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3.5.4 | Quantifizierung der Bindungsstabilität von G-Proteinen durch Dissoziationskinetiken 

Als Maß für die G-Protein-Bindungsstärke an GPCRs wurden die Stabilitäten von GPCR-G-Pro-

tein-Komplexen unter Nukleotid-freien Bedingungen quantifiziert, indem nach Beendigung der 

Agoniststimulation die Dissoziationskinetiken des Komplexes während des Auswaschens analysiert 

wurden. Um das Zeitprotokoll zu verdeutlichen, mit dem alle in dieser Arbeit durchgeführten Bin-

dungsassays durchgeführt wurden, sind in Abb. 38 gemittelte FRET-Kurven von Gq- und Go-Pro-

teinen gezeigt, die unter GTP-freien Bedingungen mit dem M3R unterschiedlich stark interagierten. 

Da während der Messung potentiell verbliebene Nukleotide kontinuierlich durch die Perfusion aus 

der Zelle gespült wurden, wurde erst die zweite Agonist-Auswaschphase quantifiziert (Abb. 38, 

rechts), damit eine vollständige Nukleotid-Depletion sichergestellt war. Für die Auswertung wurde 

der zweite Peak aller Kurven auf 1 normalisiert, sodass danach die Fläche unter den Kurven (AUC 

= Area under the curve) ausgerechnet werden konnte, die die Analyse von verschiedenartigen Kine-

tiken (z.B. lineare und exponentielle Verläufe) gleichermaßen ermöglichte. Die AUC wurde durch 

die trapezoidale Methode in Excel nach folgender Formel berechnet: 
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Abb. 38 | FRET-Kurven des G-Protein-Bindungsassays 

Nach kurzer Applikation von GTPγS wurden die Zellen zweimal mit 10 µM ACh (oder 100 µM Histamin) für 
jeweils 1 min gefolgt von einer 2-minütigen Auswaschphase stimuliert, bis eine abschließende Gabe von 
GTPγS zur vollständigen G-Protein-Dissoziation vom Rezeptor führte. Die Baselines aller Kurven wurden 
auf Basis des GTPγS-Levels subtrahiert und die Daten als Mittelwerte ± SEM dargestellt. Die absoluten 
Amplituden von der Gq- (n=10) und Go-Bindung (n=13) an den M3R sind im linken Graphen dargestellt. 
Die Dissoziationskinetiken während des Auswaschens wurden durch die Berechnung der AUC von auf 
den 2. Peak normalisierten Kurven quantifiziert, wie in der Vergrößerung rechts gezeigt ist.  

 

t = Zeitintervall zwischen den Messpunkten (hier 2 sek) 
Y = Δ(FYFP/FCFP) normalisiert 
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Für diesen FRET-Assay wurde unter dem Mikroskop eine Gruppe von Zellen mit membranstän-

diger CFP- und heller cytosolischer YFP-Expression ausgewählt, die robuste Durchschnittswerte 

über mehrere Zellen lieferten. Um die Effizienz der G-Protein-Aktivierung zu quantifizieren, wur-

den Agonisten (Carbachol für M3R, Histamin für H1R) in aufsteigenden Konzentrationen so lange 

appliziert, bis das FRET-Signal jeweils einen Gleichgewichtszustand erreichte (siehe Abb. 40). 

 
Abb. 40 | Repräsentative Kurven der indirekten G-Protein-Aktivierung 

Repräsentative Zellen zeigen die indirekte Messung der Go- und Gq-Aktivierung durch den M3R nach 
Stimulation mit steigenden Agonist-Konzentrationen. Die Baselines aller Kurven wurden auf Basis der 
Minima vor der ersten Agonist-Applikation und nach dem finalen Auswaschen subtrahiert und die FRET-
Antwort wurde für jede Zelle auf die sättigende Maximalkonzentration auf 1 normalisiert. 

3.6.3 | Konzentrations-Wirkungskurven der Gα-Aktivierung 

Für jede Konzentration wurde die FRET-Antwort im Verhältnis zur normalisierten Maximalant-

wort bestimmt und daraus eine Konzentrations-Wirkungskurve mit variabler Steigung mit Graph-

Pad Prism gefittet, bei der das Minimum auf 0 und das Maximum auf 1 fixiert wurde (Abb. 41). 

Dadurch konnte die Rekrutierung der GRK2 durch die Gβγ-UE mittels FRET konzentrationsab-

hängig dargestellt werden. 

 
Abb. 41 | Repräsentative Konzentrations-Wirkungskurven der G-Protein-Aktivierung 

Konzentrations-Wirkungskurven mit variabler Steigung (Minimum auf 0 und Maximum auf 1 fixiert) sind 
stellvertretend für die G-Protein-Aktivierung von Gq (n=12) und Go (n=17) dargestellt. Alle Datenpunkte 
wurden als Mittelwerte ± SEM gezeichnet. Die Fehlerbalken sind teilweise nicht sichtbar, wenn sie kleiner 
waren als die Größe des Symbols. Individuell (für jede Zelle) berechnete EC50-Werte wurden in hori-
zontalen Balkendiagrammen in Relation zu gemittelten EC50-Werten eines Gα-Wildtyps dargestellt. 
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3.6.4 | Aktivierung von endogenen G-Proteinen 

Um die spezifische Aktivierung transfizierter Gα-UE von endogen exprimierten Gα-UE zu unter-

scheiden, wurde für jede Gα-UE zusätzlich getestet, ob die absoluten Amplituden bei maximaler 

Agonist-Konzentration (500 µM CCh oder Histamin) signifikant größer waren, als von leerem 

Vektor (pcDNA3), der als negative Kontrolle anstatt einer Gα-UE transfiziert wurde (Abb. 42). Nur 

wenn dies der Fall war, wurden die Daten weiter ausgewertet. 

 
Abb. 42 | Maximale Amplituden der Gq- / Go-Aktivierung gegenüber endogenen G-Proteinen 

Repräsentative Zellen zeigen die absoluten Amplituden der indirekten G-Protein-Aktivierung bei 
maximaler Agonist-Konzentration (500 µM) von Gq (n=12) und Go (n=17) gegenüber pcDNA3 (n=16) 
(leerer Vektor, der anstatt einer Gα-UE transfiziert wurde) als Mittelwerte ± SEM. 

 

 

3.7 | Direkter G-Protein-Aktivierungsassay 

3.7.1 | Transfektion: Direkter G-Protein-Aktivierungsassay 

Um die G-Protein-Aktivierung direkt zu messen, wurde folgende DNA in die Zellen transfiziert 

(Tabelle 35). 

Menge [µg] Plasmid 

0,5 µg M3R-WT 

1,5 µg 
Gαq-YFP / Gαo-YFP / 
Gα-YFP-Chimären 

0,5 µg Gβ1 

0,2 µg mTurq2-Gγ2 

 

  

Tabelle 35 | Transfektionsprotokoll für den 
direkten G-Protein-Aktivierungsassay 

Es wurden pro Bedingung jeweils ein GPCR, eine 
Gα-, eine Gβ- und eine Gγ-UE transfiziert, um FRET 
zwischen dem N-terminal mTurquoise2-markierten 
Gγ und der intern mCitrine-markierten Gα-UE zu 
messen. 
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4.1.1 | Untersuchung des Gα C-Terminus (α5-Helix) 

Bindung von C-terminal modifizierten Gα-Untereinheiten an den M3R 

Da viele Studien gezeigt haben, dass der C-Terminus (α5-Helix) der Gα-UE essentiell für die Gα-

Subtyp-selektive G-Protein-Aktivierung ist (Conklin et al., 1993; Kostenis, Gomeza, et al., 1997), 

wurde angenommen, dass er auch von großer Bedeutung für die Bindung am Rezeptor sei. Deshalb 

wurden in dieser Arbeit zuerst C-terminal modifizierte chimäre Gα-UE erstellt, die es ermöglichten 

den Einfluss verschiedener Abschnitte der α5-Helix auf die Bindungsstabilität in M3R-G-Protein-

Komplexen zu untersuchen (wie in 3.5, Abb. 38). 

Chimäre Go-Untereinheiten wurden mit dem Ziel kloniert, Gq-ähnliche Eigenschaften zu er-

halten. Kleine Schemata in Abb. 45 veranschaulichen, dass in GoqC11 die letzten 11 (Hälfte der 

α5-Helix) und in GoqC22 die letzten 22 Aminosäuren (ganze α5-Helix) durch die entsprechenden 

Aminosäuren von Gαq ersetzt wurden. GoqC22-11 enthält dagegen die inneren 11 Aminosäuren 

des C-Terminus von Gαq, während die äußeren 11 AS von Gαo unverändert blieben. In den FRET-

Kurven in Abb. 45 sieht man, dass es während der Auswaschphase von Acetylcholin (10 µM ACh) 

keinen signifikanten Unterschied zwischen der AUC von Go und GoqC11 gab, obwohl kürzlich 

veröffentlichte GPCR-G-Protein-Strukturen vermuten lassen, dass der äußerste C-Terminus der 

wichtigste Bindungspartner des Rezeptors ist (J. Wang et al., 2020). Im Gegensatz dazu dissoziierten 

Konstrukte, die die innere α5-Helix (GoqC22-11) oder die ganze α5-Helix von Gαq (GoqC22) ent-

hielten, langsamer vom M3R als Go, was darauf hindeutet, dass der N-terminale Teil der α5-Helix 

deutlich mehr zur Stabilität von M3R-G-Protein-Komplexen beiträgt als der C-terminale Teil der 

α5-Helix (Abb. 45). 

 

 
 

 

 

Abb. 45 | Stabilität der Bindung von GoqC-Konstrukten an den M3R 

Die Bindung der Gα-UE an den M3R wurde mit Hilfe von FRET zwischen dem mTurquoise2-markierten Gγ2 
und dem mCitrine-markierten M3R gemessen, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dafür wurden per-
meabilisierte Zellen mit 10 µM ACh stimuliert, während die Dissoziationskinetiken von M3R-G-Protein-
Komplexen in der darauffolgenden Auswaschphase des Agonisten durch Bestimmung der AUC quanti-
fiziert und in Relation (ΔAUC) zu Go-WT dargestellt wurden. (Go; n=13, GoqC11; n=12, GoqC22-11; n=10 
und GoqC22; n=9 von 3 unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache 
ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (****P < 0,0001, *P < 0,05, ns P ≥ 0,05).  
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Gq-basierte Chimären wurden analog zu den GoqC-Konstrukten kloniert, bei denen in umge-

kehrter Weise Teile der C-terminalen Helix durch Gαo ersetzt wurden. GqoC11, das die letzten 11 

Aminosäuren von Gαo enthält, dissoziierte nur minimal schneller vom M3R als Gq, was in einer 

um weniger als 5 % reduzierten AUC resultierte (Abb. 46). Der äußerste Teil des C-Terminus hatte 

also auch hier kaum einen Einfluss auf die Dissoziation vom Rezeptor. 

 
Abb. 46 | Stabilität der Bindung von GqoC11 an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dissoziations-
kinetiken von M3R-G-Protein-Komplexen wurden durch Bestimmung der AUC quantifiziert und in Rela-
tion (ΔAUC) zu Gq-WT dargestellt. (Gq; n=10 und GqoC11; n=9 von 3 unabhängigen Messtagen). Zur 
statistischen Auswertung wurde ein einseitiger t-Test durchgeführt (**P < 0,01).  
 

Der komplette Austausch der α5-Helix führte dazu, dass GqoC22 vermutlich gar nicht mehr an 

den M3R binden konnte (Abb. 47), da die Amplituden denen der Bindung von endogenen G-Pro-

teinen (pcDNA3 statt transfizierter Gα-UE) ähnelten. Dies bestätigt, dass der N-terminale Teil der 

α5-Helix eine grundlegende Funktion für die Bindung an M3-Rezeptoren ausübt. 

 
Abb. 47 | Gestörte Bindung von GqoC22 an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Absolute 
Amplituden zeigen, dass für GqoC22 kein FRET-Signal über endogenen G-Proteinen (leerer Vektor anstatt 
Gα-UE transfiziert) detektiert werden konnte. (Gq; n=11, GqoC22; n=14 und pcDNA3; n=12 von 3 
unabhängigen Messtagen).  
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Aktivierung von C-terminal modifizierten Gα-Untereinheiten durch den M3R 

Für die gleichen Gα-Chimären sollte nun untersucht werden, wie sich die Stabilität der M3R-G-Pro-

tein-Komplexe nachfolgend auf die physiologisch relevante G-Protein-Aktivierung auswirkt. Aus 

diesem Grund wurden indirekte G-Protein-Aktivierungsmessungen in intakten Zellen durchge-

führt, indem die Rekrutierung von YFP-markierten GRK2 durch CFP-markierte Gβγ-UE gemessen 

wurde, nachdem diese während der Applikation von steigenden Carbachol-Konzentrationen (wie 

unter 3.6, Abb. 40 dargestellt) von aktivierten Gα-UE dissoziierten. 

In den Experimenten erhöhte die C-terminale α5-Helix von Gαq in GoqC11 signifikant die 

Aktivierungspotenz im Vergleich zu Go (Abb. 48), was anhand der nach links verschobenen Kurve 

ersichtlich ist. Bemerkenswerterweise steht die erhöhte Aktivierungspotenz einer unverändert sta-

bilen Bindung auf dem Niveau von Go entgegen (Abb. 45). Die am weitesten nach links verschobene 

Kurve gehört zu GoqC22 mit der vollständig ausgetauschten α5-Helix, während GoqC11 mit der 

C-terminalen und GoqC22-11 mit der N-terminalen α5-Helix von Gαq genau zwischen Go und 

GoqC22 lagen (Abb. 48). Dies lässt vermuten, dass die äußeren und inneren 11 Aminosäuren der 

α5-Helix gleichermaßen zu erhöhten Aktivierungspotenzen beitragen. Spezifische Signale der chi-

mären Gα-UE waren sichergestellt, da alle Konstrukte signifikant höhere Amplituden bei der maxi-

malen Carbachol-Konzentration zeigten, als Zellen, die mit leerem Vektor (pcDNA3) anstatt 

Gα-UE transfiziert waren (Abb. 48). 

 

Abb. 48 | Aktivierung von GoqC-Konstrukten durch den M3R 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und 
Abb. 42) beschrieben. Änderungen der EC50-Werte wurden relativ zu Go-WT in horizontalen Balken 
dargestellt. (Go; n=15, GoqC11; n=14, GoqC22-11; n=14, GoqC22; n=16 und pcDNA3; n=15 von 3 un-
abhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem 
Tukey-Posttest (für die EC50-Werte) oder einem Dunnett-Posttest (für den Vergleich der maximalen 
Amplituden gegen pcDNA3) durchgeführt (****P < 0,0001, **P < 0,01, *P < 0,05, ns P ≥ 0,05).  
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Um die unspezifische Aktivierung endogener G-Proteine zu unterdrücken, wurden die Zellen 

in folgendem Experiment mit Pertussis-Toxin (PTX), das Gi/o-Proteine inaktiviert, vorbehandelt, 

wie unter 3.1.4 beschrieben. Als Positivkontrolle der PTX-Wirkung wurden PTX-sensitive Go-UE 

(Go PTX sens.) transfiziert, deren Amplituden durch die PTX-Vorbehandlung auf pcDNA3-Level 

sanken. Die endogene G-Protein-Aktivierung (pcDNA3) konnte jedoch durch PTX nicht weiter 

reduziert werden (pcDNA3 + PTX) (siehe Abb. 49). 

 
 

Beim umgekehrten Austausch der C-terminalen α5-Helix in Gαq durch Gαo, zeigte GqoC11 

eine fast auf das Level von Go reduzierte Aktivierungspotenz (Abb. 50), obwohl die Gq-ähnliche 

Bindungsstabilität am M3R, wie zuvor beschrieben, noch erhalten blieb (Abb. 46).  

 
Abb. 50 | Aktivierung von GqoC-Konstrukten durch den M3R 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und 
Abb. 42) beschrieben. Änderungen der EC50-Werte wurden relativ zu Gq-WT in horizontalen Balken dar-
gestellt. (Gq; n=17, GqoC11; n=15, Go; n=15 und pcDNA3; n=16 von 3 unabhängigen Messtagen). Zur 
statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest (für die 
EC50-Werte) oder einem Dunnett-Posttest (für den Vergleich der maximalen Amplituden gegen pcDNA3) 
durchgeführt (****P < 0,0001, **P < 0,01).  

Abb. 49 | PTX-unterdrückte Aktivierung von Gi/o-
Proteinen 

Maximale Amplituden wurden gemessen, wie unter (3.6, 
Abb. 42) beschrieben. Zusätzlich wurden die Zellen mit 
Pertussis-Toxin (PTX) über Nacht bei einer Konzentration 
von 50 ng/ml vorbehandelt. (Go PTX sens.; n=7, Go PTX 
sens. + PTX; n=7, pcDNA3; n=7, pcDNA3 + PTX; n=9 von 2 
unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung 
wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-
Posttest durchgeführt (****P < 0,0001, ns P ≥ 0,05). 
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4.1.2 | Untersuchung von chimären Go-Proteinen mit dem M3R 

Da die α5-Helix der Gα-UE, wie unter (4.1.1) beschrieben, vermutlich nur partiell zur Stabilität der 

Bindung am M3R beiträgt, wurden in den folgenden Experimenten weitere Gα-Strukturen unter-

sucht, die dazu in der Lage waren, Gq-ähnliche Kopplungseigenschaften auf Go-basierte Gα-Chi-

mären zu übertragen. Wie schematisch in Abb. 53 dargestellt, wurden verschiedenen Teile von Gαo 

durch die entsprechenden Aminosäuren von Gαq ersetzt, wozu einmal der N-Terminus inklusive 

des αN/β1-Loops (GoqN), die Verbindung der β2/β3-Faltblätter (Goq2) und der Loop zwischen 

der α4-Helix und dem β6-Faltblatt (Goq4) gehören. Zusätzlich wurden die Goq-Chimären auch 

mit chimären Strukturen der α5-Helix (siehe 4.1.1) kombiniert. 

 
 

Die ausgetauschten Aminosäuren sind in folgendem Snake-Plot genauer dargestellt (Abb. 54). 

 

Abb. 54 | Snake-Plot von Gαo 

Der Snake-Plot wurde der GPCR-Datenbank (gpcrdb.org) entnommen und entsprechend eingefärbt.  

Abb. 53 | Schematische Struktur von Gαo 

Eingefärbte Segmente in der schematischen 
G-Protein-Struktur zeigen die Aminosäuren 
in Gαo, die durch die entsprechenden AS 
von Gαq in chimären Goq-UE ersetzt wur-
den. 
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Um die Lokalisation der chimären Strukturen besser zu veranschaulichen, wurden die ausgetausch-

ten Aminosäuren in der dreidimensionalen Oberfläche der Gα-UE farblich markiert, wofür die mit 

dem M3R nah verwandte Struktur des M1R-G11-Komplexes (pdb: 6oij, Maeda et al., 2019) genutzt 

wurde (Abb. 55).  

 
Abb. 55 | Lokalisation chimärer Strukturen auf der Gα-Oberfläche 

Anhand des M1R-G11-Komplexes (pdb: 6oij, Maeda et al., 2019) wurden chimäre Strukturen in unter-
schiedlichen Ansichten der G11-Oberfläche relativ zum M1R ( ) dargestellt. Der ver-
größerte Ausschnitt zeigt den zweiten intrazellulären Loop (ICL2) des Rezeptors, der in einen Spalt passt, 
der durch den αN/β1-Loop, den β2/β3-Loop und die N-terminale α5-Helix gebildet wird. Das C-terminale 
Ende der αN-Helix (AS 30-35), das zu Goq1 und GoqN gehört, ist in der Struktur nicht aufgelöst.  
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Bindung von GoqN-Chimären an den M3R 

Durch den Austausch des N-Terminus in Gαo durch Gαq dissoziierten die chimären GoqN-Kon-

strukte deutlich langsamer vom M3R als Gαo (Abb. 56). Vor allem Doppelchimären wiesen eine 

stark erhöhte Komplex-Stabilität auf, sodass GoqN+C22, das die N- und C-terminalen Helices von 

Gαq enthält, fast eine Gq-ähnliche Bindungsstabilität am Rezeptor erzielte. 

 
Abb. 56 | Stabilität der Bindung von GoqN-Konstrukten an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dissoziations-
kinetiken von M3R-G-Protein-Komplexen wurden durch Bestimmung der AUC quantifiziert und in Rela-
tion (ΔAUC) zu Go-WT dargestellt. (Go; n=10, GoqN; n=10, GoqN+C11; n=7, GoqN+C22; n=13 und Gq; 
n=12 von 3 unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt 
von einem Tukey-Posttest durchgeführt (****P < 0,0001, ***P < 0,001, **P < 0,01). 
 
 

Bindung von Goq2-Chimären an den M3R 

Der Austausch des β2/β3-Loops in Gαo durch Gαq führte ebenfalls zu einer langsameren Dissozi-

ation von Goq2 und Goq2+C11 vom M3R (Abb. 57). Dies geschah in einem ähnlichen Muster wie 

bei den GoqN-Konstrukten (Abb. 56), auch wenn Goq2+C22 keine höhere AUC besaß als 

Goq2+C11 und deshalb nicht mit der Stabilität des M3R-GoqN+C22-Komplexes mithalten konnte. 
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Abb. 57 | Stabilität der Bindung von Goq2-Konstrukten an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dissoziations-
kinetiken von M3R-G-Protein-Komplexen wurden durch Bestimmung der AUC quantifiziert und in Rela-
tion (ΔAUC) zu Go-WT dargestellt. (Go; n=10, Goq2; n=14, Goq2+C11; n=11 und Goq2+C22; n=10 von 3 
unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem 
Tukey-Posttest durchgeführt (****P < 0,0001, ns P ≥ 0,05). 
 
 

Bindung von GoqN+2 Doppelchimären an den M3R 

Da Doppelchimären bisher nur in Kombination mit dem ausgetauschten C-Terminus untersucht 

wurden, bestätigte folgendes Experiment, dass der chimäre N-Terminus in GoqN zusammen mit 

dem β2/β3-Loop in Goq2 synergistische Effekte erzielte, da die AUC von GoqN+2, im Vergleich zu 

Go, fast doppelt so stark erhöht war wie von den Einzelchimären (Abb. 58).  

 
Abb. 58 | Stabilität der Bindung von GoqN+2 an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dissoziations-
kinetiken von M3R-G-Protein-Komplexen wurden durch Bestimmung der AUC quantifiziert und in Rela-
tion (ΔAUC) zu Go-WT dargestellt. (Go; n=10, GoqN; n=10, Goq2; n=14, GoqN+2; n=7 von 2-3 unab-
hängigen Messtagen).  
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Aktivierung von GoqN-Chimären durch den M3R 

Aktivierungsmessungen von GoqN-Konstrukten (Abb. 59) zeigten nach links verschobene Kurven, 

die dem Trend zu erhöhten AUC-Werten in den Bindungsexperimenten (Abb. 56) folgten.  

 
Abb. 59 | Aktivierung von GoqN-Konstrukten durch den M3R 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und 
Abb. 42) beschrieben. Änderungen der EC50-Werte wurden relativ zu Go-WT in horizontalen Balken dar-
gestellt. (Go; n=19, GoqN; n=16, GoqN+C11; n=16, GoqN+C22; n=16, Gq; n=17 und pcDNA3; n=17 von 3 
unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem 
Tukey-Posttest (für die EC50-Werte) oder einem Dunnett-Posttest (für den Vergleich der maximalen 
Amplituden gegen pcDNA3) durchgeführt (****P < 0,0001, **P < 0,01, *P < 0,05). 
 
 

Da die Linksverschiebung der Kurven von Go-basierten Chimären in Abb. 59 zu erkennbar abge-

flachten Konzentrations-Wirkungskurven führte, sollten endogene Gi/o-Proteine, die möglicher-

weise gleichzeitig aktiviert wurden und zu vermischten Aktivierungspotenzen bei hohen CCh-Kon-

zentrationen geführt haben könnten, mit einer Pertussis-Toxin Vorbehandlung (siehe 3.1.4) ausge-

schaltet werden. Die PTX-Behandlung führte jedoch nicht zu steileren Kurven (Abb. 60). 

 

Abb. 60 | Einfluss von PTX auf die Aktivierung von GoqN+C22 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde mit Pertussis-Toxin (PTX) vorbehandelten Zellen 
(siehe 3.1.4) durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und Abb. 42) beschrieben. Eine Positivkontrolle 
für funktionierendes PTX ist in Abb. 49 dargestellt. GoqN+C22 ist selbst PTX-insensitiv durch den C-Ter-
minus von Gαq. (Go; n=8, GoqN+C22; n=8 und GoqN+C22 + PTX; n=8 von 2 unabhängigen Messtagen). 
Zur statistischen Auswertung wurde ein einseitiger t-Test durchgeführt (ns P ≥ 0,05).  
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Aktivierung von Goq2-Chimären durch den M3R 

Für die Goq2-Chimären wurden ebenfalls deutlich erhöhte Aktivierungspotenzen im Vergleich zu 

Go-WT gemessen (Abb. 61), wobei schon Goq2 die EC50-Werte der GoqN+C11-Doppelchimäre 

(Abb. 59) erreichte. Die EC50-Werte konnten jedoch durch die Kombination mit ausgetauschten 

C-Termini, wie in Goq2+C11 oder Goq2+C22, nicht noch weiter nach links verschoben werden. 

 
Abb. 61 | Aktivierung von Goq2-Konstrukten durch den M3R 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und 
Abb. 42) beschrieben. Änderungen der EC50-Werte wurden relativ zu Go-WT in horizontalen Balken dar-
gestellt. (Go; n=19, Goq2; n=15, Goq2+C11; n=16, Goq2+C22; n=15 und pcDNA3; n=16 von 3 unab-
hängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem 
Tukey-Posttest (für die EC50-Werte) oder einem Dunnett-Posttest (für den Vergleich der maximalen 
Amplituden gegen pcDNA3) durchgeführt (****P < 0,0001, **P < 0,01, ns P ≥ 0,05). 
 
 

Eingrenzung der Aminosäuren in GoqN-Chimären 

Um den N-Terminus, der für die Bindungsstabilität am M3R von zentraler Bedeutung war, weiter 

einzugrenzen, wurden zusätzliche Gα-Chimären (Goq1, Goq1+C11 und Goq1+C22) generiert, die 

nur 11 Aminosäuren des αN/β1-Loops von Gαq enthielten, anstatt der 40 AS des gesamten 

N-Terminus (siehe Abb. 53, Abb. 54, Abb. 55). In den Bindungsexperimenten zeigten die Goq1-

Konstrukte größtenteils ähnliche Dissoziationskinetiken wie ihre GoqN-Pendants (Abb. 62), sodass 

die verbesserten Bindungsstabilitäten der GoqN-Chimären vermutlich dem eingegrenzten Ab-

schnitt des αN/β1-Loops zugeschrieben werden können.  
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Abb. 62 | Vergleich der Bindungsstabilität zwischen Goq1- und GoqN-Konstrukten an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dissoziations-
kinetiken von M3R-G-Protein-Komplexen wurden durch Bestimmung der AUC quantifiziert und in Rela-
tion (ΔAUC) zu Go-WT dargestellt. (Go; n=10, Goq1; n=7, GoqN; n=10, Goq1+C11; n=10, GoqN+C11; n=7, 
Goq1+C22; n=9 und GoqN+C22; n=13 von 3 unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung 
wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest durchgeführt (ns P ≥ 0,05). 
 
 

In den Aktivierungsmessungen zeigten die Goq1-Konstrukte im Vergleich zu den GoqN-

Varianten jedoch sehr kleine Amplituden, die kaum über denen der endogenen Gα-UE (pcDNA3) 

lagen (rechtes Schaubild, Abb. 63). Durch die schwache Aktivierung kam es daher vermutlich zu 

vermischten EC50-Werten mit den weniger potenten endogenen G-Proteinen, sodass es keine nen-

nenswerten Linksverschiebungen der Goq1-Konstrukte gab (Abb. 63). Aus diesem Grund lässt sich 

keine zuverlässige Aussage zur Aktivierung der Goq1-Konstrukte treffen, weshalb im weiteren Ver-

lauf dieser Arbeit nur noch der chimäre Austausch des ganzen N-Terminus behandelt wird. 

 
Abb. 63 | Vergleich der Aktivierung zwischen Goq1- und GoqN-Konstrukten durch den M3R 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und 
Abb. 42) beschrieben. Änderungen der EC50-Werte wurden relativ zu Go-WT in horizontalen Balken dar-
gestellt. (Go; n=19, Goq1; n=12, GoqN; n=16, Goq1+C11; n=14, GoqN+C11; n=16, Goq1+C22; n=15, 
GoqN+C22; n=16 und pcDNA3; n=15 von 3 unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung 
wurde eine einfache ANOVA gefolgt von einem Tukey-Posttest (für die EC50-Werte) oder einem Dunnett-
Posttest (für den Vergleich der maximalen Amplituden gegen pcDNA3) durchgeführt (****P < 0,0001,  
***P < 0,001, *P < 0,05, ns P ≥ 0,05).  
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Bindungs- und Aktivierungsmessungen von Goq4-Chimären mit dem M3R 

Die Goq4-Chimären, die den α4/β6-Loop von Gαq enthalten, der sich in räumlicher Nähe zum 

ICL3 des Rezeptors befindet, wurden ebenfalls mit dem M3R untersucht. In Bindungsexperimenten 

dissoziierte Goq4 jedoch ähnlich schnell vom Rezeptor wie Go, da beide frühzeitig dasselbe Plateau 

erreichten, auch wenn der Unterschied der AUCs theoretisch knapp signifikant war (Abb. 64). 

 
Abb. 64 | Stabilität der Bindung von Goq4-Konstrukten an den M3R 

Die Bindungsexperimente wurden durchgeführt, wie unter (3.5, Abb. 38) beschrieben. Dissoziations-
kinetiken von M3R-G-Protein-Komplexen wurden durch Bestimmung der AUC quantifiziert. (Go; n=10 und 
Goq4; n=6 von 2 unabhängigen Messtagen). Zur statistischen Auswertung wurde ein einseitiger t-Test 
durchgeführt (*P < 0,05). 

 

In Aktivierungsmessungen konnten Goq4-Chimären ebenfalls nicht von Go unterschieden 

werden (Abb. 65). Daher scheint der α4/β6-Loop keine essentielle Rolle für die Kopplungsspezifität 

mit dem M3R zu spielen. 

 
Abb. 65 | Aktivierung von Goq4-Konstrukten durch den M3R 

Die indirekte Messung der G-Protein-Aktivierung wurde durchgeführt, wie unter (3.6, Abb. 40, Abb. 41 und 
Abb. 42) beschrieben. Änderungen der EC50-Werte wurden relativ zu Go-WT in horizontalen Balken dar-
gestellt. (Go; n=10, Goq4; n=8; und pcDNA3; n=9 von 2 unabhängigen Messtagen). Zur statistischen 
Auswertung wurden zweiseitige t-Tests durchgeführt (***P < 0,001, ns P ≥ 0,05). 
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Fazit der Goq-Chimären 

Die Experimente mit chimären Goq-Proteinen haben gezeigt, dass nicht nur die N-terminale 

α5-Helix von Gαq die Bindungsstabilität sowie die Kopplungseffizienz gegenüber dem M3R erhöht, 

sondern, dass auch die αN-Helix mit der Verbindung zum β1-Faltblatt und Teile der β2/β3-Falt-

blätter, inklusive ihrer Verknüpfung, die Bindung und Aktivierung durch den M3R verbessern. 

Darüber hinaus führt die Kombination dieser Strukturen mit der α5-Helix von Gαq zu einer fast 

vollständigen Übertragung von Gq-artigen Kopplungseigenschaften auf Go-basierte Doppelchi-

mären. 

 

4.1.3 | Untersuchung von chimären Gq-Proteinen mit dem M3R 

Um zu untersuchen, ob die Kopplungseigenschaften zwischen den G-Protein-Klassen auch anders-

herum getauscht werden können, wurden Gq-basierte Gα-Chimären, die Aminosäuren von Gαo 

enthalten, in Analogie zu den Goq-Chimären generiert und ebenfalls in Bezug auf ihre Bindungs-

stabilität und ihre Kopplungseffizienz mit dem M3R getestet. Die Abschnitte, die in Gαq durch Gαo 

ersetzt wurden, sind in Abb. 66 schematisch dargestellt 

 

 
  

Abb. 66 | Schematische Struktur von Gαq 

Eingefärbte Segmente in der schematischen 
G-Protein-Struktur zeigen die Aminosäuren 
in Gαq, die durch die entsprechenden AS 
von Gαo in chimären Gqo-UE ersetzt wur-
den. 
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die M2R-artigen Kopplungseigenschaften teilweise auf den chimären M3ICL3M2-Rezeptor über-

tragen, sodass diese Struktur zumindest als selektivitätsbestimmend für die Bindung von G-Pro-

teinen angesehen werden kann. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich die Helix 8 einschließ-

lich des Rezeptor-C-Terminus entscheidend auf die Fähigkeit auswirkt, ob bestimmte G-Protein-

Klassen gebunden werden können oder deren Bindung verhindert wird, je nachdem von welchem 

Rezeptor sie abstammt. 

 Für die Gα-Chimären lässt sich zusammengefasst sagen, dass sie zum ersten Mal getrennt in 

Bezug auf ihre Eigenschaften untersucht wurden, selektiv durch zwei verschiedene Gq-gekoppelte 

Rezeptoren gebunden und aktiviert zu werden. Dabei wurden Gα-Strukturen wie der N-Terminus 

(einschließlich des αN/β1-Loops), zusammen mit dem β2/β3-Loop und den N- und C-terminalen 

Abschnitten der α5-Helix (für deren Lokalisation, siehe Abb. 53, Abb. 54, Abb. 55), identifiziert, 

essentielle Funktionen für die Kopplungsselektivität auszuüben. Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass alle auf dem Go-Grundgerüst basierenden Gα-Chimären schon durch die Bindung an den M3R 

und H1R selektiert werden. Dagegen werden einige Gq-basierte Chimären, die die C-terminale 

α5-Helix von Gαo (GqoC11) oder den N-Terminus von Gαo (GqoN) enthalten, erst während der 

nachgeschalteten Aktivierung durch den M3R selektiert, wohingegen der H1R diese schon wie die 

Go-Chimären während der Bindung selektiert. 

Insgesamt vermuten wir daher, dass Selektivitätsmechanismen nicht nur für jeden Rezeptor 

feingetunt sind, sondern auch an verschiedenen Zeitpunkten während eines mehrstufigen Kop-

plungsprozesses auftreten können. In der Zukunft wäre es daher sinnvoll, auch GPCRs mit anderen 

Kopplungsprofilen zu untersuchen, um die Erkenntnisse dieser Arbeit mehr zu einem generellen 

Mechanismus zu erweitern. 
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