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Thema: Die Rolle der Phospholipase D2 in der agonisten-induziert Endozytose
von Opioid Rezeptoren

Zusammenfassung

Zu den klassischen Opiatwirkungen zahlen neben der Analgesie auch die Atemdepression
und die Suchtauslésung. Opiate vermitteln ihre Effekte durch die Interaktion mit
spezifischen G  Protein-gekoppelten  Opioidrezeptoren. Die Endozytose von
Opioidrezeptoren nach Agonistenbehandlung gehort zu den wichtigsten regulatorischen
Prozessen der Signaltransduktion von Opioiden. Unsere Arbeitsgruppe konnte kirzlich
zeigen, dass der p-Opioidrezeptor (MOR) mit der Phospholipase D2 (PLDZ2) interagiert
und die MOR-vermittelte Aktivierung der PLD2 fiir die Induktion der MOR-Endozytose
essentiell ist. In der vorliegenden Arbeit fanden wir heraus, dass der 3-Opioidrezeptor
(DOR) ebenfalls mit der PLD2 interagiert und der DOR-Agonist DPDPE die PLD2 in
HEK?293 Zellen (ber einen PKC-unabhdngigen Weg aktivieren kann. Quantitiative
Internalisierungsassays und konfokalmikroskopische Studien zeigten, dass eine PLD2-
Koexpression das Ausmass und die Geschwindigkeit der agonist-induzierten DOR-
Endozytose erhohte, wohingegen eine Hemmung der PLD2, mittels Expression einer
katalytisch inaktiven PLD2-Mutante (PLD2-K758R), die DPDPE-induzierte DOR-
Endozytose deutlich senkte. Ebenso konnte die DOR-Endozytose durch die Hemmung
der PLD2-vermittelten Phosphatidsauresynthese mittels 1-Butanol blockiert werden.
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die PLD2-Aktivitat fur die agonist-
induzierte DOR-Endozytose erforderlich ist und dass Phosphatidsaure (PA) dabei eine
wichtige Rolle spielt. PA kann durch die PA-Phosphohydrolase in DAG uberfuhrt und
DAG durch die DAG Kinase wieder in PA umgewandelt werden. Die Inhibition der PA-
Phosphohydrolase schwéchte sowohl die DPDPE-induzierte DOR Endozytose als auch
die DAMGO-induzierte MOR-Endozytose ab. Demgegeniber fiihrte die Inhibition der
DAG Kinase zu einem Anstieg der DPDPE-induzierten DOR-Endozytose bzw.
DAMGO-induzierten MOR-Endozytose. Darlber hinaus fuhrte die Zugabe von DOG,
einem synthetischen und aufgrund von kiirzeren Fettsduren zellpermeablen Analogon des
DAG, zu einem deutlichen Anstieg der agonist-vermittelten DOR und MOR Endozytose,

wohingegen eine Hemmung der Proteinkinase C (PKC) die agonist-induizierte



Opioidrezeptorendozytose nicht beeinflusste. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
das aus PA synthetisierte DAG an der agonist-induzierten DOR- und MOR-Endozytose
uber einen PKC-unabhé&ngigen Weg beteiligt ist. Wir konnten ebenfalls zeigen, dass die
PLD2-Aktivitat und die nachfolgende Bildung von DAG aus PA fiir die opiatrezeptor-
vermittelte Aktivierung der p38 MAPK erforderlich ist, welche an der Endozytose des
DOR und MOR beteiligt ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die PLD2-Aktivitdt die agonisten-induzierten
Endozytose des 6- und p-Opioidrezeptors reguliert. An diesem Prozess ist das aus dem
PA gebildete DAG und im Weiteren die Aktivierung der p38 MAPK beteiligt.



