Second Messenger

· als second messenger (zweite Botenstoffe) werden Stoffe bezeichnet, die ein extrazelluläres (hormonelles) Signal in Stoffwechseländerungen der Zielzelle umsetzen

· diese Signalumsetzung erfolgt oft unter Zwischenschaltung der G-Proteine (Guanin-Nucleotid-Bindendes Protein)

· second messenger verursachen einen Verstärkungseffekt, andererseits machen sie es möglich, daß völlig verschiedene (teils antagonistische, teils synergistische) Wirkugen auf die gleiche oder verschiedene Zellen ausgelöste werden können

· hierzu können verschiedene Substanzen dienen wie z.B.:

· cAMP

· cGMP

· Diacylglycerin

· Arachidonsäure

· Inositol-1,4,5-Triphosphat

cAMP

· der bekannteste und entwicklungsgeschichtlich älteste second messenger

· entsteht durch Katalyse der Adenylatcyclase unter Abspaltung von Pyrophosphat aus ATP

· die Adenylatcyclase wird durch die aktive (-Untereinheit des G-Proteins aktiviert: Die GTP-aktivierte (-Untereinheit des G-Proteins kann sich nun abspalten und an die an der Membraninnenseite gelegene Adenylatcyclase anlagern (die Adenylatcyclase wird dadurch aktiviert und kann jetzt unter Abspaltung von PP ATP in cAMP umwandeln, welches dann intrazellulär seine Wirkung als second messenger auslöst

· ist die Hydrolyse des GTP zu GDP an der (-Untereinheit des G-Proteins vollständig erfolgt, beendet dies die Aktivierung der Adenylatcyclase

· die inaktive (-Untereinheit lagert sich wieder an die beta- und gamma-Untereinheit des G-Proteins an

Funktion:

· cAMP kann aktivierende oder hemmende Einflüsse auf zelluläre Enzymsysteme haben

· Membranständige Transportsysteme können ebenfalls beeinflußt werden

· Die cAMP-Wirkung wird über eine Aktivierung von Proteinkinasen vermittelt (Phosphorylierung von Serinresten) (einziger intrazellulärer Ligand ist die Proteinkinase A (PKA)

· Durch eine intrazelluläre Phosphordiesterase wird cAMP sehr rasch zu AMP hydrolysiert 

· (die bekannten Wirkungen von Coffein und Theophyllin werden durch eine Hemmung der Phosphordiesterase und die dadurch verlängerte Adrenalinwirkung erklärt)

cGMP (cyclo-GMP)

· auf hormonale Signale durch das natriuretische Atriumpeptid aber auch nach gesteigerter NO-Produktion erfolgt ein Anstieg der intrazellulären Konzentration von cyclo-GMP

· dieser second messenger entspricht in seinem Aufbau dem cAMP, es entsteht aus GTP nach folgender Gleichung:

GTP ( 3´,5´-cyclo – GMP + Pyrophosphat

· die durch das natriuretische Atriumpeptid stimulierte Membrangebundene Guanylatcyclase unterscheidet sich vom Adenylatcyclasesystem dadurch, dass es sich um ein einziges Transmembranprotein handelt auf dessen extrazellulärer Seite liegt die Bindungsstelle für den aktivierenden Liganden

· Guanylatcyclase ist auf der cytoplasmatischen Seite stark phosphoryliert

· Nach Bindung des Liganden kommt es zur Aktivierung des Enzyms

· Die Signallöschung erfolgt durch Dephosphorylierung, was zu einem Aktivitätsverlust führt, auch wenn der Ligand noch an die Cyclase gebunden ist

· Eine weitere Form ist die lösliche Guanylatcyclase, die sich in vielen Zellen befindet

· Dies ist ein dimeres Enzym aus zwei identischen Untereinheiten vorkommend in einem aktiven und einem inaktiven Zustand

· Das Verhältnis beider Zustandsformen ist abhängig von der Konzentration von Nitroxid (NO)

· D. h. je höher die NO-Konzentration, desto höher die Guanylatcyclase-Aktivität

· NO ist ein intra- und interzelluläres Signalmolekül

· NO entsteht enzymatisch unter Katalyse der Nitroxid-Synthase aus Arginin

· Man unterscheidet 6 unterschiedliche Isoformen der Nitroxid-Synthase, diese werden durch die Erhöhung der Calcium-Calmodulin-Konzentration aktiviert

· NO-Synthasen in Zellen des Immunsystems werden darüber hinaus durch eine Reihe von Cytokinen aktiviert

· Die Funktion von NO: dient als Stimulator der löslichen Guanylatcyclase sowie als Neurotransmitter

· cGMP besitzt eine größere Zahl von intrazellulären cGMP-Bindungsproteinen (siehe unten):

1. cGMP-abhängige Proteinkinasen:

· in hohen Konzentrationen vorkommend in glatten Muskelzellen, Thrombocyten und im Cerebellum

· wichtigste Funktion in glatten Muskelzellen beruht auf ihrer relaxierenden Wirkung (allgemeingültiges therapeutisches Prinzip aller NO-freisetzenden Vasodilatatoren wie Nitroprussit oder Nitroglycerin)

· der genaue Wirkungsmechanismus der Proteinkinasen ist noch unbekannt

· laut Hypothese phosphorylieren sie eine in der Plasmamembran lokalisierte Calcium-ATPase und stimulieren sie dahingehend, so dass die cytosolische Calciumkonzentration in der glatten Muskelzelle absinkt

· in Thrombocyten ergibt sich ebenfalls unter Einfluss der aktivierten Proteinkinase eine Verminderung der zellulären Calciumkonzentration --> was den Aggregationshemmenden Effekt von NO erklärt

2. cGMP-abhängige Ionenkanäle

· lokalisiert in Photorezeptorenzellen im olfaktorischen Epithel sowie im Epithel der renalen Sammelrohre

· in den beiden erstgenannten Systemen spielt der cGMP-anhängige Natrium-Kanal eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des im unstimulierten Zustand niedrigen Membranpotentials dieser Zellen

· durch Alktivierung einer cGMP-spezifischen Phosphodiesterase kommt es zur Hyperpolarisierung dieser Sinneszellen und somit zur Erregungsleitung

· in den Sammelrohrepitelien ist der Natriumkanal wahrscheinlich verantwortlich für die Stimulation der Natriurese durch das natriuretische Atriumpeptid

3. cGMP-bindende Diesterasen

· sind in Säugergeweben weit verbreitet

· hydrolysieren bevorzugt cGMP, aber auch cAMP

· Annahme ist, dass ihre Hauptfunktion in der Regulation des cGMP-Abbaus in den verschiedensten Geweben liegt

Phospholipid-Metaboliten

· diese second messenger entstehen aus einem Phospholipid der Plasmamembran (Phosphatidyllinositol-4,5-Biphosphat) duch Einwirkung einer Phospholipase C-beta (zweimalige ATP-abhängige Phosphorylierung)

· dieses Membrangebundene Enzym wird durch die Bindung eines Hormones an den Rezeptor aktiviert

· als Produkte der Phospholipase entstehen zwei!!! second messenger 

· Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) bewirkt eine Freisetzung von Calcium aus intrazellulären Speichern (ER)--> dort befindet sich auch der IP3-Rezeptor, was Calciumabhängige Prozesse beeinflusst

· IP3 ist ein sehr kurzlebiger second messenger

· Das zweite Spaltprodukt ist Diacylglycerin, welches seinerseits als second messenger die Aktivität einer calciumabhängigen Proteinkinase C in der Zellmembran steigert (Diacylglycerin verbleibt in der Zellmembran)

· Die Effekte von IP3 und Diacylglycerin sind synergistisch

· Viele Stoffwechseleffekte werden über diese sogenannte „Phosphoinosoit-Kaskade“ vermittelt z.B. Glycogenolyse in Hepatocyten, Serotoninfreisetzung und Aggregation von Thrombocyten, Histaminfreisetzung aus Mastzellen und die Kontraktion glatter Muskelzellen

-->es kommt zur Verstärkung einer Reihe von Effekten, die eigentlich durch cAMP vermittelt sind, außerdem Stimulation sekretorischer Prozesse (Pankreas)

Aktivierung der Phospholipase C-beta:

· nach Bildung eines Hormon-Rezeptor-Komplexes kommt es über ein heterotrimeres G-Protein nach Austausch von GDP mit GTP zur Aktivierung

· Phospholipase C-beta kann in mehreren Isoformen vorkommen

Arachidonsäure

· wird ebenfalls unter Kontrolle eines Genproteins aus Membranlipiden freigesetzt (Phospholipase A2)

· übt verschiedenste Stoffwechselwirkungen aus, ist zugleich aber auch Vorstufe weiterer hormonähnlich wirkender Substanzen wie Prostaglandine, Thromboxane oder Leukotriene

Calcium-Ionen

· die cytosolische Calciumkonzentration tierischer Zellen liegt bei etwa 10^-7 mol/liter, auch nach voller hormoneller Aktivierung steigt diese kaum über 10^-5 mol/liter

· die Wechselwirkung enzymatischer Systeme mit intrazellulärem Calcium kann daher nur über hoch afffine Bindungsstellen für Calcium erfolgen

· diese Bindungsstellen müssen sehr spezifisch für Calcium sein, da im Cytosol mehrere zweiwertige Kationen, v.a. Magnesium in einer Konzentration von 10^-3 mol/liter vorkommen

· auch Ca2+ Ionen können die Rolle eines second messengers übernehmen

· Ionenkanäle der Zellmembran können durch direkte Wechselwirkungen mit dem Hormon oder G-Protein-vermittelt geöffnet oder geschlossen werden

· Mechanismus: Calcium wirkt meist nicht direkt, sondern unter Einschaltung calciumbindender Proteine, über die es auf die ezymatischen Systeme einwirkt

· Calciumbindendes Protein bei der Muskelkontraktion ist das Troponin

· In nicht-Muskelzellen wurde als Calciumbindendes Protein das Calmodulin nachgewiesen

· Calmodulin ist aufgebaut aus einer einzelnen Peptidkette mit 148 Aminosäuren, dessen AS-Sequenz große Ähnlichkeit mit der des Troponin C hat

· Sowohl Calmodulin als auch Troponin C verfügt über 4 hochaffine Bindungsstellen für Calcium

· Diese Bindungsstellen zeichnen sich dadurch aus, dass Calcium fixiert wird über eine Reihe von Carboxylaten und  –C=O- Gruppen der Peptidbindung

· 1 % des gesamten Proteins tierischer Zellen besteht aus Calmodulin, das sowohl im Cytosol als auch in verschiedenen zellulären Organellen vorkommt 

· nach Bindung von Calcium erfolgt am Calmodulin eine umfangreiche Konformationsänderung --> dadurch kann der Calcium-Calmodulin-Komplex von den jeweiligen Zielproteinen der Zelle gebunden werden (dadurch wird deren katalytische Aktivität geändert)

· calcium-calmodulin-abhängige Enzyme:

· Adenylatcyclase

· Membrangebundene Calcium-ATPase

· Phosphorylase-Kinase

· Cyclonucleotid-Phospho-Diesterase

· Diacylglycerin (s.o.) und Calcium aktivieren zusammen eine spezifische Proteinkinase, die Proteinkinase C (diese Enzyme weisen eine andere Substratspezifität auf als die Proteinkinase A, welche cAMP-abhängig ist)

