Institut fir Pharmakologie und Toxikologie
der Technischen Universitat Minchen

Funktionelle Domanen
des cGMP-Kinase Substratproteins IRAG

Melanie Antl

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan
fur Ernahrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Minchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. A. Gierl

Prifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. F. Hofmann
2. Univ.-Prof. Dr. W. Staudenbauer

Die Dissertation wurde am 02.08.04 bei der Technischen Universitat Munchen
eingereicht und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum fur Ernahrung,
Landnutzung und Umwelt am 11.10.04 angenommen.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
A | D11 0101010 1 R 1
A.l. Signaltransduktion durch NO/CGMP.........uerievvericssniccscnrccscnnnecens 1
A.2. Struktur und Lokalisation der cGMP-Kinasen ........cccccceecescvnnnreccens 2
A3. Wirkungsmechanismen der cGMP-Kinasen ............ccceecccneecccccnnnnes 3
Ad. Struktur, Lokalisation und Funktion von IRAG .........cccccverrrcrccccnnne 8
A.S. Ziele dieSer ATDEIt ....cccovirvvvrrnnneeiiicccssssssssssnnssnsesccsssssssssssassssssssssssssssnes 9
B Material und Methoden.....eeeeeiiiccccissscsssnnnnneeeecccsssssssssenes 10
B.1. Organismen und Plasmide.........cccovvcueriiiiicnnriccsscsnnenccsscnnercccscnsences 10
B.2. Anzucht und Stammhaltung ..........eeccevvvveriiciicnnnncccsscneneccsssnnneccsnns 11
B.2.1. NARIMEATUM ...oiiiiiceee e e e 11
B.2.2. HemmStOTTe ....c.eeeeiieeiiece e 11
B.2.3. Kultivierung und Stammhaltung.............ccceeveviiiniiiinniiiiieeeieeeen 12
B.3. Molekularbiologische Methoden............ccocueicnvvricscsnricssnnicscnsecsnnns 12
B.3.1. Isolierung von Plasmid-DNS.........ccccoiiiiiiiieee e, 12
B.3.2. Reinigung und Konzentrierung von DNS-Fragmenten........................ 12
B.3.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren.............cccceeevveeeneen. 13
B.3.4. Enzymatische Modifikation von DNS...........cccoooiiiiiiiiiiieeeee, 13
B.3.4.1. Spaltung von DNS mit Restriktionsenzymen ............cccoeceeveeniiieneencieennens 13
B.3.4.2. Dephosphorylierung linearer DNS durch alkalische Phosphatase................ 14
B.3.4.3. Verkniipfung von DNS-Fragmenten mit T4-DNS-Ligase........cccccocveveenenne 14
B.3.5. Auftrennung von DNS-Fragmenten durch Agarose-
GeleleKtrophorese .......cocvveiiiiiieeiieecee e e 14
B.3.6. Polymerase-Kettenreaktion............ccccuveeeeiiiieciieeeciee e 15
B.3.6.1. Reagenzien und Standard-PCR............ccoooiiiiiiiiiiiiieeee e, 16
B.3.6.2. Klonierung von PCR-Amplifikaten ..........cccceevvieeiiieniiieeieecieecee e 17
B.3.7. Sequenzierung von DNS.........oooiiiiiee e 17



Inhaltsverzeichnis 1

B.3.8. Transformation von Bakterien..........ccccoeevvveviiienciiiinieeciee e, 18
B.3.8.1. Transfer von DNS in E. coli mittels Elektroporation ...........ccccccevevveeveveennee. 18
B.3.8.1.1.  Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen ............cccocevveneevenienennene 18
2700 20 T8 07 N o4 151 143 40 010 ) ¢ 15 10 ) RO 19
B.3.8.2. Transfer von DNS in E. coli mittels Hitzeschock............cccovviiiiininenennne. 19
B4. Kultur und Transfektion von eukaryontischen
(@10 N T A /-] | [-) | F PPN 20
B.4.1. Verwendete Zelllinie..........oooovviieiiiieeiiieeiee e 20
B.4.2. ZRIKUITUL ...ttt e e e e enneens 20
B.4.3. TranSTEKtION ....ccuvvieeiiieeiie e e 21
B.44. Ernten der Zellen ........ccccueiioiiiiiiiieeiieeeeeeee e 23
B.4.5. Analyse der Proteinexpression und Lokalisation mittels
konfokaler Laser-Scan Mikroskopie..........ccccccveeviiiienciieinciieeeiieee. 23
B.S. Isolierung humaner Thrombozyten............ccccvereciscnrccscnrecscnnnessenns 24
B.6. Allgemeine Methoden zur Trennung und Detektion von
g (1] (11 T 1 O 25
B.6.1. Proteinbestimmung nach Bradford.............cccoooeviiiiniiiiinee 25
B.6.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)..........c...c......... 25
B.6.3. Coomassie-FArbUNG .........ccovviiiiiiiieiiieeeeee e 26
B.6.4. WESEETNIDIOL .....coeiiiieiiie et 27
B.7. Spezielle Methoden zur Charakterisierung von
ProOteINEeN ..cuuuueeriiirisnniicnssssnnreccsssnnnecssssnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssassas 29
B.7.1. Membranpréparation aus COS-7 Zellen und humanen
ThromMbOZYLEN ......coiiiiieeiiieeiie e 29
B.7.2. Affinitatsreinigung tiber CGMP-AZarose ........cccecvvveevvieeecieeeeieeennee. 30
B.7.3. IMMUNPIAZIPIEALION. ....ciitiiieiiiie ettt e e e 31
B.7.4. In vitro Phosphorylierung ............coccuvveeiiiieiiiieeiieciee e 31
B.7.5. In vivo Phosphorylierung.........c.c.ooeeviiieiiiieeiiie e 32
B.7.6. AUtoradiographie .........ccceveiiiieiieeiieceeee e 33
B.7.7. MasSENSPEKLIOMELIIC ....c.vveeeieeiieeiie ettt e e ens 34

B.8. Herstellung phosphospezifischer IRAG-Antikorper .........ccceeenneee 35



Inhaltsverzeichnis

C.1.

C.1.1.
C.1.2.
C.1.2.1.
C.1.2.2.
C.1.3.

C.2.

C.2.1.

C.2.2.

C.2.3.

C.24.

C.2.5.

C.2.6.

C.2.6.1.

C.2.6.2.

C.2.6.3.

D.1.

D.2.

| 00 oL 1] 1T R TR J |

Identifizierung der Transmembrandomine/n von

Herstellung von IRAGa/IRAGb-TMc Konstrukten ...................
Intrazelluldre Lokalisation von IRAGa/IRAGb-TMc ................
Untersuchung der IRAG-TMc-EGFP Fusionsproteine ......................
Untersuchung der IRAG-TM¢ pcDNA3.1 Konstrukte.......................

Einfluss der Doménen TM¢ und TMy auf die Interaktion

von IRAG mit der cGKIP oder dem IP3RI...........ccooeiveeiinninn.

Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen

720) 1 T 1 20 N G PN

Intrazelluldare Lokalisation von IRAG in humanen

ThrombOZYLeN ......ccccuviiieiiieciie e e

Interaktion von IRAG mit cGKIf und IP;RI in humanen

ThrombOZYteN ......cccoviiieiiieeiie e

In vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen

ThromMbBOZYLEN ....cc.eeieiieeiieeieeeeee e

Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen von

IRAG in humanen Thrombozyten ............ccccccveeeviieeniieeecnreeennee.

Untersuchung der Phosphorylierungsstellen in COS-7

ZRILEI e

In vivo Phosphorylierung von Ser664 und Ser677 in

humanen ThromboZyten ............ccceeviieriiinieiie e,

Herstellung und Spezifitit der pSer664- und pSer677-IRAG

F N 1131 0] § o <) SRS RS

In vivo Phosphorylierung von Ser677 in humanen

THrOMDOZYLEN .....eeeiiieeiieeee e e

In vivo Phosphorylierung von Ser664 in humanen

THrOMDOZYLEN .....eeeiiiieiiie et

DiSKUSSION c.vereerneenecreeesecsscssessesssessessssssessssssesssssssssessssssssssss O8

Funktionelle Bedeutung der Doméanen TM¢ und TMy

IRAG als Substrat der cGKI in humanen

TRromMbDOZYeN.....ccccoiiiiiiiiinnnnnnniiiiicssssssssnnsssnneecsssssssnssssssssssssns



Inhaltsverzeichnis v

Physiologische Bedeutung von IRAG in Thrombozyten............... 71
F2 1Y 1] 1 Tl OO 74
ZusammenfasSUNG.....ccooreercrrnneeereeccssssssssssssssssssssssssssssssanes 75
F2N 111 F: 1 1 7Tt 77
Verwendete Primer in der PCR und Sequenzierung..............c...... 77
Verwendete Antikorper in der Westernblot-Analyse..........cccceue... 78
Verwendete Phosphorylierungsreagenzien.........ccceeeveeereccsccnnnecccnns 79
LiteraturverzeiChnis ........eeeeeereeccciisicsccnnnnnnrecccssssscnnnnes 80
Zitierte Veroffentlichungen ..........ccccovvceeeeicssssnnenccssscnnnccssssnnsnccsssnnnes 80

Eigene Veroffentlichungen ............coeeeeeinneenisneeccsneeccssneeccssneccssnnees 87



Abbildungsverzeichnis Vv

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

A-1:
A-2:
A-3:

C-5:
C-6:

C-8:

C-9:

C-10:
C-11:
C-12:
C-13:
C-14:
C-15:

C-16:
C-17:

D-1:

NO/cGMP-Signaltransduktion...........ccceeevierieeiiienieeiienie et sve e ens 2
Regulation der ThrombozytenaktiVitht...........ccceevieriiieniiiiiieieeieerie e 6
Schematische Struktur von IRAG.........cccooiriiiiiiiiiiccceces 8
IRAG Konstrukte zur Identifizierung der Transmembrandoméne/n.............. 38

Lokalisation der IRAGa oder IRAGb Wt/-TMc-EGFP Fusionsproteine

1N COS=7 ZEIEN ...t ettt 39
Expression und Lokalisation von IRAGa oder IRAGb Wt/-TM¢

und cGKIB in COS-7 ZEIIEN.......c.ooueiueeieiecieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
Interaktion von IRAGa oder IRAGb Wt/-TM¢ mit cGKIf und IPs;RI

1N COS-7 ZEIION.....ceiiieiieeeieteeee ettt ssese s e 43
Lokalisation von IRAG und cGKIp in humanen Thrombozyten.................... 45

Interaktion von IRAG mit cGKIf und IP;RI in humanen Thrombozyten...... 46

Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen

Thrombozyten mit cGMP und GEA/NO.......c..ccccooiiiiiiiniiiiiiicneceeeeee 47
Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen
Thrombozyten mit cGMP und cBIMPS..........cccoooiiiiiiiiieeceeeeiee, 49
Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG

in humanen ThrombOZyten...........ccoociiiiiiiiiieiiieeee e 50
In vitro Phosphorylierung von IRAG in COS-7 Zellen.........ccccecueevenercnnnns 53
Spezifitit der pSer664-IRAG ANtiKOTPET.......ccvevvieriiiriieriieeieeee e 55
Spezifitit der pSer677-IRAG ANtiKOTPET......cccveviieiiieiieiieeieeeeee e 56
In vivo Phosphorylierung von Ser677 in humanen Thrombozyten................. 58
In vivo Phosphorylierung von Ser664 in humanen Thrombozyten................. 60
Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664

mit cCGMP und cBIMPS. ... 62
Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664 mit DEA/NO........... 64
Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664 mit Forskolin........... 66

Regulation der intrazelluldren Kalziumkonzentration
durch IRAG und cGKIP.......cooiiiiiiciieieceeeeeeeeeeeee e 73



Tabellenverzeichnis VI
Tabellenverzeichnis
Tabelle B-1:  Verwendete OrganiSmeN..........c.cecveeieeriieeieenieeieenieeseesseesseesseesseessseesens 10
Tabelle B-2:  Verwendete Plasmide...........ccooouieviiiniiiiiiiiicieieeeee e 10
Tabelle B-3:  Verwendete RestriktionSeNZyme...........ccccveevveeeiiieeniieeiiee e eiiee e 13
Tabelle C-1:  Vergleich der cGMP-abhéngigen in vitro und in vivo
Phosphorylierungsstellen von IRAG..........cccecieviiiiiienieniieieceeee e 51
Tabelle F-1:  PCR-Primer fiir die Generierung von IRAGa/IRAGb-TM¢ Konstrukten... 77
Tabelle F-2:  Verwendete S€qUENZICIPIIMET.......c.ccoueeiiriirieiiaienieeieneenieeie e see e 77
Tabelle F-3:  Verwendete Antikorper in der Westernblot-Analyse...........ccoceveevvieniiennnnnns 78
Tabelle F-4:  Verwendete Phosphorylierungsreagenzien.............cccceeeveevieevieenreecieenneenne. 79



Abkurzungsverzeichnis

VI

Abkirzungsverzeichnis

AC
ADP
ANP
AP
AP®
APS
AR
ATP
BA
BCIP

BNP

bp
BSA
cAK
cAMP
cGK
cGMP
CML
CNG
CNP
cpm
ddNTP
DMEM

DMF
DMSO
dNTP
DNS
DTT

Acrylamid
Adenylylzyklase
Adenosindiphosphat
Atriales natriuretisches Peptid
Alkalische Phosphatase
Ampicillinresistenz
Ammoniumperoxodisulfat
Autoradiogramm
Adenosintriphosphat
Bis-Acrylamid
5-Bromo-4-chloro-3-
indolylphosphat
gehirnspezifisches
natriuretisches Peptid
Basenpaare
Rinderserumalbumin

cAMP-abhéngige Proteinkinase

zyklisches Adenosinmonophosphat

cGMP-abhéngige Proteinkinase

zyklisches Guanosinmonophosphat
Chronische myeloische Leukdmie

durch zyklische Nukleotide aktiviert

C-Typ natriuretisches Peptid
counts per minute
Didesoxynukleosidtriphosphat
Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxynukleosidtriphosphat
Desoxyribonukleinsdure

Dithiothreitol

M, mM
MCS
Mes
mg
MG
min

ml
MOPS
MP

ng
pl
pm
NBT
ng

NO
NOS
oD
PAGE

PAS
PBS
PCR
PDE
pGC
Phl
PI

Kilobasen

Kilodalton
Kanamycinresistenz

Liter

Luria-Bertani

Molar, Millimolar
Multiple Klonierungsstelle
Morpholinoethanséure
Milligramm
Molekulargewicht

Minute

Milliliter
Morpholinopropansulfonsdure
Magermilchpulver
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
Nitroblautetrazolium
Nanogramm

Nanometer
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese

Protein A Sepharose
Phosphat gepufferte Saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phosphodiesterase
partikuldre Guanylylzyklase
Phosphataseinhibitoren

Proteaseinhibitoren



Abkurzungsverzeichnis

VI

EDTA

EGTA

EMBL

ER
ESI-MS

EtOH
FCS

GTP

HBS
Hepes

HRPO
IB
IgG
IP;
IP;RI

Natrium-Ethylendiamin-N,N,N’,N’-

tetraacetat

Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl-

ether)-N,N,N’ ,N’-tetraacetat
European Molecular

Biology Laboratory
Endoplasmatisches Retikulum
Elektrospray-lonisations-
Massenspektrometrie

Ethanol

Fotales Kélberserum
Gravitétskonstante oder Gramm
Guanosintriphosphat

Stunde

Hepes gepufferte Saline
Hydroxyethyl-piperazin-
ethansulfonsiure
Meerrettichperoxidase
Immunblot

Immunglobulin G
Inositol-1,4,5-trisphosphat
IP;-Rezeptor Typ 1

pmol
PMSF
pro
PVDF
RNS
rpm
RT
SAP
SDS
sec
sGC
TBE
TBST
TEMED

™

Tris

uv
Wt
Zyt

Picomol
Phenylmethansulfonylfluorid
Promotor
Polyvinylidendifluorid
Ribonukleinsdure
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Shrimps Alkaline Phosphatase
Natriumdodecylsulfat
Sekunde

l6sliche Guanylylzyklase
Tris-Borat-EDTA

Tris gepufferte Saline Tween
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
ethylendiamin
Transmembrandoméne
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Unit, Einheit

Ultraviolett

Wildtyp

Zytosol



Einleitung 1

A Einleitung

AA1. Signaltransduktion durch NO/cGMP

Der gasformige Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine entscheidende Rolle bei
vielen physiologischen Prozessen. Neben der Regulation des Blutdrucks ist dieses Signal-
molekiil u.a. bei der Thrombozytenaktivitit, der Sinneswahrnehmung und moglicherweise
bei komplexen Leistungen wie Lernen und Gedéchtnis beteiligt. AuBerdem fungiert NO als
Neurotransmitter in Neuronen. Aufgrund seiner Zytotoxizitit bei erhohter Freisetzung aus
Makrophagen und Granulozyten hat dieser Botenstoff auch bei der Immunabwehr eine grofe
Bedeutung. Im Organismus wird die Bildung von NO aus der Aminoséure L-Arginin durch
die NO-Synthase (NOS) katalysiert (Abb. A-1). Bei dieser Reaktion wird der terminale
Guanidinstickstoff des Arginins unter Bildung von Citrullin zu NO oxidiert (Ignarro et al.,
1999). In der Familie der NOS werden drei Isoformen unterschieden: eine Kalzium-
unabhéngige induzierbare NO-Synthase (iNOS), die hauptsidchlich in Makrophagen und
Neutrophilen vorkommt, und zwei Kalzium-abhéngige konstitutive Formen, welche in
Endothelzellen und Thrombozyten (endotheliale NO-Synthase, eNOS) bzw. in Nervenzellen
(neuronale NO-Synthase, nNOS) gefunden werden (Forstermann et al., 1991). Freigesetztes
NO kann leicht durch die Zellmembran der Zielzellen diffundieren und dort verschiedene
Reaktionen verursachen. So kann es zur Entstehung von reaktiven Stickstoff- und Sauer-
stoffradikalen, zur ADP-Ribosylierung von Proteinen oder zur Aktivierung der 16slichen
Guanylylzyklase (sGC) kommen. Dieses Enzym katalysiert die Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Der sekundire Botenstoff
cGMP wird ebenfalls durch die partikulire Guanylylzyklase (pGC) generiert, deren
Isoformen A, B, und C u.a. durch natriuretische Peptide (ANP, BNP und CNP) aktiviert
werden (Abb. A-1).

Bisher sind drei Zielstrukturen von cGMP bekannt, die das NO-Signal in verschiedenen
Zelltypen weiterleiten (Abb. A-1). Zum einen werden cAMP-spezifische Phosphodiesterasen
(PDE) aktiviert oder gehemmt, wodurch die Regulation der intrazelluliren cAMP-Konzen-
tration beeinflusst wird (Sonnenburg & Beavo, 1994). In der Retina oder im olfaktorischen
System konnen zyklisches-Nukleotid-aktivierte Kationenkanile (CNG-Kanile) gedffnet
werden, die fiir die Signalverarbeitung im Seh- bzw. Riechprozess notwendig sind (Biel et

al., 1998). AuBerdem werden cGMP-abhédngige Proteinkinasen (cGK) aktiviert (Pfeifer et
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al., 1999; Ruth, 1999), was u.a. zur Relaxation des glatten Muskels (Pfeifer et al., 1998;
Sausbier et al., 2000) oder zur Hemmung der Thrombozytenadhédsion und -aggregation

(Massberg et al., 1999) fiihrt.

.. Nos N
L-Arginin — NO + Citrullin NPs

! {
GTP

P TN
PDE cGK CNG-Kanal

Abbildung A-1: NO/cGMP-Signaltransduktion. NO entsteht aus L-Arginin durch die NO-Syn-
thase (NOS). Die Aktivierung der 16slichen Guanylylzyklase (sGC) durch NO und die Stimulierung
der partikuldren Guanylylzyklase (pGC) durch natriuretische Peptide (NPs) fiihrt zur Generierung
von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP). Zielproteine fiir
cGMP sind Phosphodiesterasen (PDE), zyklisches-Nukleotid-aktivierte Kationenkanile (CNG-
Kanile) und cGMP-abhéngige Proteinkinasen (cGK).

A.2. Struktur und Lokalisation der cGMP-Kinasen

Die cGMP-abhédngigen Proteinkinasen gehdren zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen. In
Sdugetieren existieren zwei cGK-Gene, eines kodiert die 16sliche ¢GKI und das andere die
membrangebundene cGKII. Durch alternatives Spleilen des Aminoterminus der cGKI
entstehen die beiden Isoformen cGKlo und cGKIp, die sich in den ersten 90-100 Amino-
sduren unterscheiden (Wernet et al., 1989). Bei den ¢GKs handelt es sich um Homodimere,
deren monomere Untereinheiten ein Molekulargewicht von 76-78 kDa (cGKI) bzw. von 87
kDa (cGKII) aufweisen. In ihrer Grundstruktur bestehen die Kinasen aus drei funktionellen
Untereinheiten: einer aminoterminalen, einer regulatorischen und einer katalytischen
Doméne (Pfeifer et al., 1999). Der N-Terminus enthilt eine Leucinzipper-Region, welche die
Homodimerisierung der Enzyme und die Interaktion mit anderen Proteinen ermoglicht
(Atkinson et al., 1991; Surks et al., 1999; Ammendola et al., 2001). AuBBerdem ist der
Aminoterminus filir die Autoinhibierung der katalytischen Domine bei Abwesenheit von
cGMP verantwortlich und vermittelt die intrazellulidre Zielsteuerung der Kinasen zu ver-
schiedenen subzelluldren Strukturen (Hofmann et al., 1992; Hofmann et al., 2000). Die
regulatorische Domine besteht aus zwei cGMP-Bindungstaschen. Durch Bindung von

cGMP kommt es zur Konformationsianderung der Enzyme, wodurch die autoinhibitorische
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Wirkung des N-Terminus aufgehoben und die Phosphorylierung der Substratproteine
ermoglicht wird. Die katalytische Doméne enthélt eine ATP- und eine Substratbindestelle.
Nach Bindung von Mg-ATP katalysiert sie die Ubertragung des endstéindigen Phosphatrestes

von ATP auf Serin- oder Threoninreste der Zielproteine.

Die cGKII ist durch Myristoylierung des N-Terminus fest in der Zellmembran verankert
(Vaandrager et al., 1996), wihrend die cGKI iiberwiegend im Zytosol lokalisiert ist
(Keilbach et al., 1992). Generell konnte die Expression der beiden cGMP-Kinasen in vielen
verschiedenen Organen und Zelltypen nachgewiesen werden. Die héchste Konzentration der
cGKI wurde im glatten Muskel, in Thrombozyten und im Cerebellum detektiert. Aulerdem
ist sie im Hippocampus, in Spinalganglien, in der neuromuskuléren Endplatte und in der
Niere stark exprimiert. Geringe Mengen konnten in Endothelzellen von Blutgefdlen und
einigen Immunzellen nachgewiesen werden (Pfeifer et al., 1999). Die cGKla Isoform ist
hauptséichlich in Lunge, Herz und Cerebellum lokalisiert, die cGKIf Isoform iiberwiegend in
glattmuskuldren Geweben wie Uterus, Aorta, Blutgefd3e, Intestinum oder Trachea, sowie in
Thrombozyten und im Hippocampus (Lincoln et al., 1988; Keilbach et al., 1992; Geisel-
horinger, 2002). Die ¢GKII wird in verschiedenen Hirnregionen und in der intestinalen
Mukosa, sowie in Niere, Lunge und Chondrozyten exprimiert (Gambaryan et al., 1996; Loh-

mann et al., 1997).

A.3. Wirkungsmechanismen der cGMP-Kinasen

Aufgrund ihrer weit verbreiteten Lokalisation in verschiedenen Geweben und Zelltypen sind
die physiologischen Funktionen der cGKs entsprechend vielfiltig. Die cGKII beeinflusst
z.B. die Chlorid/Wasser-Sekretion im Intestinum durch Phosphorylierung des CFTR-
(zystische Fibrose Transmembran-Leitfiahigkeitsregulator) Chloridkanals (Vaandrager et al.,
1997, Pfeifer et al., 1996). AuBBerdem ist sie bei der Reninfreisetzung in der Niere (Wagner
et al., 1998), sowie an der enchondralen Ossifikation und damit am Knochenwachstum

(Pfeifer et al., 1996) beteiligt.

Untersuchungen an cGKI-defizienten Méusen zeigen eine deutlich reduzierte Lebens-
erwartung dieser Tiere mit einem Durchschnittsalter von 4-8 Wochen. Auflerdem weisen
cGKI knock-out Méuse z.B. einen erhohten Blutdruck und schwerwiegende intestinale
Storungen auf (Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000; Ny et al., 2000). Durch die

Analysen verschiedener glattmuskuldrer Organe von cGKI-defizienten Méusen zeigte sich,
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dass eine der Hauptfunktionen der cGKI die Relaxation des glatten Muskels ist. Generell
wird der Tonus der glatten Muskulatur durch die intrazelluldre Kalziumkonzentration oder
durch Modulation der Kalziumsensitivitidt der kontraktilen Elemente reguliert (Berridge et
al., 2000; Bootman et al., 2001; Schlossmann et al., 2003). Dabei kommt es durch ver-
schiedene Agonisten, wie z.B. Noradrenalin oder Angiotensin II, zur Aktivierung von GTP-
bindenden Proteinen, welche im folgenden die Phospholipase Cf stimulieren. Dies fiihrt zur
Synthese von Inositol-1,4,5-trisphophat (IP3) und Diacylglycerol. Durch Bindung von IP; an
den IP;-Rezeptor Typ I (IP;RI), einen Kalziumkanal in den Membranen des endoplas-
matischen Retikulums (ER), wird die Kalziumfreisetzung aus dem ER induziert. AuBBerdem
stromt extrazelluldres Kalzium durch L-Typ Kalziumkanéle in die Zelle (Moosmang et al.,
2003; Wegener et al., 2004). Diese erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration aktiviert die
Kalzium-Calmodulin abhéngige Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK), die darauf hin die
leichte Kette des Myosins (MLC) phosphoryliert. Dadurch wird die Myosin-ATPase
stimuliert und der glatte Muskel kontrahiert. Als Folge der sinkenden intrazelluldren
Kalziumkonzentration wird die MLC durch die Myosinphosphatase (PP1M) dephos-
phoryliert und der Muskel entspannt sich wieder. Kalzium-unabhéngig wird die Kontraktion
des glatten Muskels durch die Veridnderung der Kalziumsensitivitit des Aktin-Myosin-
Gertists reguliert. Dabei kommt es u.a. iiber die Aktivierung des kleinen GTP-bindenden
Proteins Rho zur Stimulierung der Rho-Kinase. Dies fithrt zur Phosphorylierung der
regulatorischen Myosin-bindenden Untereinheit (MBS) der PP1M, wodurch dessen Aktivitit
gehemmt wird. Da die MLCK davon nicht beeinflusst wird, nimmt die Phosphorylierung der
MLC zu und der Muskel kontrahiert.

Durch Phosphorylierung ihrer Substratproteine greift die cGKI in die Regulation des glatten
Muskeltonus ein und ist sowohl bei der Verminderung des intrazelluldren Kalziumspiegels
(Pfeifer et al., 1998) als auch bei der Modulation der Kalziumsensitivitit (Bonnevier et al.,
2004) beteiligt. Hierfiir stehen verschiedene Mechanismen zur Diskussion:

Eine Moglichkeit stellt die Phosphorylierung der Phospholipase CPs; oder des RGS-2
(Regulator des G-Protein signaling-2) dar, wodurch die IPs;-Synthese reguliert wird (Ruth et
al.,, 1993; Xia et al.,, 2001; Tang et al., 2004). Des weiteren phosphoryliert die cGKI
Kalzium-aktivierte Kaliumkanile (BKc,) und erhéht damit deren Offnungswahrschein-
lichkeit. Dadurch kommt es zur Hyperpolarisation der Zellmembran, spannungsabhéngige
Kalziumkanile (z.B. L-Typ Kalziumkanile) werden geschlossen und der Kalziumeinstrom

in die Zelle wird verringert (Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999; Sausbier et al., 2000;
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Swayze & Braun, 2001). Durch Phosphorylierung des IP3-Rezeptor assoziierten cGKI
Substrates IRAG konnte eine Hemmung der IPs;-induzierten Kalziumfreisetzung aus
intrazelluldren Speichern (ER) nachgewiesen werden, wodurch ebenfalls die intrazelluldre
Kalziumkonzentration vermindert wird (Schlossmann et al., 2000). IRAG ist Gegenstand
dieser Arbeit und wird im folgenden (A.4) genauer beschrieben. Auch der IP;-Rezeptor wird
durch die ¢GKI phosphoryliert (Komalavilas & Lincoln, 1996), jedoch ist bisher noch
unklar, ob diese Phosphorylierung direkt mit der Kalziumfreisetzung zusammenhingt (Haug
et al., 1999). Ein weiteres Zielprotein der cGKI stellt Phospholamban dar (Raeymackers et
al., 1988), welches nach Aktivierung durch die cGKI den Kalziumriicktransport durch die
Kalzium-ATPase in intrazelluldre Speichervesikel des ER moduliert.

Als Kalzium-unabhéngiger Mechanismus wurde die Phosphorylierung der regulatorischen
Untereinheit (MBS) der PP1M durch die cGKla-Isoform beschrieben (Surks et al., 1999).
Allerdings konnte bisher noch keine direkte Auswirkung der Phosphorylierung auf die
Aktivitit der Phosphatase festgestellt werden (Nakamura et al., 1999). AuBerdem wird
moglicherweise das kleine GTP-bindende Protein Rho von der cGKI phosphoryliert,
wodurch der GDP/GTP-Austausch verhindert wird und die Rho-Kinase inaktiv bleibt. Als
Folge bleibt die PP1M im aktiven Zustand und die Sensitivitdt der kontraktilen Elemente fiir

intrazelluldres Kalzium wird reduziert (Somlyo & Somlyo, 2000; Pfitzer, 2001).

Neben der Relaxation der glatten Muskulatur stellt die Regulation der Thrombozytenaktivitit
eine weitere wichtige Funktion der cGKI dar. Grundsétzlich wird die Aktivitit der Throm-
bozyten iiber sehr komplexe Mechanismen reguliert, welche durch verschiedene Agonisten
und Antagonisten beeinflusst werden (Schwarz et al., 2001; Miinzel et al., 2003) (Abb. A-2).
Als Stimulatoren wirken dabei z.B. Thrombin, Thromboxan A, (TxA;) oder Adenosin-
diphosphat (ADP), die iiber verschiedene GTP-bindende Proteine (Gi3, Gy oder Gj) und
anschlieBende Signalkaskaden die Verdnderung der Plittchenoberfldche (,,shape change®),
sowie die Adhédsion, Aggregation und Sekretion vermitteln (Abb. A-2). Auf der anderen
Seite wird die Thrombozytenaktivitit durch verschiedene Antagonisten gehemmt. Dabei
konnen z.B. Prostaglandine (PGI,, PGE;) nach Stimulierung der Adenylylzyklase (AC) eine
erhohte Synthese von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und somit die Akti-
vierung der cAMP-abhidngigen Proteinkinase (cAK) auslosen (Abb. A-2). Ein anderer
Mechanismus kann iiber die NO/cGMP-Signalkaskade und anschlieBende Aktivierung der
cGKI erfolgen. Die inhibitorische Wirkung von NO auf Thrombozyten, welche durch

Stimulierung der sGC und einer daraus folgenden verstirkten cGMP-Synthese vermittelt
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wird, ist bereits seit lingerer Zeit bekannt (Moro et al., 1996). Da Thrombozyten die cGKI
stark exprimieren (Waldmann et al., 1986), liegt die Weiterleitung des NO/cGMP-Signals
iiber dieses Enzym nahe. In experimentellen Untersuchungen an Thrombozyten von cGKI
knock-out Miusen konnte eine erhohte Adhidsion und Aggregation der Thrombozyten
festgestellt werden (Massberg et al., 1999), was ebenfalls darauf hindeutet, dass die cGKI

bei der Hemmung der Thrombozytenaktivitét beteiligt ist.

Thrombin
TXA, PGI,
ADP PGE, NO
| }
Geoms S o)
G, G, X G G, v
=
cAMP ¢
¢ cGMP

v
! PRI o @?

weitere Rap1b
Substrate LASP weitere

Substrate
v J_ 1 1

»Shape change*, Adhasion, Aggregation, Sekretion

Abbildung A-2: Regulation der Thrombozytenaktivitit. Agonisten: Thrombin, Thromboxan A,
(TxA;), Adenosindiphosphat (ADP); Antagonisten: NO, Prostaglandine (PGL,, PGE,); GTP-bindende
Proteine (Gi3, Gg, Gi, Gy), zyklisches Adenosin-/Guanosinmonophosphat (cAMP/cGMP), Adenylyl-/
Guanylylzyklase (AC/sGC), cAMP/cGMP-abhingige Proteinkinase (cAK/cGK), Vasodilator-stimu-
liertes Phosphoprotein (VASP), IP;-Rezeptor Typ I (IP;RI), Hitzeschockprotein 27 (Hsp27), kleines
GTP-bindendes Protein Raplb (Raplb), LIM und SH3 Protein (LASP). Weitere Erkldrungen im
Text.

Wie in den glatten Muskelzellen sind auch in Thrombozyten verschiedene Zielproteine
bekannt, welche durch die cGKI phosphoryliert werden (Abb. A-2):

Eines der am besten untersuchten Substrate ist das Vasodilator-stimulierte Phosphoprotein,
VASP, das an fokalen Adhésionen assoziiert vorliegt und bei der Regulation der Aktin-
filamentassemblierung und Aktinpolymerisation beteiligt ist (Reinhard et al., 2001). Dieses

Protein weist drei Phosphorylierungsstellen auf, welche mit unterschiedlicher Spezifitit von
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der cGK und cAK phosphoryliert werden (Smolenski et al., 1998). Verschiedene Arbeits-
gruppen konnten zeigen, dass die VASP-Phosphorylierung in engem Zusammenhang mit der
Inhibierung der Thrombozytenaktivitit steht und moglicherweise iiber die Hemmung des
Fibrinogenrezeptors (Integrin oypf3) erfolgt (Horstrup et al., 1994; Aszodi et al., 1999;
Hauser et al., 1999). Neuere Untersuchungen an VASP-defizienten Thrombozyten aus der
Maus weisen darauf hin, dass VASP bei der Inhibierung der Thrombozytenadhésion an die
Endothelschicht von Blutgefdlen beteiligt ist und dass die NO/cGMP-induzierte Hemmung
der Endotheladhésion bei diesen Thrombozyten unterbunden wird (Massberg et al., 2004).
Abgesehen von VASP exprimieren Thrombozyten alle drei bisher bekannten IP3-Rezeptoren
(Typ L, II und III), wobei Typ I hauptsdchlich in den intrazelluliren Membranen lokalisiert
ist und dort die Kalziumfreisetzung reguliert (El-Daher et al., 2000). Cavallini et al. (1996)
konnten zeigen, dass die zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP in Thrombozyten
einerseits zur Hemmung der IPs;-induzierten Kalziumfreisetzung fithren und andererseits die
Phosphorylierung des IP;RI fordern. Des weiteren stellt das Hitzeschockprotein 27 (Hsp27)
ein Substrat der cGKI dar, welches mdoglicherweise bei der Inhibierung der Aktinpoly-
merisation beteiligt ist (Butt et al., 2001). Auch das kleine GTP-bindende Protein Raplb
kann durch die cGKI phosphoryliert werden. Dadurch wird die Aktivitit von Raplb
gehemmt und das Protein wandert von der Zellmembran der Thrombozyten zum Zytoskelett
(Franke et al., 2000). Erst vor kurzem wurde LASP (LIM und SH3 Protein) als Substrat der
cGKI entdeckt, welches ebenfalls nach Phosphorylierung von der Zellmembran ins Zytosol
transloziert wird und wahrscheinlich bei der Organisation des Zytoskeletts und der Zell-
bewegung beteiligt ist (Butt et al., 2003). Alle hier genannten Zielproteine der cGKI werden
auflerdem von der cAK phosphoryliert (Abb. A-2).

Als weitere mogliche Funktionen wurde gezeigt, dass die cGKI auch bei der Migration,
Proliferation und Dedifferenzierung von glatten Muskelzellen beteiligt ist (Hofmann et al.,
2000). Die hier beschriebenen Mechanismen verdeutlichen die unterschiedlichen Wirkungs-
weisen der ¢GKI, die vor allem die Funktion von Blutgefdlen und Thrombozyten beein-

flussen.
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A.4. Struktur, Lokalisation und Funktion von IRAG

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor assoziierte cGMP-Kinase Substrat IRAG wurde
aus mikrosomalen Membranen von glatten Muskelzellen der Rindertrachea isoliert und als
Substratprotein der cGKI identifiziert (Schlossmann et al., 2000). Es wird durch die ¢cGKI
phosphoryliert und liegt in einem trimeren Komplex zusammen mit dem IP;RI und der
cGKIB im glatten Muskel vor. Die beiden Isoformen IRAGa und IRAGb unterscheiden sich
lediglich darin, dass IRAGa eine zusitzliche N-terminale Sequenz aus 52 Aminosduren
enthdlt (vgl. Abb. A-3). Mittels Hydropathie-Analyse konnte fiir beide Isoformen eine
mogliche C-terminale Transmembrandomine (TM¢) ermittelt werden, welche wahrschein-
lich der Verankerung von IRAG in der Membran dient. IRAGa weist eine weitere putative
TM (TMy) am N-Terminus auf (Abb. A-3). In der zentralen Region beinhaltet IRAG eine
coiled-coil Domine, die fiir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich sein kénnte. Die
Interaktionsstelle von IRAG mit der cGKI konnte auf 33 Aminosduren im N-terminalen
Bereich des IRAG Proteins eingegrenzt werden (vgl. Abb. A-3). Dieser Bereich interagiert
spezifisch mit der Leucinzipper-Region der cGKIp, jedoch nicht mit ¢cGKIa oder cGKII
(Ammendola et al., 2001). Mittels Massenspektrometrie konnten fiinf cGMP-abhéngige in
vitro Phosphorylierungsstellen von IRAG identifiziert werden (Abb. A-3).

® &P
& &
v v cGKIp-
1 53 Interaktionsstelle coiled-coil Doméane 911
™, 118 393 629 683 696 T™M.
t 44
= S S S 4O
% N W )
& ® & &&

Abbildung A-3: Schematische Struktur von IRAG. Angegeben sind Aminosdurepositionen und
Konsensussequenzen der fiinf cGMP-abhéngigen in vitro phosphorylierten Serine. TM¢ bzw. TMy
steht fiir C- bzw. N-terminale Transmembrandoméne. Weitere Erklarungen im Text.

Ahnlich der ¢cGKIB ist IRAG hauptsichlich in glattmuskuliren Geweben, wie z.B. Aorta,
Magen-Darmtrakt, Uterus, Trachea und Blase, sowie in Thrombozyten lokalisiert (Geisel-

horinger, 2002). Untersuchungen mit heterolog exprimierten IRAG-Konstrukten in COS-7
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Zellen zeigten auflerdem eine perinukledre Lokalisation von IRAG innerhalb der Zellen
(Schlossmann et al., 2000). Diese Befunde deuteten darauf hin, dass der trimere Komplex
aus IRAG, IP;RI und ¢GKIB an den Membranen des ER gebildet wird und IRAG somit
moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Modulation der Kalziumfreisetzung aus intra-

zelluldren Speichern spielen konnte.

Funktionelle Studien in COS-7 Zellen bestitigten diese Vermutung, nachdem eine Hem-
mung der [P;-induzierten Kalziumfreisetzung aus dem ER nach Phosphorylierung von IRAG
durch die cGKIP beobachtet wurde (Schlossmann et al,. 2000). Erst kiirzlich konnte au3er-
dem in isolierten humanen glatten Muskelzellen aus Colon gezeigt werden, dass IRAG auch
in diesen Zellen bei der NO/cGMP-induzierten Inhibierung der Kalziumfreisetzung beteiligt
ist (Fritsch et al., 2004). Der exakte Mechanismus, wie IRAG die Hemmung der Kalzium-

freisetzung moduliert, ist allerdings noch unklar.

A.5. Ziele dieser Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit war, eine oder beide der moglichen Transmembrandomidnen von
IRAG, TMc¢ und/oder TMy, eindeutig als echte TM zu identifizieren. Dazu sollten ver-
schiedene Konstrukte von IRAG hergestellt werden, welche entweder nur eine oder keine
der beiden Doménen enthalten. Nach Expression in COS-7 Zellen sollte dann zunéichst die
intrazellulire Lokalisation dieser Konstrukte (frei im Cytosol oder in den Membranen
verankert) tiberpriift werden. Des weiteren sollte die Funktion von TM¢ und TMy bei der
Interaktion von IRAG mit der cGKIf oder dem IP;RI mittels Affinitdtschromatographie und

Phosphorylierung untersucht werden.

Nachdem bereits fiinf verschiedene Serine von IRAG identifiziert werden konnten, welche
cGMP-abhingig in vitro phosphoryliert werden, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die
exakten in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG aufzukldren. Dazu sollte vorab die
Lokalisation und die gesamt in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen Thrombozyten
untersucht werden. Anschlieend sollten mittels Massenspektrometrie die genauen in vivo
Phosphorylierungsstellen von IRAG bestimmt werden. Durch Herstellung phosphospezi-
fischer IRAG Antikorper sollte auerdem die in vivo Phosphorylierung der neu identi-

fizierten phosphorylierten Aminosduren nach Aktivierung der cGKI analysiert 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 einer kurzen Beschreibung und ihrer Herkunft aufgefiihrt.

Die Abkiirzungen fiir Geno- und Phénotyp entsprechen der Nomenklatur von Bachmann und

Low (1990).

Tabelle B-1: Verwendete Organismen

Stamm Beschreibung Referenz
Escherichia coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’proAB Stratagene
XL1-Blue lacl'ZAMI5 Tnl0 (Tetd)] 8
Escherichia coli A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173  endAl supE44  thi-1 Stratagene
XL2-Blue MRF’ | recAl gyrd96 relAl lac [F’proAB lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet")] 8
Escherichia coli F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢dlacZ AM15 AlacX74 recAl Invitrosen
TOP10 deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endAl nupG g
Tabelle B-2: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Verwendung Referenz
pcDNA3.1 CMVpro-MCS, Ap® Klonierungsvektor | Invitrogen
pEGFP-N3 CMVpro-MCS und EGFP, Km" Klonierungsvektor | Clontech

® R Subklonierung von .
pCR™-BluntlI-TOPO ccdB (lethales Gen), Km PCR-Produkten Invitrogen
. R ,.Leervektor bei
pBluescript I KS+ T3/T7pro-MCS, Ap Transfektion Stratagene
pMT3 (SV40pro-DHFR) mit . . Ruth et al.,
pMT3-cGKIB cGKIp, Ap® Proteinexpression 1997
CMVpro-MCS, ApX, . . Mignery
PCMVI-9-IP3RI mit neuronalem IP;RI (S1-/S2+) Proteinexpression et al., 1990
. R Proteinexpression, | Schlossmann
pcDNA3.1 IRAGa pcDNA3.1 (-) mit IRAGa, Ap Template fiir PCR | et al., 2000
pcDNA3.1 IRAGb pcDNA3.1 (-) mit IRAGb, Ap® Proteinexpression Schlossmann
etal., 2000
pEGFP-N3 IRAGa pEGFP-N3 mit IRAGa, Km® Proteinexpression Schlossmann
etal., 2000
pEGFP-N3 IRAGb pEGFP-N3 mit IRAGb, Km® Proteinexpression Sflallloszsgg)%nn
) pcDNA3.1 (-) mit IRAGa ohne . . . .
pcDNA3.1 IRAGa-TM¢ carboxyterminale TM, Apt Proteinexpression diese Arbeit
pcDNA3.1 IRAGb-TM¢ PeDNA3.1 (-) mit IRAGb ohne Proteinexpression diese Arbeit

carboxyterminale TM, Ap"
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pEGFP-N3 mit IRAGa ohne

PEGFP-N3 IRAGa-TMe | oo v terminale TM, Km®

Proteinexpression diese Arbeit

pEGFP-N3 mit IRAGb

pEGFP-N3 IRAGb-TM¢ ohne carboxyterminale TM, Km"

Proteinexpression diese Arbeit

pcDNA3.1 pcDNA3.1 (-) mit RSMS/A-Mutante Proteinexoression Ammendola
IRAGagsmsa von IRAGa, Ap* P etal., 2001
pcDNA3.1 pcDNA3.1 (-) mit RRVS/A-Mutante Proteinexpression Ammendola
IRAGaRRvs/A von IRAGa, ApR oteInexpressio et al., 2001
pcDNA3,1 pCDNA3.1 (-) mit RSMS/A- Proteinexpression Ammendola
IRAGagsms/a-RRVS/A RRVS/A Doppelmutante von OICINCXPIessio etal., 2001

B.2. Anzucht und Stammhaltung

B.2.1. Nahrmedium

Das verwendete LB-Vollmedium wurde zur Sterilisierung 20 min bei 121°C und 1 bar auto-
klaviert. Temperaturempfindliche Zusitze wurden sterilfiltriert (Porengrof3e 0,2 pm, Renner
GMBH) und nach Abkiihlen des Mediums auf 50°C (Festmedium) oder vor der Inokulation
(Fliissigmedium) zugegeben. Dem festen Ndhrmedium wurden 18 g Agar pro Liter zugesetzt

und mit dem Medium autoklaviert.

LB-Medium (Luria-Bertani)

Trypton 10g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 4¢g
H,Opigest. ad 11
pH 7,4

B.2.2. Hemmstoffe

Zur Herstellung von Selektivmedien und zur Plasmidstabilisierung bei der Kultivierung
plasmidhaltiger Stimme wurde als Hemmstoff Ampicillin mit einer Stammldsung von
100 mg/ml in 50% EtOH/H2Opigest. (100 pg/ml Endkonzentration im Medium) oder Kana-
mycin mit einer Stammldsung von 50 mg/ml in HyOpigest. (50 pg/ml Endkonzentration im
Medium) verwendet. Das sterilfiltrierte (Porengrofle 0,2 pm, Renner GMBH) Antibiotikum

wurde dem Ndhrmedium nach dem Autoklavieren zugegeben.
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B.2.3. Kultivierung und Stammhaltung

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB-Medium (B.2.1). 5 ml Fliissigkulturen wurden
ausgehend von einer Einzelkolonie angeimpft und in 14 ml Plastikr6hrchen (Falcon) iiber
Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Fliissigkulturen mit groBerem Volumen wurden mit
iiber Nacht gewachsenen Vorkulturen 1:1000 bzw. mit einer gewissen Zellzahl (bestimmt

durch Trilbungsmessung bei ODggo) beimpft.

E. coli Stimme konnen 4 bis 6 Wochen bei 4°C auf Agarplatten gehalten werden. Dazu
wurden Einzelkolonieausstriche iiber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend bei 4°C
aufbewahrt. Ausgehend von diesen Kulturen kdnnen Glyzerinkulturen angelegt werden, die
bei -80°C tiber mehrere Jahre stabil sind. Fiir deren Herstellung wurden E. coli Kulturen 2:1
mit 50%igem Glyzerin (Roth) gemischt und in Kryordhrchen (Nunc) bei -80°C autbewabhrt.
Die Zugabe der Glyzerinlosung bewirkt, dass die Zellen unempfindlicher gegeniiber der

Lagerung bei tiefen Temperaturen sind.

B.3. Molekularbiologische Methoden

B.3.1. Isolierung von Plasmid-DNS

Fiir die Gewinnung hochwertiger Plasmid-DNS fiir préparative Zwecke (Sequenzierung und
Klonierung) wurden die kommerziell verfiigbaren Plasmid-Isolierungskits Plasmid Miniprep
Kit (Peqlab) und Plasmid Maxi Kit (Qiagen) verwendet. Die Methode beruht auf dem
Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim & Doly, 1997) und einer anschlieBenden DNS-
Aufreinigung mittels Anionenaustauscher-Chromatographie. Die Pridparation erfolgte mit

den im Kit enthaltenen Losungen und nach den Angaben des Herstellers.

B.3.2. Reinigung und Konzentrierung von DNS-Fragmenten

Die Reinigung, Aufkonzentrierung und Umpufferung von DNS-haltigen Losungen nach
enzymatischer Modifikation (B.3.4) sowie die Extraktion von DNS-Fragmenten aus Agaro-
segelen (B.3.5) und die Abtrennung der amplifizierten PCR-Fragmente von den Agenzien
der PCR-Reaktion (B.3.6) erfolgte mit dem ,,GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit* von Amersham. Diese Methode niitzt die Eigenschaft der DNS aus, an eine spezifisch
dafiir entwickelte Sdulenmatrix aus Glasfiber zu binden. Die anschlieende Elution der DNS
kann mit dem im Kit vorhandenen Elutionspuffer oder H,Opiqest. erfolgen. Alle bendtigten

Losungen und das Arbeitsprotokoll sind im Kit enthalten.
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B.3.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch in einem UV-Vis-Spektrometer
(Analytik Jena) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Bei einer Schichtdicke von

1 cm entspricht eine OD56 von 1,0:

- 50 pg/ml doppelstringiger DNS
- 40 pg/ml einzelstrangiger RNS
- 33 pg/ml einzelstrangigem Oligonukleotid.

Die Reinheit von DNS und RNS kann aus dem Verhéltnis OD,6y/OD,g¢ abgeschitzt werden.

Dieser Quotient sollte iiber 1,7 liegen.

B.3.4. Enzymatische Modifikation von DNS

B.3.4.1. Spaltung von DNS mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen (auch 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 II-Restriktionsenzyme spalten
ihr DNS-Substrat innerhalb oder unmittelbar neben der meist palindromischen Erkennungs-
sequenz, so dass Fragmente mit definierten Enden entstehen. Je nach Enzym werden ent-
weder glatte Enden (blunt ends) oder einander komplementére 5’- bzw. 3’-liberhingende
Enden (sticky ends) gebildet. Die DNS-Enden besitzen immer eine 5’-Phosphat- und eine 3’-
Hydroxylgruppe, was die spétere enzymatische Neuverkniipfung (Ligation) kompatibler

Enden ermdglicht (B.3.4.3).

Die in dieser Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma NEB bezogen
und sind in Tabelle B-3 angegeben. Die jeweiligen Erkennungssequenzen und Reaktions-
puffer wurden den Produktbeschreibungen des Herstellers entnommen. Die optimale Inku-

bationstemperatur betrug fiir alle Enzyme 37°C.

Tabelle B-3: Verwendete Restriktionsenzyme

Restriktionsenzym Erkennungssequenz Reaktionspuffer
EcoRI 5’-G/AATTC-3’ NEB 1-4
BamHI 5’-G/GATCC-3° NEB 1-4
Xbal 5’-T/CTAGA-3’ NEB 2
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Fiir analytische Zwecke wurden 0,2 bis 0,5 pg DNS mit 3 bis 5 U Enzym, fiir die préparative
Gewinnung von Restriktionsfragmenten (fiir Klonierungen) wurden 2 bis 5 pg DNS mit 5
bis 10 U Enzym in einem Gesamtvolumen von 20 bis 50 pl fiir 1 bzw. 3 h bei 37°C
inkubiert. Der Restriktionsansatz wurde anschlieBend mit Auftragspuffer versetzt und zur

Auswertung auf ein Agarosegel aufgetragen (B.3.5).

B.3.4.2. Dephosphorylierung linearer DNS durch alkalische Phosphatase

Die Abspaltung endstédndiger 5’-Phosphatgruppen verhindert die Ligation der modifizierten
Enden, z.B. die Religation von linearisierten Vektor-Molekiilen. Zu der durch Restriktions-
verdau linearisierten (B.3.4.1) und anschlieBend aufgereinigten DNS (etwa 5 pmol) wurden
5 U alkalische Phosphatase aus Shrimps (SAP, Roche) zugegeben und fiir 30 min bei 37°C

inkubiert. Das Enzym wurde anschlieend durch Erhitzen auf 65°C fiir 20 min inaktiviert.

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

Die T4-DNS-Ligase (NEB) katalysiert ATP-abhéngig die Bildung einer Phosphodiester-
bindung zwischen einem 5’-Phosphat- und einem 3’-Hydroxylende von doppelstrangiger
DNS oder RNS. Als Substrat dienen sowohl iiberhiingende als auch glatte Enden (B.3.4.1).
Die Ligase wurde eingesetzt, um Fremd- und Vektor-DNS kovalent zu rekombinanter
Plasmid-DNS zu verkniipfen. Ligase, linearisierter Vektor und Fremd-DNS (Insert in 2 bis
4-fach molarem UberschuB) wurden in Ligasepuffer (NEB) gemischt und fiir 3-16 h bei RT
inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieend auf eine Nitrozellulose-Membran (Poren-
groBBe 0.025 um, Millipore) pipettiert und 20 min gegen H,Opigest. dialysiert, um den hohen
Salzgehalt zu reduzieren. Das rekombinante Plasmid konnte im Anschluss in E. coli trans-

formiert (B.3.8) werden.

B.3.5. Auftrennung von DNS-Fragmenten durch Agarose-
Gelelektrophorese

Nukleinsduren werden bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld nach Masse und Kon-

formation (linear, offenzirkuldr oder superhelikal) aufgetrennt. Aufgrund ihres Zucker-

Phosphat-Riickgrats sind Nukleinsduren negativ geladen. Sie wandern daher bei der Elektro-

phorese zur Anode, und zwar um so langsamer, je hoher das Molekulargewicht ist. Durch

Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnen die getrennten Nukleo-

tidfragmente im UV-Licht bei 302 nm als diskrete Banden sichtbar gemacht werden. Zum
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GroBenvergleich diente ein DNS-Standard (1 kb Ladder, Invitrogen). Um den Verlauf der
Elektrophorese zu kontrollieren, wurden dem Auftragspuffer Farbmarker zugegeben.
Bromphenolblau wandert mit DNS-Fragmenten von ca. 100 bp und markiert die Elektro-
phorese-Front. Xylencyanol wandert mit DNS-Fragmenten von etwa 5 kb.

Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten im Bereich von 0,2 bis 12 kb wurde die horizontale
Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) verwendet. Fiir analytische und pré-
parative Zwecke wurden 1-2% (w/v) Agarose (Seakem LE, Biozym) in 1x TBE im
Mikrowellenherd geschmolzen. Vor dem Ausgieen der etwas abgekiihlten Agaroselosung
in eine horizontale Kammer wurde Ethidiumbromid zugegeben (finale Konzentration im
Gel: 300 ng/ml). Die Elektrophorese erfolgte mit 1x TBE als Laufpuffer {iber 1 h bei 100 V.
Bei der priparativen Gelelektrophorese wurde die zu isolierende DNS-Bande mdglichst
rasch im UV-Licht sichtbar gemacht, der entsprechende Gelbereich mit einem sauberen
Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reagenzgefal iiberfiihrt. Die DNS wurde
anschliefend mit dem ,,GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit* isoliert (B.3.2).

10x TBE Elektrophoresepuffer

Tris 0,9M 1x TBE (1 Teil 10x TBE + 9 Teile H,0pigest.)
Borsdure 09M

EDTA 20 mM

Auftragspuffer (6x dye) Ethidiumbromidstammlésung

Ficoll Typ 400 (Sigma) 18% (v/v) 10 mg/ml (Sigma), wéssrig

EDTA, pH 8,0 0,12 mM

Bromphenolblau (Serva) 0,1% (w/v)

Xylencyanol FF (Sigma) 0,1% (w/v)

6x TBE

B.3.6. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist eine enzymatische
Methode zur in vitro Amplifikation von definierten DNS-Segmenten aus einem Gemisch
von Nukleinsduren (Saiki et al., 1988). Sie ist ein zyklisch verlaufender Prozess und beruht
auf der Kettenverlingerung zweier gegenldufiger Oligonukleotid-Primer durch eine
hitzestabile DNS-Polymerase. Durch die mehrfache Wiederholung eines Reaktionszyklus

(Denaturierung, Primeranlagerung, Polymerisation) wird eine exponentielle Vervielféltigung
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des zwischen den beiden Primern liegenden DNS-Abschnittes erreicht. Uber Basenaus-
tausche in den Sequenzen der verwendeten Primer ist es moglich, gerichtet Mutationen in
der Sequenz des Produktes zu erzeugen, was u.a. die Generierung artifizieller Erkennungs-
stellen fiir Restriktionsenzyme ermoglicht. Die Anwendungsmoglichkeiten dieser Methode

sind vielfiltig.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR verwendet, um DNS-Fragmente zur Konstruktion

von Expressionsvektoren (Tabelle B-2) zu gewinnen.

B.3.6.1. Reagenzien und Standard-PCR

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech
synthetisiert, die jeweiligen Sequenzen und Restriktionsschnittstellen sind in Tabelle F-1
angegeben. Die lyophilisierte Primer-DNS wurde nach den Angaben des Herstellers in
H,Opigest. gelost, so dass eine Stammlosung mit der Konzentration 100 pmol/pl vorlag.
Davon wurde eine Arbeitslosung von 25 pmol/ul hergestellt. Die Losungen wurden bei -
20°C gelagert.

Als Polymerase wurde die Platinum®Pfx DNA Polymerase von Invitrogen verwendet, die
aufgrund der 3'—5’-Exonukleaseaktivitét (,,Proofreading) in der Lage ist, fehlerhaft ein-
gebaute Nukleotide zu korrigieren. Die Arbeitslosung der dNTPs (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP [NEB]) wurde auf 10 mM eingestellt. Die Reaktionsansétze fiir die PCR wurden nach
den Angaben des Herstellers vorbereitet. Die folgende Amplifikation wurde in einem UNO-

Thermoblock der Firma Biometra durchgefiihrt.

Standard-PCR: (fiir 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, 5 min

Die Standardbedingungen wurden je nach Gréfe der zu amplifizierenden DNS-Fragmente

(Elongationszeit und —temperatur) und Primersequenzen (Annealingtemperatur) optimiert.
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Die amplifizierten DNS-Fragmente, welche fiir die Konstruktion von Plasmiden eingesetzt
wurden, sind aufgereinigt (B.3.2) und nach ihrer Klonierung sequenziert (B.3.7) worden, um

mogliche Fehler der Polymerase beim Einbau der Nukleotide zu erkennen.

B.3.6.2. Klonierung von PCR-Amplifikaten

Zur Subklonierung der gereinigten Pfx-PCR-Amplifikate ohne Uberhinge wurde das Zero
Blunt TOPO Cloning Kit (Invitrogen) verwendet. Im Kit sind kompetente E. coli TOP10
Zellen und der entsprechende Klonierungsvektor pCR®-BluntII-TOPO mit dem ccdB Gen
enthalten (Tabelle B-1 und B-2). Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgten nach den Angaben

des Herstellers.

B.3.7. Sequenzierung von DNS

Die Sequenzierung von DNS erfolgte nach dem Prinzip der Kettenabbruch-Methode (Sanger
et al., 1977). DNS-Fragmente wurden mittels ,,Terminator Cycle Sequencing® enzymatisch
synthetisiert und durch den Einbau verschiedener fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide
(ddNTPs) terminiert. Die Sequenzanalyse erfolgte mit einem Sequenzierautomaten von
Perkin-Elmer Applied Biosystems (ABI Prism' Sequence-Analyser). Dabei erkennt ein
Laser die Abfolge der fluoreszenzmarkierten DNS-Fragmente, die durch Kapillarelektro-
phorese aufgetrennt werden. Aus den Rohdaten wurde von einem Computerprogramm

(Multiscan 100ES, Sony) die DNS-Sequenz errechnet.

Die in dieser Arbeit verwendeten Sequenzierprimer wurden von der Firma MWG Biotech
synthetisiert und sind mit den jeweiligen Sequenzen in Tabelle F-2 wiedergegeben. Nach
dem Loésen der lyophilisierten Primer-DNS in H;Opigest. Wurde eine Arbeitslésung von
0,8 pmol/ul hergestellt. Pro Reaktionsansatz wurden bis zu 500 ng Plasmid-DNA eingesetzt.
Dazu wurde ein Ready Reaction Mix (Perkin-Elmer Applied Biosystems) gegeben, der die
AmpliTaq DNS Polymerase, Pufferlosung, dNTPs und fluoreszenzmarkierte ddNTPs
enthalt.
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Die Amplifikation wurde in einem Thermocycler der Firma Biometra (Uno-Thermoblock)

durchgefiihrt.
Reaktionsansatz:  DNS (50-500 ng) x ul
Ready Reaction Mix (RRM) 4 ul
Primer (0,8 pmol/pl) 4 ul
H;Ovidest. ad 20 ul
Amplifikation: Denaturierung 95°C, 2 min
Denaturierung 95°C, 30 sec
Primeranlagerung 50°C, 40 sec ] 25x%
Polymerisation 60°C, 4 min

Nach der Reinigung der Sequenzierprodukte iiber eine Gelfiltrationssdule (CentriSep
Column, Perkin-Elmer Applied Biosystems) wurde die getrocknete DNS in 20 pul Template
Suppression Reagent (TSR, Perkin-Elmer Applied Biosystems) aufgenommen und vor der

Analyse im Sequenzierautomaten 3 min bei 95°C denaturiert.

B.3.8. Transformation von Bakterien

Die Einschleusung von Plasmid-DNS in Bakterienzellen bezeichnet man als Transformation.
Dafiir benodtigt man kompetente Zellen, die in der Lage sind, exogene DNS aufzunehmen.
Bei geeignetem Selektionsdruck (z.B. durch Zugabe von Antibiotika) wird ein in die Zelle
geschleustes Plasmid stabil an die Tochterzellen weitergegeben. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Transformationstechniken der Elektroporation und des Hitzeschocks zum Ein-

schleusen fremder DNS in Zellen verwendet.

B.3.8.1. Transfer von DNS in E. coli mittels Elektroporation

B.3.8.1.1. Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli XL1-Blue Zellen (Tabelle B-1) wurden 250 ml
LB-Medium (B.2.1) mit einer E. coli XL1-Blue Ubernachtkultur 1:1000 beimpft und bis zu
einer ODgoo von 0,5 bis 0,7 (logarithmische Wachstumsphase) inkubiert. Nach dem Ab-
kiihlen auf Eis wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 4000x g
geerntet. Anschliefend wurde das Zellpellet erst mit eiskaltem H;Opigest, und dann mit eis-

kalter 10%iger Glyzerinlosung (Roth) gewaschen (10 min, 4°C, 4000x g). Nach Dekantieren
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des Uberstandes wurden die Zellen 1:1 in 10% Glyzerin resuspendiert und als 50 ul Aliquots

bei —80°C eingefroren. Alle verwendeten Losungen wurden autoklaviert.

B.3.8.1.2. Elektroporation

Die elektrokompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit dem dialysierten Ligations-
ansatz (100-500 ng DNS) (B.3.4.3) vorsichtig gemischt, 15 min auf Eis inkubiert und
anschlielend in eine gekiihlte Elektroporationskiivette (Dicke 1mm, EquiBio) pipettiert. Die
Elektroporation wurde mit einem Gene Pulser und Gene Controller von BioRad mit fol-
genden Geriteeinstellungen durchgefiihrt: Spannung 2,5 kV, Kapazitit 25 pF, Widerstand
200 Q und durchschnittliche Zeitkonstante 4,5 ms. Nach der Transformation wurden die
Bakterien in LB-Medium (B.2.1) zur phédnotypischen Expression fiir 60 min bei 37°C
geschiittelt. Dann wurde ein Aliquot der Bakteriensuspension auf selektiven LB-Platten
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die erhaltenen Klone konnten mittels
Plasmidisolierung (B.3.1) und entsprechender Restriktionsanalyse (B.3.4.1) auf Anwesenheit

des rekombinanten Plasmids iiberpriift werden.

B.3.8.2. Transfer von DNS in E. coli mittels Hitzeschock

Zur Transformation von E. coli mittels Hitzeschock wurden die chemisch kompetenten
E. coli XL2-Blue MRF’ Zellen (Tabelle B-1) von Stratagene verwendet. Die Zellen wurden
mit dem Ligationsansatz (B.3.4.3) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Durch den
anschlieenden Hitzeschock bei 42°C wurde die rekombinante DNS eingeschleust. Nach
einer Erholungsphase in LB-Medium (B.2.1) bei 37°C wurde die Bakteriensuspension auf
selektiven LB-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Transformanten
wurden entsprechend der elektrokompetenten Zellen und der Selektionsmarker auf das

Vorhandensein der Plasmid-DNS untersucht.
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B.4. Kultur und Transfektion von eukaryontischen
COS-7 Zellen
B.4.1. Verwendete Zelllinie

Fiir die Expression von Proteinen wurden COS-7 Zellen (ECACC No: 87021302, European
Collection of Cell Cultures) verwendet. Dabei handelt es sich um eine von Affennierenzellen
abgeleitete Zelllinie, die durch Behandlung der Zellen mit einer Mutante des Affenvirus
SV40 entstanden ist. Da COS-7 Zellen weder ¢cGKI noch IRAG Protein enthalten (Schloss-
mann et al., 2000), sind sie fiir die funktionelle Studie dieser Proteine nach heterologer

Expression (B.4.3) geeignet.

B.4.2. Zellkultur

COS-7 Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, PAA) mit einer
Mischung aus 100 U/ml Penicillin G und 100 pg/ml Streptomycin (PenStrep, PAA), 10%
fotalem Kélberserum (FCS Gold, PAA), 1% nichtessentiellen Aminosiduren (PAA) und 2%
50x HT-Medium (Hypoxanthin und Thymidin, Biochrom) kultiviert. Dem Medium wurde
FCS zugesetzt, um die Versorgung mit bestimmten Wachstumsfaktoren, Hormonen,
Anheftungsfaktoren u.4. zu gewihrleisten. Um das Wachstum von Bakterien und Pilzen in
der Zellkultur zu unterdriicken, wurde PenStrep zugegeben. COS-7 Zellen wachsen in
adhdrenten Kulturen, sogenannten Monolayern, angeheftet an Plastik-Kulturgefilen aus
Polystyrol (Corning). Die Zellen wurden bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 5% (kon-
stanter pH-Wert) inkubiert.

Fiir die Kultur der Zellen wurde ein frischer Gefrierstock von -196°C (Lagerung in fliissigem
Stickstoff) auf Eis aufgetaut und in eine 75 cm’ Kulturflasche (Corning) mit 15 ml Medium
ausgesit. Sobald die Kulturflasche konfluent bewachsen war, wurden die Zellen in eine neue
Flasche umgesetzt (,,passagiert”). Dazu wurden die Zellen zweimal mit 10 ml PBS
gewaschen und anschlieend mit 4 ml 0,25% Trypsin-EDTA in PBS (PAA) versetzt. Nach
30 sec wurde das Trypsin bis auf etwa 500 pl abgesaugt und die Zellen fiir 3-4 min bei 37°C
inkubiert. Dann wurden die Zellen vom Kulturflaschenboden abgeldst und mit 9 ml Medium

resuspendiert.
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Je nach Verwendungszweck wurde folgendermafen fortgefahren:

1)

2)

3)

4)

Zum Passagieren der Zellen wurden 800 pl der Zellsuspension in eine neue 75 cm’
Kulturflasche mit 15 ml frischem Medium tiberfiihrt.

Fiir die Transfektion und anschlieBende Ernte der Zellen (B.4.4) wurden 800 pl der
Zellsuspension in Kulturpetrischalen (& 10 cm, Corning) mit 10 ml frischem Medium
ausgesat.

Fiir die Transfektion und anschlieBende Untersuchung der Proteinexpression und
Lokalisation mittels konfokaler Laser-Scan Mikroskopie (B.4.5) wurden 200 ul der
Zellsuspension in Kulturpetrischalen mit jeweils vier runden Deckgldsern (& 20 mm,
Merck) und 10 ml frischem Medium ausgesiit.

Zum Anlegen neuer Gefrierstocks wurden die Zellen in groen Kulturflaschen (175 cm?,
Corning) mit 40 ml Medium angezogen. Sobald die Flaschen konfluent bewachsen
waren, wurden die Zellen zweimal mit 20 ml PBS gewaschen und anschliefend mit 7 ml
0,25% Trypsin-EDTA versetzt. Nach 30 sec wurde das Trypsin bis auf etwa 0,8 ml
abgesaugt und die Zellen fiir 3-4 min bei 37°C inkubiert. Dann wurden die Zellen vom
Gefilboden abgelost und mit § ml Medium resuspendiert. Nach der folgenden
Zentrifugation (10 min, 180x g, 4°C) wurde das Medium abgenommen und die Zellen
mit 3 ml kaltem Gefriermedium resuspendiert. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde

sofort bei —80°C eingefroren und nach 24 h in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

PBS (Phosphat gepufferte Saline) Gefriermedium

NaCl 153 mM DMEM (PAA) 20 ml
KCl1 3 mM FCS-Gold (PAA) 2 ml
Na,HPO, 8 mM nichtessentielle Aminosduren (PAA) 0,2 ml
KH,PO, 2 mM DMSO (Roth) 2,2 ml
pH 7,4

Bis auf das Gefriermedium wurden alle verwendeten Losungen auf 37°C vorgewéarmt.

B.4.3. Transfektion

Das Einschleusen von Fremd-DNS (rekombinante Plasmide) in eukaryontische Zellen

bezeichnet man als Transfektion. Bei einer transienten Transfektion wird die zirkulédre

Fremd-DNS unabhéngig vom Genom der Wirtszelle (episomal) transkribiert. Allerdings sind

die eingeschleusten Gene nur voriibergehend aktiv und gehen im Verlauf weiterer Zell-
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teilungen wieder verloren. Bei Co-Transfektionen werden gleichzeitig mehrere Gene in die
Wirtszellen eingeschleust. Zur Expression von IRAG, ¢GKI und IPsRI in COS-7 Zellen
wurde im Rahmen dieser Arbeit die Kalziumphosphat-Methode nach Chen & Okayama

(1987) und das PolyFect Transfektions-Reagenz von Qiagen verwendet.

Kalziumphosphat-Methode:

Bei der Kalziumphosphat-Methode kommt es zur Bildung von Kalziumphosphat-DNS-
Prazipitaten, die sich an der Zelloberfliche anlagern und durch Endozytose aufgenommen
werden. Pro Kulturschale wurden dazu insgesamt 10 pg Plasmid-DNS in 210 pl HzOpiest.
verdlinnt und tropfenweise mit 30 pl CaCl, (2 M) versetzt. Dieses DNS-CaCl,-Gemisch
wurde tropfenweise in 240 pl 2x HBS pipettiert und dabei gut geschiittelt. Nach 30 min
Inkubation bei RT (nach 15 min kurz vortexen) wurde das Prizipitat zu den Zellen ins
Medium gegeben. Fiir die Proteinexpression erfolgte eine weitere Inkubation der Zellen bei
37°C und 5% CO, fiir 2-3 Tage, wobei nach 24 h 2x mit 10 ml PBS gewaschen und

anschlieend 10 ml frisches Medium zugegeben wurde.

2x HBS (Hepes gepufferte Saline)

NaCl 280 mM
KCl1 10 mM
Na,HPO, 1,5 mM
Glucose 12 mM
Hepes 50 mM
pH 7,05

PolyFect Transfektions-Reagenz (Qiagen):

Das Transfektions-Reagenz enthélt kugelformige Molekiile, die aus verzweigt angeordneten
Monomeren (Dendrimeren) bestehen. Durch Interaktion der positiv geladenen Aminosduren
am Ende der verzweigten Ketten mit negativ geladenen Phosphatgruppen der DNS kommt es
zur Ausbildung von kompakten Strukturen, durch die der Transport der DNS in den Zellkern
ermoglicht wird. Fiir die Transfektion wurden die Zellen 1x mit 10 ml PBS gewaschen und
mit 9 ml frischem Medium versetzt. Pro Kulturschale wurden etwa 5 pg Plasmid-DNS in
375 pl DMEM (ohne Zusitze) verdiinnt und mit 31 pl des PolyFect Reagenz gut gemischt.
Nach Inkubation fiir 5-10 min bei RT wurde 1 ml DMEM mit allen Zusétzen zugegeben und
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der Gesamtansatz ins Zellmedium pipettiert. Fiir die Proteinexpression wurden die Zellen

weitere 2-3 Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Fiir beide Transfektionsmethoden wurde eine Plasmid-DNS mit IRAG (3 pg), cGKIB (2 pg)
und/oder IP3RI (3 pg) eingesetzt (vgl. Tabelle B-2), welche jeweils mittels Maxiprep isoliert
wurde (B.3.1). Bei der Kalziumphosphat-Methode wurde mit pBluescript II KS+ ad 10 pg
DNS aufgefiillt.

B.4.4. Ernten der Zellen

Zwei bis drei Tage nach der Transfektion und Expression der Proteine wurden die Zellen
geerntet. Dazu wurde 2x mit je 10 ml PBS gewaschen, pro Schale je 2,5 ml 4°C kalte PBS
mit Proteaseinhibitoren (PI) zugegeben und die Zellen vom Kulturschalenboden abgeschabt.
Nach Zentrifugation (10 min, 700x g, 4°C) und einem weiteren Waschschritt wurde das
Zellpellet in hypotonem 20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) + 2 mM EDTA + PI lysiert,
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und auf Eis wieder aufgetaut. Durch Scheren mit
einer G22-Kaniile (Becton Dickinson) wurden die Zellen homogenisiert. Das aufgeschlos-

sene Zelllysat wurde aliquotiert und bei -80°C autbewabhrt.

Proteaseinhibitoren (PI)

Benzamidin (Sigma): 1 M in HyOp;gest ; Endkonzentration: 1 mM
Leupeptin (Gerbu): 2 mg/ml in 100% EtOH; Endkonzentration: 0,2 pg/ml
PMSF (Roche): 200 mM in 100% EtOH; Endkonzentration: 300 uM

B.4.5. Analyse der Proteinexpression und Lokalisation mittels
konfokaler Laser-Scan Mikroskopie

Zwei bis drei Tage nach erfolgter Transfektion und Expression der Proteine wurden die
Zellen 2x mit je 10 ml Tyrode-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die mit adhédrenten
Zellen bewachsenen Deckgliser (B.4.2) in dafiir vorgesehene Messkammern eingespannt
und erneut mit Tyrode-Puffer versetzt. Die Analyse der Proteinexpression und Lokalisation
erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scan Mikroskop (LSM510) von Zeiss. Dabei wurden
die Zellen von einem Krypton-Argon Laser bei einer Wellenldnge von 488 nm angeregt und
die optischen Einzelschnitte mit einem 40er Objektiv (Olimmersion) und verschiedenen

Zoomfaktoren aufgenommen.
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Tyrode-Puffer

NaCl 140 mM

Hepes 5mM

Glucose 10 mM

KCl 5 mM

MgSO, 1,2 mM

CaCl, 2 mM

pH 7,4

B.5. Isolierung humaner Thrombozyten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane Thrombozyten aus Blut von freiwilligen Spendern
isoliert, um die Lokalisation und die in vivo Phosphorylierung von IRAG zu untersuchen.

Dazu wurden 1,5 ml Citratpuffer in einer 10 ml Spritze (Becton Dickinson) vorgelegt und
auf 10 ml mit Blut (durch Fliigelkaniile abgenommen, Becton Dickinson) aufgefiillt. Die
Zugabe des Citratpuffers sollte durch Kalziumkomplexierung sowohl die Aggregation der
Thrombozyten als auch die Blutgerinnung verhindern. Nach erfolgter Zentrifugation fiir
20 min bei RT und 300x g wurde das plittchenreiche Plasma im Uberstand erneut zentri-
fugiert (10 min, RT, 300x g). Zum Pelletieren der Plittchen wurde der Uberstand fiir 15 min
bei RT und 1500x g zentrifugiert. Dann wurden die Thrombozyten mit Hepespuffer
resuspendiert, einmal mit dem gleichen Puffer gewaschen (15 min, RT, 1500x g) und an-
schlieBend zur Regeneration fiir etwa 1 h bei 37°C inkubiert. Die in der Thrombozyten-

suspension vorliegende Proteinmenge wurde nach Bradford (B.6.1) bestimmt.

Hepespuffer Citratpuffer

Hepes, pH 7,4 10 mM Trinatriumcitratdihydrat 85 mM
NaCl 137 mM Citronensdure 70 mM
KCl 2,7 mM Glucose 110 mM
Glucose 5,5 mM

EDTA 1 mM

Beide Puffer wurden vor Gebrauch filtriert (Porengrofle 0,2 pm, Renner GMBH) und bei RT
aufbewahrt.
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B.6. Allgemeine Methoden zur Trennung und Detektion von
Proteinen
B.6.1. Proteinbestimmung nach Bradford

Bei der Proteinbestimmung nach Bradford (1976) werden die in saurer Losung vorliegenden
Anionen des Farbstoffes Coomassie Blau (braune Leukoform) durch Bindung an positiv
geladene Aminogruppen von Proteinen wieder in den urspriinglichen blauen Farbstoff
iiberfiihrt. Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf
595 nm. Durch Messung der Extinktion bei 595 nm lésst sich liber eine Eichgerade die
Proteinkonzentration einer Probe ermitteln.

Zur Messung wurden 100 pl Proteinlésung (sollte 3-7 pg Protein enthalten), Standard-
Losung (1-10 pg BSA/100 pl HyOpigest) oder Puffer (Referenz) mit 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt, 5 min bei RT inkubiert und die Absorption in einem UV-Vis-Spektrometer

(Analytik Jena) bei 595 nm bestimmt.

Bradford-Reagenz:

Zur Herstellung der Bradford-Losung wurden 200 mg Coomassie Brilliant Blue G 250
(Serva) in 100 ml EtOH geldst. AnschlieBend wurde mit HyOpigest. ad 1,8 1 aufgefiillt und
200 ml 85%ige Phosphorsédure zugegeben. Diese Losung wurde {iber Nacht geriihrt und dann
so lange filtriert, bis die Extinktion bei 595 nm 0,35-0,4 betrug.

B.6.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kdnnen Proteine nach ihrer
GroBe im elektrischen Feld aufgetrennt und charakterisiert werden (Laemmli, 1970). Durch
Anderung des Vernetzungsgrades von Acrylamid (AA) mit Bis-Acrylamid (BA) lassen sich
die Trenneigenschaften der Gele variieren. Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele
wurden GieBvorrichtungen der Firma Bio-Rad (Mini Protean I und II Cell) verwendet. Dazu
wurde das Trenngel bis ca. 2 cm unter den oberen Rand der Apparatur gegossen und mit
Isopropanol iiberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol 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 erst bei 100 V und spéter bei 150 V vertikal in 1x SDS-Laufpuffer
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aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker wurden jeweils 8 pl eines vorgefarbten Protein-
standards (175 kDa - 6 kDa, Broad Range, NEB) verwendet. Nach der Elektrophorese
wurden die Proteine entweder mit Coomassie geférbt (B.6.3) oder auf eine PVDF-Membran

(Millipore) transferiert (B.6.4).

10x SDS-Laufpuffer 4x Laemmli-Puffer

Tris-HCI, pH 8,3 250 mM Tris-HCL, pH 6,8 240 mM

Glycin 1,92 M DTT (Gerbu) 200 mM

SDS 1% (w/v) SDS 8% (w/v)
Glyzerin 40% (v/v)
Bromphenolblau 0,004% (w/v)

11,5% Trenngel

5% Sammelgel

1,8 M Tris-HCI, pH 8,8 1,8 ml 0,6 M Tris-HCI, pH 6,8 0,5 ml
10% SDS 83,5 ul 10% SDS 50 pl
30% AA/0,2 % BA 3,25 ml 30% AA (29:1 BA, Serva) 830 pul
10% APS (Serva) 100 pl 10% APS (Serva) 50 pl
TEMED (Roth) 10 ul TEMED (Roth) 10 ul
H,Op;idest. 3,25 ml H;Op;idest. 3,6 ml

Die 30% AA/0,2% BA-Losung wurde aus einer 40%igen Acrylamid-Losung (Fluka) und
N,N’-Methylenbisacrylamid (Fluka) hergestellt.

B.6.3. Coomassie-Farbung

Zur Farbung der SDS-Polyacrylamidgele mit Coomassie Blau wurden die Gele 20 min bei
RT in Coomassie-Farbelosung geschwenkt und anschlieend ca. 1-2 h durch haufiges Wech-

seln der Entfarbelsung entfarbt.

Coomassie-Firbelosung Entfiarbelosung

Coomassie Blue R 250 (Sigma) 1,5¢g Methanol 300 ml
Methanol 455 ml Essigsdure 100 ml
Essigsdure 90 ml H,O0uiqest. ad 11

HOpidest. ad 11
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B.6.4. Westernblot

Nach erfolgter SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine elektrophoretisch vom Gel auf
eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF, Immobilon-P, Millipore) transferiert. Durch
Bindung spezifischer primérer und Enzym-gekoppelter sekundérer Antikérper konnten die

Proteine anschlieBend identifiziert und charakterisiert werden (Immundetektion).

Fiir den Proteintransfer nach dem Semi-Dry-Verfahren (Kyhse-Anderson, 1984) wurden
Filterpapiere (GBO0O1, Schleicher & Schiill) und die PVDF-Membran auf Gelgrole zu-
geschnitten, mit den entsprechenden Puffern getrdankt und in folgender Reihenfolge (von

unten nach oben) luftblasenfrei zwischen zwei Graphitplatten (Amersham) aufgebaut:

6 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 1

4 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 2
- PVDF-Membran mit Methanol befeuchtet und Anodenpuffer2

SDS-Polyacrylamidgel

6 Lagen Filterpapier mit Kathodenpuffer

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte bei konstanter Stromstéirke

von 0,8 mA/cm? fiir 1 h.

Anodenpuffer 1 Kathodenpuffer

Tris-HCI, pH 10,4 300 mM Tris-HCI, pH 7,6 25 mM

Methanol 20% (v/v) e-Aminocapronséure (Sigma) 40 mM
Methanol 20% (v/v)

Anodenpuffer 2

Tris-HCI, pH 10,4 30 mM

Methanol 20% (v/v)

Fir die Immundetektion wurden die Membranen mit 5% Magermilchpulver (MP, in 1x
TBST) tliber Nacht bei 4°C oder 1 h bei RT geschwenkt, um freie Proteinbindungsstellen zu
blockieren. Nach dreimaligem Waschen mit 1x TBST wurden die Membranen fiir 90 min bei
RT mit entsprechend verdiinnten spezifischen (primiren) Antikdrpern (in 1x TBST + 3%
BSA + 0,05% NaN3) inkubiert und anschlieend wieder 3x gewaschen (2x mit 1% MP, 1x
mit TBST). Dann wurde der Blot fiir I h bei RT mit an alkalische Phosphatase oder an
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Meerrettichperoxidase gekoppelten anti-Immunglobolin-Antikdrpern (sekundire Antikorper)
inkubiert und erneut gewaschen (2x mit 1% MP, 1x mit TBST).

Die in dieser Arbeit verwendeten primédren und sekundidren Antikorper sind mit den An-
gaben des Herstellers, Spenderorganismus und entsprechender Verdiinnung in Tabelle F-3

angegeben.

Um die Meerrettichperoxidase-Reaktion (horseradish peroxidase, HRPO) sichtbar zu ma-
chen, wurden die Membranen fiir 1 min mit dem Luminol-beinhaltenden ECL- (enhanced
chemiluminescence) System von Perkin Elmer inkubiert. In Gegenwart von Wasserstoft-
peroxid oxidiert die Peroxidase das Luminol, wobei Chemilumineszenz entsteht. Diese
konnte mit einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham) detektiert werden, der mit einer

Entwicklermaschine von Agfa (Curix 60) entwickelt wurde.

Zur Detektion der alkalischen Phosphatase (AP) wurden die Membranen mit 20 ml AP-
Puffer + 80 pl BCIP + 80 pul NBT so lange inkubiert, bis ein blauer Farbkomplex
nachzuweisen war. Diese Firbung entsteht, indem 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat
(BCIP) durch die alkalische Phosphatase hydrolysiert wird und nach Oxidation mit
Nitroblautetrazolium (NBT) einen blauen Indolfarbstoff bildet. Die Reaktion wurde durch

Waschen mit Wasser und TBST gestoppt.

10x TBST AP-Puffer

Tris-HCI, pH 8,0 100 mM Tris-HCI, pH 9,5 100 mM
NaCl 1,5M NaCl 100 mM
Tween 20 (Serva) 0,05% (v/v) MgCl, 5 mM
BCIP-Losung NBT-Losung

25 mg/ml BCIP (Calbiochem) in 50% DMF 50 mg/ml NBT (Gerbu) in 70% DMF
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B.7. Spezielle Methoden zur Charakterisierung von Proteinen
B.7.1. Membranpraparation aus COS-7 Zellen und humanen
Thrombozyten

Durch Differenzialzentrifugation kann die sogenannte Mikrosomenfraktion und somit mem-
brangebundene Proteine wie IRAG oder der IP3;-Rezeptor von restlichen Zellbestandteilen
und cytosolischen Proteinen abgetrennt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
Methode angewandt, um die Lokalisation von IRAG in COS-7 Zellen und humanen Throm-

bozyten zu untersuchen.

Fiir die Membranpréparation aus COS-7 Zellen wurden ca. 4-5 mg Protein der geernteten
Zellen (B.4.4) in 500 pl 20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) + 1 mM EDTA + PI (B.4.4)
aufgenommen und mit einem 2 ml Teflon Potter homogenisiert. Dann erfolgte die erste
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 500x g. Das Pellet wurde in 100 pl des gleichen
Puffers aufgenommen und ein Teil davon (etwa 30 pg dquivalent zum Ausgangsprotein) als
Kontrolle fiir die SDS-PAGE (B.6.2) verwendet. Vom Uberstand wurde ebenfalls eine ent-
sprechende Menge zur Kontrolle mit aufgetragen. Der Rest des Uberstandes wurde mit
1,5 ml 20 mM MOPS (pH 7.,4) + 1 mM EDTA + 8% Sucrose + PI versetzt und einer zweiten
(Ultra-) Zentrifugation (35 min, 4°C, 100000x g) unterzogen. Das hierbei gewonnene
mikrosomale Pellet wurde in 50 pl MOPS-Puffer aufgenommen, ebenso wie der Uberstand

aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Fiir die Membranpréiparation aus humanen Thrombozyten wurde das Pellet des plattchen-
reichen Plasmas (B.5) mit 10 mM Triethanolamin-HCI1 (pH 7,4) + 140 mM NaCl resus-
pendiert, einmal mit dem gleichen Puffer gewaschen und mit 10 mM Triethanolamin-HCI
(pH 7,4) + 5 mM EDTA + PI resuspendiert. Durch Gefrierschock in fliissigem Stickstoff
wurden die Thrombozyten lysiert. Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C
und 30000x g wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet einmal mit 10 mM Tri-
ethanolamin-HCI (pH 7,4) + 5 mM EDTA + PI gewaschen und in dem gleichen Puffer
resuspendiert. Mehrere Aliquots der Thrombozytenfraktionen (Pellet = Membranen; Uber-
stand = Zytosol) wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.
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B.7.2. Affinitatsreinigung uber cGMP-Agarose

Der an die cGMP-Kinase assoziierte Protein-Komplex kann iiber eine mit cGMP gekoppelte
Agarose-Matrix aufgereinigt werden. In dieser Arbeit wurde die 8-AET-cGMP-Agarose der
Firma BioLog verwendet, um den trimeren Komplex von IRAG, ¢GKI und IP;RI aus COS-7

Zellen oder humanen Thrombozyten zu isolieren.

Zur Affinitdtsreinigung der Proteine aus COS-7 Zellen wurde die Agarose zuerst 3x mit
Lubrolpuffer + PI (B.4.4) gewaschen und 1:1 mit dem gleichen Puffer versetzt. Pro Ansatz
wurden etwa 500 pg der Zelllysatproteine (B.4.4) mit HyOpigest. ad 50 pl aufgefiillt und mit
200 pul 2% Lubrol-PX + PI solubilisiert (20 min auf Eis, alle 5 min mischen). Nach der
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 11000x g wurde der Uberstand zu 15 pl gepackter
cGMP-Agarose-Sdule gegeben, mit 4-facher Menge Lubrolpuffer + PI versetzt und fiir 2 h
bei 4°C geschiittelt. Nach der Inkubation wurde die Sdule wieder 3x mit Lubrolpuffer + PI

gewaschen.

Lubrolpuffer 2% Lubrol-PX

Tris-HCI, pH 8,0 20 mM 2% Lubrol-PX (BriJ 35, Sigma) in HyOp;gest.
NaCl 80 mM Aliquots wurden bei —20°C aufbewabhrt.
Lubrol-PX 0,1% (v/v)

Zur Affinititsreinigung des Protein-Komplexes aus humanen Thrombozyten wurden 1,5 mg
Protein der isolierten Thrombozyten (B.5) mit Lysepuffer + PI + Phosphataseinhibitoren
(PhI) lysiert und anschlieBend fiir 15 min bei RT und 20000x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde zu 20 pl gepackter cGMP-Agarose-Saule gegeben, die vorher 3x mit Lysepuffer + PI
+ Phl gewaschen wurde. Nach der Inkubation fiir 2 h bei 4°C wurde die Agarose wieder 3x

mit dem gleichen Puffer gewaschen.

Lysepuffer

Tris-HCI, pH 7,4 20 mM
NaCl 150 mM
Natriumdesoxycholat (Merck) 1% (wW/v)
Triton X-100 (Roth) 1% (v/v)

EDTA 0,5 mM
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Phosphataseinhibitoren (Phl)
Okadainséure (Calbiochem): 120 uM in HyOpjgest.; Endkonzentration: 120 nM

Natriumvanadat (Sigma): 0,2 M in HyOpigest 5 Endkonzentration: 0,2 mM
Natriumfluorid (Merck): 1 M in H,Opigest ; Endkonzentration: 50 mM

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Proteine entweder mit einem Phosphorylierungs-
mix (bestehend aus Phosphorylierungspuffer, 8-pCPT-cGMP/H;Op;gest. und y32P-ATP-L6-
sung) versetzt (B.7.4) oder mit 20 ul 1x Laemmli-Puffer (B.6.2) von der cGMP-Agarose-

Saule eluiert.

B.7.3. Immunprazipitation

Bei der Immunprézipitation werden bestimmte Antikorper iiber ihre Fc-Doméne an eine mit
Protein A gekoppelte Sepharosematrix gebunden. Diese Antikorper binden dann spezifisch
ithre Antigene. In der vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Aufreinigung von IRAG

aus humanen Thrombozyten verwendet.

Dazu wurde die Protein A Sepharose (PAS) von Sigma 3x mit RIPA-puffer (B.7.5) + PI
(B.4.4) gewaschen und 1:1 im gleichen Puffer aufgenommen. Pro Fallung wurden je 25 bzw.
15 pl gepackte PAS mit 300 bzw. 50 pl spezifischen IRAG Antikorpern (Tabelle F-3)
versetzt, ad 500 pl mit RIPA-puffer aufgefiillt und fiir 2 h bei 4°C geschiittelt. Nach der
Inkubation wurde die Antikorper-gekoppelte PAS 3x mit RIPA-puffer + PI gewaschen. Pro
Ansatz wurden 10 mg bzw. 500 pg Protein der phosphorylierten und lysierten Thrombozyten
(B.7.5) zugegeben und fiir 2 h bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der PAS mit
RIPA-puffer + PI + Phl (B.7.2) wurden die Proteine mit 20 pl 1x Laemmli-Puffer von der
PAS eluiert, fiir 3 min bei 95°C denaturiert und anschlieend mittels SDS-PAGE (B.6.2)

aufgetrennt.

B.7.4. In vitro Phosphorylierung

Die cGMP-Kinase katalysiert nach Aktivierung durch cGMP die Ubertragung der endstéin-
digen y-Phosphatgruppe von ATP auf verschiedene Substratproteine. Durch den Einbau von
radioaktivem Phosphat konnen somit c¢cGMP-abhingig phosphorylierte Proteine nachge-
wiesen werden. Da die cGMP-Kinase auch nach Aufreinigung iiber cGMP-Agarose (B.7.2)
noch biologisch aktiv ist, konnen daran assoziierte Proteine direkt an diesem Sdulenmaterial

phosphoryliert werden.
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Zur in vitro Phosphorylierung von IRAG, ¢GKI und IP;RI wurden in dieser Arbeit entweder
30 pg Protein der COS-7 Zelllysate (B.4.4) oder das Pellet nach Affinititsreinigung iiber
cGMP-Agarose (B.7.2) von COS-7 Zellen (500 pg) oder humanen Thrombozyten (1,5 mg)

mit folgendem Phosphorylierungspuffer versetzt:

Phosphorylierungspuffer 5x Mes

5x Mes 4 ul Mes, pH 6,9 250 mM
100 mM DTT (Gerbu) 2ul EGTA 2mM
2% Lubrol-PX (B.7.2) 1 pl MgAc 5 mM
PI (1:50, B.4.4) 1 ul NacCl 50 mM
H;Opigest. ad 16 pl

AnschlieBend wurden pro Ansatz 2 pl y’°P-ATP-Lésung (I mM mit y*’P-ATP [Amersham]
>1500 cpm/pmol) zugegeben und zusitzlich entweder 2 pl HyOpigest. oder 2 pl 8-pCPT-
cGMP (30 uM, BioLog). Nach der Inkubation fiir 2 min bei 30°C wurde die Reaktion durch
sofortige Zugabe von 7 pl 4x Laemmli-Puffer (B.6.2) gestoppt. Die Proteine wurden fiir
3 min bei 95°C denaturiert, iiber SDS-PAGE (B.6.2) aufgetrennt und mittels Westernblot
(B.6.4) detektiert. Die Analyse der Phosphorylierungsreaktion bzw. der Nachweis von radio-
aktivem Phosphat erfolgte durch Autoradiographie (B.7.6).

B.7.5. In vivo Phosphorylierung

Neben der in vitro Phosphorylierung von Proteinen nach Lyse der jeweiligen Zellen, konnen
Proteine auch in intakten Zellen oder lebenden Organismen (in vivo) phosphoryliert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde IRAG in humanen Thrombozyten in vivo phosphoryliert.

Dabei wurden zur Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG pro Ansatz
10 mg Protein der isolierten Thrombozyten (B.5) verwendet, mit Hepespuffer + 10 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) + 2 mM MgCl, versetzt und fiir etwa 1 h bei 37°C vor-
inkubiert. Fiir die gesamt in vivo Phosphorylierung von IRAG wurden pro Ansatz 500 pg
Protein der isolierten Thrombozyten eingesetzt und mit Hepespuffer + **P-H;PO, (500 pCi,
Amersham) vorinkubiert. Fiir die Untersuchung der in vivo Phosphorylierung von Ser677
wurden pro Ansatz ebenfalls 500 pug Protein verwendet und mit Hepespuffer (pur) vorinku-

biert.
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AnschlieBend wurden (im Vergleich zu H;Opigest. als Kontrolle) zur Stimulierung der Phos-
phorylierungsreaktion verschiedene Substanzen zugegeben, die in Tabelle F-4 mit den
Angaben des Herstellers, sowie der jeweiligen Arbeitslosung, Endkonzentration und
Inkubationszeit angegeben sind.

Die einzelnen Phosphorylierungsreaktionen wurden fiir 5 min bei 4°C und 2000x g zentri-
fugiert. Das Pellet wurde mit 1,8 ml (bei 10 mg Protein) bzw. 150 pul (bei 500 pg Protein)
SDS-Lysispuffer resuspendiert, 5 min bei 95°C inkubiert und anschlieBend mit 4-facher
Menge RIPA-Correction-Puffer + PI (B.4.4) + Phl (B.7.2) gemischt. Nach einer weiteren
Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C und 20000x g wurde der Uberstand zu 25 bzw. 15 ul
gepackter mit IRAG Antikorpern-gekoppelten PAS gegeben und IRAG mittels Immunpré-
zipitation aufgereinigt (B.7.3).

RIPA-Correction-Puffer SDS-Lysispuffer
Natriumphosphatpuffer, pH 7,2 12,5 mM Tris-HCI, pH 8,0 50 mM
Natriumdesoxycholat (Merck) 1,25% (w/v) SDS 0,5% (w/v)
Nonidet P-40 (Sigma) 1,25% (v/v) DTT (Gerbu) 1 mM
EDTA 2 mM

RIPA-Puffer: 4 Teile RIPA-Correction-Puffer + 1 Teil SDS-Lysispuffer

Fiir die in vivo Phosphorylierung von Ser664 wurden pro Ansatz 30 pg Protein der isolierten
Thrombozyten verwendet, mit Hepespuffer (pur) vorinkubiert und anschlieBend mit den in
Tabelle F-4 wiedergegebenen Phosphorylierungsreagenzien und entsprechenden Kontrollen
versetzt. Die jeweilige Phosphorylierungsreaktion wurde hier durch Zugabe von Laemmli-

Puffer (B.6.2) abgestoppt.

Nach erfolgter SDS-PAGE (B.6.2), Autoradiographie (B.7.6) und Westernblot-Analyse
(B.6.4) unter Verwendung der phosphospezifischen IRAG Antikorper (B.8) konnte die Phos-

phorylierungsreaktion untersucht und die phosphorylierten Proteine detektiert werden.

B.7.6. Autoradiographie

Mit Hilfe der Autoradiographie konnen radioaktiv markierte Substanzen z.B. durch Schwir-
zung eines Films oder auf einer Phosphoimagerplatte sichtbar gemacht werden. In der vor-
liegenden Arbeit wurde diese Methode verwendet, um die in vitro (y3 P-ATP) oder in vivo

(v *P-ATP) phosphorylierten Proteine (B.7.4 bzw. B.7.5) zu analysieren.
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Dazu wurde nach SDS-PAGE (B.6.2) und Westernblot (B.6.4) die PVDF-Membran ge-
trocknet, an vier Stellen mit radioaktiver Tinte markiert, in Folie eingepackt und iiber Nacht
eine Phosphoimagerplatte (Super Sensitive, Packard) aufgelegt. Mit einem Phosphoimager
der Firma Raytest (BAS-1500) wurde die Platte ausgewertet und ein Autoradiogramm (AR)
erstellt. Nach erfolgter Immundetektion (B.6.4) wurde der Blot mit dem AR zur Deckung
gebracht, wodurch der Einbau von radioaktivem Phosphat in bestimmte Proteine und somit

die Phosphorylierung der Proteine sichtbar gemacht werden konnte.

B.7.7. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine analytische Methode, die zur Sequenzierung und
Identifizierung von Proteinen und Peptiden verwendet wird. Bei dieser Methode konnen die
Proteine direkt aus gefarbten Polyacrylamidgelen entnommen werden. Nach enzymatischem
Verdau werden die entstandenen Peptide ionisiert, im elektrischen Feld beschleunigt und
detektiert. Bei der sogenannten Nano-Elektrospray-Ionisations-MS (Nano-ESI-MS) wird die
Proteinprobe in einem sauren fliichtigen Ldsungsmittel geldst und iiber eine Miniatur-
Glaskapillare ins elektrische Feld des Massenspektrometers gespriiht. Die somit desolvati-
sierten und ionisierten Peptide werden dann im Hochvakuum beschleunigt, nach ihrem

Masse-Ladungs-Verhéltnis (m/z-Wert) aufgetrennt und schlieBlich detektiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die auf Nano-ESI-MS basierende Precurser-lon-Scan-
Technik (Neubauer & Mann, 1999) angewandt, um die in vivo Phosphorylierungsstellen von
IRAG zu identifizieren. Dazu wurden die entsprechenden Proteinbanden der Coomassie
Blau gefiarbten SDS-Gele (B.6.3) ausgeschnitten, gewaschen und reduziert. Die Proteine
wurden tryptisch verdaut, aus dem Gel extrahiert und {iber eine Entsalzungssiule entsalzt.
Mit 50% Methanol gefolgt von 50% Methanol/5% Ammoniak wurden die Phospho-/Peptide
schrittweise in eine Nano-Elektrospray-Kapillare eluiert und in ein Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer (API III, PE-Sciex) gespriiht. Die Detektion der Phosphopeptide er-
folgte durch den sog. ,,precurser ion scan* auf POj3™ (entspricht einem m/z-Wert von -79) im
negativen lonenmodus. Um die Aminosduresequenz der identifizierten Phosphopeptide im
sog. ,,product ion scan“ zu bestimmen, wurden die Peptide anschlieend mit 50% Metha-

nol/5% Ameisensdure eluiert und der Arbeitsmodus auf positiv gewechselt.

Die Vorbereitung der Proteinproben und die massenspektrometrischen Analysen wurden in
der Protein & Peptide Group am EMBL in Heidelberg von Thomas Kocher unter der Leitung
von Matthias Wilm durchgefiihrt.
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B.8. Herstellung phosphospezifischer IRAG-Antikorper

Zur Herstellung der phosphospezifischen pSer664- und pSer677-IRAG Antikorper wurden
zweil Phosphopeptide synthetisiert. Zum einen das Phosphopeptid CARSMpSLTLGK von
der Firma Covalab, welches das Ser664 enthilt und den Aminosaduren 659-668 der humanen
IRAG-Sequenz (AF081249.1) entspricht. Zum anderen das Phosphopeptid CRRVpSVAV
von der Firma Gramsch Laboratories, welches das Ser677 enthélt und mit den Aminosiuren
674-680 tlibereinstimmt. Das zusitzliche N-terminale Cystein bei beiden Peptiden diente der
spiteren Kopplung an Keyhole limpet hemocyanin (KLH). Beide Peptide wurden vom
jeweiligen Hersteller mittels HPLC aufgereinigt, iber das aminoterminale Cystein mit MBS

(m-Maleimidobenzoyl-N-Hydroxysuccinimid) an KLH gekoppelt und in Kaninchen injiziert.

Die pSer664-IRAG Antikorper wurden aus den gewonnenen Antiseren von Covalab auf-

gereinigt und nach Zugabe von 50% Glyzerin bei -20°C aufbewahrt.

Die IgG des pSer667-IRAG Antiserum wurden iiber eine Hi Trap Protein A Séule (Amer-
sham) isoliert. Dann erfolgte eine weitere spezifische Aufreinigung iiber eine Peptid- und im
Anschluss iiber eine Phosphopeptidsdule.

Fiir die Aufreinigung {iber die Protein A Sédule wurden 8 ml Antiserum fiir 20 min bei 4°C
und 20000x g zentrifugiert. Nach dem Entfernen der Lipidschicht auf der Oberfliche wurde
das Antiserum mit Puffer A auf 20 ml verdiinnt und filtriert (PorengréBe 0,2 um, Renner
GMBH). Die Protein A Séule (5 ml) wurde mit 10-fachem S&ulenvolumen Puffer A equi-
libriert, mit dem verdiinnten Antiserum beladen und mit 10-fachem Sdulenvolumen Puffer A
gewaschen. Die gebundenen IgG wurden mit Puffer B in Fraktionen eluiert und mit 1 M
Tris-HC1 (pH 9,5) neutralisiert. Nach der Proteinbestimmung (B.6.1) wurden die IgG-
enthaltenden Fraktionen gepoolt und iiber Nacht gegen PBS (B.4.2) dialysiert.

Puffer A = 100 mM Kaliumphosphatpuffer; pH 8,5
Puffer B = 100 mM Citrat/NaOH; pH 3,0

Zur Herstellung der Phospho-/Peptidsdule wurden 9 mg Phosphopeptid bzw. 10 mg Peptid
(Gramsch Laboratories) in 10% DMF gelost. Um mogliche Disulfid-Briicken zwischen zwei
Phospho-/Peptiden zu 16sen, wurden die Peptide iiber eine Immobilized TCEP Disulfid

Reducing Gel-Matrix (Pierce) nach den Angaben des Herstellers reduziert. Uber die somit
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freien Sulfhydryl-Gruppen der Cysteinreste konnten die Peptide an eine SulfoLink® Coup-
ling Gel-Matrix (Pierce) gekoppelt werden. Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgten dabei
ebenfalls nach den Angaben des Herstellers. Fiir die Aufreinigung der phosphospezifischen
IgG wurden die dialysierten IgG der Protein A Saule zuerst auf die mit Peptid gekoppelte
SulfoLink®-Séule geladen. Der Durchfluss (negative Selektion) wurde dann iiber die mit
Phosphopeptid gekoppelte Sdule aufgereinigt (positive Selektion). Nach dem Waschen mit
8-fachem Saulenvolumen PBS wurden die hier gebundenen IgG mit 100 mM Glycin
(pH 2,7) in Fraktionen eluiert und mit 1 M Tris-HCI (pH 9,5) neutralisiert. Anschliefend
wurde die Proteinmenge der verschiedenen Fraktionen gemessen (B.6.1) und die IgG-
enthaltenden Fraktionen gepoolt. Nach erfolgter Dialyse gegen PBS iiber Nacht wurden die
IgG mit 0,05% Natriumazid versetzt und bei 4°C aufbewahrt.

Die Spezifitidt der gereinigten pSer664- und pSer677-IRAG Antikorper wurde mit ent-
sprechenden in COS-7 Zellen exprimierten (B.4.3) und in vitro phosphorylierten (B.7.4)

Serin-Alanin-Mutanten von IRAG untersucht.
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C Ergebnisse

CA. Identifizierung der Transmembrandomane/n von IRAG

Wie in der Einleitung erwéhnt, ergab die Hydropathie-Analyse eine mogliche Transmem-
brandomédne am Carboxyterminus des IRAG Proteins: TMc. Auflerdem enthidlt IRAGa eine
weitere hydrophobe Sequenz am Aminoterminus, TMy, bei der es sich moglicherweise auch
um ein membrandurchspannendes Segment handeln konnte. Da die genaue Funktion dieser
Dominen noch unklar war, stellte ein Ziel dieser Arbeit dar, TMy und/oder TM¢ eindeutig
als Transmembrandoméne/n zu identifizieren. Des weiteren sollte untersucht werden, ob
diese beiden Doménen bei der Interaktion von IRAG mit der cGKIB oder dem IP;RI eine
Rolle spielen. Mittels PCR wurden dazu verschiedene Konstrukte von IRAG hergestellt und
in COS-7 Zellen exprimiert. AnschlieBend wurde die intrazelluldre Lokalisation von IRAG

sowie die Interaktion von IRAG mit der cGKIP oder dem IP;RI iiberpriift.

CA1.1. Herstellung von IRAGa/IRAGb-TM¢ Konstrukten

Zur Herstellung der verschiedenen IRAGa/IRAGb-TM¢ Konstrukte, die keine C-terminale
Domine TM¢ enthalten und somit entweder nur die N-terminale Doméne TMy (im Falle von
IRAGa) oder keine der beiden Doménen (im Falle von IRAGD) aufweisen, diente die
Plasmid-DNA des IRAGa pcDNA3.1 Konstrukts (Tabelle B-2) als Template in der PCR
(B.3.6). Die einzelnen Primer (Tabelle F-1) wurden so gewéhlt, dass entweder IRAGa oder
IRAGD amplifiziert wurde, jeweils ohne TMc (-TMc) und jeweils mit oder ohne Stop-Codon
(vgl. Abb. C-1). Nach erfolgter Aufreinigung (B.3.2) und Subklonierung der PCR-
Amplifikate in E. coli TOP10 Zellen (B.3.6.2) wurden die Konstrukte EcoRIl/BamHI
geschnitten und in entsprechende Vektoren ligiert (B.3.4). Dabei wurden DNS-Fragmente
mit Stop-Codon (Primer AG11 r) in den Vektor pcDNA3.1 und Fragmente ohne Stop-Codon
(Primer MAL1 r) in den Vektor pEGFP-N3 (Abb. C-1) inseriert. Dieser Vektor beinhaltet das
verstarkt griin fluoreszierende Protein (EGFP). Durch Insertion der IRAGa/IRAGb-TM¢
Konstrukte konnten IRAG-EGFP Fusionsproteine generiert werden, welche C-terminal zu
IRAG das verstirkte GFP aufweisen. Nach Transformation in E. coli (B.3.8) wurden die
Plasmide vervielfiltigt und isoliert (B.3.1). Zur Uberpriifung der korrekten Nukleotid-

sequenzen wurden die Inserts mit entsprechenden Primern (Tabelle F-2) sequenziert (B.3.7).
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Abbildung C-1: IRAG Konstrukte zur Identifizierung der Transmembrandomine/n. Gezeigt
ist die schematische Struktur von IRAG (oben), sowie die verschiedenen IRAGa/IRAGb-TM¢ Kon-
strukte, die mittels PCR und entsprechenden Primern (AJ1 v, AJ3 v, AG11 r, MA1 r) amplifiziert
wurden. Zusitzlich sind die jeweiligen Klonierungsvektoren angegeben (rechts). TMy bedeutet N-
terminale und TM¢ C-terminale Transmembrandoméne. EGFP steht fiir ,,enhanced* griin fluores-
zierendes Protein.

C.1.2 Intrazellulare Lokalisation von IRAGa/IRAGb-TM¢

C.1.2.1. Untersuchung der IRAG-TMc-EGFP Fusionsproteine

Zur Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation der IRAGa/IRAGb-TMc-EGFP Fusions-
proteine wurden COS-7 Zellen mit den in C.1.1 hergestellten IRAGa-TM¢ und IRAGb-TM¢
pEGFP-N3 Konstrukten (vgl. Abb. C-1) transfiziert (B.4.3). Als Kontrolle wurden auflerdem
Wildtyp (Wt) IRAGa- und IRAGb-EGFP Proteine (Schlossmann et al., 2000) exprimiert,
welche die C-terminale Domidne TM¢ beinhalten. Mit einem konfokalen Laser-Scan Mikros-
kop (B.4.5) wurden die auf Deckglidschen adhérierten COS-7 Zellen mit einem Krypton-
Argon Laser bei einer Wellenldnge von 488 nm angeregt und bei einer 40-fachen Ver-
groflerung untersucht. Anhand der griinfluoreszierenden Fusionsproteine konnte die Expres-

sion und Lokalisation der unterschiedlichen IRAG-EGFP Proteine nachgewiesen werden.

Wie in Abb. C-2 gezeigt ist, konnten die Wt IRAGa und IRAGb Fusionsproteine in netz-

artigen Strukturen angeordnet detektiert werden. Da auch das endoplasmatische Retikulum
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(ER) éhnlich strukturiert in Zellen vorliegt, deutet dieser Befund darauf hin, dass IRAG in
den Membranen des ER verankert sein konnte. Diese Annahme wird auch durch die von
Schlossmann et al. (2000) veroffentlichten Experimente unterstiitzt, in denen eine peri-
nukledre Lokalisation von IRAG nach Expression in COS-7 Zellen beobachtet wurde. Fiir
die Verankerung scheint die TMy keine Rolle zu spielen, da IRAGb, welches nur die TM¢
besitzt, ebenso am ER lokalisiert ist wie IRAGa mit der zusétzlichen TMy (Abb. C-2).

IRAGa Wt IRAGb Wt

IRAGa-TM IRAGb-TM

—
10 pm

Abbildung C-2: Lokalisation der IRAGa oder IRAGb Wt/-TMc-EGFP Fusionsproteine in
COS-7 Zellen. Die Lokalisation wurde nach Expression der IRAGa oder IRAGb Wt/-TMc-EGFP
Fusionsproteine in COS-7 Zellen mittels konfokaler Laser-Scan Mikroskopie untersucht. (Original-
vergroferung x40).

Im Gegensatz zu den Wt Proteinen konnten IRAGa-TM¢ und IRAGb-TM¢ gleichméBig im
Zytosol verteilt lokalisiert werden (Abb. C-2). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass IRAG
durch die fehlende TM¢ offensichtlich nicht mehr an die Membranen des ER gebunden wird,
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und dass die TMc fiir die Verankerung von IRAG entscheidend ist. Da IRAGa-TMc trotz der
zusitzlichen TMy ebenso im Zytosol vorliegt wie IRAGb-TMc, scheint die TMy fiir die

Lokalisation von IRAG nicht erforderlich zu sein.

C.1.2.2. Untersuchung der IRAG-TM¢c pcDNA3.1 Konstrukte

Um die intrazellulire Lokalisation von IRAGa/IRAGb-TMc weiterhin zu untersuchen,
wurden COS-7 Zellen mit den IRAGa-TM¢ und IRAGb-TM¢ pcDNA3.1 Konstrukten (vgl.
Abb. C-1) und der cGKIp (Tabelle B-1) co-transfiziert. Zusétzlich wurden auch hier die ent-
sprechenden IRAGa und IRAGb Wt Proteine (Schlossmann et al., 2000) mit der cGKIfB
heterolog exprimiert. Die Anwesenheit aller Proteine wurde durch Westernblot (B.6.4) mit

spezifischen Antikérpern tiberpriift (Abb. C-3).

& & A
& & &F

co’b
FEE&EE

-—-- IRAG

Kontroll-IB
(gesamt Protein)

Membranpraparation

IRAGa Wt IRAGb Wt IRAGa-TM;  IRAGb-TM,
| | I | | | | |

- — — . . s | cGKIB
M Zyt M Zyt M Zyt M Zyt

Abbildung C-3: Expression und Lokalisation von IRAGa oder IRAGb Wt/-TM¢ und ¢GKIp in
COS-7 Zellen. COS-7 Zellen wurden mit IRAGa oder IRAGb Wt/-TM¢ pcDNA3.1 Konstrukten und
der cGKIB (im Vektor pMT3) co-transfiziert. Als Kontrolle der Proteinexpression wurden je 30 pg
Zelllysatproteine aufgetragen (Kontroll-IB). Zur Lokalisation von IRAG und ¢cGKIf} wurden nach er-
folgter Membranpriparation je 30 pg Protein des Membranenanteils (M) und der zytosolischen
Fraktion (Zyt) aufgetragen. Beide Blots wurden mit IRAG- und cGKIcommon-spezifischen Antikor-
pern detektiert.
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AnschlieBend wurden mittels Membranpriparation (B.7.1) zytosolische von membran-
gebundenen Proteinen und restlichen Zellbestandteilen abgetrennt. Durch Westernblot-
Analyse mit IRAG- und ¢cGKIcommon-spezifischen Antikorpern (Tabelle F-3) konnte die

Lokalisation der verschiedenen IRAG Proteine und der cGKIP nachgewiesen werden.

Wie in Abb. C-3 gezeigt ist, konnten die IRAGa und IRAGb Wt Proteine hauptsédchlich im
Membranenanteil (M) der Zellen detektiert werden. Dies weist erneut auf eine Verankerung
von IRAG in der Membran des ER hin und stimmt mit der Lokalisation der Wt IRAG-EGFP
Fusionsproteine iiberein (vgl. C.1.2.1). Da bei einer Membranprdparation membrangebun-
dene Proteine wiahrend des mechanischen Aufschlusses der Zellen (pottern) zum Teil aus der
Membran herausgelost werden konnen, wurde eine geringe Menge an Wt IRAGa und
IRAGD auch in der zytosolischen Fraktion (Zyt) nachgewiesen. Fiir die Verankerung von
IRAG im ER scheint auch hier wieder die TMc alleine auszureichen, da das IRAGb Wt
Protein, welches nur diese eine Domine besitzt, ebenso wie das IRAGa Wt Protein

iiberwiegend im Membranenanteil der Zellen lokalisiert ist.

IRAGa-TM¢ und IRAGb-TM¢ hingegen konnten verstirkt in der zytosolischen Fraktion der
Zellen nachgewiesen werden (Abb. C-3). Entsprechend der Untersuchungen der IRAGa/
IRAGb-TMc-EGFP Fusionsproteine scheinen auch hier die IRAG Proteine durch den
Verlust der C-terminalen Doméine TMc nicht mehr in der Membran des ER verankert zu
sein. Da zytosolische Proteine auch mit membrangebundenen Proteinen interagieren, kdnnen
diese nach erfolgter Zentrifugation auch im Membranenanteil (Pellet) detektiert werden.
Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass IRAGa-TM¢ und IRAGb-TMc ebenfalls in der
Membranfraktion nachgewiesen werden konnten. Das gleiche gilt fiir die 16sliche ¢GKIp,
die zum Teil in den Membranen, hauptsichlich aber im Zytosol lokalisiert wurde. Uberein-
stimmend mit den Resultaten der mittels Laser-Scan Mikroskopie untersuchten Lokalisation
der IRAG-EGFP Fusionsproteine (C.1.2.1), scheint auch hier bei den pcDNA3.1 Kon-
strukten nur die TM¢ alleine verantwortlich fiir die Verankerung von IRAG im ER zu sein.
Denn IRAGa-TM¢ wurde trotz TMy zu gleichen Proteinmengen im Zytosol detektiert, wie
IRAGb-TMc.

Diese Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei der C-terminalen Doméne
TMc tatsdchlich um eine Transmembrandomine handelt, die IRAG in den intrazelluldren
Membranen verankert. Die N-terminale Domédne TMy hingegen stellt trotz hydrophober

Sequenz keine funktionelle Transmembrandoméne dar.
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C.1.3. Einfluss der Domanen TM¢ und TMy auf die Interaktion von
IRAG mit der cGKIf oder dem IP;RI

IRAG interagiert mit der cGKIP und dem IP;RI, wodurch ein multimerer Komplex gebildet
wird (Schlossmann et al., 2000). Als Interaktionsstelle mit der cGK konnte bereits die
Peptidsequenz zwischen Aminosdure 152 und Aminosdure 184 im IRAG Protein identifi-
ziert werden (vgl. Abb. A-3), welche spezifisch mit dem Leucinzipper der cGKIf interagiert
(Ammendola et al., 2001). Fiir den IP;RI konnten bisher noch keine definierten Interaktions-
stellen von IRAG ermittelt werden. Um die Assoziation der drei Proteine weiter aufzuklaren,
sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die beiden N- und C-terminalen Doménen TMy
und TMc bei der Interaktion von IRAG mit der cGKIP oder dem IP;RI eine Rolle spielen.
Da IRAG und der IP3RI als Substrate der cGKIP durch diese phosphoryliert werden, sollte
aulerdem {iberpriift werden, ob die beiden Domidnen bei diesem enzymatischen Prozess

beteiligt sind.

Dazu wurden COS-7 Zellen mit den IRAGa/IRAGb Wt/-TM¢ pcDNA3.1 Konstrukten (vgl.
C.1.1), der cGKIp und dem IP3;RI (Tabelle B-2) co-transfiziert. Nach erfolgter Kontrolle der
Proteinexpression mittels Westernblot (siche Abb. C-4) wurden die Zellen solubilisiert und
der trimere Komplex mittels Affinitdtschromatographie iiber cGMP-Agarose isoliert (B.7.2).
Durch eine anschlieBende Inkubation der aufgereinigten Proteine mit dem cGMP-Analogon
8-pCPT-cGMP und mit y**P-ATP wurden die einzelnen Komponenten des Komplexes in
vitro phosphoryliert (B.7.4). Mittels Westernblot-Analyse (B.6.4) mit IRAG-, ¢cGKIcom-
mon- und [P;RI-spezifischen Antikdrpern (Tabelle F-3) erfolgte die Detektion der Proteine.
Durch Autoradiographie (B.7.6) wurde die Phosphorylierungsreaktion analysiert.

Wie in Abb. C-4 zu sehen ist, konnten nach erfolgter Affinititsaufreinigung alle IRAG
Varianten sowie die cGKIP und der IP;RI im Immunblot (IB) nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass die Interaktion von IRAG sowohl mit der cGKIp als auch
mit dem IP;RI mdglich ist, selbst wenn die C-terminale TM¢ und/oder die N-terminale TMy
fehlen. Im Autoradiogramm (AR) ist auBerdem in jedem Ansatz eine effiziente Phos-
phorylierung des jeweiligen IRAG Konstruktes, der cGKIP und des IP;RI zu sehen, was
darauf hinweist, dass die Phosphorylierungsreaktion auch ohne diese beiden Domédnen
erfolgt. Damit scheinen TM¢ und TMy weder einen Einfluss auf die Interaktion von IRAG
mit der cGKIP oder dem IP;RI zu haben, noch bei der Phosphorylierung des trimeren
Komplexes durch die cGKIp beteiligt zu sein.
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Abbildung C-4: Interaktion von IRAGa oder IRAGb Wt/-TM¢ mit ¢cGKIf und IP;RI in COS-7
Zellen. Gezeigt ist ein Kontroll-Immunblot (Kontroll-IB) der co-exprimierten Proteine mit je 30 pg
Gesamtprotein, sowie ein Immunblot (IB) und ein Autoradiogramm (AR) der mittels cGMP-Agarose
aufgereinigten und anschlieBend in vitro phosphorylierten Proteine (je 500 pg). Die Detektion der
Proteine erfolgte mit IRAG-, cGKIcommon- und IP;RI-spezifischen Antikdrpern.

Zusammenfassend konnte anhand dieser Untersuchungen der verschiedenen IRAGa oder
IRAGb Wt/-TM¢ pEGFP-N3 bzw. pcDNA3.1 Konstrukte gezeigt werden, dass IRAG {iber
die C-terminale Transmembrandoméine TM¢ in den Membranen des ER verankert wird. Die
N-terminale Domidne TMy hingegen dient nicht als Membrananker. Des weiteren wurde
gezeigt, dass keine der beiden Doménen bei der Interaktion von IRAG mit der cGKIP oder
dem IPs;RI eine Rolle spielen und alle Komponenten des trimeren Komplexes auch in

Abwesenheit von TMy und TMc effizient durch die cGKI phosphoryliert werden.
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C.2. Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen von
IRAG

Da bisher fiinf verschiedene Serine des IRAG Proteins als in vitro Phosphorylierungsstellen
identifiziert werden konnten (Schlossmann et al., 2000; vgl. Abb. A-3), war ein weiteres Ziel
dieser Arbeit, die exakten in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG aufzukldren. Als ,,in
vivo System® dienten dazu humane Thrombozyten, die aus Blut von freiwilligen Spendern
isoliert wurden. Nachdem zunéchst die Lokalisation von IRAG in diesen Zellen iiberpriift
wurde, konnte anschlieend die in vivo Phosphorylierung analysiert und die genauen in vivo

Phosphorylierungsstellen bestimmt werden.

C.2.1. Intrazellulare Lokalisation von IRAG in humanen
Thrombozyten

Die Expression von IRAG und cGKIp in humanen Thrombozyten wurde bereits von Geisel-

horinger (2002) nachgewiesen. Die cGKla-Isoform hingegen ist dort nicht vorhanden. Da

im vorherigen Abschnitt (C.1.2) gezeigt wurde, dass heterolog exprimiertes IRAG in den

intrazelluliren Membranen von COS-7 Zellen verankert wird, sollte im folgenden die intra-

zelludre Lokalisation von endogenem IRAG in humanen Thrombozyten aufgeklirt werden.

Ebenso sollte die Lokalisation von cGKIf in Thrombozyten untersucht werden.

Dazu wurde mit humanen Thrombozyten (B.5) eine Membranpréparation (B.7.1) durchge-
fithrt, um zytosolische von membrangebundenen Proteinen abzutrennen. Durch die folgende
Westernblot-Analyse (B.6.4) mit IRAG-, cGKla- und cGKIB-spezifischen Antikdrpern
(Tabelle F-3) wurde die Lokalisation der entsprechenden Proteine in den jeweiligen Zell-

fraktionen iiberpriift.

Wie in Abbildung C-5 gezeigt ist, konnte IRAG nur in der Membranfraktion (M), jedoch
nicht im Zytosol (Zyt) detektiert werden. Dies weist darauf hin, dass IRAG auch in humanen
Thrombozyten in den Membranen verankert vorliegt, dhnlich wie IRAGa und IRAGb Wt
nach Expression in COS-7 Zellen (C.1.2). Des weiteren konnte iibereinstimmend mit den
Untersuchungen von Geiselhoringer (2002) nur die Expression von cGKIB (Abb. C-5B),
nicht aber von ¢cGKlIa (Abb. C-5A) nachgewiesen werden. Dabei wurde die Ip-Isoform im
Membranenanteil und der zytosolischen Fraktion detektiert, was ebenfalls der Lokalisation

von ¢GKIp in COS-7 Zellen entspricht (vgl. C.1.2.2).
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Abbildung C-5: Lokalisation von IRAG und ¢GKIf in humanen Thrombozyten. Gezeigt sind
zwel Immunblots der mittels Membranpréparation aufgetrennten zytosolischen (Zyt) und membran-
gebundenen (M) Proteine aus humanen Thrombozyten. Zur Kontrolle der Immundetektion wurden
10 ng reines Protein der entsprechenden cGKI-Isoform (Ia und If) mit aufgetragen. Die Detektion
der Proteine erfolgte mit cGKla- (A), cGKIB- (B) und IRAG-spezifischen Antikdrpern.

Anhand dieser Resultate konnte die Expression von IRAG und ¢GKIf} in humanen Throm-
bozyten bestétigt und auf eine Verankerung von IRAG in den Membranen der Blutplittchen

geschlossen werden.

Cc.2.2. Interaktion von IRAG mit cGKIf und IP;RI in humanen
Thrombozyten

Der trimere Komplex aus IRAG, ¢cGKIf und IP;RI konnte bisher aus glattmuskulidrem Ge-
webe der Rindertrachea (Schlossmann et al., 2000) und aus COS-7 Zellen (diese Arbeit und
Geiselhoringer, 2002) isoliert werden. AuBBerdem wurde gezeigt, dass alle drei Komponenten
in beiden Zellsystemen cGMP-abhingig in vitro phosphoryliert werden (vgl. Abb. C-4). Im
Rahmen dieser Arbeit sollte nun auch die Interaktion von IRAG mit der cGKIf und dem
IP;RI sowie die Phosphorylierung der drei Proteine in humanen Thrombozyten untersucht

werden.

Dazu wurde der trimere Proteinkomplex aus humanen Pléttchen mittels Affinitdtschromato-
graphie iiber cGMP-Agarose isoliert (B.7.2). Durch Zugabe von 8-pCPT-cGMP und y**P-
ATP wurden die gefillten Proteine anschlieBend in vitro phosphoryliert. Nach Analyse der
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Phosphorylierungsreaktion mittels Autoradiographie (B.7.6) erfolgte die Detektion der Pro-
teine mit spezifischen Antikorpern (Tabelle F-3) im Westernblot (B.6.4).
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Abbildung C-6: Interaktion von IRAG mit ¢cGKIP und IP;RI in humanen Thrombozyten. Im
linken Autoradiogramm (AR) und mittleren Immunblot (IB) sind die mittels cGMP-Agarose aufge-
reinigten und anschlieBend in vitro phosphorylierten Proteine aus humanen Thrombozyten (1,5 mg
Ausgangsprotein) abgebildet. Der rechte Immunblot (IB) zeigt die Expression von IRAG, ¢GKIf,
IP;RI und VASP in gesamt Thrombozyten (50 pg Protein) ohne Aufreinigung. Die Blots wurden mit
IRAG-, cGKIB-, IP;RI- und VASP-spezifischen Antikdrpern detektiert.

Der mittlere Immunblot (IB) in Abb. C-6 zeigt die Isolierung des trimeren Komplexes aus
IRAG, cGKIB und IPsRI. Im Autoradiogramm (AR) ist die **P-Phosphorylierung der drei
Proteine zu sehen. Dieses Resultat deutet darauf hin, dass IRAG und der IP;RI auch in
humanen Thrombozyten Substrate der cGKI darstellen und von diesem Enzym cGMP-
abhéngig in vitro phosphoryliert werden. AuBBerdem scheinen alle drei Proteine auch in
diesen Zellen als multimerer Proteinkomplex zu interagieren. In gesamt Thrombozyten
konnte neben den drei Komponenten die Expression eines weiteren Proteins nachgewiesen
werden (Abb. C-6, rechter IB). Dabei handelt es sich um das Vasodilator-stimulierte
Phosphoprotein (VASP), das ebenso wie IRAG stark in Thrombozyten exprimiert wird und
dort ebenfalls als ein Substrat der cGKI identifiziert wurde (Smolenski et al., 1998). Da
dieses Protein jedoch nicht in dem trimeren Komplex enthalten ist, scheint VASP weder mit

IRAG noch mit der cGKI oder dem IP;RI stabil zu interagieren.
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C.2.3. In vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen Thrombozyten

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war, die in vivo Phosphorylierung von IRAG zu analysieren,
und zu tiberpriifen, ob IRAG auch in vivo ein Substrat der cGKI darstellt und durch diese
NO/cGMP-abhingig phosphoryliert wird.

Um die gesamt in vivo Phosphorylierung von IRAG zu untersuchen, wurden humane
Thrombozyten mit **P-haltigem Hepespuffer (B.7.5) vorinkubiert und anschliefend fiir 1-30
Minuten mit 8-pCPT-cGMP, dem NO-Donor GEA/NO 3162 oder dem cAMP-Analogon Sp-
5,6-DCI-cBIMPS (cBIMPS) versetzt (vgl. Tabelle F-4). Mittels Immunpréizipitation (B.7.3)
wurden die IRAG Proteine aus den Thrombozyten isoliert und durch Autoradiographie
(B.7.6) konnte die **P-Phosphorylierung nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung der Phos-
phorylierungsreaktion wurde zusédtzlich die in vivo Phosphorylierung von VASP untersucht.
Dies erfolgte mit phosphospezifischen pSer239-VASP Antikoérpern (Tabelle F-3), welche
die cGMP-abhingige Phosphorylierung von Ser239 detektieren (Smolenski et al., 1998).
AuBlerdem wurde der Einsatz von anndhernd iibereinstimmenden Mengen an IRAG und
VASP Protein in jedem Ansatz mit IRAG- und VASP-spezifischen Antikorpern iiberpriift
(Abb. C-7).

8-pCPT-cGMP GEA/NO

¢ bes e et sy | 33P-IRAG (AR)
b el Rt R ™ IRAG - - ot e

« = @R | pSer239-VASP — e

_— damEDT VASP —il =
1 25 5 10 30 - 1 25 10 30
Inkubationszeit (min) Inkubationszeit (min)

Abbildung C-7: Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen Throm-
bozyten mit cGMP und GEA/NO. Humane Thrombozyten (500 pg Protein pro Ansatz) wurden mit
H,Ouigest. () als Kontrolle bzw. mit 8-pCPT-cGMP oder GEA/NO (je 100 uM) fiir die angegebenen
Zeiten inkubiert. Gezeigt sind zwei Autoradiogramme (AR) der **P-IRAG-Phosphorylierung, sowie
Westernblots der mittels IRAG-, VASP- und pSer239-VASP Antikorpern detektierten Proteine.
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Die beiden Autoradiogramme (AR) in Abb. C-7 zeigen einen deutlichen Anstieg der **P-
Phosphorylierung von IRAG innerhalb der 30-miniitigen Inkubation mit 8-pCPT-cGMP oder
GEA/NO. Dabei konnte nach Stimulation der Thrombozyten mit dem cGMP-Analogon nach
5 Minuten ein etwa 2,5-facher und nach 30 Minuten ein etwa 3,5-facher Anstieg der Phos-
phorylierung im Vergleich zur Kontrolle (H,Opiqest.) festgestellt werden (vgl. Abb. C-8). Eine
dhnliche Phosphorylierungskinetik konnte mit phosphospezifischen pSer239-VASP Anti-
korpern fiir das Ser239 des VASP Proteins detektiert werden. Auch hier nahm die Phos-
phorylierung innerhalb der 30-miniitigen Inkubation mit cGMP zu, was an der stirker
werdenden Doppelbande zu erkennen ist (Abb. C-7). Diese Doppelbande entsteht, indem das
Ser157 des VASP Proteins phosphoryliert wird, wodurch die im SDS-Gel apparente moleku-
lare Masse des Proteins von 46 auf 50 kDa ,,shiftet (Smolenski et al., 1998). Die 33P_Phos-
phorylierung von IRAG durch Stimulation der Thrombozyten mit GEA/NO hingegen
scheint schon nach einer Minute Inkubation das Maximum zu erreichen, wie das rechte AR
in Abb. C-7 zeigt. Interessanterweise nahm die Phosphorylierung des Ser239 von VASP hier

nach 2,5 und 10 Minuten Inkubation noch zu.

Diese Ergebnisse zeigen, dass IRAG auch in humanen Thrombozyten ein Substrat der

cGKIB darstellt und dort iiber den NO/cGMP-Signalweg in vivo phosphoryliert wird.

Wie in Abbildung C-8 zu sehen ist, konnte die IRAG-Phosphorylierung auBlerdem nach
Inkubation der Thrombozyten mit dem cAMP-Analogon ¢cBIMPS stimuliert werden. Hier
konnte nach 5 Minuten ein etwa 2-facher und nach 30 Minuten ein etwa 3,5-facher Anstieg
der IRAG-Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Dies deutet
darauf hin, dass IRAG ebenfalls durch die cAMP-Kinase in vivo phosphoryliert werden
konnte. Andererseits besteht die Moglichkeit, dass die cGMP-Kinase durch Kreuzreaktion
mit cAMP (cBIMPS) aktiviert wird und diese darauthin das IRAG Protein phosphoryliert.
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Abbildung C-8: Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen Throm-
bozyten mit cGMP und c¢BIMPS. Gezeigt ist die statistische Auswertung (mit dem Computer-
programm OriginPro 6.1) der mit 8-pCPT-cGMP und cBIMPS (je 100 uM) stimulierten **P-Phos-
phorylierung von IRAG im Vergleich zur Kontrolle (HyOpiges). Im Diagramm ist die Anzahl der
Versuche fiir die jeweilige Inkubation mit angegeben.

C.24. Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG
in humanen Thrombozyten

Schlossmann et al. (2000) isolierten IRAG aus den Membranen des glattmuskuldren Ge-

webes der Rindertrachea und identifizierten fiinf Serine dieses Proteins als in vitro Phos-

phorylierungsstellen (vgl. Abb. A-3). Ein Ziel dieser Arbeit war, die in vivo phosphorylierten

Aminosduren von IRAG aufzukldren und zu iiberpriifen, ob diese mit den in vitro Phos-

phorylierungsstellen {ibereinstimmen.

Dazu wurden humane Thrombozyten mit phosphathaltigem Hepespuffer vorinkubiert
(B.7.5) und anschlieBend fiir 30 Minuten entweder mit H,Opigest. (zur Kontrolle) oder mit
100 uM 8-pCPT-cGMP (Tabelle F-4) zur Stimulierung der Phosphorylierungsreaktion ver-
setzt. Die IRAG Proteine wurden dann durch Immunprizipitation mit IRAG-spezifischen
Antikorpern aufgereinigt (B.7.3), mittels SDS-PAGE aufgetrennt (B.6.2) und anschlie3end
Coomassie Blau gefirbt (B.6.3). In Abb. C-9A ist ein Coomassie Gel gezeigt, auf dem die
mit (+) und ohne (-) 8-pCPT-cGMP inkubierten IRAG Proteine als deutliche Bande zu
erkennen sind. Zur Uberpriifung der Phosphorylierungsreaktion diente auch hier der Ver-
gleich mit der VASP-Phosphorylierung an Ser239. Dazu wurden 30 pg Protein der mit oder

ohne cGMP inkubierten Thrombozyten abgenommen, mit Laemmli-Puffer versetzt und iiber
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SDS-PAGE aufgetrennt. Mit phosphospezifischen pSer239-VASP Antikdrpern erfolgte dann
die Detektion des phosphorylierten Ser239. In Abb. C-9A (Kontroll-IB) ist zu sehen, dass
die VASP-Phosphorylierung nur in dem Ansatz mit cGMP (+) detektiert werden konnte.
Dies zeigte eine effiziente Stimulierung der cGMP-Kinase. Die den IRAG Proteinen ent-
sprechenden Coomassie gefirbten Gelbanden wurden ausgeschnitten, tryptisch verdaut und
entsalzt. Mittels Nano-Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (Nano-ESI-MS) unter
Verwendung der Precurser-lon-Scan-Technik (B.7.7) konnten die Phosphopeptide detektiert
werden und nach Analyse der Aminosduresequenz wurden die exakten in vivo Phos-
phorylierungsstellen von IRAG bestimmt. Wie in Abb. C-9B gezeigt ist, konnten Ser374,
Ser664 und Ser677 des humanen IRAG Proteins als in vivo phosphorylierte Aminoséuren
identifiziert werden. Diese entsprechen auch genau drei der bereits bekannten in vitro

Phosphorylierungsstellen von IRAG aus der Rindertrachea (vgl. Tabelle C-1).
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Abbildung C-9: Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG in humanen
Thrombozyten. A) zeigt ein Coomassie gefirbtes SDS-Gel des mittels Immunprézipitation aufge-
reinigten IRAG-Proteins aus mit (+) oder ohne (-) 8-pCPT-cGMP (100 uM, 30 min) inkubierten
humanen Thrombozyten (je 10 mg Protein), sowie die Detektion der Phosphorylierungsreaktion mit
pSer239-VASP-spezifischen Antikdrpern (Kontroll-IB). In B) ist die schematische Struktur des
humanen IRAG mit den durch Massenspektrometrie identifizierten in vivo Phosphorylierungsstellen
(Aminoséureposition und Teil der Konsensussequenz) wiedergegeben.
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Tabelle C-1: Vergleich der cGMP-abhiingigen in vitro und in vivo Phosphorylierungs-
stellen von IRAG. Angegeben sind die mittels Massenspektrometrie identifizierten in vitro
Phosphorylierungsstellen von IRAG aus glattmuskulirem Gewebe der Rindertrachea (vgl.
Abb. A-3), sowie die homologen in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG aus humanen
Thrombozyten (vgl. Abb. C-9B). Auflerdem ist die Aminosduresequenz und die Anzahl der
detektierten in vivo Phosphopeptide nach Inkubation der Thrombozyten mit und ohne 8-
pCPT-cGMP (+ cGMP bzw. - cGMP) wiedergegeben. Kein Nachweis von Phosphopeptiden
bedeutet ,,----*“ und ,,fett markierte Aminosduren stimmen mit der Sequenz von IRAG aus

Rind tiberein. ,,Mox* steht fiir oxidiertes Methionin und ,,Sp* fiir phosphoryliertes Serin.

Phosphorylierungsstellen Phosphopeptide (in vivo) Aminosduresequenzen

In vitro In vivo RIS .
(Rind)  (Mensch) -cGMP  +cGMP (der in vivo Phosphopeptide)
S118 -— — —

S393 S374 1 1 GLSpWDSGPEEPGPR

S629 - —— ———

S683 S664 -—-- 2 SMSpLTLGK, SMoxSpLTLGK
S696 S677 1 3 RRVSpVAVVPK, RVSpVAVVPK,

VSpVAVVPK

Interessanterweise wurden zwei Phosphopeptide, welche das Ser664 enthalten, nur in dem
Ansatz detektiert, der mit cGMP inkubiert wurde (sieche Tabelle C-1). Fiir Ser677 konnten
nach Zugabe von cGMP drei Phosphopeptide identifiziert werden, von denen eines aller-
dings auch in dem Ansatz ohne cGMP nachgewiesen wurde. Diese Aminosiure weist somit
eine geringe Basal-Phosphorylierung auf, die bereits ohne Zugabe von cGMP erkennbar ist.
Das Phosphopeptid mit der Aminosdure Ser374 wurde nach Inkubation der Thrombozyten
mit und ohne cGMP detektiert (Tabelle C-1), weshalb dieses Serin offensichtlich konstitutiv
und cGMP-unabhéngig phosphoryliert wird. Damit stellen Ser664 und Ser677 zwei cGMP-
abhéngige in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG dar.
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C.2.5. Untersuchung der Phosphorylierungsstellen in COS-7 Zellen

Nachdem die Aminosduren Ser664 und Ser677 als cGMP-abhéngige in vivo Phosphory-
lierungsstellen von IRAG identifiziert werden konnten, wurde im folgenden die in vitro

Phosphorylierung dieser Serine in COS-7 Zellen iiberpriift.

Dazu wurden verschiedene IRAG Varianten verwendet, deren Serin-kodierende Sequenzen
(entsprechend Ser664 bzw. Ser677) mittels PCR in Alanin-kodierende Sequenzen mutiert
wurden (Ammendola et al., 2001). Durch diese Mutationen sollte eine Phosphorylierung von
IRAG an den jeweiligen Aminosduren verhindert werden. Da zur Herstellung dieser Serin-
Alanin (S/A) Mutanten die Sequenz von IRAG aus Rind als Template diente und die in
humanen Thrombozyten identifizierten Phosphorylierungsstellen Ser664 bzw. Ser677 den
Aminosduren Ser683 bzw. Ser696 des bovinen IRAG entsprechen (vgl. Tabelle C-1),
wurden die Mutanten der Einfachheit halber nach einer kurzen iibereinstimmenden Amino-
sduresequenz als IRAGrsms/a (flir die Mutante von Ser664 bzw. Ser683), als IRAGgrrvs/a
(fiir die Mutante von Ser677 bzw. Ser696) und als IRAGgrsms/a-rrvs/a (flir die Doppel-
mutante) bezeichnet. Fiir die Phosphorylierungsanalyse wurde die cGKIB und die ver-
schiedenen IRAG S/A Mutanten in COS-7 Zellen co-exprimiert (vgl. Tabelle B-2). Nach
Solubilisierung der Zellen wurden die Proteine mit und ohne 8-pCPT-cGMP inkubiert.
Durch gleichzeitige Zugabe von y*°P-ATP konnte anschlieBend die in vitro Phospho-
rylierung von IRAG mittels Autoradiographie (B.7.6) analysiert werden. Mit IRAG- und
cGKIcommon-spezifischen Antikorpern (Tabelle F-3) wurden die entsprechenden Proteine
detektiert und der Einsatz von anndhernd libereinstimmenden Mengen an IRAG Protein in

jedem Ansatz tiberpriift (Abb. C-10).

Wie im Autoradiogramm (AR) in Abb. C-10A zu sehen ist, weist IRAG Wt das stirkste
radioaktive Signal und somit die stérkste in vitro Phosphorylierung von IRAG auf. Im Ver-
gleich dazu war das Signal der beiden Einzelmutanten, IRAGgrsms/a (entsprechend Ser664)
und IRAGgrrys/a (entsprechend Ser677), um etwa 30% verringert (Abb. C-10A und B). Die
Phosphorylierung der Doppelmutante entsprach nur noch etwa 50% der gesamt Phospho-
rylierung von IRAG Wt, was darauf hinweist, dass die Phosphorylierung der beiden
einzelnen Serine offensichtlich aufaddiert wird. Interessanterweise konnte bei IRAG Wt und
IRAGgsms/a eine geringe Basal-Phosphorylierung detektiert werden (vgl. Abb. C-10A), die
weder bei IRAGgrrys/a noch bei der Doppelmutante zu erkennen ist. Offenbar wird IRAG an

Ser696, entsprechend der Aminosduresequenz von IRAG aus Rind, in vitro basal phosphory-
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liert. Moglicherweise korreliert diese Phosphorylierung mit der in der MS-Analyse
beobachteten basalen in vivo Phosphorylierung von Ser677 des humanen IRAG (siche
Tabelle C-1).
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Abbildung C-10: In vitro Phosphorylierung von IRAG in COS-7 Zellen. In COS-7 Zellen wurde
die cGKIB und IRAG Wt bzw. verschiedene IRAG S/A Mutanten co-exprimiert. IRAGgrgms/a ent-
spricht der Mutante des humanen Ser664, IRAGgrrysa der Mutante des humanen Ser677 und
IRAGgsms/arrvs/a der Doppelmutante (vgl. Tabelle C-1). Das Autoradiogramm (AR) in A) zeigt die
in vitro **P-Phosphorylierung von IRAG nach Zugabe von 8-pCPT-cGMP (30 pM, 2 min) und y**P-
ATP. Im Immunblot (IB) sind die mittels IRAG- und cGKIcommon-spezifischen Antikdrpern
detektierten Proteine zu sehen. Die statistische Auswertung (OriginPro 6.1) in B) erfolgte im Ver-
gleich zur Phosphorylierung des IRAG Wt Proteins (auf 100% gesetzt). (n=4; *P<0,05; ***P<0,001;
ns, nicht signifikant).
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C.2.6. In vivo Phosphorylierung von Ser664 und Ser677 in humanen
Thrombozyten

Um insbesondere die in vivo Phosphorylierung von Ser664 und Ser677 des IRAG Proteins
untersuchen zu kénnen, wurden zwei phosphospezifische Antikdrper hergestellt, die spezi-
fisch nur das jeweilige phosphorylierte Serin erkennen sollten. Diese Antikorper wurden
entsprechend den Aminoséuren als pSer664- und pSer677-IRAG Antikorper bezeichnet.
Nach Uberpriifung der Antikdrperspezifitit mit in COS-7 Zellen exprimierten und in vitro
phosphorylierten S/A Mutanten von IRAG wurden humane Thrombozyten mit ver-
schiedenen Substanzen stimuliert und die in vivo Phosphorylierung der beiden Serine unter

Verwendung der phosphospezifischen Antikorper analysiert.

C.2.6.1. Herstellung und Spezifitat der pSer664- und pSer677-IRAG
Antikorper

Die Antiseren pSer664-IRAG bzw. pSer677-IRAG wurden von Covalab bzw. Gramsch
Laboratories hergestellt (B.8). Dazu dienten chemisch synthetisierte Phosphopeptide
(CARSMpSLTLGK mit Ser664 bzw. CRRVpSVAV mit Ser677) als Antigene, die an KLH
(Keyhole limpet hemocyanin) gekoppelt und in Kaninchen injiziert wurden. Die jeweiligen
gewonnenen Antiseren wurden in regelméfBigen Abstdnden (nach jeder Blutung) mit in
COS-7 Zellen exprimierten (B.4.3) und in vitro phosphorylierten (B.7.4) IRAG Wt Proteinen
auf ihre Spezifitdt hin untersucht (nicht gezeigt).

Aus der Endblutung wurden die im Antiserum enthaltenen IgG der pSer677-IRAG Anti-
korper erst {iber eine Protein A Sdule und anschlieBend iiber eigens dafiir hergestellte Peptid-
(negative Selektion) und Phosphopeptidsdulen (positive Selektion) aufgereinigt (B.8). Die
pSer664-IRAG Antikdrper wurden mit demselben Prinzip von Covalab gereinigt.

Zur Uberpriifung der Antikdrperspezifitit wurde folgendermaBen vorgegangen: Zuerst
wurde die cGKIB und IRAG Wt bzw. IRAGgrsms/a (entsprechend Ser664) oder IRAGgrrys/a
(entsprechend Ser677) in COS-7 Zellen co-exprimiert. Nach Inkubation der entsprechenden
Zellextrakte mit 8-pCPT-cGMP und y“P-ATP wurde dann die in vitro Phosphorylierung
(B.7.4) von IRAG mittels Autoradiographie untersucht (B.7.6). Durch Westernblot-Analyse
(B.6.4) unter Verwendung der aufgereinigten pSer664- und pSer677-IRAG Antikorper
konnte schlieflich die Phosphorylierung der entsprechenden Aminosdure und somit die

Phosphospezifitit der Antikorper iiberpriift werden. AuBlerdem wurde der Einsatz von etwa
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iibereinstimmenden Mengen an IRAG Protein in jedem Ansatz mit IRAG-spezifischen

Antikorpern (Tabelle F-3) kontrolliert.
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Abb. C-11: Sperzifitit der pSer664-IRAG Antikorper. In COS-7 Zellen wurde die cGKIB und
IRAG Wt bzw. IRAGgsms/a (entsprechend Ser664) co-exprimiert. Das Autoradiogramm (AR) zeigt
die in vitro **P-Phosphorylierung von IRAG nach Inkubation der Proteine mit (+) oder ohne (-) 8-
pCPT-cGMP (30 uM, 2 min). Im Immunblot ist die Detektion der Phosphorylierung von IRAG an
Ser664 mit phosphospezifischen pSer664-IRAG Antikorpern (IB, Mitte), sowie der Nachweis von
gesamt IRAG mit IRAG-spezifischen Antikorpern (IB, unten) abgebildet.

Wie das Autoradiogramm (AR) in Abb. C-11 zeigt, konnte eine deutliche in vitro Phos-
phorylierung von IRAG Wt und IRAGgrgms/a nach Inkubation der Proteine mit 8-pCPT-
cGMP (+) detektiert werden. Entsprechend den Untersuchungen im vorherigen Abschnitt
(C.2.5) ist auch hier ein verringertes Phosphorylierungssignal der S/A Mutante im Vergleich
zum Wt zu erkennen (vgl. Abb. C-10). Ebenfalls konnte die leichte Basal-Phosphorylierung
von IRAG ohne Zugabe von 8-pCPT-cGMP (-) beobachtet werden, sowohl beim Wt als
auch bei der Mutante. Durch Westernblot-Analyse mit IRAG-spezifischen Antikorpern
wurde in jedem Ansatz etwa die gleiche Menge an IRAG Protein nachgewiesen (Abb. C-11,
IB, unten). Im Gegensatz dazu erkannten die pSer664-IRAG Antikorper nur das mit cGMP
stimulierte und somit phosphorylierte Wt Protein (IB, Mitte). Da die Antikorper nach Inku-
bation mit cGMP keine Phosphorylierung der IRAGrsms/a Mutante detektieren konnten,
deutet dies darauf hin, dass die pSer664-IRAG Antikdrper offensichtlich phosphospezifisch
diese (dem pSer664 entsprechende) Phosphorylierungsstelle erkennen.



Ergebnisse 56

Abb. C-12 zeigt ein Autoradiogramm (AR) der durch Zugabe von cGMP (+) stimulierten in
vitro Phosphorylierung von IRAG Wt und IRAGgrys/a (entsprechend Ser677). Uberein-
stimmend mit Abb. C-10 war auch hier die Phosphorylierung der Mutante im Vergleich zum
Wt verringert. Ebenso konnte die Basal-Phosphorylierung von IRAG nur beim Wt Protein

beobachtet werden.

& s
o o ©of of
& & &L
AR
o= — 32P_|RAG
1B
pSer677-IRAG
1B
IRAG
= + - + 8-pCPT-cGMP

Abb. C-12: Sperzifitit der pSer677-IRAG Antikorper. In COS-7 Zellen wurde die cGKIB und
IRAG Wt bzw. IRAGgrrvs/a (entsprechend Ser677) co-exprimiert. Das Autoradiogramm (AR) zeigt
die in vitro **P-Phosphorylierung von IRAG nach Inkubation der Proteine mit (+) oder ohne (-) 8-
pCPT-cGMP (30 puM, 2 min). Im Immunblot ist die Detektion der Phosphorylierung von IRAG an
Ser677 mit phosphospezifischen pSer677-IRAG Antikérpern (IB, Mitte), sowie der Nachweis von
gesamt IRAG mit IRAG-spezifischen Antikorpern (IB, unten) abgebildet.

Im Gegensatz zu IRAG-spezifischen Antikorpern, welche das IRAG Protein zu anndhernd
iibereinstimmenden Mengen in jedem Versuchsansatz nachweisen konnten (vgl. Abb C-12,
IB, unten), detektierten die pSer677-IRAG Antikorper nur die IRAG Wt Proteine (IB,
Mitte). Da in dem Ansatz mit cGMP ein deutlich stirkeres Signal zu sehen ist, als in dem
Ansatz ohne Zugabe von ¢cGMP und bei der S/A Mutante keine Immunreaktion nach-
gewiesen werden konnte, scheinen auch diese Antikdrper phosphospezifisch zu sein und
selektiv diese (dem pSer677 entsprechende) Phosphorylierungsstelle zu erkennen. Das
schwache Signal von IRAG Wt in dem Ansatz ohne Zugabe von cGMP (-) deutet darauf hin,
dass die pSer677-IRAG Antikorper bereits die geringe basale in vitro Phosphorylierung

dieser Aminosaure erkennen.
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C.2.6.2. In vivo Phosphorylierung von Ser677 in humanen Thrombozyten

Nachdem die Sperzifitit der phosphospezifischen pSer664- und pSer677-IRAG Antikorper
iiberpriift wurde, konnten diese im folgenden zur Analyse der in vivo Phosphorylierung von

Ser664 und Ser677 eingesetzt werden.

Um die in vivo Phosphorylierung von Ser677 zu untersuchen, wurden humane Throm-
bozyten mit Hepespuffer vorinkubiert (B.7.5) und anschlieBend entweder mit 8-pCPT-
cGMP, mit einem Inhibitor der cGMP-Kinase (Rp-8-Br-PET-cGMPS) und 8-pCPT-cGMP
oder mit cBIMPS versetzt (vgl. Tabelle F-4). Nach Solubilisierung der Thrombozyten er-
folgte die Aufreinigung von IRAG mittels Immunprézipitation (B.7.3). Durch Westernblot-
Analyse (B.6.4) wurde die in vivo Phosphorylierung von Ser677 mit phosphospezifischen
pSer677-IRAG Antikorpern detektiert und mit der Phosphorylierung von VASP an Ser239
verglichen. Der Einsatz von etwa iibereinstimmenden Mengen an IRAG und VASP Protein
in jedem Ansatz wurde mit IRAG- und VASP-spezifischen Antikorpern iiberpriift (Tabelle
F-3).

Wie in Abb. C-13 gezeigt ist, erkannten die pSer677-IRAG Antikorper eine relativ schwache
in vivo Phosphorylierung von IRAG in der Kontrolle (H2Opigest.). Dies konnte der geringen
Basal-Phosphorylierung von Ser677 entsprechen, welche bereits in der MS-Analyse de-
tektiert wurde (vgl. C.2.4). Nach Zugabe von 8-pCPT-cGMP oder ¢cBIMPS hingegen konnte
eine deutlich stirkere Phosphorylierung von Ser677 nachgewiesen werden (Abb. C-13).
Dieses Resultat zeigt, dass IRAG an dieser Aminosdure in vivo phosphoryliert wird und
zwar nicht nur cGMP-, sondern auch cAMP-abhéngig. Ubereinstimmend mit den vorherigen
Untersuchungen der gesamt in vivo >>P-Phosphorylierung (vgl. C.2.3 und Abb. C-8), wird
IRAG offenbar nicht nur durch die c¢GK, sondern auch durch die cAK bzw. durch
Kreuzreaktion des cAMP-Analogons mit der cGK in vivo phosphoryliert.

Nach Vorinkubation der Thrombozyten mit dem cGK Inhibitor Rp-8-Br-PET-cGMPS und
anschlieBender Zugabe von 8-pCPT-cGMP konnte eine deutlich schwichere Ser677-Phos-
phorylierung detektiert werden, als nach der Inkubation mit cGMP alleine (vgl. Abb. C-13).
Offensichtlich wird durch Inhibierung der cGK auch die cGMP-abhéngige Phosphorylierung
von IRAG an Ser677 gehemmt. Dieses Ergebnis bestitigt erneut die Vermutung, dass IRAG

in humanen Thrombozyten {iber die cGK in vivo phosphoryliert wird.
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Abb. C-13: In vivo Phosphorylierung von Ser677 in humanen Thrombozyten. Humane Throm-
bozyten wurden fiir 30 min mit HyOygest. (Kontrolle), 8-pCPT-cGMP oder cBIMPS (je 100 uM) inku-
biert. AuBlerdem wurde ein Teil der Ansétze fiir 20 min mit 200 uM Rp-8-Br-PET-cGMPS vorinku-
biert und anschliefend fiir 30 min mit 100 uM 8-pCPT-cGMP versetzt. Der Immunblot zeigt die in
vivo Phosphorylierung von Ser677, die mit phosphospezifischen pSer677-IRAG Antikorpern de-
tektiert und mit der Phosphorylierung von VASP an Ser239 (pSer239-VASP) verglichen wurde. Des
weiteren ist der Nachweis von gesamt IRAG und VASP mit IRAG- und VASP-spezifischen Anti-
korpern abgebildet.

Der Vergleich mit der in vivo Phosphorylierung von Ser239 des VASP Proteins wies ein
dhnliches Phosphorylierungsmuster auf (Abb. C-13): Durch Zugabe von cGMP oder
cBIMPS konnte auch hier eine starke Stimulierung der Ser239-Phosphorylierung beobachtet
werden, die nach Vorinkubation der Thrombozyten mit dem cGK Inhibitor deutlich ver-
ringert war. Ahnlich wie Ser664 des IRAG Proteins scheint auch diese Aminosiure von
VASP, entweder durch Kreuzreaktion von cAMP mit der cGMP-Kinase, oder durch Akti-
vierung der cAK in vivo phosphoryliert zu werden. Smolenski et al. (1998) zeigten bereits,
dass VASP an Ser239 zwar bevorzugt durch die ¢cGK phosphoryliert wird, jedoch in
geringem MaBe auch durch die cAK.
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C.2.6.3. In vivo Phosphorylierung von Ser664 in humanen Thrombozyten

Zur Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664 wurden humane Thrombozyten
mit 8-pCPT-cGMP oder mit DEA/NO als NO-Donor inkubiert (Tabelle F-4), um die Phos-
phorylierung von IRAG iiber den NO/cGMP/cGK-Signalweg zu analysieren. Fiir die Unter-
suchung der cAMP/cAK-Signalkaskade wurden die Blutplédttchen mit cBIMPS oder Forsko-
lin, einem Aktivator der Adenylylzyklase, versetzt (vgl. Tabelle F-4). AuBerdem wurde je
nach Loslichkeit dieser Substanzen entweder HyOpigest, NaOH oder DMSO als Kontrolle
zugegeben (vgl. Abb. C-14). Die jeweilige Phosphorylierungsreaktion wurde mit Laemmli-
Puffer (B.6.2) abgestoppt und anschlieBend durch Westernblot-Analyse (B.6.4) mit phospho-
spezifischen pSer664-IRAG Antikorpern nachgewiesen. Zum Vergleich wurde wieder die in
vivo Phosphorylierung von VASP an Ser239 mit phosphospezifischen pSer239-VASP Anti-
korpern detektiert. Der Nachweis von anndhernd iibereinstimmenden Mengen an IRAG und
VASP Protein in jedem Ansatz erfolgte ebenfalls wieder mit entsprechenden spezifischen

Antikorpern (Tabelle F-3).

Nach Inkubation der Thrombozyten mit 8-pCPT-cGMP wurde mit den phosphospezifischen
pSer664-IRAG Antikdrpern eine deutliche Stimulierung der in vivo Phosphorylierung an
dieser Aminosdure erkannt (Abb. C-14A). In der zugehorigen Kontrolle mit HyOp;gest. (Kon-
trolle 1) konnte keine Phosphorylierung festgestellt werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den
Resultaten der MS-Analyse {iberein, in der ebenfalls nur in dem Ansatz mit cGMP zwei
Phosphopeptide detektiert werden konnten, welche das Ser664 enthielten (vgl. Tabelle C-1).
Wie in Abb. C-14A aullerdem zu sehen ist, konnte auch nach Zugabe von DEA/NO eine
Phosphorylierung des Ser664 beobachtet werden, die in der entsprechenden NaOH-
Kontrolle (Kontrolle 2) nicht nachgewiesen wurde. Diese Befunde zeigen, dass IRAG an
Ser664 in humanen Thrombozyten iiber den NO/cGMP-Signalweg in vivo phosphoryliert

wird.

Obwohl in Kontrolle 3 (DMSO) eine sehr geringe Phosphorylierung von Ser664 nachge-
wiesen wurde, konnte nach Stimulation der Pldttchen mit Forskolin ein sehr viel stirkeres
Phosphorylierungssignal detektiert werden (Abb. C-14A). Ebenso wurde nach Zugabe von
cBIMPS eine relativ starke Phosphorylierung dieser Aminosdure erkannt. Dies deutet darauf
hin, dass IRAG an Ser664 ebenfalls cAMP-abhingig in vivo phosphoryliert wird, entweder
durch Aktivierung der cAMP-Kinase oder durch Kreuzreaktion von ¢cBIMPS mit der cGK
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und stimmt mit den vorherigen Untersuchungen der gesamt in vivo *>P-Phosphorylierung

von IRAG iiberein (vgl. C.2.3).
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Abb.C-14: In vivo Phosphorylierung von Ser664 in humanen Thrombozyten. Humane Throm-
bozyten wurden mit 8-pCPT-cGMP (100 pM, 30 min), cBIMPS (100 uM, 30 min), DEA/NO (10
uM, 5 min) oder Forskolin (5 uM, 20 min) inkubiert. Als Kontrolle wurde entweder H,Op;ges.. (Kon-
trolle 1; 30 min, fiir cGMP und cBIMPS), 1 mM NaOH (Kontrolle 2; 5 min, fiir DEA/NO) oder 5%
DMSO (Kontrolle 3; 20 min, fiir Forskolin) zugegeben. Der Immunblot in A) zeigt die in vivo Phos-
phorylierung von Ser664, die mit phosphospezifischen pSer664-IRAG Antikorpern detektiert und
mit der Phosphorylierung von VASP an Ser239 (pSer239-VASP) verglichen wurde. Der Nachweis
von gesamt IRAG und VASP Protein erfolgte mit IRAG- und VASP-spezifischen Antikorpern. In B)
ist die statistische Auswertung (OriginPro 6.1) der IRAG-Ser664 in vivo Phosphorylierung im Ver-
gleich zur Kontrolle (Mittelwert von Kontrolle 1, 2 und 3) dargestellt. (n=5; **P<0,01; ***P<0,001).
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Wie in der Statistik in Abb. C-14B zu erkennen ist, wurde die Phosphorylierung von IRAG
an Ser664 im Vergleich zur Kontrolle durch cGMP oder NO fast 20 mal so stark stimuliert
und durch ¢cBIMPS oder Forskolin etwa 40-50 mal so stark. Dies konnte bedeuten, dass
IRAG an diesem Serin mdglicherweise bevorzugt cAMP-abhidngig bzw. durch Aktivierung
der cAK phosphoryliert wird. Nach Inkubation der Thrombozyten mit cGMP, NO, cBIMPS
oder Forskolin detektierten auch die pSer239-VASP Antikorper eine deutliche Stimulierung
der Ser239-Phosphorylierung (Abb C-14A), was (im Falle von cGMP und ¢cBIMPS) mit den
Resultaten der vorherigen Untersuchungen von der in vivo Phosphorylierung des Ser677

iibereinstimmt (Abb. C-13).

Diese Ergebnisse fiilhren zu dem Schluss, dass Ser664, ebenso wie Ser677, in humanen
Thrombozyten in vivo phosphoryliert wird, und zwar sowohl NO/cGMP- als auch cAMP-
abhédngig und nach Aktivierung der Adenylylzyklase. Aufgrund der starken Stimulierung der
Ser664-Phosphorylierung durch cBIMPS und Forskolin zeigt diese Aminosdure moglicher-

weise eine Préferenz fiir eine in vivo Phosphorylierung tiber die cAMP/cAK-Signalkaskade.

Um die Phosphorylierungskinetiken der in vivo Phosphorylierung von Ser664 noch detail-
lierter aufzukldren, wurden die Thrombozyten im folgenden noch einmal mit denselben
Substanzen inkubiert, jeweils fiir unterschiedlich lange Zeitspannen. Diese Zeitkinetiken

sind in Abb. C-15, C-16 und C-17 wiedergegeben.
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Abb. C-15 zeigt die Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG und VASP mit 8-
pCPT-cGMP und cBIMPS im Vergleich zur Kontrolle (NaOH).
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Abb. C-15: Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664 mit cGMP und ¢BIMPS.
Humane Thrombozyten wurden mit 8-pCPT-cGMP (100 uM), ¢cBIMPS (100 pM) oder NaOH
(1 mM; als Kontrolle) fiir die jeweils angegeben Zeiten inkubiert. Gezeigt ist ein Immunblot (A) der
mit phosphospezifischen pSer664-IRAG Antikorpern detektierten in vivo Phosphorylierung von
Ser664, sowie der Vergleich mit der in vivo Phosphorylierung von VASP an Ser239 (pSer239-
VASP). Mittels IRAG- und VASP-spezifischen Antikorpern erfolgte der Nachweis von gesamt
IRAG und VASP Protein. In B) ist die statistische Auswertung (OriginPro 6.1) der IRAG-Ser664-
und VASP-Ser239-Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Der Maximalwert
wurde auf 100% gesetzt. (n=3; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ns, nicht signifikant).
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Ubereinstimmend mit den vorherigen Ergebnissen (vgl. Abb. C-14), konnten die phos-
phospezifischen pSer664-IRAG Antikorper auch diesmal in der Kontrolle keine Phospho-
rylierung von IRAG erkennen. Durch Inkubation der Thrombozyten mit dem cGMP- bzw.
cAMP-Analogon jedoch, konnte eine deutliche Stimulierung der Ser664-Phosphorylierung
nachgewiesen werden. Dabei wurde nach Zugabe von cBIMPS bei allen vier Inkubations-
zeiten ein jeweils stirkeres Phosphorylierungssignal detektiert, als nach Zugabe von cGMP.
Wie auch in der Statistik (Abb. C-15B) zu erkennen ist, stieg die Phosphorylierung von
Ser664 nach Stimulation mit cGMP im Laufe der Inkubation von etwa 8% (nach 5 Minuten)
auf anndhernd 40% des Maximalwertes (nach 30 Minuten) an, wéhrend die Phos-
phorylierung durch cBIMPS bereits nach 5 Minuten {iber 60% betrug. Dies bestitigt die
Resultate der vorherigen Untersuchungen (Abb. C-14) und weist erneut auf eine mogliche

Préferenz dieser Aminosdure fiir eine Phosphorylierung durch cAMP hin.

Die geringe Phosphorylierung von VASP an Ser239 in der Kontrolle weist auf eine leichte
Vorstimulierung der Thrombozyten hin. Dennoch konnte auch an dieser Aminosédure des
VASP Proteins nach ansteigenden Inkubationszeiten mit ¢cGMP und cBIMPS eine zu-
nehmende Stimulierung der Phosphorylierung detektiert werden. Im Gegensatz zu Ser664
des IRAG Proteins wurde hier nach Zugabe von ¢cGMP ein stirkeres Phosphorylierungs-
signal nachgewiesen, als nach Zugabe von ¢cBIMPS (Abb. C-15A und B). Auch in der
Statistik ist zu erkennen, dass die Ser239-Phosphorylierung durch Inkubation mit cBIMPS
von etwa 10% (nach 5 Minuten) auf knapp 60% der Maximalphosphorylierung (nach 30
Minuten) anstieg, wahrend die Phosphorylierung durch Inkubation mit cGMP bereits nach
10 Minuten schon ca. 70% entsprach. Dies ist ebenfalls mit den vorherigen Untersuchungen

(Abb. C-13 und C-14) vergleichbar.
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In Abb. C-16 ist die durch Zugabe von DEA/NO stimulierte in vivo Phosphorylierung von

IRAG und VASP wiedergegeben.
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Abb. C-16: Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664 mit DEA/NO. Humane
Thrombozyten wurden mit 10 pM DEA/NO fiir die jeweils angegeben Zeiten inkubiert. Gezeigt ist
ein Immunblot (A) der mit phosphospezifischen pSer664-IRAG Antikorpern detektierten in vivo
Phosphorylierung von Ser664, sowie der Vergleich mit der in vivo Phosphorylierung von VASP an
Ser239 (pSer239-VASP). Mittels IRAG- und VASP-spezifischen Antikdrpern erfolgte der Nachweis
von gesamt IRAG und VASP. In B) ist die statistische Auswertung (OriginPro 6.1) der IRAG-
Ser664- und VASP-Ser239-Phosphorylierung im Vergleich zur NaOH-Kontrolle (vgl. Abb. C-15)

dargestellt. Der Maximalwert wurde auf 100% gesetzt. (n=3; **P<0,01; ***P<0,001).
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Hier ist zu erkennen, dass die mittels pSer664-IRAG Antikorpern detektierte Phosphory-
lierung von IRAG nach zunehmenden Inkubationszeiten deutlich schwicher wird. Die Phos-
phorylierung von Ser239 des VASP Proteins hingegen steigt im Laufe der Inkubation bis zu
10 Minuten zundchst an und nimmt erst nach 20 oder 30 Minuten wieder ab. Wie aus der
Statistik in Abb. C-16B ersichtlich ist, fiel die Phosphorylierung des Ser664 von iiber 90%
des Maximalwertes (nach einer Minute Inkubation) auf etwa 40% nach 10 Minuten
Inkubation ab. Nach 20 oder 30 Minuten lag das Phosphorylierungssignal sogar unterhalb
von 10%. Die phosphospezifischen pSer239-VASP Antikorper hingegen konnten erst nach
10 Minuten Inkubation mit DEA/NO die maximale Phosphorylierung von Ser239 de-
tektieren. Auch bei der Untersuchung der gesamt in vivo Phosphorylierung von IRAG nach
Stimulation der Thrombozyten mit GEA/NO (vgl. Abb. C-7) konnte bereits ein rascher
Anstieg der **P-IRAG-Phosphorylierung beobachtet werden, wihrend VASP an Ser239 erst
nach 5 bis 10 Minuten Inkubation maximal phosphoryliert wurde. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass IRAG an Ser664 in humanen Thrombozyten durch NO offensichtlich
schneller phosphoryliert wird als VASP an Ser239.

Die Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG und VASP mit Forskolin und der
zugehorigen Kontrolle (DMSO) ist in Abb. C-17 wiedergegeben. Entsprechend den vor-
herigen Untersuchungen der pSer664-Phosphorylierung (Abb. C-14), erkannten die phos-
phospezifischen pSer664-IRAG Antikorper bereits in der Kontrolle eine geringe Phospho-
rylierung dieser Aminosdure. Durch Zugabe von Forskolin jedoch konnte zu jeder Inku-
bationszeit ein deutlich stirkeres Phosphorylierungssignal als in den Kontrollreaktionen
detektiert werden. Auch die phosphospezifischen pSer239-VASP Antikérper konnten eine
leichte Vorstimulierung der Ser239-Phosphorylierung in der Kontrolle nachweisen, die nach
Stimulation der Thrombozyten mit Forskolin wieder eindeutig anstieg. Wie die Statistik in
Abb. C-17B zeigt, nahm die in vivo Phosphorylierung von Ser664 innerhalb der ersten
Inkubationszeiten von einer auf drei Minuten relativ deutlich zu (auf tber 60% der
Maximalphosphorylierung) und erhohte sich in den folgenden Inkubationen bis 30 Minuten
nur noch in kleinen Schritten. Ahnlich verhielt es sich bei Ser239, dessen Phosphory-
lierungssignal nach einer Minute etwa 40% entsprach und nach drei Minuten bereits iiber

80% betrug.
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Abb. C-17: Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von Ser664 mit Forskolin. Humane
Thrombozyten wurden mit Forskolin (5 pM) oder DMSO (5%, als Kontrolle) fiir die jeweils angege-
benen Zeiten inkubiert. Gezeigt ist ein Immunblot der mit phosphospezifischen pSer664-IRAG Anti-
korpern detektierten in vivo Phosphorylierung von Ser664, sowie der Vergleich mit der in vivo Phos-
phorylierung von VASP an Ser239 (pSer239-VASP). Mittels IRAG- und VASP-spezifischen Anti-
korpern erfolgte der Nachweis von gesamt IRAG und VASP. In B) ist die statistische Auswertung
(OriginPro 6.1) der IRAG-Ser664- und VASP-Ser239-Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle
(DMSO) dargestellt. Der Maximalwert wurde auf 100% gesetzt. (n=3; *P<0,05; **P<0,01).

Diese Ergebnisse der untersuchten Zeitkinetiken zeigen, dass sowohl IRAG an Ser664 als
auch VASP an Ser239 durch verschiedene Substanzen unterschiedlich schnell oder stark in
vivo phosphoryliert werden. Dabei scheint die Ser664-Phosphorylierung stirker cAMP-
abhingig bzw. nach Aktivierung der Adenylylzyklase stimuliert zu werden, als durch
Zugabe von cGMP. Dies deutet auf eine mdgliche Priferenz dieser Aminosiure fiir eine

Phosphorylierung durch die cAK hin. Da Ser664 jedoch auch nach Inkubation mit NO oder
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cGMP deutlich phosphoryliert wird, erfolgt die in vivo Phosphorlierung von IRAG an
diesem Serin offensichtlich auch iiber den NO/cGMP-Signalweg. Dabei konnte die relativ
schnelle Ser664-Phosphorylierung durch NO mdglicherweise einen wichtigen Mechanismus
bei der Regulation der Thrombozytenaktivitit darstellen. AuBerdem konnten die unter-
schiedlichen Phosphorylierungskinetiken des IRAG und VASP Proteins auf unterschiedliche
Wirkungsweisen dieser Substrate hinweisen, die entweder iiber die NO/cGMP/cGKI-
Signalkaskade oder iiber den cAMP/cAK-Weg vermittelt werden.
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D Diskussion

D.1. Funktionelle Bedeutung der Domanen TM¢ und TMy

Bereits in fritheren Studien wurde die intrazelluldre Lokalisation von IRAG nach Expression
von Wildtyp (Wt) IRAGa- und IRAGb-EGFP Fusionsproteinen in COS-7 Zellen untersucht
(Schlossmann et al., 2000). Damals konnte die Fluoreszenz der Fusionsproteine perinukleér
lokalisiert werden, wihrend EGFP alleine im Nukleus akkumulierte. Da der IPsRI iiber C-
terminale Transmembrandoménen im endoplasmatischen Retikulum (ER) verankert ist (Ber-
ridge, 1993) und IRAG zusammen mit diesem Protein und der ¢cGKIp als trimerer Komplex
isoliert werden konnte, fithrten diese Beobachtungen zu der Annahme, dass IRAG ebenfalls
an die Membranen des ER gebunden wird. Mittels Hydropathie-Analyse konnte auch eine
mogliche Transmembrandomidne am C-Terminus (TMc) des IRAG Proteins sowie eine
weitere hydrophobe Doméne (TMy) in der zusidtzlichen N-terminalen Sequenz von IRAGa
ermittelt werden (vgl. Abb. A-3). Um nun die funktionellen Eigenschaften dieser beiden
Dominen genauer zu lberpriifen, wurden in dieser Arbeit verschiedene Konstrukte von
IRAG hergestellt, die keine TM¢ beinhalten und somit entweder nur TMy oder (im Falle von
IRAGD) keine der beiden Doménen aufwiesen (vgl. Abb. C-1). Wie die Untersuchungen der
intrazelluldren Lokalisation von IRAGa-TMc- und IRAGb-TMc-EGFP Fusionsproteinen
ergaben, ist IRAG ohne C-terminale TM¢ im Vergleich zum Wt Protein nicht mehr in netz-
artigen Strukturen angeordnet und auch nicht perinukleédr lokalisiert, sondern liegt gleich-
miBig im Zytosol verteilt vor. Anhand von IRAGa-TM¢ und IRAGb-TM¢ pcDNA3.1
Konstrukten konnte des weiteren eine deutliche Verlagerung der IRAG-Lokalisation von den
mikrosomalen Membranen in die zytosolische Fraktion der Zellen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse bestitigten die Vermutung, dass IRAG fiiber die TMc¢ in den intrazelluldren
Membranen des ER verankert wird. Damit ist diese Doméne fiir die Lokalisation von IRAG
entscheidend und kann als funktionelle Transmembrandomine angesehen werden. Da das
Vorhandensein der N-terminalen Doméine TMy fiir die intrazelluldre Lokalisation von IRAG
nicht von Bedeutung ist, stellt diese Doméne trotz hydrophober Sequenz keine Trans-

membrandoméne dar.

Der trimere Komplex aus IRAG, cGKIB und IP;RI wurde bisher aus glattmuskulédrem
Gewebe der Rindertrachea (Schlossmann et al., 2000) und COS-7 Zellen isoliert. Auch die

Interaktion von IRAG mit der cGKIP wurde eingehend untersucht und konnte auf einen 33
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Aminosduren umfassenden Abschnitt im N-terminalen Bereich des IRAG Proteins ein-
gegrenzt werden, welcher spezifisch mit der Leucinzipper-Region der cGKIf interagiert
(Ammendola et al., 2001). Fiir den IP;RI konnten noch keine definierten Interaktionsstellen
von IRAG ermittelt werden, jedoch wird vermutet, dass hier die coiled-coil Doméne beteiligt
ist. Frithere Studien zeigen, dass der IP;RI nur gemeinsam mit IRAG und der ¢cGKI {iber
cGMP-Agarose aus COS-7 Zellen gefillt werden kann, aber nicht mit der cGKIp alleine
(Ammendola et al., 2001). Auch in der Zwei-Hybrid Analyse konnte keine Interaktion
zwischen IP;RI und c¢GKIP detektiert werden. Dies konnte bedeuten, dass IRAG fiir die
stabile Assoziation des trimeren Komplexes notwendig ist. Wie in dieser Arbeit anhand der
in COS-7 Zellen exprimierten IRAGa-TM¢ und IRAGb-TMc Proteine gezeigt werden
konnte, wird die Interaktion von IRAG mit der cGKIf oder dem IP;RI weder durch die
Transmembrandomédne TM¢ noch durch die Doméine TMy beeinflusst. Ebenso scheint der
gesamte 73 Aminosduren enthaltende C-terminale Abschnitt, welcher bei IRAGa-TM¢ und
IRAGb-TMc fehlt, nicht fiir die Interaktion des trimeren Komplexes erforderlich zu sein. Da
auBBerdem alle drei Komplexproteine auch in Abwesenheit von TM¢ und TMy effizient
durch die cGKIfB phosphoryliert werden, spielen auch bei diesem Prozess weder TMy noch

TMc oder der 73 Aminosduren lange C-terminale Bereich von IRAG eine Rolle.

D.2. IRAG als Substrat der cGKI in humanen Thrombozyten

IRAG wurde erstmals aus der Membranfraktion von glatten Muskelzellen der Rindertrachea
isoliert und als ein neues Substrat der cGKI identifiziert (Schlossmann et al., 2000). In fol-
genden Expressions-Analysen konnten IRAG und die cGKIB-Isoform auch in verschiedenen
glattmuskuldren Geweben der Maus, wie z.B. Aorta, Magen-Darmtrakt, Uterus, Trachea und
Blase nachgewiesen werden (Geiselhoringer, 2002). Aulerdem wurde eine starke Expres-
sion von IRAG und cGKIB in humanen Thrombozyten beobachtet. In der vorliegenden
Arbeit wurde die intrazelluldre Lokalisation von IRAG in humanen Thrombozyten genauer
iiberpriift. Dabei konnte IRAG ebenfalls wie in COS-7 Zellen (vgl. D.1) und glatten Muskel-
zellen in den Membranen detektiert werden. Ubereinstimmend mit fritheren Untersuchungen
(Geiselhoringer, 2002) konnte des weiteren nur die cGKIB-, nicht aber die cGKla-Isoform

in den Thrombozyten nachgewiesen werden.

Mittels Affinitdtschromatographie wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal der trimere Kom-

plex von IRAG, cGKIB und IP;RI aus humanen Thrombozyten isoliert. Aullerdem wurden
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alle drei Komponenten durch Zugabe von cGMP in vitro phosphoryliert. Damit interagiert
IRAG auch in Thrombozyten stabil mit der cGKIf und dem IP;RI und wird auch in diesen
Zellen als Substrat der cGK in vitro phosphoryliert. Nach Stimulation der Blutplittchen mit
NO oder cGMP konnte des weiteren eine in vivo Phosphorylierung des IRAG Proteins fest-
gestellt werden. Dies weist darauf hin, dass IRAG auch in vivo ein Substratprotein der
cGKIp darstellt und nach Aktivierung des NO/cGMP-Signalweges in vivo phosphoryliert
wird. Da die IRAG-Phosphorylierung allerdings auch nach Inkubation mit dem cAMP-
Analogon ¢cBIMPS stimuliert wurde, konnte IRAG moglicherweise auch ein Zielprotein der
cAK sein. Bereits in den 80er Jahren wurde ein Protein mit einem Molekulargewicht (MG)
von etwa 130 kDa in humanen Thrombozyten beschrieben, welches in den intrazelluldren
Membranen lokalisiert ist und sowohl cGMP- als auch cAMP-abhingig in vitro phos-
phoryliert wird (Waldmann et al., 1986). Ein Protein mit einem vergleichbaren MG wurde
auflerdem in den Membranen von glatten GefdBmuskelzellen als cGMP-Kinase Substrat
entdeckt (Casnellie & Greengard, 1974). Nachdem spiter das ¢cGKI Substratprotein IRAG
mit einem MG von etwa 130 kDa aus den Membranen von glatten Muskelzellen der
Rindertrachea isoliert wurde (Schlossmann et al., 2000), konnte es sich bei dem 130 kDa

Protein der Thrombozyten moglicherweise bereits um IRAG gehandelt haben.

Ein Ziel dieser Arbeit war, die in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG aufzukliren.
Durch Sequenzanalyse von phosphorylierten und nicht-phosphorylierten IRAG Proteinen,
welche aus humanen Thrombozyten aufgereinigt wurden, konnten zwei cGMP-abhéngige in
vivo phosphorylierte Serine identifiziert werden: Ser664 und Ser677. Diese stimmen auch
mit zwei bereits bekannten in vitro Phosphorylierungstellen von IRAG aus der Rindertrachea
iiberein (Schlossmann et al., 2000; vgl. Tabelle C-1). Untersuchungen der individuellen
Phosphorylierung von Ser664 und Ser677 mit eigens dafiir hergestellten phosphospe-
zifischen Antikorpern zeigten, dass beide Serine nicht nur cGMP-, sondern auch cAMP-
abhéngig in vivo phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung von Ser664 konnte auflerdem
durch NO oder Forskolin, einem Aktivator der Adenylylzyklase, stimuliert werden. Diese
Ergebnisse deuten erneut darauf hin, dass IRAG in humanen Thrombozyten sowohl ein
Substrat der cGK als auch ein Substrat der cAK darstellt und damit einerseits {iber den
NO/cGMP-Signalweg und andererseits nach Aktivierung der cAMP/cAK-Signalkaskade in
vivo phosphoryliert wird. Nachdem die Ser664-Phosphorylierung besonders stark nach
Zugabe von cBIMPS oder Forskolin stimuliert wurde, konnte das darauf hinweisen, dass

dieses Serin bevorzugt durch die cAK phosphoryliert wird. Ein weiteres gut untersuchtes
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Zielprotein der cGMP- und cAMP-Kinase in Thrombozyten ist das Vasodilator-stimulierte
Phosphoprotein, VASP, welches mit Aktinfilamenten und fokalen Adhésionen assoziiert ist
(Reinhard et al., 2001). Dieses Protein weist drei Phosphorylierungsstellen auf (Serl57,
Ser239 und Thr278), die mit unterschiedlicher Spezifitit, sowohl durch die cGK, als auch
durch die cAK in vitro phosphoryliert werden (Smolenski et al., 1998). Dabei zeigt Ser157
eine Priferenz fiir die cAK, wéhrend Ser239 bevorzugt durch die cGK phosphoryliert wird.
Auch in intakten Zellen konnte die VASP-Phosphorylierung durch ¢cGMP- bzw. cAMP-
erhohende Substanzen stimuliert werden (Halbriigge et al., 1990). Im Gegensatz zu IRAG
scheint VASP allerdings nicht stabil mit der cGK zu interagieren, da dieses Protein nicht
gemeinsam mit dem trimeren Komplex isoliert werden konnte. Auch die unterschiedliche
Lokalisation von IRAG und VASP, einmal in den Membranen des ER im Falle von IRAG
und einmal in der Ndhe des Zytoskeletts im Falle von VASP, deutet auf eine unter-
schiedliche Beteiligung dieser Proteine bei verschiedenen Regulationsmechanismen hin.
Ebenso zeigen die in dieser Arbeit untersuchten Zeitkinetiken der IRAG- und VASP-
Phosphorylierung, dass diese beiden Proteine unter verschiedenen Phosphorylierungs-
bedingungen unterschiedlich schnell und stark in vivo phosphoryliert werden. Dabei ist
besonders die relativ schnelle Phosphorylierung von Ser664 des IRAG Proteins durch NO
interessant und konnte moglicherweise darauf hindeuten, dass IRAG bei der NO-induzierten

Hemmung der Thrombozytenaktivitét beteiligt ist.

D.3. Physiologische Bedeutung von IRAG in Thrombozyten

Die Regulation der Thrombozytenaktivitit stellt einen sehr komplexen Mechanismus dar, bei
dem das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und hemmenden Prozessen essentiell fiir die
normale Thrombozytenfunktion ist. Bei einer Storung dieses Gleichgewichtes kann es leicht
zur Entstehung von Thrombosen, Arteriosklerose und anderen koronaren Herzerkrankungen
kommen. Die Hemmung der Thrombozyten wird hauptsédchlich iiber die intrazelluldre Kon-
zentration der zyklischen Nukleotide cGMP und cAMP, sowie deren weitergeleitetes Signal
auf verschiedene Zielproteine vermittelt (Schwarz et al., 2001). Dabei kommt es z.B. durch
NO oder PGI, zur erh6hten cGMP- bzw. cAMP-Synthese, was schlieBlich zur Stimulierung
der cGK bzw. cAK fiihrt (vgl. Abb. A-2). Uber die Phosphorylierung ihrer Substratproteine
beeinflussen dann letztendlich beide Kinasen die Regulation der Thrombozytenfunktion an
unterschiedlichen Zielstrukturen (Ubersicht: Schwarz et al., 2001; Miinzel et al., 2003). Ein
moglicher Angriffspunkt ist z.B. die Organisation des Zytoskeletts, welche durch Phospho-
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rylierung von VASP (Harbeck et al., 2000; Smolenski et al., 2000), LASP (Butt et al., 2003),
Hsp27 (Butt et al., 2001) oder Rap1b (Franke et al., 2000) negativ beeinflusst wird. Eben-
falls durch die VASP-Phosphorylierung konnte eine Hemmung des Fibrinogenrezeptors
(Integrin oypP3) beobachtet werden (Horstrup et al., 1994; Aszodi et al., 1999; Hauser et al.,
1999). Auch der Thromboxanrezeptor wird sowohl durch die ¢cGK als auch durch die cAK
phosphoryliert, wodurch wahrscheinlich dessen Kopplung an GTP-bindende Proteine und
damit deren Aktivierung verhindert wird (Wang et al., 1998). Erst kiirzlich wurde eine
Inhibierung des Gi-gekoppelten ADP-Rezeptors (P2Y12) nach Aktivierung der cGK durch
NO und GMP beschrieben (Aktas et al., 2002). Ein weiterer wichtiger Regulationsmecha-
nismus der Thrombozytenaktivitdt, welcher durch zyklische Nukleotide vermittelt wird,
erfolgt liber die Modulation der intrazelluldren Kalziumkonzentration. Dabei wurde eine
Hemmung der IPs-induzierten Kalziumfreizetzung aus intrazelluliren Speichern sowohl
durch cGMP als auch durch cAMP beschrieben (Geiger et al., 1992; Tertyshnikova et al.,
1998; Tertyshnikova & Fein, 1998). Dass bei diesem Prozess die ¢cGKI eine bedeutende
Rolle spielt, konnte an humanen Thrombozyten von CML- (chronische myeloische Leu-
kidmie) Patienten gezeigt werden, die eine reduzierte Expression der cGKI aufwiesen
(Eigenthaler et al., 1993). In diesen Thrombozyten wurde die mit Thrombin- oder ADP-
induzierte Kalziumfreisetzung nicht mehr durch cGMP gehemmt. Ebenso weist eine erhohte
Adhision und Aggregation von cGKI-defizienten Thrombozyten aus der Maus darauf hin,
dass v.a. die ¢cGKI bei der Inhibierung der Thrombozytenaktivitit beteiligt ist (Massberg et
al., 1999).

Der genaue Mechanismus, wie die ¢cGKI die intrazelluldre Kalziumkonzentration in Throm-
bozten moduliert, ist bisher noch unklar. Ein mdgliches Zielprotein kdnnte der IPsRI sein,
der ein Substrat der ¢cGK und der cAK darstellt und durch diese phosphoryliert wird
(Cavallini et al., 1996; El-Daher et al., 2000). Es ist jedoch fraglich, ob diese Phosphory-
lierung wirklich mit der Inhibierung der Kalziumfreisetzung zusammenhingt (Haug et al.,
1999). Nachdem die durch zyklische Nukleotide induzierte Hemmung der Kalzium-
freisetzung in VASP-defizienten Thrombozyten aus der Maus nicht beeintriachtigt ist, scheint
VASP bei der Regulation der intrazelluldren Kalziumkonzentration nicht beteiligt zu sein
(Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnte in COS-7 Zellen sowie
in humanen glatten Muskelzellen des Colons gezeigt werden, dass IRAG nach Aktivierung
der ¢cGKI die IPs-induzierte Kalziumfreisetzung reduziert (Schlossmann et al., 2000; Fritsch

et al., 2004). In COS-7 Zellen scheint dabei v.a. die Phosphorylierung des Ser696 (von
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bovinem IRAGQG) eine Schliisselrolle zu spielen (Ammendola et al., 2001). Nach den Unter-
suchungen dieser Arbeit konnte die entsprechende Aminoséure des humanen IRAG, Ser677,
auch als cGMP-abhingige in vivo Phosphorylierungsstelle in Thrombozyten identifiziert
werden. Da IRAG auflerdem in den Membranen der Blutpléttchen lokalisiert wurde und die
spezifische Interaktion von IRAG mit der cGKIB und dem IP3RI als trimerer Komplex auch
in diesen Zellen nachgewiesen werden konnte, deutet dies darauf hin, dass IRAG auch in
Thrombozyten bei der Regulation des intrazelluldren Kalziums eine Rolle spielen konnte.
Moglicherweise wird die cGKIP durch die Interaktion mit IRAG an die Membran des ER
transloziert und nach Phosphorylierung von IRAG an Ser677 und/oder Ser664 kommt es
dadurch zur Hemmung der IPs-induzierten Kalziumfreisetzung aus dem ER (Abb. D-1). Als
Substrat der cGKI konnte IRAG somit auch bei der NO/cGMP/cGKI-verursachten

Hemmung der Thrombozytenaktivitét beteiligt sein.

Abbildung D-1: Regulation der intrazelluliren Kalziumkonzentration durch IRAG und
c¢GKI. Die Aktivierung der cGKIB durch NO/cGMP fiihrt zur Phosphorylierung von IRAG an
Ser664 und/oder Ser677 (rote Punkte), wodurch die IP;-induzierte Freisetzung von Kalziumionen
(Ca®) aus intrazelluliren Speichern (endoplasmatisches Retikulum, ER) durch den IPsRI gehemmt
wird. In hellblau ist die Interaktion von IRAG und cGKIP dargestellt. TMc steht fiir C-terminale
Transmembrandoméne.
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Nachdem IRAG an Ser677 und Ser664 in humanen Thrombozyten auch durch cAMP oder
Forskolin in vivo phosphoryliert wird, scheint IRAG nicht nur iiber cGMP-, sondern auch
iiber cAMP-abhéngig vermittelte Signalwege phosphoryliert zu werden und stellt damit

moglicherweise eine Zielstruktur dar, an der diese beiden Wege zusammentreffen.

D.4. Ausblick

Um die physiologische Rolle von IRAG in Thrombozyten noch detaillierter aufzukliren,
sind weitere Arbeiten erforderlich. Eine Moglichkeit wire, die Funktion von Thrombozyten
aus IRAG knock-out Miusen hinsichtlich des ,,shape change®, der Adhédsion und Aggre-
gation oder der Sekretion zu iiberpriifen, um die Frage zu kldren, ob IRAG generell die
Regulation der Thrombozytenaktivitdt beeinflusst. Des weiteren kdnnten IRAG-defiziente
Thrombozyten beziiglich der intrazelluldren Kalziumfreisetzung untersucht werden, um zu
sehen, ob IRAG auch in Thrombozyten speziell an diesem Prozess beteiligt ist. Anhand von
Thrombozyten aus cGKI knock-out Méusen konnte die in vivo Phosphorylierung von Ser664
und Ser677 des IRAG Proteins mit den entsprechenden phosphospezifischen Antikdrpern im
Vergleich zu IRAG aus Wt Thrombozyten iiberpriift werden, damit eindeutig geklart werden
kann, ob die Phosphorylierung dieser Aminosauren spezifisch durch die cGKI erfolgt. Zu-
sdtzlich konnten ,,shape change- und Aggregationsmessungen mit Thrombozyten aus Wt
Maiusen, cGKI knock-out Miusen und erst kiirzlich hergestellten IRAG-Deletionsmutanten
(welchen das fiir den N-terminalen Bereich der coiled-coil Domédne codierende Exon 12
fehlt) durchgefiihrt und diese parallel mit den Phosphorylierungskinetiken der beiden Serine
verglichen werden, um die Phosphorylierung von Ser664 und Ser677 mit der Regulation der

Thrombozytenaktivitit in Korrelation zu bringen.

Die Aufkldarung der molekularen Mechanismen, welche zur Hemmung der Thrombozyten-
aktivitdt fihren, konnte dabei helfen, die Ursachen verschiedener Gefal3krankheiten wie z.B.
Angina Pectoris, Arteriosklerose und Thrombosen zu erkennen und geeignete Therapien zu
entwickeln. Die Entdeckung von IRAG als Substratprotein der cGKI in humanen Thrombo-
zyten, sowie ein besseres Verstindnis der mdglichen physiologischen Funktionen beider
Proteine in Thrombozyten, ermoglicht die Herstellung verschiedener Pharmaka mit ge-

zieltem Angriffspunkt in der NO/cGMP-Signalkaskade.
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E Zusammenfassung

Die NO/cGMP/cGKI-Signalkaskade spielt bei verschiedenen physiologischen Prozessen,
wie z.B. bei der Regulation des glatten Muskeltonus oder der Thrombozytenaktivitit eine
wichtige Rolle. In beiden Zellsystemen werden verschiedene Mechanismen diskutiert, wie
die cGKI einerseits die Relaxation des glatten Muskels und andererseits die Hemmung der
Thrombozytenfunktion mediiert. Auch einige Zielproteine der ¢GKI sind bekannt, iiber
welche die Kinase ihre Wirkung vermitteln konnte. IRAG, ein relativ neu identifiziertes
Substratprotein der cGKI, konnte in einem trimeren Komplex zusammen mit der cGKIP und
dem IP;RI aus den Membranen des glatten Muskels von der Rindertrachea isoliert werden.
Von diesem Protein existieren zwei Isoformen, IRAGa und IRAGb. Beide Isoformen
verfligen iliber eine coiled-coil Domine, eine Interaktionstelle fiir die cGKI, sowie fiinf in

vitro Phosphorylierungsstellen.

Nachdem IRAG auflerdem eine mogliche Transmembrandoméne am C-Terminus enthilt
(TMc) und IRAGa eine weitere hydrophobe Doméne am N-Terminus aufweist (TMy), sollte
im Rahmen dieser Arbeit die funktionelle Eigenschaft von TM¢ und TMy als Trans-
membrandoménen iiberpriift werden. Dazu wurden mittels PCR verschiedene Konstrukte
von IRAG hergestellt, die entweder nur eine oder keine der beiden Doménen aufwiesen.
Nach Transfektion dieser IRAGa-TMc und IRAGb-TMc¢ pEGFP bzw. pcDNA3.1 Kon-
strukte in COS-7 Zellen wurde die intrazelluldre Lokalisation der exprimierten IRAG
Varianten im Vergleich zum Wt Protein untersucht. Diese Studien ergaben, dass IRAG iiber
die TMc in den intrazelluliren Membranen des ER verankert wird und dass diese Doméne
fiir die Lokalisation von IRAG entscheidend ist. Die TMy scheint hierbei keine Rolle zu
spielen. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass weder TMc¢ noch TMy bei der Interaktion
von IRAG mit der cGKIf oder dem IP3RI beteiligt sind und alle Komponenten des trimeren
Komplexes auch in Abwesenheit von TM¢ und TMy effizient durch die ¢cGKIB phos-
phoryliert werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, die in vivo Phosphorylierungsstellen von IRAG aufzu-
kldren. Dazu wurde zunichst die Lokalisation von IRAG in humanen Thrombozyten unter-
sucht. Ebenfalls wie in COS-7 Zellen konnte IRAG in den Membranen verankert gefunden
werden. Auch der trimere Komplex aus IRAG, cGKIf und IP;RI wurde erstmals aus Throm-

bozyten isoliert. Die Analyse der gesamt in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen
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Thrombozyten zeigte, dass IRAG NO/cGMP-abhingig phosphoryliert wird und damit als in
vivo Substrat der cGKIP in Thrombozyten angesehen werden kann. Mittels Massenspektro-
metrie konnten zwei Aminosduren des IRAG Proteins, Ser664 und Ser677, als cGMP-
abhéngige in vivo Phosphorylierungsstellen identifiziert werden, welche zwei der bereits
bekannten in vitro Phosphorylierungsstellen entsprechen. Durch Herstellung von zwei unter-
schiedlichen phosphospezifischen Antikoérpern in dieser Arbeit konnte die individuelle
Phosphorylierung der beiden Serine in humanen Thrombozyten iiberpriift werden. Diese
Untersuchungen ergaben, dass Ser664 und Ser677 sowohl cGMP-abhéngig, als auch cAMP-
abhéngig in vivo phosphoryliert werden. Die Ser664-Phosphorylierung kann auflerdem durch
NO und Forskolin stimuliert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass IRAG in
humanen Thrombozyten nicht nur ein Zielprotein der cGKI, sondern auch der cAK darstellt
und damit einerseits iiber den NO/cGMP/cGKI-Signalweg und andererseits nach
Aktivierung der cAMP/cAK-Kaskade in vivo phosphoryliert wird.

Welche physiologische Rolle IRAG in Thrombozyten wirklich spielt und ob dieses Protein
als Substrat der cGKI moglicherweise auch bei der durch die ¢cGMP-Kinase-vermittelten
Hemmung der Thrombozytenaktivitit beteiligt ist, werden zukiinftige Untersuchungen

zeigen.
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F Anhang

F.1. Verwendete Primer in der PCR und Sequenzierung

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Primer (Tabelle F-1)
und Sequenzierprimer (Tabelle F-2) aufgelistet. Alle Primer wurden von der Firma MWG
Biotech bezogen. Die Arbeitslosung der PCR-Primer wurde auf 25 pmol/ul eingestellt, die
der Sequenzierprimer auf 0,8 pmol/ul. Synthetische Restriktionsschnittstellen sind unter-

strichen und ,,fett* angegeben. ,,v* steht fiir Vorwirts- und ,,r** fiir Riickwartsprimer.

Tabelle F-1: PCR-Primer fiir die Generierung von IRAGa/IRAGb-TM¢ Konstrukten

Primer Sequenz in 5°-3’ Richtung Konstrukt
Al3v GGAATTCACCGCCATGGTAAAAGCTCCCCAGAG IRAGa-TM¢
AGllr CGCGGATCCGCGCTAGGGATACATGACTTGTAAGAAATG | mit Stop
Allv GGAATTCACCGCCATGCCCCACATTCCCGAGGA IRAGb-TMc
AGllr CGCGGATCCGCGCTAGGGATACATGACTTGTAAGAAATG | mit Stop
AJ3v GGAATTCACCGCCATGGTAAAAGCTCCCCAGAG IRAGa-TM¢
MAI r CGCGGATCCGGGATACATGACTTGTAAGAA ohne Stop
AJlv GGAATTCACCGCCATGCCCCACATTCCCGAGGA IRAGb-TMc
MAIlr CGCGGATCCGGGATACATGACTTGTAAGAA ohne Stop

Tabelle F-2: Verwendete Sequenzierprimer

Primer Sequenz in 5°-3’ Richtung IRAG-Sequenz
Ilr CACAGAAGTCAGCGAAGCAGTG Nukleotid 396-375
Ilv GTCAACAGAGCCCACAGTCCC Nukleotid 319-339
2v GAGAAGTCCAAAGAGATTACG Nukleotid 835-855
Bv AAGAGAAGCGTTTTACAGGCA Nukleotid 1250-1270
I4v GACAGAGGAAAACACAGAGAA Nukleotid 1689-1709
I5v CTCTGAAGATGGAGTCCCTCGC Nukleotid 2010-2031
I6v AGAACAGAAGAGCGAGAGCCC Nukleotid 2415-2435
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F.2. Verwendete Antikorper in der Westernblot-Analyse

In Tabelle F-3 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikdrper mit den Angaben
des Herstellers, Spenderorganismus und entsprechender Verdiinnung fiir die Westernblot-
Analyse angegeben. Die mit ,,** markierten Antikdrper wurden in 1% MP verdiinnt, alle

anderen in 1x TBST + 3% BSA + 0,05% NaNj. ,,AP* steht fiir alkalische Phosphatase,

,HRPO* flir Meerrettichperoxidase.

Tabelle F-3: Verwendete Antikorper in der Westernblot-Analyse

Antikorper Spenderorganismus | Verdiinnung Referenz
IRAG; Nr. 90; gereinigt Kaninchen, polyklonal 1:500 Geiselhoringer, 2002
pSer664-IRAG; gereinigt Kaninchen, polyklonal 1:500 diese Arbeit
pSer677-IRAG; gereinigt Kaninchen, polyklonal 1:1000 diese Arbeit
cGKIcommon; gereinigt Kaninchen, polyklonal 1:200 Hofmann, Ruth
cGKla; gereinigt Kaninchen, polyklonal 1:80 Schlossmann
cGKIB 105-4; gereinigt Kaninchen, polyklonal 1:1000 Schlossmann
IP5-RI; ungereinigtes Serum | Kaninchen, polyklonal 1:1000 ABR
VASP; ungereinigtes Serum Kaninchen, polyklonal 1:2500 Alexis
pSer239-VASP; gereinigt Maus, monoklonal 0,7 pg/ml Alexis
Anti-Kaninchen-IgG, ] .
AP konjugiert Esel, polyklonal 1:5000 Dianova
Anti-Kaninchen-IgG, . ) .
HRPO konjugiert* Ziege, polyklonal 1:100000 Dianova
Anti-Maus-IgG, ) .
HRPO konjugiert* Esel, polyklonal 1:10000 Dianova
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F.3. Verwendete Phosphorylierungsreagenzien

Zur Stimulierung der in vivo Phosphorylierung von IRAG in humanen Thrombozyten
wurden die in Tabelle F-4 wiedergegeben Reagenzien mit den entsprechenden Arbeits-

16sungen, Endkonzentrationen und Inkubationszeiten verwendet.

Tabelle F-4: Verwendete Phosphorylierungsreagenzien

Substanz Arbeitslosung Endkonz. | Inkubation Referenz
8-pCPT-cGMP'*** 1 mM in HyOpjgest 100 uM 1-30 min BioLog
Rp-8-Br-PET-cGMPS"* 1 mM in HyOpigest 200 uM 20 min BioLog
Sp-5,6-DC1-cBIMPS** | 1 mM in H,Opigest. 100 uM 1-30 min BioLog
DEA/NO’ 10 mM in 10 mM NaOH | 10 uM 1-30 min Alexis
GEA/NO 3162° 1 mM in HyOpjges. 100 uM 1-30 min Alexis
Forskolin® 100 uM in DMSO 5 uM 1-30 min Calbiochem

Die einzelnen Phosphorylierungsreagenzien wurden eingesetzt:
'zur Identifizierung der in vivo Phosphorylierungsstellen

*zur Analyse der gesamt in vivo Phosphorylierung von IRAG
3zur Analyse der in vivo Phosphorylierung von Ser664

*zur Analyse der in vivo Phosphorylierung von Ser677.

Je nach Loslichkeit der Substanzen wurden die Thrombozyten zur Kontrolle mit HyOpigest.,
I mM NaOH oder 5% DMSO inkubiert. Die genauen Inkubationszeiten der einzelnen
Reagenzien und Kontrollen sind fiir die entsprechenden Versuche auch im Ergebnisteil (C)

angegeben.
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