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Einleitung 1

A. Einleitung
A.l. Signaltransduktion durch NO

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasformiger Botenstoff, der eine wichtige Rolle bei einer
Vielzahl von physiologischen Prozessen spielt. Sein Wirkungsspektrum umfasst
verschiedene Mechanismen, die u.a. bei der Regulation des Blutdrucks, der Thrombo-
zytenaktivitét, der Sinneswahrnehmung und eventuell fir Lernen und Gedachtnis beteiligt
sind. NO fungiert auch als Neurotransmitter in Neuronen. DaNO in hohen Konzentrationen
zytotoxisch wirkt, hat es ebenfalls bel der Immunantwort eine grof3e Bedeutung.
Endothelzellen, Thrombozyten, Makrophagen und Nervenzellen kénnen NO selber
synthetisieren. Als Substrat fir die NO-Synthese fungiert der terminale Stickstoff der
Guanidinogruppe der Aminosaure L-Arginin. Dieser Stickstoff wird oxidiert und es
entstent NO und Citrullin (Loscalzo & Welch 1995; Ubersicht: Ignarro et al., 1999).
Katalysiert wird diese Reaktion von der Familie der NO-Synthasen (NOS), in der man zwei
Isoformen unterscheidet: die induzierbare NO-Synthase (iINOS), die hauptsachlich in
Makrophagen und Neutrophilen gefunden wird und Kalzium-unabhangig ist, und die
konstitutive Form, die in Endothelzellen und Thrombozyten (endotheliale oder eNOS) und
in Nervenzellen (neuronale oder nNOS) vorkommt und Kalzium-abhangig ist (Forstermann
et a., 1991). Das synthetisierte NO kann sehr leicht durch die Zellmembran zu einer
Zielzelle diffundieren, dort die |6sliche Guanylylzyklase (sGC) aktivieren, die aus GTP
zyklisches Guanosin-3',5 -monophosphat (cGMP) bildet, zur ADP-Ribosylierung und zur
Entstehung reaktiver Sauerstoff-Radikale (Peroxide) fuhren.

Der sekundére Botenstoff cGMP wird auch durch die partikuléare Guanylylzyklase (pGC)
generiert, deren Aktivitét unter der Kontrolle von natriuretischen Peptiden steht. Durch
cGMP werden verschiedene Enzyme reguliert (s. Abb. A-1):

1) es aktiviert oder hemmt cAMP-spezifische Phosphodiesterasen (PDE) (Sonnenburg &
Beavo, 1994), wodurch die intrazellulare cAM P-K onzentration gesteuert wird,;

2) im olfaktorischen System oder in der Retina werden zyklisches-Nukleotid-aktivierte
Kationenkandle (CNG) gedffnet (Biel et al., 1998), die fur die Signalverarbeitung des
Riech- und Sehprozesses verantwortlich sind;

3) es aktiviert cGMP-abhangige Proteinkinasen (cGK) (Pfeifer et a., 1999; Ruth et al.,
1999; Hofmann et al., 2000), die u.a. die Thrombozytenaggregation hemmen (Horstrup et
al., 1994; Massberg et al., 1999), zur Relaxation des glatten Muskels fuhren (Pfeifer et al.,
1998; Saushier et al., 2000) und moglicherweise eine Rolle fir das Gedachtnis spielen, z.B.
fur LTP (long term potentiation) im Hippocampus oder LTD (long term depression) im
Kleinhirn (Kleppisch et al., 1999; Wu et a., 1998).
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NOS
L-Arginin  —» NO + L-Citrullin

}

sGC

/\/’

cGMP —»cGK

\‘ CNG

Abbildung A-1: NO-Signaltransduktionsweg. NO wird aus L-Arginin gebildet, wobel die NO-Synthase
(NOS) die Reaktion katalysiert. NO aktiviert die |6sliche Guanylylcyclase (sGC), die die Bildung von cGMP
vermittelt. cGMP aktiviert anschlieflend verschiedene Effektoren, z.B. die cGK. Weitere Erklarungen siehe
Text.

A.2. Vielfalt und Struktur der cGMP-Kinasen

In Sdugetieren existieren zwei verschiedene Gene fur cGKs. Ein Gen kodiert die |6sliche
cGKIl, das zweite die membrangebundene cGKIl (Abb. A-2) (Wernet et a., 1989; Sandberg
et a., 1989). Es handelt sich um Homodimere, deren monomere Untereinheiten ein
Molekulargewicht von 76-78 kDa (cGKI) bzw. von 87 kDa (cGKI1) aufweisen. Sie gehdren
zu der Familie der Serin/Threonin-Kinasen, die ihr Substrat spezifisch an den Aminosauren
Serin und/oder Threonin phosphorylieren, und sie besitzen eine regulatorische und
katalytische Doméne. Die regulatorische Domane setzt sich aus einem Aminoterminus, der
in eine Isoleucin/Leucinzipper-Region und eine Linker-Region unterteilt werden kann, und
zwei cGM P-Bindungstaschen zusammen. Der Aminoterminus besitzt drei Funktionen:

1) Dimerisierung durch die | soleucin/L eucinzipper-Region;
2) Autoinhibierung der katalytischen Doméane bei Abwesenheit von cGMP;
3) intrazellulére Lokalisierung des Enzyms (Atkinson et a., 1991; Hofmann et a., 1992).

Durch alternatives Spleif3en des Aminoterminus (ersten 90-100 Aminosduren) der cGKI
entstehen die beiden Isoformen cGKla und cGKlb (Wernet et a., 1989). Die katalytische
Domane enthdlt eine ATP- und Substratbindungsstelle, letztere transferiert das g-Phosphat
vom ATP auf ein Serin/Threonin des Substrates (Abb. A-2).

Das cGKla Isoenzym wird hauptséchlich in Lunge, Herz und Kleinhirn exprimiert, das
cGKIb Isoenzym Uberwiegt in glattmuskuldren Geweben wie z.B. Aorta, Blutgefélde,
Uterus und Intestinum sowie in Thrombozyten und Hippocampus (Lincoln et al., 1988;
Keilbach et al., 1992b; Geiselhdringer et al., 2001). cGKla und cGKIb sind lésliche
Proteine, die tber ihre Aminotermini mit verschiedenen Proteinen interagieren (Cornwell et
a., 1991; Surks et al., 1999; Yuasa et a., 1999 und 2000; Huber et a., 2000). Die cGKlI



Einleitung 3

wird im Thalamus, Bulbus olfactorius, Cortex, in Chondrozyten, in der Niere und im
Birstensaumepithel des DUnndarms exprimiert (El-Husseini et a., 1995; Markert et al.,
1995; Preifer et al., 1996; Gambaryan et al., 1996). Die cGKII wird durch Myristoylierung
in der Plasmamembran verankert. Nur die membrangebundene cGKIl kann den CFTR
Chloridkanal (zystische Fibrose Transmembran-Leitféhigkeitsregulator) phosphorylieren
(Vaandrager et al., 1998).

| regulatorische Domane = katal ytische Doméane I
GKla gﬂ?&s cGMPA|cGMPB|ATP| Subsrat | COOH | 671aS
cGKIb grnr]rll?r;s CGMPA|cGMPB|ATP| Substrat | COOH | 686AS
cGKII grm?r?ds CGMPA|cGMPB|ATP| Substrat | COOH | 763AS

Abbildung A-2: Schematische Struktur der cGM P-abhéngigen Proteinkinasen.

A.3. Wirkungsmechanismen der cGMP-Kinasen

Die cGKs regulieren eine Vielzahl physiologischer Mechanismen. Die cGKIl ist an der
Regulation der intestinalen Chlorid/Wasser-Sekretion durch die Phosphorylierung des
CFTR Chloridkanals (Vaandrager et al., 1997; Pfeifer et a., 1996), der enchondralen
Ossifikation des Knochenwachstums (Pfeifer er al., 1996) und der Reninfreisetzung in der
Niere (Wagner et al., 1998) durch die Phosphorylierung von noch unbekannten Proteinen
beteiligt. Durch die cGKI wird u.a. die Proliferation (Yu et a., 1997; Komaavilas et 4.,
1999) und die Relaxation (Pfeifer et al., 1998; Sausbhier et al., 2000) des glatten Muskels
reguliert und die Aggregation von Thrombozyten gehemmt (Horstrup et al., 1994;
Massberg et al., 1999).

Die Kontraktilitét glatter Muskelzellen ist in vielen Organen fir deren Physiologie
verantwortlich. In Blutgefal3en spielen sie eine wichtige Rolle fur den Gefalstonus. Treten
Defekte in der Relaxation der Blutgefélie auf, so kann es zu Gefélkrankheiten fuhren, z.B.
Hypertonie, Arteriosklerose oder koronarer Herzerkrankung. Wie wichtig die NO/cGMP/
cGKI-Signaltransduktion fir die Regulation des glatten Muskeltonus ist, wird dadurch
gezeigt, dass cGKI™7" Mause unter Bluthochdruck leiden. Zusétzlich haben diese Mause eine
Pylorus-Stenose und eine verzégerte Magen-Darm-Passage (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et
al., 2000). Die Kontraktilitdt des glatten Muskels wird durch die intrazelluléare
Kalziumkonzentration und durch Modulation der Kalziumsensitivitét der kontraktilen
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Elemente reguliert (Somlyo & Somlyo, 2000; Berridge et a., 2000; Pfitzer, 2001).
Verschiedene Agonisten, z.B. Noradrenalin, Acetylcholin und Angiotensin Il aktivieren
uber GTP-bindende Proteine (G, oder G11) die Phospholipase Cb (PLCb), wodurch es zur
Synthese von Inositol 1,4,5-trisphosphat (IPs) und Diacylglycerol (DAG) kommt. IP3
stimuliert seinerseits die Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum durch
Aktivierung des IPs-Rezeptors Typ | (IPsRI), welcher ein Kalziumkanal des ER ist.
Aul¥erdem stromt extrazelluldres Kalzium durch L-Typ Kalziumkanéle in die Zelle, das an
Camodulin bindet und daraufhin die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK) aktiviert, die
die regulatorische MLC phosphoryliert (rMLC-P). Daraufhin kontrahiert der glatte Muskel
(Abb. A-3). Als Folge der sinkenden Kalziumkonzentration wird die rMLC-P von der
Myosinphosphatase (PP1M) dephosphoryliert, der glatte Muskel entspannt sich wieder.
Zusétzlich kann die Kontraktilitét des glatten Muskels Kalzium-unabhangig durch eine
Verdnderung der Kalziumsensitivitét des Aktin/Myosin-Gertsts reguliert werden (Lee et
al., 1997). Agonisten-stimulierte Rezeptoren aktivieren weitere G-Proteine (Gi, oder Gia),
wodurch das kleine GTP-bindende Protein Rho die Rho-Kinase aktiviert. Esfolgt eine noch
ungeklarte Kaskade, die mit der Inhibierung der PP1M durch Phosphorylierung der
regulatorischen Myosin-bindenden Untereinheit (MBS) endet. Da die MLCK von diesem
Mechanismus nicht beeinflusst wird, steigt die Konzentration der rMLC-P, der Muskel
kontrahiert (Abb. A-3).

Agonisten

”;G(,Uq\,
PLC-BK
\ 4
IP,
v
[ca*1}
v Relaxation
Ca*/CaM A
MLCK —> \l;]\
\%
Kontraktion

Abbildung A-3: Regulation der glatten Muskulatur Uber den Kalzium-abhangigen (dunkelgriine
Beschriftung) und —unabhéngigen (graue Beschriftung) Mechanismus. Calmodulin (CaM), Inositol 1,4,5-
trisphosphat (IP3), Myosinkinase (MLCK), Myosinphosphatase (PP1M), regulatorische Myosin-bindende
Untereinheit der Myosinphosphatase (MBS), regulatorische Myosin leichte Kette (rMLC), Phospholipase C
(PLC); Agonisten sind z.B. Noradrenalin oder Angiotensin |1; weitere Erklérungen siehe Text.
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Die cGKI ist an der Relaxation des glatten Muskels sowohl durch die Regulation des
intrazellul&ren Kalziumspiegels als auch durch die Verénderung der Kalziumsensitivitét der
kontraktilen Elemente beteiligt, indem sie ihre Substratproteine phosphoryliert und dadurch
deren Aktivitdt moduliert. Derzeit sind mehrere Mechanismen fir ihre Wirkung in der
Diskussion (Abb. A-4):

1) die cGKI reguliert die 1P;-Synthese durch die Phosphorylierung der Phospholipase Ch;
(Ruth et al., 1993; Murthy & Makhlouf, 1998; Xiaet al., 2001);

2) die Phosphorylierung des Kalzium-aktivierten Kaliumkanals (BKcy) erhoht dessen
Offnungswahrscheinlichkeit, es folgt eine Hyperpolarisation der Zelle. Dadurch werden
spannungsabhangige Kalziumkandle (z.B. L-Typ Kalziumkanale) geschlossen und folglich
sinkt die intrazelluldre Kalziumkonzentration (Alioua et a., 1998; Fukao et a., 1999;
Swayze & Braun, 2001);

3) die Phosphorylierung von IRAG (I1Ps-Rezeptor assoziiertes cGKI Substrat) inhibiert die
Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum. IRAG wurde erst kirzlich as
cGKI-Substrat identifiziert (Schlossmann et a., 2000) und wird unter A.4. genauer
beschrieben;

4) moglicherweise wird auch Rho (kleines GTP-bindendes Protein) von der cGKI
phosphoryliert, wodurch es nicht mehr zu einem GDP/GTP-Austausch kommt und die Rho-
Kinase inaktiv bleibt. PPIM bleibt dadurch aktiv, was eine reduzierte Sensitivitét des
kontraktilen Apparates zum intrazelluldren Kalzium zur Folge hat (Somlyo & Somlyo,
2000; Pfitzer, 2001);

5) die cGKla Isoform interagiert mit der MBS, der regulatorischen Untereinheit der PP1M
(Surks et al., 1999; Nakamura et a., 1999), jedoch konnte noch keine direkte Veranderung
der PP1IM-AKktivitét durch cGKla-vermittelte MBS-Phosphorylierung festgestel It werden.



6 Einleitung

L-Typ Agonisten
Ca"-Kanal BK.,

A—//K'

Hyper-
polarisation

PP1M/IMBS
e —
Aktin/Myosin

Abbildung A-4: Wirkungsmechanismen der cGKI (orange Pfeile). Die cGKI spielt bei der Regulation des
glatten Muskeltonus sowohl durch Reduktion der intrazelluldren Kalziumkonzentration, als auch durch
Kalzium-Desensitisierung (graue Beschriftung) eine wichtige Rolle. Erlauterungen siehe Text.

A.4. ldentifizierung, Struktur und Funktion von IRAG

Schon vor langerer Zeit wurde beschrieben, dass in Membranen des glatten Muskels
Substratproteine der cGK zu finden sind (Casnellie et a., 1974). Erst vor kurzem wurde ein
neues 125 kDa cGKI-Substratprotein identifiziert, das als IRAG (IPs;-Rezeptor assoziiertes
cGK Substrat) bezeichnet wurde (Schlossmann et a., 2000). Es konnte aus den
mikrosomalen Membranen des bovinen Trachealmuskels mittels Affinitatschromatographie
gereinigt werden. IRAG wird durch die cGKI phosphoryliert und liegt as trimerer
Komplex mit dem IP3RI und der cGKIb im glatten Muskel vor (Abb. A-5).

Es gibt zwei Isoformen von IRAG, IRAGa und IRAGD, die sich nur durch eine zusétzliche
putative N-terminale Transmembrandoméne des IRAGa unterscheiden. Beide Isoformen
verfigen Uber eine C-terminale Transmembrandoméne (TM) (die wahrscheinlich der
Verankerung in der Membran dient), eine sog. coiled-coil Domane (die fir Protein-Protein
Interaktionen verantwortlich sein konnte) und fianf Phosphorylierungsstellen  mit
Konsensussequenzen fur die cGK (Abb. A-5).

Heterolog exprimiertes IRAG (in COS-7 Zellen) zeigte zudem eine perinukledre
Lokalisierung. Alle Daten zusammen lief3en vermuten, dass IRAG eine wichtige Rolle as
Modulator der Kalziumfreisetzung aus intrazelluléaren Speichern spielt. Tatséchlich konnte
in funktionellen Studien gezeigt werden, dass IRAG die |Ps-induzierte Kalziumfrei setzung
nach Aktivierung der cGKIb mit 8-pCPT-cGMP in COS-7 Zellen hemmt (Schlossmann et
al., 2000). Der genaue Mechanismus, wie IRAG die Kaziumfreisetzung aus dem endo-
plasmatischen Retikulum hemmt, ist noch nicht aufgeklart.
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240 kDn WSS PRI -~

coiled-coil Doméne a1
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Abbildung A-5: A) Autoradiogramm des trimeren Komplexes, bestehend aus | PsRI, IRAG und cGKIb;
das jeweilige Molekulargewicht ist in kDa angegeben. Mikrosomale Membranen der bovinen Rindertrachea
wurden solubilisiert, mit einem spezifischen cGKI-AK immunprézipitiert und anschlief3end phosphoryliert
(Schlossmann et al., 2000). B) Schematische Struktur von IRAG: Aminoséurepositionen und Konsensus-
sequenzen der funf identifizierten Phosphoserine fur die Phosphorylierung durch die cGKIb sind angegeben.
TM, Transmembrandoméne.

A.5. Ziele dieser Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Proteinexpression von IRAG und der cGKI-Isoformen in
verschiedenen Mausgeweben zu untersuchen. Fur die Detektion von IRAG existierte nur
ein Peptidantikorper, der in Westernblotanalysen relativ unspezifisch war (Schlossmann et
a., 2000). Deshalb war es notwendig, gegen IRAG einen spezifischen polyklonalen
Antikorper in Kaninchen zu generieren. Das dazu nétige rekombinante IRAG-Protein
(Antigen) sollte in Bakterien exprimiert werden. Anschlief3end sollte mit spezifischen
Antikorpern das Vorkommen von IRAG, cGKla und cGKlb in vielen verschiedenen
Organen (Gehirn, periphere und glattmuskuldre Gewebe) mittels Westernblotanalyse
aufgeklart werden. Um einen Anhaltspunkt mdoglicher bzw. weiterer Funktionen dieser
Proteine in der NO-Signaltransduktion, v.a. fir das vor kurzem identifizierte Protein IRAG
zu erhalten, sollte auch die Lokalisierung im Gewebe mittels immunhistochemischer
M ethoden untersucht werden.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war es, die molekularen Wechselwirkungen in dem
multimeren Komplex IRAG-cGKI-IPsRI zu untersuchen, der in mikrosomalen Membranen
des bovinen Trachealmuskels identifiziert wurde (Schlossmann et al., 2000). Anhand einer
Zwei-Hybrid Analyse in Hefen sollte die Interaktion von IRAG mit der cGK aufgeklart und
deren Interaktionsstellen identifiziert werden. Zusétzlich sollten die Interaktionen zwischen
den einzelnen Proteinen nach in vivo Expression in COS-7 Zellen mittels Phosphorylierung
und |mmunprézipitation charakterisiert werden.
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B. Material und Methoden
B.1. Organismen und Plasmide

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten Organismen (Tabelle B-1)
und Plasmide (Tabelle B-2) mit ihren relevanten Eigenschaften und ihrer Herkunft
aufgefuhrt. Die Abktrzungen fir Geno- und Phanotyp entsprechen der Nomenklatur von
Bachmann und Low (1990).

Tabelle B-1: Verwendete Organismen.

Organismus Relevante Eigenschaften Referenz
Escherichia coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F proAB Stratagene
XL1-Blue lacl%ZDM15 Tn10 (Tet™)]

Escherichia coli D(mcrA)183 D(mer CB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl Stratagene

XL2-Blue MRF gyrA96 relAl lac [F proAB lacl®ZDM15 Tn10 (Tet®)]

Escherichia coli F'mcerA D(mrr-hsdRMS-merBC) flacZz DM15 DlacX74 recAl Invitrogen

TOP10 deoR araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG

Escherichia coll F, ompT hsdSB (r;” mg’) gal dem (DE3) pLysS (Cam’) Invitrogen

BL21(DE3)pLysS

Saccharomyces , Brent Laboratory®
. MATa trpl his3 ura3 6LexA-operator-LEU2

cerevisae EGY 48 Clontech

Tabelle B-2: Verwendete Plasmide.

Selektions
Plasmid Eigenschaften Verwendung Referenz
marker
pPRSET C I T7pro-RBS-EK(His)s-MCS Proteinexpression Invitrogen
pcDNA3.1- Ap", Km® [ CMVpro-MCS Klonierungsvektor Invitrogen
pBSII KS+ Ap" T3/T7pro-MCS Klonierungsvektor Stratagene
pCR?2.1- R R , _ Subklonierung von _
Ap~, Km™ |lacZa (Blau-Weil3-Selektion) Invitrogen
TOPO PCR-Produkten
CR?-Bluntll- Subklonierung von
P Km® ccdB (lethales Gen) d Invitrogen
TOPO PCR-Produkten
MT3.cCKla | Ap® pMT3 (SV40pro-DHFR) mit Proteinexpression; Ruth et al.,
P P cGKla Template fiir PCR” 1997
MT3-cGKIb | AR pMT3 (SV40pro-DHFR) mit Proteinexpression; Ruthetal.,
P P cGKIb Template fiir PCR” 1997
pcDNAS.1- R R . , , Schlossmann et
Ap~, Km pcDNAS.1- mit IRAGa Proteinexpression
IRAGa al., 2000
. R . . b Schlossmann et
Maxi 21 Ap pBS Il KS+ mit IRAG cDNS Template fur PCR ol 2000
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R pAL1 (Derivat von pUC19 mit . b Uhler et dl.,
pAL1-cGKIlI Ap i Template fur PCR
T3 und T7pro) mit cGKIlI 1993
CDNA-IPRI | AD? KR pcDNA3 mit peripherem | PRI Proteinexpression; Kaznacheyeva
P S| AR (S1/S2) Template fir PCR” etal., 1998
R CMV pro; mit neuronalem | P;RI . . Mignery et al.,
pCMVI-9-1P;RI | Ap Proteinexpression
(S1-/S2+) 1990
N R Expression der Brent Laborat.®
pEG202 HIS3, Ap~ | ADHpro-LexA-MCS . )
K6derproteine Clontech
1G4 TRPL AQR GAL 1pro-Aktivierungsdoméne | Expression der Brent Laborat.?
P AP der Transkription-HA-Tag » Fischproteine® Clontech
Reporterplasmid;
SH18-34" URA3. AQR ! ep P Brent Laborat.?
p , Ap" | 8 LexA Operatoren-lacZ Indikator der Trans- Clontech
kriptionsaktivierung
Bestétigung der Bindung a
. = | GAL1pro-LexA Operator-lacZ . i Brent Laborat.
pJK101 URA3, Ap o ) des Kdderproteins an
(kongtitutiv aktiveslacz) Clontech
den LexA Operator
Negativkontrolle fir die a
RFHM T HIS3. ApR i i . . Brent Laborat.
p ,Ap” | ADHpro-LexA-Bicoid Doméane | Aktivierung der Clontech
Transkription
Positivkontrolle fir die a
. = | ADHpro-LexA-GAL4 . Brent Laborat.
pSH17-4 HIS3, Ap L B Aktivierung der
Aktivierungsdoméne L Clontech
Transkription

* Plasmide, dieim Zwei-Hybrid System (A.6) verwendet wurden.

& Brent Laboratory, Department of Molecular Biology, M assachussetts General Hospital, Boston
® Die entstandenen PCR-Amplifikate wurden zur Weiterklonierung verwendet.

B.2. Anzucht und Stammhaltung

B.2.1. Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden zur Sterilisierung 15 (Hefemedien) bis 20 min bel 121°C und 1
bar autoklaviert. Temperaturempfindliche Zusdtze sind sterilfiltriert und nach Abkthlen der
Medien auf 50°C (Festmedien) oder vor Inokulation (FlUssigmedien) zugesetzt worden.

Fur Festmedien wurden 20 g Agar pro Liter zugesetzt und mit dem Medium autoklaviert.

Medien fur E. coli

SOB-Medium NZY*-Medium

Trypton 2009 NZ Amine (Caseinhydrolysat) 10,0g
Hefeextrakt 509 Hefeextrakt 509
NaCl 05¢g NaCl 5049

KCl 186 mg H2O0qes. ad 1l
H2O0qes. adll pH 7,5

pH 7,0 Nach dem Autoklavieren werdenje 12,5 ml 1 M MgCl,

Nach dem Autoklavieren werden je 10 ml

1M MgCl, und 1 M MgSO, zugegeben.

und 1 M MgSO, und 20 ml 20% Glukose zugegeben.
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SOC-Medium LB-Medium (Luria-Bertani)

SOB-Medium + 10 ml 50% Glukose Trypton 10,09
Hefeextrakt 509
NaCl 5049
H2Oues. ad 1l
pH 7,4

Medien fir S. cerevisiae

Alle Hefemedien sind as Fertigprodukte bei der Firma Clontech gekauft worden. Die
Grundmedien (Vollmedium und Minimalmedien) wurden nach Angaben des Herstellers
vorbereitet. Zu den Minimalmedien wurden verschiedene Dropout-Supplements (bestehend
aus Aminosauren und Nukleosiden) (Clontech) gegeben, um selektive Mangelmedien zu
erhalten.

YPD-Medium
YPAD-Medium
Minimal SD Base

Vollmedium, bestehend aus Pepton, Hefeextrakt und Dextrose; pH 6,5
S. YPD mit 30 mg /| Adeninhemisulfat

Minimalmedium, bestehend aus Y east Nitrogen Base (YNB),
Ammoniumsulfat und Dextrose; pH 5,8

s. Minimal SD Base, statt Dextrose al's Kohlenstoffquelle sind Galaktose
und Raffinose enthalten

Minimal SD Base/Gal/Raf

Verwendete Dropouts -Ura
-Ura-His
-Ura-His-Leu
-Ura-His-Trp
-Ura-His-Trp-Leu

X-Gal-Platten 900 ml Minimalmedium + Dropout + Agar autoklavieren

+ 100 ml 0,7 M Kaliumphosphatpuffer (KP-Puffer) pH 7,0 (autoklaviert)
+ 2 ml X-Ga 20 mg/ml

B.2.2. Hemmstoffe und Medienzuséatze

Tabedlle B-3: Hemmstoffe und M edienzusétze

M edienzusitze

Stammlésung

Arbeitskonzentration

Ampicillin
Kanamycin
Chloramphenicol
Tetracyclin
IPTG

X-Gd

100 mg/ml in 50% EtOH/Hgobida.

50 mg/ml in HoOpiges.

35 mg/ml in MeOH

10 mg/ml in MeOH

1M IPTG in 50% EtOH/H,Opigest
20 mg/ml in DMF

100 pg/ml
50 pg/ml
35 pg/mi
10 pg/ml
2mM

40 pg/mi
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B.2.3. Kultivierung und Stammhaltung

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB- oder SOB-Medium. Hefen wurden in Y PD-
oder in Minimalmedium kultiviert. Flissigkulturen wurden in Plastikrohrchen oder
Erlenmeyerkolben angezogen, die bei 37°C (E. coli) bzw. 30°C (Hefen) und 225 rpm
inkubiert wurden. Zum Uberimpfen dienten Einzelkolonien, die von den entsprechenden
Agarplatten abgenommen wurden. Flssigkulturen mit grofderem Volumen wurden mit Uber
Nacht gewachsenen Vorkulturen 1:1000 bzw. mit einer gewissen Zellzahl (bestimmt durch
Trubungsmessung bei ODgoo) beimpft.

E. coli und Hefe Stdmme kdnnen 4 bis 6 Wochen bel 4°C auf Agarplatten gehalten werden.
Dazu werden Einzelkolonieausstriche tber Nacht inkubiert und anschlief3end bei 4°C
aufbewahrt. Ausgehend von diesen Kulturen kdnnen Glyzerinkulturen angelegt werden, die
Uber mehrere Jahre stabil bel —80°C sind. E. coli wurde mit 50%igem Glyzerin 2:1, Hefen
mit 65%igem Glyzerin 1:1 in Kryorohrchen aufbewahrt. Die Zugabe der Glyzerinlésung
bewirkt, dass die Zellen unempfindlicher gegentiber der Lagerung bel tiefen Temperaturen
sind.

Glyzerinlésungen zur Stammbhaltung:

50% Glyzerin/HoOpge.

65% Glyzerin/0,1 M MgSO,/25 mM Tris-HCI, pH 8,0

Die Glyzerinl6sungen wurden autoklaviert und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

B.3. Molekularbiologische Methoden

B.3.1. Isolierung von Plasmid-DNS

Fur die Gewinnung hochwertiger Plasmid-DNS fur préparative Zwecke (Klonierung und
Sequenzierung) wurden die kommerziell verfligbaren Plasmid-Isolierungskits Plasmid
Miniprep Kit (Peglab) und Plasmid Maxi Kit (Qiagen) verwendet. Alle benttigten Puffer
und LoOsungen werden vom Hersteller gebrauchsfertig mitgeliefert. Prinzip dieser
Isolierungsmethode ist der Zellaufschlul® durch akalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979)
und eine anschlieffende DNS-Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie. Die Prgparation
erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers.

B.3.2. Reinigung und Konzentrierung von DNS-Fragmenten

Die Reinigung, Aufkonzentrierung und Umpufferung von DNS-haltigen Losungen nach
enzymatischer Modifikation sowie die Abtrennung der amplifizierten PCR-Fragmente von
den Agenzien der PCR-Reaktion und die Extraktion von DNS-Fragmenten aus
Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction-Kit (Qiagen). Diese Methode
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nitzt die Eigenschaft der DNS aus, an eine spezifisch dafiir entwickelte Saulenmatrix zu
binden. Die Elution der DNS kann anschlief3end mit dem im Kit vorhandenen Elutions-
Puffer oder H,Opiges. €folgen. Alle benttigten Losungen und das Arbeitsprotokoll sind im
Kit enthalten.

B.3.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260
nm bestimmt. Bel einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine OD 260 Von 1,0:

- 50 pg/ml doppelstréngiger DNS

- 40 pg/ml einzelstréngiger RNS

- 33 ug/ml einzelstréngigem Oligonukleotid.

Die Reinheit von DNS und RNS kann aus dem Verhdltnis OD2s0/OD2gy abgeschétzt
werden. Dieser Quotient soll tiber 1,7 liegen.

B.3.4. Enzymatische Modifikation von DNS

B.3.4.1. Spaltung von DNS mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen (auch kurz Restriktionsenzyme genannt) bilden eine Klasse von
bakteriellen Enzymen, die spezifische Basensequenzen in doppelstrangiger DNS erkennen
und spalten (Sambrook et al, 1989). Die hier verwendeten Typ Il-Restriktionsenzyme
spalten ihr DNS-Substrat innerhalb oder unmittelbar neben der meist palindromischen
Erkennungssequenz, so dass Fragmente mit definierten Enden entstehen. Je nach Enzym
entstehnen bei der Spatung entweder glatte Enden (blunt ends) oder einander
komplementére, 5 - bzw. 3 -Uberhéngende , sticky ends‘. Die DNS-Enden besitzen immer
eine 5’ -Phosphat- und eine 3'-OH-Gruppe, was die spétere enzymatische Neuverknlpfung
(Ligation) kompatibler Enden ermdglicht.

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Roche und NEB
bezogen (F.2). Die Erkennungssequenzen, Reaktionspuffer und |nkubationsbedingungen
wurden den entsprechenden Produktbeschreibungen der Hersteller entnommen.

Fir analytische Zwecke wurden 0,2 bis 0,5 pg DNS mit 3 bis 5 U Enzym, fir die
praparative Gewinnung von Restriktionsfragmenten (fir Klonierungen) wurden 2 bis 5 pg
DNS mit 5 bis 10 U Enzym in einem Gesamtvolumen von 20 bis 50 pl fur 1 bzw. 3 h
inkubiert. Der Restriktionsansatz wurde anschlief3end auf ein Agarosegel aufgetragen.

B.3.4.2. Dephosphorylierung linearer DNS durch alkalische Phosphatase

Alkalische Phosphatase aus Shrimps (SAP = shrimps akaline phosphatase) spaltet end-
sténdige 5'-Phosphatgruppen von DNS-Molekilen ab. Linearisierte Vektoren wurden
dephosphoryliert, um enen intramolekularen Ringschluss (Religation) wéhrend der
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Ligation zu verhindern und so die Klonierungseffizienz von Fremd-DNS zu erhohen. Zu
der gereinigten, linearisierten DNS (etwa 5 pmol) wurden 5 U SAP (Roche) und der
entsprechende Puffer gegeben und fur 30 min bel 37°C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung
des Enzyms (20 min, 65°C) konnte die Vektor-DNS fir die Ligation eingesetzt werden.

B.3.4.3. Verknupfung von DNS-Fragmenten mit T4-DNS-Ligase

Die T4-DNS-Ligase (NEB) katalysiert ATP-abhangig die Bildung einer Phospho-
diesterbindung zwischen einem 5'-Phosphat- und einem 3'-Hydroxylende von doppel-
strangiger DNS oder RNS. Als Substrat dienen sowohl Uberhéngende als auch glatte Enden.
Die Ligase wurde eingesetzt, um Fremd- und Vektor-DNS kovalent zu rekombinanter
Plasmid-DNS zu verkntpfen. Ligase, linearisierter Vektor und Fremd-DNS (Insert, in 2 bis
4-fachen molarem Uberschul®) wurden in Ligasepuffer gemischt und fir 3-16 h bei RT
inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieffend 20 min gegen HyOpiges. diadlysiert
(Dialysemembran der PorengrofRe 0.025 pum, Millipore), um den hohen Salzgehalt zu
reduzieren. Das rekombinante Plasmid konnte im Anschluss in E. coli transformiert
(B.3.9.1) werden.

B.3.5. Auftrennung und Isolierung von DNS-Fragmenten

Nukleinsauren werden bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld nach Masse und
Konformation (linear, offenzirkuldr oder superhelikal) aufgetrennt. Aufgrund ihres Zucker-
Phosphat-Ruckgrats sind Nukleinsduren negativ geladen. Sie wandern daher bei der
Elektrophorese zur Anode, und zwar um so langsamer, je grolRer sie sind. Durch
Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnen die getrennten
Nukleotidfragmente im UV-Licht (302 nm) als diskrete Banden sichtbar gemacht werden.
Zum Grolenvergleich diente ein DNS-Standard (1 kb Ladder, Gibco-BRL). Um den
Verlauf der Elektrophorese zu kontrollieren, wurden dem Auftragspuffer Farbmarker
zugegeben. Bromphenolblau wandert mit DNS-Fragmenten von ca. 100 bp und markiert
die Elektrophorese-Front. Xylencyanol wandert mit DNS-Fragmenten von etwa 5 kb.

Die zu isolierende DNS-Bande wurde mdglichst rasch im UV-Licht sichtbar gemacht, der
entsprechende Gelbereich mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in ein
Eppendorf-Reagenzgefa’ (ERG) Uberfihrt. Die DNS wurde anschlief3end mittels QIAquick
Gel Extraction-Kit (Quiagen) isoliert (B.3.2.).

10x TBE Elektrophoresepuffer

0,9 M Tris (USB) 1x TBE (1 Teil 10x TBE + 9 Teile H,0peq)
0,9 M Borsdure (Merck)

20 mM EDTA (ICN)
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Auftragspuffer (6x dye) Ethidiumbromidstammlésung
18% Ficoll Typ 400 (Sigma) 10 mg/ml (Sigma), wasserig
0,12 mM EDTA, pH 8,0

6x TBE

0,1% Bromphenolblau (Serva)

0,1% Xylencyanol FF (Sigma)

B.3.6. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten im Bereich von 0,2 bis 12 kb wurde die horizontale
Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al. 1989) verwendet. Fir analytische und pré-
parative Zwecke wurden 1-2% (g/v) Agarose (Seakem LE, Biozym) in 1x TBE im Mikro-
wellenherd geschmolzen; vor dem Ausgief3en der etwas abgekihlten Agaroseldsung in eine
horizontale Kammer wurde Ethidiumbromid zugegeben (finale Konzentration im Gel: 300
ng/ml). Die Elektrophorese erfolgte mit 1x TBE als Laufpuffer tber 1 h bei 100 V.

B.3.7. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine enzymatische
Methode zur in vitro-Amplifikation von definierten DNS-Segmenten aus einem Gemisch
von Nukleinsduren (Saiki et a., 1988). Sie ist ein zyklisch verlaufender Prozess und beruht
auf der Kettenverlangerung zweier gegenlaufiger Oligonukleotid-Primer durch eine
hitzestabile DNS-Polymerase. Durch die mehrfache Wiederholung eines Reaktionszyklus
(Denaturierung, Primeranlagerung, Polymerisation) wird eine exponentielle Verviel-
faltigung des zwischen den beiden Primern liegenden DNS-Abschnittes erreicht. Uber
Basenaustausche in den Sequenzen der verwendeten Primer ist es moglich, gerichtet
Mutationen in der Sequenz des Produktes zu erzeugen, was die Generierung artifizieller
Erkennungsstellen fir Restriktionsenzyme ermdglicht.

Die Anwendungsmaoglichkeiten dieser Methode sind vielfdtig. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die PCR verwendet, um DNS-Fragmente zur Konstruktion von Expressionsvektoren
Zu gewinnen.

B.3.7.1. PCR-Primer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden bei MWG-Biotech, Ebersberg,
synthetisiert. Sequenzen und Restriktionsschnittstellen sind im Anhang (F.1) wieder-
gegeben. Die lyophilisierte Primer-DNS wurde in soviel HOpiges. gelOst, dass die
Konzentration 100 pmol/pl betrug. Davon wurden Arbeitslosungen von 25 pmol/pl
hergestellt.
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B.3.7.2. Reagenzien

Fur die PCR wurden folgende Polymerasen verwendet: Tag/Pwo-Polymerasengemisch im
Expand™High-Fidelity PCR-Kit (Roche) und Platinum?® Pfx DNA Polymerase Kit (Gibco).
Die Reaktionsansétze fir die PCR wurden geméal3 den Angaben des Herstellers vorbereitet.
Ein Vorteil dieser Polymerasen ist der geringe Nukleotid-Fehleinbau aufgrund der 3'® 5'-
Exonukleaseaktivitét (, Proofreading®).

Die Arbeitdosung der dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP [NEB]) wurde auf 10 mM
eingestellt.

B.3.7.3. Standard-PCR
(fur DNS-Fragmente bis ca. 1 kb)

Startdenaturierung 94°C, 5 min
Denaturierung 94°C, 15 sec
Primeranlagerung (Annealing) 55°C, 30 sec ] 35x
Polymerisation (Elongation) 72°C, 30 sec
finale Polymerisation (Elongation) 72°C,5min

Die Standardbedingungen wurden je nach Grofe der zu amplifizierenden DNS-Fragmente
(Elongationszeit und —temperatur) und Primersequenzen (Annealingtemperatur) optimiert.
Die PCR-Reaktionen wurden im UNO-Thermoblock (Biometra) durchgefihrt.

Die amplifizierten DNS-Fragmente, die fur die Konstruktion von Plasmiden eingesetzt
wurden, sind aufgereinigt (B.3.2) und nach ihrer Klonierung sequenziert (B.3.8) worden,
um magliche Fehler der Polymerasen zu erkennen.

B.3.7.4. Klonierung von PCR-Amplifikaten

Zur Subklonierung von gereinigten PCR-Amplifikaten wurde das TOPO TA Cloning Kit
(fur Tag-Amplifikate mit A-Uberhdngen) bzw. das Zero Blunt TOPO Cloning Kit (fiir Pfx-
Amplifikate ohne Uberhédnge) (Invitrogen) verwendet. Im Kit sind jeweils kompetente
E. coli TOP10 Zellen und der entsprechende Klonierungsvektor (pCRa 2.1 TOPO mit Blau-
WeiRR-Selektion bzw. pCR?-Bluntll-TOPO mit dem ccdB Gen) enthalten. Das genaue
Arbeitsprotokoll ist dem jewelligen Kit beigeflgt.

B.3.8. Sequenzierung von DNS

Die Sequenzierung von DNS erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode
(Sanger et a., 1977). DNS-Fragmente wurden mittels ,, Terminator Cycle Sequencing*
enzymatisch synthetisiert und durch den Einbau verschieden fluoreszenzmarkierter
Didesoxynukleotide (ddNTPs) terminiert. Die Sequenzanalyse erfolgte mit einem
Sequenzierautomaten (,ABI Prism™  Sequence-Analyser, Perkin-Elmer Applied



16 Material und Methoden

Biosystems). Dabel erkennt ein Laser die Abfolge der fluoreszenzmarkierten DNS-
Fragmente, die durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden. Aus den Rohdaten wird
von einem Computerprogramm (Multiscan 100ES, Sony) die DNS-Sequenz errechnet.

Durchfihrung des,, Terminator Cycle Sequencing*:

Ansatz: DNS (50-500 ng) X pl
Ready Reaction Mix® (RRM) 4ul
Primer (0,8 pmol/ul) 4ul
H2Opidest. ad 20 pl

%enthalt AmpliTag DNS Polymerase, Puffer, dNTPs, fluoreszenzmarkierte ddNTPs
(Perkin-Elmer Applied Biosystems)

Synthese der DNS-Abbruchfragmente:

Denaturierung 95°C  2min
Denaturierung 95°C  30sec
Primeranlagerung 50°C 40 sec 25x
Polymerisation 60°C 4 min

Die Reinigung des Sequenzierproduktes erfolgte mit ,,Centri Sep Spin Columns® (Perkin-
Elmer Applied Biosystems) nach Anweisung des Herstellers.

Die getrocknete DNS wurde in 20 pl ,Template Suppression Reagent* (Perkin-Elmer
Applied Biosystems) geldst und vor der Analyse im Sequenzierautomaten 3 min bei 95°C
denaturiert.

B.3.9. Transfer von DNS in E. coli und S. cerevisiae

Die Einschleusung von Plasmid-DNS in Bakterien- oder Hefezellen bezeichnet man als
Transformation. Dafur benétigt man kompetente Zellen, diein der Lage sind, exogene DNS
aufzunehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Transformationstechniken der Elektro-
poration und des Hitzeschocks zum Einschleusen fremder DNS in Zellen verwendet. Bei
geeignetem Selektionsdruck (z.B. durch Zugabe von Antibiotika), wird ein in die Zelle
geschleustes Plasmid stabil an die Tochterzellen weitergegeben.

B.3.9.1. Transformation von E. coli

B.3.9.1.1. Elektroporation von E. coli XL1-Blue

Durch einen kurzen Hochspannungsimpuls kann eine lokale Perforation der Zellhille
erreicht werden, die eine Transformation von Plasmid-DNS in die Zelle ermdglicht.

Herstellung elektrokompetenter Zellen (Hanahan, 1983 modifiziert):

LB-Medium wird mit einer E. coli XL1-Blue Ubernachtkultur 1:1000 beimpft und bis zu
einer ODgyo von 0,5 bis 0,7 (logarithmische Wachstumsphase) inkubiert. Die Zellen werden
auf Eis abgekihlt und anschlief3end geerntet. Das Zellpellet wird erst mit eiskaltem
H2Ouides. Und anschlief3end mit eiskalter 10%iger Glyzerinldsung gewaschen. Nach
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Dekantieren des Uberstandes werden die Zellen 1:1 in 10% Glyzerin resuspendiert und als
60 ul Aliquots bei —80°C eingefroren. Die Zellen werden jeweils 10 min mit 4000xg (g
Uber Tabelle bestimmt bzw. an der Zentrifuge [F.5] ersichtlich) bei 4°C zentrifugiert. Alle
verwendeten L ésungen wurden autoklaviert.

Durchfihrung der Elektroporation:

Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit dem dialysierten Ligations-
ansatz (100-500 ng DNYS) (B.3.4.3) oder mit etwa 10 ng Plasmid-DNS vorsichtig gemischt,
10 min auf Eis inkubiert und anschlief?end in eine gekihlte Elektroporationskivette
pipettiert. Die Elektroporation wurde mit dem Gene Pulser und Gene Controller von
BioRad mit folgenden Geréteeinstellungen durchgefthrt:

Spannung 2,5 kV; Kapazitdt 25 puF, Widerstand 200 O, durchschnittliche Zeitkonstante
4,5 ms. Nach der Transformation wurden die Bakterien in LB- oder SOC-Medium zur
phanotypischen Expression fir 60 min bel 37°C geschuttelt. Anschlief3end wurde ein
Aliquot der Bakteriensuspension auf selektiven LB-Platten ausplattiert. Die erhaltenen
Klone konnten mittels Plasmidisolierung (B.3.1) und entsprechender Restriktionsanalyse
auf Anwesenheit des rekombinanten Plasmids Uberprift werden.

B.3.9.1.2. DNS-Transfer in E. coli XL2-Blue MRF" und BL21(DE3)pLysS mittels Hitzeschock

E. coli XL2-Blue MRF (Stratagene) wurde vom Hersteller kompetent geliefert, dabel
konnte die Transformationseffizienz durch Zugabe von b-Mercaptoethanol (25 mM End-
konzentration) gesteigert werden.

E. coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) Zellen wurden gemal3 den Angaben des Herstellers
aufbereitet. Zellen, die in SOB-Medium eine ODgyo Von 0,5 erreicht hatten, wurden durch
Behandlung mit 50 mM CaCl, kompetent gemacht.

Die kompetenten Zellen wurden mit dem Ligationsansatz gemischt und auf Eis 30 min
inkubiert. Durch anschlief3enden Hitzeschock der Zellen bei 42°C erfolgte das Einschleusen
der rekombinaten DNS. Nach einer Erholungsphase in NZY *- bzw. SOC-Medium bei 37°C
wurde die Bakteriensuspension auf selektiven LB- bzw. SOB-Platten ausplattiert. Die
Transformanten sind im Anschluss auf das Vorhandensein der Plasmid-DNS untersucht
worden.

B.3.9.2. Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation wurde mit Hilfe der Lithiumazetat Methode (Gietz et al., 1992 und
1995) durchgefiihrt. Durch die Anwesenheit alkalischer Kationen wird die Fremd-DNS von
den Zellen leichter aufgenommen, die Zugabe einer Trager-DNS erleichtert das
Einschleusen der Plasmide zusétzlich. In dieser Arbeit war es notwendig, zwei bis drei
verschiedene Plasmide in jede Zelle zu transformieren (B.6). Dabel darf es nicht zum
Ausschleusen der Plasmide kommen. Das Vorhandensein der Plasmide erlaubt den Hefen
die Synthese verschiedener Aminosduren bzw. von Uracil, was zur Selektion von
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erfolgreich transformierten Hefen ausgenutzt werden kann, indem diese auf den
entsprechenden Mangel medien gehalten werden.

Durchfihrung der Transformation:
UN-Kultur von EGY 48 1:20 verdiinnen und ODgy Vermessen (al's Referenz diente Y PD-Medium)
50 ml Y PAD-Medium mit einem 2,5 x 10° Zellen entsprechendem Volumen animpfen und bis zu einer
Zelldichte von 2 x 10” Zellen pro ml bei 30°C und 225 rpm inkubieren
Hefen ernten (3000xg, 5 min) und mit 25 ml H,Opigeq. Waschen
Zellpelletin 1 ml 100 mM Lithiumazetat (LiAc) 16sen und in ein 1,5 ml ERG Uberfihren
15 sec bel 13.000xg zentrifugieren und Pellet in 500 pl 100 mM LiAc resuspendieren
50 pl Zellsuspension zu folgendem Transformationsmix (pro Transformation) geben und vortexen:

50% PEG 240 pl
1M LiAc 36 l
SSDNS 50 l

Plasmid-DNS + H,Opigesr. 25 pl (je Plasmid 1 pg Maxiprep-DNS)

Mix sehr gut mischen, bevor die Hefen zugegeben werden
Gesamten Ansatz (Hefen mit Transformationsmix) erst 30 min bei 30°C inkubieren und anschlief3end 20
min bei 42°C (Hitzeschock)
15 sec bei 13.000xg zentrifugieren und Zellpellet nach Entfernung des Transformationsmixesin 1 ml
H2Ohicest. rESUspendieren
100 pl bzw. 100 pl einer 1:10 Verdinnung der Hefesuspension auf Glu-His-Ura(-Trp) ausplattieren und
zwei Tage bei 30°C inkubieren

Einzelstrang Trager DNS (SS-DNS)

DNS-NA" Type Il Salmon Testis (Sigma) 250 mg

TE Puffer (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) 100 mi

? diquotieren und bel —20°C lagern, vor Gebrauch 5 min kochen

Lithiumacetat pH 8.4—-8.9 Polyethylenglycol (PEG 3350, Sigma)
LiAc (Sigma) 51g PEG 509
H2Opides. ad 500 ml H2Opides. ad 100 ml
pH mit verdiinnter Essigsdure einstellen steril filtrieren oder autoklavieren

steril filtrieren
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B.4. Proteinbiochemische Methoden

B.4.1. Expression von Proteinen

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteine in E. coli exprimiert, um einen polyklonaen
Antikorper gegen IRAG zu generieren. Proteine, die in eukaryontischen COS-Zellen
heterolog exprimiert wurden, sind fir Co-Immunprézipitationen und Phosphorylierungs-
studien verwendet worden.

B.4.1.1. Proteinexpression in COS-7 Zellen

Zur heterologen Proteinexpression in COS-7 Zellen kam es, nachdem diese mittels der
Kalziumphosphatmethode (Chen & Okayama, 1987) co-transfiziert wurden (B.5). Die
rekombinanten Plasmide, die transfiziert wurden, enthielten den starken CMV-Promotor
und eine Kozaksequenz, um die Trandationshéufigkeit zu erhdhen. In Rahmen dieser
Arbeit sollte IRAGa mit cGKla, IRAGa mit cGKlb, IRAGa mit cGKIb und IPsRI, sowie
cGKIb mit IPsRI transient in COS-7 Zellen co-exprimiert werden.

Ernten der exprimierten Proteine:
Medium absaugen
Transfizierte Zellen mit PBS (B.5.2) waschen
Abschaben der Zellen mit 2 ml eiskaltem PBS, das Proteaseinhibitoren (0,5 pg/pl Leupeptin, 300 uM
PMSF und 1 mM Benzamidin) enthélt, Zellen in 50 ml Réhrchen Uberfiihren; Vorgang wiederholen
Zellen bei 4°C mit 1000xg 10 min zentrifugieren
Uberstand verwerfen, Pellet mit 5 ml PBS + Pl waschen, erneut zentrifugieren (5 min)
Uberstand vollstandig absaugen, Pellet in 20 mM K P-Puffer, pH 7,4 (hypoosmolarer Lysispuffer) + Pl +
1 mM EDTA resuspendieren (fir 4 Kulturschalen ca. 150 pl, mit 50 ul nachsptilen)
Zellsuspension sofort in fliissigen N, geben, auf Eis auftauen und zur Homogenisierung mit einer 22G-
Kantle scheren (d.h. 4-6x aufziehen)
Proteinbestimmung nach Bradford (B.4.4) durchfihren, dazu Zellysat 1:200 verdiinnen
50 ul Aliquots bei —80°C aufbewahren

Proteaseinhibitoren (PI):

Benzamidin: IN HyOuiges ; 1 M Stammlésung, Endkonzentration 1 mM (1:1000 verdiinnen)
L eupeptin: in EtOH; 2 mg/ml Stamml6sung, Endkonzentration 0,5 pg/pl (1:4000 verdiinnen)
PMSF: in EtOH; 200 mM Stammldsung, Endkonzentration 300 uM (75 pl auf 50 ml)

B.4.1.2. Proteinexpression in E. coli BL21(DE3)pLysS

Die Expression von IRAGbsp-Protein (l6slicher Tell bis zur coiled-coil Doméane) (C.1)
erfolgte in dem Xpress'™ System der Firma Invitrogen, das den Expressionvektor pRSET
und den E. coli BL21(DE3)pLysS Stamm enthdt. Der Vektor (in vorliegender Arbeit
PRSET-C), in den das IRAG-PCR-Amplifikat gerichtet tber BamHI/Kpnl kloniert wurde,
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besitzt einen T7-Promotor, der eine hohe Proteinexpression ermoglicht, und eine (His)s-
Sequenz, die der Aufreinigung des rekombinanten Proteins dient (B.4.2). Das sequenzierte
rekombinante Plasmid wurde in E. coli BL21(DE3)pLysS transformiert (B.3.9.1.2). Dies
sind Protease-defiziente Zellen, die zusétzlich das ? Lysogen, das unter der Kontrolle des
lacUV5 Promotors die T7-Polymerase exprimiert, und ein Plasmid besitzen, das konstitutiv
T7-Lysozym zur Unterdriickung basaler Proteinexpression exprimiert. Die Anwesenheit
von IPTG induziert die Zellen zur Expression von Protein.

Vor der Isolierung des Proteins im grof3en Mal3stab wurden zunéchst in kleinerem Ansatz
die Bedingungen ausgetestet, u.a. die geeignete |PTG-Konzentration, die Induktionszeit
und die Loslichkeit, um eine moglichst hohe Expression zu erzielen. Anschlief3end konnte
IRAG-Protein in grof’em Mal3stab gewonnen werden.

Arbeitsprotokoll:
E. coli BL21(DE3)pLysS mit pRSET-IRAGbg, auf selektiven LB-Agarplatten (mit Chloramphenicol und
Ampicillin) direkt aus dem Glyzerolstock ausstreichen und UN bei 37°C inkubieren
Bakterien von der Platte abkratzen und in SOB-Medium resuspendieren
500 ml selektives SOB Medium (in 2 | Kolben) auf eine ODggo VoOn 0,1 mit der Bakteriensuspension
animpfen und bis zu einer ODgyo VoOn 0,5 wachsen lassen; davon 1 ml als Kontrolle entnehmen (Zellpellet
in 200 pl Lysepuffer resuspendieren und bei -80°C einfrieren)
Proteinexpression durch Zugabe von 2 mM IPTG (Endkonzentration, B.2.2) induzieren und Zellen
weitere 3 h bei 37°C inkubieren
Zéllen ernten (JA10-Rotor, 5000 rpm in Beckmann-Zentrifuge J2-HS, 15 min, 4°C), Pellet in 100 ml
Lysepuffer resuspendieren und bei -80°C einfrieren
Nach dem Auftauen des Zellysates ein Aliquot abnehmen (Kontrolle, ob Expression erfolgreich war), den
Rest des Lysates mit Ultraschall behandeln (auf Eis-EtOH-Bad, Stufe 7, 50% ,,duty”, 6 x 10 sec; das
tribe Lysat wird durch Ultraschall klarer)
Lysat zentrifugieren (JA 10-Rotor, 10000 rpm, 45 min, 4°C), Uberstand aufbewahren (IRAGbg ist €in
|6sliches Protein) und Sediment in Sonication-Puffer + Pl resuspendieren (Kontrolle, ob Ultraschall-
behandlung erfolgreich war)
Anschlief3end Expression und Loslichkeit von IRAGbgy mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung
bzw. durch Westernblotanalyse (B.4.6) Uberprifen. Dafir wurden die Zellen vor und nach der Induktion
und das Lysat vor und nach der Ultraschallbehandlung aufgetragen.
Das ausinsgesamt 2,5 | Bakterienkultur gewonnene Protein wurde anschlief3end aufgereinigt (B.4.2).

Sonication-Puffer L ysepuffer

50 mM NaH,PO,*H,O Sonication-Puffer + 10 pg/ml Lysozym + Protease-

150 mM NaCl inhibitoren (1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 0,1 pg/ml
pH 8,0 L eupeptin)

B.4.2. Reinigung bakteriell exprimierter Proteine

Die Reinigung des IRAG-Proteins (B.4.1.2), das einen N-terminalen His-, Tag“ besitzt,
erfolgte tiber eine Ni-NTA-Saule (Qiagen). Es handelt sich hierbei um eine Metall (Ni%")-
Chelat (NTA: nitrilo-tri-acetic acid)-Affinitétschromatographie, eine elegante Methode, um



Material und Methoden 21

Proteine, die einen His, Tag* tragen, schnell und einfach zu reinigen. Die Affinitat
zwischen dem (His)e-markierten Protein und der Ni-NTA-Saule ist sehr hoch, so dass man
unter stringenten Bedingungen unspezifische Bindungen verhindern kann. Die Elution des
Proteins kann entweder durch Erniedrigung des pH-Wertes (His-Reste werden protoniert
und dissozieren von Ni-NTA ab) oder durch kompetitive Verdrangung mit Imidazol
erreicht werden. Die Bindungskapazitat pro ml Saule betragt 5 bis 10 mg des Proteins.

Vor der Reinigung von IRAGbsp in groRem Malistab wurden die optimalen Bedingungen
fur ein moglichst reines Protein im Batch-Verfahren ausgetestet. Die Reinigung fur grof3e
Proteinmengen wurde anschlief3end wie folgt durchgefihrt:

Etwa 16 ml Ni-NTA Agarose-Beads in 30% EtOH (Qiagen) mit Sonication-Puffer aquilibriert (3x
gewaschen und abzentrifugiert) und 1:1 in Sonication-Puffer (B.4.1.2) aufgenommen (insgesamt 16 ml,
entspricht 8 ml gepackter Saule)

Aufgetautes Proteinlysat (aus 2,5 | Bakterienkultur, B 4.1.2) mit aquilibrierten Ni-NTA Beads, 30 mM
(Endkonz.) Imidazol puffer (verhindert unspezifische Bindungen an die Saule) und fehlende Protease-
inhibitoren (1 mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 0,1 pg/ml Leupeptin) 1 h bei 4°C und 20 min bei RT
geschwenkt

Gesamten Ansatz auf eine Pharmazia-Séule XK 16 gegeben und Ni-NTA Beads absacken lassen,
Durchlauf aufgefangen; darauf geachtet, dass Saule nie , trocken lief*

Saule mit 25 Volumen (200 ml) Waschpuffer mit Pl gewaschen (Waschfraktion aufbewahrt)

Protein mit insgesamt 44 ml Imidazol puffer mit Pl eluiert, dabei die ersten Elutionen (1 bis 12) in 2 ml
Fraktionen, die spéateren in 5 ml Fraktionen aufgefangen

Mittels Coomassie-Gel (B.4.6.2) wurde Uberpriift, ob das Protein an die Séule gebunden hat und die
Eluierung effizient war. Die Fraktionen 4 bis einschliefdlich 8, enthielten das meiste Protein und wurden
gepoolt. Diese 10 ml enthielten 3mg/ml Protein. Insgesamt konnten etwa 50 mg reines Protein gewonnen
werden.

Durch eine Westernblotanalyse (B.4.6.3) wurde kontrolliert, ob das Protein rein genug fir die Injektion in
Kaninchen ist. Der Westernblot wurde dazu mit einem Anti-His- (monoklonal; Qiagen) bzw. einem Anti-
IRAG-Peptid- (Schlossmann et al., 2000) Antikorper inkubiert.

Waschpuffer pH 6,0 Imidazolpuffer pH 6,0
50 mM NaH,PO,*H,0 0,5M Imidazol

150 mM NaCl 50 mM NaH,PO,*H,0
10% Glyzerin 10% Glyzerin

B.4.3. Herstellung und Reinigung spezifischer Antiseren in Kaninchen

Ein spezifisches Antiserum gegen das rekombinante IRAGbgsy (in E. coli exprimiert,
B.4.1.2) ist in Kaninchen erzeugt worden. Eine Tierversuchsgenehmigung mit der Nummer
2112531.6-12/2000 lag vor. Den Kaninchen wurde Prammunserum zur Kontrolle
abgenommen. Fir die erste Immunisierung wurde das rekombinante Protein (400 pg ad
1 ml PBS; B.5.2) mit 1 ml kompletten Freund schem Adjuvans (Sigma) emulgiert und in
Kaninchen (1-1,5 kg Gewicht, weiblich) intradermal, subkutan und intramuskul&r injiziert.
Im Abstand von 4 Wochen wurde mit 150 pg Protein in PBS, das mit 1 ml inkomplettem
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Freund”schen Adjuvans gemischt wurde, injiziert. Das Adjuvans bewirkt eine Verstarkung
der Immunantwort. Dieser Vorgang wurde 2x wiederholt. 10 Tage nach jeder
Immunisierung (Antikorpertiter im Blut am hdchsten) wurde den Kaninchen 15 bis 30 ml
Blut aus der Ohrvene entnommen. Nach der Blutgerinnung (1-2 h bei RT) wurden die
partikul&ren Bestandteile durch Zentrifugation (10 min, 3000xg) entfernt. Aliquots des
Praimmunserums und der Antiseren wurden bei —20°C gelagert.

Antiseren enthalten nicht nur die gewinschten, spezifischen Antikdrper, sondern noch
weitere unspezifische Antikorper, die bel immunologischen Methoden zu unerwiinschten
Kreuzreaktionen fihren kénnen. Mit Hilfe der Affinitdtschromatographie lassen sich diese
unspezifischen Immunglobuline entfernen (Keilbach, 1992a). Hierzu wurden 5 mg des
spezifischen Antigens (IRAGbgp) an eine CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia)
immobilisiert. Diese Antigen-gekoppelte Sepharose wurde mit 7 ml Antiserum inkubiert,
wobe die spezifischen Antikdrper an das Antigen binden, und die unspezifischen
ausgewaschen werden. Die spezifischen Antikorper wurden durch 3,75 M MgCl, oder
durch 0,1 M Glycin, pH 2,5 eluiert. Anschlief?end wurden diese diaysiert und die
Konzentration mittels Bradford (B.4.4) ermittelt. Die Ausbeute betrug etwa 5-6 mg 1gG pro
Aufreinigung. Der gereinigte Antikdrper wurde mit 0,05% Natriumazid versetzt und bel
4°C gelagert.

Die Sensitivitét und Spezifitét des Serums und des gereinigten polyklonalen Antikérpers
wurde mit bakteriell exprimiertem IRAGbsp und mit verschiedenen Gewebslysaten
ausgetestet.

B.4.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Die in saurer Losung vorliegenden Anionen des Farbstoffes Coomassie Blau (braune
Leukoform) werden durch Bindung an positiv geladene Aminogruppen von Proteinen
wieder in den urspringlichen blauen Farbstoff Uberfihrt. Dabei verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm. Durch Messung der
Extinktion bei 595 nm l&sst sich Uber eine Eichkurve die Proteinkonzentration einer Probe
ermitteln (Bradford, 1976).

Farbeldsung:

200 mg Coomassie Blue G 250 (Serva) in 100 ml Ethanol |6sen

ad 1,8 | mit H,O auffiillen

200 ml 85% H3PO, zugeben und Uber Nacht rihren

L osung filtrieren bis ODsgs konstant bleibt (ca. 0,35 gegen H,0), lichtgeschiitzt bei RT lagern

Durchfuhrung:
- Proteinprobe in H,O auf eine Konzentration von ca. 0,05 pg/pl verdinnen

100 pl der Probe in Plastikkiivette (1 cm Schichtdicke) mit 1 ml Farbeldsung mischen, 5 minim Dunklen
inkubieren

ODsg5 messen (Referenz: 100 pl H,O + 1 ml Féarbeldsung) und Proteinkonzentration anhand einer
Eichgeraden (1-10 pg BSA in 100 pl H,O) bestimmen
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B.4.5. Konzentrierung von Proteinen aus Lésungen

Proteinlosungen wurden mittels der Ultrafiltration aufkonzentriert. Daftr wurden Ultra-
filtrationskammern (Mikrokonzentratoren) der Firma Amikon verwendet. Je nach Protein
und L6sungsvolumen wurden verschiedene Kammern (3 ml, 10 ml) und Filter (Ausschlufd
von 10 kDa- und 30 kDa-Protein) benutzt. Die niedermolekularen Bestandteile der Probe
werden vom Protein durch Ultrafiltration abgetrennt. Durch Zentrifugation wird dabei der
bendtigte Druck (bis zu 4,5 bar) der Lésungen auf die Membranen erzeugt.

B.4.6. Analyse und Detektion von Proteinen

B.4.6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen wurde standardgemald mit der denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970)
durchgefthrt. Daftr wurde eine Mini-Gel Apparatur (Mini Protean Il Cell, Bio-Rad) ver-
wendet. Je nach gewtlnschten Trenneigenschaften wurden Gele mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Acrylamid (7,5% bis 10%) gegossen. Zunéchst wurde das Trenngel bis
ca. 2 cm unter den oberen Rand gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der
Polymerisation wurde das | sopropanol abgehoben, das Sammelgel darauf gegossen und der
Kamm eingesetzt. Die Proteinproben wurden vor dem Auftrag mit Laemmli-Puffer
(Endkonzentration 1x) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die polymerisierten Gele
wurden in die Elektrophoresekammer eingebaut, die denaturierten Proben aufgetragen und
bei 150 V vertikal in 1x SDS-Laufpuffer aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker wurde
der ,Protein Molecular Weight Marker* (NEB) verwendet. Dieser Marker enthélt Proteine
mit dem Molekulargewicht von 6,5 bis 175 kDa. Nach der Elektrophorese wurden die
Proteine entweder mit Coomassie gefarbt (B.4.6.2) oder auf eine PVDF-Membran
transferiert (Millipore) (B.4.6.3).

10x SDS-L aufpuffer pH 8,3 Acrylamid

250 mM Tris-HCl 30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid
1,92 M Glycin (Rotiphorese Gel 30, Roth)

1% SDS

4x Trenngelpuffer 4x Sammelgelpuffer

1,5M Tris-HCI, pH 8,8 0,5M Tris-HCI, pH 6,8

0,4% SDS 0,4% SDS

9% Trenngel Sammelgel

Acrylamid 45ml Acrylamid 0,65 ml
4x Trenngel puffer 3,75ml 4x Sammelgelpuffer 1,25 ml
H2Opidest. 6,75 ml H2Opidest. 3,05 ml
30% APS (in HxOpiges) 25l 30% APS 12,5 pl

TEMED (Roth) 10 pl TEMED 5l
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4x Laemmli-Puffer

240 mM Tris-HCI, pH 6,8
200 mM DTT oder

(20% 3-Mercaptoethanol)
8% SDS

40% Glyzerin

0,004% Bromphenolblau

B.4.6.2. Coomassie-Farbung

Die Proteingele wurden 30 min in der auf ca. 50°C vorgewarmten Coomassie-Farbel Gsung
geschwenkt. Die Hintergrundférbung wurde durch den Entférber, der mehrmals gewechselt
wurde entfarbt. Zur Dokumentation und Aufbewahrung wurden die Gele auf einem
Filterpapier 1 h bei 80°C im Vakuum getrocknet.

Coomassie Blau L 6sung Entféarber

Coomassie Blau R 250 15¢ Essigsiure 100 ml
Methanol 455 ml Methanol 300 ml
Essigsaure 90 ml H:Opidest. adll
H2Oidest. ad1l

B.4.6.3. Westernblot

Die Anwesenheit bestimmter Proteine in Zell- und Gewebsextrakten wurde durch Western-
blotanalyse nachgewiesen. Dazu wurden die Proteinproben durch SDS-PAGE aufgetrennt
und elektrophoretisch vom Gel auf ene Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF,
Millipore) transferiert. Durch Bindung spezifischer Antikorper an die Membran konnten
native wie auch heterolog exprimierte Proteine durch Enzym-gekoppelte Sekundér-
antikorper und anschlief3ende Enzymsubstrat-vermittelte Farbreaktion detektiert werden.
Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper sind mit den Angaben des Herstellers,
Spenderorganismus und entsprechender Verdiinnung im Anhang (F.3) zu finden.

Die Quantifizierung von IRAG erfolgte durch den Vergleich der Intensitét der Banden mit
unterschiedlichen Mengen reinem, rekombinantem |RA Gbsp.

Proteintransfer durch das Semidry-Verfahren:

Fur das Semidry-Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984) wurden Filterpapiere (GB001 Gel
Blotting Papier; Schleicher & Schill) und die PV DF-Membran auf Gelgréf3e zugeschnitten,
mit den entsprechenden Puffern getrankt und in folgender Reihenfolge luftblasenfrei von
unten (Anode) nach oben (Kathode) zwischen zwel Graphitplatten aufgebaut:

6 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 1

4 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 2

Membran

SDS-Gel

6 Lagen Filterpapier mit Kathodenpuffer
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Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte durch Blotten mit
konstanter Stromstarke von 0,8 mA/cm? fir 1 h.

Immundetektion:

Die Membran wurde mit 5% Magermilchpulver (MP) in 1x TBST geschwenkt (UN bel 4°C
oder 1 h bel RT), um freie Protein-Bindungsstellen zu blockieren. Nach dem Waschen mit
1x TBST ist die Membran tber 90 Minuten mit dem entsprechend verdiinnten spezifischen
primaren Antikorper (in 1x TBST + 3% BSA + 0,05% NaN3) bel RT inkubiert worden. Im
Anschluss an dreimaliges Waschen in 1x TBST/1% MP (je 5 min) wurde der Blot mit
einem sekunddren Antikorper (Konjugat aus Anti-Kaninchen- oder Anti-Maus-IgG und
M eerrettich-Peroxidase oder alkalischer Phosphatase) fur 1 Stunde geschwenkt. Es folgten
wieder 3 Waschschritte, wobel der letzte nur mit TBST erfolgte.

Um die Meerrettich-Peroxidase nachzuweisen, wurde eine Chemilumineszenz-Reaktion
(Roswell und White, 1978) benutzt. Dazu wurde das L uminol-beinhaltende ECL (enhanced
chemiluminescence)-System (Amersham) verwendet. Die beiden enthaltenen Ldsungen
wurden 1:1 gemischt und fur zwel min mit der Membran inkubiert. In Gegenwart von
Wasserstoffperoxid oxidiert die Peroxidase das Luminol, wobei Chemilumineszenz
entsteht. Diese konnte mit einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham) detektiert
werden.

Zur Sichtbarmachung der akalischen Phosphatase wurde die Membran mit Ent-
wicklungspuffer (20 ml AP-Puffer + 80 ul BCIP + 80 pl NBT) solange inkubiert, bis ein
blauer Farbkomplex nachzuweisen war. Die Farbung wurde durch Waschen mit Wasser
oder TBST beendet.

Anodenldsung |
300 mM Tris-HCl, pH 10,4
20% Methanol

Kathodenlésung

25 mM Tris-HCI, pH 7,6
40 mM g-Aminohexansaure
20% Methanol

10x TBST-Puffer

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
1,5M NaCl

0,1% Tween 20

NBT-L Gsung
50 mg/ml Nitroblau-Tetrazolium
(Sigma) in 70% DMF

Anodenldsung ||
25 mM Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol

AP-Puffer

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

5mM MgCl,

BCIP-Lo6sung

25 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolylphosphat (Sigma)

in 50% Dimethylformamid (DMF)
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B.4.7. cGMP-Agarose-Affinitatschromatographie,
Co-Immunprazipitation und Phosphorylierung

B.4.7.1. cGMP-Agarose-Affinitatschromatographie

Zellysatproteine (B.4.1.1) oder mikrosomale Membranproteine (300 bis 500 pg ad 50 pl
H2Opigest.) Wurden mit 200 pl 2% Lubrol-PX + Pl (B.4.1.1) solubilisiert (20 min auf Eis,
ale 5 min mischen), zentrifugiert (11000xg, 10 min, 4°C) und der Uberstand zu cGMP-
Agarose (Biolog) gegeben. Die cGMP-Agarose wurde vorher 3x mit Lubrolpuffer + Pl
gewaschen und 1:1 mit Lubrolpuffer + Pl versetzt; pro Falung wurden 15 pl gepackte
Saule eingesetzt. Der Ansatz wurde mit 4-facher Menge Lubrolpuffer + Pl (800 pl) fur 2 h
bei 4°C geschittelt. Nach der Inkubationszeit wurde der cGM P-Agarose-Proteinkomplex
3x mit Lubrolpuffer + Pl gewaschen, abzentrifugiert und der Uberstand bis zur Trockene
abgenommen. Die Proteine sind mit 20 pl 1x Laemmli-Puffer (B.4.6.1) von der cGMP-
Agarose euiert, 3 min bel 95°C denaturiert und mittels SDS-PAGE (B.4.6.1) und
Westernblot (B.4.6.3) analysiert worden.

B.4.7.2. Co-Immunprazipitation

Spezifische Antikorper gegen cGKlcommon (C.2.2) und IRAG (20 bzw. 50 pl pro Féllung)
(F.3) wurden an Protein A-Sepharose (PAS; Sigma) vorgebunden. Dazu wurde die PAS 3x
mit Lubrolpuffer + Pl (B.4.1.1) gewaschen, 1:1 im gleichen Puffer aufgenommen (15 pl
gepackte Saule pro Fallung) und mit 400 pl Puffer und Antikorper 1 h bel 4°C geschiittelt.
Die Antikorper-gekoppelte PAS wurde 3x gewaschen, dazu solubilisierte Proteine (analog
B.4.7.1) und Puffer geben und 2 h bei 4°C geschiittelt. Anschlie?end wurde die PAS
gewaschen, die Proteine eluiert und analysiert (B.4.7.1).

B.4.7.3. Phosphorylierung von gefallten Proteinen

Prézipitierte Proteine (B.4.7.1 und B.4.7.2) wurden nach dem Waschen des cGMP-
Agarose- bzw. des PAS-Komplexes im Phosphorylierungspuffer in Gegenwart oder
Abwesenheit von 8-pCPT-cGMP (cGMP-Analogon, das nicht von intrazellularen
Phosphodiesterasen gespalten wird) (Biolog) fur 2 min bel 30°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Proteine sofort mit 7 pl 4x Laemmli-Puffer (B.4.6.1) euiert
(Reaktion gestoppt), 3 min bel 95°C denaturiert und durch SDS-PAGE, Westernblot
(B.4.6) und Autoradiographie anaysiert.

Reaktionsansatz (20 ul) 10x MespH 6,9

5x Mes 4ul Mes 4,889
2% L ubrol-PX 1yl MgAc (100 mM) 5ml
Pl (je 1 ul + 47 pl HyOpigest) 1l EDTA (100mM) 1ml
H>Opigest. wou NaCl (5 M) 25ml
+/- 8 pCPT-cGMP 30 uM 2ul H>Opigest. ad 50 ml

g*P-ATP 1 mM (1500 cpm/pmol) 2 pl
(Amersham Pharmacia)
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2% Lubrol-PX L ubrolpuffer
Lubrol-PX (Sigma) in HyOpigeq. |6sEN. 20 mM Tris-HCI, pH 8,0
Aliquots bei —20°C einfrieren 80 mM NaCl

0,1% Lubrol-PX

B.5. Kultur eukaryontischer Zellen

B.5.1. Verwendete Zellinie

Die Proteinexpression fand in den von Affennierenzellen abgeleiteten COS-7 Zellen
(American Type Culture Collection) statt, die durch Behandlung der Zellen mit einer
Mutante des Affenvirus SV 40 entstanden sind. Da COS-7 Zellen weder cGKI noch IRAG-
Protein enthalten (Schlossmann et a., 2000), sind sie fur die funktionelle Studie dieser
Proteine nach heterologer Expression (B.4.1.1) geeignet.

B.5.2. Zellkultur

COS-7 Zellen wurden in Dulbecco’'s MEM Medium (DMEM, Gibco) mit einer Mischung
aus 100 U/ml Penicillin G und 100 pg/ml Streptomycin (PenStrep, Gibco), 10% fétalem
Kédberserum (FCS, Gibco), 1% nichtessentiellen Aminosauren (Gibco) und 2% 50x HT-
Medium (Biochrom) kultiviert. Dem Medium wurde FCS zugesetzt, um die Versorgung
mit bestimmten Wachstumsfaktoren, Hormonen, Anheftungsfaktoren u.&. zu gewéahrleisten.
Um das Wachstum von Bakterien und Pilzen in der Zellkultur zu unterdriicken, wurde
PenStrep zugegeben. COS-7 Zellen wachsen in adhéarenten Kulturen, sogenannten Mono-
layern, angeheftet an Plastik-Kulturgefél3en aus Polystyrol (Corning). Die Zellen wurden
bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5%, zur Konstanthaltung des pH-Wertes des
Mediums, kultiviert.

Aussaen und Passagieren von Zellen:

Etwa ale 4 Wochen wurde ein frischer Gefrierstock mit COS-7 Zellen von -196°C
aufgetaut und in eine 75 cm? Kulturflasche (Corning) mit 15 ml Medium ausgesét. Wenn
die Kulturgeféie konfluent bewachsen waren, war es nétig, die Zellen in ein neues Gefald
umzusetzen und dabei zu verdiinnen (,, Passagieren”). Alle notwendigen Lsungen wurden
auf 37°C vorgewarmt. Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und zum Ablosen von der Gefaldwand trypsiniert. Nach Trypsin-Inaktivierung
durch Zugabe von Medium wurden die Zellen gut resuspendiert und je nach Verwendungs-
zweck welterverarbeitet:

1.) Die Z€llen wurden bei 1000xg zentrifugiert und mit Einfriermedium als Gefrierstock
eingefroren.

2.) Zum Passagieren der Zellen wurde etwa 1/10 der Zellsuspension in eine neue
Kulturflasche mit frischem Medium Uberfihrt.

3.) Zur Transfektion wurden Zellen in Kulturpetrischalen (10 cm; Corning) ausgesét.
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Trypsin: 10x Trypsin-EDTA (Gibco) mit PBS 1:10 verdiinnen

Einfriermedium: PBS (Phosphat-gepufferte Saline):

DMEM-Medium 20 ml NaCl 409

FCS 2ml KCl 1lg

Nichtessentielle Aminosauren 0,2ml Na,HPO,* 12H,0 145¢g

DMSO (10% Endkonzentration) 2,2 ml KH,PO, 129
H2Opides. ad5|

pH mit HCI auf 7,4 einstellen und autoklavieren

B.5.3. Transfektion von COS-7 Zellen

Das Einschleusen von Fremd-DNS (rekombinante Plasmide) in eukaryontische Zellen
bezeichnet man als Transfektion. Bei einer transienten Transfektion wird die zirkulére
Fremd-DNS unabhangig vom Genom der Wirtszelle (episomal) transkribiert, allerdings
sind die eingeschleusten Gene nur vortibergehend aktiv und gehen im Verlauf weiterer
Zellteilungen wieder verloren. Bel Co-Transfektionen wurden gleichzeitig mehrere Gene in
die Wirtszellen eingeschleust.

Kalziumphosphat-M ethode:

Zur Expression von IRAG, cGKI und IP3RI in COS-7 Zellen wurde die Kalziumphosphat-
Transfektion nach Chen & Okayama (1987) angewandt. Dadurch kommt es zur Bildung
eines Kaziumphosphat-DNS-Prézipitates. Dieser feinkoérnige Niederschlag setzt sich auf
den Zellen ab und wird durch Endozytose aufgenommen.

Durchfuhrung:
Zellen in Kulturschalen (10 cm) mit 9 ml Medium ausséen (ca. 160000)
Nach 24 h (Zellen etwa 50% konfluent) Zellen wie folgt transfizieren; Ansatz pro Schale:
10 bis 15 pg Plasmid-DNS
ad 210 pl HyOpiges. in 1,8 ml Kryo-Rdhrchen (Nunc) verdiinnen
30 ul 2 M CaCl, tropfenweise zugeben, mehrfach schitteln
240 pl 2x HBSin 4,5 ml Kryo-Roéhrchen vorlegen und DNS-
CaCl,-L6sung (240 pl) tropfenweise zugeben, gut schitteln und
30 min bel RT inkubieren; nach 15 min fur 10 sec vortexen;
gesamten Ansatz (480 pl) ins Zellkulturmedium tropfen, dabei
Schale gleichzeitig schwenken
Nach 24 h evtl. Medium wechseln (Medium mit Transfektionsansatz absaugen, mit PBS (B.5.2) waschen,
10 ml frisches Medium zugeben)
Zellen nach 48 bis 72 h Inkubation ernten (B.4.1.1); die Transfektionseffizienz betrug 10-30%
(Schlossmann et a., 2000).

Fir die Transfektionskombinationen IRAGa/cGKI, cGKIb/ IP;RI bzw. IRAGa/cGK Ib/IPsRI wurden fir
IRAG 3 g, fur cGKI 2 pg und fur den IPsRI 9 pg Maxiprep-DNS eingesetzt; ad 10 bzw. 15 pug DNS wurde
mit pBS Il KS+ aufgefullt (zur Erhdhung der Transformationseffizienz).



Material und Methoden 29

2x HBS: 280 mM NaCl, 50 mM Hepes, 1,5 mM Na,HPO,, pH 7,05; sterilfiltrieren und bei —20°C lagern

B.6. Zwei-Hybrid System

Das Zwe-Hybrid System ist eine Methode zum Nachweis von Protein-Protein Inter-
aktionen in Hefen. Es eignet sich sowohl zur Identifizierung von neuen Interaktionspartnern
eines bekannten Proteins unter Verwendung einer cDNS-Bibliothek as auch zur
Untersuchung, ob zwel bestimmte Proteine miteinander interagieren. (Ausubel et al., 1995;
Chien et a., 1991; Gyuris et a., 1993). Dabel macht man sich die Tatsache zu Nutze, dass
Transkriptionsaktivatoren und —inhibitoren aus zwel Doménen aufgebaut sind, namlich
einer DNS-Bindungsdomane und einer Aktivierungs-/Inhibitionsdomane. So ist es mdglich,
einen funktionellen Transkriptionsfaktor zu erhaten, der durch die Fusion einer
Bindungsdomane LexA (Transkriptionsinhibitor, bindet spezifisch an LexA-Operatoren)
mit einer Aktivierungsdomane GAL4 (Transkriptionsaktivator) entstent (Brent und
Ptashne, 1985). Dadurch werden Gene exprimiert, deren Promotor von LexA-Operatoren
kontrolliert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Interaktion zwischen IRAG und der cGMP-abhangigen
Kinasen | und Il aufgeklart werden (Interaktion zweler bestimmter Proteine). Ein
Koderprotein (,Bait”; verschiedene IRAG-Konstrukte; siehe F.1) wird als Fusionsprotein
mit LexA durch das Plasmid pEG202 exprimiert, wodurch es an Reportergene ,fixiert*
wird, da LexA an deren Operatoren binden wird. Bel den Reportergenen handelt es sich um
lacZ, das durch die Transformation des Plasmids pSH18-34 in Hefen eingeschleust wird,
und um Leu2, das im Genom des verwendeten Hefestamms (S cerevisiae EGY 48, B.1)
vorliegt. Beide Gene werden von 8 bzw. 6 LexA-Operatoren kontrolliert und sind unter
normalen Umstanden inaktiv. Als drittes Plasmid wird pJG4-5 in EGY 48 transformiert.
Ebenfalls kommt es zur Expression eines Fusionsproteins, das aus einem , Fischprotein®
(,Prey*, verschiedene cGK-Konstrukte; siehe F.1) und dem DNS-aktivierenden , Acid
loop” Protein (besitzt eine Relhe saurer Aminosauren) besteht. Dieses Fusionsprotein steht
unter der Kontrolle eines GAL 1-Promotors und wird daher nur in Gegenwart von Galaktose
as Kohlenstoffquelle exprimiert. Auf diese Weise kann der Zeitpunkt der Expression durch
Zugabe von Galaktose ins Medium bestimmt werden. Kommt es nun zu einer Interaktion
zwischen IRAG und cGK, wird die Transkription der unter den LexA-Operatoren
stehenden Gene (Reportergene) durch den ,,Acid loop® aktiviert; es liegt ein funktioneller
Transkriptionsfaktor vor. Somit konnen die Hefezellen Leucin selbst synthetisieren und auf
Leucin-defizienten Medien Uberleben. Durch die Aktivierung des lacZ Gens bilden diese
Hefen zusdtzlich b-Galaktosidase. Dieses Enzym ist in der Lage chromogenes Substrat
(X-Gal) umzusetzen, was durch Blaufarbung der Hefen sichtbar wird (Abbildung B-1 und
C-18).
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LacZ-Reportergen

pSH18-34

Fusionsprotein “acid-loop”
- Ura

(DNS-Aktivierung) cGKlb

Fusionsprotein LexA
(DNS-Bindung) IRAG

Leu2-Gen

LexA-Operator

o

LexA-Operator

Genom

Plasmid

EGY 48 Hefezelle

Abbildung B-1: Schema des Zwei-Hybrid Systems am Beispiel IRAG/cGK b
Uracil (Ura), Histidin (His) und Tryptophan (Trp) dienten als Selektionsmarker fur die Transformation mit
den entsprechenden Plasmiden. Weitere Erklarungen siehe Text.

Durchfthrung:
Konstruktion der Koderplasmide (B.3) (pEG202 mit verschiedenen IRAG-Konstrukten (F.1),
EcoRI/BamHI kloniert bzw. pEG202 mit cGK-Konstrukten, EcoRI/Xhol oder EcoRI (cGKI1) kloniert)
und der ,, Fischplasmide® (pJG4-5 mit cGK-Konstrukten (F.1) bzw. IRAG, EcoRI/Xhol oder EcoRl
(cGKI1) Kloniert). Der korrekte Leserahmen und die Richtigkeit der Konstrukte wurde durch
Sequenzierung Uberpruft (B.3.8). Alle verwendeten Primer zur Generierung der verschiedenen Fragmente
sind im Anhang (F.1) aufgefihrt.
Basischarakterisierung der Kdderproteine: Ein , Bait* ist fur den Einsatz im Zwei-Hybrid System nur
dann geeignet, wenn es bestimmte Bedingungen erfillt. Es darf keine unspezifische oder vorzeitige
Transkriptionsaktivierung ausidsen, es muf3in den Zellkern gelangen und an die LexA-Operatoren
binden, eine Proteinexpression des L exA-Fusionsproteins mul3 nachweisbar sein. Dazu wurden vier
verschiedene Versuche nach Ausubel et al. (1995) durchgefiihrt. EGY 48 wurde dazu mit verschiedenen
Plasmidkombinationen (s. Tabelle C-3) transformiert (B.3.9.2); Eigenschaften der verwendeten Plasmide
siehe B.1.
Fur den eigentlichen Versuch (interagieren IRAG und cGK miteinander?) wurden Hefen mit 3 Plasmiden
(PEG202-Bait, pJG4-5-Prey, pSH18-34 (Reporter)) transformiert (B.3.9.2). Um eine Interaktion erkenn-
bar zu machen, wurden die Transformanten anschlief3end auf verschiedene Sel ektivmedien ausgestrichen.

Erscheinungsbild positiver Klone:

Selektivmedium Erscheinungsbild
Glu-His-Ura-Trp+X-Gal weil3e Kolonien
Gal/Raf-His-Ura-Trp+X-Gal blaue Kolonien
Glu-His-Ura-Trp-Leu kein Wachstum
Gal/Raf-His-Ura-Trp-Leu Wachstum

Die,, Fischproteine® wurden anschliefRend noch auf ihre Spezifitét hin Uberprift (Ausubel et al., 1995),
um falsch positive Klone auszuschlief3en.
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B.7. Isolierung und Préparation von Mausgeweben

Verschiedene Mausgewebe wurden in dieser Arbeit zur Gewinnung von Protein und fir
immunhistochemische Zwecke benétigt. Daftr wurden die Mauslinien C57BL/6 (Wild-
typtiere) und cGKI™ (Totalknock-out der cGK1; Pfeifer et al., 1998) verwendet. Die Tiere
waren etwa 4 bis 6 Wochen alt, als sie durch Genickbruch oder durch Ether getotet wurden.
Fir ale Tierversuche lag eine Genehmigung der Regierung von Oberbayern mit der Nr.
211.2531-120/99 vor.

B.7.1. Gewinnung von Protein aus Mausgeweben

Kleinere Hirnareale (z.B. der Hippocampus) wurden freundlicherweise von Hr. Dr. Thomas
Kleppisch prépariert. Die verschiedenen Gewebe (s. Tabelle C-1) (je ca. 100 mg) wurden
nach der Isolierung aus der Maus mit PBS (B.5.2) gespilt, um Kontaminationen mit
Blutzellen, oder, im Fall von Magen-Darmprgparationen mit Speiseresten und Kot,
weitestgehend auszuschlielen. Uberfliissiges Fett- oder Fremdgewebe wurde mit einer
Pinzette abgezupft. Um Proteinabbau durch Proteasen zu vermeiden, wurden die Gewebe
sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Anschlief3end wurden die einzelnen Gewebe
auf Eis mit 0,25 bis 1 ml Extraktionspuffer versetzt und mit dem Ultra Turrax (IKA Werk)
homogenisiert. Das Homogenat wurde zentrifugiert (10 min, 13000xg, 4°C), der Uberstand
abgenommen und, fals notwendig, nochmals zentrifugiert. Die so gewonnene
Proteinlosung wurde aiquotiert und bei —80°C aufbewahrt. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration (B.4.4) ist das Gewebe 1:50 bis 1:500 verdinnt worden. Die
Konzentration variierte je Gewebe von 2 pg/pl bis zu 50 pg/ul Protein.

Zur Praparation der glatten Muskelschicht der Darmwand (longitudinale und zirkulé&re
Muskulatur, LM/CM) wurde der Dinndarm mit kaltem PBS gespult und vom
mesenterialen Gewebe befreit. Unter Spannung (Darm auf eine serologische Pipette
aufziehen) wurde der Dunndarm vorsichtig mit dem Skalpell eingeritzt. Die glatte
Muskelschicht konnte anschliefiend mit einer Pinzette von den restlichen Darmschichten
abgetrennt werden. Aus der glatten Muskelschicht und dem restlichen Dinndarmgewebe
wurde wie oben beschrieben Protein gewonnen.

Extraktionspuffer: 20 mM Tris-HCI; 100 mM NaCl; pH 8,0; + 25 mM DTT; 25 mM EDTA; 25 mM
Benzamidin; 2,5 mM PMSF und 1 pg/ml Leupeptin frisch zugeben

B.7.2. Organpraparation fur die Immunhistochemie

Die Mausorgane wurden nach Entnahme mit PBS (B.5.2) gespilt, von Fett- und
Fremdgewebe befreit und fixiert. Als Fixierung wurde Cellfix (2% Formalin, 0,2%
Glutaraldehyd in PBS) bzw. etwa 8%ige Formalinlésung (in PBS) verwendet. Je nach
Grol3e des Organs wurde 1 bis 3 h bel RT fixiert. Zur Erhaltung von Gewebestrukturen
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wurde die Fixierlésung in Blase, Magen oder Darm eingespritzt. Nach der Fixierung wurde
2-3x mit PBS fur insgesamt 2 h bei RT gewaschen. Anschlief3end wurden die Organe wie

folgt dehydratisiert: 50% EtOH
70% EtOH
80% EtOH
90% EtOH
100% EtOH 3x
50% EtOH/Roticlear (Toluol-Ersatz, Roth)
100% Roticlear 3x

Jeder Schritt der Entwasserung dauerte 30-60 min. Eine Lagerung der Organe war in PBS
oder 70% EtOH moglich. Das Gewebe wurde wahrend des 70% EtOH-Schrittes in kleine
Stiicke zum Einbetten geschnitten. Nach der Dehydratisierung wurden die Gewebestiicke in
flussiges Paraffin (60°C, “Paraplast®, Sigma) eingelegt. Es handelte sich dabei um 3
Paraffin-Schritte (I bis Ill), wobel das Gewebe in jedem Paraffin 2 bis 4 h verweilte.
Anschlief3end sind die Organstiicke in Paraffin 111 eingebettet worden. Nach dem Erkalten
(Hartung) des Paraffins wurden die Organe bel 4°C gelagert.

B.8. Immunhistochemie

Immunhistochemische Untersuchungen wurden durchgefihrt, um die Lokalisierung von
IRAG und der cGKI-1soformen in verschiedenen Mausgeweben festzustellen. Dazu wurden
Paraffinschnitte des in Paraffin eingebetteten Organs (A.7) angefertigt. Diese waren je nach
Gewebe 6-12 pm dick. Zum Schneiden wurde ein Microtom (Microm HM 335 E)
verwendet. Die Schnitte wurden anschlief3end auf Objetktrager (OT) platziert und 4-12 h
bei 37°C getrocknet. Nach dem Entparaffinisieren und Rehydratisieren des Gewebes (auf
OT) folgte die histologische Farbung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese mittels eines
Immunperoxidase Systems (Vectastain ABC System; Vector Laboratories) oder mit
Fluoreszenz-markierten Antikorpern, die anschlie3end durch konfokale Laser-Scan
Mikroskopie detektiert wurden, durchgefuhrt.

Entparaffinisieren: 100% Raoticlear, 2x 6 min
Rehydratisieren: 100% EtOH, 2x ca. 4 min
90% EtOH ca. 4 min
80% EtOH ca. 4 min
70% EtOH ca. 4 min
in PBS (B.5.2) waschen; darauf achten, dass die Gewebeschnitte nicht austrocknen!

B.8.1. Immunhistologische Farbung mittels Peroxidase

Hierzu wurde das Vectastain ABC System (Vector Laboratories) verwendet, das sich aus
Avidin (Glykoprotein, das eine extrem hohe Affinitét zu dem Vitamin Biotin besitzt) und
einer biotinylierten Peroxidase (aus Meerrettich) zusammensetzt. Werden diese beiden
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Substanzen gemischt, so bilden sie einen sehr stabilen Komplex. Zundchst werden die
Gewebeschnitte mit einem spezifischen priméren Antikorper inkubiert, gefolgt von der
Inkubation mit einem sekunddren Antikorper, der gegen den Organismus des ersten
gerichtet und biotinyliert ist (Vectastain). Dazu wird der Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex gegeben. Die Peroxidaseaktivitdt wird anschlief3end durch ein Substrat,
Diaminobenzidin (DAB; Sigma) detektiert, das ein braunes Prézipitat auf den Schnitten
bildet. Die in dieser Arbeit verwendeten priméaren Antikérper sind im Anhang (F.3) mit der
Angabe der jeweiligen Verdinnung und der Herkunft aufgelistet. Als Negativkontrolle
wurden die Schnitte ohne primdren Antikorper oder mit Antigen prdadsorbiertem
(depletiertem) Antikorper inkubiert. Im Fall der cGKI konnte zusétzlich das Gewebe von
cGKI” Mausen (B.7.) verwendet und mit den entsprechenden cGKI-Antikorpern inkubiert
werden.

Durchfuhrung:
OT mit entparaffinisierten und rehydratisierten Schnitten (B.8) in eine feuchte Kammer legen und mit
einem Fettstift (ImmEdge™ Pen, Vectastain) umranden
Zum Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitédt 3-10% H,0,-30% Methanol in PBS (B.5.2) auf die
Gewebeschnitte geben und fir 10 min bei RT inkubieren
Um das Gewebe stérker zu permeabilisieren, kdnnen bis zu 1% Tween in 0.g. Puffer gegeben werden.
Verbessert Antigenzugang v.a. bei Membran-gebundenen Proteinen (z.B. IRAG)
Schnitte kurz in PBS waschen und anschlieRend mit 5% NGS (Normal Goat Serum; Vectastain) in PBS
1 hbei RT inkubieren (freie Proteinbindungsstellen werden blockiert)
Primaren Antikorper in 3%-NGS-PBS verdiinnen (siehe F.3), auf die Schnitte auftrdufeln und GN bei 4°C
inkubieren
Antikorper abnehmen und 3x 5 min mit 0,5% NGS-PBS waschen
Sekundéren Antikdrper (biotinylierte Goat-anti-rabbit 1gG; Vectastain) 1:200 in 3%-NGS-PBS
verdinnen und fur 1 h bei RT auf die Schnitte geben
Ldsung A und B in PBS geben (je 1:100) und sofort gut vortexen, 30 min im Dunklen stehen lassen
In der Zwischenzeit Schnitte 3x 10 min mit 0,5%-NGS-PBS waschen
AB-Komplex auf die gewaschenen Schnitte traufeln und 1 h im Dunklen inkubieren
3x 10 min mit PBS waschen
Férbung mit 0,05% DAB in PBS (+ 1 pl 30% H,0, pro 2,5 ml) 2-10 min; Reaktion durch Waschen mit
PBS (3x 5 min) stoppen
OT mit Aquatex (Merck) einbetten, dabei Deckgléser moglichst [uftblasenfrei auflegen, mind. 15 min
trocknen lassen
Stets darauf achten, dass die Gewebeschnitte nicht austrocknen!

Die gefarbten Schnittpréparate wurden anschlief3end mit dem Mikroskop Axioskop (Zeiss)
im Hellfeld bei einer Vergroflerung von 100-400x ausgewertet und fotografiert. Zur
Dokumentation wurde entweder eine Nikon Kamera Typ F 301 mit einem Kodakfilm (EPY
64 T) oder eine digitale Kamera (Nikon D1x) verwendet. Zur Nachbearbeitung der Bilder
wurde das Computerprogramm ,, Adobe Photoshop 5.5 verwendet.
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B.8.2. Immunhistologische Farbung mittels Fluoreszenz-markierter
Antikorper

Dafur wurden FITC- (Fluorescein-lsothiocyanat) bzw. Cy3- (Indocarbocyanin) gekoppelte
sekundére Antikorper (Dianova) eingesetzt. Alle verwendeten Antikérper sind mit ihrer
Herkunft und Verdinnung im Anhang (F.3) aufgefihrt. Die spezifische Bindung der
Antikorper wurde durch Weglassen des primdren Antikorpers oder durch Ersatz mit
Kaninchen-1gG Uberprift. Zusétzlich wurde der IRAG-AK mit Antigen préinkubiert, oder
im Fall der cGKI cGKI™" Gewebe verwendet.

Durchfuhrung:
OT mit entparaffinisierten und rehydratisierten Schnitten (B.8) in eine feuchte Kammer legen und mit
einem Fettstift (ImmEdge™ Pen, Vectastain) umranden
Um das Gewebe stérker zu permeabilisieren, bis zu 1% Tween in 0,5% NGS-PBS fir 10-20 min bei RT
inkubieren (fur IRAG)
Schnitte kurz in PBS (B.5.2) waschen und anschlief3end mit 5% NGS (Normal Goat Serum; V ectastain)
in PBS 1 hbei RT inkubieren (freie Proteinbindungsstellen werden blockiert)
Primaren Antikorper in 3%-NGS-PBS verdiinnen (F.3), auf die Schnitte auftréaufeln und UN bei 4°C
inkubieren
Antikérper abnehmen und 3x 5 min mit 0,5% NGS-PBS waschen
Sekundéren Antikorper (FITC bzw. Cy3-gekoppelt; s. F.3) in 3%-NGS-PBS verdinnen, auf die Schnitte
geben und 1-1,5 h bel RT im Dunklen inkubieren
2x 5 min mit 0,5% NGS-PBS, 1x 5 min mit PBS waschen; darauf achten, dass Schnitte mit Alu
abgedeckt sind, sonst bleicht Fluoreszenz aus
Gewebeschnitte niemal s austrocknen lassen
OT mit ProLong® Antifade Kit (Molecular Probes) nach Angaben des Herstellers einbetten (immer
frisch herstellen!), dabei Deckgléaser moglichst luftblasenfrel auflegen. Dieses Einbettmedium schitzt
Fluorszenzfarbungen fir mehrere Wochen vor dem Ausbleichen. OT UN bei 4°C im Dunklen trocknen
lassen; die Lagerung erfolgt ebenfalls bei 4°C im Dunklen.

Die Analyse der Schnitte erfolgte durch konfokale Laser-Scan Mikroskopie (Leica DM
IRB). Die fluorochromen Konjugate wurden von einem Krypton-Argon Laser bei einer
Wellenlange von 488 nm (zur Detektion von FITC) bzw. von einem Helium-Neon Laser
bei 543 nm (fur Cy3) angeregt und die optischen Einzelschnitte mit einem 63er Objektiv
(Olimmersion) und verschiedenen Zoomfaktoren aufgenommen. Bei den Kontroll-
experimenten zur Spezifitét der einzelnen Antikdrper wurde besonders darauf geachtet, die
Einstellung der Lochblende (,pinhole*) und die Empfindlichkeit des Restlichtverstarkers
konstant zu halten.
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C. Ergebnisse

C.1. Generierung eines spezifischen IRAG-Antikdrpers

Um das neu identifizierte Mitglied der NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade ,, IRAG" protein-
biochemisch untersuchen zu kénnen, war es notwendig einen spezifischen Antikorper
gegen IRAG herzustellen. Dazu wurde ein ca 70 kDa grofes Fragment von IRAG,
IRAGbsp (SD, soluble domain), der 16sliche Tell bis zur coiled-coil Doméne (Abb. C-1),
mit einem His-,Tag“ in dem Protease-defizienten E. coli Stamm BL21(DE3)pLysS
exprimiert. Die Expression mit einem His-, Tag“ ermoglichte es, IRAGbgp mittels Ni-NTA-
Agarose affinitdtschromatographisch aus dem Proteinlysat der Bakterien zu isolieren. Die
bakterielle Expression von IRAGbsy und die anschlieffende Reinigung ergab eine
Proteinausbeute von etwa 50 mg bei einem Ansatz von insgesamt 2,5 | Bakterienkultur
(B.4.1.2 und 4.2). Die Reinheit des Proteins wurde durch Coomassie-Farbung und
Westernblotanalyse (B.4.6) abgeschétzt und betrug etwa 98% (Abb. C-1).
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Abbildung C-1: Bakterielle Expression von IRAGbsy. A) Lokalisation des zur AK-Produktion
verwendeten |RAGbgp; dieses 16sliche Fragment besteht aus 447 AS (AS 53-499). B) Coomassie-Gel: Spur
1. Proteinmarker, angegeben sind kDa; Spur 2: Kontrolle, vor der Proteininduktion mit IPTG; Spur 3:
Proteinexpression nach 3 h IPTG-Induktion; Spuren 4 und 5: zeigen den Uberstand (Spur 4) und das Sediment
(Spur 5) des mit Ultraschall behandelten Bakterienlysates. Das meiste IRAGbgy-Protein befindet sich im
Uberstand und ist somit léslich. Spur 6: Protein nach affinitatschromatographischer Reinigung, aufgetragen
sind etwa 9 pg. C) Westernblot des gereinigten Proteins: links (1) erfolgte eine Immundetektion (B.4.6.3)
mit dem IRAG Peptid-AK 130-3, rechts (II) mit einem monoklonalen His-AK; ein AP-gekoppelter
sekundédrer AK wurde verwendet (F.3); es sind jeweils 3 ug IRAGbgy aufgetragen. Das Protein ist etwa 70
kDa grof3, bei den zusétzlichen Banden mit niedrigerem Molekulargewicht handelt es sich um Abbaubanden,
da sie mit préaadsorbiertem Antikorper nicht mehr zu detektieren sind.
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Das reine rekombinante Protein wurde drei Kaninchen injiziert, damit diese polyklonale
Antikorper gegen IRAG produzieren. Vier Wochen nach der ersten Injektion mit dem
Antigen wurden die Kaninchen erneut immunisiert, dieser Vorgang wurde noch einmal
wiederholt. Vor der ersten Immunisierung wurde den Kaninchen Pr&immunserum zur
Kontrolle abgenommen (B.4.3). Nach dem zweiten ,Boost® konnten die Seren gewonnen
werden, die auf das Vorhandensein der spezifischen Antikorper untersucht wurden. Dazu
wurden Westernblots vom Antigen (gereinigtes rekombinantes IRAGbsp) oder von
mikrosomalen Membranen des bovinen Tracheamuskels (MIP) angefertigt und mit den
Seren bzw. préadsorbierten Seren (Antikorper mit 0,1 mM Antigen 1 h bei 4°C inkubiert
und anschlief3end 1:1000 verdinnt) immundekoriert (Abb. C-2). Die Sensitivitét und die
Spezifitét der Seren stieg mit der Zahl der Immunisierungen, da die Kaninchen nach etwa
vier Wochen statt IgM vermehrt 1gG bilden. Um auch in Geweben, die vergleichsweise
geringe Konzentrationen an IRAG aufweisen, das Protein mittels Westernblot detektieren
zu konnen, ist es wichtig, dass der Antikorper IRAG im ng-Bereich erkennt. Durch
Westernblots mit verschiedenen Konzentrationen des Antigens konnte gezeigt werden, dass
bereits 1 ng des rekombinanten IRAGbgsp erkannt wird (Abb. C-2). Das bedeutet, der Titer
des Antikorpers ist hoch genug, um IRAG in Geweben detektieren zu kénnen. Die Seren
der drel immunisierten Kaninchen unterschieden sich nicht in der Sensitivitét und der
Spezifitét.

1 2 3 4 5 6 )
O <
kD ) <
a SR
125 — -

Abbildung C-2: Spezifitdt und Sensitivitét des IRAG-Antikorpers. Linkes Bild zeigt die Spezifitét:
Westernblot mit 50 ng IRAGbgs (1 u. 4), 10 ug MIP (2 u. 5) und 50 pg Uterus-Protein (3 u. 6), wobel Spur 1-
3 mit Serum und Spur 4-6 mit Antigen préadsorbiertem Serum, jeweils 1:1000 verdinnt, immundetektiert
wurde. IRAG hat ein Molekulargewicht von 125 kDa; bei den Proteinbanden, die kleiner sind, handelt es sich
um IRAG-Abbau, da diese Banden durch Préadsorbtion mit Antigen nicht mehr zu detektieren sind. Das
Gleiche gilt fur das rekombinante Protein. Auf der rechten Seite ist die Sensitivitdt des Antikérpers durch
einen Westernblot mit verschiedenen Mengen des IRAGbg, zu sehen, wobei bereits 1 ng Antigen erkannt
wird. Ein AP-gekoppelter sekundérer Antikorper wurde verwendet (F.3).
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Im Anschluss wurden die spezifischen Antikorper affinitdtschromatografisch gereinigt,
indem das Antigen an einer CNBr-aktivierten Sepharose immobilisiert und mit Antiserum
inkubiert wurde. Die IRAG-1gGs wurden mittels 3,75 M MgCl, bzw. 0,1 M Glycin, pH 2,5
eluiert, wahrend unspezifische Antikorper ausgewaschen wurden. Die Elution erfolgte in
mehreren Fraktionen. Die Eluate, die nach photometrischer Vermessung (B.4.4) die
hochsten Antikorperkonzentrationen enthielten, wurden gepoolt und diaysiert. Die
unterschiedlichen Elutionsbedingungen ergaben keinen Unterschied hinsichtlich der
Reinheit und Spezifitdt der Antikérper in der Immunoblotanalyse. Nur das Volumen der
Antikorper nach der Dialyse war nach MgCl,-Elution etwa doppelt so viel wie nach 0,1 M
Glycin-Elution. Dies konnte entweder durch eine niedrigere Verdinnung des Antikorpers
oder durch Aufkonzentrieren (B.4.5) kompensiert werden. Die Empfindlichkeit und
Spezifitét des gereinigten IRAG-Antikorpers wurde anhand verschiedener Gewebelysate im
Westernblot untersucht. Identische Membranen wurden entweder mit IRAG-1gGs oder mit
préadsorbiertem Antikorper immundekoriert. Es wurde haufig nur eine Proteinbande
detektiert, deren Mobilitdt im SDS-PAGE (9%; B.4.6.1) einem Molekulargewicht von
125 kDa, der Grofe von IRAG, entsprach. Zusétzliche Banden mit niedrigerem Molekular-
gewicht stellten sich als IRAG-Abbau heraus, da bei Préadsorbtion des Antikorpers mit
0,1 mM Antigen keine dieser Banden angefarbt werden konnte (Abb C-3). Es falt
dlgemein auf, dass IRAG sehr leicht durch Proteasen abgebaut wird. Bel der
Identifizierung des trimeren cGKI-Komplexes (A.1.4) stellten sich zwel weitere potentielle
Substrate der cGKI (G3 und Gy), as IRAG-Abbau heraus (Schlossmann et a., 2000; Koller,
2002)
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Abbildung C-3: Spezifitat des gereinigten IRAG-Antikorpersim Gewebe. Immunoblot mit verschiedenen
Gewebelysaten (B.7.1). Geféarbt wurde der Blot mit gereinigtem IRAG-AK (1:500) und POD-konjugiertem
sekundaren AK (F.3). Spur 1-4: Mausgewebe (1: Aorta, 2: Uterus, 3: Blase, 4: Blase aus cGKI” Mausen; es
wurden jeweils 50 pg Protein pro Spur aufgetragen), Spur 5. Membranen humaner Thrombozyten (10 ug),
Spur 6: mikrosomale Membranen des bovinen Trachealmuskels (15 ug). Ein identischer Blot wurde mit
préadsorbierten AK inkubiert, wobei sich keinerlel Farbung detektieren lief2.
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Die Generierung eines IRAG-Antikorpers brachte ein nitzliches Werkzeug zur weiteren
proteinbiochemischen Untersuchung von IRAG hervor. Der Antikorper ist sehr sensitiv, da
er bereits 1 ng Antigen im Westernblot erkennt. Die Spezifitét ist auch sehr hoch, da nach
Préadsorption des Antikorpers keine unspezifischen Banden detektiert werden konnten. Des
weiteren ist dieser Antikorper zur Detektion von IRAG aus Geweben verschiedener Spezies
(Maus, Mensch, Rind) geeignet.

C.2. Gewebsexpression von IRAG und der cGMP-Kinase |

Das Proteinexpressionsmuster von IRAG, ein neues Substratprotein der cGKI, war bisher
nicht aufgeklart worden. Lediglich Northernblot Untersuchungen an humanen und bovinen
Geweben und wenige Westernblotanalysen von boviner Aorta und Trachea mittels eines
Peptidantikorpers existierten (Schlossmann et al., 2000). Um eine Vorstellung zu
bekommen, welche Funktion IRAG in dem NO/cGMP/cGKI-Signalweg haben konnte, ist
es wichtig zu wissen, in welchen Organen und in welcher Konzentration das Protein
tatsachlich exprimiert wird, und ob IRAG in den gleichen Geweben wie die cGKI
vorkommt. Das Vorkommen der cGKI in Mausgeweben wurde ebenfalls bisher nicht
genauer hinsichtlich der cGKI-Isoformen untersucht. In dieser Arbeit sollte deshalb das
Proteinexpressionsmuster der cGKla, cGKIb und von IRAG aufgeklért werden.

C.2.1. Immunoblotanalyse von IRAG

Das Vorkommen von IRAG wurde mit einem spezifischen Antikérper (B.4.3; C.1) in
Gesamtproteinextrakten verschiedener Mausgewebe mittels Immunaoblots (B.4.6.3)
analysiert. Bel der Gewinnung von Protein aus Mausgeweben wurde stets darauf geachtet,
dass die Organe frei von Fremdgewebe (z.B. Fettgewebe) und Blut sind (B.7.1), da dies das
Ergebnis verfdschen konnte. Es wurden insgesamt 24 verschiedene Gewebe untersucht.
IRAG wird nicht bzw. unterhalb der Detektionsgrenze in folgenden Geweben exprimiert:
Leber, Niere, Bauchspeicheldriise, Hoden, Skelettmuskel, Gesamthirn, Thalamus-Region,
Kleinhirn, Bulbus olfactorius und Hippocampus. Es wurden jeweils bis zu 100 ug
Gesamtprotein aufgetragen und analysiert. Geringe Expression von IRAG zeigte sich im
Herzen, Nebenhoden, Milz und Ileum. Stark wird IRAG in Aorta, Trachea, Lunge, Uterus,
Blase, Magen und Colon exprimiert (Abb. C-4). Es fiel sofort auf, dass es sich dabel mit
Ausnahme der Lunge um glattmuskuléare Organe handelt. In der Lunge finden sich
ebenfals Strukturen, die glatte Muskelzellen enthalten. Es handelt sich hierbei um die
Bronchien, die einen dhnlichen Aufbau wie die Trachea haben. Zusétzlich zeigte IRAG
eine hohe Expression in murinen und humanen Thrombozyten.



Ergebnisse 39

A
&
]
%
=g o
L o i
=
% % s .y S ¥ 2 &
" &, '] =] Sy _-'-." g ,Ll\-‘, ey
e =0 = o X T2 Cy - S Ll
o o > v S i 2 F D i S
g B ¥ L9 T o F S & 9
; ¥ g o o = 7 ¥ o
g & & & §F § 5 & F vy &8
= “U = ol i) -2 5 o oy b I
o) a Lo - <3 o A - ) - o NN

Abbildung C-4: Proteinexpression von IRAG in verschiedenen Geweben. Gezeigt ist ein Westernblot
verschiedener Gewebe, der mit dem IRAG-AK (F.3) immundekoriert und mittels des ECL-Systems detektiert
wurde (B.4.6). Die jeweilige Gesamtproteinmenge, die aufgetragen wurde, ist angegeben. Es handelt sich um
Mausgewebe mit Ausnahme der Thrombozytenmembranen, die human sind.

Eine Sonderstellung nahm der Dinndarm ein, der in Duodenum, Jgjunum und [leum
unterteilt wird. Sowohl im Magen als auch im Colon wurde IRAG stark, im lleum nur
schwach exprimiert. Im Duodenum und Jegjunum konnte keine Expression detektiert
werden, was verwunderlich war, da der Verdauungstrakt im Prinzip jeweils den gleichen
Aufbau besitzt (siehe Abb. C-8). Dieser besteht aus ener Muscularis (glatte
Muskelschicht), Submucosa (Bindegewebe mit Blut- und Lymphgeféf3en) und der Mucosa
(Zottengewebe, Epithel). Deshalb wurde die glatte Muskelschicht des Dunndarms
prépariert (B.7.1) und analysiert. Dabei stellte sich heraus, dass IRAG auch im Duodenum
und im Jgjunum, also im gesamten Dinndarm vorhanden ist. IRAG-Protein konnte nur in
der glatten Muskelschicht, nicht in dem restlichen Dinndarmgewebe (Submucosa und
Mucosa) gefunden werden (Abb. C-5). Wie bereits erwéhnt (C.1.), ist IRAG sehr anféllig
gegentiber Proteasen. Da im Dunndarm sehr viele Verdauungsenzyme vorkommen, ist es
wahrscheinlich, dass IRAG bel der Praparation des gesamten Dinndarms bzw. der
Einzelabschnitte durch diese vollstandig proteolysiert wird.
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Abbildung C-5: Immunoblotanalyse nach Préparation der glatten Muskelschicht des Diinndarms. Die
ersten drei Spuren des Westernblots zeigen verschiedene Mengen des Gesamtproteins aus dem glatten Muskel
des Diunndarms, gefolgt von Membranen des Trachealmuskels (MIP) und von verschiedenen Mengen des
restlichen DUnndarm-Proteins (Protein aus Submucosa und Mucosd). MIP wurde als Kontrolle hinsichtlich
der Mobilitdt von IRAG und cGKI im SDS-Gel verwendet (Vergleich des MG), MAP-Kinase ist als interner
Standard eingesetzt worden, wobei esin MIP nicht vorkommt, da es ein 16gliches Protein ist. IRAG und auch
cGKI kodnnen mit spezifischen AK nur in der glatten Muskelschicht detektiert werden. MAPK hingegen in
beiden Protein-Préparationen. AK siehe F.3; als sekundérer AK wurde ein AP-gekoppelter AK verwendet.
Eine semiquantitative Aussage Uber die Konzentration von IRAG im Gewebe konnte durch
den Vergleich verschiedener Konzentrationen des rekombinanten Proteins und definierten
Gewebsmengen mittels Westernblot getroffen werden (nicht gezeigt). Dabei wurde
abgeschétzt, dass IRAG-Protein in Membranen des bovinen Trachealmuskels und von
Thrombozyten mit etwa 3 pg, in glattmuskuldren Geweben mit 200 bis 600 ng und in
peripheren Geweben unter 50 ng pro mg Gesamtprotein vertreten ist.

Es konnte demnach gezeigt werden, dass IRAG primér in Organen mit glatter Muskulatur
und in Thrombozyten exprimiert wird, und kaum oder Uberhaupt nicht in peripheren
Geweben oder im Gehirn. Als néchstes sollte die Lokaliserung von IRAG mittels

Immunhistochemie in diesen Geweben untersucht werden.

C.2.2. Immunoblotanalyse der cGKI

Das Proteinexpressonsmuster der cGKI-Isoformen (cGKla, cGKIlb) wurde mit
spezifischen Antikdrpern mittels Westernblots (B.4.6.3) untersucht. Die beiden Antikorper
fur die cGKI Splicevarianten sind selektiv fur die unterschiedlichen N-terminalen Domanen
der Kinase (A.1.2) (Schlossmann et al., unverdffentlicht). Zusétzlich wurde en
cGKlcommon-AK verwendet, der die identische C-terminale Doméane von cGKla und
cGKlb erkennt (F.3). Insgesamt wurden 24 verschiedene Gewebe, die von Blut und
Fremdgewebe befreit waren, zu Proteinextrakten verarbeitet (B.7.1) und mit diesen drei
Antikorpern analysiert. Die Titer dieser cGKI-Antikorper waren etwa gleich hoch, da eine
definierte Menge rekombinanten Enzyms mittels Immunoblotanalyse unter denselben
Bedingungen vergleichbar detektiert wurde (Abb. C-6). Dadurch ist es moglich, eine
qualitative Bewertung Uber die Expressionsintensitét der beiden Isoformen abzugeben. Die
cGKI ist ubiquitér im Korper verteilt, sie kann u.a. im Gehirn (Cerebellum, Hippocampus,
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Bulbus olfactorius, Thalamus-Region), in glattmuskuldren (Aorta, Uterus, Blase, Magen-
Darmtrakt) und in peripheren Geweben (Niere, Lunge, Bauchspeicheldriise, Leber, Milz,
Hoden) und in Thrombozyten detektiert werden. Das Expressionsmuster der cGKla und
cGKIb wurde mit dem von IRAG verglichen. Es stellte sich heraus, dass das Vorkommen
von cGKlb &hnlich dem von IRAG ist. cGKlb zeigte hohe Expression in Aorta, Magen,
Colon, Uterus, Blase und Thrombozyten. cGKla war hingegen im Kleinhirn, Herz und
Lunge stark vertreten (Abb. C-6). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die cGKI im
Dunndarm nur in der Darmwand (glatte Muskelschicht) vertreten ist (siehe Abb. C-5).
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Abbildung C-6: Proteinexpression der cGKIl in verschiedenen Geweben. Gezeigt sind Westernblots
(jewells unter denselben Bedigungen entwickelt), von verschiedenen Geweben, die mit den unterschiedlichen
cGKI-Antikorpern (F.3) immundekoriert und mittels des ECL-Systems detektiert wurden (B.4.6). Es sind
jeweils 50 pg Gesamtprotein aufgetragen worden, einzige Ausnahme sind die Thrombozytenmembranen mit
20 pg. Es handelt sich auch mit Ausnahme der Thrombozyten, die human sind, um Mausgewebe. Jeweils
10 ng reines Protein der entsprechenden cGKI-Isoform wurde mitaufgetragen, im Fall der cGKIcommon-
Detektion wurde das |b-Isoenzym verwendet. Die cGKI hat ein Molekulargewicht von etwa 78 kDa; die
Proteinbanden die zusédtzlich unterhalb detektiert wurden, zeigen cGKI-Abbau. Bei den vereinzelten
schwachen Proteinbanden, die oberhalb der cGKI-Lauffront liegen, kdnnte es sich um posttranslationale
Modifikationen handeln. Durch z.B. Glycosylierung, Myristoylierung oder Phosphorylierung veréndert sich
die Mohilitét der Enzymeim SDS-Gel.

In Organen, die aus glatter Muskulatur bestehen, liegt die cGKI Uberwiegend als Ib-
Isoform vor. Da IRAG und die cGKlb in vielen Geweben gemeinsam gefunden werden, ist
deren Lokalisierung innerhalb dieser Gewebe als néchstes untersucht worden. Auch die
beiden cGKI-Splicevarianten Uberschneiden sich in ihrer Expression, z.B. im Magen-
Darmtrakt, deshalb sollte die Lokalisierung der cGKla ebenfalls analysiert werden.

Eine Zusammenfassung der unter C.2 analysierten Ergebnisse ist in Form einer Tabelle
(Tab. C-1) im Anschluss wiedergegeben.
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Tabelle C-1. Zusammenfassung der IRAG und cGKI Proteinexpression in
ver schiedenen Geweben. Das Vorkommen von IRAG, cGKI und deren Isoformen in den
einzelnen Geweben wurde durch Immunoblotanalyse qualitativ abgeschétzt. Es handelt sich
mit Ausnahme der Thrombozyten, die human sind, um Mausgewebe. ,,+++“ bedeutet hohe,
, T+ mittlere, ,+“ geringeund ,,-“ keine (bzw. nicht detektierbare) Expression.

Gewebe IRAG cGKI cGKlb cGKla
Gesamthirn - + + +
Kleinhirn - ++ +/- ++
Thalamus-Region* - + + +
Hippocampus* - + + +
Bulbus olfactorius* - + + +
Trachea* ++ ++ + +/-
Lunge ++ +++ - +++
Herz + ++ + ++
Aorta +++ +++ +++ ++
Magen +++ +++ +++ ++
Duodenum + +++ ++ ++
Jejunum + +++ + +
lleum + +++ ++ ++
Colon +++ +++ +++ ++
Uterus +++ +++ +++ ++
Hoden* - + +/- +/-
Nebenhoden* + ++ + +
Blase +++ +++ +++ +
L eber* - + + +
Milz* + ++ +/- ++
Bauchspeicheldriise* - ++ + ++
Niere* - + +/- +/-
Skelettmuskel* - + - +
Thrombozytenguman +++ +++ +++ -

* 2.T. nicht gezeigte Daten
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C.3. Lokalisierung von IRAG und der cGKI im Gewebe

Ein Forschungsschwerpunkt in unserem Labor ist die Untersuchung von Proteinen, welche
die zytosolische Kalziumkonzentration im glatten Muskel modulieren. Der intrazellulére
Kalziumspiegel beeinflusst u.a. die Kontraktion und Relaxation der glatten Muskelzellen
und damit den Tonus von GefélRen und gastrointestinalen Organen. Die cGKI spielt bei der
NO-induzierten Relaxation der glatten Muskulatur eine wichtige Rolle, jedoch ist nicht
bekannt, welche der cGKI-lIsoformen daran beteiligt ist. Auch IRAG moduliert die
intrazelluldre Kalziumkonzentration in COS-7 Zellen und konnte somit an der Relaxation
glatter Muskelzellen beteiligt sein. Nachdem die Westernblotanalyse von C.2 gezeigt hat,
dass IRAG und v.a. die Ib Isoform, weniger das la Enzym der cGKI stark in glatt-
muskuldren Geweben exprimiert werden, sollte diese Proteinexpression beziglich der
Lokalisierung im Gewebe genauer charakterisiert werden. Eine Fragestellung dabei war, ob
sich diese Proteine tatsachlich in der glatten Muskulatur befinden. Besonders im Fall von
IRAG kann die Lokalisierung neue Informationen hinsichtlich der Funktion in der NO-
Signaltransduktion liefern.

Die Lokalisierung von IRAG und der cGKI wurde mittels immunhistochemischer Unter-
suchungen (B.8) festgestellt. Paraffinschnitte verschiedener Organe (B.7.2) wurden
entweder mit Peroxidase- oder Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern inkubiert, und
anschlief3end durch DAB-Farbung (B.8.1) bzw. konfokale Laser-Scan Mikroskopie (B.8.2)
analysiert.

C.3.1. Lichtmikroskopische Untersuchung

Die mit spezifischen primaren Antikdrpern und dem biotinylierten POD-konjugierten
sekundaren Antikorper (F.3) inkubierten Paraffinschnitte wurden mit DAB (Diamino-
benzidin) gefarbt. Die Auswertung der geférbten Schnittpréparate erfolgte mit dem
Mikroskop Axioskop im Hellfeld bei einer 100 bis 400-fachen Vergroferung. In der
vorliegenden Arbeit wurden v.a. die Aorta, der Magen-Darm-Trakt, der Uterus, die Trachea
- also vorwiegend glattmuskulére Gewebe - sowie das Cerebellum eingehend immunhisto-
chemisch analysiert. Als Negativkontrolle wurden die Schnitte ohne priméren Antikorper
oder mit préadsorbiertem Antikorper inkubiert. cGKI”~ Gewebe wurde im Fall der cGKI
zusétzlich als Kontrolle verwendet (B.8.1), das mit allen cGKI-Antikoérpern inkubiert
wurde. Aus Platzgriinden ist aber immer nur eine Kontrolle aufgefihrt.

Aorta

Die Aorta ist eine Arterie vom elastischen Typ und besteht aus folgenden Schichten:
Intima, Media und Adventitia. Die Intima begrenzt das Gefadumen durch einschichtige
Endothelzellen. Die Adventitia, bestehend aus Bindegewebe, verbindet die Aorta mit ihrer
Umgebung. Die Media wird von einer dichten Schicht zirkuldr oder spirafdrmig
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angeordneter, glatter Muskelfasern gebildet, zwischen denen Bindegewebsfasern (elastische
Fasern und kollagene Fibrillen) liegen. Die Struktur der Aorta erscheint wellblechartig.
Durch die immunhistologische Farbung der Aorta mit spezifischen Antikérpern gegen
IRAG, cGKla, cGKIb und cGKIcommon (F.3), konnte gezeigt werden, dass diese Proteine
in den glatten Muskelzellen der Media exprimiert werden (braune Farbung). Die elastischen
Fasern erscheinen weild (Abb. C-7). Zwischen den Splicevarianten der cGKI konnte kein
grof¥er Unterschied festgestellt werden. Allerdings erschien es, rein optisch, dass die cGKIb
stérker als die la exprimiert ist. Als Kontrolle fir die Spezifitét der Antikorperfarbung in
Myozyten wurde im Fall der cGKI zusétzlich die Aorta einer cGKI™ Maus (Knock-out)
verwendet, und mit den verschiedenen cGKI-Antikorpern inkubiert. Bei IRAG wurde der
Antikorper mit Antigen praadsorbiert. Es befanden sich immer Wildtyp- und Knock-out-
Schnitte auf einem Objekttréger, damit dieselben Inkubationsbedingungen gewahrleistet
waren. Da bel allen Kontrollen keinerlel Farbung nachgewiesen werden konnte, ist aus
Platzgriinden nur eine Kontrolle einer cGKI”~ Aorta aufgefiihrt, die mit dem cGKIcommon-
Antikorper inkubiert wurde. Interessant war, dass IRAG auch in cGKI™" Aorten gefunden
wurde, allerdings reduziert (nicht gezeigt). Diese Beobachtung konnte auch im Fall der
Blase mittels Westernbl ot gemacht werden (Abb. C-3).
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Abbildung C-7: Expression von IRAG und cGKI in der Aorta. Gezeigt ist ein Querschnitt durch eine
Mausaorta. Sowohl IRAG as auch die cGKI werden in den Myozyten der Media exprimiert. Die
Paraffinschnitte waren 6 um dick und wurden mittels POD-konjugiertem sekundéren AK, dem ABC-
Vectastain Kit und DAB gefarbt (B.8.1). Vorliegende Kontrolle zeigt eine cGKI” Aorta, die mit dem
cGKIcommon-AK inkubiert wurde. OriginalvergrofRerung x400. Verwendete AK siehe F.3.
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M agen-Dar mtrakt

Der gesamte Magen-Darmkanal ist in allen Abschnitten grundsétzlich gleich gebaut. Er
wird in mehrere Schichten von auffen nach innen unterteilt (Abb. C-8). Variationen
innerhalb dieser Schichten kennzeichnen die einzelnen Darmabschnitte. Die Serosa,
Bindegewebshaut, umschliefst den Darm. Die Muscularis besteht aus BUndeln glatter
Muskulatur, die in eine Langs- und eine Ringmuskulatur unterteilt wird. Sie ist der
motorisch wirksame Teil des Darms. Es folgt die Submucosa, lockeres Bindegewebe mit
grof¥eren Blut- und Lymphgefél3en, die der Versorgung der Mucosa dient. Die Mucosa
kleidet das Darmrohr aus und besteht aus einer Epithelschicht, aus Schleimhautbinde-
gewebe, einem wichtigen Immunorgan, gefolgt von der Muscularis mucosae. Diese Schicht
ist aus einander spiralig Uberkreuzenden, die Schleimhaut umkreisenden Biindelchen glatter
Muskelzellen zusammengesetzt; sie ermdglicht die Eigenmotilitdt der Mucosa. Der
Gastrointestinaltrakt verfugt Uber ein eigenes enterisches Nervensystem (ENS), das die
elementaren motorischen und sekretorischen Funktionen steuert. Das ENS besteht aus dem
zwischen der Langs- und Ringmuskulatur liegenden Plexus myentericus, beeinflusst den
Muskeltonus und den Rhythmus der Kontraktionen (Peristaltik), und dem Plexus
submucosus, der sekretorische Funktionen steuert (Abb. C-8).
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Abbildung C-8: Wandschichten des M agen-Darmkanals in schematischer Dar stellung. Zusétzlich ist der
myenterische Plexus (MP) eines Magen-Schnittpraparates dargestellt. * Quellenverweis
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Zundchst wurden Langsschnitte vom Magen angefertigt (12 um) und wie beschrieben
immunhistologisch geférbt (Abb. C-9). Als primédre Antikorper sind der cGKIcommon,
cGKla, cGKIb und der IRAG-Antikorper verwendet worden. Deutliche Expression der
cGKI und ihrer Isoformen konnte in der Muscularis, hier sowohl in der Langs- as auch in
der Ringmuskulatur, detektiert werden. Es konnte kein Unterschied zwischen den
Isoformen hinsichtlich der Intensitét festgestellt werden. Die Farbung mit dem IRAG-
Antikorper zeigte geringere, mosaike Expression in der glatten Muskulatur, jedoch starke
Expression in einem abgegrenzten Areal, das zwischen den beiden Muskelschichten liegt.
Es handelt sich dabel um den Plexus myentericus (vgl. Abb. C-8). Die unregelméldige
Farbung der glatten Muskelzellen kann daran liegen, dass das Antigen nur teilweise
zuganglich war, da IRAG ein Membranprotein ist. Die Spezifitdt der Antikorperbindung
wurde wie bereits erwahnt kontrolliert.
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Abbildung C-9: Lokalisierung der Proteine IRAG und cGKI im Magen. Ein Langsschnitt durch den
Magen der Maus (200-fach vergrofert) zeigt deutliche Signale in der Langs- (LM) und der Ringmuskulatur
(CM), wenn mit cGKIcommon, cGKla oder cGKIb immundekoriert wurde. Im Fall der cGKIcommon ist ein
Blutgefal3 (BG) angeschnitten und geférbt. IRAG ist unregelmalig in den beiden Muskel schichten, daftr aber
stark zwischen diesen exprimiert. Es handelt sich hierbel um den Plexus myentericus (MP). Die dargestellte
Kontrolle (mit 0,2 mM Antigen préadsorbierter IRAG-AK) zeigt keinerlei Farbung.
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Anschlief3end wurden auch der Dinndarm, der sich in Duodenum, Jgunum und Ileum
unterteilt, und der Dickdarm (Colon) immunhistochemisch untersucht (Abb. C-10). Im Fall
der cGKI zeigten sich bel den verschiedenen Antikorpern leichte Unterschiede. Im
Dunndarm und im Colon konnte mit dem cGKIcommon Antikorper Expression in der
Muscularis, in der Muscularis mucosae und in der Submucosa detektiert werden. In der
Submucosa waren die Blutgeféfde sehr schon zu erkennen. In der Muscularis zeigte sich
besonders starke Farbung in der Langsmuskulatur. Dass diese Expression spezifisch war,
zeigte die Kontrolle der cGKI™ Schnitte (Abb. C-10). Die cGKla wurde in der Muscularis,
hier ebenfalls stérker in der Langsmuskelschicht, in der Muscularis mucosae und teilweise
in den Blutgefél3en der Submucosa exprimiert, jedoch insgesamt schwécher. Die cGKlb
war sehr stark in der Muscularis vertreten, besonders im Dickdarm, weniger stark im
Vergleich in der Muscularis mucosae. Blutgefél’e der Submucosa konnten seltener
angefarbt werden. Jedoch zeigte sich teilweise eine deutliche Férbung im Plexus
myentericus. Sowohl im Dunndarm as auch im Colon war mit dem cGKla und Ib
Antikorper leichte Hintergrundfarbung zu erkennen. Im Colon erschien es, als wéren die
beiden Isoenzyme in der Epithelschicht exprimiert. Durch die jeweiligen Kontrollen mit
cGKI™" Mausen konnte aber gezeigt werden, dass dies unspezifische Signale sind, da diese
auch bei den Kontrollschnitten geféarbt waren. Spezifisch war die Detektion der glatten
Muskelzellen, denn bei den cGKI™ Tieren konnte keine Expression festgestellt werden
(Abb. C-10).

IRAG wurde ebenfalls in der Muscularis des Dunndarms (hier am Beispiel des Jgjunums
gezeigt) und des Colons exprimiert. Die Expression in der glatten Muskelschicht des
Dunndarms korreliert mit dem Ergebnis der Westernblotanalyse von C.2.1 (Abb. C-5).
Zusétzlich konnte eine starke Farbung des myenterischen Plexus, v.a. im Colon, gezeigt
werden (Abb. C-10). Auch im Fall des IRAG-Antikorpers war eine unspezifische Farbung,
gezeigt durch die Kontrolle, im Epithel zu erkennen.
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Abb. C-10: Expression von IRAG und der cGKI im Darm. Querschnitte des Diinndarms (A) (Duodenum
im Fal von cGKlcommon, restliche Schnitte Jgjunum) und des Colons (B) (10 um dick, 100-fach
vergroflert). Deutliche Expression von cGKIcommon, cGKla, cGKIb und IRAG in der Muscularis (1); die
Langsmuskelschicht zeigt meist stérkere Expression. IRAG und die cGKIb sind im Colon auch im Plexus
myentericus (MP) zu finden. Zusétzlich sind v.a. bel cGKlcommon die Geféf3e der Submucosa (2) und die
Muscularis mucosae (3), die die Mucosa (4) durchzieht deutlich zu erkennen. Die Zahlen im Bild der
cGKIcommon geben die verschiedenen Schichten wieder. Im Colon lassen sich zwischen dem Schleimhaut-
bindegewebe Krypten mit grofien Becherzellen (grofdere weilRe Zellen) erkennen. 5 zeigt das Darmlumen. Die
beiden Kontrollen fir Dinndarm und Colon zeigen cGKI™ Gewebe, das mit cGKIb- (Kontrolle 1) bzw.
cGKlcommon-AK (Kontrolle 2) inkubiert wurde. Mit dem cGKIb-AK zeigt sich eindeutig die unspezifische
Férbung des Epithels bzw. Hintergrundférbung (vgl. IRAG und cGKla).
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Uterus

Der Uterus (Gebarmutter) wird wie folgt unterteilt: Endometrium (Schleimhaut), Myo-
metrium (Muskulatur) und Perimetrium (Peritoneal Uberzug). Die Uterusschleimhaut sitzt
der Muskulatur direkt auf, ist von einem einschichtigen Epithel besetzt und enthélt
schlauchartige Drisen, deren Ausbildung zyklusabhangig ist. Im Endometrium laufen
periodische Verdnderungen ab. Das Myometrium ist aus Bundeln spiralig angeordneter
glatter Muskelzellen, Bindegewebe und Blutgefalien aufgebaut. Die Muskulatur dient am
Ende einer Schwangerschaft der Austreibung.

Die immunhistologische Farbung von quergeschnittenem Uterus (10 um) zeigte mit alen 4
Antikorpern (s.0.) ein deutliches Signa im Myometrium (Abb. C-11). Hier wurden die
glatten Muskelzellen angefarbt. cGKla erscheint schwécher exprimiert as cGKlb. Im Fall
der cGKI kann man auch angeschnittene Blutgefél3e sehr schon erkennen. IRAG wurde
kaum in Gefélden, aber stark in den Myozyten der Uterusmuskulatur exprimiert. Die
spezifische Bindung des Antikdrpers wurde wie oben beschrieben Uberpriift.
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Abbildung C-11: Lokalisierung der Proteine IRAG und cGKI im Uterus. Ein Querschnitt durch den
Uterus (200-fach vergroRert) zeigt, dass cGKlcommon, cGKla, cGKlIb und IRAG im Myometrium der
Gebarmutter lokaisiert sind. Sie sind in den glatten Muskelzellen der Uterusmuskulatur exprimiert.
Zusétzlich konnte die cGKI in BlutgeféRen detektiert werden. Die Spezifitét der Antikdrperbindung konnte
durch Kontrollen dargestellt werden; vorliegende Kontrolle zeigt den GKI” Uterus, der mit cGKIb-AK
inkubiert wurde.
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Trachea

Die Trachea (Luftrohre) ist ein weitlumiges, bindegewebiges Rohr, in das hufeisenformig
gekrimmte Knorpelspangen und glatte Muskelfasern eingelagert sind. Die hyalinen
Knorpel werden dorsal von Bindegewebe und glatten Muskelziigen (Muscularis trachealis)
zu einem Ring geschlossen. Im Querschnitt kann man einen Paries membranaceus von
einem knorpeligen Anteil (mit Schleimhaut ausgekleidet) unterscheiden.

Querschnitte der Maustrachea wurden mit Antikorper der cGKlcommon, der cGKI
Isoformen und von IRAG inkubiert und anschliefiend wie beschrieben (B.8.2) gefarbt.
Dabel zeigte sich, dass IRAG, die cGKIb und cGKlcommon in der M. trachealis des Paries
membranaceus exprimiert wurden (Abb. C-12). Das Signal von cGKlcommon war am
stérksten. IRAG wurde ebenfalls in den glatten Muskelzellen detektiert, jedoch schwécher.
Die cGKla zeigte nur sehr geringe Farbung. Die Spezifitatskontrolle wurde mit cGKI™
Gewebe bzw. prdadsorbierten IRAG-Antikorper durchgefiihrt, wobei sich herausstellte,
dass das Signa im Epithe der Schlemhaut im Fall von IRAG und der cGKlb
unspezifische Hintergrundfarbung ist (nicht gezeigt).
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Abbildung C-12: Immunhistochemische Lokalisierung von IRAG und der cGKI in der Trachea. Die
Zahlen im Bild der cGKlcommon geben die Schichten der quergeschnittenen Trachea wieder. 1: M.
trachealis; 2: Schleimhaut mit Epithelschicht; 3: hyainer Knorpel; IRAG und die cGKIb werden im glatten
Muskel des Paries membranaceus (Verbindung der Knorpelspangen) exprimiert. Die Schnitte (12 pm) wurden
wie unter B.8.2 beschrieben behandelt. Kontrolle: cGKI”~ Gewebe mit cGKIcommon-AK (F.3) inkubiert;
Originalvergrofzerung x200.
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Cerebellum

Das Cerebellum (Kleinhirn) dient der Koordination und Feinabstimmung der Motorik und
der Regulation des Muskeltonus. Die graue Substanz des Cerebellums ist in die Kleinhirn-
rinde und in die paarig zentral im Marklager gelegenen Kleinhirnkerne gegliedert. Die
Kleinhirnrinde setzt sich aus der Molekular-, Purkinjezell- und der Koérnerschicht
zusammen. Der Zellkorper der Pukinjezellen ist etwa 30 um grof3, davon gehen Dendriten-
aste aus, die spalierbaumartig durch die Molekularschicht bis an die Kleinhirnoberflache
verzweigen.

Die spezifische Antikorperféarbung mit cGKIcommon, cGKla, cGKIb und IRAG zeigte
kein Signal in der Molekular- bzw. in der Kérnerschicht der Schnittpréparate (12 pum). In
der Purkinjezellschicht konnte nur mit cGKIcommon bzw. cGKla Antikorpern eine starke
Expression festgestellt werden (Abb. C-13). cGKlb und IRAG wurden nicht in Purkinje-
zellen detektiert. Dieses Resultat stimmt mit der Westernblotanalyse dieser Proteine Uberein
(C.2).
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Abbildung C-13: Expression von cGKla in Purkinjezellen des Cerebellums. Sagittalschnitte (200-fach
vergroflert) des Kleinhirns weisen starke Proteinexpression der cGKla in den Purkinjezellen auf. Die
immunhistologische Féarbung mit dem cGKIcommon-AK zeigt das gleiche Resultat. Man kann sehr schon die
Zellkorper (teilweise sind angeschnittene Zellkerne zu erkennen) und die sich verdstelnden Dendriten
erkennen. 1: Molekularschicht; 2: Purkinjezellschicht; 3: Kornerschicht. Der cGKI™~ Kontrollschnitt wurde
mit dem cGKla-AK inkubiert.

Die umfangreiche Untersuchung verschiedener glattmuskuléarer Organe und des Kleinhirns
hinsichtlich der Lokalisierung von IRAG und der cGKI bestétigten die Vermutungen, dass
IRAG im viszeralen glatten Muskel exprimiert wird. Ebenso verhdlt es sich mit der cGKI,
wobe zumindest optisch (Intensitét der Farbung) aufféllt, dass cGKlIb starker as das la
Isoenzym im glatten Muskel vorhanden ist (vergleiche Aorta, Dinndarm, Colon und
Uterus). In der Trachea zeigte die cGKla nur sehr geringe Expression in der glatten
Muskulatur. In der Harnblase wurde nur cGKlb und IRAG in den glatten Muskel zellen sehr
stark exprimiert, cGKla konnte im Gegensatz dazu nur sehr schwach gefunden werden
(nicht gezeigt). Aufféllig war auch, dass IRAG nur in der Aorta, aber nicht in kleineren
Gefélen exprimiert wurde. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass verschiedene
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Mechanismen fUr die Regulation des vaskuldaren Systems existieren. Interessanterweise
sieht es so aus, as ware IRAG zusétzlich im enterischen Nervensystem, hier im Plexus
myentericus lokalisiert. Dies ist eine neue Erkenntnis, die weitere Funktionen von IRAG im
NO/cGMP/cGKI Signaweg vermuten lasst, besonders, da auch die cGKIb in diesem
Plexus teilweise gefunden wurde. Des weiteren konnte eindeutig gezeigt werden, dass nur
die la Isoform der cGKI in den Purkinjezellen des Cerebellums exprimiert wird. Diese
Ergebnisse, die mit verschiedenen Mauspraparationen reproduzierbar waren, korrelieren
mit denen der Westernblotanalyse des vorangegangenen Kapitels.

Tabelle C-2: Zusammenfassung der IRAG und cGKI Proteinexpression in der
Immunhistochemie. Das Vorkommen von IRAG, cGKI und deren Isoformen in den
einzelnen Mausgeweben wurde durch immunhistologische Farbung qualitativ abgeschétzt.

»H++* bedeutet hohe, , ++“ mittlere, ,+“ geringeund ,,-“ keine Expression.

Gewebe IRAG CGK I common cGKlb cGKla
Kleinhirn -* +++ % +++
Trachea ++ +++ ++ +*
Aorta +++ +++ +++ ++
Magen ++ +++ +++ +++
Dinndarm ++ +++ +++ ++
Colon ++ +++ +++ ++
Uterus +++ +++ +++ ++
Blase* +++ +++ +++ +

* nicht gezeigte Daten

Ergebnisse
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C.3.2. Konfokale Laser-Scan Mikroskopie

In einigen Geweben wurde mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern IRAG und die cGKI
immunhistologisch gefarbt und mit dem konfokalen Laser-Scan Mikroskop (B.8.2)
detektiert. Diese Methode hat den Vorteil, dass man Strukturen genauer erkennen kann, da
man eine hthere Auflésung erzielen und Teilbereiche herausvergrof3ern (zoomen) kann. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Aorta und der Dickdarm mit dem IRAG bzw. dem
cGKIlcommon Antikorper untersucht.

In der Aorta sollte nochmals Gberprift werden, ob IRAG mit der cGKI co-lokalisiert ist.
Dafur wurden Paraffinschnitte der Mausaorta (6 pm), die mit spezifischen Antikorpern
gegen IRAG bzw. cGKIlcommon und mit einem Cy3-gekoppelten sekundéren Antikorper
(F.3) immundekoriert wurden, mit dem Lasermikroskop bei einer 630-fachen Vergrofderung
untersucht (Abb. C-14). Das Ergebnis zeigte eindeutige Fluoreszenzsignale der Myozyten
in der Media sowohl fur IRAG as auch fur die cGKI. Auch bei unterschiedlichen
Zoomfaktoren konnte kein Unterschied in der Lokalisierung festgestellt werden. Die
Spezifitét der Antikorperbindung wurde entweder durch Inkubation ohne priméren
Antikorper, mit Prémmunserum bzw. Kaninchen 1gG oder préadsorbiertem Antikoérper
kontrolliert.

eGKI, ,, .-Cv3 cGKI,,,..,-DL

II"'\:-' e
L
)

|-..__1||||

&

Aorta

kontrolle

IRAG-Cy3 IRAG-DL

Abbildung C-14: Lokalisierung von IRAG und cGKI in der Aorta. Die Lokalisierung wurde mittels
konfokaler Laser-Scan Mikroskopie anhand IRAG- bzw. cGKlcommon- und Cy3-markierter Schnitte
nachgewiesen. Expression der beiden Proteine konnte in den glatten Muskelzellen der Media detektiert
werden. Die Kontrolle (hier: ohne priméren AK) zeigte keinerlei Signal in den Myozyten. Das jeweilige
Durchlichtbild (DL) ist aufgefiihrt. OriginalvergroRerung x630 (Olimmersion)
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Im Colon war es notwendig, die Expression von IRAG genauer, besonders bezliglich des
Plexus myentericus zu analysieren. Dabei stellte sich heraus, dass IRAG tatséchlich in den
Neuronen dieses Plexus und somit im enterischen Nervensystem exprimiert wird (Abb. C-
15). Die IRAG-Signale in der Muscularis waren schwéacher als die der cGKI. Die cGKI
zeigte starke Signale in der Langsmuskulatur, schwéchere in der Ringmuskulatur der
Muscularis. Ebenfalls positiv war die Muscularis mucosae und die Blutgeféle der
Submucosa mit dem cGKlcommon Antikorper. Jedoch konnte kaum cGKI-Expression in
den Neuronen des Plexus myentericus gefunden werden. Zusétzlich wurde die Muscularis
mucosae des Duodenums hinsichtlich der cGKI untersucht (Abb. C-15). Die Zotten waren
mit glatten Muskelzellen der Muscularis mucosae, in denen cGKI exprimiert wird,
durchsetzt. Die cGKI ist also auch an der Eigenmotilitdt der Mucosa im Dunndarm
beteiligt. Die Kontrollen wurden wie beschrieben durchgefihrt, wobel kein Signal in
Myozyten oder Neuronen gefunden wurde.

Colon Diinndarm
cGKL. DL cGKI___-FITC cGKI
IRAG-Cv3 cGKI,

.

Abbildung C-15: Immunhistochemische Lokalisierung von IRAG und cGK1 im Darm. Gezeigt ist das
Durchlichtbild und die immunhistologische Farbung mit dem cGKlcommon und FITC-gekoppelten AK eines
Colon-Querschnittes (10 pum) mit 630-facher Vergroferung und Zoomfaktor 4. Sehr schén sind hier die
einzelnen angeschnittenen Myozyten der Muscularis zu erkennen. Die Expression von cGKI ist in der
Langsmuskelschicht (LM) stérker as in der Ringmuskelschicht (CM). Darunter ist ebenfalls ein Querschnitt
des Colons mit 630-facher Vergroferung gezeigt, links ohne Zoom, rechts Zoomfaktor 4. Hier wurde mit
IRAG- und Cy3-AK immundetektiert. IRAG wird mosaik in der Muscularis exprimiert, stark in den
Neuronen des myenterischen Plexus (MP), die durch das Zoomen gut zu erkennen sind. Zusétzlich sind
Zotten des Dinndarms (Duodenum) abgebildet, die mit cGKIcommon- und Cy3-AK inkubiert wurden.
Deutlich sind die glatten Muskelzellen der Muscularis mucosae zu sehen, die die Zotten durchziehen.
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Die mittels konfokaler Laser-Scan Mikroskopie dargestellte Lokalisierung von IRAG und
der cGKI entspricht der durch Lichtmikroskopie beschriebenen Verteilung der Proteine. Es
konnte gezeigt werden, dass IRAG und die cGKI in der Aorta in den Myozyten der Media
lokalisiert sind. Im Colon wird IRAG in der Muscularis und in Neuronen des Plexus
myentericus exprimiert. Die cGKI wird im Darm in der longitudinalen und zirkuldren
Muskulatur, in der Muscularis mucosae in glatten Muskelzellen der Zottenpumpe und in
Blutgefélen der Submucosa gefunden. Expression im Plexus myentericus konnte nur
tellweise beobachtet werden. Die Strukturen der verschiedenen Schichten des Darms (v.a
der myenterische Plexus) waren mittels Laser-Scan Mikroskopie deutlicher zu sehen als mit
der Lichtmikroskopie.

C.4. Interaktion von IRAG mit der cGMP-Kinase

IRAG moduliert in Assoziation mit der cGKIb und dem IPs;RI die IPs-induzierte
Kalziumfreisetzung. Die Phosphorylierung von IRAG durch die cGKIb bewirkt eine
Hemmung des Kalziumausstroms aus dem endoplasmatischen Retikulum. IRAG, cGKlb
und der PRI, der ebenfalls durch die cGKIb phosphoryliert wird, bilden einen multimeren
Komplex (Schlossmann et al., 2000), dessen molekularen Mechanismen noch ungeklért
sind. In den bisherigen Ergebnissen wurde sowohl die Verteilung as auch die
Lokaliserung von IRAG und der cGKI in Geweben dargestellt, wobel festgestellt wurde,
dass die Expression von IRAG &hnlich der von cGKlb ist. Im nun folgenden Abschnitt
wurde der Frage nachgegangen, wie und welche der einzelnen Komponenten miteinander
agieren. Diese Problematik wurde mit Hilfe des Zwei-Hybrid Systems in Hefen und durch
in vivo Expression der verschiedenen Proteine in COS-Zellen bearbeitet.

C.4.1. Spezifische Interaktion von IRAG mit cGKlb im Zwei-Hybrid
System

Um die Interaktion von IRAG mit der cGK zu untersuchen und deren Interaktionsstellen zu
identifizieren, wurde das Zwei-Hybrid System in Hefen verwendet. Mit diesem System ist
es mdoglich, durch Aktivierung von Reportergenen die Interaktion zweier Proteine
aufzukldren (B.6). Die eingesetzten Reportersysteme stehen unter der Kontrolle von
mehreren LexA-Operatoren. Das Koderprotein (Bait) wird als Fusionsprotein mit LexA
exprimiert, was eine Bindung an die LexA-Operatoren der Reportergene ermdglicht, aber
noch nicht zu deren Aktivierung fihrt. Das , Fischprotein® (Prey) wird als Fusionsprotein
mit einer transkriptionsaktivierenden Domane exprimiert, alerdings nur, wenn Galaktose
im Medium vorhanden ist, da es unter der Kontrolle eines GAL1-Promotors steht. Falls es
zu einer Interaktion des Koderproteins mit dem , Fischprotein® kommt, befindet sich die
transkriptionsaktivierende Doméne in unmittelbarer Nahe der Reportergene, so dass die
Transkription aktiviert wird. Um die Aktivitdt der Reportergene zu analysieren, werden drei
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verschiedene Plasmide in Hefezellen transformiert (B.6.). In vorliegender Arbeit waren die
K 6derproteine verschiedene IRAG-K onstrukte, die Preys verschiedene cGK-Varianten.

C.4.1.1. Konstruktion und Basischarakterisierung der Kéderproteine

Der erste Schritt des Zwei-Hybrid Systems (B.6.) bestand in der Konstruktion des
Fusionsproteins aus dem Koderprotein (IRAG) und dem LexA-Protein. Die fur die
verschiedenen IRAG-Konstrukte (Abb. C-16) kodierende cDNS wurde mittels PCR
amplifiziert (B.3.7), EcoRI/BamHI geschnitten und gerichtet an die LexA-Sequenz des
EcoRI/BamHI-gedffneten Expressionsplasmids pEG202 kloniert (B.3.4) (Primer s. Anhang
F.1). Nach Transformation in E. coli (B.3.9.1) wurde das jeweilige Plasmid vermehrt und
isoliert (B.3.1). Zur Kontrolle der korrekten Sequenz und des richtigen Leserahmens wurde
das jeweilige Insert, der Ubergang in die LexA-Sequenz und der 3-Ubergang in den
PEG202 Vektor sequenziert (B. 3.8; F.1).
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Abbildung C-16: IRAG-Konstrukte, die als Koder in der Zwei-Hybrid Analyse verwendet wurden. Die
obere Zeichnung illustriert die schematische Struktur von IRAG; TM putative Transmembrandoméanen.
Zusdtzlich ist die selektive Interaktion von den verschiedenen IRAG-Fragmenten mit der cGKlb durch
Leucin-Auxotrophie (Leu) oder b-Galaktosidase-Bildung (b-Gal) gezeigt. Die Zahlen vor und hinter jeder
Linie geben die Position der AS von jedem Klon an. Blaue Linie und + bedeutet Interaktion; weif3e Linie und
— heifdt keine Interaktion der jeweiligen IRAG-Konstrukte mit der cGKIb (siehe C.4.1.2).

Anschliel?end wurde in Vorversuchen das Verhalten der jewelligen LexA-IRAG
Fusionsproteine in EGY48-Hefezellen durch eine Serie von Kontrollexperimenten
charakterisiert. Es musste gezeigt werden, dass die Fusionsproteine stabil exprimiert

werden, dass sie fahig sind, in den Kern einzudringen, und dass sie an den LexA-Operator
binden konnen. Es durfte des weiteren keine unspezifische oder vorzeitige Transkriptions-
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aktivierung der Reporterplasmide erfolgen (Ausubel et al., 1995). Die stabile Expression
des jewelligen Fusionsproteins in Hefezellen wurde mittels Westernblot (B.4.6.3)
Uberpruft. Hierzu wurde das Plasmid pEG202/IRAG in EGY 48 transformiert (B.4.9.2).
Eine 5 ml Kultur wurde bis zu einer ODgy von 0.8 inkubiert, abzentrifugiert, mit 2x
Laemmlipuffer (B.4.6.1) lysiert und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Expression des
Fusionsproteins LexA-IRAG steht unter der Kontrolle des ADH-(Alkohol-Dehydrogenase)
Promotors, so dass keine weitere Aktivierung der Expression nétig war. Die Westernbl ot-
anayse der exprimierten Proteine erfolgte entweder mit dem spezifischen IRAG-
Antikorper oder mit einem polyklonalen LexA-Antikorper (F.3). Das Molekulargewicht
des jeweiligen Fusionsproteins LexA-IRAG errechnet sich aus der Grole des IRAG-
Konstrukts (5-120 kDa) und aus der Grofde des LexA-Proteins (25 kDa). Alle IRAG-
Konstrukte wurden in Hefen exprimiert und konnten bel dem fir sie errechneten
Molekulargewicht detektiert werden (nicht gezeigt). Anschlief3end wurde eine Reihe von
Transformationen in EGY48 (B.3.9.2) mit verschiedenen Plasmidkombinationen (Tabelle
C-3) durchgefiihrt, die Hefen auf den entsprechenden Selektivplatten (B.2.1) ausgestrichen

und analysiert.

Tabelle C-3: Basischarakterisierung der Koder proteine.

Transfor mation Plasmide Selektivplatten Ergebnis I nter pretation
I pEG202/IRAG  Glu-His-Ura/ weiRe Kolonien keine Aktivierung
pSH18-34 Filterassay mit X-Gal deslacZ Gens
I pSH17-4 Glu-His-Urd/ blaue Kolonien Aktivierung des
pSH18-34 Filterassay mit X-Gal Positivkontrolle lacZ Gens
" pRFHM1 Glu-His-Urd/ weiRe Kolonien keine Aktivierung
pSH18-34 Filterassay mit X-Gal Negativkontrolle deslacZ Gens
W pEG202/IRAG  Gal/Raf-His-Ura Wachstum keine Aktivierung
pSH18-34 des Leu2 Gens, die
Vv pEG202/IRAG  Gal/Raf-His-Ura-Leu  kein Wachstum Hefen bendtigen
pSH18-34 Leucinim Medium
Vi pEG202/IRAG  Ga/Raf-His-Urd/ weiRe Kolonien Hemmung des
pJK101 Filterassay mit X-Gal konstitutiven lacZ
Vil pRFHM1 Gal/Raf-His-Ura/ Positivkontrolle Reportergens durch
pJK101 Filterassay mit X-Gal weilie Kolonien LexA-Bindung
Gal/Raf-Ural blaue Kolonien lacZ Reportergen
VI pJK101 . . . _ .
Filterassay mit X-Gal Negativkontrolle konstitutiv aktiv

Eigenschaften der Plasmide siehe Tabelle B-2.
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Bel den Transformationen I-11l handelt es sich um den Aktivierungs-Assay, der zeigen
sollte, dass das jeweilige LexA-IRAG Fusionsprotein durch die Bindung an den LexA-
Operator des lacZ Reportergens dessen Aktivierung nicht unspezifisch ausloste, d.h., dass
die Hefezellen weil’ blieben (I). Die Transformationen |1 und 11l dienten dabei als Positv-
(Aktivierung des lacZ Gens, blaue Kolonien) bzw. als Negativkontrolle (keine Aktivierung
des Reportergens, weif3e Kolonien). Bei den Transformationen IV und V (,Leucin-
Requirement*) wurde deutlich, dass die Hefen auf den Zusatz von Leucin im Medium
angewiesen waren, da es nicht, wie im Fall einer Interaktion, zu einer Aktivierung des Leu2
Gens kam. Im Repressions-Assay (VI-VIII) wurde gezeigt, dass das konstitutiv aktive lacZ
Gen durch Bindung der jeweiligen LexA-IRAG Fusionsproteine an den LexA-Operator
gehemmt wurde (VI; weil3e Kolonien). Dies verdeutlichte, dass die LexA-IRAG
Fusionsproteine an den LexA-Operator gebunden haben und im Kern lokalisiert waren. Die
Transformationen VIl und VIII wurden als Positiv- (keine Aktivierung des Reportergens,
weile Kolonien) bzw. Negativkontrolle (konstitutiv aktives lacZ, blaue Hefezellen)
verwendet.

C.4.1.2. Analyse der Interaktion von IRAG mit der cGK

Nachdem alle Vorbedingungen der K6derproteine erfillt waren, wurden die cGK-Varianten
auf Interaktionen mit IRAG untersucht. Die cGK-Konstrukte (Abb. C-17) wurden mittels
PCR (B.3.7) amplifiziert (Primer s. F.1), mit EcoRI/Xhol bzw. im Fall der cGKII nur mit
EcoRI geschnitten und in den pJG4-5 Vektor an die transkriptionsaktivierende Doméne
kloniert (B.3.4). Nach Transformation in E. coli (B.3.9.1) wurde das jeweilige Plasmid
vermehrt und isoliert (B.3.1). Zur Kontrolle der korrekten Sequenz, der richtigen
Orientierung (cGKIl) und des richtigen Leserahmens wurde das jeweilige Insert, der
Ubergang in die DNS-aktivierende Doméne und der 3'-Ubergang in den pJG4-5 Vektor
sequenziert (B.3.8; F.1). Anschliel?end wurde je ein pEG202/IRAG, ein pJG4-5/cGK
Plasmid und das Reporterplasmid pSH18-34 in EGY 48 transformiert (B3.9.2). Als erstes
sollte aufgeklart werden, welche cGK mit IRAG interagiert. Dafir wurden Hefen, die
IRAGs3g45 (in Konstrukt ohne putative Transmembrandomanen) und die cGKla, cGKlb
oder cGKII enthielten, auf den entprechenden Selektivmedien analysiert (Abb. C-18). Es
stellte sich heraus, dass IRAG stark mit der cGKlb, nicht aber mit der cGKla oder der
cGKII interagiert. Eine detailliertere Anayse zeigte, dass die Interaktion von IRAG mit
dem N-Terminus der cGKIb zustande kam. Dies ist bemerkenswert, da sich die Isoformen
la und Ib der cGKI nur in ihren ersten 100 Aminosauren unterscheiden (Wernet et a.,
1989). Nur die Leucinzipper-Region (cGKlbs.s3), jedoch nicht die Linker-Region (cGKIbss-
104) des b N-Terminus, assoziierte mit IRAG (Abb. C-17 und 18).
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Abbildung C-17: cGK-Konstrukte und deren Interaktion mit IRAG in Hefezellen. Das obere Bild
illustriert die schematische Struktur der cGK. Des weiteren sind die verschiedenen cGK-Konstrukte gezeigt,
die beziglich der Interaktion mit IRAG untersucht wurden. Transformanten, in denen eine Interaktion
stattgefunden hat zeigten Blauférbung durch b-Galaktosidase-Bildung (b-Gal) bzw. Wachstum auf Leucin-
defizienten Medien (Leu). Lediglich mit der cGKlb, genauer noch mit dem Leucinzipper des Ib N-Terminus
interagierte IRAG. Keinerlel Assoziation zwischen IRAG und der cGKla oder der cGKII konnte detektiert
werden. Die Zahlen vor und hinter jeder Linie geben die Position der AS von jedem Klon an. Blaue Linie und
+ bedeutet Interaktion; weif3e Linie und — heif}t keine Interaktion des jeweiligen cGK-Konstruktes mit IRAG.
Bei der cGKI handelt es sich um bovine Enzyme, die cGKIl wurde aus der Maus kloniert. NT bedeutet
Aminoterminus.

Anschlief3end sollte aufgeklart werden, welcher Teil von IRAG mit der cGKlb interagiert.
Dafir wurden verschiedene IRAG-Fragmente (Abb. C-16) as Koder und die gesamte
cGKIlb bzw. cGK-Varianten als,Fisch* in EGY 48 untersucht (Abb. C-18).

Eine Zusammenfassung der Zwei-Hybrid Analyse beziiglich der Interaktion zwischen
IRAG und der cGKsist in Abbildung C-18 zu finden.
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Abbildung C-18: Interaktion von IRAG mit der cGKlb, cGKla und der cGKIl im Zwei-Hybrid
System. Der EGY 48 Hefestamm wurde mit Fusionsplasmiden, in denen verschiedene IRAG Konstrukte als
Koder mit LexA fusioniert waren, in Kombination mit dem Reporterplasmid und dem Expressionsplasmid des
jeweiligen ,Fischproteins® co-transformiert. Nach Induktion der Expression der Preys durch Zugabe von
Galaktose ins Medium (GAL1-Promotor) kommt es bei einer Interaktion mit IRAG zur Blauférbung der
Hefen auf X-Gal-Platten (b-Galaktosidase-Bildung) und zum Wachstum der Hefen auf Leucin-defizienten
Platten (Leucinsynthese). Nur wenn beide Kriterien zutrafen, wurde dies als positiv gewertet. Zu einer
Blaufarbung der Hefen bzw. Wachstum ohne Leucin kam es nur bei der Kombination IRAG/cGK b, nicht mit
cGKla oder cGKII. Weitere Untersuchungen konnten die Interaktionsstelle von IRAG auf 33 AS (IRAGs,.
184) €iNgrenzen und zeigen, dass diese mit dem Leucinzipper der cGKIb interagiert.

Die Interaktionsstelle von IRAG konnte dadurch auf 33 Aminosduren eingegrenzt werden.
Diese Peptidsequenz zwischen AS 152 und AS 184 interagierte spezifisch mit dem
Leucinzipper der cGKIb. Es fiel sofort auf, dass diese Sequenz 16 geladene Aminosauren
(D, E, K, R) enthdlt. Das korrespondierende Peptid der cGKlb weist 22 geladene
Aminosauren zwischen den Leucin/lsoleucin-Resten der cGKlb Leucinzipper-Region auf
(Ammendola et a., 2001) (Abb. C-19). Das konnte bedeuten, dass die Interaktion dieser
beiden Proteine Uber elektrostatische Wechselwirkungen vermittelt wird. Interessanterweise
war die coiled-coil Doméne im IRAG Protein nicht an der Assoziation zwischen IRAG und
cGKlb beteiligt. Diese Doméane konnte fur weitere Interaktionen mit anderen Proteinen
eine Rolle spielen, z.B. mit dem IPsRI.
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Abbildung C-19: Position und Aminosiuresequenzen der Interaktionsstellen von IRAG und cGKlb.
Die geladenen AS sind ,fett”, die Leucine und Isoleucine der cGKIb Leucinzipper-Region (AS 1-53) sind
unterstrichen und kursiv dargestellt.

Das gleiche Ergebnis, dass IRAG nur mit der cGKIb interagiert, konnte auch gezeigt
werden, wenn IRAG als Prey und die cGKla, cGKlb bzw. cGKIl as Koderproteine in
Hefen agierten (ohne Abbildung). Dazu wurde IRAG aus dem Plasmid pEG202
herausgeschnitten und in pJG4-5 ligiert. Umgekehrt wurden die gesamten cGKs aus den
pJG4-5 Plasmiden in pEG202 umgesetzt. Anschlief3end wurde eine Zwei-Hybrid Analyse
(mit Basischarakterisierung) wie geschildert durchgefiihrt. Abschlief?end wurde noch en
Test beziiglich der Spezifitét der Preys durchgefiihrt. Daflr wurde das jeweilige pJG4-
5/cGK Plasmid mit dem Reporterplasmid pSH18-34 und pRFHM-1 in EGY48 trans-
formiert und auf Selektivmedien analysiert. Es konnte keine Blauférbung auf X-Gal-Platten
und auch kein Wachstum auf Leucin-Mangelmedien detektiert werden. Das heil¥, dass die
cGKIlb spezifisch mit IRAG interagiert. Des weiteren konnte ausgeschlossen werden, dass
das LexA-Protein aleine eine Interaktion mit cGKIb eingeht und somit die Reportergene
unspezifisch aktiviert.

Nachdem nun davon ausgegangen werden konnte, dal3 es sich in den Hefezellen um eine
spezifische Interaktion zwischen IRAG und der cGKIb handelt, wurde im folgenden
Abschnitt versucht, die Interaktion der beiden Proteine in Saugetierzellen (COS-7 Zellen)
Zu bestétigen und ndher zu charakterisieren.

C.4.2. Charakterisierung der Interaktion zwischen IRAG und cGKlb

Die Charakterisierung der Interaktion zwischen IRAG und der cGKIb erfolgte nach in vivo
Expression verschiedener Proteine in COS-7 Zellen. IRAG wurde dafir mit der cGKla
oder der cGKlb co-transfiziert (B.5.3). Die Expression der Proteine wurde danach mittels
Westernblot (B.4.6.3) Uberprift, wobeli gezeigt werden konnte, dass diese in anndhernd
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gleichen Mengen exprimiert wurden (Abb. C-20). Durch eine Co-lmmunprézipitation
(B.4.7.2) mit spezifischen Antikorpern gegen cGKlcommon oder IRAG (F.3) wurden
IRAG und die cGKI von anderen zelluléren Proteinen aus COS-Zellysaten abgetrennt und
anschlief3end phosphoryliert (B.4.7.3), d.h. mit dem cGMP-Anaogon 8-pCPT-cGMP und
mit g*?P-ATP inkubiert. Dabei stellte sich heraus, dass IRAG nur in Gegenwart der cGK b
stark phosphoryliert wurde. Mit der cGKla konnte keine bzw. nur eine sehr schwache
Phosphorylierung beobachtet werden. AulRerdem wurde mit cGMP-Agarose IRAG nur in
Kombination mit der cGKIb, nicht mit der cGKla gefallt (Abb. C-20) (Ammendola et al.,
2001). Umgekehrt wurde nur die cGKlb, nicht aber die cGKla mit dem IRAG-Antikorper
prazipiert (nicht gezeigt). Das heild, dass IRAG nur mit dem Ib Isoenzym der cGKI
interagiert. Daraus kann man auch schlief3en, dass die Assoziation von IRAG mit dem
Aminoterminus der cGKlb, der den Leucinzipper enthdt, fur die Phosphorylierung von
IRAG notwendig ist. Dies bestétigt auch die Ergebnisse der Zwei-Hybrid Analyse.

Durch die wechselsaitige Co-lmmunpréazipitation wurde noch einmal die Spezifitédt des
IRAG Antikorpers nachgewiesen, da nur die cGKlb préazipitiert wurde. Unter Verwendung
des Prammunserums (desselben Kaninchens) konnte keine spezifische Fallung beobachtet
werden.
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Abbildung C-20: Phosphorylierung und Co-Prézipitation von IRAG durch cGKIb. Das Autoradio-
gramm (linkes Bild) zeigt, dass IRAG nur von der cGKlb, und nicht von der cGKla phosphoryliert wird. Die
durch cGKlcommon-AK co-immunprézipitierten Proteine wurden in Anwesenheit von 8-pCPT-cGMP
phosphoryliert. Das mittler Bild zeigt den Westernblot der co-exprimierten Proteine. Rechtsist die Affinitéts-
reinigung von IRAG durch die cGKIb mittels cGMP-Agarose dargestellt; kein IRAG-Signal konnte mit der
cGKla detektiert werden. Die Immundetektion erfolgte mit dem cGKlcommon bzw. dem IRAG-AK und
einem AP-gekoppelten sekundédren AK (F.3). Die jeweilige IRAG/cGKI-Kombination ist angegeben.

Die spezifische in vivo Interaktion zwischen IRAG und der cGKlb, wie sie mit dem Zwei-
Hybrid System gezeigt wurde, konnte also mittels in vitro Phosphorylierung und Co-
Prézipitation bestétigt werden.
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Da der IP3RI, die dritte Komponente des cGKIb/IRAG-Makrokomplexes, ebenfalls durch
die cGKI phosphoryliert wird (Komalavilas & Lincoln, 1996; Haug et a., 1999), wurde
zusétzlich die Assoziation von cGKIb mit dem IPsRI untersucht. Dafur wurden COS-7
Zellen mit dem IPsRI und der cGKIb bzw. mit dem IPsRI, der cGKIb und IRAG co-
transfiziert (B.5.3). Die jeweilige Proteinexpression wurde durch Immunaoblotanalyse mit
Antikorpern gegen cGKI, IRAG und IPsRI (F.3) kontrolliert. AnschliefRend wurden die
Zellen solubilisiert, mit cGMP-Agarose inkubiert (B.4.7) und die Prazipitation mittels
Westernblot (B.4.6.3) analysiert. Dabel stellte sich heraus, dass der IPsRI mit der cGKlIb
nicht gefalt wurde (Abb. C-21). Dieses Resultat stimmte mit einer Zwei-Hybrid Analyse
Uberein, wobei die cGKIb als Koder und verschiedene IPsRI-Fragmente als ,Preys’
eingesetzt wurden, da auch hier keine Interaktion gefunden wurde (nicht gezeigt). Dies
konnte darauf hinweisen, dass die cGKlb und der IPsRI nicht stabil miteinander
assoziieren. Im Gegensatz dazu konnten ale drel Proteine, wie im Fall der mikrosomalen
Membranen der Rindertrachea, affinitatschromatografisch gereinigt werden, wenn IRAG
zusammen mit der cGKIb und dem IPsRI co-exprimiert wurde (Abb. C-21) (Ammendola et
al., 2001). Dieses Ergebnis war unabhangig davon, ob die neuronale oder periphere 1P3RI-
Isoform exprimiert war (B.1).
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Abbildung C-21: Assoziation der cGKIb mit dem IPsRI. Gezeigt sind Westernblots der co-exprimierten
Proteine und der cGMP-Agarose-Affinitdtschromatographie. Der 1P;RI wird nur in Anwesenheit von IRAG
und der cGKlb co-prézipitiert. Er wird nicht durch die cGKlb aleine geféllt (rechtes Bild). Die
Immundetektion erfolgte mit dem IRAG-, cGKIcommon- bzw. dem IP;RI-AK und einem AP-gekoppelten
sekundéren AK (F.3).

Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob IRAG an der Assemblierung des trimeren
Komplexes beteiligt sein konnte. Weitere Experimente werden notwendig sein, um die
Rolle des IPsRI innerhalb des Komplexes zu verstehen.
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D. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals systematisch die Proteinexpression von IRAG,
ein vor kurzem identifiziertes Substratprotein der cGKI, und den Splicevarianten la und Ib
der cGKI in verschiedenen peripheren und glattmuskuléren Mausgeweben analysiert. Die
cGKI ist ubiquitar verteilt, IRAG wird hingegen hauptsachlich in glattmuskuléren Organen
stark exprimiert, weshalb die Lokaliserung in diesen Geweben immunhistochemisch
eingehend untersucht wurde. Zusétzlich sind die molekularen Mechanismen in dem
trimeren Komplex IRAG-cGKI-IPsRI untersucht worden, wobei die Interaktion von IRAG
mit der cGKlb mittels des Zwei-Hybrid Systems aufgeklért wurde. Diese Interaktion
konnte durch welitere proteinbi ochemische Untersuchungen bestétigt werden.

D.1. Physiologische Bedeutung der Lokalisierung von IRAG
und der cGKI im Gewebe

Die cGK reguliert eine Vielzahl physiologischer Mechanismen, die u.a. an der Relaxation
der glatten Muskulatur, der Hemmung der Thrombozytenaggregation, der intestinalen
Chlorid/Wasser-Sekretion und an der Entwicklung der synaptischen Plastizitét beteiligt
sind (Ubersicht: Pfeifer et al., 1999; Hofmann et al., 2000). Die Deletion der Gene der
cGKI und der cGKII zeigte, dass diese Funktionen von unterschiedlichen cGK Enzymen
reguliert werden (Pfeifer et a., 1996 und 1998). Durch Phosphorylierung von Substrat-
proteinen greift die cGK in diese Mechanismen ein. Bisher wurden nur wenige Substrate
identifiziert, die von der cGKI oder cGKII phosphoryliert werden. Dazu gehéren die cGMP
hydrolysierende Phosphodiesterase 5 (Wyatt et a., 1998; Rybakin et a., 2002), die a-
Untereinheit des BKc;-Kanals (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999; Swayze et al., 2001),
CRP2 (Huber et al., 2000), Telokin (Mac Donald et al., 2000), VASP (Buitt et al., 1994),
CFTR (Pfeifer et a., 1996; Vaandrager et al., 1998), das cerebellare G-Substrat (Endo et
al., 1999; Hall et al., 1999), Phospholipase Cbs (Xia et al., 2001) und IRAG (Schlossmann
et a., 2000). Zusétzlich sind Proteine wie die Myosin-bindende Untereinheit (MBS) der
Phosphatase | (Nakamura et al., 1999; Surks et al., 1999) und RhoA (Sauzeau et al., 2000)
maogliche Substrate der cGKI, die an der Regulation des glatten Muskels tiber den Kalzium-
unabhangigen Mechanismus beteiligt sind.

Die cGKI wird, wie in dieser Arbeit anhand von Westernblotanalysen gezeigt werden
konnte, ubiquitdr in peripheren und glattmuskuldaren Geweben und teillweise im Gehirn
exprimiert. Diese Tatsache spricht dafir, dass die cGKI in der NO-Signaltransduktion eine
wichtige Rolle einnimmt. Die cGKI ist u.a. an der Regulation des glatten Muskels und an
der Hemmung der Thrombozytenaggregation beteiligt (Saushier et al., 2000; Massberg et
a., 1999); wie diese Mechanismen im Detail ablaufen, ist unbekannt. Es gibt zwel
Isoformen der cGKI, la und Ib, deren biologische Rolle weitgehend unerforscht ist. In der
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vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster der cGKla und Ib in Mausgeweben
untersucht. Die cGKla wurde stark in Herz, Lunge und Kleinhirn exprimiert, die cGKlb
war die dominierende Isoform in glattmuskuléaren Geweben (Aorta, Uterus, Magen-
Darmtrakt) und wurde zusétzlich in Thrombozyten gefunden. Diese Ergebnisse stimmen
mit friheren Untersuchungen an bovinen Geweben tberein (Keilbach et al., 1992b). Das
Vorkommen des Substratproteins IRAG wurde ebenfals untersucht. IRAG war stark in
glattmuskul&ren Organen und in Thrombozyten exprimiert, ahnlich der cGKIb.

Die Lokalisierung von IRAG und der beiden cGKI-Isoenzyme, deren Expression sich
teilweise Uberschneidet, wurde mittels immunhistologischer Farbungen von Aorta, Magen,
Dunndarm, Colon, Uterus, Trachea und Cerebellum analysiert. Sowohl IRAG als auch die
cGKla und cGKlb konnten in vaskuldren und viszeralen glatten Muskelzellen detektiert
werden; cGKla wurde zusétzlich in den Purkinjezellen des Kleinhirns exprimiert.

In der Aorta waren IRAG, cGKla und cGKIb in den glatten Muskelzellen der Media
lokalisiert. cGKla und cGKlb konnten zusétzlich in kleinen Gefalen, z.B. im Darm oder
Uterus, gefunden werden. Der Blutdruck wird Uber den Geféwiderstand kleiner Arterien
und Arteriolen reguliert und nicht von der Aorta. Die physiologische Relevanz der cGKI
hinsichtlich der NO/cGMP-induzierten Vasorelaxation der Widerstandsgefal3e wurde
bereits anhand von cGKI”~ Mé&usen demonstriert, da diese Mause einen erhdhten Blutdruck
haben (Pfeifer et a., 1998; Sausbier et al., 2000). Die cGKI-Isoform, die dafr
verantwortlich ist, ist nicht bekannt. In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass
beide Splicevarianten in der Aorta exprimiert werden, wenn auch die cGKla vermindert im
Vergleich zur cGKlb. Dies kdnnte bedeuten, dass die Vasorelaxation von unterschiedlichen
M echanismen Substrat-abhéngig koordiniert wird.

Die Analyse der Lokalisierung von cGKla und cGKIb im Magen-Darmtrakt zeigte eine
ubiquitére Expression dieser Proteine in kontraktilen Zellen. Allerdings scheint die cGKlb
die dominierende Isoform im Gastrointestinaltrakt zu sein, da diese starker exprimiert
wurde, was durch Westernblot und Immunhistochemie gezeigt werden konnte. Dieses
Resultat ist Ubereinstimmend mit vorangegangenen Studien, die Untersuchungen am
Ratten-Dinndarm zeigen (Huber et al., 1998). Die cGKla und cGKlb wurde in der
zirkuldren und der longitudinalen Muskelschicht der Muscularis und in der Mucosa
(Schleimhaut), hier in der Muscularis mucosae und in Blutgefdien der Submucosa,
nachgewiesen. Die Muscularis ist der motorisch wirksame Teil des Magen-Darmkanals,
und die Submucosa ist die Versorgungseinrichtung der Mucosa, die wiederum den
chemisch aktiven Teil darstellt. Die glatten Muskelzellen der Muscularis mucosae sind an
der Eigenmotilitdt der Schleimhaut, genauer an der Bewegung der Zotten (, Zottenpumpe"),
beteiligt. Das heil¥, diese Zellen sind fur die Durchmischung des Chymus und fir den
optimalen Kontakt des Chymus mit der Mucosa wichtig.
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Vor kurzem konnte CRP2 (Cystein-rich protein 2) als Substrat der cGKIb in den Myozyten
des Ratten-Intestinums identifiziert werden (Huber et al., 2000), seine genaue Funktion ist
noch unbekannt. Jedoch konnte Huber et a. zeigen, dass CRP2 mit der cGKI nicht nur in
glatten Muskelzellen der zirkul&ren Muskelschicht und in der Muscularis mucosae, sondern
auch in Neuronen des myenterischen und des submukdsen Plexus co-lokalisiert ist (Huber
et a., 2000). Ein weiteres Substrat der cGKIb im Gastrointestinaltrakt ist IRAG, das, wiein
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, tatsachlich in glatten Muskelzellen exprimiert wird.
IRAG konnte im Magen, im Dunndarm und im Colon der Maus in der Muscularis, sowohl
in der Langs- as auch in der Ringmuskulatur, und im Darm in der Muscularis mucosae
detektiert werden. Die genaue Funktion von IRAG ist noch nicht aufgekléart. Esist aber sehr
wahrscheinlich, dass IRAG im Intestinum ein weiteres Bindeglied in der NO/cGMP/cGK-
Signaltransduktion darstellt und mdglicherweise an der Kalzium-abhangigen Relaxation
des glatten Muskels beteiligt ist, da IRAG in COS-7 Zellen die intrazelluléare Kalzium-
konzentration moduliert (Schlossmann et al., 2000).

Uberraschenderweise wurde IRAG auch in Neuronen des Plexus myentericus exprimiert,
der sich zwischen den beiden Muskelschichten der Muscularis befindet. Dies konnte mittels
Lichtmikroskopie und noch deutlicher mit konfokaler Laser-Scan Mikroskopie beobachtet
werden. Der Verdauungstrakt verfligt Uber ein eigenes enterisches Nervensystem (ENS),
das aus dem Plexus myentericus und dem Plexus submucosus besteht. Der Plexus
myentericus steuert die Peristaltik des Darms, in dem er den Muskeltonus beeinflusst. Der
Plexus submucosus greift regulierend in sekretorische Funktionen ein. IRAG konnte also
zusétzlich neuromodulatorische Funktionen haben. DafUr spricht auch, dass in der
vorliegenden Arbeit die cGKlb ebenfals im Plexus myentericus gefunden wurde; die
cGKla konnte nicht detektiert werden. Allerdings war nicht in jedem Plexus cGKlb-
Expression zu beobachten. Dieses Ergebnis korreliert mit den Befunden im Ratten-
Dunndarm; in diesen Studien wurde gezeigt, dass die cGKI nur in etwa 15% der Neurone
des Plexus vorkommt, jedoch konnte in diesen Co-Expression mit der nNOS detektiert
werden (Huber et a., 1998). IRAG und cGKlb werden also nicht nur in glatten
Muskelzellen des Intestinums, sondern auch in enterischen Neuronen exprimiert. Da liegt
die Vermutung nahe, dass neben der direkten Wirkung von NO auf glatte Muskelzellen
(Relaxation) eine neuromodulatorische Wirkung von NO Uber die cGKlb im Gastro-
intestinaltrakt moglich ist. Im weiteren Verlauf des Signalweges gibt es mindestens zwel
Substrate der cGKlb, IRAG und CRP2, die sehr wahrscheinlich verschiedene
M echanismen steuern.

Die physiologische Bedeutung eines funktionierenden NO/cGMP/cGKI-Signalweges im
Verdauungstrakt wird deutlich, wenn eine Teilkomponente fehlt. cGKI™7" Mause weisen eine
Pylorus-Stenose, die mit einer Vergrofderung des Magens einhergeht, und eine verzgerte
Magen-Darm-Passage auf (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000). Die defekte
NO/cGMP-induzierte Relaxation der glatten Muskelzellen des Magen-Darmtrakts und
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eventuelle neuromodulatorische Storungen fuhren zum Verlust einer koordinierten
Peristaltik. Eine Pylorus-Stenose ist auch ein charakteristischer Phéanotyp bei Mausen, in
denen eine Spleil3variante der NNOS ausgeschaltet worden ist (Huang et a., 1993).

Immunhistologische Farbungen des Uter us der Maus ergaben eine starkere Expression der
cGKlIb im Vergleich zur cGKla in der glatten Muskulatur des Myometriums. IRAG war
ebenfalls in Myozyten des Myometriums lokalisiert. Die Muskulatur des Uterus dient am
Ende einer Schwangerschaft der Austreibung. Die physiologische Bedeutung der cGKI in
diesem Organ konnte noch nicht mittels cGKI™" Mausen untersucht werden, da diese Mause
nur etwa sechs Wochen alt werden. Es wére aber denkbar, dass der Geburtsvorgang gestort
ist. In der Trachea der Maus konnte IRAG und cGKlb in dem glatten Muskel (M.
trachealis) des Paries membranaceus, der die Verbindung zwischen den Knorpel spangen
bildet, detektiert werden. Dass IRAG in diesem Muskel exprimiert wird, deckt sich mit der
Tatsache, dass IRAG aus dem glaiten Muskel der Rindertrachea isoliert wurde
(Schlossmann et al., 2000). Die cGKla war, wie bereits mehrmals beschrieben, schwécher
als die cGKIb exprimiert. In der Harnblase verhielt es sich ebenso, IRAG und cGKIb
waren stark in der glatten Muskulatur, cGKla kaum vertreten (nicht gezeigte Daten). Um
die physiologische Bedeutung von IRAG und den beiden cGKI-Isoformen in diesen
Organen aufzuklaren, bedarf es umfangreicher funktioneller Studien. Allerdings scheint es
ziemlich sicher zu sein, dass diese Proteine an der NO/cGM P-vermittelten Relaxation des
glatten Muskels beteiligt sind.

Das Cerebellum Ubernimmt eine wichtige Rolle bel der Koordination und dem Lernen der
Motorik. Purkinjezellen der Kleinhirnrinde sind in den Prozess der LTD (long-term
depression) involviert, der fur das ,,motorische Lernen notwendig ist (Endo et a., 1999).
Es wurde bereits gezeigt, dass NO eine entscheidende Rolle bel der Induktion der
cerebellaren LTD spielt (Lev-Ram et a., 1997; Endo et a., 1999). Die cGKI und das
cerebellare G-Substrat werden in den Purkinjezellen exprimiert und sind an der
NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade beteiligt (Endo et a., 1999; Hal et a., 1999). In
vorliegender Arbeit konnte anhand immunhistochemischer Farbung gezeigt werden, dass
nur die cGKla, nicht die cGKlb, in Pukinjezellen exprimiert wird. Das heilét, die cGKla
konnte eine neuromodulatorische Wirkung haben, die ausgehend von NO Uber die cGKla
an das G-Substrat weitergeleitet wird und mit der LTD endet.

Die cGKI ist auch an der Hemmung der Thrombozytenaggregation beteiligt (Massberg et
a., 1999), der genaue Mechanismus ist aber unbekannt. Anhand von Westernblotanalysen
konnte gezeigt werden, dass IRAG und die cGKlb stark in humanen Thrombozyten
exprimiert werden, cGKla konnte nicht detektiert werden. Dies bedeutet, dass die cGKIb
mit ihrem Substrat IRAG eine wichtige Funktion in der NO-Signatransduktion in
Thrombozyten Ubernehmen und an der Regulation der Thrombozytenaggregation beteiligt
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sein konnte. Dafur spricht auch, dass der trimere Komplex IRAG-cGKIb-IPsRI aus
humanen Thrombozyten isoliert werden konnte (Antl et al., 2002). Physiologisch gesehen
ist die Adhasion und Aggregation von Thrombozyten nach einem Endothelschaden
ursichlich an vielen Krankheiten beteiligt, z.B. Angina Pectoris, Arteriosklerose und
Thrombose.

D.2. Bedeutung der intrazellularen Proteinlokalisierung
beztglich der Spezifitdt des NO/cGMP-Signalweges

In letzter Zeit haufen sich Hinweise, dass die Regulation des NO/cGM P-Signalweges durch
subzelluldre Kompartimentierung der einzelnen Komponenten koordiniert wird. Dafir
spricht auch die teils membransténdige, teils zytosolische Lokalisierung der beteiligten
Proteine. NO-Synthasen (NOS) und der BKc-Kanal sind in der Plasmamembran, CRP2 im
Zytoskelett, die |6sliche Guanylatzyklase (sGC) und cGKI im Zytosol und IRAG an der
Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Neuere Studien zeigen, dass die
Lokalisierung einiger dieser Proteine nicht auf die beschriebenen Orte beschrankt ist.

Die endotheliale NOS konnte nicht nur in der Plasmamembran gefunden werden, sondern
auch perinukledr in der Golgi-Membran. Fulton et al. postulierten, dass die eNOS in der
Golgi- und der Plasmamembran dynamisch reguliert wird. Die Lokalisierung ist fir die
Aktivierung der eNOS und somit fur die VEGF (vascular endothelial growth factor)-
abhangige NO-Produktion notwendig. Es existieren zwei zellulare Kompartimente mit
aktivierter, d.h. phosphorylierter eNOS (Fulton et al., 2002).

Im Fall der sSGC konnte gezeigt werden, dass diese nicht nur im Zytosol vorkommt, sondern
teilweise mit der Plasmamembran assoziiert ist. Zabel et al. zeigten, dass die aktivierte sSGC
an die Membran wandert und mit Caveolae (Mikrodoménen der Plasmamembran), die NOS
enthalten, assoziiert. Dieser Vorgang ist von der intrazelluldren Kalziumkonzentration
abhangig. NO wird pradominant an der Plasmamembran synthetisiert, ist lipophil und hat
eine sehr kurze Halbwertszeit in wasseriger Umgebung. Deshalb kann es nur von Vorteil
sein, wenn das NO-Rezeptorenzym sGC am ,,Ort des Geschehens® lokalisiert ist (Zabel et
al., 2002).

Eine weitere Komponente der NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade ist die cGKI; hier werden
kontroverse Mechanismen diskutiert. Eine perinukledre Lokalisation der cGKla wurde in
vaskuléren glatten Muskelzellen der murinen Aorta beobachtet. Diese Zellen exprimieren
auch die cGKlb und IRAG, jedoch war die cGKIb hauptsichlich im Zytosol zu finden.
Diese Studie zeigte auch, dass die cGKla den Noradrenalin-stimulierten Kalziumausstrom
aus dem endoplasmatischen Retikulum hemmte (Feil et al., 2002). Im Gegensatz dazu
inhibierte die cGKIb den Bradykinin-induzierten Kalziumausstrom in Anwesenheit ihres
Substrates IRAG in COS-7 Zellen (Schlossmann et al., 2000). Zusétzlich konnte in COS-7
Zellen gezeigt werden, dass die cGKIb perinukledr lokalisiert ist, wenn sie mit IRAG co-
exprimiert wurde. Das bedeutet, dass die cGKIb durch die Anwesenheit von IRAG zum
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endoplasmatischen Retikulum wandert. Diese Beobachtung konnte mit der cGKla nicht
gemacht werden, was fur die spezifische Interaktion zwischen IRAG und der cGKIb spricht
(Geiselhoringer et al., 2002). Die Effekte der cGKI-lIsoformen hinsichtlich der Kalzium-
regulation konnten abhangig von dem Zelltyp und/oder Agonisten sein. Es wére auch
vorstellbar, dass Substrat-abhéangig unterschiedliche Mechanismen aktiviert werden. Das
konnte auch die Diskrepanz hinsichtlich der zellularen Lokalisierung von cGKla und
cGKIlb erklaren. Das Isoenzym, das aktiv ist, veréndert seine intrazellulére Lokalisierung.
Fur die Spezifitét eines Mechanismus koénnten auch Ankerproteine der cGKI (GKAP)
verantwortlich sein. Es wurde beschrieben, dass die cGKla an den Golgi-Komplex
wandert, wenn es mit GKAP42 co-exprimiert wird (Yuasaet a., 2000). Auch IRAG kdnnte
zusédtzlich ein GKAP sein, da die cGKlb in Anwesenheit von IRAG an das endo-
plasmatische Retikulum wandert (Geiselhoringer et a., 2002).

Es spricht also einiges dafir, dass es keine Ubergeordnete, globale Regulation in der
NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade gibt. Vielmehr handelt es sich um enen dynamischen
Prozess, der eine schnelle und optimale, den intrazelluléren Ereignissen angepasste
Signalweiterleitung gewdhrleistet. Die Spezifitdt eines Signalweges konnte durch
subzelluldre Kompartimentierung der einzelnen Komponenten reguliert werden. Dafir
spricht auch die Tatsache, dass die cGKII nur aktiv ist, wenn sie in der Membran verankert
ist (Vaandrager et al., 1998).

D.3. Interaktion von IRAG mit der cGKI

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Mechanismen in dem trimeren Komplex
IRAG-cGKIb-IPsRI aufzuklédren, insbesondere die Interaktion zwischen IRAG und der
cGK. Mit Hilfe des Zwei-Hybrid Systems in Hefen konnte eine spezifische Assoziation von
IRAG mit der cGKIb nachgewiesen werden. IRAG interagierte nicht mit der cGKla oder
der cGKII. Zusétzlich wurde gezeigt, dass nur die Leucinzipper-Region des Aminoterminus
der cGKIb fir die Interaktion mit IRAG bendtigt wird. Die Interaktionsstelle von IRAG mit
der cGKlb konnte auf 33 Aminosauren eingegrenzt werden (Abb. D-1). Da diese Peptid-
Sequenz und die Sequenz des cGKIb Leucinzippers sehr viele geladene Aminosauren
aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass diese Proteine Uber elektrostatische
Wechselwirkungen assoziieren.

Die IRAG-Interaktionsstelle enthdlt keine cGKI-Phosphorylierungsstelle. Das heildt, dass
die Interaktion zwischen der cGKlb und IRAG unabhéngig von dem Mechanismus ist, der
die Bindung des Substrats und dessen Phosphorylierung erlaubt. Die Assoziation der beiden
Proteine bendtigt keine aktive Kinase und sollte sowohl in entspannten als auch in
kontrahierten Muskel zellen stabil sein.
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Die spezifische in vivo Interaktion zwischen IRAG und der cGKlb, wie sie mittels des
Zwei-Hybrid Systems gezeigt wurde, konnte durch in vitro Phosphorylierung und Co-
Prézipitation bestétigt werden. Dabel stellt sich heraus, dass IRAG nur von der cGKlb und
nicht von der cGKla phosphoryliert wird. Ebenso konnte IRAG nur gemeinsam mit der
cGKlb co-préazipitiert werden.

Abbildung D-1: Spezifische Interaktion von IRAG mit der cGKlb in der Zelle. Es wird vermutet, dass
IRAG as GKAP der cGKlb fungiert. Durch die Interaktion der beiden Proteine kommt es zur Translokation
der Kinase vom Zytoplasma an die Membran des ER (perinukledgre Lokalisierung), wo die cGKlb ihre
Wirkung entfaltet. Durch die Phosphorylierung von IRAG, das zusétzlich ein Substrat der cGKIb darstellt,
wird die Kalziumfreisetzung aus dem ER gehemmt. ER: endoplasmatisches Retikulum; graue Linien:
I nteraktionsdoménen

Diese Ergebnisse stimmen mit friheren Beobachtungen Uberein, dass cGKs ihre in vivo-
Substrate durch ihren Aminoterminus erkennen, indem sie mit dem Substratprotein
interagieren. Dieser Mechanismus wurde nicht nur fir die Interaktion von IRAG mit der
cGKlIb gefunden, sondern auch fir die cGKla und die cGKII. Die Myristoylierung der
cGKIl und die daraus resultierende Verankerung der cGKIl in der Membran ist die
Voraussetzung fur die Phosphorylierung des CFTR, ein Substrat der cGKII (Vaandrager et
a., 1996 und 1998). Zusétzlich wurde gezeigt, dass die cGKla mit der Leucinzipper-
Region an die MBS der Myosinphosphatase | (Surks et al., 1999), das Troponin T des
Skelettmuskels (Yuasa et a., 1999) und das méannliche Keimzellen-spezifische GKAPA42
(Yuasa et al., 2000) bindet. In jedem dieser Félle interagiert die Kinase mit einer
Substratsequenz aulRerhalb der Phosphorylierungsstelle. Dies kénnte von Vortell sein, da
eine permanente Assoziation der cGK an ihr Substrat eine schnelle Signalweiterleitung
nach cGM P-Erhéhung ermdglicht.

Man weild auch, dass der Aminoterminus der cGK fur die Lokalisierung in der Zelle
verantwortlich ist (Atkinson et al., 1991; Hofmann et a., 1992). Neuere Studien zeigen,
dass spezifische Ankerproteine, die in unterschiedlichen Zellkompartimenten zu finden
sind, die Lokalisierung der cGK hinsichtlich ihres Wirkortes vermitteln. Die rdumliche
Anordnung der Ankerproteine sorgt fur eine gewisse Spezifitét, die die Antwort der cGK
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vermittelt (Yuasa et al., 1999 und 2000). Das bedeutet, dass verschiedene Mechanismen
Uber unterschiedliche Ankerproteine bzw. Substrate der cGK durch die Interaktion mit dem
Aminoterminus reguliert werden. Derartige Ankerproteine sind fir die cAMP-Kinasen und
die Proteinkinasen C mehrmals beschrieben worden (Dodge & Scott, 2000; Mochly-Rosen
et a., 1998). Fir die Lokalisierung und Regulation der cAMP-Kinasen werden AKAPs (A
kinase anchoring protein) bendtigt. Im Fall der cGKI werden die Ankerproteine als GKAPs
bezeichnet. Bisher wurden sowohl Troponin T als auch GKAP42 as Ankerproteine der
cGKla beschrieben (Yuasa et a., 1999 und 2000). Fur die cGKIb konnte IRAG als
Ankerprotein fungieren, da IRAG in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert ist und die cGKIb bel einer Interaktion vom Zytoplasma zum ER translozieren
muss. Da IRAG auch bel der Modulation der intrazellul&ren Kalziumkonzentration
(Schlossmann et al., 2000) eine Rolle spielt, liegt die Vermutung nahe, dass IRAG
bifunktionell ist und zusétzlich als GKAP fungiert.

IRAG, cGKIlb und der IPsRI konnten gemeinsam mittels cGMP-Agarose-Affinitéats-
chromatographie aus COS-7 Zellen gereinigt werden. Im Gegensatz dazu konnte der PRI
aleine mit der cGKlIb nicht co-prézipitiert werden. In der Zwei-Hybrid Analyse konnte
keine Interaktion zwischen der cGKIb und dem IP3;RI detektiert werden. Dieses Ergebnis
konnte bedeuten, dass IRAG fur die stabile Assoziation des trimeren Komplexes notwendig
ist. Der IPsRI wurde des weiteren nur phosphoryliert, wenn die cGKlb co-exprimiert
wurde. Es konnte bereits in friheren Studien gezeigt werden, dass der IPsRI in vivo von der
cGKI phosphoryliert wird (Komalavilas & Lincoln, 1996) und die Kaziumfreisetzung in
Megakaryozyten beeinflusst (Tertyshnikova et al., 1998). In Thrombozyten konnte der
trimere Komplex ebenfalls gefunden werden (Schlossmann et al., 2002), allerdings ist seine
genaue Funktion nicht bekannt. Weitere Arbeiten sind notwendig, um die Rolle des IP;RI
in diesem Komplex zu verstehen.
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D.4. Ausblick

Weitere Studien sind notwendig, um die biologische Rolle der cGKI-Isoformen zu
verstehen, v.a. da diese in glattmuskul&ren Geweben co-exprimiert sind. Die intrazelluldre
Lokalisierung der beiden Enzyme mittels konfokaler Laser-Scan Mikroskopie aufzukléren,
wére eine Moglichkeit, um zu sehen, ob sich cGKla und cGKIb in unterschiedlichen
Kompartimenten befinden oder ob sie co-lokalisiert sind. Es ist vorstellbar, dass
verschiedene Mechanismen Substrat-spezifisch gesteuert werden, da die cGKI unter-
schiedliche Funktionen durch die Phosphorylierung ihrer Substrate reguliert. Die Co-
Expression der Isoenzyme konnte fur eine schnelle und der jeweiligen intrazelluldren
Situation angepassten Signalweiterleitung dienen. Zusétzliche funktionelle Untersuchungen
werden nétig sein, um die physiologische Bedeutung der cGKI z.B. in Uterus, Blase,
Thrombozyten und Cerebellum genauer zu definieren. Da die Verdnderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration viele zelluldre Funktionen reguliert, ist es moglich,
dass IRAG verschiedene Signalwege beeinflusst. Mindestens zwei Funktionen, die
Relaxation des glatten Muskels und neuromodul atorische Wirkung im ENS, sind durch die
Ergebnisse dieser Arbeit denkbar. Weitere Informationen kénnten mittels konfokaler Laser-
Scan Mikroskopie erhalten werden. Dadurch kann die genaue intrazellulére Lokalisierung
von IRAG und die Frage, ob IRAG tatséchlich mit der cGKIb co-lokalisiert ist, aufgeklart
werden. Die physiologische Relevanz von IRAG in den einzelnen Organen bleibt noch
offen. Um dieser Frage weiter nachzugehen, wirde es sich anbieten, IRAG Knock-out
Mause bezuglich ihres Phanotyps zu untersuchen.

Die Aufklarung der Mechanismen, die an der Relaxation des glatten Muskels beteiligt sind,
ist von enormer Bedeutung. Man konnte die Ursachen von verschiedenen Krankheiten wie
z.B. Bluthochdruck und einigen Magen-Darm-Erkrankungen erkennen und regulierend
eingreifen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden, zusammen mit weiterfihrenden
Experimenten, ein besseres Verstéandnis der moglichen physiologischen Funktionen der
cGKI und IRAG und eine Basis zur Entwicklung von Pharmaka im Bereich von Hypertonie
und Magen-Darm-Erkrankungen, die u.a. mit einer gestorten Peristalitik einhergehen.
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E. Zusammenfassung

Die NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade spielt bel mehreren physiologischen Prozessen, u.a
bei der Regulation des glatten Muskeltonus und der Thrombozytenaktivitét eine wichtige
Rolle. Die cGKI beeinflusst die Kontraktilitdt des glatten Muskels durch die intrazelluldre
Kalziumkonzentration und durch die Modulation der Kalziumsensitivitét der kontraktilen
Elemente. Es werden verschiedene Mechanismen der cGKI diskutiert, die zur Relaxation
des glatten Muskels fiuhren. Die genauen Ablaufe sind nur teillweise bekannt. Eine
Erniedrigung der intrazelluléren Kalziumkonzentration kann z.B. durch die Phosphory-
lierung des BKcyKanals oder von IRAG hervorgerufen werden. IRAG, ein neues
Substratprotein der cGKI, liegt in einem trimeren Komplex mit der cGKIb und dem IP;RI
im glatten Muskel vor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Proteinexpression der cGKI-Isoformen, la und Ib, und
von IRAG in verschiedenen Mausgeweben untersucht. Fir die proteinbiochemischen
Untersuchungen von IRAG war es notwendig, einen spezifischen Antikorper aus
Kaninchen zu generieren. Die Spezifitdt und Sensitivitét im ng-Bereich des Antikorpers
wurde anhand rekombinanten Proteins und verschiedener Gewebe bestétigt. Durch
Westernblotanalysen stellte sich heraus, dass das Expressionsmuster von IRAG &hnlich
dem der cGKlb ist. Diese beiden Proteine wurden hauptséchlich in glattmuskul&ren
Geweben wie z.B. Aorta, Magen-Darmtrakt, Uterus, Trachea und Blase und in
Thrombozyten gefunden. Die cGKla war hingegen in Herz, Lunge und Kleinhirn stark
exprimiert.

Zusdtzlich wurde die Lokalisierung der einzelnen Proteine im Gewebe mittels
immunhistologischer Farbungen untersucht. Das Wissen hinsichtlich der Lokalisierung der
cGKl-Isoformen und von IRAG lasst Rickschlisse auf ihre biologische Funktion zu. Es
konnte gezeigt werden, dass die cGKla, die cGKIb und IRAG in viszeralen und vaskuldren
glatten Muskelzellen exprimiert werden. In der Aorta konnte in den Myozyten der Media
Expression detektiert werden. Im Magen-Darm-Trakt waren die cGKI-Isoformen und
IRAG in der Langs- und Ringmuskulatur der Muscularis lokalisiert. Die cGKI war auch
deutlich in der Muscularis mucosae und in den Blutgefal3en der Submucosa im Darm
exprimiert. Im Uterus zeigten alle drei Proteine Expression in der glatten Muskulatur des
Myometriums. In der Trachea waren IRAG und die cGKIb im M. trachealis lokalisiert.
Jedoch sieht es so aus, as sa die cGKIb die dominierende Isoform der cGKI im glatten
Muskel. Neben der Lokalisierung in Myozyten konnte IRAG, aber auch teilweise die
cGKlb in Neuronen des Plexus myentericus, der einen Teil des enterischen Nervensystems
darstellt, gefunden werden. Die cGKla konnte auch in den Purkinjezellen des Kleinhirns
detektiert werden. Das heif¥t, dass die cGKI und IRAG nicht nur an der Relaxation des
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glatten Muskels beteiligt sind, sondern zusétzlich neuromodul atorische Funktionen ausiiben
konnten.

Die molekularen Mechanismen des trimeren Komplexes IRAG-cGKb-1P;RI, insbesondere
die Interaktion zwischen der cGK und IRAG konnten durch eine Zwei-Hybrid Analyse in
Hefen aufgeklart werden. Es zeigte sich, dass IRAG spezifisch mit der cGKlb, aber nicht
mit der cGKla oder cGKIl interagierte. Die Interaktionsstelle von IRAG konnte auf 33
Aminosauren im N-terminalen Bereich eingegrenzt werden. Fir diese Interaktion, die
wahrscheinlich durch elektrostatische Wechselwirkungen zustande kommt, ist nur die
L eucinzipper-Region der cGKIb notwendig. Die spezifische in vivo Interaktion von IRAG
mit der cGKlb in Hefen konnte durch in vitro Phosphorylierung und Co-Prézipitation in
Saugetierzellen (COS-7 Zellen) bestétigt werden. IRAG wurde nur durch die Ib-1soform
der cGKI co-prézipitiert und phosphoryliert. Welche Rolle der 1P3;RI in dem Komplex
spielt, werden weiterfthrende Untersuchungen kléren.
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F. Anhang

F.1. Primer

Alle Primer der folgenden Tabellen wurden bei der Firma MWG Biotech bezogen. Die
Arbeitsd6sungen der PCR-Primer waren auf 25 pmol/pl, die der Sequenzierprimer auf 0,8
pmol/ul eingestellt. ,v* steht fir Vorwarts- und ,r* far Ruckwartsprimer. Synthetische
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und ,, fett“ angegeben.

Tabelle F-1: Primer, die fur die Generierung der verschiedenen pEG202-L exA/IRAG
Konstrukte verwendet wurden.

Primer Sequenzin 5-3° Richtung Konstrukt
AGI10vV CCGGAATTCCGGATGCCCCACATTCCCGAGGAC RAG
AGI11r CGCGGATCCGCGCTAGGGATACATGACTTGTAAGAAATG ASS38I5
AGIO0vV CCGGAATTCCGGATGCCCCACATTCCCGAGGAC RAG
AGI2r CGCGGATCCGCGCATCCCGCCCTTTGACTCTTCTTC AS 53499
AGI3vV CCGGAATTCCGGGAACTTAGTGAAGCGGCTGAGCAG RAG
AGl4r CGCGGATCCGCGCATCAGGTTCAGGATATTAAACTTGG AS 472708
AGI5v CCGGAATTCCGGGATGGAGTCCCTCGCACAGCGCG RAG
AGI11r CGCGGATCCGCGCTAGGGATACATGACTTGTAAGAAATG AS 673845
AGI10vV CCGGAATTCCGGATGCCCCACATTCCCGAGGAC RAG
AG25T CGCGGATCCCTAGTTTTCCTTTTGTTCTATCGT ASS329L
AG26 v CCGGAATTCTTCGATCCCCTCCAGCGCCCG RAG
AG12T CGCGGATCCGCGCATCCCGCCCTTTGACTCTTCTTC AS292:49
AG27 v CCGGAATTCCCCGGAGAGTCCTCACCAGCT RAG
AG12T CGCGGATCCGCGCATCCCGCCCTTTGACTCTTCTTC AS 184499
AGI10vV CCGGAATTCCGGATGCCCCACATTCCCGAGGAC RAG
AG30T CGCGGATCCCTAACTGCTCCTGGACTTCCTTCC ASST184
AGI0vV CCGGAATTCCGGATGCCCCACATTCCCGAGGAC RAG
AG3Lr CGCGGATCCCTAGTGCCCTGCAGGGTCCACAGA ASSIIIT
AG32v CCGGAATTCCACCGACACTTGAAGGTTTCC RAG
AG30T CGCGGATCCCTAACTGCTCCTGGACTTCCTTCC ASTIS184
AG45 v CCGGAATTCCACGTCATTGACCTGGTCAAT RAG
AG30r CGCGGATCCCTAACTGCTCCTGGACTTCCTTCC AS137-184
AG44 v CCGGAATTCTCAGAGGAGGACAAGAAGAAA

IRAGAas 150-184

AG30r CGCGGATCCCTAACTGCTCCTGGACTTCCTTCC
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Tabelle F-2: Primer, die fur die Generierung der ,Preys’ (pJG4-5/cGK;

5/ PsRI) verwendet wur den.

Primer

Sequenzin 5-3" Richtung

Konstrukt

AGI16vVv
AG20r

AGl6v
AGI19r

AGl6v
AG28r

AG29v
AGI19r

AG22v
AG20r

AG22v
AG23r

AG21lv
AG20r

JS51v
AG24r

AG34v
AG35r

AG36v
AG37r

AG38v
AG39r

AG40v
AG4lr

AG4A2v
AGA43r

CCGGAATTCCGGATGGGCACCCTGCGGGATTTA
CCGCTCGAGCGGTTAGAAGTCTATGTCCCATCC

CCGGAATTCCGGATGGGCACCCTGCGGGATTTA
CCGCTCGAGCGGTCACTGTGGACTCTTGGGGTAG

CCGGAATTCCGGATGGGCACCCTGCGGGATTTA
CCGCTCGAGTCAGATCACCGAGCGGTACTTGTC

CCGGAATTCCGGCCGGCCACCCAGCAG
CCGCTCGAGCGGTCACTGTGGACTCTTGGGGTAG

CCGGAATTCCGGATGAGCGAGCTGGAGGAAGAC
CCGCTCGAGCGGTTAGAAGTCTATGTCCCATCC

CCGGAATTCCGGATGAGCGAGCTGGAGGAAGAC
CCGCTCGAGCGGTCACCTTTCGGATTTGGTGAACT

CCGGAATTCCGGTCCAAGGATCTCATAAAGGAG
CCGCTCGAGCGGTTAGAAGTCTATGTCCCATCC

CCGGAATTCATGGGAAATGGTTCAGTGAAGCCC
CCGGAATTCCGGTCAGAAGTCTTTATCCCAGCCTG

CCGGAATTCATGTCTGACAAAATGTCTAGT
CCGCTCGAGTCACGATGCTCCACTGCTGCTATA

CCGGAATTCGACCGAGATCCCCAGGAGCAG
CCGCTCGAGTCAATTGTAGAACACGAGGACGTC

CCGGAATTCATTGTCAAGGCCGAAGGGAAA
CCGCTCGAGTCAATTGGACTCGTGGGTGGCGAT

CCGGAATTCGAGTACTGTCAAGGGCCTTGC
CCGCTCGAGTCACCAGAAAGACATGTTTCGGGC

CCGGAATTCACCTTTGCTGACCTGAGGAGT
CCGCTCGAGTTAGGCTGGCTGCTGTGGGTTGAC

CGKI1bas 1685

cGKIbasi104

cGKlbas1.53

CGKIbassa104

cGKlaas1.671

cGKlaasi.g9

CG K I common

AS 105-686

cGKIlI (mouse)

AS 1-763

INSP3RI A 1.605

INSP3RI as790-1345

INSP3RI as 1314-2050

INSP3RI as 2040-2275

INSP3RI as 2500-2749

pJG-4-
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Tabelle F-3: Primer, die zur Sequenzierung verschiedener Konstrukte und zur
Amplifikation von IRAG fir die Proteinexpression verwendet wurden.

Primer Sequenzin 5°-3" Richtung Bemerkung

TH5v CTGAGTGGAGATGCCTCC Sequenzierprimer fir pJG4-5
TH7r GACAACCTTGATTGGAGACTT Sequenzierprimer fir pJG4-5
AG46 v CCAATTGTCGTAGATCTTCGT Sequenzierprimer fir pEG202
AG18v AAGAGAAGCGTTTTACAGGCA Sequenzierprimer fur IRAG
IRAGLr GGGACTGTGGGCTCTGTTGAC Sequenzierprimer fur IRAG
IRAG2r CGTAATCTCTTTGGACTTCTC Sequenzierprimer fur IRAG
IRAG3r TGCCTGTAAAACGCTTCTCTT Sequenzierprimer fir IRAG
IRAGAr TTCTCTGTGTTTTCCTCTGTC Sequenzierprimer fur IRAG
IRAG5r CTTTAGGTTCTCCACATACTG Sequenzierprimer fur IRAG
IRAG6r GGGCTCTCGCTCTTCTGTTCT Sequenzierprimer fur IRAG
JS24 v TACAACAAGGGATACCAAGAA Sequenzierprimer fur IRAG
VQ185v GCATACCGAGTATATGGAATT Sequenzierprimer fur cGKI
RF137r GGCTGCCAGTCAGAAGCTCAT Sequenzierprimer fur cGKI
RF138 v ATGAGCTTCTGACTGGCAGCC Sequenzierprimer fur cGKI
GS3v GAGAAAAAGCTCATCACAGATGCC Sequenzierprimer fur cGKI|
S1435v GAAAGTCACACAGAGCACAGA Sequenzierprimer fur cGKI|
GS5v GCCATGAAGTGTATAAGGAAGAA Sequenzierprimer fur cGKII
AGlv CGGGATCCCGATGCCCCACATTCCCGAGGAC IRAGbg,

AG5r GGGGTACCCCCTACCCGCCCTTTGACTCTTCTTC

F.2. Restriktionsenzyme

Tabelle F-4: Verwendete Restriktionsenzyme.

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Puffer Firma
EcoRl 5-G/AATTC-3 H Roche
BamH| 5'-G/GATCC-3 B Rache
Xhol 5-C/ITCGAG-3 NEB2 NEB
Kpnl 5'-GGTACIC-3 NEB1 NEB

Die optimal e Inkubationstemperatur betrug fir alle Enzyme 37°C.
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F.3.

Verwendete Antikorper

Tabelle F-5: Verwendete Antikor per

Anwendung/

Antikor per Herkunft Verdinnung Referenz
IRAG Peptidantikorper Kaninchen )
130-3; ungereinigtes Serum  polyklonal Westernblot/1:500 Schlossmann et al., 2000
IRAGbsp-Antikorper; Nr 90 - Kaninchen Westernblot/1:1000 diese Arbeit
ungereinigtes Serum polyklonal
IRAGbgy-Antikdrper; Nr 90  Kaninchen Westernblot/1:500 diese Arbeit
gereinigt polyklonal Immunhistochemie/1:50
cGK I common: aereiniat Kaninchen Westernblot/1:200 P. Ruth, F. Hofmann,
9 9 polyklonal Immunhistochemie/1:50 M nchen
. Westernblot/1:80
- Kaninchen . : Schlossmann et al.
cGKla; gereinigt Immunhistochemie/1:50 - . '
polyklonal (des ankonzentrierten AK) unveroffentlicht
cGKIb 105-4: qereiniat Kaninchen Westernblot/1:1000 Schlossmann et al.,
9 '9 polyklonal Immunhistochemie/1:100 unverdffentlicht
) - Kaninchen Westernblot/1:2000 Schlossmann et al.,
CGKIb 104-4; gereinigt polyklonal Immunhistochemie/1:200 unverdffentlicht
I P;-RI; ungereinigtes Serum gﬂg%ﬁ;ﬂ Westernbl ot/1:1000 ABR Affinity Bioreagents

Tetra-His; gereinigt

LexA; gereinigt

p44/42 MAPKinase

cGKIl1 78-2, gereinigt

Anti-Kaninchen/
Alkalische Phosphatase

Anti-Kaninchen/
M eerrettichperoxidase

Anti-Maus/
Alkalische Phosphatase

Anti-Maug/
Meerrettichperoxidase

Anti-Kaninchen
biotinyliert

Anti-Kaninchen/Cy3
Anti-Kaninchen/FITC

Maus monoklonal

Kaninchen
polyklonal

Kaninchen
polyklonal

Kaninchen
polyklonal

Esel polyklonal

Ziege polyklonal

Esel polyklonal

Esel polyklonal

Ziege polyklonal

Ziege polyklonal
Ziege polyklonal

Westernblot/1:1000

Westernbl ot/1:5000

Westernbl ot/1:1000

Westernblot/1:500

Westernbl ot/1:5000

Westernblot/1:100000

Westernbl ot/1:5000

Westernbl ot/1:100000

Immunhistochemie/1:200

Immunhistochemie/1:500

Immunhistochemie/1:500

Qiagen
Invitrogen

NEB (Cell Signdling)
#9102

Pfeifer et al., 1996

Dianova

Dianova

Dianova

Dianova

Vectastain

Dianova; #111-165-144
Dianova; #111-095-144
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F.4. Firmenverzeichnis

ABR BioReagents, Vertrieb tber Alexis GmbH, Grinberg, Deutschland
Amersham Biosience Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
Biochrom KG, , Berlin, Deutschland

Biolog Life Sience Institute, Bremen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Clontech, Heidelberg, Deutschland

Corning Costar, Bodenheim, Deutschland

Dianova, Hamburg, Deutschland

Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland

Gibco Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege, Deutschland

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland

Merck Eurolab GmbH, Ismaning, Deutschland

Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland

MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland

NEB, New England Biolabs, Frankfurt a. M., Deutschland

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Perkin ElImer Applied Biosystems GmbH, Weliterstadt, Deutschland
Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Schleicher und Schiill, Dassel, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Vector Laboratories, Vectastain, Vertrieb tUber Alexis GmbH, Grinberg, Deutschland
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F.5. Gerateverzeichnis

ABI Prism™ Sequence-Analyser, Perkin-Elmer Applied Biosystems
Brutschrank, Memmert

Certomat® R (Schiittler), B. Braun

Digitalkamera Nikon D1x, Nikon

Electrophoresis Unit 2117 Multiphor 11, LKB Bromma
Gel Dryer Model 583, Bio-Rad

Gene Pulser™ (zur Elektroporation), Bio-Rad

IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow-L aboratories
Konfokales Laser-Scan Mikroskop DM IRB, Leica
Laminar Air HB 2448, Heraeus Instruments

Microm HM 335 E (Microtom), GFL

Mikroskop Axioskop, Zeiss

Mini Protean |1, Bio-Rad

Nikon Kamera Typ F 301, Nikon

Phosphoimager, raytest

Photometer specord 40, Analytik Jena

Thermomixer compact, Eppendorf

Ultra Turrax, IKA Werk

Ultraschallgerét F.T.Z. CO06/66

UNO-Thermablock fur PCR, Biometra

Vacuum Concentrator, Bachofer

Wasserbad Haake Fisions D8, Haake DH

Zentrifugen: 5417 R, 5415 C und 5804 R, Eppendorf; J2-HS, Beckmann;
Sigma 2K 15, B. Braun
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