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» G-Protein-gekoppelte Rezeptoren spie-
len eine bedeutende Rolle in der zelluliren
Kommunikation. Nach Bindung des Agonis-
ten interagieren diese Rezeptoren mit he-
terotrimeren G-Proteinen. Diese Interaketi-
on des aktivierten Rezeptors mit G-Protei-
nen ist fiir die meisten Signalwege essenzi-
ell. Mangels geeigneter Methoden war es je-
doch nicht méglich, dies in lebenden Zellen
und in Echtzeit zu untersuchen. Vor allem
ist der Mechanismus der Interaktion nicht
klar: Sind Rezeptoren und G-Proteine vor-
gekoppelt (precoupled), oder diffundieren
sie frei in der Membran und interagieren erst
nach Agonist-Stimulation (collision cou-
pling)? Auch ist nicht klar, ob Rezeptor und
G-Protein wihrend der Signaliibertragung
zusammen bleiben, oder ob ein Rezeptor
mehrere G-Proteine aktivieren kann.

Um diese Fragestellungen in intakten
Zellen und in Echtzeit zu untersuchen, ha-
ben wir einen Fluoreszenz-Resonanz-Ener-
gietransfer (FRE'T) basierten Assay entwi-
ckelt und die Interaktion des 0, ,-adrener-
gen Rezeptors mit Gi-Proteinen gemessen
(Abb. 1). Hierzu wurden genetisch kodierte
Fluorophore C-terminal mit dem a,,-Re-
zeptor (YFP) und N-terminal mit Gy, (CFP)
fusioniert und zusammen mit Gia,B, in
HEK-Zellen exprimiert. Der Rezeptor und
das G-Protein co-lokalisierten an der Plas-

mamembran. Der Agonist Noradrenalin wur-
de mit einem schnellen Superfusionssystem
in einem Einzelzell-Photometrie-Setup ap-
pliziert. 44
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Abb. 1: Schematische Darstellung des FRET-
Assays. R, Rezeptor; L, Ligand; a, § y G-Protein-
. Untereinheiten
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Agonist-Stimulation fiithrte zu einer Ab-
nahme der CFP- und einer Zunahme der
YFP-Fluoreszenz, was einer Zunahme des
FRET entspricht. Diese FRE'T:Anderung
war reversibel und in ihrer Amplitude und
Kinetik abhingig von der Agonistkonzen-
tration.

Unsere Daten zeigen, dass o,,-Rezepto-
ren und Gi-Proteine nicht vorgekoppelt sind.
Die Kinetik der Rezeptor/G-Protein-Inter-
aktion ist nicht von der Kinetik der Rezep-
tor-Aktivierung unterscheidbar. G-Proteine
interagieren nur mit aktivierten Rezeptoren,

jedoch tut dies pro Zeiteinheit nur ein klei-
ner 'leil. Ein Rezeptor kann mehrere G-Pro-
teine nacheinander aktivieren.
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