit vom Jahre 2012 zeigt, dass die Verwendung von 

Benzylalkohol eine Phasentrennung in der Lipid-Doppelschicht verursacht (Muddana et 

al., 2012), was zu einer räumlichen Neuordnung und folglich zu einer Anreicherung von 

integralen Proteinen führen kann. Das würde im Hinblick auf die FRET-Untersuchungen 

bedeuten, dass dadurch auch ein intermolekularer FRET zwischen dem Donor- und dem 

Akzeptorfluorochrom von zwei räumlich nicht weit voneinander getrennten (R0 < 10 nm) 

Rezeptorkonstrukten stattfinden kann und dadurch nicht ausschließlich intramolekulare, 

sondern auch intermolekulare dynamische FRET-Messungen detektiert werden können. 

Im Gegensatz zu den Arbeiten von Mirianas Chachivilis (Chachisvilis et al., 2006; Zhang 

et al., 2009; Candelario und Chachisvilis, 2012) wurde in der vorliegenden Arbeit das 

kleine gelb fluoreszierende arsenhaltige Molekül FlAsH anstelle von YFP bzw. Citrin als 

ein Akzeptorfluorochrom verwendet (siehe Abschnitt 2.10.2 mit Abbildung 2.12). Mit 

einer atomaren Masseneinheit von < 0,7 kD besitzt FlAsH gegenüber fluoreszierende 

Proteine wie z. B. YFP und Citrin mit einer atomaren Masseneinheit von 

~ 27 kDa - 30 kDa (Cody et al., 1993; Hoffmann et al., 2005; Adams und Tsien, 2008; 

Hoffmann et al., 2010) einen wesentlichen Größenvorteil, so dass 

Konformationsänderungen von Proteinen kaum durch die Größe des gelb 

fluoreszierende FlAsH sterisch gehindert werden. Somit können verschiedene 

Rezeptorzustände von GPCR genauer untersucht werden. Auch die Verwendung von 
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eCFP246 (Poea-Guyon et al., 2013) anstelle von mCerulean247 als ein Donorfluorochrom 

bringt einige Nachteile wie eine geringe Quantenausbeute, einen geringen 

Extinktionskoeffizienten (Rizzo et al., 2004), eine pH-Wert abhängige 

Fluoreszenzintensität (Poea-Guyon et al., 2013) und eine geringere Photostabilität 

(Fredj et al., 2012) mit sich, so dass bei zeitaufgelösten dynamischen 

FRET-Untersuchungen ein schnelleres Photobleichen mit einer schnellen Abnahme der 

Fluoreszenzintensität über die Zeit erfolgen kann. 

Da wir FRET-basierte Experimente mit hypoosmolaren Lösungen durchgeführt haben, 

sind Änderungen des pH-Wertes und der Chloridkonzentration möglich, die das türkis 

fluoreszierende Protein beeinflussen können (Germond et al., 2016). Daher wurde bei 

allen unseren FRET-Untersuchungen mCerulean als eine verbesserte, photostabilere 

Variante von eCFP verwendet. 

Interessanterweise zeigte bisher nur der PTH1-Rezeptor248 ein Vertreter aus der Klasse 

B der GPCR-Superfamile typischerweise mit einem relativ langen N- (120 Aminosäuren) 

und relativ langem C-Terminus mit 130 Aminosäuren (Gardella und Vilardaga, 2015) im 

Gegensatz zu Klasse A GPCR eine mechanisch induzierte FRET-Signalzunahme, was 

höchstwahrscheinlich für eine andere mechanisch induzierte Transduktion von Klasse B 

GPCR spricht. Es wäre aufschlussreich, weitere Klasse B GPCR mit aufgeklärter 

Struktur wie z. B den Glucagon-ähnliche Peptid-1-Rezeptor (GLP-1 Rezeptor) (Jazayeri 

et al., 2017; Liang et al., 2018), den Calcitonin Rezeptor (Liang et al., 2017), den 

Glucagon Rezeptor (Zhang et al., 2017b) sowie den Corticotropin-releasing factor 

Rezeptor Typ 1 (CRF1R) (Hollenstein et al., 2013) auf eine mechanische Stimulation mit 

Fluss-induzierten Scherkräften zu untersuchen. 

Im Jahre 2008 konnte Noritaka Yasuda erstmals einen Vorschlag für eine mechanisch 

induzierten Rezeptorzustand des Gq/11-gekoppelten Angiotensin II AT1-Rezeptors auf 

molekularer Ebene mit Hilfe der SCAM-Methode (siehe Abschnitt 1.6.7) machen, die im 

Gegensatz zur Agonisten induziertem Rezeptorzustand eine Rotation und Verschiebung 

der TM7 gegen den Uhrzeigersinn in die orthosterische Ligandenbindestasche durch 

                                                
246 Das eCFP (Abkürzung vom Englischen enhanced cyan fluorescent protein) ist eine Weiterentwicklung der aus der 

Qualle Aequorea victoria gewonnenem grün fluoreszierendem Protein GFP (green flurescent protein), indem die 
Aminosäurepositionen N146I, M153T, V163A, F64L, S65T und T66W ausgetascht wurden. Durch den T66W 
Aminosäurenaustausch wurde das fünfgliedrige konjugierte π-Imidazolinon-Ringsystem um den aromatischen 
Heterozyklus des Tryptophans vergrößert (Fabienne et al., 2016). 

247 Das Cerulean ist eine weiterentwickelte Variante von eCFP, das durch folgende Aminosäurenaustausche S72A, 
Y145A und H148D gewonnen wurde (Rizzo et al., 2004). Im Gegensatz zu eCFP liegt mCerulean (monomeric 
Cerulean) als ein Monomer aufgrund der zusätzlichen A206K Mutation vor (Malo et al., 2007; Day und Davidson, 
2009; Fabienne et al., 2016), wodurch idealerweise eine 1:1 - Stöchiomtrie zwischen dem Akzeptor-Fluorochrom 
FlAsH und dem Donor-Fluorochrom mCerulean vorliegt. Zudem besitzt es einen höheren Extinktionskoeffizienten, 
eine höhere Quantenausbeute mit QYmCerulean = 0,62 gegenüber QYeCFP = 0,40 (Day und Davidson, 2009) bzw. mit 
QYmCerulean = 0,67 gegenüber QYeCFP = 0,37 (Fabienne et al., 2016) und eine mindestens 1,5-fach (Day und Davidson, 
2009) bis 2,5-fach stärkere (Rizzo et al., 2004) Leuchtkraft als eCFP sowie ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis in 
FRET-basierten Untersuchungen (Rizzo et al., 2004; Day und Davidson, 2009). Die Fluoreszenzlebensdauer von 
Cerulean besitzt eine mono-exponentielle Kinetik gegenüber eCFP mit einer bi-exponenetiellen Kinetik (Bae et al., 
2003). Das Cerulean ist auch photostabiler (Rizzo et al., 2004) und reagiert nicht so empfindlich gegenüber 
pH-Wertänderungen (Kremers et al., 2006; Shaner et al., 2007; Markwardt et al., 2011; Poea-Guyon et al., 2013) und 
Chloridkonzentrationen. 

248 Zugriffsschlüssel PDB ID: 6NBF, 6NBH, 6NBI (Zhao et al., 2019b) aus der Proteindatenbank (RCSB PDB Protein Data 
Bank) (Berman et al., 2000) mit der URL-Adresse http://www.rcsb.org/, letzter Aufruf erfolgte am 21.07.2019. 
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Membrandehnung suggeriert (Yasuda et al., 2008a; Yasuda et al., 2008b; Storch et al., 

2012). Interessanterweise zeigte der Histamin H1-Rezeptor mit dem FlAsH-Bindemotiv 

am Beginn des C-Terminus keine FRET-Signalabnahme als Reaktion auf Histamin, aber 

die größte mechanisch-induzierte FRET-Signalabnahme bei einer hypoosmotischen 

Membrandehnung. In dieser Arbeit konnte Noritaka Yasudas Vorschlag einer 

mechanischen Rezeptoraktivierung, die eine Rotation und Verschiebung der TM7 gegen 

den Uhrzeigersinn in die orthosterische Ligandenbindestasche vermutet (Yasuda et al., 

2008b) bestärkt werden, da mechanisch vermittelte FRET-Signalabnahmen umso 

größer waren, je näher sich das FlAsH-Tetracysteinbindemotiv an der TM7 befand: 

ct-b > il3-e2 > il3-e1 > il3-m > il3-b (siehe Abschnitt 3.4). Im Gegensatz dazu wurde ein 

inaktiver Rezeptorzustand des Angiotensin II AT1-Rezeptors mit dem selektiven inversen 

Agonisten Candesartan stabilisiert, indem die Konformationsänderung der TM7 in den 

aktiven Rezeptorzustand unterdrückt wird. Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der 

Carboxygruppe des inversen Agonisten Candesartan und den Aminosäurepositionen 

Q257 der TM6 und T287 der TM7 arretieren den AT1-Rezeptor im inaktiven 

Rezeptorzustand (Yasuda et al., 2008a; Yasuda et al., 2008b; Akazawa et al., 2009; 

Sharif-Naeini et al., 2010). Somit besitzt der Agiotensin II AT1R zwei unabhängige 

Perzeptionen und Transduktionen: eine Chemosensorik und eine Mechanosensorik 

sowie ihre entsprechenden Transduktionen. 

Aus den Untersuchungen in der klassischen Ganzzellableitung konnten Michael 

Mederos et al. (2008) zeigen, dass der Histamin H1-Rezeptor am stärksten 

mechanosensitiv war und den stärksten zeitabhängigen TRPC6-Einwärts- und 

Auswärtsstrom auslöste (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Wie erwartet zeigte die 

H1-Rezeptormutante mit den zwei Aminosäurenaustauschen D116A und F433A in der 

orthosterischen Ligandenbindetasche keine einwärts-und auswärtsgerichteten 

TRPC6-Kationenströme auf Histamin, aber deutliche Stromzunahmen auf eine 

mechanische Stimulation mit einer hypoosmolaren Lösung (siehe Abschnitt 3.5 mit 

Abbildung 3.9). Auch Bongnam Jung et al. konnten (2012) zeigen, dass der Sphingosin 

S1P1-Rezeptor trotz einer zerstörten orthosterischen Ligandenbindetasche (R120A) für 

Sphingosin-1-phosphat immer noch mechanosensitiv auf Fluss-induzierte Scherkräfte 

im vaskulären Endothel reagierte (Jung et al., 2012). Diese Befunde stehen im Einklang 

mit der Agonisten-unabhängigen mechanischen Rezeptoraktivierung des Histamin 

H1-Rezeptors (siehe Abschnitt 3.11). 

Bei der Mehrheit der GPCR bewirkt eine Rezeptoraktivierung eine konsekutive 

sogenannte β-Arrestin-1- oder -2-Rekrutierung (Benovic et al., 1987; Lohse et al., 1990; 

Pippig et al., 1993; Gurevich et al., 1995). Diese β-Arrestin-Rekrutierung kann wiederum 

in eine Desensitizierung, eine eigene β-Arrestin-vermittelte Signalweiterleitung oder in 

eine Rezeptorinternalisierung münden bzw. enden (Hamdan et al., 2005; DeWire et al., 

2007; Smith und Rajagopal, 2016; Cahill et al., 2017). Mit Hilfe des 
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Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfers249 (BRET) kann die 

β-Arrestin-Rekrutierung als ein strahlungsfreier Energietransfer zwischen dem 

BRET-Donor, dem biolumineszierenden Enzym Luciferase (Rluc) aus der Seefeder 

Renilla reniformis, und dem BRET-Akzeptorfluorochrom, einem gelb fluoreszierenden 

Protein wie z. B. Venus, gemessen werden (Hamdan et al., 2005; Pfleger und Eidne, 

2006; Salahpour et al., 2012; Donthamsetti et al., 2015). 

In COS7-Zellen, die den AT1-Rezeptor mit dem gelb fluoreszierenden Protein Venus 

(AT1R-Venus), und β-Arrestin-2 mit der Renilla Luciferase (βArr2-RLuc) co-exprimierten, 

löste sowohl eine Membrandehnung mit hypoosmolarer Lösung (273 mOsm kg-1) als 

auch eine Agonistenstimulation mit Angiotensin II (100 nM) eine 

β-Arrestin-2-Rekrutierung aus, das in beiden Fällen durch den selektiven inversen 

Agonisten Losartan (1 µM) unterdrückt werden konnte (Mederos y Schnitzler et al., 

2008). Mit der BRET-Methode können einige Nachteile, die mit der Verwendung von 

FRET-basierten Experimenten verbunden sind, wie die gleichzeitige Anregung des 

Donor- und Akzeptor-Fluorochroms mit der Anregungswellenlänge des 

Donor-Fluorochroms, das sogenannte optische Übersprechen („cross-talk“), das 

Photobleichen beider Fluorochrome mit der Anregungswellenlänge des 

Donor-Fluorochroms (siehe Abschnitt 2.10 mit Abbildung 2.11) und die Autofluoreszenz 

der gemessenen Probe umgangen werden (Pfleger und Eidne, 2006). Außerdem wird 

keine externe Lichtquelle, die monochromatisches Licht speist, zur Anregung des 

BRET-Donors benötigt und somit entfällt das Fluoreszenzsignal des angeregten 

Donor-Fluorochroms, was zu einem besserem Signal zu Rausch-Verhältnis führt (Lohse 

et al., 2012). 

Die Arbeitsgruppe um Howard Allan Rockman konnte zeigen, dass die osmotisch 

bedingte β-Arrestin-2-Rekrutierung an den AT1-Rezeptor einen ähnlichen 

Rezeptorzustand auslöst wie mit allosterischen Agonisten für das β-Arrestin 

Effektorsystem („β-Arrestin biased agonists“), die eine β-Arrestin-Rekrutierung ohne 

eine vorangegangene orthosterische Ligandenbindung und ohne eine 

G-Protein-Aktivierung verursachen. Es wird angenommen, dass die Membrandehnung 

aktive Konformationen des AT1-Rezeptors und des β-Arrestin-2 induziert, die 

ausschließlich durch allosterische Agonisten stabilisiert werden können. Somit fungiert 

die Membrandehnung als ein sogenannter allosterischer Agonist für die 

β-Arrestin-2-Rekrutierung (Rakesh et al., 2010; Scimia et al., 2012; Tang et al., 2014; 

Hodavance et al., 2016. Rakesh et al. (2010). Sowohl in vitro als auch in vivo 

Experimenten wurde beobachtet, dass eine Membrandehnung erstens zur 

Phosphorylierung des AT1-Rezeptors durch die beiden GPCR-Kinasen GRK5 und 

GRK6, zweitens zur β-Arrestin-2-Rekrutierung und drittens zu einer ERK1/2-Aktivierung 

                                                
249 Die Methode des Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfers beruht darauf, dass bei der Oxidation des Substrats 

Coelenterazin h durch das Enzym Renilla-Luciferase Licht mit einer Wellenlänge von λ = 475-480 nm emittiert wird 
(Biolumineszenz), das den BRET-Akzeptorfluorochrom Venus in einer Entfernung von < 10 nm (< 100 Å) anregt und 
dann Licht mit einer Wellenlänge von λ = 530 nm emittiert wird. Das BRET-Signal wird als ein Verhältnis beider 
emittierter Wellenlängen von YFP und Renilla-Luciferase (YFP/RluC) dargestellt (Hamdan et al., 2005; Pfleger und 
Eidne, 2006; Salahpour et al., 2012; Donthamsetti et al., 2015). 
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führte, die durch die Verwendung eines spezifischen inversen Agonisten (Losartan oder 

Candesartan) unterdrückt werden konnten (Rakesh et al., 2010). Diese Befunde lassen 

vermuten, dass eine Liganden-unabhängige mechanische Rezeptoraktivierung des 

AT1-Rezeptors andere Effektorsysteme außer dem Gq/11-Protein Effektorsystem 

aktiviert. Dagegen stützen unsere ratiometrischen Kamera-basierten 

Kalziummessungen mit Fura-2 an HEK293-Zellen, die den Histamin H1-Rezeptor stabil 

exprimierten, die Hypothese, dass GPCR Liganden-unabhängig als Mechanosensoren 

fungieren und eine Gαq/11-Protein-Aktivierung bewirken können. Mit der Verwendung des 

spezifischen Gαq/11-Protein Inhibitors YM-254890 konnten osmotisch bedingte 

Kalziumerhöhungen signifikant unterdrückt werden (siehe Abschnitt 3.4). 

Kriti Rakesh et al. (2010) zeigten mit intermolekularen FRET-Messungen zwischen mit 

dem monomeren CFP fusioniertem AT1-Rezeptor (AT1R-mCFP) und mit dem YFP 

gebundenem β-Arrestinen (β-arrestin-1-YFP und β-arrestin-2-YFP) nur eine minimale 

3-5%ige mechanisch induzierte (137 mOsm kg-1) FRET-Signalzunahme (Rakesh et al., 

2010). Wohingegen die Agonistenstimulation mit einer 10-fach höheren Angiotensin II 

Konzentration (1 µM) als sonst üblich angewandt eine 20-25%ige FRET-Signalzunahme 

zeigte. Diese 10-fach höhere, supramaximale Angiotensin II Konzentration führte zu 

einer maximalen Aktivierung des AT1-Rezeptors und schließlich zu einer 

β-Arrestin-Rekrutierung. Die hypoosmotisch bedingte Membrandehnung führte dagegen 

nur zu einer 5-7-fach geringeren β-Arrestin-Rekrutierung. Die β-Arrestin-Rekrutierung 

konnte nur bei sehr hohen Angiotensin II Konzentration detektiert werden. Daraus kann 

man folgern, dass die hypoosmotische Membrandehnung vermutlich vielmehr eine 

Gq/11-Proteinaktivierung hervorruft, die nicht durch das AT1R-mCFP-β-arrestin-YFP 

FRET-Paar detektiert werden konnte. Mit der Verwendung eines FRET-Sensors für 

Diazylglycerol (DAGR = Diacylglycerol-Reporter), der eine Diazylglycerol-bindende 

C1-Domäne der Proteinkinase C βII zwischen einem türkis fluoreszierenden (CFP) und 

einem gelb fluoreszierenden Protein YFP hat, wurde auf die mechanisch induzierte 

Bildung des sekundären Botenstoffs DAG hin näher untersucht (Rakesh et al., 2010). 

Bei einer Aktivierung des AT1-Rezeptors mit 100 nM Angiotensin II transloziert der 

DAG-FRET-Sensor vom Zytosol zur Plasmamembran, um neu gebildetes DAG zu 

binden, was zu einer ca. ziemlich geringen 2%igen FRET-Signalzunahme führt, die 

proportional zur vorhandenen DAG-Konzentration ist (Violin et al., 2006). Eine 

hypoosmotische Membrandehnung (137 mOsmkg-1) resultierte in keiner Änderung des 

FRET-Signals, was auf ein Ausbleiben einer Gq/11-Protein-Aktivierung hinweist. Es ist 

fraglich, ob der DAG-FRET-Sensor, der nur eine 2%igen FRET-Änderung auf 1 µM 

Angiotensin zeigte überhaupt sensitiv genug ist, um eine mechanische induzierte 

Gq/11-Protein-Stimulation zu detektieren. Auch fehlt das entscheidende 

FRET-Kontrollexperiment zwischen dem AT1R-mCFP und einer mit YFP fusionierten 

Gα-Untereinheit des Gq/11-Proteins (Gα-YFP), um die G-Protein-Aktivierung bei einer 

mechanischen Aktivierung des AT1-Rezeptors zu untersuchen. 

Auch die Forschungsergebnisse von Maria Cecilia Scimia (2012) gelangen zu einer 

ähnlichen Erkenntnis, dass eine Agonisten-unabhängige mechanische Aktivierung des 
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Apelinrezeptors eine β-Arrestin-Rekrutierung begünstigt und eine Gi-Protein-Aktivierung 

verhindert (Scimia et al., 2012). Wie schon früher für den Angiotensin II AT1-Rezeptor 

beschrieben (Zou et al., 2004) trägt auch die mechanische Aktivierung des 

Apelinrezeptors zur Ausbildung einer belastungs-induzierten Herzhypertrophie bei 

(Scimia et al., 2012). Sowohl Apelinrezeptor- als auch β-Arrestin-2-gendefiziente Mäuse 

entwickelten keine Herzhypertrophie bei anhaltender Überlastung. Dagegen zeigte die 

Apelin-induzierte Gi-Protein-Aktivierung protektive Effekte am Herzen (Scimia et al., 

2012). Somit ist der Gi-Protein gekoppelte Apelinrezeptor ein weiterer 

mechanosensitiver GPCR. Anhand der vorab erwähnten Untersuchungen wird eine 

Agonisten-unabhängige β-Arrestin-Rekrutierung in Abwesenheit einer 

G-Protein-Aktivierung vorgeschlagen, demgegenüber können jedoch unsere 

ratiometrischen Kalziummessungen mit Fura-2 mit dem potenten, spezifischen 

Gq/11-Protein Inhibitor YM-254890 zeigen, dass in der Tat eine Gq/11-Protein-Aktivierung 

unter hypoosmotischer Membrandehnung stattfindet (siehe Abschnitt 3.6). Eine 

Gq/11-Protein vermittelte Signalweiterleitung konnte signifikant unter dem spezifischen 

Gq/11-Protein Inhibitor YM-254890 (100 nM) verhindert werden (siehe Abschnitt 3.4), 

indem die Freisetzung von GDP von der Gα-Untereinheit des Gq/11-Proteins unterdrückt 

wird (Nishimura et al., 2010; Kamato et al., 2016). Das wiederum bedeutet, dass die 

mechanische Rezeptoraktivierung des Histamin H1-Rezeptors auch ein Gq/11-Protein 

vermitteltes Effektorsystem durchläuft. 

Merel J. W. Adjobo-Hermans et al. (2011) konnten mit der Verwendung eines 

Gq-Protein-FRET-Sensors, bei dem die Gα-Untereinheit an ein monomeres türkis 

fluoreszierendes Protein mTurquoise (Gαq-mTq∆6) und die Gβγ-Untereinheit an ein 

monomeres YFP (YFP-Gγ2) fusioniert ist, die Aktivierungskinetik des Gq/11-Proteins 

sowohl bei einer Histaminstimulation als auch bei einer hypoosmotischen 

Membrandehnung analysieren. Merel J. W. Adjobo-Hermans et al. (2011) beobachteten, 

dass HeLa-Zellen, die den Histamin H1-Rezeptor und den Gq/11-Protein FRET-Sensor 

heterolog exprimierten eine deutliche ca. -10% ige FRET-Signalabnahme auf Histamin 

(100 µM) zeigten, die durch den selektiven inversen Agonisten Mepyramin (10 µM) 

unterdrückt werden konnten, wobei die Aktivierungskinetik bei einer Histamin induzierten 

Gq/11-Protein-Aktivierung T1
2
= 350 ms betrug. Auch löste die hypoosmotische 

Membrandehnung eine eindeutige FRET-Signalabnahme aus (Adjobo-Hermans et al., 

2011), was auf eine Agonisten-unabhängige mechanische Aktivierung des H1-Rezeptors 

mit einer nachfolgenden Aktivierung des Gq-Proteins hinweist. Diese Resultate stehen 

im Einklang mit unseren ratiometrischen Kalzium-Messungen mit dem selektiven 

Gq/11-Protein-Inhibitor YM-254890 (siehe Abschnitt 3.4). Die Kinetik der Histamin 

induzierten FRET-Signaländerung lag dagegen bei intramolekularen dynamischen 

FRET-Mesungen mit dem il3-e gpH1R-Konstrukt in physiologischer HBS mit 140 mM 

NaCl bei T1
2
= 148 ± 7 ms (siehe Abschnitt 3.17). Diese schnelle Aktivierungskinetik unter 

Histaminstimulation in intramolekularen FRET-Untersuchungen kann somit durch die 

direkt am Rezeptor stattfindende Transduktion begründet werden. Dagegen vermuten 

die Forschergruppen um Dr. Evi Kostenis und um Dr. Jürgen Wess, dass eine 
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β-Arrestin-Rekrutierung nur in Gegenwart von G-Proteinen möglich ist (Grundmann et 

al., 2018). Das würde im Hinblick auf eine mechanische Rezeptoraktivierung bedeuten, 

dass eine Gq/11-Protein unabhängige Rekrutierung von β-Arrestin-2 bei mechanischer 

Aktivierung des Angiotensin II AT1-Rezeptors durch hypoosmotische Membrandehnung 

mit nachfolgender Phosphorylierung von ERK1/2 wie Wei Tang et al. (2014) für den 

Angiotensin II AT1-Rezeptor beschrieben hat (Tang et al., 2014) nur mit einer 

vorangegangenen G-Protein-Aktivierung erfolgen kann. Eine Arrestin-vermittelte 

Internalisierung in Abwesenheit von G-Proteinen ist möglich, aber keine ERK1/2 

Phosphorylierung. 

Eine im Jahre 2017 veröffentlichte Untersuchung beobachtete, dass eine direkte 

Aktivierung von Gq/11-Proteinen durch Fluss-induzierte Scherkräfte ohne einer 

vorangegangenen GPCR-Aktivierung in menschlichen koronaren Endothelzellen 

möglich ist (Dela Paz et al., 2017). Nathaniel G. dela Paz et al. konnten mit der 

Verwendung eines Proximity-Ligation-Assays zeigen, dass eine Agonistenstimulation 

mit Sphingosin-1-phosphat am Sphingosin S1P3-Rezeptor zur Dissoziation des 

Gq/11-Protein führte, das erstens in einer Rekrutierung von GPCR-Kinase 2 (GRK2) und 

zweitens in einer β-Arrestin-Rekrutierung resultierte. Wohingegen die Rekrutierung von 

GRK2 und β-Arrestinen bei der Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte (14 dyn cm-2) 

ausblieb, was zu einer verringerten Internalisierung des S1P3-Rezeptors führte. 

Außerdem konnte diese Dissoziationsreaktion des Gq/11-Proteins nicht durch einen 

selektiven Antagonisten (VPC23019) des S1P3-Rezeptors, aber durch den 

nicht-hydrolysierbaren GDP-Analogon, GDP-β-S250 unterbunden werden (Dela Paz et 

al., 2017). Diese Befunde deuten darauf hin, dass heterotrimere Gq/11-Proteine auch 

anscheinend unabhängig von einer GPCR-Aktivierung durch Fluss-induzierte 

Scherkräfte im vaskulären Endothel aktiviert werden können. Nathaniel G. dela Paz et 

al. (2017) haben ein in-situ Verfahren (Proximity Ligation Assay) verwendet, dass die 

Mechanosensitivität in der Postrezeptorsignalkaskade distal an der 

G-Protein-Aktivierung experimentell beobachtet. Ein großer Unterschied des in situ 

Verfahrens zur dynamischen intramolekularen FRET-Photometrie und zu 

ratiometrischen Kalziummessungen mit Fura-2 ist, dass Protein-Protein-Interaktionen 

über ein PCR-Produkt detektiert werden (Fredriksson et al., 2002). Für dieses in-situ 

Verfahren müssen zwei spezifische Antikörper für beide Interaktionspartner (GPCR und 

G-Protein) vorhanden sein, die mit einer ähnlichen Bindungsstärke (Affinität) an die 

Zielproteine binden müssen, um vergleichbare Ergebnisse erzielen zu können. 

Im Gegensatz dazu konnte die Arbeit von Jung et al, 2012 zeigen, dass ein weiterer 

Sphingosinrezeptor, der Sphingosin S1P1-Rezeptor als Mechanosensor für laminare 

Scherkräfte im vaskulären Endothel agiert und bei der Angioneogenese eine Rolle spielt. 

Die Verwendung eines nicht-selektiven Antagonisten (FTY720-P) und einer shRNA251 

                                                
250 Abkürzung GDP-β-S steht für die chemische Bezeichnung Guanosin-5'-O-(2-thiodiphosphat). Es ist ein 

nicht-hydrolysierbares GDP-Analogon, das die G-Protein-Aktivierung hemmt. 
251 Die Abkürzung shRNA vom Englischen small hairpin ribonucleic acid ist ein kleines RNA-Molekül mit einer 

Haarnadelstruktur, das Gene mittels der RNA-Interferenz still legt (Paddison et al., 2002). 
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(small hairpin RNA) gegen den S1P1-Rezeptor konnten die mechanisch-induzierte 

Aktivierung des S1P1-Rezeptor inhibieren (Jung et al., 2012). Auch im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit zeigte die Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte (4 dyn cm-2, 

20 dyn cm-2) signifikante Erhöhungen der intrazellulären Kalziumkonzentration in 

HUVEC, die durch den selektiven inversen H1-Rezeptoragonisten Mepyramin signifikant 

unterdrückt werden konnten (siehe Abschnitt 3.11 mit Abbildung 3.17). Diese Befunde 

zeigen, dass endogen exprimierte H1-Rezeptoren intrinsisch mechanosensitiv sind und 

Mechanosensoren für Fluss-induzierte Scherkräfte in Endothelzellen sind. Somit ist es 

fraglich, ob G-Proteine an sich mechanosensitiv sind? Interessanterweise konnte der 

inverse Agonist Mepyramin in maximaler Konzentration (100 µM) die durch 

Scherkraft-induzierten Kalziumzunahmen in HUVEC nicht vollständig unterdrücken 

(siehe Abschnitt 3.11 mit Abbildung 3.17 C und F), was auf einen unterschiedlichen 

mechanisch aktiven Rezeptorzustand hinweist. Da laminare und oszillatorische 

Strömungen unterschiedliche zelluläre Effektorsysteme aktivieren können (Givens und 

Tzima, 2016), kann davon ausgegangen werden, dass unterschiedliche mechanische 

Reize unterschiedliche Mechanotransduktoren aktivieren können. Die hypoosmotisch 

bedingte Membrandehnung aktiviert hauptsächlich H1-Rezeptoren in Endothelzellen 

(siehe Abschnitt 3.11 mit Abbildung3.17 A und D), die durch den inversen Agonisten 

vollständig unterdrückt werden. Wohingegen der Blutfluss nicht nur H1-Rezeptoren, 

sondern vermutlich auch andere Mechanosensoren in Endothelzellen aktiviert, die 

Kalziumanstiege in HUVEC hervorrufen können (siehe Abschnitt 3.11 mit Abbildung 

3.17). Offensichtlich ist die Mechanotransduktion des mechanischen Stimulus in 

Endothelzellen komplexer als gedacht und beinhaltet verschiedene mechanosensitive 

Proteine. Der Blutdruck kann einerseits als Perfusionsdruck (Hahn und Schwartz, 2009) 

und andererseits als Fluss-induzierte Scherkraft (Davies, 2009; Hoffman et al., 2011; 

Hill-Eubanks et al., 2014) auf das Gefäßendothel wirken. Normalerweise findet in 

gesunden Gefäßen eine laminare Strömung des Blutflusses statt, die sich jedoch bei 

einer Verengung der Gefäße durch z. B. atherosklerotische Plaques in eine turbulente 

Strömung umwandeln kann und folglich zur Transkription unterschiedlicher 

mechanosensitiver Proteine in Endothelzellen führt. 

Untersuchungen aus dem Jahre 2014 deuten darauf hin, dass die Gαq/11-Untereinheit 

des Gq/11-Proteins mit dem gekoppeltem S1P3-Rezeptor Teil eines mechanosensitiven 

Komplexes bestehend aus dem Thrombozyten-Endothelzellen-Zelladhäsionsmolekül 

PECAM-1252 und dem Heparansulfat-Proteoglykan Syndecan-1 in Zell-Zell-Kontakten 

von Endothelzellen ist. Unter Fluss-induzierten Scherkräften (14 dyn cm-2) kam es zu 

einer schnellen Dissoziation (7-15 s) der Gαq/11-Untereinheit und Syndecan-1 von 

PECAM-1 (dela Paz et al., 2014). Überraschenderweise nahm die Assoziation von 

PECAM-1 mit der Gαq/11-Untereinheit und Syndecan-1 nach 60 s unter Fluss-vermittelten 

Scherkräften auch wieder zu, was eine Co-Lokalisation des mechanosensitiven 

                                                
252 Abkürzung PECAM-1 vom Englischen platelet endothelial cell adhesion molecule ist ein 

Thrombozyten-Endothelzellen-Adhäsionsmolekül, das auch unter der Bezeichnung Cluster of Differentiation 31 
(CD31) bekannt ist. 
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Komplexes an die Zell-Zell-Verbindungen zeigte (dela Paz et al., 2014). In früheren 

Untersuchungen konnte Laura A. Otte et al. (2009) mit Hilfe von 

Co-Immunopräzipationen in HUVEC zeigen, dass die Gαq/11-Untereinheit innerhalb von 

15 s auf einen Strömungsimpuls von 14 dyn cm-2 vom PECAM-1 dissoziiert und nach 30 

s wieder erneut reassoziiert (Otte et al., 2009). Interessanterweise wurde eine 

Assemblierung von PECAM-1 und der Gα-Untereinheit über Syndecane für den 

Bradykinin B2-Rezeptor, für den Chemokin CXCR4-Rezeptor sowie für den Chemokin 

CXCR7-Rezeptor vorgeschlagen (dela Paz et al., 2014). Das 

Thrombozyten-Endothelzellen-Adhäsionsmolekül PECAM-1 ist auch in der Lage einen 

weiteren mechanosensitiven Komplex aus VE-Cadherin und VEGFR2 bzw. VEGFR3 

auszubilden (Tzima et al., 2005; Conway et al., 2013; Coon et al., 2015). John Noel und 

Kollegen (2013) konnten zeigen, dass ein weiterer mechanosensitiver Proteinkomplex 

aus PECAM-1, dem ATP-sensitiven KATP-Kaliumkanal (Kir 6.2), dem membranständigen 

Caveolin-1 und der NADPH Oxidase 2 (NOX2) zur Erfassung von turbulenten 

Strömungen im Blutsystem in pulmonalen mikrovaskulären Endothelzellen dienen 

könnte (Noel et al., 2013). Eine interessante weiterführende Fragestellung wäre, ob auch 

der mechanosensitive Histamin H1-Rezeptor über die Gαq/11-Untereinheit mit Syndecan-1 

und mit PECAM-1 in Zell-Zell-Kontakten von Endothelzellen assoziiert? 

In der Abbildung 4.1 ist ein phylogenetischer Stammbaum von Klasse A und Klasse B 

GPCR mit 101 Rezeptoren dargestellt. Wie schon in Abschnitt 1.5.3 erläutert, weist der 

humane Histamin H1-Rezeptor eine hohe Sequenzidentität mit Klasse A GPCR auf. Der 

Histamin H1-Rezeptor (H1R) sitzt am roten Ast des phylogenetischen 

GPCR-Stammbaums. Interessanterweise verzweigt der rote Ast als einer der ersten 

Knotenpunkte. Folglich besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass der H1-Rezeptor der 

sogenannte Urrezeptor als gemeinsamer Vorfahre von vielen mechanosensitiven GPCR 

ist, wobei alle bisher als mechanosensitiv beschriebenen GPCR an dicken dunkelblauen 

Ästen des phylogenetischen GPCR-Stammbaums sitzen. 
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Abbildung 4.1: Phylogenetischer GPCR-Stammbaum Der phylogenetische radiale Stammbaum wurde 

anhand der Aminosäuresequenzen von humanen GPCR mit Hilfe der online Programme: Clustal Omega < 

Multiple Sequence Alignment < EMBL-EBI (Sievers et al., 2011; McWilliam et al., 2013; Li et al., 2015) mit 

der URL-Adresse https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ und Trex-online (Boc et al., 2012) mit der 

URL-Adresse http://www.trex.uqam.ca/index.php?action=newick&project=trex erstellt. Letzter Aufruf 

erfolgte am 30.04.2018. Der Histamin H1-Rezeptor (H1R) sitzt am roten und alle 19 bisher in der Literatur 

und in dieser vorliegenden Arbeit als mechanosensitiv beschrieben GPCR sitzen an dicken dunkelblauen 

Ästen des phylogenetischen GPCR-Stammbaums. 

4.2 Verankerungsmodell und Membranmodell 

Im Gegensatz zum Histamin H1-Rezeptor kann für die sechs in der Literatur als 

mechanosensitiv beschriebenen Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren253 mit 

                                                
253 Die sechs mechanosensitiven Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren: Der G12/13-Protein gekoppelte Rezeptor 

56 (Yona et al., 2008; White et al., 2014) (GPR56/ADGRG1), der bei der belastungsinduzierten 
Skelettmuskelhypertrophie (White et al., 2014) eine Rolle spielt. Der Gs-Protein gekoppelte Rezeptor 126 
(GPR126/ADGRG6), der bei der mechanisch bedingten Meylinisierung durch Schwann-Zellen (Petersen et al., 2015) 
involviert ist. Der Latrophilin/CIRL Adhäsions-G-protein gekoppelte Rezeptor (ADGRL), der in den 
Chordotonal-Neuronen der Fruchtfliege vorkommt (Drosophila melanogaster) und bei der Propriozeption der 
Fruchtfliege beteiligt ist (Scholz et al., 2015). Die lange konstitutiv-aktive Isoform des GPR114, die sich nur in einer 
einzigen Aminosäure Q230 in der Stachelsequenz von der nicht mechanosensitiven Isoform unterscheidet und wie der 
GPR126 auch auf Schüttelbewegungen als mechanischer Reiz reagiert (Wilde et al., 2016). Der epidermale 
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großer Wahrscheinlichkeit das Verankerungsmodell für die Übertragung mechanischer 

Reize in Betracht gezogen (siehe Abschnitt 1.10.6). Ein besonderes Merkmal von 

Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist, dass sie einen extrem langen 

extrazellulären N-Terminus von 320 bis 5878 Aminosäuren besitzen (Scholz et al., 

2016a), die durch eine Autoproteolysereaktion254, jeweils in ein N-terminales Fragment 

(NTF) und ein C-terminales Fragment mit sieben Transmembrandomänen (CTF) 

gespalten wird (Yona et al., 2008). Durch die Autoproteolysereaktion wird eine in der 

GAIN-Domäne vorhandene und an den N-Terminus gebundene Peptidsequenz, der 

sogenannte „Stachel“ freigesetzt. Durch die Bindung des „Stachels“ an das C-terminale 

Fragment des Adhäsions-G-Protein gekoppelten Rezeptor wird der Rezeptor aktiviert 

(Scholz et al., 2016b; Wilde et al., 2016). Einige Vertreter der Adhäsions-G-Protein 

gekoppelten Rezeptoren gehen jedoch keine Autoproteolysereaktion ein. Dennoch 

besitzen sie eine „Stachel“-Sequenz in der GAIN-Domäne, die den Rezeptor aktivieren 

kann (Krishnan et al., 2016). Wahrscheinlich findet eine Transduktion in der 

GAIN-Domäne in einen aktiven Zustand statt, die den „Stachel“ freisetzt und für eine 

Perzeption mit der CTF zugänglich macht (Scholz et al., 2016a). Steven E. Boyden et 

al. (2016) konnten erstmals zeigen, dass eine Punktmutation (gain of function mutation) 

p.C492Y255 in der GAIN-Domäne des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors E2 

(EMR2/ADGRE2) zu einer verstärkten Dissoziation des NTF von der CTF bei 

mechanischer Stimulation führt (Boyden et al., 2016), was vermutlich einen mechanisch 

aktiven Rezeptorzustand stabilisiert. Daraus ergibt sich, dass für eine mechanische 

Rezeptoraktivierung zuerst eine Freisetzung des „Stachels“ und des CTF vom NTF 

erfolgen muss, um einen mechanisch aktiven Rezeptorzustand zu induzieren. Wogegen 

die „Stachel“-Sequenz des GPR114 bereits ohne eine vorangegangene 

Autoproteolysereaktion an das CTF gebunden ist und eine mechanische Stimulation wie 

beim Histamin H1-Rezeptor zu einer Konformationsänderung des Rezeptors führte, 

wodurch der Rezeptor mit der gebundenen „Stachel“-Sequenz in der GAIN-Domäne 

eine mechanisch-induzierte Konformation einnimmt, die eine G-Protein-Aktivierung über 

die CTF auslöst (Scholz et al., 2015; Wilde et al., 2016). Im Gegensatz dazu wird beim 

GPR126 eine Autoproteolysereaktion durch mechanische Stimulation postuliert, die eine 

Freisetzung der Stachelsequenz hervorruft (Wilde et al., 2016). Des Weiteren ist der 

lange N-Terminus an die ECM wie z. B. das Kollagen III (White et al., 2014) oder 

Laminin-211 (Petersen et al., 2015) und an intrazelluläre Strukturen wie z. B. das 

Zytoskelett verbunden ist (Scholz et al., 2016b). Somit kann mit einer großen 

Wahrscheinlichkeit das Verankerungsmodell (siehe Abschnitt 1.10.6) für die 

Übertragung mechanischer Reize gegenüber Klasse A GPCR in Betracht gezogen 

                                                
Wachstumsfaktor-Rezeptor E2 (EMR2/ADGRE2), der zur Ausbildung einer Nesselsucht (vibratory urticaria) auf 
Hautvibrationen bei Patienten mit einer p.C492Y Mutation in der GAIN-Domäne führt. Diese p.C492Y Mutation führt 
zu einer erhöhten Rezeptoraktivität bei mechanischer Stimulation, was letztendlich in einer Degranulation von 
Mastzellen resultiert (Boyden et al., 2016). 

254 Die Autoproteolysereaktion wird durch eine ca. 320 Aminosäuren lange autoproteolytische GAIN-Domäne (GPCR 
autoproteolysis inducing domain) mit einer konservierten Cystein-reichen ca. 40-50 Aminosäuren langen 
proteolytischen GPCR-Stelle (GPS = GPCR proteolysis site) katalysiert (Yona et al., 2008; Arac et al., 2012). 

255 Der C492Y Aminosäureaustausch liegt 26 Aminosäuren distal von der proteolytischen GPCR-Stelle (Boyden et al., 
2016). 
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werden. Dagegen wird beim Histamin H1-Rezeptor sowohl das Membranmodell als auch 

das Verankerungsmodell als Kraftübertragungsmodelle in Erwägung gezogen. Die 

FRET-Untersuchungen mit den Zytoskelettinhibitoren mit dem il3-b gpH1R-Konstrukt 

zeigten, dass das Aktin-Zytoskelett einen inhibitorischen Effekt (siehe Abbildung 3.15 B 

und D) auf die mechanische Rezeptoraktivierung ausübt. Der H1-Rezeptor war stärker 

mechanosensitiv bei einem zerstörten Aktin-Zytoskelett und reagierte mit größeren 

FRET-Signalabnahmen. Im Gegensatz dazu zeigte das il3-m gpH1R-Konstrukt 

verringerte Abnahmen des mechanisch induzierten FRET-Signals, das auf einen 

modulierenden Einfluss des Zytoskeletts hinweist (siehe Abbildung 3.15 B und D). Diese 

FRET-Ergebnisse belegen, dass für den Histamin H1-Rezeptor sowohl das 

Membranmodell als auch das Verankerungsmodell für die Übertragung mechanischer 

Reize zutreffen. 

4.3 Einfluss der Membraneigenschaften auf die intrinsische 

Mechanosensitivität von GPCR 

Mark A. Haidekkar et al. (2000) konnten mit Hilfe von FRAP-Untersuchungen256 in 

HUVEC zeigen, dass Fluss-induzierte Scherkräfte zu einer erhöhten Membranfluidität 

führen (Haidekker et al., 2000). Hierfür wurden HUVEC mit dem fluoreszierenden 

Molekül 9-(Dicyanovinyl)-julolidin (DCVJ) markiert und die Fluoreszenzintesität in 

Abhängigkeit Fluss-induzierter Scherkräfte gemessen. Die Methode beruht darauf, dass 

sich die Fluoreszenzintensität des DCVJ in Abhängigkeit der Viskosität bzw. der Fluidität 

der Zellmembran ändert. Mit einer zunehmenden Fluss-induzierten Scherkraft 

(1,3 dyn cm-2, 12,7 dyn cm-2, 35 dyn cm-2) konnte eine stufenweise Abnahme der 

Fluoreszenzintensität des DCVJ beobachtet werden, was darauf hinweist, dass Fluss-

induzierte Scherkräfte zu einer erhöhten Membranfluidität führen. 

Auch Peter J. Butler et al. (2001) konnten mit Hilfe von FRAP-Messungen zeigen, dass 

sich die Membranfluidität der Zellmembran von Endothelzellen aus der Aorta des 

Hausrindes, die Fluss-induzierten Scherkräften (10 dyn cm-2 bzw. 20 dyn cm-2) 

ausgesetzt waren, erhöhte (Butler et al., 2001). Des Weiteren konnten Kimiko Yamamoto 

und Joji Ando (2013) ebenfalls mit Hilfe der FRAP-Methode und der 

Laurdan-Zwei-Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie257 an humanen Endothelzellen aus 

der Pulmonalarterie beobachten, dass Fluss-induzierte Scherkräfte (5 dyn cm-2 bis 

20 dyn cm-2) die Membranfluidität erhöhen und die paralalle Anordnung der Lipide in der 

Lipid-Doppelschicht stören (Yamamoto und Ando, 2013, 2015). Da in allen 

                                                
256 Bei der FRAP-Methode wird die Kinetik der Erholung der Fluoreszenz nach Photobleichen eines Fluoreszenzfabstoffs 

wie z. B. DCVJ (chemische Bezeichnung: 9-(Dicyanovinyl)-julolidin) bzw. DiIC18 (chemische Bezeichnung: 
1,1-Dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindo-carbocyaninperchlorat) bestimmt (vom Englischen fluorescence recovery 
after photobleaching) (Meyvis et al., 1999). 

257 Bei der Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie werden im Gegensatz zur klassischen Fluoreszenzmikroskopie 
genau zwei Photonen zur Anregung eines Elektrons im Grundzustand S0 benötigt (Parasassi et al., 1997; Gaus et al., 
2006). Laurdan ist ein fluoreszierender Farbstoff, (chemische Bezeichnung: 
1-(6-(Dimethylamino)-2-naphthalyl)-1-dodecanon), der sich in die Zellmembran einlagert. Laurdan besitzt einen 
bathmochromen Effekt, indem es in wässriger Umgebung (polar) sein Emissionsmaximum von λ = 440 nm (unpolar) 
um 50 nm in den rotwelligen Spektralbereich λ = 490 nm (polar) verschiebt. Mit Hilfe der zwei Emissionsmaxima kann 
die Polarität der Zellmembran gemessen werden. 
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Untersuchungen in die Zellmembran integrierende fluoreszierende Moleküle verwendet 

werden, ist zu hinterfragen, wie spezifisch binden diese fluoreszierenden Moleküle wie 

DCVJ, DiIC18 und Laurdan in die Zellmembran und wird dadurch die Anordnung der 

Lipide in der Lipid-Doppelschicht beeinflusst? 

Sowohl Peter J. Butler et al. (2001) als auch Kimiko Yamamoto und Joji Ando (2013) 

haben die Endothelzellen mit Benzylalkohol bzw. mit Cholesterol beladen und 

anschließend die Membranfluidität gemessen. Benzylalkohol führte zu einer erhöhten 

Membranfluidität, wohingegen eine Cholesterolanreicherung in der Zellmembran zu 

einer erhöhten Membranrigidität führte. Eine Zugabe von Cholesterol verhinderte die 

durch Scherkräfte induzierte Abnahme der Membranlipidordnung und reduzierte die 

durch Fluss-induzierte Scherkräfte gesteigerte Membranfluidität (Yamamoto und Ando, 

2013). Das bedeutet, dass bei einer erhöhten Membranrigidität 

Konformationsänderungen von integralen Proteinen wie z. B den GPCR eingeschränkter 

ablaufen. Im Gegensatz dazu soll eine hypoosmotische Membrandehnung die 

Lipid-Odnung in der Membran erhöhen und dadurch die Membranfluidität senken 

(Yamamoto und Ando, 2015). Folglich verändert Cholesterol die physikochemischen 

Eigenschaften der Lipid-Doppelschicht, indem durch eine Zunahme der Lipid-Ordnung 

die Membranfluidität verringert und die Membranrigidität erhöht wird (Chini und Parenti, 

2009). Jens A. Lundbæk und Olaf S. Andersen (2012) vermuten, dass die 

Lipid-Doppelschicht durch den Cholesteroleinschluss dicker wird und somit mehr 

Energie für die räumliche Anpassung der hydrophoben Länge des integralen Proteins 

an der Protein-Lipid-Grenzfläche (siehe Abbbildung 1.14) aufgewendet wird (A. 

Lundbæk und Andersen, 2012), was zu Konformationsänderungen von integralen 

Proteinen führen kann. Viele GPCR reichern sich in den sogenannten „lipid-rafts“, den 

Cholesterol-reichen Mikrodomänen in der Lipid-Doppelschicht an (Chini und Parenti, 

2004). Interessanterweise zeigte die aktive Konformation des adrenergen β2-Rezeptors 

eine vertikale Elongation der TM5 (siehe Abschnitt 1.1.4 mit Abbildung 1.2), was somit 

mit der von Lundbæk und Andersen aufgestellten Hypothese entsprechen würde, die 

auch eine vertikale Elongation eines integralen Proteins bei einer Cholesterol-reichen 

dicken Membran vorschlagen. Des Weiteren soll Cholesterol die Dimerisierung von 

GPCR fördern und die Kopplung von G-Proteinen beeinflussen (Cherezov et al., 2007; 

Chini und Parenti, 2009; Zheng et al., 2012). Zheng et al. (2012) konnten wie schon am 

Beispiel des adrenergen β2-AR gezeigt (Cherezov et al., 2007; Chini und Parenti, 2009; 

Cang et al., 2014), eine Wechselwirkung von Cholesterolmolekülen mit Palmitoylresten 

des dimerisierten µ-Opioid-Rezeptors beobachten, dass anscheinend wichtig für eine 

G-Protein-Kopplung ist. Bei einer Cholesterolverarmung der Lipid-Doppelschicht durch 

den HMG-CoA-Reduktasehemmer Simvastatin konnten sie eine verringerte 

G-Protein-Kopplung und Aktivierung von Effektorsystemen feststellen (Zheng et al., 

2012). Mit Hilfe der Rasterkraft-Mikroskopie (AFM = atomic force microscopy) basierten 



Diskussion  197 

Einzelmolekülkraft-Spektroskopie258 (SMFS = single molecule force spectroscopy) 

konnte gezeigt werden, dass eine Anreicherung einer künstlichen Lipid-Membran mit 

dem wasserlöslichen Cholesterolanalogon Cholesterylhemisuccinat die mechanische 

Stabilität des adrenergen β2-Rezeptors erhöhte (Zocher et al., 2012). Folglich sollte eine 

Cholesterolextraktion aus der Zellmembran die Membranfluidität bei einer 

hypoosmotischen Membrandehnung entgegen der erwarteten Erhöhung der 

Membranfluidität senken. Intramolekulare dynamische FRET-Untersuchungen an 

Cholesterol verarmten HEK293-Zellen mit dem ct-b gpH1R-Konstrukt zeigten eine 

signifikante Reduktion der mechanischen Rezeptoraktivierung durch hypoosmotische 

Membrandehnung (siehe Abschnitt 3.15 mit Abbildung 3.24 A und B), was darauf 

hindeutet, dass Cholesterol den mechanisch induzierten Rezeptorzustand des 

H1-Rezeptors stabilisiert und die Mechanosensitivität des H1-Rezeptors direkt von der 

Zusammensetzung der Zellmembran abhängt. Eine Cholesterolzugabe mit Hilfe des 

wasserlöslichen Komplexes aus 5 mM Cholesterol und 50 mM Methyl-β-cyclodextrin 

hatte dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die mechanische Rezeptoraktivierung 

des H1-Rezeptors (siehe Abschnitt 3.15). Wahrscheinlich war die 

Cholesterolanreicherung der Zellmembran nicht ausreichend genug, um eine Änderug 

des FRET-Signals zu detektieren. Da das lipophile Cholesterolmolekül sich in der 

Zellmembran anreichert, kann man vermutlich mit einer direkten Cholesterolzugabe ins 

Nährmedium die Cholesterolanreicherung in der Zellmembran erhöhen. Insgesamt 

deuten die FRET-Ergebnisse (siehe Abschnitt 2.7 und 3.15) darauf hin, dass Cholesterol 

einen mechanisch induzierten Rezeptorzustand stabilisiert und die Mechanosensitivität 

der GPCR von der Cholesterolzusammensetzung in der Lipid-Doppelschicht abhängt. 

Laut Literatur existieren eine Reihe von Cholesterolbindestellen in GPCR, das 

CCM-Motif (cholesterol consensus motif) (Hanson et al., 2008), das CRAC-Motif 

(cholesterol recognition/interaction amino acid consensus) (Pucadyil und 

Chattopadhyay, 2004; Jafurulla et al., 2011) und das CARC-Motiv (Fantini und 

Barrantes, 2013), die alle eine Wasserstoffbrückenbindung zur Hydroxygruppe des 

Cholesterols eingehen. Das SSD-Motif (sterol sensing domain) dagegen geht eine 

Wechselswirkung mit dem Sterolring des Cholesterols ein. Interessanterweise zeigten 

Michael A. Hanson et al. (2008), dass das CCM-Motif mit der Peptidsequenz 

[(R,K)4.39-4.43]-[(W,Y)4.50]-[(I,V,L)4.46]-[(F,Y)2.41] eine 44%ige Gesamtsequenzidentität in 

Klasse A GPCR besitzt (Hanson et al., 2008). Das würde bedeuten, dass das 

Cholesterol einerseits eine direkte Wechselwirkung mit dem GPCR (Hanson et al., 2008; 

Wacker et al., 2013; Zhang et al., 2015b) eingeht und andererseits den Rezeptorzustand 

indirekt durch eine Änderung der physikalischen Eigenschaften der Zellmembran 

moduliert. Interessanterweise konnten die Kristallstrukturen mehrerer GPCR, wie des 

β2AR (Hanson et al., 2008), des Adenosin A2A-Rezeptors (Bai und Wang, 2012) und des 

                                                
258 Mit Hilfe der Rasterkraft-Mikroskopie basierten Einzelmolekülkraft-Spektroskopie (Abkürzung SMFS vom Englischen 

single molecule force spectroscopy) können physikochemische Wechselwirkungen zwischen einzelnen Molekülen, 
Proteinen und Zellen gemessen werden (Zlatanova et al., 2000; Neuman und Nagy, 2008). Mit dieser Methode können 
sogar die mechanischen Eigenschaften der Zellmembran wie z.B. die Membranrigidität bzw. Membranfluidität 
gemessen werden (Rotsch und Radmacher, 2000; Lulevich et al., 2006; Haase und Pelling, 2015; Ragazzon et al., 
2016). 
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Serotonin 5-HT2B-Rezeptors (Wacker et al., 2013)) eine direkte Bindung von 

Cholesterolmolekülen an den GPCR zeigen, was abermals auf eine direkte 

Wechselwirkung von Cholesterol mit dem GPCR schließen lässt. Auch Madhura Mohole 

et al. (2018) konnten am Beispiel des Serotonin 5HT1A-Rezeptors zeigen, dass die polare 

Hydroxygruppe des Cholesterols mit den aromatischen Aminosäureresten des Tyrosins, 

Tryptophans und Phenylalanins von GPCR wechselwirkt (Mohole et al., 2018). Die Arbeit 

von Agostino Bruno et al. (2012) am metabotropen Glutamat mGlu2-Rezeptor zeigte, 

dass die α-helikale Sekundärstruktur der Helix 8 durch eine Cholesterolverarmung der 

Zellmembran aufgelöst wird (Bruno et al., 2012). Wohingegen eine 

Cholesterolanreicherung die Dicke der Zellmembran erhöhte und die α-Helix 8 in der 

Membran stabilisierte (Bruno et al., 2012). Im Falle der Mechanosensitivität des Histamin 

H1-Rezeptors würde das bedeuten, dass die Helix 8 in einer Cholesterol-armen 

Zellmembran nicht mehr als ein Mechanosensor fungieren kann und die mechanische 

Rezeptoraktivierung unterbleibt. Unsere FRET-Ergebnisse zeigten, dass mechanisch 

induzierte FRET-Signale (siehe Abbildung 3.23 A und B) bei einer Cholesterolverarmung 

der Zellmembran signifikant niedriger waren und somit die Ergebnisse von Agostino 

Bruno et al. (2012) unterstützen. Angesichts dieser Ergebnisse liegt die 

Schlussfolgerung nahe, dass einerseits geladene Aminosäurereste in der C-terminalen 

Helix 8 des GPCR elektrostatische Wechselwirkungen mit der polaren Hydroxygruppe 

des Cholesterols in der Protein-Lipid-Grenzfläche (Zocher et al., 2012; Marquardt et al., 

2016) eingehen und andererseits hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den langen 

Palmitinfettsäureresten in der C-terminalen Helix 8 mit dem Sterolring des 

Cholesterolmoleküls herrschen, so dass der Rezeptorzustand stabilisiert wird (Goddard 

und Watts, 2012; Oddi et al., 2017). Es stehen folgende weiterführende 

FRET-Untersuchungen an Cholesterol verarmten HEK293-Zellen mit den ct-b und il3-e1 

gpH1R-Konstrukten aus, um die mechanische Aktivierung des H1-Rezeptors erstens bei 

zunehmender mechanischer Stimulation und zweitens durch verschiedene Arten 

mechanischer Stimuli näher zu untersuchen: 

• Applikation hypoosmolarer Lösungen mit steigender Osmolarität (175 mOsmol kg-1, 

200 mOsmol kg-1, 250 mOsmol kg-1) 

• Applikation Fluss-induzierter Scherkräfte (10 dyn cm-2, 20 dyn cm-2, 40 dyn cm-2 und 

60 dyn cm-2) 

• Druckapplikation über eine Glaspipette in der klassischen Ganzzellkonfiguration mit 

Anlegen von Über- bzw. Unterdruck 

Ein weiteres, ausgesprochen aufschlussreiches Experiment wäre den Histamin 

gpH1-Rezeptor in künstliche Liposomen (Bangham et al., 1974; Akbarzadeh et al., 2013; 

Siontorou et al., 2017) mit unterschiedlicher Lipidlänge zu überführen und die 

mechanische Aktivierbarkeit in Abhängigkeit der Dicke der Lipid-Doppelschicht zu 

untersuchen. Auch der Einsatz von amphiphilen Substanzen wie z. B. aus der 

Wirkstoffklasse der Lokalanästhetika kann die physikochemischen Eigenschaften der 

Zellmembran beeinflussen, was indirekt die mechanische Aktivierung von GPCR 

modulieren kann. H. Tsuchiya et al. (2010), S. S. Efimova et al. (2016) sowie Justyna 



Diskussion  199 

Mildner et al. (2019) zeigten eine Zunahme der Membranfluidität in küstlichen 

Lipid-Membranen durch die Anwendung von amphiphilen Lokalanästhetika (Tsuchiya et 

al., 2010; Efimova et al., 2016; Mildner et al., 2019). 

4.4 Beeinflussung der Mechanosensitivität durch C-Terminus 

Eigenschaften 

Die amphiphile Helix 8 kommt in vielen GPCR stromabwärts des hoch konservierten 

NPXXY-Motiv am Ende der TM7 vor, die parallel zur Zellmembran und perpendikular zur 

TM7 liegt (siehe Abschnitt 3.12 und Abbildung 3.20) (Aratake et al., 2012). Viele Klasse 

A GPCRs weisen eine amphiphile Helix 8 mit folgender Aminosäuresequenz 

[F(RK)X259X(FL)XXX(LF)] als eine regulär existierende Sekundärstruktur auf (Wu et al., 

2010; Zhang et al., 2015a; Lee et al., 2018). Im inaktiven Rezeptorzustand geht das 

Tyrosin des NPXXY-Motivs mit dem am Anfang der Helix 8 gelegenem Phenylalanin 

eine aromatische π-π-Stapelwechselwirkung ein (Fritze et al., 2003; Scheerer et al., 

2008; Sato et al., 2016). Bei einer Rezeptoraktivierung, wie am Beispiel des 

Protease-aktivierten PAR1-Rezeptors gezeigt, wird ein 

„7-8-1-Aktivierungsmechanismus“ vorgeschlagen, indem N-terminale Aminosäuren der 

Helix 8 mit der TM7 und der intrazellulären Schleife il-1 des GPCR wechselwirken und 

dadurch eine G-Protein-Kopplung hervorrufen (Swift et al., 2006). Louisa Dowal et al. 

(2011) zeigten, dass ein allosterischer Ligand des PAR1-Rezeptors (JF5 mit 

IC50 = 1mg kg-1) an der Helix 8 bindet und einen Rezeptorzustand des PAR1-Rezeptors 

stabilisiert, die eine selektive G12-Protein-Kopplung anstelle einer Gq/11-Protein-Kopplung 

hervorruft. Diese allosterische Modulation der Helix 8 durch den allosterischen Liganden 

JF5 hatte sogar einen antithrombotischen Effekt (Dowal et al., 2011). Austin Gehret et 

al. (2010) konnten mit Hilfe von Aminosäreaustauschen der positiv geladenen 

Aminosäuren (Lysin und Arginin) in der Helix 8 beobachten, dass bei Agonistenbindung 

positiv geladene Aminosäurereste der Helix 8 mit der GRK2 interagieren und eine GRK2 

vermittelte Phosphorylierung des Thyrotropin-releasing hormone Rezeptors260 (TRH) 

fördern (Gehret et al., 2010). 

Bisher wurden mehrere Rollen (Huynh et al., 2009; Alexiev, 2013; Sato et al., 2016) für 

die C-terminale Helix 8 entschlüsselt, wie die G-Protein-Kopplung (Faussner et al., 2005; 

Okuno et al., 2005; Delos Santos et al., 2006; Swift et al., 2006; Anavi-Goffer et al., 2007; 

Ahn et al., 2010; Dowal et al., 2011; Feierler et al., 2011; Kaye et al., 2011; Liu et al., 

2015b; Sato et al., 2016; Liang et al., 2017; Sato, 2019), die Rezeptorinternalisierung mit 

Rezeptorphosphorylierung durch G-Protein-gekoppelte Kinasen (Faussner et al., 2005; 

Anavi-Goffer et al., 2007; Gehret et al., 2010; Aratake et al., 2012) und anschließende 

β-Arrestin-Rekrutierung (Gehret et al., 2010; Feierler et al., 2011; Kirchberg et al., 2011), 

die Rezeptordimerisierung (Huang et al., 2013; Parmar et al., 2017), der 

                                                
259 X steht für eine beliebige Aminosäure 
260 Der TRH-Rezeptor besitzt zwischen dem NPXXY-Motiv und den Palmitoylierungsstellen C335 und C337 eine 

amphipathische Helix 8 (Gehret et al., 2010). 
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Rezeptortransport in die Zellmembran (Thielen et al., 2005; Suvorova et al., 2009; Ahn 

et al., 2010; Donnellan et al., 2011; Feierler et al., 2011; Karpinsky-Semper et al., 2015; 

Zhu et al., 2015; Parmar et al., 2017), die Membranlokalisation (Donnellan et al., 2011; 

Feierler et al., 2011; Spomer et al., 2014; Zhu et al., 2015), die allosterische 

Rezeptormodulation (Dowal et al., 2011) und die Signalweiterleitung (Faussner et al., 

2005; Swift et al., 2006; Anavi-Goffer et al., 2007; Karpinsky-Semper et al., 2015; Zhu et 

al., 2015) über RGS-Proteine (Karpinsky-Semper et al., 2015). Folglich kann die Helix 8 

einerseits als ein Sensor für die Detektion von Rezeptorzuständen fungieren und 

andererseits die Rezeptorfunktion allosterisch modulieren. Eine im Jahre 2017 

veröffentlichte Strukturaufklärung des Angiotensin II AT2-Rezeptors261 zeigte eine bisher 

unbekannte Konformation der C-terminalen Helix 8 im intrazellulären Membranbereich, 

die sich auf der zytosolischen Oberfläche des Rezeptors im Inneren des 

transmembranären Rezeptorkerns befindet und eine G-Protein-Kopplung als auch eine 

β-Arrestin-Rekrutierung an den AT2-Rezeptor sterisch verhindert (Tate, 2017; Zhang et 

al., 2017a). Allerdings sollte man bedenken, dass für die Strukturaufklärung des 

AT2-Rezeptors große Teile des N-Terminus (34 Aminosäuren) sowie des C-Terminus 

(28 Aminosäuren) entfernt wurden. Dadurch entfallen mögliche putative 

Cystein-Palmitoylierungsstellen und weitere posttranslationale Modifikationen des 

C-Terminus, die einen Einfluss auf die Konformation der C-terminalen Helix 8 haben 

können. Deshalb ist diese veröffentlichte AT2-Rezeptorstruktur (Zhang et al., 2017a) 

bezüglich der neuen Helix 8 Konformation unter Vorbehalt zu betrachten. Im Gegensatz 

zu Klasse A GPCR besitzen einige Klasse B GPCR eine relativ lange C-terminale Helix 

8 wie anhand der Strukturen des Calcitonin Rezeptors (Liang et al., 2017) mit 6 

Windungen, des Glucagon Rezeptors mit 6 Windungen (Siu et al., 2013), des 

Glucagon-ähnlichen Peptid-1-Rezeptors (GLP-1 Rezeptor) mit 5 Windungen (Liang et 

al., 2018) und des Parathormonrezeptors Typ1 (PTH1R) mit 5 Windungen (Zhao et al., 

2019a) veranschaulicht wurde, die 2-3 Windungen länger ist als die Helix 8 des Histamin 

H1-Rezeptors mit nur 3 Windungen (Shimamura et al., 2011). Es ist zu hinterfragen, ob 

diese lange Helix 8 der Klasse B GPCR als ein Mechanosensor fungiert oder weitere 

Funktionen am GPCR ausübt? Mit Hilfe der Kryo-Elektronenmikroskopiestrukturen des 

Calcitonin-, des GLP-1- und des PTH1-Rezeptors gekoppelt an Gs-Proteine konnte 

gezeigt werden, dass die lange Helix 8 mit der Gβ-Untereinheit des Gs-Proteins 

interagiert (Liang et al., 2017; Zhang et al., 2017c) und anscheinend wichtig für die 

G-Protein-Kopplung ist. Im Gegensatz dazu fehlt einem weiteren Vertreter der Klasse B 

GPCR, dem Gs-Protein gekoppeltem Corticotropin-releasing factor Rezeptors Typ 1262 

(CRF1R) eine C-terminale Helix 8 (Hollenstein et al., 2013). Somit stellt sich die Frage, 

ist der Gs-Protein gekoppelte CRF1R mechanosensitiv? Um diese Frage zu beantworten, 

können analog zum H1-Rezeptor intramolekulare dynamische FRET-Messungen mit 

einem in HEK293-Zellen heterolog exprimierten FRET-Rezeptorkonstrukt (CRF1R) mit 

einem FlAsH-Bindemotiv am Ende der il-3e und einem mCerulean am Ende der TM7 

                                                
261 PDB ID: 5UNF: 2,8 Å aufgelöste Struktur des Angiotensin II AT2-Rezeptors (Zhang et al., 2017a) 
262 PDB ID: 4K5Y: 2,977 Å aufgelöste Struktur des Corticotropin-releasing factor Rezeptors Typ 1 (Hollenstein et al., 2013) 



Diskussion  201 

durchgeführt werden. Zweitens kann die Bildung von cAMP bei einer Gs-gekoppelten 

Aktivierung des CRF1R mit Hilfe intermolekularer FRET-Messungen mit einem 

EPAC-FRET-Konstrukt263 durchgeführt werden, womit Änderungen im cAMP-Spiegel 

detektiert werden können (Storch et al., 2017b, c). Drittens kann ein erhöhter 

cAMP-Spiegel auch mittels ratiometrischer Kalziummessungen mit Fura-2 durch die 

Co-Expression des CRF1R mit dem zyklisch-Nukleotid-gesteuertem CNG-Kanal (Kaupp 

und Seifert, 2002; Biel und Michalakis, 2009) gemessen werden. 

Mit der Verwendung der intramolekularen FRET-basierten Untersuchung am 

adrenergen β2AR konnte die Arbeitsgruppe um Brian Kobilka (2007) schon früh 

beobachten, dass der C-Terminus bei einer orthosterischen Ligandenbindung eine 

Konformationsänderung vollzieht und zu FRET-Signaländerungen führt (Granier et al., 

2007). Für die FRET-Untersuchungen264 wurde das CCPGCC Tetracystein-Bindemotiv 

(siehe Abbildung 2.8) an jeweils zwei Positionen im C-Terminus des β2AR eingesetzt. 

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurde FlAsH als ein Donorfluorochrom und Alexa 

Fluor 568 als ein Akzeptorflurochrom eingesetzt. Alle verwendeten Liganden (Agonist, 

partieller Agonist, inverser Agonist, Antagonist) zeigten FRET-Signalzunahmen beim 

β2-AR-351-CCPGCC-Konstrukt um +2,76% bis +6,24% (Granier et al., 2007). Dagegen 

zeigte das β2AR-C-ter-CCPGCC-Konstrukt265 nur minimale Änderungen des 

FRET-Signals um 1 - 2%. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unseren Befunden 

mit den il3-b, il3-m, il3-e1 und il3-e2 gpH1R-Konstrukten bei Agonistenstimulation mit 

Histamin (siehe Abschnitt 3.2 mit Abbildungen 3.4 und 3.5) und bei Applikation des 

partiellen Agonisten Mizolastin (siehe Abschnitt 3.8 mit Abbildung 3.13), das auch zu 

FRET-Signalabnahmen führte. Im Gegensatz zum β2AR-C-ter-CCPGCC-Konstrukt 

verursachte der Einsatz von selektiven inversen Agonisten wie Mepyramin (siehe 

Abschnitt 3.6 mit Abbildung 3.10 und 3.11) und Desloratadin (siehe Abschnitt 3.7 mit 

Abbildung 3.12) FRET-Signalzunahmen wie beim β2-AR-351-CCPGCC-Konstrukt. Man 

sollte jedoch bedenken, dass FRET-Messungen mit dem 

β2AR-C-ter-CCPGCC-Konstrukt nur kleine FRET-Signaländerungen von 1-2% zeigten. 

Angesichts dieser FRET-Ergebnisse liegt die Schlussfolgerung nahe, dass sich das 

distale Ende des C-Terminus bei einer Agonistenstimulation vom Rezeptorkern weg 

bewegt (Granier et al., 2007). 

Hier in dieser vorliegenden Arbeit konnten wir zum ersten Mal eine weitere Rolle für die 

C-terminale Helix 8 zeigen. Bis jetzt war die Rolle der Helix 8 für die Mechanosensitivität 

                                                
263 Das EPAC-Protein ist N-terminal an ein türkis fluoreszierendes Protein (mTurquoise) und C-terminal an ein gelb 

fluoreszierendes Protein (YFP) fusioniert. Bei einer Gs-Protein-Aktivierung bindet das cAMP an EPAC und verursacht 
eine Konformationsänderung des EPAC-Proteins, wodurch sich die beiden Fluorchrome voneinder wegbewegen und 
das FRET-Signal abnimmt (Storch et al., 2017b, c). 

264 Für die FRET-Untersuchungen am adrenergen β2AR wurde das CCPGCC Tetracystein-Bindemotiv (siehe Abbildung 
2.8) an jeweils zwei Positionen im C-Terminus des β2AR eingesetzt. Einerseits zwischen der Aminosäureposition G351 
und S356, welches zehn Aminosäuren von der Palmitoylierungsstelle am Ende der C-terminalen Helix 8 entfernt liegt 
(β2-AR-351-CCPGCC) und andererseits am distalen Ende des C-Terminus (β2-C-ter-CCPGCC). Das 
Akzeptor-Fluorochrom, Alexa Fluor 568, wurde an das Cystein C265 am Ende der ICL3 des β2AR fusioniert (Granier 
et al., 2007). 

265 Bei der Verwendung von Agonisten war das FRET-Signal um -1.43% bis -2.15% reduziert. Unter dem inversen 
Agonisten nahm das FRET-Signal um ca. -0.88% ab. Die Applikation des partiellen Agonisten führte zu 
FRET-Signalzunahmen von ca. 1,23% (Granier et al., 2007). 
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von GPCR nicht aufgedeckt. Daher wollten wir genauer untersuchen, ob die C-terminale 

Helix 8 für die Mechanosensitivität von GPCR essentiell sein könnte. Interessanterweise 

besitzen mehrere in der Literatur als mechanosensitiv deklarierte GPCR (siehe 

Abbildung 4.1) eine C-Terminale Helix 8 wie der Gq/11-gekoppelte Histamin 

H1- (Shimamura et al., 2011), der Angiotensin II AT1- (Zhang et al., 2015b), der 

muskarinische M1- (Maeda et al., 2019), M2- (Haga et al., 2012) und M3-Rezeptor 

(Karpinsky-Semper et al., 2015), der Gq/11-und Gi-gekoppelte Bradykinin B2- (Feierler et 

al., 2011), der Cysteinyl-Leukotrien CystLT1- (Aratake et al., 2012; Bandaru et al., 2014; 

Thompson et al., 2014), der purinerge P2Y6-Rezeptor (Besada et al., 2006), der 

Chemokin CXCR1-Rezeptor (Park et al., 2012b), der Parathormonrezeptor Typ1 (Zhao 

et al., 2019a) sowie der Gi/o-gekoppelte 5-HT1B-Rezeptor (Wang et al., 2013a; García-

Nafría et al., 2018b; Yin et al., 2018), der Apelinrezeptor (Ma et al., 2017), der 

Formylpeptid FP1R- (Suvorova et al., 2009) und der Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor 1 

S1P1-Rezeptor (Hanson et al., 2012). 

In unserer Arbeit wurden weitere mechanosensitive GPCR mit einer C-terminalen Helix 

8 entdeckt: Der Gi/o-Protein gekoppelte Dopamin D2-Rezeptor (Wang et al., 2018) und 

der Gs-Protein gekoppelte Adeosin A2A-Rezeptor (Jaakola et al., 2008; Doré et al., 2011; 

Xu et al., 2011; Bai und Wang, 2012; Congreve et al., 2012; Hino et al., 2012; Lebon et 

al., 2015; Carpenter et al., 2016; Segala et al., 2016; Cheng et al., 2017; Weinert et al., 

2017b; Eddy et al., 2018; García-Nafría et al., 2018a; Rucktooa et al., 2018; White et al., 

2018b). Bei einer Zerstörung der α-helikalen Struktur der Helix 8 durch 

Aminosäureaustausche zu Prolin (F484P und F484P-F488P) konnte gezeigt werden, 

dass die mechanisch induzierte Rezeptoraktivierung des Histamin H1-Rezeptors (siehe 

Abschnitt 3.14 mit Abbildung 3.22) unterdrückt wurde. Darüber hinaus führte die 

Entfernung des C-terminus mit der Helix 8 des mechanosensitiven H1-Rezeptors (siehe 

Abschnitt 3.12 mit Abbildung 3.19) zum Verlust seiner Mechanosensitivität (siehe 

Abschnitt 3.12 mit Abbildung 3.19 E). Alle Helix 8-Rezeptormutanten zeigten 

Histamin-induzierte Kalziumzunahmen (siehe Abschnitt 3.14 mit Abbildung 3.23), eine 

Membranlokalisation (siehe Abschnitt 3.1 mit Abbildung 3.2), ähnliche 

FRET-Signaländerungen (siehe Abschnitt 3.16 mit Abbildung 3.25 A-D und E) und 

ähnliche FRET-Effizienzen (siehe Abschnitt 3.16 mit Abbildung 3.25 A-D und F), womit 

die Funktionalität aller in der Helix 8 mutierten H1-Rezeptoren belegt werden konnte. Die 

mechanisch induzierten FRET-Signaländerungen (siehe Abschnitt 3.14 mit Abbildung 

3.22 B) als auch die Kalziumtransienten unter mechanischer Stimulation (siehe Abschnitt 

3.14 mit Abbildung 3.23 C) der Helix-8-Rezeptormutanten waren signifikant reduziert, 

was auf eine wesentliche Rolle der Helix 8 für die Mechanosensitivität des H1-Rezeptors 

hervorhebt. Diese Ergebnisse führten zur Hypothese, dass die Helix 8 eine essentielle 

Struktur für die Mechanosensitivität von GPCR sein könnte. 

Im Gegensatz zum Menschen besitzt das Hausschwein zwei Isoformen des 

GnRH-Rezeptors, eine kurze Isoform, bei der die Helix 8 fehlt (GnRHR) und eine lange 

Isoform mit einer C-terminalen Helix 8 (GnRHR2) (siehe Abschnitt 3.12 mit Abbildung 

3.18 B). Mit Hilfe ratiometrischer Kalziummessungen mit Fura-2 (siehe Abschnitt 2.9) 
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konnte gezeigt werden, dass jeweils die kurze Isoform des GnRH-Rezeptors des 

Hausschweins (ssGnRH) (Millar et al., 2004) nicht mechanosensitiv ist (siehe Abschnitt 

3.12 mit Abbildung 3.19 A und B), wohingegen die lange Isoform des GnRH-Rezeptors 

des Hausschweins (ssGnRHR2) auf eine mechanische Stimulation (150 mOsm kg-1) mit 

einem deutlichen intrazellulären Kalziumanstieg reagierte (siehe Abschnit 3.12 mit 

Abbildung 3.19 C). Durch die Übertragung der Helix 8 des mechanosensitiven 

gpH1-Rezeptors auf den nicht mechanosensitiven humanen GnRH-Rezeptor (siehe 

Abbildung 3.18 B) konnte sowohl unter hypoosmotischer Membrandehnung 

(150 mOsm kg-1) als auch bei der Agonistenstimulation mit Gonadoliberin (200 nM) 

eindeutige Kalziumzunahmen beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.12 mit Abbildung 

3.19 D), dass auf eine mechanische Aktivierbarkeit der Rezeptorchimäre hindeutete. 

Auch der humane Gq/11-Protein gekoppelte Neurotensin NTS1-Rezeptor, der selbst keine 

C-terminale Helix 8 besitzt (siehe Abbildung 3.18 B), zeigte keinen Kalziumanstieg auf 

eine mechanische Stimulation mit 150 mOsm kg-1 (siehe Abschnitt 3.12 mit Abbildung 

3.19 F). 

Um herauszufinden, ob das Vorhandensein der Helix 8 ein generelles Kriterium für die 

Mechanosensitivität von GPCR ist, wurden weitere Vertreter aus der GPCR 

Superfamilie, Gi/o- und Gs-Protein gekoppelte Rezeptoren mit bzw. ohne einer 

C-terminalen Helix 8 (siehe Abbildung 4.2) auf ihre Mechanosensitivität hin überprüft. 

Erst kürzlich wurde die Struktur des humanen Gi/o-Protein gekoppelten Dopamin 

D2-Rezeptors mit dem atypischem Neuroleptikum Risperidon veröffentlicht (Wang et al., 

2018). Interessanterweise besitzt der humane D2-Rezeptor einen dem gpH1-Rezeptor 

vergleichbar kurzen C-Terminus mit einer C-terminalen Helix 8266 mit 3 Windungen 

(Wang et al., 2018) wie der humane Histamin H1-Rezeptor (Shimamura et al., 2011).  

Abbildung 4.2: Aminosäuresequenzen der C-Termini vom humanen Dopamin D2-Rezeptor (hD2R), 

vom humanen Chemokinrezeptor CXCR4 (hCXCR4) und vom humanen Adenosin A2A-Rezeptor 

(hA2AR) Die Transmembrandomäne 7 (TM7) wird figurativ ohne eine Aminosäuresequenz angezeigt. Die 

Aminosäuresequenz einer α-helikalen Helix ist eingerahmt (Rechteck). Die Aminosäuresequenz des 

C-Terminus beginnt mit Phenylalanin an der Position 429 im Fall des hD2R, mit Alanin an der Position 303 

im Fall des hCXCR4 und mit Arginin an der Position 292 im Fall des hA2AR. Die angegebene Zahl gibt die 

Nummer der letzten Aminosäure an. 

                                                
266 Die Helix 8 des humanen Dopamin D2-Rezeptors weist folgende Aminosäuresequenz im Einbuchstabencode auf: 

E432FRKAFLKILHC443 (Sensoy und Weinstein, 2015) bzw. T427TFNIEFRKAFLKILHC443 (Huynh et al., 2009). Mit Hilfe 
des Programms CCP4 Molecular Graphics Version 2.10.10 konnte aus der 2.867 Å aufgelösten Struktur des humanen 
Dopamin D2-Rezeptors mit dem Zugriffsschlüssel PDB-ID: 6CM4 (Wang et al., 2018) die nachstehende 
Aminosäuresequenz I431EFRKAFLKI440 der Helix 8 bestimmt werden. 

LHC443

IEFRKAFLKITM7
FN

hD2R

TSVSRGSSLKILSKGKRGGHSSVSTESESSSFHSS352

AQHALTM7
AFLGAKFKTS

hCXCR4

HVLRQQEPFKAAGTSARVLAAHGSDGEQVSLRLN339
REFRQTFRKIIRSTM7

I
hA2AR
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Aus der Literatur ist bekannt, dass die Gβγ-Proteinuntereinheiten der 

Pertussistoxin-sensitiven Gi-Proteinfamilie GIRK267-Kanäle aktivieren (Huang et al., 

1995; Krapivinsky et al., 1995b; Kunkel und Peralta, 1995; Clapham und Neer, 1997; 

Krapivinsky et al., 1998; Hommers et al., 2003). Um herauszufinden, ob der Gi/o-Protein 

gekoppelte D2R mechanosensitiv ist, wurden elektrophysiologische Untersuchungen 

von transient transfizierten CHO-K1-Zellen mit dem heterotetrameren 

Kir3.1/Kir3.2-Kanal und dem hD2R in der Ganzzellkonfiguration 

(„whole-cell-configuration“) der „Patch-Clamp“ Technik in der Spannungsklemme 

(„voltage-clamp“) (Hamill et al., 1981) durchgeführt (siehe Abbildung 4.3). Da 

CHO-K1-Zellen keine endogenen Kir3.x-Kanäle exprimieren, wurde die 

CHO-K1-Zelllinie268 anstelle der HEK293T-Zelllinie als ein Überexpressionssystem für 

den heterotetrameren Kir3.1/Kir3.2-Kanal in Co-Expression mit dem hD2R verwendet. 

Elektrophysiologische Messungen in der klassischen Ganzzellableitung von 

CHO-K1-Zellen, die den hD2R und den heterotetrameren Kir3.1/Kir3.2-Kanal 

überexprimierten, konnte sowohl eine hypoosmotische Membrandehnung 

(250 mOsm kg-1) als auch eine Agonistenstimulation mit Dopamin (10 µM) eine 

Zunahme des einwärtsgleichgerichteten Kaliumstroms auslösen (siehe Abbildung 4.3 

A), wodurch die mechanische Stimulation des Gi/o-gekoppelten hD2R belegt wurde. 

Angesichts dieser elektrophysiologischen Ergebnisse liegt die Schlussfolgerung nahe, 

dass der humane Gi/o-gekoppelte Dopamin D2-Rezeptor ein weiterer mechanosensitiver 

GPCR aus der GPCR Superfamilie ist. Beili Wu et al. (2010) konnten erstmals die 

Struktur des humanen Gi/o-Protein gekoppelten CXCR4 (hCXCR4) mit dem 

niedermolekularen Antagonisten IT1t269 auflösen (Wu et al., 2010). Die 

Strukturaufklärung lieferte die Information, dass dem hCXCR4 im Gegensatz zu den 

beiden mechanosensitiv deklarierten CXCR1 (Park et al., 2012a) und CXCR2 (de Kruijf 

et al., 2011) Chemokinrezeptoren (Zeng et al., 2011; Zeng et al., 2012) eine amphiphile 

C-terminale Helix 8 fehlte. Betrachtet man allerdings die Struktur des hCXCR4 genauer, 

stellt man immer noch die Existenz einer einzigen α-helikalen Windung im C-Terminus 

(siehe Abbildung 4.2) fest (Wu et al., 2010; Bruno et al., 2012). Elektrophysiologische 

Messungen von CHO-K1-Zellen in der Ganzzellkonfiguration, die den heterotetrameren 

Kir3.1/Kir3.2-Kanal und den hCXCR4 co-exprimierten, zeigten keinen 

einwärtsrektifizierenden Kaliumstrom bei hypoosmotischer Membrandehnung 

(240 mOsm kg-1). In Gegenwart des allosterischen Agonisten ATI 2341 (10 µM) des 

                                                
267 Abkürzung GIRK vom Englischen G protein coupled inwardly rectifiying (K+) potassium channel. Die Familie der 

G-Protein gekoppelten einwärtsgleichgerichteten (rektifizierende) Kaliumkanäle, die Kir3.x-Kanäle, vereint die vier 
Untereinheiten: Kir3.1-, Kir3.2-, Kir3.3- und Kir3.4. Es wird angenommen, dass eine funktionelle transmembranäre 
Kanaleinheit als ein Heterotetramer mit der Kir3.1-Untereinheit in der Zellmembran vorliegt, das sich mit den Kir3.2-, 
Kir3.3- bzw. der Kir3.4-Untereinheiten zusammensetzt (Krapivinsky et al., 1995a; Riven et al., 2006; Zylbergold et al., 
2010) und einen einwärtsgleichgerichteten Kaliumeinstrom ins Zellinnere auslöst. Dieser einwärtsgleichgerichtete 
Kaliumstrom kann in elektrophysiologischen Experimenten gemessen werden (Reuveny et al., 1994; Takao et al., 
1994; Wickman et al., 1994; Krapivinsky et al., 1995b; Delling et al., 2002). 

268 Bei den CHO-K1-Zellen handelt es sich um immortalisierte fibroblasten-ähnliche Zellen, die von primären Zellen 
abstammen, die im Jahre 1957 aus einer Eierstockbiopsie eines adulten chinesischen Zwerghamsters (Cricetulus 
griseus) gewonnen wurden (Puck et al., 1958; Lewis et al., 2013). 

269 PDB ID: 3ODU: 2.5 Å aufgelöste Kristallstruktur des CXCR4-T4-Lysozym-Komplexes mit dem Antagonisten IT1t, 
Hierfür wurde ein T4-Lysozym zwischen den beiden Aminosäurepositionen S229 and K230 und G404 in der ICL3 
eingefügt. Der CXCR4-T4-Lysozym-Komplex enthält eine thermostabilisierende L1253.41-Mutation (Wu et al., 2010). 
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hCXCR4 (Quoyer et al., 2013; Planesas et al., 2015) konnte jedoch ein maximaler 

einwärtsgleichgerichtender Kaliumstrom aufgezeichnet werden. Dagegen zeigten 

CHO-K1-Zellen, die nur den heterotetrameren Kir3.1/Kir3.2-Kanal heterolog 

exprimierten, keine Zunahme des einwärtsrektifizierenden Kaliumstroms als Antwort auf 

eine mechanische Stimulation (250 mOsm kg-1), aber eine maximale Zunahme des 

einwärtsgleichgerichteten Kaliumstrom unter dem potenten und selektiven 

Kir3.x-Kanalaktivator ML297 (3 µM) (Kaufmann et al., 2013). Wie in früheren 

Untersuchungen beobachtet wurde, verringerte die mechanische Aktivierung  des 

Kir3.x-Kanals den basalen einwärtsgleichgerichteten Kaliumeinstrom (Ji et al., 1998) in 

CHO-K1-Zellen, womit eine konstitutive Aktivität des Kir3.x-Kanals (Stanfield et al., 

2002; Voigt et al., 2008) belegt wird. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 

C-terminale Helix 8 auch für die Mechanorezeption von Gi/o-Protein gekoppelten 

Rezeptoren entscheidend ist. 

Abbildung 4.3: Mechanische Aktivierbarkait von Gi/o-Protein gekoppelten Rezeptoren mit einer 

C-terminalen Helix 8 Für die elektrophysiologischen Messungen wurden CHO-K1-Zellen mit 1 µg 

rKir3.1-IRES-hKir3.2-pIRES (393) und mit 1 µg 3xHA-hD2R pcDNA3.1(+) (568) von cDNA Resource Center 

USA (Catalog Number: #DRD020TN01) oder mit 1 µg 3xHA-hCXCR4 pcDNA3.1(+)(599) von cDNA 

Resource Center USA (Catalog Number: #CXCR40TN00) für 24 Stunden transient transfiziert und in der 

Ganzzellkonfiguration in der Spannungsklemme gemessen. Es wurde jeweils 0,2 µg pCerulean-N1 

pcDNA3.1(+) (130) zum Visualisierung einer erfolgreichen Transfektion kotransfiziert. Es ist jeweils ein 

repräsentativer Strom-Spannungs-Verlauf mit einem Strom-Zeit-Verlauf (A, B, C, oben) dargestellt. Die 

Applikation einer 250 mOsm kg-1 hypoosmolaren Lösung (Hypo, roter Balken) als auch von 10 µM Dopamin 

(blauer Balken) führte zur Zunahme des einwärtsgleichgerichteten Kaliumstroms bei hD2R transfizierten 

CHO-K1-Zellen (A). Dagegen kommt es bei hCXCR4 transfizierten CHO-Zellen zur Abnahme des 

einwärtsrektifizierenden Kaliumstroms bei hyposmolarer Membrandehnung (250 mOsm kg-1, Hypo, roter 

Balken) und zur Zunahme des einwärtsrektifizierenden Kaliumstroms unter dem allosterischen Agonisten 

des hCXCR4, 10 µM ATI 2341 (blauer Balken) (B). Nur mit dem Kir3.1/Kir3.2-Kanal heterolog exprimierte 

CHO-Zellen zeigten keine Stromzunahmen unter 10 µM Dopamin (blauer Balken) sowie unter 10 µM ATI 

2341 (blauer Balken), aber maximale einwärtsgleichgerichtete Kaliumströme unter dem selektiven 

Kir3.x-Kanal Aktivator, 3 µM ML297 (olivgrüner Balken). Auch hier hemmt die mechanische Stimulation mit 

einer 250 mOsm kg-1 Lösung (Hypo, roter Balken) den einwärtsgleichgerichteten Kaliumstrom (C). Die 

Stromdichten (current densities) CD (pA/pF) wurden bei Haltepotentialen von ± 100 mV vor und während 

der Superfusion mit 10 µM Dopamin (blau), mit hypoosmolarer Lösung (250 mOsm kg-1, Hypo, rot), 10 µM 

ATI 2341 (blau) und unter 3 µM ML297 (olivgrün) berechnet. Die Zahl gibt die Anzahl an gemessenen 
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CHO-K1-Zellen an vier Experimentiertagen an. Zur statistischen Auswertung wurde die Zunahme der 

Stromdichten während einer Agonistenstimulation mit 10 µM Dopamin bzw. 10 µM ATI 2341, unter dem 

Kir3.x-Kanalaktivator 3 µM ML297 und einer mechanischen Stimulation (250 mOsm kg-1) zur basalen 

Ausgangsstromdichte (before, schwarz) mit dem gepaarten Student t-Test ermittelt (Mittelwert ± SEM, 

**P < 0.01, ***P < 0.001). Das Säulenndiagramm (A, B, C, unten) gibt die maximalen Stromdichten (pA/pF) 

des Kir3.1/Kir3.2-Kanals in Gegenwart eines Gi/o-Protein gekoppelten Rezeptors [hD2R (A), hCXCR4 (B)] 

oder in Abwesenheit eines Gi/o-Protein gekoppelten Rezeptors (C) wieder. 

Als nächstes wurde der humane Adenosin A2A-Rezeptor (hA2AR) als ein Vertreter der 

Gs-Protein gekoppelten Rezeptoren auf eine mechanische Aktivierbarkeit hin überprüft. 

Der hA2AR besitzt im Vergleich zum Histamin H1- mit 21 Aminosäuren und zum Dopamin 

D2-Rezeptor mit 15 Aminosäuren einen relativ langen C-Terminus mit 48 Aminosäuren 

mit einer C-terminalen Helix 8270 (siehe Abbildung 4.2), die 3 Windungen ausbildet (Wang 

et al., 2018). Intramolekulare dynamische FRET-Untersuchungen mit dem humanem 

Adenosin A2A-CCPGCCil3e-Cerulean pcDNA3 [71] Rezeptorkonstrukt271, zeigte sowohl 

unter Agonistenstimulation (10 µM Adenosin) (Hoffmann et al., 2005) als auch unter 

mechanischer Stimulation (150 mOsm kg-1) FRET-Signalabnahmen. Wie schon beim 

Histamin H1-Rezeptor in FRET-Untersuchungen beobachtet (siehe Abschnitt 3.2 mit 

Abbildung 3.4 und 3.5), waren die FRET-Signalabnahmen unter Agonistenstimulation 

mit ∆FRET(%) = -6,20 signifikant geringer als hypoosmotisch induzierte 

FRET-Signalabnahmen (150 mOsm kg-1) mit ∆FRET(%) = -34,93 (siehe Abbildung 4.4 

C). Bei einer zerstörten α-helikalen Helix 8 (hA2AR-T298P) waren die Agonisten 

induzierten FRET-Signalabnahmen (10 µM Adenosin) mit ∆ FRET (%) = -7,01 

(hA2AR-WT) im Vergleich zum Wildtyp A2A-Rezeptor (hA2AR-WT) mit ∆ FRET (%) = -6,20 

(hA2AR-T298P) nicht signifikant unterschiedlich (siehe Abbildung 4.4 C). Eine Zerstörung 

der α-helikalen Struktur der C-terminalen Helix 8 mit nur einem Aminosäureaustausch 

an der Aminosäureposition Threonin 298 zu Prolin (T298P) führte wie beim 

gpH1-Rezeptor (siehe Abschnitt 3.14 mit Abbildung 3.22 B) zu einer signifikanten 

Verringerung der Mechanosensitivität des humanen A2A-Rezeptors. Mechanisch 

induzierte FRET-Signale waren bei der Helix-8-Mutante (T298P) um 67% reduziert. Bei 

dem ct-b-F484P gpH1R-Konstrukt waren mechanisch induzierte FRET-Signale um -89% 

und bei dem ct-b-F484P-F488P gpH1R-Konstrukt um -90% (siehe Abschnitt 3.14 mit 

Abbildung 3.22 B) signifikant reduziert. Insgesamt zeigte sich, dass ein einziger 

Aminosäurenaustausch zu Prolin in der C-terminalen Helix 8 des GPCR (F484P bzw. 

T298P) ausreichend ist, um eine mechanische Rezeptoraktivierung von GPCR zu 

unterbinden. 

                                                
270 Die Helix 8 des humanen Adenosin A2AR weist folgende Aminosäuresequenz im Einbuchstabencode auf: 

R2968.47QTFRKIIRSHVL3088.59 (Jaakola et al., 2008). Mit Hilfe des Programms CCP4 Molecular Graphics Version 
2.10.10 konnte aus den aufgelösten Strukturen des humanen A2AR mit den Zugriffsschlüsseln PDB-ID:3QAK (Xu et 
al., 2011), PDB-ID: 5G53 (Carpenter et al., 2016), PDB-ID: 5NM2 (Weinert et al., 2017a), PDB-ID: 3EML (Jaakola et 
al., 2008), PDB-I: 5OLG (Rucktooa et al., 2018), PDB-ID: 5WF5 (White et al., 2018a), PDB-ID: 6AQF (Eddy et al., 
2018), PDB-ID: 5MZJ (Cheng et al., 2017), PDB-ID: 3RFM (Doré et al., 2011), PDB-ID: 3VGA (Hino et al., 2012), 
PDB-ID: 3UZC (Congreve et al., 2012), PDB-ID: 4EIY (Liu et al., 2012c), PDB-ID: 4UG2 (Lebon et al., 2015), PDB-ID: 
5IU4 (Segala et al., 2016) die nachstehende Aminosäuresequenz R2938.44EFRQTFRKIIRS3058.56 der Helix 8 
bestimmt werden. 

271 Das Adenosin A2A-CCPGCCIL3e-Cerulean pcDNA3 [71] Rezeptorkonstrukt wurde von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Carsten 
Hoffmann vom Rudolf-Virchow-Zentrum in Würzburg zur Verfügung gestellt.  
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Existenz einer C-terminalen Helix 8 eine 

Schlüsselrolle in der Mechanosensitivität der Gq/11-, Gs- und Gi/o-Protein gekoppelten 

Rezeptoren in der GPCR Superfamilie einnimmt. Insgesamt deuten unsere Ergebnisse 

daraufhin, dass die C-terminale Helix 8 das entscheidende mechanosensorische 

Strukturelement für die mechanische Aktivierung von Gq/11-, Gi/o- und Gs-Protein 

gekoppelten Rezeptoren ist (Abbildung 5.1). Erstmalig konnte der molekulare 

Mechanismus der Mechanosensitivität von GPCRs aufgedeckt und eine Schlüsselrolle 

der Helix 8 als ein wesentliches Strukturelement für die Mechanosensitivät von GPCRs 

gezeigt werden. 

 

Abbildung 4.4: Der humane Adenosin A2A-Rezeptor mit einer C-terminalen Helix 8 ist 

mechanosensitiv Dynamische FRET-Messungen von FlAsH markierten, transient transfizierten 

HEK293-Zellen mit dem Wildtyp hA2A-CCPGCCIL3e-Cerulean pcDNA3 [71] (hA2AR-WT) Rezeptorkonstrukt 

und mit der in der Helix 8 mutiertem hA2A-CCPGCCIL3e-T298P-Cerulean pcDNA3 Rezeptorkonstrukt 

(hA2AR-T298P). Wie gezeigt wird, kommt es während einer 10 µM Adenosinstimulation (Adenosine, blauer 

Balken) in beiden hA2ARezeptorkonstrukten (hA2AR-WT, hA2AR-T298P) zu einer Zunahme des Cerulean 

Fluoreszenzsignals (türkise Spur) und zeitgleich zu einer Abnahme des FlAsH Fluoreszenzsignals (gelbe 

Spur), was in einer Abnahme des FRET-Signals (schwarze Spur) resultiert. Das bedeutet, dass sich die 

beiden Fluorochrome während einer Agonistenstimulation voneinander wegbewegen. Als mechanischer 

Stimulus wurde eine hypoosmolare Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo, roter Balken) eingewaschen, das in 

beiden hA2A-Rezeptorkonstrukten zu einer Abnahme des FRET-Signals führt (A, B). Die Zusammenfassung 

der dynamischen FRET-Messungen wird als Säulendiagramm dargestellt (C). Adenosin induzierte 

FRET-Änderungen werden in blau, hypoosmotisch induzierte FRET-Änderungen in rot angezeigt. Zahlen 

an den Säulen geben die Anzahl der gemessenen Zellen auf 30 mm Glasplättchen von mindestens 3 

Versuchstagen an. Es wurden signifikante Unterschiede zwischen den FRET-Signalen der Helix 8 Mutante 

(hA2AR-T298P) zum Wildtyp hA2AR (hA2AR-WT) bei mechanischer Stimulation mit einer hypoosmolaren 

Lösung (150 mOsm kg-1, Hypo 150, roter Balken) mit dem Student-t-Test berechnet (Mittelwert ± SEM, 

**P < 0.01) bestimmt (C). 
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Abbildung 4.5: Modell zur mechanischen 

Aktivierung von GPCR Die 

Mechanosensitivität von GPCR hängt vom 

Vorhandensein einer intakten Helix 8 ab. 

GPCR, denen eine Helix 8 fehlt, sind nicht 

mechanosensitiv (links). Eine intakte Helix 8 

(rechts, „helix 8“) stabilisiert den mechanisch 

induzierten Rezeptorzustand und führt zur 

Aktivierung von GPCR (rechts, signal). 

Mechanische Reize wie z. B. 

Membrandehnung und Fluss-induzierte 

Scherkräfte können zu einer Verlängerung 

der Helix 8 führen (Wolny et al., 2014), die 

zur Aktivierung des G-Proteins und anschließender Aktivierung weiterer Effektorsysteme führen (rechts, 

blauer gestrichelter Pfeil „signal“). Der GPCR ist in schwarz dargestellt. Die Helix 8 wird als ein grünes 

rechteckiges Kästchen (rechts) hervorgehoben, das parallel zur Zellmembran (grauer Rechteck) liegt. Rote 

dünne Pfeile zeigen Fluss-induzierte Scherkräfte („shear stress“) an, wobei die dicken rotfarbenen Pfeile die 

Membrandehnung („membrane stretch“) repräsentieren. Abbildung wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. 

rer. nat. Michael Mederos y Schnitzler erstellt. 

4.5 PIP2-Interaktion beeinflusst die mechanische 

Aktivierbarkeit des Histamin H1-Rezeptors 

Hirst et al. (2015) konnten zeigen, dass die amphiphile Helix 8 im C-Terminus des 

Angiotensin II AT1A-Rezeptors ein hochaffines Peptidmotiv für anionische Phospholipide 

wie z. B. PIP2 der Zellmembran ist. Hirst et al. (2015) vermuten, dass die Helix 8 mit PIP2 

in der Zellmembran elektrostatisch wechselwirkt und sich aus der Lipid-Doppelschicht 

herausbewegt, das zu einer Konformationsänderung in der Helix 8 führt (Hirst et al 

2015). Eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen PIP2 mit der C-terminalen Helix 

8 führte zu einer Konformationsänderung der Helix 8, indem positiv geladene basische 

Aminosäuren der C-terminalen Helix 8 mit negativ geladenen Phosphatgruppen der 

Phospholipide wechselwirken und eine Kippbewegung der Helix 8 vom hydrophilen 

Zytosol in die Lipid-Doppelschicht veranlassen. Auch die Arbeitsgruppe um Alexandros 

Makriyannis aus Northeastern University in Boston konnte am humanen Cannabinoid 

CB1-Rezeptor zeigen, dass die C-terminale Helix 8 mit Phospholipiden der Zellmembran 

interagiert (Tiburu et al., 2011). Um herauszufinden, ob PIP2 mit basischen Aminosäuren 

der C-terminalen Helix 8 wechselwirkt und die mechanische Rezeptoraktivierung 

beeinflusst, wurde 20 µM Wortmannin, ein PI4K272-Inhibitor bei hohen Konzentrationen, 

in der FRET-Photometrie eingesetzt (siehe Abschnitt 3.13). Mechanisch induzierte 

FRET-Signale waren in einer PIP2-verarmten Lipid-Doppelschicht sowohl unter einer 

hypoosmotischen Membrandehnung (150 mOsm kg-1) als auch unter Fluss-induzierten 

Scherkräften (40 dyn cm-2 und 60 dyn cm-2) signifikant reduziert (siehe Abschnitt 3.13 

mit Abbildung 3.21 C, F, D und G). Dynamische FRET-Untersuchungen mit dem ct-b 

gpH1R-Konstrukt ergab, dass das FRET-Signal unter Wortmannin (20 µM) zunahm 

(siehe Abschnitt 3.13 mit Abbildung 3.21 A und D), was verglichen mit unseren 

                                                
272 Abkürzung PIK4 steht für Phosphoinositid-4-kinase 
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FRET-Untersuchungen mit den inversen Agonisten (siehe Abschnitt 3.6 und 3.7) 

bedeuten würde, dass eine PIP2-Verarmung der Zellmembran eine Transduktion des 

Histamin H1-Rezeptors in einen inaktiven Rezeptorzustand induziert. Es wurden jedoch 

keine signifikanten Unterschiede der mechanisch induzierten FRET-Signale bei der 

Perfusion mit nur 100 nM Wortmannin ermittelt (siehe Abbildung 3.21 D). Insgesamt 

weisen diese FRET-Ergebnisse darauf hin, dass die Wechselwirkung positiv 

geladenener Seitenketten basischer Aminosäuren in der Helix 8 mit den negativ 

geladenen Phosphorsäureestern des PIP2 in der Zellmembran von wesentlicher 

Bedeutung für die Mechanosensitivät von GPCR ist. 

Eine Verarmung der Lipid-Doppelschicht an dem Phospholipid PIP2 durch Wortmannin 

(20 µM) führte sowohl unter hypoosmotischer Membrandehnung (150 mOsm kg-1) als 

auch unter Fluss-induzierten Scherkräften (40 dyn cm-2 und 60 dyn cm-2) zur 

signifikanten Reduktion der mechanischen Aktivierbarkeit des Histamin H1-Rezeptors 

(siehe Abschnitt 3.13 mit Abbildung 3.21 C, F, D und G). Interessanterweise führte die 

alleinige Applikation von 20 µM Wortmannin zu FRET-Signalzunahmen, was darauf 

hindeutet, dass elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen 

Aminosäureresten der Helix 8 und den negativ geladenen Phophatgruppen aufgelöst 

werden und dadurch die Helix 8 sich nach der von Hirst et al. (2015) gestellten 

Hypothese aus der Zellmembran herauszieht und wegbewegt. Durch 

Aminosäureaustasche positiv geladener Aminosäuren in der C-terminalen Helix 8 

jeweils zu Alanin (R485A, R490A-R493A, K486A-K489A) konnte die mechanische 

Rezeptoraktivierung des H1-Rezeptors signifikant unterdrückt werden (siehe Abschnitt 

3.16 mit Abildung 3.19). Demzufolge führt sowohl eine PIP2-Entleerung der Zellmembran 

als auch die Entfernung positiv geladener Aminosäurereste in der Helix 8 zu einer 

Konformationsänderung der Helix 8, das dadurch nicht mehr als ein Mechanosensor 

agieren kann. Austin Gehret et al. (2010) konnten zusätzlich zeigen, dass bei 

Agonistenbindung an den Thyrotropin-releasing hormone (TRH) Rezeptor positiv 

geladenen Aminosäurereste der Helix 8 mit der G-Protein-gekoppelten Kinase GRK2 

interagieren und eine GRK2 vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors fördern (Gehret 

et al., 2010). Der TRH-Rezeptor besitzt zwischen dem NPXXY-Motiv und den 

Palmitoylierungsstellen C335 und C337 eine amphipathische Helix 8. Die Ergebnisse 

zeigen, dass positive Aminosäurereste wie z. B. Lysin und Arginin in der Helix 8 von 

GPCR auch wichtig für die GRK-abhängige Phosphorylierung wichtig sind. Wohingegen 

lipophile ungeladene Aminosäurereste wie z. B. Leucin und Phenylalanin anscheinend 

wichtig für die Ausbildung einer α-helikalen Sekundärstruktur der Helix 8 in künstlichen 

Membranen sind (Ahn et al., 2010). 

4.6 Anbindung an das Aktin-Zytoskelett 

Ein systematischer Aminosäurensequenzvergleich aus dem Jahre 2015 deckte ein 

konserviertes Bindemotiv für das Aktin-bindende Protein Filamin A (FLNa) im 

C-Terminus von über 20% aller humanen GPCR auf (Tirupula et al., 2015). Mit der 

Verwendung der isothermen Titrations-Kalorimetrie und der 
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Kernspinresonanzspektroskopie (NMR273-Spektroskopie) konnte eine Bindung zwischen 

der Immunglobulin (Ig) Domäne (Nakamura et al., 2007) von FLNa mit dem 

FLNa-Bindemotiv beobachtet werden, wodurch filamentöses F-Aktin mit dem GPCR 

quervernetzt wird (Tirupula et al., 2015). Unsere FRET-Untersuchungen mit dem 

Histamin H1-Rezeptor zeigten eine signifikante mechanisch-induzierte 

FRET-Signalabnahmen in Gegenwart von Zytoskelettinhibitoren (siehe Abschnitt 3.9 mit 

Abbildung 3.15 F), die die Polymerisation von freiem globulärem G-Aktin zu 

filamentösem F-Aktin verhindern. Wohingegen eine verstärkte Aktin-Polymerisation 

keinen Unterschied der mechanischen Aktivierbarkeit des H1-Rezeptors in Abwesenheit 

des Zytoskelettinduktors zeigte (siehe Abschnitt 3.9 mit Abbildung 3.15 F). Man könnte 

anhand dieser FRET-Ergebnisse die Vermutung äußern, dass der C-Terminus des 

H1-Rezeptors an das Aktin-Zytoskelett koppelt und eine Zerstörung des 

Aktin-Zytoskeletts den H1-Rezeptor vom Aktin-Zytoskelett entkoppelt und zur 

Freisetzung der C-terminalen Helix 8 führt. Durch die Entkopplung des GPCR vom 

Aktin-Zytoskelett können mechanisch-induzierte Konformationsänderungen der Helix 8 

leichter ablaufen, was demnach zu stärkeren FRET-Signalabnahmen unter 

mechanischer Stimulation führen sollte. 

Zusätzlich befinden sich im distalen Ende der C-Termini von GPCR eine 

PDZ1/2274-Proteininteraktionsdomäne (Dunn und Ferguson, 2015), die über die Bindung 

von z. B. NHERF1/2275-Gerüstproteinen (Lu et al., 2013) sowie F-Aktin-bindenden 

ERM276-Proteinen mit dem Aktin-Zytoskelett vernetzt werden (Fam et al., 2005; Paquet 

et al., 2006; Weinman et al., 2006). Atsuo Kuramasu et al. (2006) behaupten, dass der 

Histamin H1-Rezeptor angeblich keine PDZ-Proteininteraktionsdomäne im relativ kurzen 

C-Terminus besitzt (Kuramasu et al., 2006), der betrachtet man die Kristallstruktur (siehe 

Abschnitt 1.5.5 mit Abbildung 1.10 A) größtenteils nur aus der Helix 8 besteht (siehe 

Abbildung 3.12 mit Abbildung 3.18 B) (Shimamura et al., 2011). Jedoch besteht immer 

noch die Möglichkeit einer indirekten Wechselwirkung des C-Terminus des H1-Rezeptors 

mit dem Aktin-Zytoskelett, da aus der Literatur bekannt ist, dass Proteine mit einer 

PDZ-Proteininteraktionsdomäne wie z. B. GIPC1277 mit der Helix 8 des Dopamin 

D2-Rezeptors wechselwirkt (Jeanneteau et al., 2004; Sensoy und Weinstein, 2015). 

Özge Sensoy und Harel Weinstein (2015) konnten mit Hilfe computergestützer 

molekulardynamischer Simulationen eine Wechselwirkung von GIPC1 mit der 

C-terminalen Helix 8 des D2R festestellen. Sie beobachteten, dass sich die C-terminale 

Helix 8 durch eine Depalmitoylierung aus der Zellmembran herausbewegt und mit der 

PDZ-Domäne des GIPC1 wechselwirkt (Sensoy und Weinstein, 2015). Daraus ergibt 

sich, dass die Helix 8 durch die C-terminale Palmitoylierung in der Zellmembran 

                                                
273 NMR vom Englischen nuclear magnetic resonance 
274 PDZ vom Englischen Post synaptic density 95 protein/Drosophila melanogaster septate junction protein Discs 

large/tight junction protein Zonula occludens-1 
275 NHERF vom Englischen Na+/H+ exchange regulatory cofactor 
276 ERM steht für Ezrin-Radixin-Moesin-ähnliches Protein 
277 Abkürzung GIPC steht für das 333 Aminosäuren lange GAIP C-terminus-interacting protein. Siehe URL-Adresse: 

https://www.uniprot.org/uniprot/O14908 
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verankert wird und dadurch eine Wechselwirkung mit der PDZ-Domäne des GIPC1 

verhindert wird. 

Weiterführende Experimente im Bezug auf die Modulation der Mechanosensitivität durch 

das Aktin-Zytoskelett wären, zum einen die NHERF1/2-Bindung an die 

PDZ-Proteininteraktionsdomänen in mechanosensitiven GPCR zu unterbinden und die 

mechanosensitive Rezeptoraktivierung genauer zu untersuchen. Zu diesem Zweck 

könnte die NHERF1/2-Expression mit der Verwendung von shRNAs (short hairpin RNA) 

unterdrückt bzw. mit der Verwendung von sgRNAs (single guide RNA) ausgeschalten 

werden, um den mechanosensitiven GPCR vom Aktin-Zytoskelett zu entkoppeln. Zum 

anderen könnte die heterologe Expression eines mechanosensitiven GPCR mit einer in 

der Literatur beschriebenen NHERF1-E68A Patientenmutante278 (Courbebaisse et al., 

2012; Storch et al., 2017a) die Bindung von NHERF1 an den mechanosensitiven GPCR 

verhinden und dadurch die Mechanosensitivität des GPCR beeinflussen. Eine weitere 

Quervernetzung des C-Terminus von GPCR ist über die N-terminale EVH-Domäne279 

(Enabled/VASP Homology Domain) der sogenannten Homer Adapterproteine möglich, 

die an das filamentöse F-Aktin knüpfen können (Shiraishi-Yamaguchi und Furuichi, 

2007; Magalhaes et al., 2012). Es wäre interessant, ob eine Herunterregulation bzw. 

eine Ausschaltung der mRNA Expression einzelner Homerproteine (Shiraishi-

Yamaguchi und Furuichi, 2007) die Mechanorezeption von GPCR moduliert. 

Diese Ergebisse deuten daraufhin, dass sich die Helix 8 vermutlich bei einer 

Agonistenstimulation aus der Zellmembran herausbewegt. Wohingegen eine 

mechanische Stimulation wahrscheinlich zu einem weiteren Eindringen der Helix 8 in die 

Zellmembran führt. 

4.7 Aktivierung von GPCR durch Transmembranpotential 

Insgesamt können GPCR nicht nur durch chemische Botenstoffe wie Hormone, 

Neurotransmitter und Zytokine, sondern auch Agonisten-unabhängig durch 

mechanische Reize aktiviert werden. Yair Ben-Chaim et al. (2006) konnten erstmals am 

muskarinischen M2-Rezeptor zeigen, dass Transmembranpotentialänderungen zu einer 

Zunahme der Agonistenaffinität führte (Ben-Chaim et al., 2006). Bei einer 

spannungsabhängigen Aktivierung des M2-Rezeptors wurde eine Verschiebung von 

Ladungen im Rezeptor beschrieben, das eine Liganden-abhängige 

Konformationsänderung in der orthosterischen Ligandenbindetasche induziert (Navarro-

Polanco et al., 2011; Dekel et al., 2012), wodurch die Agonistenaffinität und die 

G-Protein-Kopplung beeinflusst werden (Ben-Chaim et al., 2006; Rinne et al., 2015). Von 

der Forschergruppe um Prof. Dr. Moritz Bünemann aus dem Institut für Pharmakologie 

                                                
278 Die Mutation (E68A) in der PDZ1-Domäne von NHERF1 verhindert die Bindung an PDZ-Domäne (Courbebaisse et 

al., 2012; Storch et al., 2017a). 
279 Die EVH-Domäne bindet an ein PPXXF-Bindemotiv im C-Terminus von GPCR wie am Beispiel der beiden 

metabotroepen Glutamatrezeptorem mGluR1 und mGluR5 (Brakeman et al., 1997; Tu et al., 1998; Kuramasu et al., 
2006) sowie dem adrenergen α1D Rezeptor (Tu et al., 1998) gezeigt wurde, das sogar zu einer 
agonisten-unabhängigen Rezeptoraktivierung der beiden metabotropen Glutamatrezeptoren mGluR1 und mGluR5 

führen kann (Ango et al., 2001). 
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und Klinische Pharmazie der Philipps-Universität Marburg konnte mit intramolekularen 

dynamischen FRET-Untersuchungen von adrenergen und muskarinischen GPCR in der 

klassischen Ganzzell-Ableitung gezeigt werden, dass adrenerge α2A- (Rinne et al., 2013) 

und β1-Rezeptoren (Birk et al., 2015) sowie muskarinischen M1-, M3- und M5-Rezeptoren 

(Rinne et al., 2015) durch Transmembranpotentialänderungen aktiviert werden. Diese 

spannungsabhängige Rezeptoraktivierung konnte sogar durch allosterische (Hoppe et 

al., 2018) und volle Agonisten moduliert werden (Rinne et al., 2013; Birk et al., 2015; 

Rinne et al., 2015). Eine Hyperpolarisation (Vm = -90 mV) in Anwesenheit eines 

Agonisten löste bei allen Rezeptoren einen aktiven Rezeptorzustand aus, indem das 

FRET-Signal abnahm (Rinne et al., 2013; Birk et al., 2015; Rinne et al., 2015). Dagegen 

führte eine Membrandepolarisation auf Vm = +40 mV bis Vm = +60 mV bei allen 

Rezeptoren mit Ausnahme des muskarinischen M1-Rezeptors zu 

FRET-Signalzunahmen (Rinne et al., 2013; Birk et al., 2015; Rinne et al., 2015; Hoppe 

et al., 2018), das einen inaktiven Rezeptorzustand belegt. Überraschenderweise ist eine 

spannungsabhängige Aktivierung der α2A-, M1-, M3-Rezeptoren auch in Abwesenheit von 

G-Proteinen möglich, weil weder durch Pertussistoxin (PTX, 50 ng ml-1) noch durch das 

nicht-hydrolysierbare GTPγS (500 µM) eine spannungsabhängige Rezeptoraktivierung 

beeinflusst wurde. Bisher wurden weitere spannungsabhängige GPCR entdeckt: Der 

Gq/11-Protein gekoppelte purinerge P2Y1-Rezeptor (Martinez-Pinna et al., 2005; Gurung 

et al., 2008), die beiden metabotropen Glutamatrezeptoren, der Gi/o-Protein gekoppelte 

mGluR3 und der Gq/11-Protein gekoppelte mGluR1a (Ohana et al., 2006), der Gi/o-Protein 

gekoppelte Dopamin D2-Rezeptor (Sahlholm et al., 2008a; Sahlholm et al., 2008b), der 

adrenerge β1-Rezeptor (Birk et al., 2015), die beiden Gi/o-Protein gekoppelten Histamin 

H3- und H4-Rezeptoren (Sahlholm et al., 2012). 

Insgesamt zeigt sich, dass GPCR außer der konventionellen Ligandenbindung auch in 

der Lage sind andere Stimuli wie mechanische Reize und Transmembranpotentiale zu 

perzipieren. Diese Reize können agonisten-unabhängig bzw. agonisten-abhängig 

(allosterische Modulatoren) die Rezeptorfunktion beeinflussen. 

4.8 Monovalente Natriumionen als allosterische Modulatoren 

von GPCR 

Monovalente und divalente Kationen können als allosterische Modulatoren280 (siehe 

Abschnitt 1.13) an GPCR fungieren (Katritch et al., 2014; van der Westhuizen et al., 

2015). Mit Hilfe computergestützer molekulardynamischer Simulationen konnten Yi 

Shang et al. (2014) und Jana Selent et al. (2010) zeigen, dass ein positiv-geladenes 

Natriumkation (Na+) zuerst beim Eintritt aus dem Extrazellularraum über die 

orthosterische Ligandenbindetasche des Rezeptors mit der hochkonservierten 

                                                
280 Allosterische Modulatoren verändern das Gleichgewicht zwischen aktiven und inaktiven Rezeptorzuständen, das die 

Bindungsaffinität von Agonisten in die orthosterische Ligandenbindestelle beeinflusst. Positiv-allosterische 
Modulatoren fördern die Bindung von Agonisten, die einen aktiven Rezeptorzustand stabilisieren. Wohingegen 
negative-allosterische Modulatoren die Bindung von Agonisten verhindern und einen inaktiven Rezeptozustand 
stabilisieren (Shang et al., 2014; Gentry et al., 2015; Hoppe et al., 2018) wie am Beispiel der Opioidrezeptoren: δ-OR 
(Vickery et al., 2016a), µ-OR, und κ-OR (Shang et al., 2014) beschrieben wurde. 
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Aminosäureposition D3.32 der TM3 wechselwirkt und dann weiter zur allosterischen 

Na+-Bindetasche wandert und zwei Ionenbindungen ausbildet: einmal mit der 

negativ-geladenen Carboxylatgruppe des Aspartats D2.50 der TM2 und einmal mit der 

negativ geladenen Hydroxylatgruppe des Serins S3.39 der TM3 (Selent et al., 2010; 

Shang et al., 2014). Mit der Gewinnung von Kristallstrukturen des Adenosin A2AR281 (Liu 

et al., 2012b; White et al., 2018b), des adrenergen β1AR282 (Miller-Gallacher et al., 2014), 

des PAR1-Rezeptors283 (Zhang et al., 2012), des δ-Opiodrezeptors284 (δ-OR) (Fenalti et 

al., 2014) und des Dopamin D4-Rezeptors285 (Wang et al., 2017) konnte eine 

allosterische Na+-Bindetasche286 in vielen GPCR aufgedeckt werden. Es wurden weitere 

GPCR mit einer allosterischen Na+-Bindetasche beschrieben: der adrenerge 

α2A-Rezeptor (Wilson et al., 2001), der Histamin H3-Rezeptor (Schnell und Seifert, 2010), 

der Dopamin D2-Rezeptor (Selent et al., 2010), der Bradykinin B2-Rezeptor (Quitterer et 

al., 1996) und der muskarinische M3-Rezeptor (Miao et al., 2015). 

Eine Permeation von freien Natriumkationen im GPCR kann demnach auch bei einer 

Membrandepolarisation auftreten, das eine Ladungsverschiebung im GPCR verursacht 

und dadurch die Rezeptorfunktion beeinflusst (Katritch et al., 2014; Vickery et al., 2016a; 

Vickery et al., 2016b). Interessanterweise ist die Aminosäureposition D2.50 mit nahezu 

84,8% hoch konserviert in Klasse A GPCR (Katritch et al., 2014). Bei einer Mehrzahl von 

Klasse A GPCR wird der Rezeptor bei einer allosterischen Na+-Bindung in einen 

inaktiven Rezeptorzustand versetzt. Eine Rezeptoraktivierung kann erst wieder bei einer 

Zerstörung der allosterischen Na+-Bindetasche mit Aufhebung der Ionenbindung 

zwischen dem Aspartat D2.50 und dem Na+ erfolgen (Gurung et al., 2008; Liu et al., 2012c; 

Katritch et al., 2014; Miao et al., 2015), was darauf hindeutet, dass diese Ionenbindung 

eine Rezeptoraktivierung erschwert und den GPCR im inaktiven Rezeptorzustand 

stabilisiert. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass Natriumionen als ein negativ 

allosterischer Modulator fungieren können. Durch eine Protonierung der 

negativ-geladenen Carboxylatgruppe des Aspartats D2.50 konnte die allosterische 

Na+-Bindung aufgelöst und ein aktiver Rezeptorzustand stabilisiert werden (Miao et al., 

2015; Vickery et al., 2016a). Gustavo Fenalti et al. (2014) konnte mit Hilfe von 

Aminosäureaustauschen (D952.50, N1313.35, N3107.45 und N3147.49) in der allosterischen 

Na+-Bindetasche des δ-OR eine gesteigerte Aktivierung des β-Arrestin-Effektorsystems 

                                                
281 PDB ID: 4EIY: 1,8 Å aufgelöste Struktur des A2AR-BRIL-Komplexes mit dem hochaffinen Antagonisten ZM241385 (Liu 

et al., 2012c). PDB-ID: 5WF5: 2,6 Å aufgelöste Struktur des A2AR-T4L-Komplexes mit dem vollen Agonisten UK432097 
(White et al., 2018b) 

282 PDB-ID: 4BVN: 2,1 Å aufgelöste Struktur des adrenergen β1AR mit dem partiellen Agonisten Cyanopindolol (Miller-
Gallacher et al., 2014) 

283 PDB-ID: 3VW7: 2,2 Å aufgelöste Struktur des PAR1-T4L-Komplexes mit dem selektiven Antagonisten Vorapaxar 
(Zhang et al., 2012) 

284 PDB-ID: 4N6H: 1.8 Å aufgelöste Struktur des δOR-BRIL-Komplexes mit dem selektivem Antagonisten Naltrindol 
(Fenalti et al., 2014) 

285 PDB-ID: 5WIV: 2,1 Å aufgelöste Struktur des Dopamin D4-BRIL-Komplexes mit dem atypischem Neuroleptikum 
Nemonaprid (Wang et al., 2017) 

286 Die allosterische Na+-Bindetasche der Klasse A GPCR wurde aus Aminosäurevergleichen ermittelt und setzt sich wie 
folgt aus den konservierten Aminosäuren: N1.50 (96,8%), V1.53 (27,1%) ,L2.46 (90,8%) A2.47 (42,2%), A2.49 (26,6%), D2.50 
(84,8%), S3.39 (29,0%), L3.43 (83,8%), F6.44 (31,5%), W6.48 (26,4%), N7.45 (28,3%), S7.46 (26,0%), N7.49 (86,0%), P7.50 
(94,1%) und Y7.53 (91,5%) zusammen (Katritch et al., 2014). 
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trotz Anwesenheit des selektiven Antagonisten Naltrindol (25 µM) zeigen (Fenalti et al., 

2014). Des Weiteren konnten Arnault Massink et al. (2015) ebenso mit Hilfe von 

Aminosäureaustauschen in der allosterischen Na+-Bindetasche des Adenosin 

A2A-Rezeptors (D522.50A, S913.39A, W2466.48A, N2807.45A und N2847.49A) die 

Na+-Bindung unterdrücken, wodurch die negativ allosterische Modulation durch das 

Natriumion aufgehoben und die Gs-Protein-Aktivierung unter dem selektiven Agonisten 

CGS21680 (0,1 nM-10 µM) verhindert wurde (Massink et al., 2015; White et al., 2018b). 

Daraus kann man folgern, dass in Gegenwart erhöhter Natriumkonzentration einerseits 

die Agonistenaffinität abnimmt und andererseits eine Gs-Protein-Kopplung stattfindet. 

Überaschenderweise gab es beim adrenergen β1-Rezeptor keine Änderung der 

Agonistenaffinität in Gegenwart zunehmender Natriumkonzentrationen (0 mM, 150 mM, 

1 M NaCl) (Miller-Gallacher et al., 2014), der laut Jennifer L. Miller-Gallacher et al. (2014) 

auch eine allosterische Na+-Bindetasche besitzen soll. Hier wurde dagegen ein nicht 

Liganden gebundener Rezeptorzustand des adrenergen β1-Rezeptors stabilisiert (Miller-

Gallacher et al., 2014). Der EC50-Wert für einen allosterischen Effekt des Natriumions 

beträgt z. B. für den A2A-Rezeptor: 40 - 48 mM (Miller-Gallacher et al., 2014), für den 

Neurotensin NTS1-Rezeptor: 43 mM (White et al., 2012; Miller-Gallacher et al., 2014) 

und liegt für viele GPCR im Durchschnitt bei EC50 < 50 mM (49 ± 7 mM) (Gutierrez-de-

Teran et al., 2013; Katritch et al., 2014) deutlich unter der physiologischen 

Natriumkonzentration von 140 - 150 mM. 

Im Histamin H1-Rezeptor befinden sich auch die beiden hochkonservierten 

Aminosäurepositionen D2.50 der TM2 und S3.39 der TM3 (siehe Abbildung 4.5), die für die 

Ausbildung einer allosterischen Na+-Bindetasche entscheidend sein können. 

Abbildung 4.6: Snakeplot-Diagramm des humanen Histamin H1-Rezeptors mit den TM1-TM7 und der 

Helix 8 Die Aminosäuren sind im Einbuchstabencode mit der jeweiligen Position in der Ballesteros und 

Weinstein Nummerierung (TM.XX) angezeigt und als Kreise dargestellt. Die am höchsten konservierten 

Aminosäuren (TM.50) sind in rot eingekreist. Die Abbildung wurde mit Hilfe der Datenbank 

GPCR-GPCR-SSFE 2.0 (Worth et al., 2017) mit der URL-Adresse: 

http://www.ssfa-7tmr.de/ssfe2/snakes/temp/Snake-Plot_hrh1_human_5d8b844eefe8d. Letzter Aufruf 

erfolgte am 10.12.2017 
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Im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit wurden hypoosmolare und isotonische Lösungen 

mit 55 mM Na+ verwendet. Der geringe Natriumgehalt, der deutlich unter der 

physiologischen Natriumkonzentration von 140 mM Na+ liegt, könnte somit einen 

direkten Einfluss auf die basale Rezeptoraktivität, die Agonistenaffinität und die 

Aktivierungskinetik des Histamin H1-Rezeptors haben. 

Die Aktivierungskinetik unter Histamin war in FRET-basierten Untersuchungen mit dem 

il3-e1 gpH1R-Konstrukt in Gegenwart von 55 mM Na+ („His in Iso 150“) signifikant 

langsamer als in HBS-balancierter Lösung („His in HBS“) mit physiologischer 

140 mM Na+ (siehe Abschnitt 3.17 mit Abbildung 3.26). Diese Ergebnisse weisen 

daraufhin, dass eine allosterische Na+-Bindung wahrscheinlich im Gegesatz zu den 

Opiodrezeptoren (Shang et al., 2014), dem muskarinischen M3-Rezeptor (Miao et al., 

2015) und dem Adenosin A2A-Rezeptor (Massink et al., 2015; White et al., 2018b) einen 

positiv allosterischen Effekt mit einer erhöhten Agonistenaffinität am H1-Rezeptor 

bewirkt. Interessanterweise war die Agonisten-unabhängige mechanisch-induzierte 

Aktivierungskinetik (150 mOsm kg-1) des Histamin H1-Rezeptors sogar signifikant 

langsamer als die Agonisten-induzierte Aktivierungskinetik mit 55 mM Na+ (siehe 

Abschnitt 3.17 mit Abbildung 3.26), daraus ergibt sich, dass eine nicht vollständig 

besetzte Na+-Bindetasche keinen positiv allosterischen Effekt mehr ausüben kann und 

der Liganden-freie Rezeptor in einer inaktiven Rezeptorkonformation gehalten wird. 

Der wiederholbare Wechsel zwischen der isotonischen Badlösung mit niedriger 55 mM 

Na+ und der isotonischen HBS-balancierten Lösung („Iso � HBS“) führte zu eindeutigen 

FRET-Signalabnahmen, entgegen dem Wechsel zwischen der isotonischen 

HBS-balancierten Lösung und der isotonischen Badlösung („HBS � Iso“), das zu 

FRET-Signalzunahmen in Abwesenheit des Agonisten führte (siehe Abschnitt 3.18 mit 

Abbildung 3.27). Diese FRET-Ergebnisse bestärken einen positiv-allosterischen Effekt 

des allosterisch gebundenen Na+ im Liganden-freien Histamin H1-Rezeptor. Für die 

FRET-Untersuchungen wurden die il3-e1 und ct-b gpH1R-Konstrukte verwendet, die 

stets sowohl bei einer Agonistenstimulation, ausgenommen beim ct-b gpH1R-Konstrukt, 

als auch bei einer hypoosmotischen Membrandehnung immer FRET-Signalabnahmen 

zeigten (siehe Abschnitt 3.2 mit Abbildung 3.4 und 3.5). Erstaunlicherweise weist der 

nicht mechanosensitive humane GnRH-Rezeptor (siehe Abbildung 4.6) im Gegensatz 

zu den bisher genannten GPCR ein neutrales Asparagin N2.50 in der TM2 und ein Prolin 

P3.39 in der allosterischen Na+-Bindetasche auf (Katritch et al., 2014). Jedoch befinden 

sich im GnRH-Rezeptor auch polare Aminosäurepositionen: T2.47 in der TM2, D7.49und 

Y7.50 in der TM7, die wahrscheinlich auch als eine alternative allosterische 

Na+-Bindetasche fungieren können. Dadurch wäre der GnRH-Rezeptor immer noch in 

der Lage ein allosterisches Natriumion zu binden (Katritch et al., 2014) und den 

Rezeptorzustand zu modulieren. 
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Abbildung 4.7: Snakeplot-Diagramm des humanen GnRH-Rezeptors mit den TM1-TM7 Die 

Aminosäuren sind im Einbuchstabencode mit der jeweiligen Position in der Ballesteros und Weinstein 

Nummerierung (TM.XX) angezeigt und als Kreise dargestellt. Die am höchsten konservierten Aminosäuren 

(TM.50) sind in rot eingekreist. Die Abbildung wurde mit Hilfe der Datenbank GPCR-GPCR-SSFE 2.0 (Worth 

et al., 2017) mit der URL-Adresse: 

http://www.ssfa-7tmr.de/ssfe2/snakes/temp/Snake-Plot_gnrhr_human_5d8d2386179dc. Letzter Aufruf 

erfolgte am 25.09.2019 

Um die Aktivierungskinetik Fluss-induzierter FRET-Signale bei einer allosterischen 

Modulation mit Na+ genauer zu untersuchen, stehen weitere FRET-Messungen mit 

Applikation schrittweiser Erhöhung der Scherkräfte von 10, 20, 40 und 60 dyn cm-2 in 

physiologischer Natriumkonzentration mit 140 mM Na+ aus. 

Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass GPCR nicht nur durch chemische 

Signale, durch Aminosäureaustausche, die eine konstitutive Rezeptoraktivität 

stabilisieren, sondern interessanterweise auch Liganden-unabhängig durch 

mechanische Reize oder durch Transmembranpotentiale aktiviert werden können, wobei 

Natriumionen im Falle des H1-Rezeptors auch als positiv-allosterische Modulatoren die 

Rezeptoraffinität zum Agonisten erhöhen und insgesamt die 

Aktivierungsgeschwindigkeit erhöhen können. 

4.9 Physiologische Relevanz von Histamin H1-Rezeptoren 

Mechanosensitive Histamin H1-Rezeptoren werden im arteriellen Gefäßsystem, sowohl 

in Endothelzellen (Noso et al., 1990; Hao et al., 2008) als auch in glatten Muskelzellen 

exprimiert (Takagishi et al., 1995). Die Expression von humanen H1-Rezeptoren in 

glatten Muskelzellen kann aufgrund von atherosklerotischen Plaques in der Aorta Intima 

erhöht sein (Takagishi et al., 1995). In der Literatur wurde beschrieben, dass die Dichte 

an Histamin H1-Rezeptoren in Endothelzellen höher als in glatten Muskelzellen der 

Meerschweinchen Aorta ist (Hide et al., 1988). Die endothelialen H1-Rezeptoren könnten 

somit eine Rolle bei der Fluss-induzierten Vasodilatation von arteriellen Gefäßen spielen 

(Dux et al., 2002). Um eine mögliche physiologische Rolle von mechanosensitiven 

H1-Rezeptoren bei der Fluss-induzierten Vasodilatation zu untersuchen, wurde das 

mRNA Expressionsprofil in primären Endothelzellen, die aus der menschlichen 

Nabelschnurvene (HUVEC) stammen und als ein in-vitro-Modell für die Analyse der 

Mechanosensitivität endogen exprimierter H1-Rezeptoren dienten (siehe Abschnitt 3.11 

mit Abbildung 3.17A und B), bestimmt. Interessanterweise ist der H1-Rezeptor, der am 
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stärksten exprimierte GPCR als jeder andere von uns untersuchte GPCR in 

Endothelzellen (siehe Abbildung 4.8). 

Der Vergleich des H1-Rezeptor messenger RNA Expressionsprofils mit anderen GPCR 

zeigte eine mindestens 5-fach höhere Genexpression des H1-Rezeptors (H1R) als 

andere von uns getestete GPCR, die auf ihre Expressionsrate in HUVEC getestet 

wurden, indem quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR = quantitative real time PCR) 

Experimente von Frau Laura Danner am Walther-Straub-Institut in München 

durchgeführt wurden. Der Histamin H1-Rezeptor zeigte eine mehr als 15-fach höhere 

mRNA-Expression als andere Gq/11-Protein gekoppelte Rezeptoren und eine mehr als 

6-fach höhere mRNA-Expression als der Gs-Protein-gekoppelte β2AR. Die 

mRNA-Expressionsniveaus anderer mechanosensitiver GPCR wie V1AR, CysLT1R, 

GPR68-Rezeptor, D5R und PTH1R lagen unter der Nachweisgrenze. Die 

mRNA-Expression des mechanosensitiven Angiotensin II AT1R war mehr als 400-fach 

niedriger als die mRNA-Expression des mechanosensitiven H1-Rezeptors, was auf eine 

vernachlässigbare Rolle von Angiotensin II AT1R für die Mechanosensorik in 

Endothelzellen (HUVEC) hinweist. Die H1-Rezeptor mRNA Expression beträgt zum 

nächsten Gq/11-Protein gekoppelten muskarinergen M1-Rezeptor 15-fach, zum 

purinergen P2Y1-Rezeptor 11-fach, zum muskarinischen M5-Rezeptor 10-fach, zum 

Histamin H3-Rezeptor 9-fach und zu den adrenergen β2- und β3-Rezeptoren jeweils 

6- und 5-fach (siehe Abbildung 4.7). Die relative mRNA Expression vom Histamin 

H1-Rezeptor und von Endothelzellmarkern287 wie z. B. CD31 (cluster of differentiation 

31), vWF (von Willenbrandt Faktor) und Cadherin in HUVEC zeigte darüber hinaus, dass 

die relative mRNA-Expression vom H1-Rezeptor in HUVEC mindestens 6-fach höher als 

im Vergleich zu dem Endothelzellmarker Cadherin 5 ist (siehe Abbildung 4.8). 

                                                
287 Endothelzellmarker: das Thrombozyten-Endothelzellen-Zelladhäsionsmolekül CD31 (cluster of differentiation 31), ein 

130 kDa schweres transmembranäres Glykoprotein, ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie, das auch unter 
der Bezeichnung PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1) bekannt ist. Es wird auf der Zelloberfläche 
von adulten und embryonalen Endothelzellen, Thrombozyten, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten (Pusztaszeri 
et al., 2006), dendritischen Zellen, T- und B-Zellen sowie natürlichen Killerzellen (Marelli-Berg et al., 2013), 
pluripotenten Knochenmarksstammzellen und braunem Fettgewebe exprimiert (Ordonez, 2012). Bei einer Entzündung 
vermittelt es die Adhäsion von Leukozyten an das Endothel und die transendotheliale Migration von Leukozyten in den 
Entzündungsort (Pusztaszeri et al., 2006; Ordonez, 2012). Außerdem spielt es eine wichtige Rolle bei der Angiogenese 
(Pusztaszeri et al., 2006) und wurde auch als ein Mechanosensor für Blutfluss vermittelte Scherkräfte beschrieben 
(Tzima et al., 2005; Conway et al., 2013; Chistiakov et al., 2016; Meza et al., 2017). Cadherin 5, das auch als 
VE-Cadherin (Vascular Endothelial Cadherin) bekannt, ist ein Kalzium-abhängiges transmembranes Glykoprotein, das 
in fokalen Adhäsionsverbindungen zwischen benachbarten Endothelzellen vorkommt und Zell-Zell-Kontakte vermittelt. 
Das CD31 bindet zusammen mit Cadherin 5 an β-Catenin, das über das α-Catenin an das filamentöse F-Aktin anbindet 
(Matsumura et al., 1997). Der von Willebrand Faktor (vWF = von Willebrand Factor) ist ein Glykoprotein, das von 
Endothelzellen, Megakaryozyten und Thrombozyten exprimiert wird und den Blutgerinnungsfaktor VIII aus der 
Blutzirkulation bindet. Bei einer Verletzung des Endothels vermittelt es die Adhäsion von Thrombozyten aus der 
Blutbahn an das Endothel, das die Blutung stillt (Horvath et al., 2004; Pusztaszeri et al., 2006; Ordonez, 2012). 
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Abbildung 4.8: Das relative mRNA Expressionsprofil von GPCR und Endothelzellmarkern in HUVEC 

Die Histamin H1/H2/H3/H4-Rezeptoren: H1R (Gq/11), H2R (Gs), H3R und H4R (Gi/o), muskarinische 

M1/M3/M5-Rezeptoren: M1R (Gq/11), M3R (Gq/11) und M5R (Gq/11), Endothelin ETA/ETB-Rezeptoren: ETAR 

(Gq/11, Gs) und ETBR (Gq/11, Gi/o), Vasopressin V1A/V1B- und V2-Rezeptoren: V1AR (Gq/11), V1BR (Gq/11), V2R 

(Gs ), Bradykinin B1/B2-Rezeptoren: B1R (Gq/11) und B2R (Gq/11), Cysteinyl-Leukotrien 

CysLT1/CysLT2-Rezeptoren: CysLT1R (Gq/11) und CysLT2R (Gq/11), Urotensin II Ut2-Rezeptor (Gq/11), 

adrenerge α2-, β2/β3-Rezeptoren: alpha2AR (Gi/o), beta2AR (Gs), beta3AR (Gi/o), purinerge 

P2Y1/2/4/6-Rezeptoren: P2Y1R (Gq/11), P2Y2R (Gq/11), P2Y4R (Gq/11) und P2Y6R (Gq/11 und G12/13) und der 

GPR68-Rezeptor (Gq/11): GPR68 sind als Boxplots (lila) mit Median (schwarz) und Interquartilbereichen 

angezeigt. Die Endothelzellmarker: CD31 (cluster of differentiation 31), vWF (von Willebrand Faktor), 

Cadherin 5: Endothelzellmarker sind als Boxplots (dunkelblau) mit Median (weiß) und Interquartilbereichen 

dargestellt. Die Zahlen geben die Anzahl der unabhängigen Experimente an. Mit Hilfe der Webseite: 

IUPHAR/PBS Guide to Pharmacology mit der URL-Adresse: http://www.guidetopharmacology.org konnte 

die Art der G-Protein-Kopplung bestimmt werden. 

Zur Klärung der Fragestellung, ob der Histamin H1-Rezeptor bei der Fluss-induzierten 

Vasodilatation eine Rolle spielt, wurde die flussvermittelte Vasodilatation an isolierten 

Abschnitten von murinen Mesenterialarterien erster und zweiter Ordnung von Frau Laura 

Danner am Walther-Straub-Institut in München gemessen288. Hierfür wurden murine 

                                                
288 Es wurden isolierte Abschnitte der Mesenterialarterien der Verzweigungen erster und zweiter Ordnung auf zwei 

Glaskapillaren aufgezogen, mit Hilfe eines chirurgischen Fadens an beiden Enden des Gefäßabschnittes 
festgebunden und ein intraluminaler Druckgradient angelegt. Der Fluss wurde durch Anlegen eines intraluminalen 
Druckgradienten von 5 und 15 mmHg erzeugt, was zu Scherkraftbeträgen von jeweils 4,8 dyn cm-2 und 8,8 dyn cm-2 
führte (siehe Abbildung 4.8 A). 
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Mesenterialarteriensegmente entweder mit dem Thromboxan A2-Rezeptor Agonisten 

(20 nM) U46619 (Coleman et al., 1981; Tanaka et al., 2004) oder mit 35 mM KCl haltiger 

Lösung bis zu 20% vorverengt (siehe Abbildung 4.9 A). In Wildtyp-Arterien (C57BL/6J) 

führte die Applikation einer intravaskulären Scherkraft von +4,8 ± 0,5 cm-2 und 

+8,8 ± 1,1 dyn cm-2 zu einer zunehmenden Vasodilatation, die durch die beiden inversen 

H1-Rezeptoragonisten Mepyramin (100 µM) bzw. Desloratadin (30 µM) signifikant 

unterdrückt wurde, was darauf hinweist, dass arterielle H1-Rezeptoren an der Fluss-

inuzierten Vasodilatation beteiligt sind. Um unspezifische Effekte von inversen Agonisten 

auszuschließen, wurden zusätzlich Mesenterialarterien von Histamin H1-Rezeptor 

gendefizienten (H1R-/-) und von Quadrupel H1-, H2-, H3- und H4-Rezeptoren 

gendefizienten Mäusen (H1,2,3,4R-/-) untersucht, um die mit den inversen Agonisten 

erzielten Ergebnisse zu bestätigen. Die Fluss-induzierte Vasodilatation der H1R-/- oder 

der (H1,2,3,4R-/-) gendefizienten Arterien waren signifikant vermindert (siehe Abbildung 4.9 

B). Außerdem gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen H1R-/-, H1,2,3,4R-/- oder 

zwischen den mit den selektiven Agonisten Mepyramin (C57BL/6J+Mepy) bzw. 

Desloratadin (C57BL/6J+Deslor) inkubierten Mesenterialarterien von Wildtyp-Mäusen 

(siehe Abbildung 4.9 C). Diese Ergebnisse bekräftigen die Ergebnisse mit den inversen 

Agonisten. Außerdem war die Nitratkonzentrationen in Gefäßperfusaten von 

H1-Rezeptor gendefizienten (H1R-/-) Mesenterialarterien bzw. von 

Wildtyp-Mesenterialarterien (C57BL/6J), die mit Mepyramin (C57BL/6J+Mepy) bzw. mit 

Desloratadin (C57BL/6J+Deslor) behandelt wurden, stark verringert (siehe Abbildung 

4.9 G). 

Diese Ergebnisse folgern, dass durch Scherkräfte arterielle H1-Rezeptoren aktiviert 

werden, die mit einer großen Wahrscheinlichkeit zu einer endothel-abhängigen, 

NO-vermittelten, Fluss-induzierten Vasodilatation führen. 

Aus der Literatur ist bekannt, dass Histamin die Endothelzellpermeabilität erhöht und die 

Kontraktion von arteriellen glatten Muskelzellen induziert (Takagishi et al., 1995). Um 

eine Beteiligung von in glatten Gefäßmuskelzellen exprimierten H1-Rezeptoren an der 

Fluss-induzierten Vasodilatation auszuschließen, wurden Mesenterialarterien von 

Tamoxifen induzierbaren, glattmuskelspezifischen Gq/11-Protein knockdown Mäusen 

(SmGq/11
-/-Tam+)289 näher untersucht (siehe Abbildung 4.9 B). Es gab keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Mesenterialarterien von Wildtyp-Mäusen (C57BL/6J) und von 

glattmuskulären Gq/11-Protein knockdown (SmGq/11
-/-Tam+) Mäusen oder von 

Wurfgeschwistern (SmGq/11
+/+Tam+), die als Kontrolle dienten (siehe Abbildung 4.9 B). 

Unter dem selektiven Gq/11-Protein-Inhibitor YM-254890 (Nishimura et al., 2010; Kamato 

                                                
289 Die glattmuskelspezifische Cre-transgene Mauslinie (SMMHC-CreERT2; Gnaqflox/flox;Gna11–/–) wurde freundlicherweise 

von Herrn Prof. Dr. Stefan Offermanns vom Max-Planck-Institut für Herz- und Lungenforschung in Bad Neuheim zur 
Verfügung gestellt, in der die Cre-Rekombinase mit der modifizierten Östrogenrezeptorbindungsdomäne (CreERT2) 
fusioniert ist, das unter der Kontrolle des Promoters für die glattmuskulären schweren Myosinketten 
(SMMHC = smooth muscle myosin heavy chain) steht (Wirth et al., 2008). Die induzierbare SMMHC-Cre-Expression 
wurde durch peritoneale 1 mg Tamoxifeninjektionen an fünf aufeinanderfolgenden Tagen erreicht. Hier mussten die 
Gefäßabschnitte allerdings zuerst mit 35 mM Kaliumchlorid anstelle des Thromboxan A2 Rezeptor Agonisten U46619 
vorverengt werden, da das Gq/11-Effektorsystem in den glattmuskelspezifischen Gq/11-Protein knockdown Mäusen 
(SmGq/11

-/-Tam+) beeinträchtigt war. 
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et al., 2016) (siehe Abschnitt 3.4 mit Abbildung 3.7) konnte die Fluss-induzierte 

Vasodilatation in Wild-Typ-Mesenterialarterien (C57BL/6J+YM) signifikant unterdrückt 

werden (siehe Abbildung 4.9 B). Die Tamoxifen induzierten Gq/11-Protein knockdown 

Arterien (SmGq/11
-/-Tam+) zeigten eine ähnliche Fluss-induzierte Vasodilatation wie die 

Arterien von Wildtypmäusen (C57BL/6J), was darauf hindeutet, dass Gq/11-Protein 

gekoppelte Rezeptoren, die von vaskulären glatten Muskelzellen exprimiert werden, 

nicht an der Fluss-induzierten Vasodilatation beteiligt sind. Darüber hinaus konnte die 

intraluminale Applikation des inversen Agonisten Desloratadin (SmGq/11
-/-Tam++Deslor) 

die Fluss-induzierte Vasodilatation ähnlich stark wie der selektive und potente 

Gq/11-Protein Inhibitor YM-254890 (C57BL/6J+YM) unterdrücken. Die Bestimmung der 

Gefäßaußendurchmesser bei intraluminalen Drücken von 50 mmHg und 120 mmHg 

waren bei verschiedenen experimentellen Bedingungen (0 dyn cm-2, 60 mM K+, 

300 µM Acetylcholin, 0 mM Ca2+) nicht signifikant unterschiedlich zwischen den 

verschiedenen Mausgenotypen (siehe Abbildung 4.9 C-F), was darauf hindeutet, dass 

die unterschiedlichen Mausgenotypen vergleichbar sind. Insgesamt legen diese 

Ergebnisse nahe, dass endotheliale H1-Rezeptoren und nicht vaskuläre 

glattmuskelspezifische H1-Rezeptoren zur Fluss-induzierten Vasodilatation beitragen. 

Diese Befunde sprechen stark dafür, dass endotheliale H1-Rezeptoren eine 

Schlüsselrolle bei der Fluss-induzierten Vasodilatation spielen. 

Im Gegensatz dazu konnte die Arbeitsgruppe um Stefan Offermanns vor kurzem den 

mechanosensitiven nicht-selektiven Kationenkanal Piezo1 als einen primären 

Mechanosensor sowie den Gq/11-Protein gekoppelten purinergen P2Y2-Rezeptor als 

einen Mechanotransduktor für Fluss-induzierte Scherkräfte (5 dyn cm-2, 15 dyn cm-2 und 

25 dyn cm-2) in Endothelzellen vorschlagen. ShengPeng Wang et al. (2016) konnten 

beobachten, dass Endothelzellen bei einer mechanischen Aktivierung von Piezo1 ATP 

freisetzen, das autokrin an purinergen P2Y2-Rezeptor wirkt und zur endothelabhängigen 

NO-vermittelten Vasodilatation führt (Wang et al., 2015; Wang et al., 2016). Die Fluss-

induzierte Vasodilatation war in endothelspezifischen Piezo1- und in P2Y2-Rezeptor 

gendefizienten Mäusen signifikant reduziert, das daraufhin weist, dass das Gq/11-Protein 

Effektorsystem durch Fluss-induzierte Scherkräfte aktiviert wird (Wang et al., 2015; 

Wang et al., 2016). Tamoxifen induzierbare, endothelspezifische Gαq/11-Protein 

gendefiziente Mäuse waren jedoch signifikant stärker an der Fluss-induzierten 

Vasodilatation beteiligt als Tamoxifen induzierbare, endotheliale Piezo1- und 

P2Y2-Rezeptor gendefiziente Mäuse (Wang et al., 2016), was unsere Befunde mit der 

Beteiligung des Gq/11-Protein Effektorsystems durch die mechanische Stimulation von 

H1-Rezeptoren (siehe Abbildung 4.9) an der Fluss-induzierten Vasodilatation eindeutig 

bestärkt. Nathaniel G. dela Paz and John A. Frangos (2019) vermuten dagegen, dass 

Fluss-induzierte Scherkräfte (14 dyn cm-2) eine direkte Interaktion der 

Gβγ-Untereinheiten mit Piezo1 hervorruft (Dela Paz und Frangos, 2019), was daraufhin 

deutet, dass Piezo1 erst durch eine vorangeschaltene Gq/11-Protein-Aktivierung aktiviert 

wird. Das bedeutet, dass Piezo1 somit nicht der eigentliche primäre Mechanosensor für 

Fluss-induzierte Scherkräfte im Endothel ist, sondern stromabwärts des 
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Gq/11-Protein-Effektorsystems liegt Interessanterweise soll der purinerge P2Y2-Rezeptor 

laut einer veröffentlichten Modellstruktur eine C-Terminale Helix 8 besitzen (Ivanov et 

al., 2007). 

Somit stellt sich folgende interessante Fragestellung: Ist der Gq/11-Protein gekoppelte 

purinerge P2Y2-Rezeptor intrinsisch mechanosensitiv, weil er eine amphiphile Helix 8 

besitzt? 

Die Arbeitsgruppe um Ardem Patapoutian konnte mittels eines 

Hochdurchsatzverfahrens (high-throughput screening) den Gq/11-Protein gekoppelten 

GPR68-Rezeptor als einen neuen im Endothel exprimierten mechanosensitiven 

Rezeptor aufdecken, der wie der Histamin H1-Rezeptor an der Fluss-induzierten 

Vasodilatation beteiligt sein soll (Iliff und Xu, 2018; Xu et al., 2018). Allerdings wurden 

alle Versuche, die zur Entdeckung des neuen mechanosensitiven GPCR dienten, mit 

Hilfe einer MDA-MB-231-Brustkrebszelllinie und nicht mit nativen Endothelzellen 

durchgeführt, wo das messenger RNA Expressionsprofil zur nativen Endothelzelllinie 

stark verändert sein kann. Überraschenderweise konnte eine Herunterregulation des 

mechanosensitiven Kationenkanals Piezo1 nicht den intrazellulären Kalziumanstieg auf 

Scherkräfte unterbinden. Zudem ist ein saurer pH-Wert zwischen 6,9 bis 7,4 für eine 

maximale mechanische Stimulation des GPR68-Rezeptors notwendig (Xu et al., 2018). 

Entgegen den Befunden von Mederos et al. (2008) konnten Jie Xu et al. (2018) keine 

intrazelluläre Kalziumzunahmen bei einer mechanischen Stimulation der in der Literatur 

als mechanosensitiv beschriebenen Gq/11-Protein gekoppelten H1-, AT1, M5-, ETA- und 

V1A-Rezeptoren feststellen (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Somit besteht eine 

Diskrepanz, womit kein weiterer mechanosensitver GPCR außer dem GPR68-Rezeptor 

mechanisch induzierte Kalziumzunahmen zeigte. Somit kann behauptet werden, dass 

das verwendete Hochdurchsatzverfahren keine laminaren Scherkräfte erzeugen konnte, 

um den in der Literatur schon mehrmals als mechanosensitiv beschriebenen Angiotensin 

AT1-Rezeptor (Zou et al., 2004; Mederos y Schnitzler et al., 2008; Yasuda et al., 2008a; 

Yasuda et al., 2008b; Jiang et al., 2015; Forst et al., 2016) zu aktivieren. Demgegenüber 

können wir in dieser vorliegenden Arbeit erneut bestätigen, dass der Histamin 

H1-Rezeptor eindeutige Kalziumzunahmen bei mechanischer Stimulation erzeugte 

(siehe Abschnitt 3.11 mit Abbildung 3.17). Außerdem konnten durch Scherkräfte 

(4 dyn cm-2 und 20 dyn cm-2) induzierte Kalziumzunahmen in HUVEC signifikant mit dem 

selektiven H1-Rezeptoragonisten Mepyramin gehemmt werden (siehe Abschnitt 3.11 mit 

Abbildung 3.17 C), was darauf hinweist, dass sogar endogen exprimierte H1-Rezeptoren 

Mechanosensoren für Fluss-induzierte Scherkräfte in Endothelzellen sind. 

Interessanterweise geht aus dem phylogenetischen GPCR-Stammbaum hervor, dass 

der von Storch et al. (2015) als ein neuer Mechanosensor beschriebene 

Cysteinyl-Leukotrienrezeptor Typ1 CysLT1R (Storch et al., 2015) aus dem Ast des 

GPR68 hervorspringt (siehe Abbildung 4.1). Dadurch kann man vermuten, dass sich der 

mechanosensitive CysLT1R vom mechanosensitivem GPR68 ableitet und wie von 

Storch et al. (2015) belegt, wichtig für die Blutdruckregulation ist (Storch et al., 2015). 

Zudem zeigten Untersuchungen mit Mesenterialarterien dritter Ordnung von 
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GPR68-Rezeptor gendefizienten Mäusen (GPR68-/-) eine Unterdrückung der Fluss-

induzierten Vasodilatation durch Scherkräfte. Interessanterweise zeigten 

Mesenterialarterien erster und zweiter Ordnung keinen Unterschied zwischen 

Wildtyp- und GPR68-Rezeptor gendefizienten Mäusen, was darauf hinweist, dass der 

GPR68-Rezeptor kaum in Leitungsgefäßen exprimiert wird (Iliff und Xu, 2018; Xu et al., 

2018). Im Gegensatz dazu, konnte die Fluss-induzierte Vasodilatation von 

Mesenterialarterien erster und zweiter Ordnung von Wildtyp-Mäusen durch die beiden 

selektiven inversen H1-Rezeptoragonisten Mepyramin und Desloratadin signifikant 

unterdrückt werden (siehe Abbildung 4.9 B), dass somit eine Beteiligung von 

H1-Rezeptoren an der Fluss-induzierten Vasodilatation in Leitungsgefäßen belegt. 

Insgesamt deuten diese Daten daraufhin, dass auch der Ort der Expression von 

mechanosensitiven GPCR im Gefäßbett entscheidend ist: Der Histamin H1-Rezeptor ist 

vorwiegend in Leitungsgefäßen (erste und zweite Ordnung), wohingegen der 

GPR68-Rezeptor hauptsächlich in Widerstandsgefäßen (ab dritte Ordnung) vorzufinden 

ist und folglich beide Rezeptoren zusammen eine Rolle bei der Regulation des 

Blutflusses spielen. Somit können unterschiedliche Mechanosensoren in verschiedenen 

Abschnitten des arteriellen Gefäßbetts unterschiedliche Effektorsysteme aktivieren und 

die Blutdruckregulation modulieren. Folglich sind nicht nur transmembranäre 

mechanosensitive Proteine wie z. B. GPCR an der endothelabhängigen, Fluss-

induzierten Vasodilatation für die Regulation des Blutflusses beteiligt, sondern viele 

weitere intrazelluläre Proteine wie Ionenkanäle wie z. B Piezo1 (Wang et al., 2016), die 

alle zusammen mehrere Effektorsysteme aktivieren und den Blutfluss regulieren können. 

Desweiteren konnten in früheren Untersuchungen Prof. Dr. rer. nat. Michael Mederos 

und PD Dr. rer. nat. Ursula Storch zeigen, dass mechanosensitive AT1-Rezeptoren an 

der myogenen Vasokonstriktion in kleinen Arterien und Arteriolen beteiligt sind. Die 

Messung eines isolierten Hirnarteriensegments der Ratte zeigte eine myogene 

Vasokonstriktion bei einem konstanten intraluminalen Druck von 60 mmHg (Mederos y 

Schnitzler et al., 2008). Die Verwendung des inversen AT1-Rezeptor Agonisten Losartan 

(1 µM) verursachte eine reversible Vasodilatation des Gefäßes, was darauf hinweist, 

dass mechanosensitive AT1-Rezeptoren tatsächlich am myogenen Tonus beteiligt sind. 

Die Viabilität der Zelle wurde durch die Applikation von 60 mM KCl bestätigt, das zu einer 

maximalen myogenen Reaktion führte. Im Gegensatz verursachte eine kalziumfreie 

Lösung eine maximale Vasodilatation (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Folglich spielt 

die mechanische Aktivierung des Angiotensin II AT1-Rezeptors, insbesondere des 

murinen AT1B-Subtyps (Blodow et al., 2014) und des Cysteinyl-Leukotrienrezeptors Typ1 

CysLT1R eine entscheidende Rolle für den myogenen Tonus (Storch et al., 2015). Der 

myogene Tonus in Widerstandsgefäßen konnte durch die gleichzeitige Verabreichung 

des inversen Agonisten Candesartan für den AT1-Rezeptor und des selektiven 

CysLT1-Rezeptorantagonist Pranlukast um 64% reduziert werden, das der 63%igen 

Reduktion des myogenen Tonus mit dem selektiven Gq/11-Protein Inhibitor YM-254890 

vergleichbar war (Storch et al., 2015; Mederos et al., 2016b). 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mechanosensitive GPCR im arteriellen 

Gefäßsystem zu zwei mechanisch-induzierbaren physiologischen Prozessen beitragen: 

Erstens zur myogenen Vasokonstriktion glatter Muskelzellen durch Angiotensin II 

AT1-Rezeptoren und Cysteinyl-Leukotrien CysLT1R-Rezeptoren und zweitens zur Fluss-

induzierten Vasodilatation über endotheliale Histamin H1-Rezeptoren und 

GPR68-Rezeptoren. 

Abbildung 4.9: Histamin H1-Rezeptoren vermitteln die endotheliale Fluss-induzierte Vasodilatation 

Repräsentative Bilder eines mesenterialen Arteriensegments, das entweder mit 20 nM U46619 (links, 

„+U46619“) oder mit 35 mM KCl (rechts, „+KCl“) vorverengt wurde und entweder bei keiner Strömung (no 

flow: ZuFluss- und Abflussdruck betrug jeweils 50 mmHg) oder bei einer intravaskulären Strömung von 

∆15 mmHg aufgenommen wurde (8.8 dyn cm-2: Zuflussdruck betrug 58 mmHg und der Ausflußdruck betrug 

43 mmHg), das eine Scherkraft von +8,8 dyn cm-² induzierte. Blaue Pfeile zeigen die Flussrichtung an (A). 

Repräsentative Zeitverläufe von Messungen des Gefäßaußendurchmessers (Durchschnittlicher 

Gefäßaußendurchmesser betrug 215 µm ± 8 µm bei n = 57) von Mesenterialarteriensegmenten erster und 

zweiter Ordnung. Gefäße von Wildtyp-Mäusen (C57BL/6J), von Tamoxifen induzierten, 
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glattmuskelspezifischen Gq/11-Protein knockdown n Mäusen (SmGq/11
-/-Tam+) oder von ihren 

entsprechenden Wildtyp-Wurfgeschwistern (SmGq/11
+/+Tam+), von Histamin H1-Rezeptor gendefizienten 

(H1R-/-) und von Quadrupel H1-, H2-, H3- und H4-Rezeptoren gendefizienten Mäusen (H1,2,3,4R-/-) verwendet. 

Der intravasale Fluss wurde von keiner Strömung (ZuFluss- und Abflussdruck betrug jeweils 50 mmHg) 

zuerst auf ∆5 mmHg (Zuflussdruck betrug 53 mmHg und der Abflussdruck betrug 48 mmHg) und 

anschließend auf ∆15 mmHg (Zuflussdruck betrug 58 mmHg und der Abflussdruck betrug 43 mmHg) 

erhöht. Die Flussraten bei ∆5 mmHg und ∆15 mmHg entsprachen 27,1 ± 3,9 oder 32,4 ± 5,9 µl min-1, 

wodurch eine Fluss-induzierten Scherkraft von 4,8 ± 0,5 dyn cm-2 bei ∆5 mmHg bzw. 8,8 ± 1,1 dyn cm-2 bei 

∆15 mmHg induziert wurde. Mesenterialarterien wurden entweder mit den inversen selektiven 

H1-Rezeptorgonisten Mepyramin (100 µM, „Mepy“) und Desloratadin (30 µM, „Deslor“) oder mit dem 

selektiven Gq/11-Protein Inhibitor YM-254890 (100 nM, „YM“) für 30 Minuten intravaskulär inkubiert, wobei n 

die Anzahl der Arterien und die Anzahl der Mäuse angibt. Eine Vorkonstriktion der Mesenterialarterien wurde 

entweder mit 20 nM U46619 (links, „+U46619“) oder mit 35 mM KCl (rechts, „+KCl“). #P < 0,05 ab 8. Minute; 

Kruskal-Wallis-Test. Die Daten werden als Mittelwert ± SEM angezeigt (B). (C-F) Gefäßparameter der 

untersuchten Mesenterialarteriensegmente (C-F). Maximale Vasokonstriktion bei Applikation von 

60 mM KCl (C). Vasodilatation bei Applikation von Acetylcholin (300 µM, „ACh“) (D). Maximale 

Vasodilatation durch kalziumfreie Lösung bei einem intraluminalen Druck von 50 mmHg (E) und bei einem 

intraluminalem Druck von 120 mmHg (F). Unter der Verwendung des Kruskal-Wallis-Signifikanztests 

wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausgenotypen beobachtet. Die 

Daten werden als Boxplots plus Interquartilbereiche dargestellt. 
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Ausblick 

Die C-terminale Helix 8 kann durch posttranslationelle Modifikationen wie 

Palmitoylierungen290 in der Zellmembran verankert sein. Interessanterweise besitzt der 

mechanosensitive Histamin H1-Rezeptor keine Palmitoylierungen im C-Terminus 

(Huynh et al., 2009). Wohingegen die im Vergleich zum H1-Rezeptor (siehe Abschnitt 

1.6.7 mit Abbildung 1.15 B) weniger mechanosensitiven GPCR (Mederos y Schnitzler et 

al., 2008) wie z. B der Angiotensin II AT1-Rezeptor [mAT1AR (C355), hAT1R (C355)] eine 

(Clement et al., 2009), der muskarinische M5-Rezeptor eine putative [rM5R (C511), 

mM5R (C512) (Huang et al., 2012)] und der am wenigsten mechanosensitive 

Vasopressin V1A-Rezeptor zwei [rV1AR (C371, C372), hV1AR (C364, C365) (Thibonnier 

et al., 2001; Huynh et al., 2009)] Cystein-Palmitoylierungsstellen aufweisen. Auch der 

nicht mechanosensitive adrenerge β2AR besitzt eine Cystein-Palmitoylierung (C341) am 

Ende der Helix 8 (Liu et al., 2012a; Adachi et al., 2016), die mit Cholesterol und 

Caveolin-1 (Oddi et al., 2017) wechselwirkt und bei der Homodimerisierung des 

Rezeptors eine Rolle spielt (Cherezov et al., 2007; Chini und Parenti, 2009; Zheng et al., 

2012). Unter der Annahme, dass Palmitat-Verankerungen des C-Terminus in der 

Lipid-Doppelschicht die Freiheitsgrade der Helix 8 einschränkt, stellt sich folgende 

interressante Fragestellung: Reduziert der C-terminale Palmitoylierungsgrad die 

Mechanosensitivität von GPCR? 

Neben dem Palmitoylierungsgrad ist ein Augenmerk auf die Länge des C-Terminus der 

verschieden starken mechanosensitiven Rezeptoren zu richten. Auffällig ist, dass die 

Länge des C-Terminus nachfolgender GPCR: hH1R (21 Aminosäuren) (Shimamura et 

al., 2011), hM1R (37 Aminosäuren) (Borroto-Escuela et al., 2010), hAT1R (55 

Aminosäuren) (Zhang et al., 2015b), V1AR (61 Aminosäuren) (Thibonnier et al., 2001), 

hβ2R (84 Aminosäuren) (Rasmussen et al., 2007) mit der Stärke der mechanischen 

Aktivierbarkeit korreliert H1R > M1R > AT1R > V1AR > β2R (siehe Abschnitt 1.6.7 mit 

Abbildung 1.15 B) (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Wir vermuten, dass eine 

Verlängerung des C-Terminus die mechanische Aktivierbarkeit verringern sollte. 

Somit könnten neue Einblicke in die Modulation der Mechanosensitivität der GPCR 

gewonnen werden. Zusammenfassend kann man festhalten, dass sowohl der 

Palmitoylierungsgrad als auch die Länge des C-Terminus einen Einfluss auf die 

Mechanosensitivität des GPCR haben könnte. 

                                                
290 Der Prozess der Palmitoylierung ist eine posttranslationale Modifikation von vielen GPCR, bei der die funktionellen 

Thiolgruppen von Cysteinen, die vermehrt im C-Terminus von GPCR vorzufinden sind (Huynh et al., 2009), mit sauren 
Carboxygruppen der Palmitinsäure zu einer Thioesterverbindung reagieren und den C-Terminus in der 
Lipid-Doppelschicht verankern (Chini und Parenti, 2009). 
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Zusammenfassung 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sind wichtig für zahlreiche physiologische 

und pathophysiologische Vorgänge und stellen molekulare Zielstrukturen für etwa 38% 

aller zugelassenen Medikamente dar. Interessanterweise sind GPCR nicht nur Sensoren 

für Ionen, Transmitter und Hormone, sondern können auch durch physikalische Reize 

wie das Transmembranpotential sowie durch mechanische Reize aktiviert werden. 

Unsere bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Histamin H1-Rezeptoren (H1R), die an der 

Regulation des Schlaf-Wach-Zyklus, des allergisch bedingten Juckreizes, der 

systemischen Vasodilatation und der Bronchokonstriktion beteiligt sind, stark 

mechanosensitiv sind. Das Ziel dieser Forschungsarbeit war die Untersuchung der 

mechanosensorischen Eigenschaften von H1R sowohl auf molekularer als auch auf 

physiologischer Ebene. Mittels ratiometrischer Kalziummessungen mit Fura-2, 

elektrophysiologischer Messungen in der Ganzzellkonfiguration und intramolekularer 

dynamischer FRET-Messungen mit verschiedenen H1R-Konstrukten konnte beobachtet 

werden, dass für die Mechanosensitivität keine Agonistenbindung erforderlich ist. 

Interessanterweise führten mechanische Stimulationen im Vergleich zur 

Agonistenstimulation zu unterschiedlichen aktiven Rezeptorkonformationen. Darüber 

hinaus zeigte sich auf molekularer Ebene, dass die C-terminale Helix 8 entscheidend ist 

für die Mechanosensitivität von GPCR. Interessanterweise waren GPCR, die keine 

C-terminale Helix 8 besitzen wie der humane GnRH-Rezeptor, der humane Neurotensin 

NTS1-Rezeptor und der humane Chemokin CXCR4-Rezeptor nicht mechanosensitiv. 

Die Übertragung der Helix 8 vom mechanosensitiven H1R auf den nicht 

mechanosensitiven humanen GnRH-Rezeptor führte zur Mechanosensitivität des 

GnRH-Rezeptors, wohingegen das Abschneiden der Helix 8 vom mechanosensitiven 

H1R zum Verlust der Mechanosensitivität führte. Diese Daten deuten darauf hin, dass 

die C-terminale Helix 8 ein entscheidendes strukturelles Element für die 

Mechanosensitivität von GPCR darstellt. Diese Ergebnisse werfen ein neues Licht auf 

das Konzept der Mechanosensitivität von GPCR. Auf der physiologischen Ebene 

konnten wir feststellen, dass endotheliale H1R Sensoren für Scherkräfte darstellen und 

an der Fluss-induzierten Vasodilatation beteiligt sind. Zusammengefasst konnten wir 

zeigen, dass mechanische Reize bestimmte Konformationsänderungen in 

mechanosensitiven GPCR hervorrufen, die möglicherweise auf eine Elongation der Helix 

8 zurückzuführen sind. Dadurch kommt es zur G-Protein-Aktivierung, zur 

Signaltransduktion und schließlich zum zellulären Effekt. 
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Summary 

G protein-coupled receptors (GPCRs) are important for numerous physiological and 

pathophysiological processes and represent molecular targets for approximately 30% of 

all approved drugs. Interestingly, GPCRs are not only sensors for ions, transmitters and 

hormones, but they can also be activated by physical stimuli such as transmembrane 

potential and mechanical stimuli. Our previous results show that histamine H1 receptors 

(H1R), which are involved in sleep-wake regulation, allergic itching, systemic vasodilation 

and bronchoconstriction, are highly mechanosensitive. In this study, we aimed to analyze 

the mechanosensory properties of H1Rs both on the molecular and on the physiological 

level. When performing ratiometric calcium measurements with Fura-2, whole-cell patch 

clamp measurements, and intramolecular dynamic FRET measurements of various H1R 

constructs, we observed that agonist binding was not required for mechanosensitivity. 

Interestingly, mechanical stimulation led to different active receptor states compared to 

agonist stimulation. In addition, at the molecular level, we found that the C-terminal helix 

8 which is a structural motif of several GPCR, is critical for mechanosensitivity. GPCRs 

that lack a C-terminal helix 8 like the humane GnRH receptor, the human neurotensin 

NTS1 receptor and the human chemokine CXCR4 were not mechanosensitive. By 

transferring helix 8 from mechanosensitive H1R to the non-mechanosensitive human 

GnRH receptor, the GnRH receptor became mechanosensitive, while removal of the 

helix 8 from mechanosensitive H1R resulted in a loss of mechanosensitivity. These 

findings suggest, that the C-terminal helix 8 is the major determinant of the 

mechanosensitivity of GPCR thus shading new light on the concept of 

mechanosensation of GPCR. On the physiological level, we found that H1R are 

endothelial sensors for shear stress mediating flow-induced vasodilation. Altogether, our 

results suggest that mechanical stimuli induce distinct conformational changes in 

mechanosensitive GPCR that might reflect elongations of the helix 8 thereby leading to 

G-protein activation and subsequent signal transduction which finally results in cellular 

effects. 
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Anhang 

 

Eigenschaften hH1R hH2R hH3R hH4R Literatur 

Genlokus Chromosom 3, 

3q25 

Chromosom 5, 

5q35.2 

Chromosom 21, 

20q13.33 

Chromosom 18, 

18q11.2 

(Fukui et 

al., 1994; 

De Backer 

et al., 1998; 

Micallef et 

al., 2013; 

Panula et 

al., 2015) 

Anzahl der 

Aminosäuren 

 

Disulfidbrücke 

 

Palmitoylierung 

 

Glykolysierung 

487 

 

 

2 

 

0 

 

2 

359 

 

 

1 

 

1 

 

1 

445 

 

 

1 

 

1 

 

1 

390 

 

 

1 

 

1 

 

2 

(Fukui et 

al., 1994; 

Nakamura 

et al., 2000; 

Fukushima 

et al., 2001; 

Leurs et al., 

2009; 

Micallef et 

al., 2013; 

Panula et 

al., 2015; 

Nieto-

Alamilla et 

al., 2016) 

Molekulare 

Proteinmasse 

56 kDa  40 kDa 49 kDa 44 kDa (Fukui et 

al., 1994; 

Nakamura 

et al., 2000; 

Micallef et 

al., 2013) 

Isoformen keine  keine 20 3 (Fukui et 

al., 1994; 

van Rijn et 

al., 2008; 

Panula et 

al., 2015; 

Garcia-

Galvez und 

Arias-

Montano, 

2016; 

Mocking et 

al., 2016; 

Nieto-

Alamilla et 

al., 2016) 

G-Protein-Kopplung Gαq/11 Gαs Gαi/o Gαi/o (Seifert et 

al., 2013; 

Panula et 

al., 2015) 

Basalaktivität + + ++ ++ (Leurs et 

al., 2002; 

Panula et 

al., 2015) 

Effektor-systeme 

und intra- und 

extrazelluläre 

Botenstoffe 

PLC-β↑, IP3↑, DAG↑, 

[Ca2+]i↑, PKC↑, COX↑, 

PLA2↑, AA↑, PLD↑, 

eNOS↑, iNOS↑, 

cGMP↑, NO↑, NFκB↑, 

PI3K↑, Akt↑, 

Calcineurin↑,NFAT↑, 

IL-6↑,IL-8↑, 

GM-CSF↑,IL-4↑, 

c-Fos↑, CaMK↑, 

CREB↑, TNFα↑, 

ERK1/2↑, p42/p44↑ 

MAPK↑, p38MAPK↑, 

AC↑, cAMP↑, PKA↑, c-Fos↑, 

c-Jun, PKC↑, p70S6Kinase↑, 

ANP↓, IL-12↓, H+/K+-ATPase↑ 

HCl↑, CREB↑, AP-1↓, TNFα↓, 

Kv3.2↓, spannungsabhängige 

L-Typ Kalziumkanäle↑, [Ca2+]i↑, 

ERK1/2↑, MAPK↑, Akt2↓, 

GSK3α/β↓, PLA2↓, AA↓ 

AC↓, cAMP↓, PKA↓, 

[Ca2+]i↓, Gβγ↑, 

GIRK↑, [K+]i↑, 

CREB↓, 

spannungsabhängig

e N-Typ 

Kalziumkanäle↓, 

Na+/H+-Austauscher

↓, MAPK↑, PI3K↑, 

Akt↑, GSK3β↓, 

Bcl-2↓, ERK1/2↑, 

PLA2↑, COX↑, AA↑, 

PGE2↑ 

AC↓, cAMP↓, Gβγ↑, 

[Ca2+]i↑, PI3K↑, Akt↑, 

MAPK↑, ERK1/2↑, 

p38MAPK↑, AP-1↑ 

(Bakker et 

al., 2001; 

Megson et 

al., 2001; 

Robinson 

und 

Dickenson, 

2001; 

Leurs et al., 

2002; Jutel 

et al., 2005; 

Criado et 

al., 2010; 
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c-JNK↑, 

Na+/H+-Austauscher↑, 

TRPC-Kanäle↑, 

β-Catenin↑ 

Panula et 

al., 2015; 

Mocking et 

al., 2016; 

Mahdy und 

Webster, 

2017) 

Vorkommen Herz, Blutgefäße, 

Lunge, Uterus, ZNS, 

Nebennierenmark, 

Neurone, glatte 

Gefäßmuskulatur des 

Gastrointestinaltraktes 

und des 

Respirationstraktes, 

Endothelzellen, 

Hepatozyten, 

Epithelzellen, 

neutrophile und 

eosinophile 

Granulozyten, 

Monozyten, 

dendritische Zellen, 

T- und B-Zellen 

Herz, Blutgefäße, Lunge, Magen, 

Uterus, ZNS, Neurone, 

Belegzellen, glatte 

Gefäßmuskulatur des 

Respirationstraktes, 

Hepatozyten, Chondrozyten, 

Endothelzellen, Epithelzellen, 

neutrophile und eosinophile 

Granulozyten, Makrophagen, 

Monozyten, dendritische Zellen, 

T- und B-Zellen 

Herz, Lunge, 

Gastrointestinaltrakt 

ZNS, PNS, Endothel, 

enterochromaffin-äh

nliche Zellen, 

Autorezeptor auf 

histaminergen 

Neuronen, 

Heterorezeptor auf 

verschiedenen 

Neuronen im ZNS 

und PNS, 

Endothelzellen, 

Eosinophile, 

dendritische Zellen, 

Monozyten 

 

Milz, Thymus, Lunge, 

Dünndarm, Dickdarm, 

Herz, Knochenmark, 

ZNS, basophile, 

eosinophile und 

neutrophile 

Granulozyten, 

dendritische Zellen, 

T-Zellen, , Mastzellen, 

Langerhans-Zellen, 

Neurone, Fibroblasten, 

endokrine Zellen, 

Hepatozyten 

(Hill et al., 

1997; 

Nakamura 

et al., 2000; 

Criado et 

al., 2010; 

Simons 

und 

Simons, 

2011; 

Micallef et 

al., 2013; 

Panula et 

al., 2015) 

Physiologie  Kontraktion glatter 

Muskelzellen, 

Bronchokonstriktion↑, 

Kontraktion des 

Darms (Peristaltik)↑, 

Stimulation der 

endothelialen 

NO-Synthase, die zur 

NO-Freisetzung und 

Vasodilatation führt, 

Endothelzellkontraktio

n führt zur erhöhten 

Gefäßpermeabilität 

Freisetzung von 

Adrenalin aus dem 

Nebennierenmark 

Positive Dromotropie, 

negative Chronotropie 

und negative Inotropie 

durch kardiale 

H1-Rezeptoren der 

Koronararterien 

vermittelt 

verstärkte 

Depolarisation und 

erhöhte neuronale 

Erregungsleitung↑, 

Hyperpolarisation 

durch Ca2+-abhängige 

Kaliumströme, 

reduziertes 

Hunger- und 

verstärktes 

Sättigungsgefühl,  

Erhöhte Vigilanz↑, 

verkürzte zirkadiane 

Rhythmik 

 

Stimulation der Sekretion von 

Magensäure↑, Pepsin↑ und 

intrinsic factor↑ 

Negative Dromotropie, positive 

Chrono- und Ino- und 

Bathmotropie durch myokardiale 

H2-Rezeptoren vermittelt 

Hyperpolarisation, verminderte 

neuronale Erregungsleitung↓, 

Erleichterung der 

Signaltransduktion im ZNS, 

Hemmung Ca2+-abhängiger 

Kaliumströme, Hemmung der 

Lymphozytenfunktion 

Autoinhibition: 

Hemmung der 

neuronalen 

Histamin-Synthese 

und 

Histamin-Freisetzun

g, 

Hemmung der 

Neurotransmitter-Fre

isetzung  

Regulierung einer 

Vielzahl von 

Neurotransmittern: 

Noradrenalin, 

Acetylcholin, 

Serotonin und 

Dopamin. 

erhöhte Vigilanz, 

gesteigerte 

Neurokognition, 

Hunger- und 

Sättigungsgefühl 

Zunahme 

spannungsabhängig

er Ca2+-Ströme in 

glatter Muskulatur, 

Hemmung der 

neuronalen 

Erregungsweiterleitu

ng von 

histaminergen 

Neuronen im 

Nucleus 

Tuberomammillaris 

durch 

H3-Autorezeptoren 

Immunantwort: Erhöhte 

Chemotaxis von 

Granulozyten und 

Mastzellen, Freisetzung 

von Interleukinen und 

Interferonen 

(Zavecz 

und Levi, 

1978; Hauf 

et al., 1996; 

Hill et al., 

1997; 

Nakamura 

et al., 2000; 

Oda et al., 

2000; 

Hofstra et 

al., 2003; 

2009; 

Criado et 

al., 2010; 

Micallef et 

al., 2013; 

Panula et 

al., 2015) 

Pathophysiologie allergische 

Reaktionen: 

allergische Rhinitis, 

Niesreiz, Husten, 

Dyspnoe, 

Konjunktivitis, 

Urtikaria, Flush, 

Emesis/Vomitus↑, 

Schlafstörungen und 

andere 

Magengeschwür (Ulcus) und 

gastroösophageale 

Refluxkrankheit (Reflux), 

Arrhythmien, Tachykardie 

kognitive 

Beeinträchtigungen: 

ADHS, 

Aufmerksamkeit und 

Lerndefizite, 

neurologische 

Störungen: 

Schizophrenie, 

Morbus Alzheimer, 

Schlafstörungen, 

entzündliche 

Erkrankungen: 

allergische Rhinitis, 

atopische Dermatitis, 

Neurodermatitis, 

Asthma, Juckreiz, 

Autoimmunerkrankung

en, Arthritis, 

neurologische 

(Maintz et 

al., 2006; 

Esbenshad

e et al., 

2008; 

Millan-

Guerrero et 

al., 2011; 

Simons 

und 
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ZNS-Störungen, 

erhöhte vaskuläre 

Endothelpermeabilität, 

Ödembildung 

(Larynxödem, 

Lungenödem), 

Anaphylaxie, 

Hypotonie, 

Dysmenorrhö 

Narkolepsie, 

Migräne, 

neuropathischer 

Schmerz, Adipositas 

Schmerzen, Lupus 

erythematodes 

Simons, 

2011; 

Stokes et 

al., 2012; 

Micallef et 

al., 2013; 

Klimek und 

Sperl, 

2015; 

Panula et 

al., 2015) 

Tabelle 1: Übersicht über die Charakteristika von Histamin-Rezeptoren. IP3 = Inositoltrisphosphat, 

DAG = Diacylglycerol, NOS = NO-Synthase, cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat, 

MAPK = Mitogen-aktivierte-Proteinkinase, PLA2 = Phospolipase A2, AA = Arachidonsäure, 

PLC = Phospholipase C, B-Zellen = B-Lymphozyten, T-Zellen = T-Lymphozyten, IL = Interleukin, 

INF = Interferon, PKC = Proteinkinase C, PLC = Phospholipase C, PLD = Phospholipase D; 

NFĸB = NFĸB-Kerntranskriptionsfaktor, ZNS = zentrales Nervensystem, PNS = peripheres Nervensystem, 

ADHS = Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitäts-Störung, ANP = atriales natriuretisches Peptid, 

NFAT = NFAT-Kerntranskriptionsfaktor (nuclear factor of activated T-cells), CREB = cAMP-response 

element binding protein, GM-CSF = Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor), Kv3.2 = spannungsabhängiger Kaliumkanal (voltage-gated 

potassium channel), GSK3β = Glykogensynthase-Kinase 3 β, H+/K+-ATPase = Protonen-Kalium-ATPase, 

HCl = Salzsäure, PI3K = Phosphoinositid-3-kinase, GIRK = G-protein-gekoppelte einwärts gleichrichtende 

Kaliumkanäle (G protein inwardly rectifying potassium channels), COX = Cyclooxygenase, 

PGE2 = Prostaglandin E2, ERK1/2 = extracellular signal-regulated kinases 1/2, Bcl-2 = B-cell lymphoma 2, 

AP-1 = Transkriptionsfaktor Eine Aktivierung bzw. Zunahme werden als Aufwärtspfeil (↑), eine Inaktivierung 

bzw. Abnahme werden als Abwärtspfeil (↓) dargestellt. 
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Aminoacid sequences of Guinea Pig Histamine Receptor Subtypes (gpH1R, gpH2R, gpH3R, 

gpH4R), where N and C termini are highlighted in yellow and transmembrane domains (TM) 
are shown in green, 10.12.2018, https://www.uniprot.org/uniprot  

 
>gpH1R, 488 aa protein, Accession:AAC60674.1 

        1 msflpgmtpv tlsnfswale drmlegnstt tptrqlmplv vvlssvslvt valnllvlya 

       61 vrserklhtv gnlyivslsv adlivgavvm pmsilylhrs awilgrplcl fwlsmdyvas 

      121 tasifsvfil cidryrsvqq plrylryrtk trasatilga wllsflwvip ilgwhhfmap 

      181 tseprekkce tdfydvtwfk vmtaiinfyl ptllmlwfyi riykavrrhc qhrqlinssl 

      241 psfsemklkl enakvdtrrm gkespwedpk rcskdasgvh tpmpssqhlv dmpcaavlse 

      301 deggevgtrq mpmlavgdgr ccealnhmhs qlelsgqsra thsisarpee wtvvdgqsfp 

      361 itdsdtstea apmggqprsg snsgldyikf twrrlrshsr qytsglhlnr erkaakqlgc 

      421 imaafilcwi pyfvffmvia fckscsnepv hmftiwlgyl nstlnpliyp lcnenfrktf 

      481 krilripp 

 

>gpH2R, 359 aa protein, Accession:AAA65713.1 

        1 mafngtvpsf cmdftvykvt isviliilil vtvagnvvvc lavglnrrlr sltncfivsl 

       61 avtdlllgll vlpfsaiyql sckwsfskvf cniytsldvm lctasilnlf misldrycav 

      121 tdplrypvli tparvaislv fiwvisitls flsihlgwns rnetskdndt ivkckvqvne 

      181 vyglvdglvt fylpllimci tyfrifkiar eqarrinhig swkaatireh katvtlaavm 

      241 gafiicwfpy ftvfvyrglk gddavnevfe dvvlwlgyan salnpilyaa lnrdfrtayh 

      301 qlfccrlash nshetslrln nsqlnrsqcq eprwqedkpl nlqvwsgtev tapqgatnr 

 

>gpH3R, 445 aa protein, Accession:NP_001166208.1 

        1 merappdglm nasgalagea aaaaggartf saawtavlaa lmallivatv lgnalvmlaf 

       61 vadsslrtqn nffllnlais dflvgvfcip lyvpyvltgr wtfgrglckl wlvvdyllct 

      121 ssvfnivlis ydrflsvtra vsyraqqgdt rravrkmvlv wvlafllygp ailsweylsg 

      181 gssipeghcy aeffynwyfl itastlefft pflsvtffnl siylniqrrt rlrldggare 

      241 agpdplpeaq ssppqpppgc wgcwpkgqge smplhrygvg eagpgaeage aalgggsgaa 

      301 asptsssgss srgterprsl krgskpsass aslekrmkmv sqsitqrfrl srdkkvaksl 

      361 aiivsifglc wapytllmii raachghcvp dywyetsfwl lwansavnpv lyplchysfr 

      421 raftkllcpq klkvqphssl ehcwk 

 

>gpH4R, 389 aa protein, Accession:NP_001166218.1 

        1 mlannstial tsikisltfl msllaiaiml gnvvvilafi vdrnlrhrsn yfflnlaiad 

       61 ffvgaiaipl yipssltywt sgkqacvfwl itdyllctas vynivlisyd ryqsvsnavw 

      121 yraqhsgtwk iatqmvavwi fsfmtngpmi lisdswqnst tecepgflkk wyfalptsll 

      181 eflipillva yfsahiywsl wkreklsrcl shpvlpsdss ssdhghscrq dpdsratlpa 

      241 rkettaslgs dksrrkssll fsirayknsn viaskmgfls hsdslalqqr ehielfrark 

      301 lakslailla afaicwapys lttviysffp ernltkstwy htafwlqwfn sfvnpflypl 

      361 chkrfqkafl kilpvrrqst pphnrsist 

 

Results for job clustalo-I20181210-154554-0038-26854691-p2m, 10.12.2018 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Madeira et al., 2019) 

 

Alignment of aminoacid sequences of guinea pig histamine receptor subtypes (gpH1R, 

gpH2R, gpH3R, gpH4R): 
 

gpH3R,      ---merappdglmnasgalageaaaaaggartfsaawtavlaalmallivatvlgnalvm 57 

gpH4R,      -----------------mla-------nnstialtsikisltflmsllaiaimlgnvvvi 36 

gpH1R,      msflpgmtpvtlsnfswale--drmlegnstttptrqlmplvvvlssvslvtvalnllvl 58 

gpH2R,      mafn-gtvpsfcmdf-------------------tvykvtisviliililvtvagnvvvc 40 

                                              :     :  ::  : :. :  * :*  

 

gpH3R,      lafvadsslrtqnnffllnlaisdflvgvfciplyvpyvltgrwtfgrglcklwlvvdyl 117 

gpH4R,      lafivdrnlrhrsnyfflnlaiadffvgaiaiplyipsslt-ywtsgkqacvfwlitdyl 95 

gpH1R,      yavrserklhtvgnlyivslsvadlivgavvmpmsilylhrsawilgrplclfwlsmdyv 118 

gpH2R,      lavglnrrlrsltncfivslavtdlllgllvlpfsaiyqlsckwsfskvfcniytsldvm 100 

             *.  :  *:   * :::.*:::*:::* . :*:         *  .:  * ::   * : 

 

gpH3R,      lctssvfnivlisydrflsvtravsyraqqgdtrravrkmvlvwvlaflly-gpailswe 176 

gpH4R,      lctasvynivlisydryqsvsnavwyraqhsgtwkiatqmvavwifsfmtn-gpmilisd 154 

gpH1R,      astasifsvfilcidryrsvqqplrylryrtktr-asatilgawllsfl--wvipilgwh 175 

gpH2R,      lctasilnlfmisldrycavtdplrypvlitpar-vaislvfiwvisitlsflsihlgwn 159 

             .*:*: .:.::. **: :*   : *      :      ::  *::::        *  . 

 

gpH3R,      ylsggss--ipeghcyaeffynwyflitastlefftpflsvtffnlsiylniqrrtrlrl 234 

gpH4R,      sw----q--nsttecepgflkkwyfalptslleflipillvayfsahiywslwkreklsr 208 

gpH1R,      hfmaptse-prekkcetdfydvtwfkvmtaiinfylptllmlwfyiriykavrrhcqhrq 234 

gpH2R,      srnetskdndtivkckvqv--nevyglvdglvtfylpllimcityfrifkiareqarr-- 215 

                  .      .*   .     : :  . : *  * * :      *:    .: :    

 

gpH3R,      dggareagpdplpeaqss--------ppqpppgcwgcwpkgq------------------ 268 

gpH4R,      clsh-----pvlpsds-s--------ssdhghs---crqdpd-----------------s 234 

gpH1R,      lins------slpsfsemklklenakvdtrrmgkespwedpkrcskdasgvhtpmpssqh 288 

gpH2R,      -------------------------------inhigswka-------------------- 224 

                                            .                            
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gpH3R,      ge-------------------smplhrygvgeagpgaeage--aalgggsgaaas----p 303 

gpH4R,      ra-------------------tlp-----------arkett--aslgsdks--------- 253 

gpH1R,      lvdmpcaavlsedeggevgtrqmpmlavgdgrccealnhmhsqlelsgqsrathsisarp 348 

gpH2R,      ------------------------------------------------------------ 224 

                                                                         

 

gpH3R,      ts---ssgsssr---gterprslkrgskpsassaslekrmkmv-------sqsitqrfrl 350 

gpH4R,      -----------------rrkssllfsirayknsnviaskmgfl-shsdslalqqrehiel 295 

gpH1R,      eewtvvdgqsfpitdsdtsteaapmggqprsgsnsgldyikftwrrlrshsrqytsglhl 408 

gpH2R,      ----------------------------------------------------------at 226 

                                                                         

 

gpH3R,      srdkkvakslaiivsifglcwapytllmiiraach-ghcvpdywyetsfwllwansavnp 409 

gpH4R,      frarklakslaillaafaicwapyslttviysffpernltkstwyhtafwlqwfnsfvnp 355 

gpH1R,      nrerkaakqlgcimaafilcwipyfvffmviafck--scsnepvhmftiwlgylnstlnp 466 

gpH2R,      irehkatvtlaavmgafiicwfpyftvfvyrglkg-ddavnevfedvvlwlgyansalnp 285 

             * :* :  *. ::. * :** **    :  .         .      :** : ** :** 

 

gpH3R,      vlyplchysfrraftkllcpqklkvqphsslehc--------------wk---------- 445 

gpH4R,      flyplchkrfqkaflkilpvrrqstpphnrsist-------------------------- 389 

gpH1R,      liyplcnenfrktfkrilripp-------------------------------------- 488 

gpH2R,      ilyaalnrdfrtayhqlfccrlashnshetslrlnnsqlnrsqcqeprwqedkplnlqvw 345 

            .:*   :  *: :: :::                                           

 

gpH3R,      -------------- 445 

gpH4R,      -------------- 389 

gpH1R,      -------------- 488 

gpH2R,      sgtevtapqgatnr 359 

 

Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 

     1: gpH3R_      100.00   39.11   27.92   26.67 

     2: gpH4R_       39.11  100.00   26.95   26.19 

     3: gpH1R_       27.92   26.95  100.00   33.00 

     4: gpH2R_       26.67   26.19   33.00  100.00 

 

Aminoacid sequences of Guinea Pig Histamine Receptor Subtypes (gpH1RTM, gpH2RTM, 

gpH3RTM, gpH4RTM) without N- and C-Termini: 
>gpH1RTM 

                                                 1 lv vvlssvslvt valnllvlya 

       61 vrserklhtv gnlyivslsv adlivgavvm pmsilylhrs awilgrplcl fwlsmdyvas 

      121 tasifsvfil cidryrsvqq plrylryrtk trasatilga wllsflwvip ilgwhhfmap 

      181 tseprekkce tdfydvtwfk vmtaiinfyl ptllmlwfyi riykavrrhc qhrqlinssl 

      241 psfsemklkl enakvdtrrm gkespwedpk rcskdasgvh tpmpssqhlv dmpcaavlse 

      301 deggevgtrq mpmlavgdgr ccealnhmhs qlelsgqsra thsisarpee wtvvdgqsfp 

      361 itdsdtstea apmggqprsg snsgldyikf twrrlrshsr qytsglhlnr erkaakqlgc 

      421 imaafilcwi pyfvffmvia fckscsnepv hmftiwlgyl nstlnpliyp l 

 

>gpH2RTM 

                                1 viliilil vtvagnvvvc lavglnrrlr sltncfivsl 

       61 avtdlllgll vlpfsaiyql sckwsfskvf cniytsldvm lctasilnlf misldrycav 

      121 tdplrypvli tparvaislv fiwvisitls flsihlgwns rnetskdndt ivkckvqvne 

      181 vyglvdglvt fylpllimci tyfrifkiar eqarrinhig swkaatireh katvtlaavm 

      241 gafiicwfpy ftvfvyrglk gddavnevfe dvvlwlgyan salnpilya 

 

>gpH3RTM 

                                                    1 lmallivatv lgnalvmlaf 

       61 vadsslrtqn nffllnlais dflvgvfcip lyvpyvltgr wtfgrglckl wlvvdyllct 

      121 ssvfnivlis ydrflsvtra vsyraqqgdt rravrkmvlv wvlafllygp ailsweylsg 

      181 gssipeghcy aeffynwyfl itastlefft pflsvtffnl siylniqrrt rlrldggare 

      241 agpdplpeaq ssppqpppgc wgcwpkgqge smplhrygvg eagpgaeage aalgggsgaa 

      301 asptsssgss srgterprsl krgskpsass aslekrmkmv sqsitqrfrl srdkkvaksl 

      361 aiivsifglc wapytllmii raachghcvp dywyetsfwl lwansavnpv lyplchysf 

 

>gpH4RTM 

                            1 l msllaiaiml gnvvvilafi vdrnlrhrsn yfflnlaiad 

       61 ffvgaiaipl yipssltywt sgkqacvfwl itdyllctas vynivlisyd ryqsvsnavw 

      121 yraqhsgtwk iatqmvavwi fsfmtngpmi lisdswqnst tecepgflkk wyfalptsll 

      181 eflipillva yfsahiywsl wkreklsrcl shpvlpsdss ssdhghscrq dpdsratlpa 

      241 rkettaslgs dksrrkssll fsirayknsn viaskmgfls hsdslalqqr ehielfrark 

      301 lakslailla afaicwapys lttviysffp ernltkstwy htafwlqwfn sfvnpflypl 

      361 c 

 

Results for job clustalo-I20181210-171034-0335-5785945-p1m, 10.12.2018 
Alignment of aminoacid sequences of guinea pig histamine receptor subtypes (gpH1RTM, 

gpH2RTM, gpH3RTM, gpH4RTM) without N- and C-Termini: 
 

gpH3RTM      ---lmallivatvlgnalvmlafvadsslrtqnnffllnlaisdflvgvfciplyvpyvl 57 

gpH4RTM      ---lmsllaiaimlgnvvvilafivdrnlrhrsnyfflnlaiadffvgaiaiplyipssl 57 
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gpH1RTM      lvvvlssvslvtvalnllvlyavrserklhtvgnlyivslsvadlivgavvmpmsilylh 60 

gpH2RTM      --viliililvtvagnvvvclavglnrrlrsltncfivslavtdlllgllvlpfsaiyql 58 

                ::  : :. :  * :*  *.  :  *:   * :::.*:::*:::* . :*:       

 

gpH3RTM      tgrwtfgrglcklwlvvdyllctssvfnivlisydrflsvtravsyraqqgdtrravrkm 117 

gpH4RTM      t-ywtsgkqacvfwlitdyllctasvynivlisydryqsvsnavwyraqhsgtwkiatqm 116 

gpH1RTM      rsawilgrplclfwlsmdyvastasifsvfilcidryrsvqqplrylryrtktr-asati 119 

gpH2RTM      sckwsfskvfcniytsldvmlctasilnlfmisldrycavtdplrypvlitpar-vaisl 117 

                *  .:  * ::   * : .*:*: .:.::. **: :*   : *      :      : 

 

gpH3RTM      vlvwvlaflly-gpailsweylsggss--ipeghcyaeffynwyflitastlefftpfls 174 

gpH4RTM      vavwifsfmtn-gpmilisdsw----q--nsttecepgflkkwyfalptslleflipill 169 

gpH1RTM      lgawllsfl--wvipilgwhhfmaptse-prekkcetdfydvtwfkvmtaiinfylptll 176 

gpH2RTM      vfiwvisitlsflsihlgwnsrnetskdndtivkckvqv--nevyglvdglvtfylplli 175 

             :  *::::        *  .      .      .*   .     : :  . : *  * *  

 

gpH3RTM      vtffnlsiylniqrrtrlrldggareag------------pdplpeaqssppqpppgcwg 222 

gpH4RTM      vayfsahiywslwkreklsrclsh-----------------pvlpsds-sssdhghs--- 208 

gpH1RTM      mlwfyiriykavrrhcqhrqlinsslpsfsemklklenakvdtrrmgkespwedpkrcsk 236 

gpH2RTM      mcityfrifkiareqarr---------------------------inhigswka------ 202 

             :      *:    .: :                                .  .        

 

gpH3RTM      -------cwpkgq-ge-------------------smplhrygvgeagpgaeage--aal 253 

gpH4RTM      -------crqdpdsra-------------------tlp-----------arkett--asl 229 

gpH1RTM      dasgvhtpmpssqhlvdmpcaavlsedeggevgtrqmpmlavgdgrccealnhmhsqlel 296 

gpH2RTM      ------------------------------------------------------------ 202 

                                                                          

 

gpH3RTM      gggsgaaas----pts---ssgsssr---gterprslkrgskpsassaslekrmkmv--- 300 

gpH4RTM      gsdks--------------------------rrkssllfsirayknsnviaskmgfl-sh 262 

gpH1RTM      sgqsrathsisarpeewtvvdgqsfpitdsdtsteaapmggqprsgsnsgldyikftwrr 356 

gpH2RTM      ------------------------------------------------------------ 202 

                                                                          

 

gpH3RTM      ----sqsitqrfrlsrdkkvakslaiivsifglcwapytllmiiraach-ghcvpdywye 355 

gpH4RTM      sdslalqqrehielfrarklakslaillaafaicwapyslttviysffpernltkstwyh 322 

gpH1RTM      lrshsrqytsglhlnrerkaakqlgcimaafilcwipyfvffmviafck--scsnepvhm 414 

gpH2RTM      ------------atirehkatvtlaavmgafiicwfpyftvfvyrglkg-ddavnevfed 249 

                            * :* :  *. ::. * :** **    :  .         .     

 

gpH3RTM      tsfwllwansavnpvlyplchysf 379 

gpH4RTM      tafwlqwfnsfvnpflyplc---- 342 

gpH1RTM      ftiwlgylnstlnpliypl----- 433 

gpH2RTM      vvlwlgyansalnpilya------ 267 

               :** : ** :**.:*        

 

Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 

     1: gpH3RTM     100.00   41.32   28.65   27.76 

     2: gpH4RTM      41.32  100.00   24.70   27.24 

     3: gpH1RTM      28.65   24.70  100.00   34.60 

     4: gpH2RTM      27.76   27.24   34.60  100.00 

  



Anhang  234 

Aminoacid sequences of human Histamine Receptor Subtypes (hH1R, hH2R, hH3R, hH4R, where 

N and C termini are highlighted in yellow and transmembrane domains (TM) are shown in 
green, 10.12.2018, https://www.uniprot.org/uniprot 

 
>hH1R, 487 aa protein, Accession:AAH60802.1 

        1mslpnsscll edkmcegnkt tmaspqlmpl vvvlsticlv tvglnllvly avrserklht 

       61 vgnlyivsls vadlivgavv mpmnilyllm skwslgrplc lfwlsmdyva stasifsvfi 

      121 lcidryrsvq qplrylkyrt ktrasatilg awflsflwvi pilgwnhfmq qtsvrredkc 

      181 etdfydvtwf kvmtaiinfy lptllmlwfy akiykavrqh cqhrelinrs lpsfseiklr 

      241 penpkgdakk pgkespwevl krkpkdaggg svlkspsqtp kemkspvvfs qeddrevdkl 

      301 ycfpldiehm qaaaegssrd yvavnrshgq lktdeqglnt hgaseisedq mlgdsqsfsr 

      361 tdsdttteta pgkgklrsgs ntgldyikft wkrlrshsrq yvsglhmnre rkaakqlgfi 

      421 maafilcwip yfiffmviaf cknccnehlh mftiwlgyin stlnpliypl cnenfkktfk 

      481 rilhirs 

 

>hH2R, 359 aa protein, Accession:AAN01270.1 

        1 mapngtassf cldstackit itvvlavlil itvagnvvvc lavglnrrlr nltncfivsl 

       61 aitdlllgll vlpfsaiyql sckwsfgkvf cniytsldvm lctasilnlf misldrycav 

      121 mdplrypvlv tpvrvaislv liwvisitls flsihlgwns rnetskgnht tskckvqvne 

      181 vyglvdglvt fylpllimci tyyrifkvar dqakrinhis swkaatireh katvtlaavm 

      241 gafiicwfpy ftafvyrglr gddainevle aivlwlgyan salnpilyaa lnrdfrtgyq 

      301 qlfccrlanr nshktslrsn asqlsrtqsr eprqqeekpl klqvwsgtev tapqgatdr 

 

>hH3R, 445 aa protein, Accession:AAH96840.1 

        1 merappdgpl nasgalagea aaaggargfs aawtavlaal mallivatvl gnalvmlafv 

       61 adsslrtqnn ffllnlaisd flvgafcipl yvpyvltgrw tfgrglcklw lvvdyllcts 

      121 safnivlisy drflsvtrav syraqqgdtr ravrkmllvw vlafllygpa ilsweylsgg 

      181 ssipeghcya effynwyfli tastlefftp flsvtffnls iylniqrrtr lrldgareaa 

      241 gpepppeaqp spppppgcwg cwqkghgeam plhrygvgea avgaeageat lgggggggsv 

      301 asptsssgss srgterprsl krgskpsass aslekrmkmv sqsftqrfrl srdrkvaksl 

      361 avivsifglc wapytllmii raachghcvp dywyetsfwl lwansavnpv lyplchhsfr 

      421 raftkllcpq klkiqphssl ehcwk 

 

>hH4R, 390 aa protein, Accession:AAN01271.1 

        1 mpdtnstinl slstrvtlaf fmslvafaim lgnalvilaf vvdknlrhrs syfflnlais 

       61 dffvgvisip lyiphtlfew dfgkeicvfw lttdyllcta svynivlisy drylsvsnav 

      121 syrtqhtgvl kivtlmvavw vlaflvngpm ilvseswkde gsecepgffs ewyilaitsf 

      181 lefvipvilv ayfnmniyws lwkrdhlsrc qshpgltavs snicghsfrg rlssrrslsa 

      241 stevpasfhs erqrrksslm fssrtkmnsn tiaskmgsfs qsdsvalhqr ehvellrarr 

      301 lakslaillg vfavcwapys lftivlsfys satgpksvwy riafwlqwfn sfvnpllypl 

      361 chkrfqkafl kifcikkqpl psqhsrsvss 

 

Results for job clustalo-I20181210-151518-0139-62397044-p2m, 10.12.2018 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Madeira et al., 2019) 

 

Alignment of aminoacid sequences of human Histamine Receptor Subtypes (hH1R, hH2R, hH3R, 

hH4R): 

 

hH1R,      ------mslpnssclledkmcegnkt-tma---spqlmplvvvlsticlvtvglnllvly 50 

hH2R,      -------------------mapngtassfcldstackititvvlavlilitvagnvvvcl 41 

hH3R,      merappdgplnasgalageaaaaggargfs---aawtavlaalmallivatvlgnalvml 57 

hH4R,      -------------------mpdtnstinls---lstrvtlaffmslvafaimlgnalvil 38 

                                  . :  :.         :. .:: : .  :  * :*   

 

hH1R,      avrserklhtvgnlyivslsvadlivgavvmpmnilyllmskwslgrplclfwlsmdyva 110 

hH2R,      avglnrrlrnltncfivslaitdlllgllvlpfsaiyqlsckwsfgkvfcniytsldvml 101 

hH3R,      afvadsslrtqnnffllnlaisdflvgafciplyvpyvltgrwtfgrglcklwlvvdyll 117 

hH4R,      afvvdknlrhrssyfflnlaisdffvgvisiplyiphtlf-ewdfgkeicvfwlttdyll 97 

           *.  :  *:   . :::.*:::*:::* . :*:   : *  .* :*: :* ::   * :  

 

hH1R,      stasifsvfilcidryrsvqqplrylkyrtktrasa-tilgawflsflwvi--pilgwnh 167 

hH2R,      ctasilnlfmisldrycavmdplrypvlvtpvrvai-slvliwvisitlsflsihlgwns 160 

hH3R,      ctssafnivlisydrflsvtravsyraqqgdtrravrkmllvwvlafllyg-pailswey 176 

hH4R,      ctasvynivlisydrylsvsnavsyrtqhtgvlkivtlmvavwvlaflvng-pmilvses 156 

           .*:*  .:.::. **: :*   : *      .      ::  *.:::        *  :  

 

hH1R,      fmqqts-vrredkcetdfydvtwfkvmtaiinfylptllmlwfyakiykavrqhcqhrel 226 

hH2R,      rnetskgnhttskckvqv--nevyglvdglvtfylpllimcit----yyrifk---vard 211 

hH3R,      lsggss--ipeghcyaeffynwyflitastlefftpflsvtffnlsiylniqrrtrlrld 234 

hH4R,      wkd------egsecepgffsewyilaitsflefvipvilvayfnmniywslwkrdhlsrc 210 

                      ..*   .          . : *  * : :       *  : :        

 

hH1R,      inrslpsfseiklrpenpkgdakkpgkespwevlkrkpkdagg-gsvlkspsqtpkemks 285 

hH2R,      qak--------------------------------------------------------- 214 

hH3R,      gare-------------------aagpepppeaqpspppppgcwgcwqkghg-------- 267 

hH4R,      qshp---------------------gl----tav----ssnicghsf------------- 228 

             :                                                          
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hH1R,      pvvfsqeddrevdklycfpldiehmqaaaegssrdyvavnrshgqlktdeqglnthgase 345 

hH2R,      ------------------------------------------------------------ 214 

hH3R,      ----------e-----amplhrygvgeaavgaeag-------eatlggg-----ggggsv 300 

hH4R,      -----------------------------rgrlss-------rrsls----------ast 242 

                                                                        

 

hH1R,      isedqmlgdsqsfsrtdsdtttetapgkgklrsgsntgldy-----ikftwkrlrshsrq 400 

hH2R,      ----------------------------------------------rin---------hi 219 

hH3R,      aspt-------sssgsssr----gterprslkrgskpsassaslekrmkm------vsqs 343 

hH4R,      evpa-------sf---hse----rqrrksslmfssrtkmnsntiaskmgsfsqsdsvalh 288 

                                                                        

 

hH1R,      yvsglhmnrerkaakqlgfimaafilcwipyfiffmviafckn--ccnehlhmftiwlgy 458 

hH2R,      sswkaatirehkatvtlaavmgafiicwfpyftafvyrgl-rgddainevleaivlwlgy 278 

hH3R,      ftqrfrlsrdrkvakslavivsifglcwapytllmiiraachg-hcvpdywyetsfwllw 402 

hH4R,      qrehvellrarrlakslaillgvfavcwapyslftivlsfyssatgpksvwyriafwlqw 348 

                   * :: :  *. ::. * :** **    :  .   .     .      :** : 

 

hH1R,      instlnpliyplcnenfkktfkrilhirs------------------------------- 487 

hH2R,      ansalnpilyaalnrdfrtgyqqlfccrlanrnshktslrsnasqlsrtqsreprqqeek 338 

hH3R,      ansavnpvlyplchhsfrraftkllcpqklkiqphsslehcwk----------------- 445 

hH4R,      fnsfvnpllyplchkrfqkaflkifcikkqplpsqhsrsvss------------------ 390 

            ** :**::*   :. *:  : :::  :                                 

 

hH1R,      --------------------- 487 

hH2R,      plklqvwsgtevtapqgatdr 359 

hH3R,      --------------------- 445 

hH4R,      --------------------- 390 

 

Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 

     1: hH1R_       100.00   31.21   27.71   25.68 

     2: hH2R_        31.21  100.00   28.34   24.27 

     3: hH3R_        27.71   28.34  100.00   40.47 

     4: hH4R_        25.68   24.27   40.47  100.00 

 

Aminoacid sequences of human Histamine Receptor Subtypes (hH1RTM, hH2RTM, hH3RTM, 

hH4RTM) without N- and C-Termini: 

 

>hH1RTM 

                                         l vvvlsticlv tvglnllvly avrserklht 

       61 vgnlyivsls vadlivgavv mpmnilyllm skwslgrplc lfwlsmdyva stasifsvfi 

      121 lcidryrsvq qplrylkyrt ktrasatilg awflsflwvi pilgwnhfmq qtsvrredkc 

      181 etdfydvtwf kvmtaiinfy lptllmlwfy akiykavrqh cqhrelinrs lpsfseiklr 

      241 penpkgdakk pgkespwevl krkpkdaggg svlkspsqtp kemkspvvfs qeddrevdkl 

      301 ycfpldiehm qaaaegssrd yvavnrshgq lktdeqglnt hgaseisedq mlgdsqsfsr 

      361 tdsdttteta pgkgklrsgs ntgldyikft wkrlrshsrq yvsglhmnre rkaakqlgfi 

      421 maafilcwip yfiffmviaf cknccnehlh mftiwlgyin stlnpliypl  

 

>hH2RTM 

                              1 itvvlavlil itvagnvvvc lavglnrrlr nltncfivsl 

       61 aitdlllgll vlpfsaiyql sckwsfgkvf cniytsldvm lctasilnlf misldrycav 

      121 mdplrypvlv tpvrvaislv liwvisitls flsihlgwns rnetskgnht tskckvqvne 

      181 vyglvdglvt fylpllimci tyyrifkvar dqakrinhis swkaatireh katvtlaavm 

      241 gafiicwfpy ftafvyrglr gddainevle aivlwlgyan salnpilya 

 

>hH3RTM 

                                                    l mallivatvl gnalvmlafv 

       61 adsslrtqnn ffllnlaisd flvgafcipl yvpyvltgrw tfgrglcklw lvvdyllcts 

      121 safnivlisy drflsvtrav syraqqgdtr ravrkmllvw vlafllygpa ilsweylsgg 

      181 ssipeghcya effynwyfli tastlefftp flsvtffnls iylniqrrtr lrldgareaa 

      241 gpepppeaqp spppppgcwg cwqkghgeam plhrygvgea avgaeageat lgggggggsv 

      301 asptsssgss srgterprsl krgskpsass aslekrmkmv sqsftqrfrl srdrkvaksl 

      361 avivsifglc wapytllmii raachghcvp dywyetsfwl lwansavnpv lyplch 

 

>hH4RTM 

 

                            1 f fmslvafaim lgnalvilaf vvdknlrhrs syfflnlais 

       61 dffvgvisip lyiphtlfew dfgkeicvfw lttdyllcta svynivlisy drylsvsnav 

      121 syrtqhtgvl kivtlmvavw vlaflvngpm ilvseswkde gsecepgffs ewyilaitsf 

      181 lefvipvilv ayfnmniyws lwkrdhlsrc qshpgltavs snicghsfrg rlssrrslsa 

      241 stevpasfhs erqrrksslm fssrtkmnsn tiaskmgsfs qsdsvalhqr ehvellrarr 

      301 lakslaillg vfavcwapys lftivlsfys satgpksvwy riafwlqwfn sfvnpllypl 

      361 ch 
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Results for job clustalo-I20181210-163201-0256-35429179-p1m, 10.12.2018 

Alignment of aminoacid sequences of human histamine receptor subtypes (hH1RTM, hH2RTM, 
hH3RTM, hH4RTM) without N- and C-Termini: 

 

hH1RTM      lvvvlsticlvtvglnllvlyavrserklhtvgnlyivslsvadlivgavvmpmnilyll 60 

hH2RTM      itvvlavlilitvagnvvvclavglnrrlrnltncfivslaitdlllgllvlpfsaiyql 60 

hH3RTM      ---lmallivatvlgnalvmlafvadsslrtqnnffllnlaisdflvgafciplyvpyvl 57 

hH4RTM      --ffmslvafaimlgnalvilafvvdknlrhrssyfflnlaisdffvgvisiplyiphtl 58 

               .:: : .  :  * :*  *.  :  *:   . :::.*:::*:::* . :*:   : * 

 

hH1RTM      mskwslgrplclfwlsmdyvastasifsvfilcidryrsvqqplrylkyrtktras-ati 119 

hH2RTM      sckwsfgkvfcniytsldvmlctasilnlfmisldrycavmdplrypvlvtpvrva-isl 119 

hH3RTM      tgrwtfgrglcklwlvvdyllctssafnivlisydrflsvtravsyraqqgdtrravrkm 117 

hH4RTM      f-ewdfgkeicvfwlttdyllctasvynivlisydrylsvsnavsyrtqhtgvlkivtlm 117 

              .* :*: :* ::   * : .*:*  .:.::. **: :*   : *      .      : 

 

hH1RTM      lgawflsfl--wvipilgwnhfmqqts-vrredkcetdfydvtwfkvmtaiinfylptll 176 

hH2RTM      vliwvisitlsflsihlgwnsrnetskgnhttskckvqvn--evyglvdglvtfylplli 177 

hH3RTM      llvwvlaflly-gpailsweylsggs--sipeghcyaeffynwyflitastlefftpfls 174 

hH4RTM      vavwvlaflvn-gpmilvseswk------degsecepgffsewyilaitsflefvipvil 170 

            :  *.:::        *  :            ..*   .          . : *  * :  

 

hH1RTM      mlwfyakiykavrqhcqhrelinrslpsfseiklrpenpk-gdakkpgkespwevlkrkp 235 

hH2RTM      mcityyrifkvardqakri----------------------------nhis--------- 200 

hH3RTM      vtffnlsiylniqrrtrlrldgarea-------agpepppeaqpspppppgcwgcwqkgh 227 

hH4RTM      vayfnmniywslwkrdhlsrcqshp---------gl----tav----ssnicghsf---- 209 

            :      *:     : :                                            

 

hH1RTM      kdagggsvlkspsqtpkemkspvvfsqeddrevdklycfpldiehmqaaaegssrdyvav 295 

hH2RTM      ------------------------------------------------------------ 200 

hH3RTM      -----ge------------------------------amplhrygvgeaavgaeag---- 248 

hH4RTM      --------------------------------------------------rgrlss---- 215 

                                                                         

 

hH1RTM      nrshgqlktdeqglnthgaseisedqmlgdsqsfsrtdsdtttetapgkgklrsgsntg- 354 

hH2RTM      ------------------------------------------------------------ 200 

hH3RTM      ---eatlggg-----ggggsvaspt-------sssgsss----rgterprslkrgskpsa 289 

hH4RTM      ---rrsls----------astevpa-------sf---hs----erqrrksslmfssrtkm 248 

                                                                         

 

hH1RTM      ----ldyikftwkrlrshsrqyvsglhmnrerkaakqlgfimaafilcwipyfiffmvia 410 

hH2RTM      ----------swka------------atirehkatvtlaavmgafiicwfpyftafvyrg 238 

hH3RTM      ssaslekrmkm------vsqsftqrfrlsrdrkvakslavivsifglcwapytllmiira 343 

hH4RTM      nsntiaskmgsfsqsdsvalhqrehvellrarrlakslaillgvfavcwapyslftivls 308 

                                         * :: :  *. ::. * :** **    :  . 

 

hH1RTM      fc-k-nccnehlhmftiwlgyinstlnpliypl-- 441 

hH2RTM      lrgd-dainevleaivlwlgyansalnpilya--- 269 

hH3RTM      achg-hcvpdywyetsfwllwansavnpvlyplch 377 

hH4RTM      fyssatgpksvwyriafwlqwfnsfvnpllyplch 343 

                     .      :** : ** :**::*     

 

Percent Identity  Matrix - created by Clustal2.1 

     1: hH1RTM      100.00   35.85   28.49   25.15 

     2: hH2RTM       35.85  100.00   28.08   25.48 

     3: hH3RTM       28.49   28.08  100.00   43.28 

     4: hH4RTM       25.15   25.48   43.28  100.00 
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