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E Einleitung

1 Einleitung

1.1  Stickstoffmonoxid (NO)

Das gasformige Signalmolekul Stickstoffmonoxid (NO) ist an einer Vielzahl
physiologischer Prozesse beteiligt. Das zunehmende Verstandnis dieser komplexen
Zusammenhange und die Aussicht, dal} sich durch pharmakologische Beeinflussung
der assoziierten Signaltransduktionsmechanismen neue therapeutische Optionen
eroffnen, haben in den letzten Jahren reges Forschungsinteresse entfacht. Eine
Schlusselrolle spielt NO u.a. auf immunologischer, cardiovaskularer und neuronaler
Ebene.

NO ist ein Radikal, das in groBeren Mengen cytotoxische Wirkung entfaltet.
Makrophagen und Granulozyten konnen durch bakterielle Lipopolysaccharide und
Cytokine zur Expression der induzierbaren NO-Synthase (iINOS) stimuliert werden;
diese unterscheidet sich, wie unter 1.2 ausgefihrt, von den konstitutiven endothelialen
(eNOS) und neuronalen (NNOS) NO-Synthasen und katalysiert die Produktion solch
grolRer (cytotoxischer) Mengen NO mit konsekutiv antiinfektidoser und antiproliferativer
Wirkung (Hibbs et al., 1987). Des weiteren nimmt NO EinfluR auf die Synthese
inflammatorischer Cytokine (Tiao et al., 1994; Harbrecht et al., 1995). Auch
Zelldifferenzierung (Morbidelli et al., 1996) und Apoptose (Albina und Reichner, 1995)
werden durch NO beeinfluf3t.

Bereits im Jahre 1978 wurde NO von Murad et al. als der ,endothelium-derived relaxing
factor® (EDRF) identifiziert. Neben der Erniedrigung des Gefal3tonus (Palmer et al.,
1987; Ignarro et al., 1987) induziert NO eine Reduktion der Thrombozytenadhasions-
und -aggregationsneigung (Azuma et al., 1986). Daruber hinaus vermindert NO die
Adhasion von Leukozyten an die GefaBwand und bremst die Proliferation glatter
Gefallwandmuskelzellen (Garg und Hassid, 1989; Calderone et al., 1998). Da all diese
Prozesse an der Pathogenese atheromatdser Gefalerkrankungen beteiligt sind, wird
NO als protektives Prinzip im vaskularen System angesehen.

Auch im Gastrointestinaltrakt spielt NO eine wichtige Rolle als sogenannter ,atypischer®,

NANC (nicht-adrenerg, nicht-cholinerger) Neurotransmitter inhibitorischer Neurone. So
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vermittelt NO aus Magennerven die reflektorische Erweiterung des Magens auf
Dehnungsreize sowie die Magenentleerung. NO-Synthase-haltige Nervenfasern in den
Plexus submucosus und myentericus steuern die relaxierende Komponente der
peristaltischen Welle (Bult et al., 1990; Burnstock et al., 1970).

Daneben ist NO auch an der Reproduktion beteiligt. Einerseits beeinflult es die
hypothalamische Freisetzung von Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH),
andererseits hat es grof3en Anteil am Zustandekommen der penilen Errektion.

Im Zentralnervensystem ist NO wohl kein Neurotransmitter im eigentlichen Sinne, es ist
jedoch an der langfristigen Modulation synaptischer Transmission (,long-term
potentiation” und ,long-term inhibition) und damit an so komplexen Leistungen wie
Lernen und Gedachtnis beteiligt (Yamada, 1998).

Aufgrund seiner aulerst kurzen biologischen Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden
entfaltet NO seine Wirkung vornehmlich auto-bzw. parakrin, d.h. einerseits auf die
synthetisierende Zelle selbst sowie andererseits auf die den Syntheseort unmittelbar
umgebenden Zellen. Zu den bislang identifizierten Regulationsmechanismen, an denen
NO beteiligt ist, gehoren die Produktion reaktiver Stickstoff- und Sauerstoffradikale, die
ADP-Ribosylierung von Proteinen sowie die Stimulation der I6slichen (cytosolischen)
Guanylylzyklase (sGC), welche zu einer Erhdhung der intrazellularen cGMP-Spiegel
fuhrt. cGMP, der intrazellulare ,second messenger’, hat drei bislang ermittelte
Zielstrukturen: in einigen Zelltypen moduliert cGMP die Konzentration von cAMP durch
Aktivierung bzw. Inhibierung cAMP-spezifischer Phosphodiesterasen (PDEs). In der
Retina und im olfaktorischen System offnet cGMP sog. cyclic-nucleotide-gated cation
channels (CNGs), die bei der SignalUbertragung in diesen sensorischen Systemen eine
wichtige Rolle spielen; daneben aktiviert cGMP cGMP-abhangige Proteinkinasen
(cGKs) (Lohmann et al., 1997; Pfeifer et al., 1999).

1.2 Synthese von NO und cGMP

NO wird im Korper aus L-Arginin unter Katalyse der NO-Synthase gebildet. Bei der
Reaktion wird ein Guanidinstickstoff des Arginins unter Bildung von Citrullin zu NO

oxidiert.
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NO-Synthase
O, + NADPH + H*

L-Arginin » L-Citrullin + NO

Es existieren drei verschiedene Isoformen der NO-Synthase (NOS), eine neuronale
NNOS (Bredt et al., 1990), eine endotheliale eNOS (Michel und Lamas, 1992) und eine
induzierbare iNOS (Vie et al.,, 1992). Alle Formen bestehen aus einer N-terminalen
Domane mit Oxygenaseaktivitat und einer C-terminalen Domane mit Reduktaseaktivitat
(Liu und Gross, 1996), die durch ein Calmodulin-bindendes Peptid miteinander
verbunden sind. Letzterem kommt eine wesentliche Bedeutung fur die Regulation der
Enzymaktivitat zu. Der C-Terminus weist starke Homologien zu Cytochrom-P-450-
Reduktasen auf; er enthalt Bindungsstellen fur NADPH, FAD und FMN. Innerhalb der
FMN-bindenden Peptidsequenz findet sich bei der eNOS und nNOS eine inhibitorische
Sequenz, die bei der iINOS fehlt (Salerno et al., 1997). N-terminal sind Bindungsstellen
fur Tetrahydrobiopterin und L-Arginin lokalisiert; daneben ist dort Uber einen Cysteinrest
kovalent eine Hamgruppe gebunden (Klatt et al., 1992; White und Marletta, 1992). Um
funktionell aktiv werden zu kdnnen, lagern sich zwei NOS-Molekile Uber nicht-kovalente
Wechselwirkung N-terminal aneinander (Crane et al., 1998). Unter Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration kommt es zur Bildung eines Komplexes aus
Calcium und Calmodulin, der mit der NOS interagiert und eine Konformationsanderung
induziert. Dadurch wird das inhibitorische Peptid verdrangt und eine Annaherung des
reduzierenden C-Terminus des einen NOS-Molekuls an den oxidierenden N-Terminus
des anderen NOS-Molekuls erreicht, wodurch die Elektronenubertragung ermaoglicht
wird, die letztlich zur Bildung von NO und Citrullin fihrt (Zusammenfassung siehe Lane
und Gross, 2000). Im Gegensatz zur eNOS und nNOS, deren Aktivitat Calcium-
Calmodulin-abhangig reguliert wird, ist die iINOS in Ermangelung eines inhibitorischen
Peptids standig aktiv und kann folglich nur auf Ebene der Transkription reguliert (d.h. im
Bedarfsfall induziert) werden.

Wie einleitend kurz erwahnt kommt es Uber NO-vermittelte Stimulation der im Cytosol
lokalisierten, 16slichen Guanylylzyklase (sGC) zur Synthese des intrazellularen ,second
messengers® cGMP aus GTP. Die sGC ist ein NO-sensitives Heterodimer, das aus
jeweils zwei funktionellen Untereinheiten besteht und eine prosthetische Ham-Gruppe

enthalt (Gerzer et al., 1981); diese scheint eine unabdingbare Voraussetzung flr den
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stimulatorischen Effekt von NO zu sein (Ignarro et al., 1982). Es existieren vier bislang
identifizierte Untereinheiten dieses Enzyms: a1,a2,81 und B2, wobei auf Proteinebene
lediglich die Heterodimere a1f31 und a2p1 (Russwurm et al., 1998) als katalytisch aktive
Enzyme beschrieben sind. Die Untereinheiten konnen dabei in drei funktionelle
Domanen unterteilt werden: eine C-terminale katalytische Domane, einen zentralen
Abschnitt und eine N-terminale Domane, die essentiell fir die Ham-
Bindungseigenschaften der sGC ist (Foerster et al., 1996). NO stimuliert die sGC, indem
es an die prosthetische Ham-Gruppe des Enzyms bindet, und fuhrt dadurch zu einer bis
zu 400fachen Aktivierung der Zyklase (Humbert et al., 1990; Stone und Marletta, 1995).
Wie fur alle Zyklasen, ist die Formation eines Dimers auch flr die katalytische Aktivitat
der sGC entscheidend (Wedel et al., 1995).

Neben der sGC werden auch membranstandige, sog. partikulare Guanylylzyklasen
(pGCs) unterschieden, unter deren Katalyse der second messenger cGMP synthetisiert
wird. Zu den pGCs zahlen die Isoformen GC-A, GC-B und GC-C. Auch sie bestehen
jeweils aus mindestens zwei Untereinheiten, bilden Dimere (Thompson und Garbers,
1995), werden aber nicht Uber NO, sondern uber natriuretische Peptide aktiviert
(Chinkers et al., 1989); diese binden an eine extrazellulare Domane der Zyklase und
fuhren so zu einer Aktivierung des Enzyms. So wird beispielsweise das atriale
natriuretische Peptid (ANP) bei Hypervolamie und konsekutiver atrialer
Volumenbelastung freigesetzt, bindet an GC-A der Niere und reguliert in der Folge
Diurese, Natriumsekretion und damit den systemischen Blutdruck.

1.3 cGK Isoformen

Wie unter 1.1 ausgefuhrt, induziert NO Uber Bindung und Aktivierung der sGC die
Synthese des intrazellularen second messengers cGMP und damit indirekt die
Aktivierung cGMP-abhangiger Proteinkinasen (cGKs). Die cGKs zahlen zur Familie der
Serin/Threonin-Kinasen; es existieren insgesamt drei Isoformen: cGKla, cGKIfB und
cGKII (siehe Abbildung 1.1). Dabei werden cGKI und cGKIll von zwei unterschiedlichen
Genen kodiert. Fur den N-Terminus der cGKI kodieren zwei alternativ gespleif3te Exone,

wodurch die beiden Isoformen cGKla und (3 entstehen. Die Enzyme bestehen aus
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jeweils drei funktionellen Domanen: einer N-terminalen Domane, die einen Leucin-
Zipper enthalt, einer regulatorischen Doméane mit zwei cGMP-Bindungsstellen sowie
einer katalytischen Domane mit den MgATP- und Peptidbindungstaschen.
Letztgenannte Doméne katalysiert die Ubertragung des y-Phosphates des ATP auf
einen Serin/Threonin-Rest des Zielproteins (Zusammenfassung siehe Pfeifer et al.,
1999). Uber die N-terminale Doméane werden drei Funktionen vermittelt. Zum einen
kommt es durch Vermittlung des im N-Terminus enthaltenen Leucin-Zippers zur Protein-
Protein-Interaktion (cGKs sind Homodimere). Daneben ist die N-terminale Domane an
der (intramolekularen) Aktivierung bzw. Inhibierung des Enzyms beteiligt: durch Bindung
jeweils eines cGMP-Moleklls an die cGMP-Bindungsstellen der regulatorischen
Domane kommt es zu einer Konformationsanderung, die zur Aufhebung der durch den
N-Terminus bewirkten Inhibierung des katalytischen Zentrums fihrt und damit die
enzymatische Phosphorylierung des Substratproteins erlaubt. Schlie3lich wird auch die
Zielsteuerung der Enzyme zu verschiedenen subzellularen Strukturen durch den N-

Terminus vermittelt.

1 671
CCKlo.  [aiZlcevra covre  [NEINTCHINNNN

] 686
cGKp  [EENcvra coves NG

1 762
cGKIl - N ce\vp A coves ||l cat

Abbildung 1.1 zeigt schematisch die drei Isoformen der cGMP-abhangigen Proteinkinasen. LZ: Leucin-
Zipper; Cat.: katalytische Domane. Zahlenangaben in Aminosauren (aa).
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14 Expressionsmuster von cGKI und cGKIl

cGKl ist in verschiedenen glatten Muskelgeweben in hohen Konzentrationen exprimiert,
u.a. in glatten GefalBwandmuskelzellen, Uterus, Trachea und Gastrointestinaltrakt.
Daneben findet sich cGKI in Thrombozyten, in der Niere und verschiedenen
Hirnregionen (v.a. in Cerebellum und Hippocampus). Niedrigere Konzentrationen lie3en
sich in vaskularen Endothelzellen, Granulozyten, Chondrozyten und Osteoklasten
detektieren (Keilbach et al., 1992; Kleppisch et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnte
cGKIl nicht in Zellen des cardiovaskularen Systems nachgewiesen werden; die
Expression beschrankt sich auf die Burstensaummembran der intestinalen Mukosa
(Markert et al., 1995), die juxtaglomerularen Zellen der Niere (Gambaryan et al., 1996),
Chondrozyten (Pfeifer et al., 1996) sowie spezifische Hirnregionen (El-Husseini et al.,
1995).

1.5 Funktionen der cGKI

Wie Untersuchungen an cGKIl-defizienten Mausen zeigen (Pfeifer et al., 1998), ist cGKI
an der Kontrolle des vaskularen Tonus und damit an der Regulation des systemischen
Blutdruckes beteiligt. Der Tonus glatter Muskelzellen wird durch Modulation der
intrazelluldren Calciumionenkonzentration ([Ca®'];) reguliert. In den meisten glatten
Muskelzellen wird die Kontraktion durch die rezeptorvermittelte Synthese von Inositol
1,4,5-trisphosphat (IP3) initiiert. IP3 induziert nach Bindung an den IPs-Rezeptor Typ 1
(IPsR1) die Freisetzung von Calciumionen aus intrazellularen Calciumspeichern
(endoplasmatisches Retikulum). Die Erhéhung der [Ca®*], vermittelt dann (ber
Aktivierung der Ca®*-Calmodulin-abhangigen Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) die
Kontraktion, indem MLCK die leichte Kette des Myosins (MLC) phosphoryliert und
dadurch die Myosin-ATPase aktiviert. Daneben kann die Kontraktion glatter

2+]i

Muskelzellen bei konstanten [Ca durch Veranderung der Ca®*-Sensitivitit des

kontraktilen Apparates moduliert werden. cGKI nimmt auf verschiedenen Ebenen

2+]i

sowohl auf die Erhdhung der [Ca?']; als auch auf die Ca®*-Sensitivitit des kontraktilen

Apparates Einfluf3.
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cGKI phosphoryliert IP3sR1 an zwei Positionen (Komalavilas und Lincoln, 1996), die
dariber hinaus auch von cAMP-abhangigen Proteinkinasen phosphoryliert werden
kénnen. Bis dato ist ungeklart, in wie weit die Phosphorylierung des IP3;R1 durch cGKI
einen direkten Effekt auf die Ca2+-Freisetzung in vivo hat (Haug et al., 1999).

Das im glatten Muskel dominierende cGKIl-Isoenzym ist cGKI( (Keilbach et al., 1992).
cGKIB coprazipitiert dort mit dem IP3R1 und einem 125-135 kDa Protein, welches als
Inositol  1,4,5-trisphosphat-Rezeptor-assoziiertes  cGMP-Kinase-Substrat  (IRAG)
identifiziert wurde (Schlossmann et al., 2000). Es handelt sich dabei um ein neues
Protein, das neben seiner starken Expression in glatten Muskelzellen auch in einer
Vielzahl anderer Zellen und Gewebe nachweisbar ist. IRAG ist an der Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert und weist strukturelle Homologien zu
Jaw1, einem Protein des ER lymphoider Zellen (Behrens et al., 1994) sowie zum
Genprodukt von Mrvi1 auf, einem potentiellen Tumorsuppressorgen, das an der
Entstehung myeloischer Leukamien beteiligt ist (Shaughnessy et al., 1999).

IRAG wird von cGKIB phosphoryliert und inhibiert in der Folge die IPs-induzierte Ca?*-
Freisetzung, ein Hinweis darauf, dal® die Phosphorylierung von IRAG ein wesentlicher

Mechanismus sein konnte, durch den NO/cGMP die [Ca®];

und damit den glatten
Muskeltonus reduzieren.

Ein anderer Mechanismus, der zur Senkung der [Ca2+]i fuhrt, ist die direkte
Phosphorylierung Ca?*-aktivierter K*-Kanadle (BKca2+) durch cGKI (durch welches
Isoenzym ist bislang nicht geklart); durch Phosphorylierung dieser Kanale kommt es zu
einer Erhéhung der transmembranalen lonenleitfahigkeit fir K™ (Alioua et al., 1998;
Fukao et al., 1999), damit zur Hyperpolarisation der Membran und in der Folge zu einer
negativen Modulation spannungsabhingiger L-Typ Ca®'-Kanale, wodurch der Ca?'-
Influx reduziert wird. cGKI erhoht auch die Offenwahrscheinlichkeit von BKca2+-Kanalen
in einigen Hirnregionen (Furukawa et al., 1996), was nahelegt, dal} die Regulation des
Membranpotentials durch cGKI ein weitverbreitetes Phanomen ist.

Nicht zuletzt wird der Tonus glatter Muskulatur auch mittels Dephosphorylierung der
leichten Kette des Myosins (MLC) durch die Myosinphosphatase (PP1M) gesenkt.
PP1M ist ein trimeres Protein, bestehend aus einer 110-130 kDa regulatorischen
Myosin-bindenden Untereinheit (MBS), einer 37 kDa katalytischen Untereinheit und

einem 20 kDa Protein mit unbekannter Funktion. Einige Studien verdeutlichen, dal} eine



Einleitung 8]

reduzierte PP1M-Aktivitat mit einer erhohten Ca*-Sensitivitit des kontraktilen
Apparates einhergeht (Kimura et al., 1996). Die regulatorische MBS der PP1M wird
spezifisch von cGKla phosphoryliert (Nakamura et al., 1999; Surks et al., 1999).

Der individuelle Beitrag der beschriebenen cGKI-abhangigen Mechanismen zur
Regulation des glatten Muskeltonus kann in verschiedenen Geweben variieren.
Zusammengefallt sind diese Erkenntnisse ein Beleg dafur, dal der
Signaltransduktionsweg von NO in glatten Muskelzellen und anderen Zelltypen sich
uber cGKI vollzieht und von herausragender physiologischer Relevanz ist.

Auch an der Regulation der Proliferation glatter Muskelzellen ist cGKI beteiligt. cGKI
beeinflult dabei die Aktivierung verschiedener Gene, die die Proliferation steuern;
welche Signaltransduktionsmechanismen dabei von Bedeutung sind, wird kontrovers
diskutiert. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dal} cGKI die Genexpression Uber
die ERK/MAP-Kinase-Signalkaskade moduliert (Suhasini et al., 1998; Komalavilas et al.,
1999; Browning et al., 2000).

Endotheliale Zellen setzen NO (=EDRF) und Prostacyclin frei, Faktoren, die Uber eine
Elevation der thrombozytaren cAMP- und cGMP-Spiegel die Adhasion der Blutplattchen
an die Gefallwand sowie deren Aggregation hemmen und dadurch mit der primaren
Hamostase interferieren. Thrombozyten exprimieren hohe Konzentrationen von cGKI,
deren Aktivierung wie bereits erlautert NO-vermittelt Uber Stimulation der sGC und
konsekutive Erhohung des intrazelluaren cGMP-Spiegels gesteuert wird. Massberg et
al. konnten mit Hilfe von Thrombozyten cGKI-defizienter Mause die antiadhasive und
antiaggregatorische Funktion der cGKI belegen. Der kritische Mechanismus, der zur
Aggregation fuhrt, ist die Aktivierung des GP lIb/llla, das als Fibrinogenrezeptor fungiert
und dessen Aktivierung durch cGKIl inhibiert wird (Massberg et al., 1999). Es war
gezeigt worden, dal} das fokale Adhasionsmolekul VASP cGKl-abhangig phosphoryliert
wird und dieser Schritt notwendig ist, um die Aktivierung von GP lIb/llla zu verhindern
(Horstrup et al., 1994). Nach Deletion des VASP-Gens bei der Maus zeigte sich jedoch,
dald weder die Plattchenfunktion als solche noch die Aktivierung von GP llb/llla
entscheidend beeintrachtigt waren (Aszodi et al., 1999; Hauser et al., 1999). Aktivierung
der cGKI inhibierte die Ca®*-Freisetzung aus IPs-sensitiven Speichern bei Wildtyp- und
VASP-defizienten Thrombozyten in ahnlichem Malle (Aszodi et al., 1999). Daher scheint
die Freisetzung von Ca?* aus IPs-sensitiven Speichern ein Schliisselereignis bei der
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Thrombozytenaktivierung und -aggregation zu sein und steht offenbar unter der
Kontrolle von cGKI.

1.6 Funktionen der cGKII

Das Wissen um die Funktion cGMP-abhangiger Proteinkinasen vom Typ |l befindet sich
erst im Anfangsstadium; eine Beteiligung der cGKIl an Phanomenen wie der intestinalen
Sekretion, der renalen Reninfreisetzung sowie des Knochenwachstums konnte jedoch
gezeigt werden.

Aktivierte cGKIl phosphoryliert den ,cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator® (CFTR) und forciert dadurch Chlorid- und FlUssigkeitssekretion in das
intestinale Lumen (Vaandrager et al., 1998). Die cGKIl scheint dabei von
entscheidender Bedeutung fur die von Guanylin bzw. STa (hitzestabiles Enterotoxin von
E. coli) gesteuerte und Uber cGMP vermittelte Sekretion zu sein (Pfeifer et al., 1996;
Vaandrager et al., 2000).

Gleichwohl der zugrundeliegende molekulare Mechanismus ungeklart ist, moduliert
cGKIll die Reninfreisetzung in der Niere (Wagner et al., 1998).

Die Beteiligung von cGKIl an der enchondralen Ossifikation und damit am
Knochenwachstum konnte an cGKIll-knockout-Mausen demonstriert werden (Pfeifer et

al., 1996). Auch hier ist der molekulare Mechanismus unklar.

1.7 Neuronale Funktionen der cGKs

Aktivitatsabhangige, molekulare Langzeitveranderungen der synaptischen Ubertragung
sind Grundlage der neuronalen Plastizitat und damit so komplexer Leistungen wie
Lernen und Gedachtnis. Bereits kurzzeitige, hochfrequente Aktivierung afferenter
Impulse auf die Synapse kann ausreichen, um die Wirksamkeit der Synapse Uber einen
langeren Zeitraum hinweg signifikant zu verstarken; ein Phanomen, das als ,long-term
potentiation (LTP) bezeichnet wird und an dem NO als Botenstoff nachweislich beteiligt
ist. So liel sich bei Mausen mit einer gezielten Mutation der nNOS und eNOS eine

Storung der LTP in der CA1 Region des Hippocampus aufzeigen (Son et al., 1996). Fir
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eine Beteiligung der cGKs an den involvierten Signaltransduktionsmechanismen, wie
von Zhou et al. (1994) propagiert, fanden sich bei Untersuchungen an konventionellen
(cGKI und cGKIl) Doppelknockout-Mausen allerdings keine Hinweise (Kleppisch et al.,
1999). Die ,long-term depression® (LTD) im Cerebellum hingegen, ein weiteres
Phanomen neuronaler Plastizitdt, im Rahmen dessen es durch niedrigfrequente
synaptische Stimulation zu einer Abschwachung der synaptischen Ubertragung kommit,
scheint von cGKs beeinflult zu sein (Feil, Hofmann, unverdéffentlicht); im Cerebellum
spielt die LTD wohl bei motorischen Lernprozessen eine Rolle (Sakurai, 1987). Die LTD
im Gyrus dentatus allerdings wird offenbar in Abhangigkeit von der sGC-cGMP-cGK-
Signalkaskade induziert (Wu et al, 1998), wobei hier eine Verbindung =zu
Lernvorgangen nicht hergestellt werden konnte.

In cerebellaren Purkinjezellen phosphoryliert cGKI ein kleines Peptid, das in der Folge
bevorzugt Phosphatase 1 (Hall et al., 1999) oder Phosphatase 2A (Endo et al., 1999)
inhibiert.

cGKIll-abhangige Proteinphosphorylierung scheint mit der neuronalen Aktivitat des
Thalamus verknlUpft zu sein (El-Husseini et al., 1998). AufRerdem weisen cGKII-
defiziente Mause eine Reihe von Verhaltensauffalligkeiten auf (Werner et al., 2000).

Die Funktion sowohl der cGKI als auch der cGKII auf neuronaler Ebene bedarf weiterer

Klarung.

1.8 Struktur und Funktion von IRAG

Wie unter 1.5 kurz erlautert, stellt IRAG einen erst kurzlich identifizierten, neuen
Baustein in der NO/cGMP-Signaltransduktionskaskade dar. Dabei bildet IRAG einen
makromolekularen Komplex mit IP3R1 und cGKIB und vermittelt eine negative
Modulation der IPs-induzierten Ca2+-Freisetzung, deren exakter molekularer
Mechanismus noch nicht lickenlos geklart ist. Abbildung 1.2 zeigt schematisch die
Struktur von IRAG, wie es aus bovinen, trachealen glatten Muskelzellen isoliert wurde
(bIRAG). Sequenzanalysen ergaben, dall die Sequenz im Bereich zwischen den
Aminosauren 342 und 911 zu 42% homolog zum ebenfalls transmembranal am ER
(allerdings ausschlieBlich in lymphoiden Zellen) lokalisierten Jaw1 ist. Es existieren
jeweils vier verschiedene Transkripte, die jeweils fur IRAGa, IRAGb und die N-
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terminalen Deletionsformen AIRAGa und AIRAGb kodieren (siehe Abbildung 1.2). Die
AIRAGa- und AIRAGb-Transkripte kodieren dabei fur identische Proteine, die sich
lediglich in der untranslatieten Region des 5°-Endes unterscheiden. Ein
transmembranales Segment findet sich konstant am C-Terminus. Nur IRAGa verfugt
zusatzlich Uber eine Transmembranhelix am N-terminalen Ende. Im zentralen Abschnitt
des Proteins befindet sich eine coiled coil Domane, uber die Protein-Protein-
Interaktionen vermittelt werden konnten. Die bislang identifizierten in vitro
Phosphorylierungsstellen fur cGKIB befinden sich vorwiegend C- und N-terminal der
coiled coil Domane; ein Hinweis darauf, dal} die regulatorische Funktion in diesen dem
Cytosol zugewandten Bereichen des Molekuls lokalisiert ist (Zusammenfassung s.
Schlossmann et al., 2000).

it
1 53 90 911
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Abbildung 1.2 zeigt schematisch die Struktur von IRAG. TM bezeichnet jeweils die transmembranale
Domaéne. Angegeben sind des weiteren die vier Phosphorylierungsstellen (Ser118, Ser629, Ser683,
Ser696). Zahlenangaben in Aminosauren (aa).

Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dal} eine Interaktion zwischen IRAG und cGKI(3
unter Vermittlung der Peptidsequenz zwischen aa 152 und aa 184 von IRAG einerseits,
und dem am N-Terminus von cGKI lokalisierten Leucin-Zipper (aa 1-53) andererseits
zustande kommt. Die sowohl in vitro als auch in vivo beobachtete Interaktion wird dabei
hochstwahrscheinlich elektrostatisch initiiert und lie sich daneben weder fur cGKla
noch flr cGKIl belegen. cGKIB phosphoryliert IRAG an bis zu vier Serinresten. Die

Phosphorylierung des Serins an Position 696 (Ser696) scheint dabei eine Schlisselrolle
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bei der Reduktion der Ca?'-Freisetzung aus IPs-sensitiven Speichern zu spielen
(Ammendola et al., 2001).

1.9 Zielsetzung der Promotionsarbeit

Weder Uber die Expression noch uber die Funktion von IRAG im Zentralnervensystem
(ZNS) lagen bislang Daten vor. Das Expressionsmuster von IRAG im Gehirn sollte
daher mittels molekularbiologischer Methoden (In-situ-Hybridisierung) detektiert werden.
Um eine eventuelle Kolokalisation von IRAG und cGKIp, wie sie in glatten Muskelzellen
evident ist, auch auf neuronaler Ebene nachweisen zu konnen, fand im Rahmen dieser
Arbeit das genannte Verfahren auch zur Bestimmung der ZNS-Lokalisation der cGKs

einschliel3lich der cGKl-Isoformen a und 3 Anwendung.
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2 Material und Methoden

2.1 Kultur von Bakterien

211 Verwendeter Stamm

Beim zur Amplifikation der Plasmide verwendeten Bakterienstamm handelt es sich um
Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue mit folgendem Genotyp: F::Tn10 proA+B+ laclq
A(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 (rk-mk+) supE44 relA1 lac.

2.1.2 Nahrmedium und Antibiotikum

Zur Anzucht der Bakterien kam das Vollmedium Luria-Bertani (LB) zum Einsatz. Vor
seiner Verwendung wurde das Medium durch zwanzigminutiges Autoklavieren bei
121°C und 2 bar sterilisiert.

Luria-Bertani-Medium, pH 7,2 - 7,5

Trypton (Gibco) 10g
Hefeextrakt (Gibco) 59
NaCl 59
H.O ad 1000 ml

Zur Selektion plasmidtragender Bakterien wurde dem LB-Medium kurz vor der
Anzucht das Antibiotikum Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
zugegeben. Die Stammlosung, die Ampicillin-Natrium (Sigma) in einer Konzentration
von 50 mg/ml enthalt, wurde zuvor sterilfiltriert und in Aliquots bei —20°C aufbewahrt.
Um Agarplatten herzustellen, wurde dem LB-Medium vor dem Autoklaviervorgang 15 g/l
Agar (Gibco-BRL) hinzugefugt. Nach Abkuhlen auf etwa 50°C wurde Ampicillin in einer
Konzentration von 100 pg/ml zugegeben und das Medium in sterile Petrischalen

gegossen.
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2.1.3 Anzucht der Bakterien

Die Bakterien wurden in LB-(Fest- oder Flussig-) Medium unter aeroben Bedingungen
bei 37°C bebritet. Flussigkulturen wurden in Glasréhrchen oder Erlenmeyerkolben bei
37°C und 225 rpm inkubiert.

Zur Separation von (plasmidtragenden) Einzelkolonien wurden Bakteriensuspensionen
auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten (s.o0.) ausgestrichen, Uber 12 — 24 Stunden bei
37°C kultiviert und bis zu acht Wochen bei 4°C aufbewahrt. Zur langeren Aufbewahrung
wurden Aliquots von Flussigkulturen im Verhaltnis 2 : 1 mit 50% Glycerin (ICN) versetzt,
schockgefroren und bei —80°C archiviert.

2.2 Verwendetes Plasmid

pAL1

Dieser Vektor ist ein modifiziertes Derivat von pUC19; an den beiden Seiten der
»-multiple cloning site“ wurden die Sequenzen fur den T3 bzw. den T7 RNA-Polymerase-
Promotor und Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme BamHI und Asp718 eingeflgt
(Ludwig et al., 1997). Er diente der Subklonierung und fand bei der In-vitro-Transkription

von cRNA-Sonden fir die In-situ-Hybridisierung Verwendung.

2.3 Reinigung von Nukleinsauren
2.3.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion konnen Proteine (z.B. enzymatisch aktive)
aus wassrigen Nukleinsaurelésungen entfernt werden. Dabei wurde die
Nukleinsaurelésung zu gleichen Teilen mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1,
Roth) versetzt. Nach kraftigem Schutteln zum Zwecke der Durchmischung der Phasen
(Emulsionsbildung) wurde abzentrifugiert, um eine erneute Trennung der Phasen zu
erzielen (12000 x g, 5 min). Die wassrige Oberphase, die die Nukleinsauren enthalt,

wurde in ein neues Reaktionsgefall Uberfihrt und mit Ethanol prazipitiert.
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2.3.2 Prazipitation von Nukleinsduren

Durch Prazipitation mit Ethanol kdnnen DNA-Fragmente und Plasmide gereinigt werden
(Sambrook et al, 1989). Dazu wurde die Nukleinsaurelésung mit 1/10 Volumen 5M NaCl
und dem 2,5fachen Volumen 100% Ethanol versetzt. Nach einstundiger Inkubation bei
—20°C wurde die ausgefallte DNA abzentrifugiert (12000 x g, 15min, 4°C), der
Uberstand dekantiert und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (12000 x g, 5 min, 4°C) wurde das Pellet einem Trocknungsprozel}
(Vakuumzentrifuge/Speedvac) unterworfen und in einer geringen Menge sterilen

Wassers aufgenommen.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsauren absorbieren elektromagnetische Strahlung in einem
Wellenlangenspektrum von 250 — 270 nm; dies ist auf die aromatischen Ringsysteme
der DNA-Basen zurtckzufuhren. Die Nukleinsdurenkonzentration kann somit durch
photometrische Extinktionsmessungen unter Anwendung des Lambert-Beerschen
Gesetzes bestimmt werden. Bei monochromatischem Licht der Wellenlange 260 nm und
einer Schichtdicke der verwendeten Quarzkivetten von 1 cm entspricht eine
gemessene Extinktion von 1:

- 50 pg/ml doppelstrangiger DNA,

- 40 yg/ml einzelstrangiger RNA.
Die Reinheit von DNA und RNA (Verunreinigungen mit Protein oder Phenol erhéhen die
Absorption bei 280 nm) kann aus dem Verhaltnis OD260/0D280 abgeschatzt werden.
Dieser Quotient sollte Uber 1,7 liegen.

2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmidisolierung und Reinigung mittels Saulenchromatographie
Zur Gewinnung groRerer Mengen hochreiner Plasmid-DNA kam der kommerziell
verfigbare ,E.Z.N.A.™ Plasmid Miniprep Kit I (Peglab) zum Einsatz. Die Methode
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basiert auf dem Prinzip des Zellaufschlusses durch modifizierte alkalische Lyse
einerseits und auf den selektiven und reversiblen DNA-Bindungseigenschaften von
Silikamembranen andererseits. Alle bendtigten Puffer und Lésungen werden vom
Hersteller gebrauchsfertig mitgeliefert. Die Praparation erfolgte gemall der in
beiliegendem Handbuch aufgelisteten Empfehlungen.

Die plasmidtragenden Einzelkolonien wurden in jeweils 5 ml eines ampicillinhaltigen LB-
Flissigmediums (Ampicillinkonzentration: 100 ug/ml) Gber Nacht bei 37°C und 225 rpm
inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Bakteriensuspension durch Zentrifugation
(12000 x g, 1 min, 4°C) pelletiert; die im Pellet enthaltenen, vitalen und
plasmidtragenden Klone wurden mittels Zugabe der entsprechenden Losungen alkalisch
lysiert. Nach der Neutralisierung des alkalischen Lysats mit einer weiteren Ldsung
wurde der Ansatz durch Pelletieren (12000 x g, 1 min) des bakteriellen Debris geklart

und das geklarte Lysat auf eine HiBind™

-Miniprep-Saule geladen (in der Saule bindet
die Plasmid-DNA an die enthaltene Silikamembran und kann durch einfaches Waschen
von Kontaminationen und Enzyminhibitoren gereinigt werden). Im Anschlu® an das
Trocknen der Saule (Zentrifugation bei 12000 x g, 1 min) wurde die gereinigte Plasmid-
DNA in 50 pl sterilen Wassers eluiert.

Im Anschluly daran wurde die DNA-Konzentration photometrisch Uberpruft und zur
Kontrolle der Integritdit des Plasmids eine Restriktionsanalyse durchgefuhrt. Die
hochreine Plasmid-DNA konnte als Ausgangsmaterial fur die PCR, Sequenzierung bzw.

Transformation von Bakterien eingesetzt werden.

2.5 Enzymatische Modifikation von DNA

251 Restriktionsenzyme

Bei den Restriktionsendonukleasen, verklrzt Restriktionsenzyme genannt, handelt es
sich um Endodesoxyribonukleasen mit der Eigenschaft, spezifische Nukleotidsequenzen
innerhalb einer DNA-Doppelhelix zu erkennen und die DNA an definierten Positionen
beider Strange zu spalten (Sambrook et al., 1989). Die im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten Typ Il-Restriktionsenzyme spalten ihr (DNA-)Substrat innerhalb oder
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unmittelbar neben der palindromischen Erkennungssequenz. In Abhangigkeit von dem
verwendeten Enzym kommt es zur Spaltung entweder an ein und derselben Position
des DNA-Doppelstranges oder um ein oder mehrere Basenpaare versetzt; somit
ergeben sich entweder glatte Enden (ohne Uberhang, sog. ,blunt ends“) oder einander
komplementare, 5°- bzw. 3’-Uberhangende ,sticky ends®. In jedem Falle verfugen die
durch enzymatische Spaltung freigelegten DNA-Enden Uber eine 5’-Phosphat- und eine
3’-OH-Gruppe; eine Tatsache, die die spatere enzymatische Neuverknlipfung (Ligation)
kompatibler Enden mdglich macht. Restriktionsenzyme werden mittels eines
Buchstabencodes nach demjenigen Wirtsorganismus benannt, aus dem sie isoliert
wurden.

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen, ihre Erkennungssequenzen, sowie

diejenigen Puffer, in denen sie ihre hdchste Aktivitat entfalten, sind in Tabelle 2.1

zusammengefasst.

Restriktionsenzym Hersteller Erkennungssequenz Puffer
Asp718 Roche 5°-G/GTACC-3’ Roche B
BamHI NEB 5°-G/GATCC-3’ Roche B

Tabelle 2.1 Verwendete Restriktionsendonukleasen; die optimale Inkubationstemperatur betrug jeweils
37°C.

2.5.2 Verknupfung von DNA-Fragmenten durch T4-DNA-Ligase

Unter ATP-Verbrauch kommt es durch Katalyse der T4-DNA-Ligase zur Knupfung einer
kovalenten Phosphodiesterbindung zwischen einem 3’-Hydroxyl- und einem &5°-
Phosphatende doppelstrangiger DNA-Fragmente (Weiss et al, 1968). Im Rahmen
dieser Arbeit fand dieses Enzym Verwendung, um Fremd- und Vektor-DNA kovalent zu
rekombinanter Plasmid-DNA zu verknipfen. T4-DNA-Ligase, linearisierter Vektor und
Insert (Fremd-DNA) wurden in Ligasepuffer pipettiert und bei 16°C fur etwa 16 h
inkubiert, um anschlieRend das rekombinante Plasmid durch Transformation in E. coli

einzuschleusen.
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2.6 Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Nukleinsauren werden bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld nach Masse und
Konformation (linear, offenzirkular oder superhelikal) aufgetrennt. Das Zucker-Phosphat-
GerUst der Nukleinsauren bedingt ihre negative Ladung, aufgrund derer sie bei der
Elektrophorese zur Anode wandern; und zwar mit umso geringerer Geschwindigkeit, je
grolBer sie sind. Die Wanderungsgeschwindigkeit linearer DNA-Fragmente im
elektrischen Feld innerhalb einer Agarose-Gelmatrix verhalt sich also umgekehrt
proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichtes. Durch
Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnen die elektrophoretisch
getrennten Nukleotidfragmente im UV-Licht (302 nm) als diskrete Banden visualisiert
werden. Ein DNA-Standard (1kb-Ladder, Gibco) zum Gréllenvergleich wurde simultan
in eine separate Tasche des Agarosegels pipettiert. Zur Verlaufskontrolle der
Elektrophorese wurde der Auftragspuffer mit farbigen Markern, Bromphenolblau und
Xylencyanol, versehen, die die Elektrophoresefront markieren; dabei wandert
Bromphenolblau mit DNA-Fragmenten von 10-100 bp Lange, Xylencyanol hingegen mit

Fragmenten von circa 5 kb.

Verwendete Losungen:

10 x TBE

Tris (USB) 0,9M
Borsaure (Merck) 0,9M
EDTA pH 8,0 (ICN) 20 mM

Elektrophoresepuffer
1 x TBE (1 Teil 10 x TBE + 9 Teile H,0)
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6 x Auftragspuffer

Ficoll Typ 400 (Sigma) 18%
EDTA pH 8,0 0,12 mM
TBE 6x
Bromphenolblau 0,15%
Xylencyanol FF (Sigma) 0,15%

Ethidiumbromid-Stammldsung

10 mg/ml (Sigma), wassrig

2.6.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarosegelelektrophorese kam zur Anwendung, um DNA-Fragmente im
Langenbereich von 15 bp bis 1 kb aufzutrennen. Fur analytische wie praparative
Zwecke wurden 0,8 bis 2%ige Gele verwendet (2%ige Gele fur die Auftrennung
kleinerer DNA-Fragmente <500 bp). Zur Herstellung des Geles wurde die Agarose in 1 x
TBE gelost und im Mikrowellenherd geschmolzen; nach Abkuhlen der Losung unter
50°C (vor dem Ausgiefen in eine horizontale Elektrophoresekammer) wurde
Ethidiumbromid zugesetzt (finale Konzentration im Gel: 800 ng/ml). Elektrophorese

wurde mit 1 x TBE als Laufpuffer tGber circa 45 min. bei 150 V durchgefuhrt.

2.6.2 Gelextraktion spezifischer DNA-Fragmente

Zur Rickgewinnung eines spezifischen DNA-Fragmentes aus dem Laufgel nach der
elektrophoretischen Auftrennung wurde der “Gel Extraction Kit” (QIAGEN) verwendet.
Das System stutzt sich auf die selektiven DNA-Bindungseigenschaften von Silicagel-
Membranen. Spezielle im Kit enthaltene Puffer- und Waschlésungen optimieren dabei
die effiziente Ruckgewinnung von DNA aus dem Agarosegel und die Entfernung von
kontaminierenden Agentien. In Abhangigkeit von adaquaten Salzkonzentrationen und
pH-Wert (gewahrleistet durch die mitgelieferten Pufferldsungen) adsorbiert das

betreffende DNA-Fragment an die Silicamembran, wahrend Verunreinigungen diese



Material und Methoden 20|

passieren; die gereinigte DNA kann dann mit Tris-Puffer oder Aqua bidestillata eluiert
werden.

Zunachst wurde das interessierende DNA-Fragment mit Hilfe eines scharfen und
sauberen Skalpells aus dem Agarosegel ausgeschnitten, abgewogen und in ein
Reaktionsgefald uberfuhrt. Im weiteren wurde nach den Angaben des Herstellers gemafl
mitgeliefertem Handbuch verfahren, die mit der Silicagel-Membran versehene Saule
beladen und nach mehreren Waschschritten das gereinigte DNA-Fragment mit 30 pl

Aqua bidestillata durch Zentrifugation (1 min. bei 13000 x g) eluiert.

2.7 Sequenzanalyse von Plasmid-DNA

Die Sequenzanalyse rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte gemal® dem ,cycle
sequencing”-Protokoll, einem kombinierten Ansatz aus der von Sanger et al. (1977)
entwickelten Didesoxy-Kettenabbruchmethode einerseits und der Verwendung der
Polymerase-Kettenreaktion mit einer thermostabilen DNA-Polymerase andererseits. Die
DNA-Polymerase synthetisiert dabei in vitro den komplementaren Strang einer
einzelstrangigen (Plasmid-) DNA-Matrize. Da im Rahmen der DNA-Synthese eine OH-
Gruppe in 3"-Position der Nukleotide fur die Verlangerung der Nukleotidkette erforderlich
ist, kommt es in Anwesenheit von 2°,3°-Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs) zu
Kettenabbrlichen. Bei adaquater Wahl des Verhaltnisses zwischen dNTPs und ddNTPs
resultiert dabei eine Mischung von DNA-Fragmenten jeder moglichen Lange. Die
unterschiedlich langen DNA-Fragmente werden durch den Einbau der mit jeweils
charakteristischen Fluoreszenzfarbstoffen versehenen Didesoxynukleotide markiert. Da
somit jede der vier Basen einen anderen Fluoreszenzmarker tragt, kbnnen Guanin,

Cytosin, Adenin und Thymidin in einem Ansatz sequenziert werden.

Sequenzierreaktion

Zum Zwecke der Synthese unterschiedlich langer, fluoreszierender DNA-Fragmente

wurde folgender Ansatz verwendet:
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Ready Reaction Mix (Perkin-Elmer) 4 ul

Primer (0,8 pmol/pl) 4 ul
Plasmid-DNA (50-500 ng) 1 ul
Aqua bidestillata ad 11 ul

Der Ready Reaction Mix enthielt dabei die vier verschiedenen ddNTPs, die jeweils bei
einer anderen Wellenlange fluoreszieren (ddGTP: 540 nm, ddATP: 570 nm, ddTTP:
600 nm, ddCTP: 630 nm), die dNTPs sowie die Tag-Polymerase. Der Reaktionsansatz
wurde kurz gemischt und in einem Thermocycler (BIOMETRA UNO-Thermoblock™)
amplifiziert, wobei die DNA zunachst fur 2 min. bei 95°C denaturiert wurde. In der Folge
schlossen sich 25 Zyklen des nachstehenden Protokolls an:

a) Denaturierung: 95°C fur 30 sec.

b) Annealing: 50°C fur 40 sec.

c) Elongation: 60°C fur 4 min.
Die Tatsache, dal} bei der erlauterten Sequenzierreaktion nur ein Primer zugegeben
wird, bedingt, dal} es nur zu einer linearen Vermehrung der DNA-Matrize kommt, und
nicht, wie bei der PCR, zu einer exponentiellen Amplifikation.
Das Reaktionsprodukt muf3te mittels einer Gelfiltrationssaule (CentriSep Column, Perkin
Elmer) von freien fluoreszierenden Nukleotiden gereinigt werden, indem es auf die
erwahnte Saule pipettiert und fur 2 min. bei 2500 rpm zentrifugiert wurde. Die gereinigte
DNA wurde in einem Reaktionsgefald aufgefangen und anschlieend fur 15 min. in einer
Vakuumzentrifuge (SpeedVac) getrocknet. Das Pellet wurde in 20 pl Template
Suppression Reagent (Perkin Elmer) resuspendiert, fur 3 min. bei 95°C denaturiert und
in einen ABI Prism™-Sequencer (Perkin Elmer) plaziert, der die Losung in eine mit
Polymer gefllite Kapillare aspiriert. Durch die angelegte Spannung von 12,2 kV
wandern die DNA-Fragmente in 5°-3’-Richtung durch einen Laserdetektor. Aus der
Abfolge der von dem Laserdetektor bestimmten Farbsignale erfolgt dann die

Errechnung der Nukleotidsequenz durch den Sequencer.
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2.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und RT-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988;
Sambrook et al.,, 1989) ist ein in vitro-Verfahren zur selektiven (exponentiellen)
Amplifikation von definierten Nukleinsauresequenzen. Dabei bedarf es zweier
Oligonukleotid-Primer, die jeweils spezifisch an den kodierenden bzw. den nicht-
kodierenden Strang des DNA-Fragmentes, das von Interesse ist, binden.

Zunachst wird die DNA-Matrize (Template) thermisch in 2zwei Einzelstrange
aufgeschmolzen (Hitzedenaturierung, 94°C), an die nach Erniedrigung der Temperatur
die spezifischen Primer mit jeweils zu einem der Matrizenstrange komplementarer
Sequenz binden (Annealing, 55°C). Ausgehend von diesem kurzen doppelstrangigen
Bereich wird der fehlende, komplementare Einzelstrang in 5°-3"-Richtung synthetisiert
(Elongation, 72°C). Durch zyklische Repetition der Einzelschritte (Denaturierung,
Annealing, Elongation) kommt es dabei idealerweise mit jedem Zyklus zu einer
Verdoppelung der DNA und damit in einer Kettenreaktion zu einer exponentiellen,
selektiven Anreicherung der durch die beiden Oligonukleotid-Primer flankierten DNA-
Sequenz. Theoretisch entstehen bei n Zyklen 2" ampilifizierte Molekdile.

RNA wurde mit Hilfe der reversen Transkriptase (RT) in cDNA ,re-transkribiert® und
durch PCR amplifiziert (RT-PCR).

Standardprotokoll
* Reagenzien
10 x PCR-Puffer (mit dNTPs)

KCI 500 mM
Tris pH 8,0 100 mM
MgCl, 15 mM

dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2 mM

Taqg-DNA-Polymerase (5 U/pl, Boehringer)
Fur RT-PCR vor Gebrauch 1 : 9 in H,O verdinnen
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M-MLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul, GibcoBRL)
Vor Gebrauch 1 : 19 in H,O verdinnen

Reaktionsansatz (PCR)

10 x PCR-Puffer 5,0 pl
Primer A (25 pmol/ul) 0,5 pl
Primer B (25 pmol/ul) 0,5 ul
DNA (20 ng/ul) 1,0 pl
Taq DNA-Polymerase 0,5 ul
Aqua bidestillata ad 50,0 ul

Standardbedingungen fiir die Amplifikation (fir DNA-Fragmente bis ca. 1 kb)
Als thermostabile Polymerase fand die Tag DNA-Polymerase (Boehringer)
Verwendung. Die Durchfuhrung der PCR erfolgte in einem Thermocycler der
Firma BIOMETRA (UNO-Thermoblock™). 10-20 ng DNA dienten als
Ausgangsmaterial. Der Reaktionsansatz wurde initial fir 5 min. bei 94°C
denaturiert. Dann setzten insgesamt 35 Zyklen mit Denaturierung,
Primeranlagerung und Polymerisation ein, wie im folgenden angegeben:

a) Denaturierung  (94°C fur 10 sec.)

b) Annealing (55°C flr 30 sec.)

c) Elongation (72°C far 30 sec.)
Eine finale Polymerisation bei 72°C fur 5 min. schloss sich an. Zur Verifizierung
des Reaktionserfolges und der Integritdt des Amplifikates wurde jeweils nach
Ablauf der Reaktion eine gelelektrophoretische Kontrolle durchgefuhrt.

Reaktionsansatz (RT-PCR)

RNA (0,1ug/ul) 5,0 pl
Primer A (25 pmol/ul) 0,5 ul
Primer B (25 pmol/ul) 0,5 ul

10 x PCR-Puffer (mit dNTPs) 5,0 pl
H,0 34
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Reverse Transkription

Denaturierung: 94°C, 5 min.

Langsam auf 50°C abkuhlen (von 94°C auf 50°C in 10 min.; 0,07°C/sec)
5 pl M-MLV-RT (10 U/ul) zugeben

50°C, 20 min.

5 yl Tag-Polymerase (0,5 U/ul) zugeben

» Amplifikation (Bedingungen wie fur die PCR, siehe oben)

2.9 Transformation von Bakterien
291 Praparation elektrokompetenter Bakterienzellen

Als kompetente Zellen werden bakterielle Zellen bezeichnet, die befahigt sind, exogene
DNA zu inkorporieren. Fur die unter 2.9.2 erlauterte Prozedur wurde im Rahmen dieser
Arbeit ausschlielllich E. coli XL1-Blue verwendet. Die Praparation geeigneter Zellen
erfolgte wie im folgenden beschrieben unter sterilen Bedingungen (GefalRe und
Ldsungen wurden autoklaviert); die Zellen mussen bei 4°C gewaschen werden.
AuRerdem sollten sie zwischen den Zentrifugationen stets auf Eis gelagert werden:

4 x 500 ml LB-Medium wurde mit jeweils 5 ml einer frischen Uber Nacht-Kultur angeimpft
und bei idealer Wachstumstemperatur (37°C) unter Schutteln (225 rpm) inkubiert. Nach
Erreichen einer OD650 von 0,5 bis 0,6 (nach etwa 2-6 Stunden) wurden die Zellen
durch Zentrifugation (5000 x g; 10 min.; 4°C) geerntet. Im Anschlul® daran wurden die
Zellen je zweimal mit 500 ml H,O und zweimal mit 10% Glycerol gewaschen und
jeweils 10 min. lang bei 5000 x g und 4°C pelletiert. Die so gewaschenen Zellen wurden
in geringen Volumina 10% Glycerol (2 ml pro Liter Kultur) resuspendiert und in Aliquots
von 200 ul bis 500 pl bei —80°C gelagert.

2.9.2 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die Einschleusung von DNA in Bakterienzellen bezeichnet man als Transformation. Bei

adaquatem Selektionsdruck, der sich durch Zugabe von Antibiotika zu den Nahrmedien
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erzielen 1at, wird ein in die Zelle geschleustes Plasmid stabil an die Tochtergeneration
weitergegeben.

Durch einen kurzen Hochspannungsimpuls (Elektroporation) kann eine transiente
Perforation der Zellhille erreicht werden, die eine Aufnahme von Plasmid-DNA in die
Zelle erm0oglicht.

DNA-L6osungen mit hohem Salzgehalt (z.B. Ligationsansatze) mussen vor der
Elektroporation einer 20-minlitigen Tropfendialyse (Dialysemebran der PorengrofRRe
0,025 um, Millipore) gegen Aqua bidestillata unterzogen werden. Nach dem Auftauen
der aliquotierten elektrokompetenten E. coli-Zellen auf Eis wurde die salzfreie DNA-
Ldsung zugegeben, der Ansatz vorsichtig gemischt und circa 15 min. auf Eis inkubiert.
Im Anschluf} daran wurde die DNA-Zellsuspension luftblasenfrei in eine vorgekulhlte
Elektroporationsklvette uUberfuhrt, die Klvette sorgfaltig getrocknet und rasch in die
Halterung des Elektroporationsgerdtes (Gene Pulser™, BIO-RAD) plaziert. Nach
Anlegen einer elektrischen Spannung (2,5 kV, Gene Pulser 25 mF, Pulse Controller
200 Q) wurde die Zeitspanne bis zur Entladung verifiziert; sie liegt fur E. coli bei 4,5 bis
5,0 msec. Im Anschlul® an eine einstlindige Erholungsphase in LB-Medium bei 37°C und
225 rpm wurden jeweils 50-200 ul der Bakteriensuspension auf LB-Amp-Agarplatten
ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Die erhaltenen Klone konnten auf die
Anwesenheit des rekombinanten Plasmids hin Uberpraft werden, indem aus
ausgewahlten Klonen die postulierten Plasmide isoliert und gereinigt wurden; nach
restriktionsenzymatisch  vermittelter Linearisierung konnte deren Lange dann

gelelektrophoretisch verifiziert werden.

2.10 Organpraparation fiir die In—situ—Hybridisierung

Samtliche fur die In-situ-Hybridisierung verwendeten Gehirne stammten von mannlichen
und weiblichen C57/B16-Mausen. Die Totung erfolgte durch craniocervicale Dislokation.
Nach rascher Entnahme der Organe wurden diese in Isopentan, das in einer
Trockeneis-Ethanol-Mischung gekuhlt war, zlgig eingefroren und bei —80°C gelagert.
Mit Hilfe eines Kryotoms (Leica, Jung CM 3000) wurden spater bei einer Temperatur

von —-20°C 16 pum dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf einen Polylysin-
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beschichteten  Objekttrager (Polylysin, Menzel Glaser) aufgebracht. Nach
zwanzigminutigem Fixieren in 4%iger Paraformaldehydldsung und Dehydratation in
einer aufsteigenden Ethanolreihe konnten die Schnitte in 95% Ethanol bei 4°C bis zur

weiteren Verarbeitung (siehe 2.11.2) gelagert werden.

2.11 In-situ—-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung bezeichnet ein molekularbiologisches Verfahren der
Nukleinsauren-Hybridisierung, welches direkt an einem Gewebeschnitt Anwendung
findet, um Messenger-RNA Molekule im Gewebe (,in situ®) nachzuweisen und zu
lokalisieren.

Hierfur wurde eine 122-362 bp lange DNA-Sequenz, deren Transkript einem Abschnitt
der zu detektierenden mRNA entspricht, in einen Transkriptionsvektor (pAL1) kloniert.
Nach Linearisierung des Plasmids unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen
BamHI bzw. Asp718 wird mittels DNA-abhangiger RNA-Polymerasen nach spezifischer
Bindung an den jeweiligen Promotor cRNA synthetisiert. Je nach Orientierung resultiert
dabei der ,Antisense“-Gegenstrang, der komplementar zur Boten-RNA ist, oder der
~>ense“-cCRNA-Einzelstrang mit identischer Nukleotidsequenz wie die mRNA. Durch
Einbau von a**S-UTP gelingt die radioaktive Markierung der RNA-Gensonden. Nach der
Applikation entsprechend markierter Gensonden auf vorbehandelte Gewebeschnitte
kommt es zur Formation eines stabilen mRNA/cRNA-Hybrids aus ,Antisense“-Sonde
einerseits und der Boten-RNA im Gewebe andererseits. Durch Zugabe von RNase A
wird einzelstrangige, nicht spezifisch gebundene RNA enzymatisch abgebaut; dies gilt
jedoch nicht fur das doppelstrangige Hybrid. Die Visualisierung der Hybridisierung wird

durch Autoradiographie erreicht.
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Verwendete Losungen

10 x PBS 1 M TRIS

NaCl 80 g Tris-Base 1219
KCI 29 H.O ad 1000 ml
Na;HPO,4 (wasserfrei) 6,29 pH mit HClgonc auf 8,0 bzw. 7,5

KH,PO4 249 einstellen.

H.O ad 1000 ml

0,5 M EDTA pH 8,0 5 x Protease-Puffer

Na;EDTA*2 H,0 186,1 g 1 M Tris pH 8,0 250 ml
H.O ad 1000 ml 0,5M EDTA pH 8,0 25 mi
mit 5 M NaOH auf pH 8,0 einstellen H.O ad 500 ml
5 x RNase A-Puffer 3 M Natriumacetat pH 5,2

5 M NaCl 250 ml NaAcetat*3 H,0O 40,8 g
1 M Tris pH 8,0 25 ml H.O ad 100 ml
0,5M EDTA pH 8,0 5mi mit Eisessig auf pH 5,2 einstellen.
H.O ad 500 ml

Alle oben genannten Losungen wurden RNase-frei hergestellt und durch Autoklavieren

sterilisiert.

1MDTT Box-Puffer

Dithiothreitol (ICN) 1,59 Formamid 50 mi
3M NaAcetat pH 5,2 33 ul 20 x SSC 20 mi
H,O ad 10 ml H.0 ad 100 ml

sterilfiltrieren und aliquotiert bei —20°C

lagern.
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50 % Dextran 4 % PFA

Dextransulfat (MG=5x10°) 12,5¢ Paraformaldehyd 6g

H.0O ca. 12 ml 10 x PBS 15 ml

3 h bei 68°C losen H.0O ad 150 ml

H.0O ad 25 ml bei 60°C losen, auf 4°C abkuhlen,
bei —20°C lagern frisch zubereiten

Formamid (deionisiert) H2Opmpc

lonenaustauscherharz (Biorad) ca.5g Dimethylpyrocarbonat (DMPC) 1,0 g
Formamid ca. 45 ml Aqua bidestillata ad 1000 ml

bei 4°C lagern uber Nacht rihren, danach durch Auto-

klavieren Reste von DMPC entfernen.

2111 In-vitro-Transkription

Far die Herstellung der cRNA-Gensonden wurden in zwei getrennten Ansatzen jeweils
etwa 12 ug der entsprechenden Plasmid-DNA mit BamHI und Asp718 linearisiert und
nach Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prazipitation in 11 pl H2Opwmpc gelost
und bei —20° C gelagert. Zur Kontrolle der Integritdt der DNA-Matrize und zum
Ausschlufd von evtl. enzymatischen Verunreinigungen wurde die In-vitro-Transkription
mit jeder Sonde einmal ohne Zusatz des radioaktiv markierten Nukleotids, d.h. ,kalt®,
durchgefuhrt und die RNA-Produkte gelelektrophoretisch untersucht. Die T7-RNA-
Polymerase bindet dabei an ihren spezifischen Promotor und synthetisiert einen RNA-
Strang, dessen Nuleotidsequenz komplementar zur entsprechenden mMRNA st
(-Antisense“-Sonde). Die T3-RNA-Polymerase hingegen synthetisiert den Gegenstrang,
der nicht komplementar, sondern identisch mit der Nukleotidsequenz der Boten-RNA ist
(»Sense“-Sonde). Im Anschlu® an die In-vitro-Transkription unter Verwendung des
Radionuklids a**S-UTP erfolgte der enzymatische Abbau der DNA-Matrize durch

Zugabe von DNase; der Ansatz wurde chromatographisch (NickT'\’I

Column, Pharmacia)
aufgetrennt. Von den Fraktionen 1 bis 5 wurden jeweils 5 pl in ein Reaktionsgefal

uberfuhrt, 5 ml Szintillationsflussigkeit zugegeben und die Aktivitat im Szintillationszahler
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gemessen; Fraktion 2 enthielt dabei die radioaktiv markierte Gensonde, die in
Hybridisierungslosung auf eine Konzentration von 1x10” dpm/ml verdiinnt wurde. Das

notwendige Endvolumen der Hybridisierungslésung wurde wie folgt berechnet:

390 pl (Probenvolumen) x cpm/ul (gemessene Aktivitat) x 1,4 dpm/cpm (Effizienzfaktor)

ml (Hybr.-Ldsung) =

1 x 10" dpm/ml (gewlnschte Konzentration)

RNase-freie Transfer-RNA (Roche) wurde zur Reduktion der Anzahl unspezifischer
Bindungen und damit zur Suppression von Hintergrundsignal zugegeben. Dithiothreitol
(DTT) diente als Antioxidans der Stabilisierung von Schwefel-35 (a>°S).

Bei postulierten 8 ml Gesamtvolumen der Hybridisierungslésung ergeben sich folgende

Einzelvolumina:

finale Konzentration

tRNA (50 pg/ul) 80 pl 0,5 ug/ul

1 MDTT 80 pl 10 mM

1,25 x Hybr.-Puffer 6,4 ml 1 x
a*°S-Probe 390 pl 1 x 10" dpm/ml
H,O (DMPC) ad 8 ml

2.11.2 Protokoll fur die In-situ-Hybridisierung

Das Protokoll fur die In-situ-Hybridisierung wurde in modifizierter Form von Simmons et

al. (1989) ubernommen.

» getrocknete, fixierte Gewebeschnitte wurden fur 15 min. mit 2 pg/ml Proteinase K
in 1 x Proteasepuffer vorbehandelt.

» Waschen: 5 min. in 0,5 x SSC

» Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen der Sonde an den Schnitten wurde das

Gewebe acetyliert:
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» 3-minutige Inkubation in 0,1 M TEA (Triethylammoniumacetat) pH 8,0
» 10 min. in 0,25%iger Acetanhydridlésung (in 0,1 M TEA)
» 2 Waschschritte: je 2 min. in 2 x SSC
» Entwasserung der Schnitte:
> je 3 min. in 50%, 70%, 95%, 100 %Ethanol
» Lufttrocknung 5 min.
» Vakuumtrocknung 30 min. (SpeedVac)
» Prahybridisierung:
Die Objekttrager (OT) wurden in einer dicht verschlielbaren Kammer horizontal auf
einem Gitter plaziert und die Gewebeschnitte gleichmalRig mit der viskdsen
Prahybridisierungsldsung, bestehend aus 8 Teilen 1,25 x Hybridisierungspuffer, 1
Teil 1 M DTT und 1 Teil Wasser, bedeckt. Um ein feuchtes Milieu in der Box
aufrechtzuerhalten und damit ein Antrocknen der Hybridisierungslosung zu
verhindern, wurde der Kammerboden mit saugfahigem Papier (Whatman)
ausgekleidet und mit Box-Puffer getrankt. Die Prahybridisierung erfolgte fir zwei
Stunden bei 42°C (im Hybaid-Ofen).
» Hybridisierung:
Sense- und Antisense-Sonde (Konzentration der radioaktiv markierten Gensonde:
1 x 107 dpm/ml) wurden 10 min. lang im 65°C-Wasserbad erhitzt und nach Zugabe
von 80 pl DTT zu 920 ul Probenlésung zentrifugiert (2 min., 2000 rpm).
Anschlieend wurden 30 bis 100 uyl Sense- bzw. Antisense-Sonde auf die
prahybridisierten Schnitte pipettiert; danach erfolgte eine Inkubation von etwa 16
Stunden bei 55°C (Hybaid-Ofen).
» Entfernen nicht-hybridisierter Sonde
Die OT wurden am Folgetag durch mehrere Waschschritte von unspezifisch
gebundener Sonde befreit. Zur Stabilisierung des im RNA/RNA-Hybrid gebundenen
Schwefel-35 enthielten die Waschlosungen 1 mM DTT sowie 1 mM EDTA pH 8,0.
Die mit Sense- bzw. Antisense-Sonde hybridisierten Schnitte wurden jeweils gleich
behandelt:
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» 2 Waschschritte: je 10 min. in 2 x SSC
RNase A-Verdau: 30 min. in 20 pug/pl RNase A in 1 x RNase A-Puffer;
RNase A baut spezifisch einzelstrangige RNA ab, RNA/RNA-Hybride
werden nicht verdaut.
2 Waschschritte: je 10 min. in 2 x SSC
2 Waschschritte: je 1 Stunde in 0,1 x SSC bei 60°C bis 70°C
3 Waschschritte: je 10 min. in 0,5 x SSC
Entwassern
» je 3 min. in 50%, 70%, 95%, 100% Ethanol
Die verdunnten Ethanolldsungen enthielten jeweils 2,3%

Y

V V V V

Ammoniumacetat, um das RNA/RNA-Hybrid zu stabilisieren.
» Lufttrocknung 5 min.
» Vakuumtrocknung 30 min.
» Autoradiographie:
Die getrockneten Objekttrager wurden auf Karton aufgeklebt; im Anschlu® daran
wurde ein Rodntgenfim (KODAK BioMax MR) aufgelegt, der nach einer

Expositionszeit von 6 bis 20 Tagen (Lagerung bei 4°C) entwickelt wurde.

2113 Mikroautoradiographie mittels Filmemulsion

Der Erfolg des Hybridiserungsvorganges und das makroskopische Verteilungsmuster
der RNA/RNA-Hybride konnte anhand des Rontgenfilmes visualisiert werden. Um die
Lokalisation der hybridisierten mRNA jedoch auf zellularer Ebene bestimmen zu
konnen, war eine Mikroautoradiographie notwendig. Hierfir muf3ten die Objekttrager,
die die hybridisierten Gewebeschnitte enthielten, mit einer Filmemulsion uberzogen und

nach einer Expositionszeit von etwa 6-8 Wochen entwickelt werden.

» Schmelzen der Filmemulsion NTB-2 (KODAK) bei 42°C im Wasserbad
» Einzelnes Eintauchen der staubfreien Objekttrager in die Emulsion und etwa 3-
stundiges Trocknen (in vertikaler Position) in einem Metallstander
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> Uberfiihrung der getrockneten OT in einen lichtdichten Behalter mit ausreichend
Trockenmittel (Silicagel) und Lagerung fur 6-8 Wochen bei 4°C.
Entwicklung der Filmemulsion:
Die Entwickler- (KODAK Developer D-19) und Fixiererldsung (KODAK Fixer) wurden
vor Gebrauch filtriert und auf 15° C temperiert. Der Entwicklungsvorgang gestaltete sich

wie folgt:

» Entwicklungslosung 4 min.
> HO 10 sec.
» Fixiererlosung 5 min.
» HO 5 min.

2114 Histologische Farbungen

Zur Kontrastierung der mikroautoradiographischen Signale und besseren Beurteilbarkeit
der Morphologie der Gewebeschnitte wurden diese nach Entwicklung der Filmemulsion
histologisch gefarbt. Verwendung fand hierbei Toluidinblau, wodurch sowohl Zellkerne
als auch Zytoplasma blau zur Darstellung kommen. Nach der Farbung wurden die

Praparate mit DePeX-Harz (Serva) und Deckglaschen eingedeckt.

2115 Mikroskopie und Photographie

Die in beschriebener Weise behandelten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe eines Zeiss
Axioskops im Hell- und Dunkelfeld untersucht. Die photographische Dokumentation von
100- und 200-fachen VergroRerungen erfolgte mit einer Contax 167 MT-Kamera. Bei
dem verwendeten Film handelt es sich um einen KODAK Farbfilm (Elite Chrome, ISO
400).
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3 Ergebnisse

IRAG wurde erst in jungster Vergangenheit als neuer Baustein der NO/cGMP-
Signalkaskade beschrieben. Dabei konnte in einer Vielzahl glatter Muskelgewebe eine
Kolokalisation von IRAG einerseits und der cGKl-Isoform [ (cGKIf) andererseits
aufgezeigt werden, wobei IRAG, cGKIp und IP3R1 einen makromolekularen, multimeren
Komplex formieren (Schlossmann et al., 2000). Offenbar phosphoryliert cGKI{ das IPs-
Rezeptor-assoziierte cGKI-Substrat (IRAG) an bis zu vier Serinresten; die
Phosphorylierung von Serin 696 scheint dabei eine Schlusselrolle bei der Suppression
der Ca®*-Freisetzung aus IPs-sensitiven Speichern zu spielen (Ammendola et al., 2001).
Weder uber die Expression und Funktion von IRAG auf neuronaler Ebene noch uber
das Verteilungsmuster der cGKl-Isoformen a und 3 im ZNS lagen bislang Daten vor, so
dal unter anderem die interessante Frage nach einer eventuellen Kolokalisation von
cGKIB und IRAG, wie sie in glatten Muskelzellen evident ist, unbeantwortet bleiben
musste. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Klarung dieser Sachverhalte unter

Verwendung molekularbiologischer Methoden (In-situ-Hybridisierung).

3.1  Herstellung der Gensonden fir die In-situ-Hybridisierung

3.1.1 Isoformspezifische Sonden fir cGKla und cGKIp

Bereits in der Vergangenheit wurde mit Hilfe der In-situ-Hybridisierungstechnik die
Expression von cGKI auf neuronaler Ebene untersucht (Werner, unveroffentlicht). Hier
zeigten sich besonders starke Signale in Cerebellum, Hippocampus und Bulbus
olfactorius. Nachdem die damals verwendete Sonde cGKI (common) jedoch innerhalb
der sog. ,common region®, die fir die beiden Isoformen cGKla und cGKIB homolog ist,
lokalisiert ist, lie3 sich eine eventuelle Divergenz im jeweiligen Expressionsmuster der
beiden Subtypen auf diese Weise nicht ermitteln. Der Vektor fur die cGKI (common)-
Sonde umfasste dabei 501 Basenpaare von Nukleotid (nt) 1522-2023 des cGKI-Gens
(Wernet et al., 1989; Referenz: EMBL Accession Number X16086).
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Um nun subtypenspezifische Gensonden herstellen zu konnen, wurden diejenigen
(posttranskriptionell alternativ gespleil3ten) Abschnitte der cGKI-Exone gewanhlt, die
konsekutiv fur die unterschiedlichen N-terminalen Domanen von cGKla und cGKI_3
kodieren. Die Sonden umfassen dabei jeweils die gesamte N-terminale Domane
einschlieBlich des Leucin-Zippers (siehe Abbildung 3.1). Die Fragmente wurden jeweils
mit Hilfe der PCR-Technik amplifiziert (2.8) und in den Transkriptionsvektor pAL1 (2.2)
kloniert, der einen T3- und einen T7-RNA-Polymerase-Promotor sowie Schnittstellen fur
die Restriktionsendonukleasen BamHI| und Asp718 enthalt (Ludwig et al., 1997). Die 5'-
Enden der fur die Amplifikation verwendeten Vorwarts-(F) bzw. Ruckwarts-(R) Primer
(Tabelle 3.1) waren mit den Erkennungssequenzen fur BamHI| und Asp718 versehen
(die Nukleotidsequenzen der Primer sind dem Anhang 7.2 zu entnehmen). Uber diese
Schnittstellen wurden die Fragmente in den linearisierten pAL1-Vektor eingefugt
(Ligation, siehe 2.5.2). Im Anschlul} an eine Kontroll-Transkription ohne Radionuklid
wurden o*S-markierte mRNA-Sonden mittels In-vitro-Transkription ~synthetisiert
(2.11.1).

Gensonde Primer Lokalisation der Sonde Datenbankreferenz

Innerhalb der cGKI-mRNA (nt)

cGKla MG1F 7 bis 273 (entspricht Bereich aa 1 bis 89 des | EMBL

Translationsproduktes)

MG1R Accession No. X16086
cGKIB MG2F 164 bis 475 (entspricht Bereich aa 1 bis 104 | EMBL
MG2R des Translationsproduktes) Accession No. X54289

Tabelle 3.1 zeigt diejenigen Primerpaare, die zur Synthese der cGKI-Gensonden Verwendung fanden
(Sequenzen siehe Anhang 7.2) sowie die Lokalisation der Sonden innerhalb der relevanten cGKI-mRNA
samt Datenbankreferenz.



| 35 Ergebnisse

1 671
CGKlow  [giiZicemea coves INEINNCSINNNN

|
1 89

1 686
cGKIp  INFEENcevea coves ININNCSINNNN
e

1 04

Abbildung 3.1 stellt schematisch die Lokalisation der Gensonden cGKla und cGKIB innerhalb der
isoformspezifischen cGKI-Proteinsequenz dar. Die Sonden umfassen dabei jeweils die gesamte N-
terminale Domane einschlie3lich des Leucin-Zippers (Alle Zahlenangaben entsprechen dabei aa, siehe
auch Tabelle 3.1).

3.1.2 IRAG-Gensonden

Zum spezifischen Nachweis von IRAG-mRNA-Transkripten in situ wurden insgesamt
drei verschiedene Gensonden konstruiert, die jeweils unterschiedliche Abschnitte des
translatierten Bereiches abdecken. Die Lokalisation der Sonden ist Abbildung 3.2 zu
entnehmen; die zur Amplifikation der Fragmente verwendeten Primerpaare sind in
Tabelle 3.2 aufgefuhrt. Des weiteren wurde fur die Herstellung der Sonden verfahren
wie unter 3.1.1 beschrieben. Die Integritat der Insertionen wurde durch Sequenzierung

(2.7) beider Strange verifiziert.

Gensonde Primer Lokalisation der Sonde innerhalb der| Datenbankreferenz
IRAG-mRNA (nt)

IRAG#1 MG3F 550 bis 844 (entspricht Bereich aa 4 bis | GenBank

MG3R 101 des Translationsproduktes IRAGDb) Accession No. U63407
IRAG#2 MG4F 2136 bis 2498 (entspricht Bereich aa 531 | GenBank

MG4R bis 652 des Translationsproduktes IRAGb) | Accession No. U63407
IRAG#3 MG5F 2563 bis 2685 (entspricht Bereich aa 674 | GenBank

MG5R bis 715 des Translationsproduktes IRAGb) | Accession No. U63407

Tabelle 3.2 zeigt diejenigen Primerpaare, die zur Synthese der IRAG-Gensonden Verwendung fanden
(Sequenzen siehe Anhang 7.2) sowie die Lokalisation der Sonden innerhalb der IRAG-mRNA
einschliellich der Datenbankreferenz. Dabei sei darauf verwiesen, dal Mrvi1- und IRAG-mRNA der
Maus in den relevanten Bereichen homolog sind (siehe auch unter 1.5).
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Abbildung 3.2 zeigt schematisch die Lokalisation der IRAG-Gensonden innerhalb der translatierten
Region von IRAGb. TM bezeichnet die Transmembrandomane. Alle Zahlenangaben (aa) beziehen sich
auf IRAGD (siehe hierzu auch Tabelle 3.2).

3.2 Ergebnisse der In-situ-Hybridisierungsexperimente

Um die Spezifitat der Hybridbildung zwischen der radioaktiv markierten cRNA-Sonde
und der zu detektierenden mRNA zu validieren, wurden die Praparate stets in parallelen
Ansatzen sowohl mit Antisense- als auch mit der Sensesonde behandelt. Der Nachweis
der Reproduzierbarkeit der Resultate wurde dadurch erbracht, dal zur Herstellung der
Gewebeschnitte die Gehirne mehrerer Mause prapariert und unabhangig voneinander in
beschriebener Weise mit der entsprechenden Sonde hybridisiert wurden.

3.21 Verteilungsmuster der cGKl-Isoformen im Gehirn

Expression von cGKla

Im Autoradiogramm zeigten sich nach In-situ-Hybridisierung mit der cGKla-Gensonde
selektiv  deutliche Signale im Cerebellum (siehe Abbildung 3.3). Die
Mikroautoradiographie im Anschlu® an die Beschichtung der Objekttrager mit
Autoradiographieemulsion brachte eine Projektion des detektierten Signals auf die
Purkinjezellschicht des cerebellaren Cortex zu Tage (Abbildung 3.5 und 3.6). Dagegen
lield sich weder im Hippocampus noch im Bulbus olfactorius cGKla-mRNA nachweisen

(Abbildung 3.3). Diese Resultate vor dem Hintergrund des Verteilungsmusters von cGKI
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(common) (Abbildung 3.4) deuten auf eine isolierte Expression der cGKla in der

Purkinjezellschicht des Cerebellums hin.

Abbildung 3.3 Bei sagittaler Schnittfiihrung zeigen sich deutliche Signale der cGKla-
Sonde im cerebellaren Cortex.

Abbildung 3.4 zeigt im Vergleich das Expressionsmuster der nicht isoformspezifischen
cGKI-Sonde cGKI (common).
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Abbildung 3.5 Abbildung 3.6

Die Abbildungen 3.5 und 3.6 verdeutlichen, dal} sich die mikroautoradiographischen Signale der cGKla-
Sonde auf die Purkinjezellschicht des cerebellaren Cortex projizieren (Aufnahmen im Dunkelfeld bei 100-
bzw. 200-facher Vergrosserung).

Expression von cGKIf3

Im Gegensatz zu cGKla waren cGKIB-Transkripte im cerebellaren Cortex nur schwach
exprimiert (siehe Abbildung 3.7 -zum Vergleich ist in Abbildung 3.8 noch einmal die
Signalverteilung, wie sie mit der cGKI (common)-Sonde erzielt wurde, dargestellt); auch
hier konnte die Expression mittels Mikroautoradiographie weiter auf die
Purkinjezellschicht eingegrenzt werden (ohne Abbildung). Deutlich war cGKIf3 jedoch im
Hippocampus exprimiert (Abbildung 3.7). Die Expression verteilte sich dabei
gleichmalig auf die Pyramidenneurone der Regionen CA1 bis CA3 (Abbildung 3.9).
Auch in der granularen Zellschicht des Gyrus dentatus, in auf3eren Anteilen des
Neokortex (Abbildung 3.9) und im Bulbus olfactorius (Abbildung 3.10) fanden sich

deutliche Signale.
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Abbildung 3.7 (isoformspezifische cGKIB-Sonde, Sagittalschnitt) zeigt hohe Signal-
intensitat v.a. im Bereich des Hippocampus, Gyrus dentatus und Bulbus olfactorius.
Details siehe Text.

Abbildung 3.8 zeigt zum Vergleich das Expressionsmuster der nicht isoform-
spezifischen cGKI-Sonde cGKI (common).
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Abbildung 3.9 Abbildung 3.10

Abbildung 3.9 erlaubt eine Eingrenzung der zellularen Expression von cGKIB auf die Ebene pyramidaler
Neurone der hippocampalen Regionen CA1-CA3 sowie auf die granulare Zellschicht des Gyrus dentatus.
AuBerdem sind dufRere Anteile des Neokortex signalgebend. Abbildung 3.10 zeigt deutliche Signale im
Bereich von Neuronen des Bulbus olfactorius (100- bzw. 200-fache Vergrdsserung im Dunkelfeld).

3.2.2 Expression von cGKIl

Wie im Falle der cGKI kam die In-situ-Hybridisierungstechnik auch zur Detektion des
neuronalen Expressionsmusters von cGKIl zur Anwendung. Dabei wurde eine von C.
Werner konstruierte Gensonde (von 780 bp Lange) verwendet, die den Bereich
zwischen den Nukleotiden (nt) 960 und 1740 der cGKII-mRNA umfasst (Uhler, 1993;
Referenz: EMBL Accession Number L12460). Die Sonde brachte hohe
Expressionsmuster im Bereich thalamischer Kerngebiete, daneben aber auch auf Ebene
aulerer corticaler Schichten, des Septums, der Amygdala (Teil des limbischen Systems)
und des Bulbus olfactorius zu Tage. Daneben fanden sich cGKIlI-Transkripte auch in
verschiedenen spezifischen Kernen des Hirnstammes. Die Ergebnisse entsprechen den
Resultaten, die bereits in der Vergangenheit mit dieser Sonde erzielt wurden, und

kommen in Abbildung 3.11 zur Darstellung.
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Abbildung 3.11 neuronales Expressionsmuster von cGKIl. Es zeigen sich deutliche
Signale in Thalamus, Amygdala, au3eren corticalen Schichten, Bulbus olfactorius
und einzelnen Hirnstammkernen.

Die Analyse der cGKI- (unspezifisch sowie spezifisch nach den Isoformen a und (3
unterschieden) und der cGKII-Expression im Gehirn diente dem Vergleich des
neuronalen Expressionsmusters der cGKs mit dem von IRAG.

3.23 Verteilungsmuster von IRAG im Gehirn

Zur Detektion des Verteilungsmusters von IRAG im Gehirn der Maus wurden frontale
und sagittale Gewebeschnitte in beschriebener Weise mit den unter 3.1.2 erlauterten
Gensonden IRAG#1, #2 und #3 behandelt. Um die Integritat der Prozedur zu
verifizieren, kam die In-situ-Hybridisierungstechnik auch unter Verwendung der
jeweiligen ,sense“-Sonde in parallelen Ansatzen zur Anwendung. Hierbei zeigte sich in
keinem der Falle ein Hybridisierungssignal, so dal} von der Spezifitat der Sonden
ausgegangen werden konnte (vergleiche Abbildung 3.12b).

Die In-situ-Hybridisierung mit den Sonden IRAG#1, #2 und #3 ergab identische, stets
reproduzierbare Resultate. Autoradiographische Signale zeigten sich dabei isoliert im
Thalamus (siehe Abbildungen 3.12a und 3.13). Weder im Hippocampus, noch in
Cerebellum oder Bulbus olfactorius waren Signale erkennbar. In der
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Mikroautoradiographie zeigte sich auf zellularer Ebene eine Anreicherung von
Silberkornern im Bereich zahlreicher thalamokortikaler Umschaltkerne; diese waren
etwas unscharf in einzelnen anterioren und v.a. in posterioren Kerngebieten des
Thalamus lokalisiert (siehe Abbildungen 3.14 und 3.15). Die hdchste Signalintensitat
zeigte sich im Bereich des Uberganges zwischen Gyrus dentatus und den Nuclei
laterodorsales und lateroposteriores thalami bzw. in zentraler gelegenen Abschnitten

der hinteren Kerngruppe des Thalamus (Abbildung 3.15).

Abbildung 3.12a Sagittalschnitt IRAG, Sonde#2, Antisense; signalgebend sind
diverse thalamokortikale Umschaltkerne.

Abbildung 3.12b Sagittalschnitt IRAG, Sonde#2, Sense; kein spezifisches Signal
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Abbildung 3.13 Frontalschnitt IRAG, Sonde#2, Antisense

Abbildung 3.14 Abbildung 3.15

Die Abbildungen zeigen deutliche mikroautoradiographische Signale der IRAG#2-Sonde im Bereich des
Uberganges zwischen Gyrus dentatus und den Nuclei laterodorsales und lateroposteriores thalami
(Abbildung 3.14) bzw. in zentraler gelegenen Abschnitten der hinteren Kerngruppe des Thalamus
(Abbildung 3.15). (Aufnahmen bei 100- bzw. 200-facher Vergrésserung im Dunkelfeld)
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Gehirnregion cGKI cGKla |cGKIB |cGKIl |IRAG
(common)

Bulbus olfactorius +++ - +++ ++ .

Cortex cerebri (Neokortex) ++ - ++ ++ -

Hippocampus

Pyramidenneurone in Region

CA1 +++ - +++ - -
CA2 +++ - +++ - -
CA3 +++ - +++ - -
Gyrus dentatus (granulare Schicht) +++ - +++ - -
Amygdala - - - ++ -
Thalamus - - - 4+ +4++
Cerebellum (Purkinjezellschicht) +++ +4++ + - -

Tabelle 3.3 Expression der mRNA-Transkripte von cGKI (common), cGKla, cGKIB, cGKIl und IRAG im
Gehirn der Maus. Die Signalintensitat wurde wie folgt quantifiziert:

+++ starke, ++ moderate, + geringe, - keine Expression.

Bei der In-situ-Hybridisierung mit der nicht isoformspezifischen cGKI-Gensonde (cGKI
common) projizierten starke Signale auf Neurone des Bulbus olfactorius, auf
Pyramidenneurone der Regionen CA1 bis CA3 des Hippocampus, die granulare
Zellschicht des Gyrus dentatus sowie auf die Purkinjezellschicht des Cerebellums.
Moderate Expression fand sich in aul3eren Schichten des Neokortex, keine Expression

hingegen im Thalamus.
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Die fur die cGKl-Isoform o spezifische Gensonde brachte deutliche Signale
ausschlieB3lich im Bereich der Purkinjezellschicht des cerebellaren Cortex zu Tage. Vor
dem Hintergrund des Verteilungsmusters der cGKI (common)-Sonde deutet dies auf
eine isolierte Expression der cGKla im Cerebellum hin, wohingegen die Ubrigen Signale
der cGKI (common)-Sonde wohl der (-Isoform zuzuordnen sind. Fir die Gensonde der
letztgenannten Isoform ergab sich namlich in Kongruenz zur Signalverteilung der
nichtisoformspezifischen Sonde cGKI (common) starke Expression in Bulbus olfactorius,
Hippocampus und Gyrus dentatus sowie moderate Expression im Neokortex; auf
cerebellarer Ebene jedoch konnten nur geringe Signalintensitaten erfal3t werden.

Die Signalintensitat der cGKIll-Gensonde war im Bereich thalamischer Kerngebiete am
grofldten, gefolgt von moderater Expression in Amygdala, Bulbus olfactorius und
Neokortex. Daneben zeigten sich schwachere Signale in einzelnen Hirnstammkernen;
keine Signale hingegen waren in Cerebellum, Hippocampus oder Gyrus dentatus
detektierbar.

Unerwartet ergab die In-situ-Hybridisierung mit jeder der insgesamt drei synthetisierten
IRAG-Gensonden ausschlieB3lich auf Ebene thalamocorticaler Umschaltkerne deutliche
Signale. Expression war daruber hinaus weder fur den Bulbus olfactorius, noch fur

Neokortex, Hippocampus, Gyrus dentatus, Amygdala oder Cerebellum evident.
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4 Diskussion

Bereits Anfang der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts wurde postuliert, dal
aktivitatsabhangige, molekulare Langzeitveranderungen synaptischer Kommunikation
dem Phanomen der neuronalen Plastizitat und damit komplexen Lernprozessen und
Gedachtnisleistungen zugrunde liegen. Der Begriff ,long-term potentiation® (LTP)
bezeichnet dabei eine positive Modulation synaptischer Ubertragung bereits durch
kurzzeitige, hochfrequente Stimulation des afferenten Neurons (Bliss und Collingridge,
1993); ein Prozess, an dem NO als retrograder Transmitter wohl malfdgeblich beteiligt ist.
Dabei soll NO Ca**-Calmodulin-abhangig unter Katalyse der nNOS im postsynaptischen
Neuron synthetisiert werden und nach Diffusion in das prasynaptische Terminal zellulare
Mechanismen in Gang setzen, die LTP induzieren. Fir eine solche Beteiligung von NO
an diesem Phanomen spricht die Tatsache, dall LTP in der CA1-Region des
Hippocampus bei Mausen, die eine gezielte Mutation der nNOS trugen, signifikant
supprimiert war (Son et al., 1996). Der Hippocampus ist Teil des limbischen Systems,
das in die Regulation unbewufter vitaler Reaktionen und Verhaltensweisen eingreift und
eine SchlUsselrolle bei der Integration angeborener und erlernter Verhaltensmuster
spielt, letztlich also Lernen und Gedachtnis moduliert. Die Annahme, dal} die
cGMP/cGK-Signalkaskade als Effektor fur den retrograden Transmitter NO relevant ist,
basiert auf der Beobachtung, daf® Inhibitoren der cGK die Induktion von LTP blockieren,
wahrend Aktivatoren der cGK einen stimulierenden Effekt haben (Zhuo et al., 1994).
Abgesehen von der CA1-Region des Hippocampus scheint NO LTP auch im Gyrus
dentatus zu induzieren (Wu et al., 1997). Passend dazu konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dall die cGKl-Isoform [ vor allem in den
hippocampalen Regionen CA1 bis CA3 sowie im Gyrus dentatus stark exprimiert ist.
Allerdings ist die Beteiligung von cGMP/cGK an der Induktion von LTP zumindest fur die
CA1-Region des Hippocampus fraglich, seit bekannt wurde, dal bei cGKI- und cGKII-
Doppelknockout-Mausen die Induktion von LTP in diesem Bereich unbeeintrachtigt blieb
(Kleppisch et al., 1999). Das intrazellulare Zielmolekul von NO scheint in beiden Fallen
eher eine ADP-Ribosyl-Transferase als die sGC zu sein (Wu et al., 1998).

Ein weiteres Phanomen neuronaler Plastizitat ist die ,long-term depression® (LTD).

Dabei bedingt niedrigfrequente Stimulation eine Abschwachung synaptischer
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Transmission (Mulkey und Malenka, 1992). Eine Sonderform der LTD wurde fur das
Cerebellum gezeigt. Gleichwohl Uber die genaue Funktion des Kleinhirns keine
abschlieBende Klarheit besteht, wird angenommen, dafl3 das Cerebellum entscheidend
an motorischen Lernprozessen beteiligt ist. Purkinjezellen stellen den einzig bislang
bekannten Ausgangspunkt efferenter Impulse aus dem cerebellaren Cortex dar; sie
projizieren auf tiefer gelegene Kerngebiete (Raymond et al., 1996). Exzitatorische
Afferenzen Uber sog. Kletter- und Parallelfasern modulieren dabei die (inhibitorischen)
Efferenzen aus den Purkinjezellen. Zeitgleiche Stimulation der Purkinjezellen sowohl
uber Kletterfasern als auch uber Parallelfasern fuhrt zu einer anhaltenden Reduktion der
synaptischen Ubertragung zwischen Parallelfaser und Purkinjezelle, ein Phianomen, das
als cerebellare LTD bezeichnet wird (Sakurai, 1987). NO wird in Kornerzellen,
Korbzellen und Bergman’'schen Gliazellen synthetisiet und von Parallelfasern
freigesetzt, wahrend die Zielmoleklile von NO innerhalb der Purkinjezellen lokalisiert
sind. Das legt nahe, daly NO als anterograder Botenstoff der cerebellaren LTD fungiert
(Lev-Ram et al., 1995). Die Beteiligung der cGMP/cGK-Signalkaskade an diesem
Phanomen wird kontrovers diskutiert. So konnte gezeigt werden, dal} die Induktion der
LTD in Purkinjezellen in vitro durch sGC- (Boxall und Garthwaite, 1996) und cGK-
Inhibitoren (Lev-Ram et al., 1997) blockiert wird. Zusammen mit anderen Ergebnissen,
die einzelne Effektoren des assoziierten Signaltransduktionsmechanismus auf Ebene
von Purkinjezellen detektierten (Lohmann et al., 1981; Keilbach et al., 1992), deutet
nicht zuletzt die im Rahmen dieser Arbeit prasentierte, starke Expression der cGKI-
Isoform a in diesem Bereich auf eine mdgliche Beteiligung der cGKla an motorischen
Lernprozessen hin. Im Einklang damit steht die Beobachtung, dal} die cerebellare LTD
bei cGKl-defizienten Mausen beeintrachtigt zu sein scheint (Kleppisch et al., 1999).
Auch die Induktion von LTD im Gyrus dentatus ist wohl von der Aktivierung der
sGC/cGMP/cGK-Kaskade abhangig (Wu et al., 1998). Die im Rahmen der In-situ-
Hybridisierungsexperimente erhaltenen, deutlichen Signale der cGKIB-Gensonde im
Bereich des Gyrus dentatus konnten auf eine Beteiligung von cGKIB an diesem
Phanomen hinweisen. Jedoch konnte im Gegensatz zur cerebellaren LTD eine
Verbindung zwischen LTD im Hippocampus und Gyrus dentatus einerseits und
Lernprozessen andererseits bislang nicht hergestellt werden.
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Mit Hilfe der cGKIIl-Gensonde konnte eine besonders starke Expression der cGKIl im
Thalamus aufgezeigt werden. Auch auf Ebene von Amygdala, Bulbus olfactorius und
aulBeren Anteilen des Neokortex waren deutliche Signale nachweisbar. NO im
Thalamus stammt von afferenten Impulsen aus der Formatio reticularis des
Hirnstammes. Diese Neurone in den Nuclei pedunculopontinus und laterodorsalis
spielen eine Schlusselrolle bei der Regulation thalamischer Aktivitat (Steriade und
McCarley, 1990). Die Freisetzung von NO aus diesen Afferenzen zum Thalamus hangt
vom neuronalen Erregungszustand ab und ist in der Tiefschlafphase stark erniedrigt
(Williams et al., 1997). In thalamischen Neuronen bedingt NO eine Erhohung des
intrazellularen cGMP-Spiegels und die konsekutive Phosphorylierung von
Substratproteinen, einschlieBlich der Autophosphorylierung von cGKIl (El-Husseini et
al., 1998). Auch die Autophosphorylierung von cGKIl ist wahrend des Tiefschlafes in
Ubereinstimmung mit der supprimierten NO-Freisetzung reduziert; ein Hinweis darauf,
dal} ein direkter Zusammenhang zwischen thalamischer Aktivitat und cGKIll-abhangiger
Proteinphosphorylierung besteht.

cGMP-abhangige Proteinkinasen (cGKs) sind neben ihrer kontroversen Rolle im ZNS in
eine Vielzahl physiologischer Signaltransduktionsmechanismen involviert, die u.a. mit
dem glatten Muskeltonus, der Plattchenaggregation, der Zellmotilitat und -proliferation,
der intestinalen Flissigkeitssekretion, mit dem Knochenwachstum, der Reninsekretion
und dem gerichteten Wachstum von Nervenfasern interferieren (Francis und Corbin,
1994; Lincoln et al., 1994; Pfeifer et al., 1999; Hofmann et al., 2000; Eigenthaler et al.,
1999). Bislang wurden nur wenige Proteine identifiziert, die als Substrat der cGKs
phosphoryliert werden und bei der Regulation der oben genannten Funktionen eine
Rolle spielen. Zu diesen Proteinen zahlen die cGMP-hydrolysierende
Phosphodiesterase 5 (Wyatt et al., 1998), die groRe Untereinheit des maxiKCa**-Kanals
(Alioua et al., 1998; Fukao et al., 1999), CRP2 (Huber et al., 2000), Telokin (MacDonald
et al., 2000), VASP (Butt et al., 1994), CFTR (Pfeifer et al., 1996; Vaandrager et al.,
1998), das cerebellare G-Substrat (Endo et al., 1999; Hall et al., 1999) und IRAG
(Schlossmann et al.,, 2000). Daneben werden zusatzliche Proteine wie die Myosin-
bindende Untereinheit (MBS) der Myosinphosphatase (Nakamura et al., 1999; Surks et
al., 1999) oder RhoA (Sauzeau et al., 2000) als in vivo- Substrate der cGKI diskutiert,

die den glatten Muskeltonus beeinflussen.
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IRAG, erst kurzlich als neuer Baustein der NO/cGMP-Signalkaskade beschrieben,
konnte in einer Vielzahl glatter Muskelgewebe nachgewiesen werden und bildet dort
einen makromolekularen, multimeren Komplex mit cGKIp und IP3R1 (Schlossmann et
al., 2000). In glatten Muskelzellen phosphoryliert cGKIB IRAG an bis zu vier Serinresten,
wobei die Phosphorylierung von Serin 696 wesentlich fur die Suppression der Ca**-
Freisetzung aus IP3-sensitiven Speichern zu sein scheint (Ammendola et al., 2001). Auf
Ebene glatter Muskelzellen sind cGKIf3 und IRAG also kolokalisiert. Die im Rahmen der
vorliegenden In-situ-Hybridisierungsexperimente detektierte Gewebsverteilung fur
IRAG-Transkripte war insofern unerwartet, als sich lediglich einige anteriore und vor
allem posteriore Thalamuskerne signalgebend darstellten. Die vordere Kerngruppe des
Thalamus gilt als wichtige Schaltstelle zwischen Hypothalamus und limbischem System,
wohingegen die Nuclei posteriores thalami funktionell als optisch-akustisches
Assoziationsgebiet interpretiert werden. Weder im Hippocampus noch in Gyrus dentatus
oder Bulbus olfactorius war IRAG-Expression nachweisbar, wahrend sich gerade in
diesen Hirnregionen die hdchste Signalintensitat fur cGKIB-Transkripte fand. Auf diese
Weise konnte eine Kolokalisation von cGKIf und IRAG, wie sie in glatten Muskelzellen
evident ist, auf neuronaler Ebene nicht etabliert werden.

Wie durch den Vergleich der Verteilungsmuster von cGKIl und IRAG ersichtlich, findet
sich in beiden Fallen Expression im Bereich thalamokortikaler Umschaltkerne, wobei
das Expressionsmuster zumindest teilweise Uberlappt. Ob und inwiefern hiermit
funktionelle Implikationen verbunden sind, ist unklar und bedarf weiterer Klarung.
Offenbar findet eine direkte Interaktion jedoch lediglich zwischen IRAG und der
aminoterminalen Region von cGKIp, die den Leucin-Zipper enthalt, statt (Ammendola et
al., 2001).

Das im Rahmen dieser Arbeit aufgezeigte neuronale Verteilungsmuster von IRAG ist
auch insofern unerwartet, als das IRAG-Homolog Mrvi1, ein potentielles
Tumorsuppressorgen, das an der Entstehung myeloischer Leukamien beteiligt ist,
mittels In-situ-Hybridisierung im Bereich verschiedener motorischer Kerngebiete und im
Hippocampus detektiert wurde (Shaughnessy et al., 1999). Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu dem in dieser Arbeit prasentierten neuronalen Expressionsmuster von

IRAG. In mehreren, voneinander unabhangigen Ansatzen mit insgesamt drei
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verschiedenen, jeweils im translatierten Bereich lokalisierten Gensonden konnte das
beschriebene Verteilungsmuster jedoch stets konstant reproduziert werden.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann Uber die funktionelle Rolle von IRAG im ZNS keine
Aussage getroffen werden. Ein vielversprechender Ansatz, der einen wertvollen Beitrag
zur Klarung dieser komplexen Frage leisten konnte, ist die Schaffung einer IRAG-

defizienten Mauslinie.
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5 Zusammenfassung

Dem gasféormigen Signalmolekil Stickstoffmonoxid (NO) kommt im zentralen
Nervensystem (ZNS) eine Schllsselrolle bei der Modulation aktivitatsabhangiger,
molekularer Langzeitveranderungen der synaptischen Ubertragung (LTP; LTD) zu.
Solch anhaltende Alterationen der synaptischen Transmission gelten als Grundlage der
neuronalen Plastizitadt und damit so komplexer Phanomene wie Lernen und Gedachtnis.
Anatomisch sind Strukturen des limbischen Systems, so z.B. Hippocampus oder Gyrus
dentatus, topographisch wie funktionell mit diesen Phanomenen verknupft. Die
molekulare  Beteiligung der sGC/cGMP/cGK-Kaskade an den involvierten
Signaltransduktionsmechanismen wurde in der Vergangenheit vielfach kontrovers
diskutiert. Die funktionelle Rolle der cGKs im ZNS ist bislang noch nicht eindeutig
geklart. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dald neben der fraglichen Beteiligung
der cGKs an der Induktion von LTP bzw. LTD ein direkter Zusammenhang zwischen der
Aktivitat des Thalamus und cGKIll-abhangiger Proteinphosphorylierung besteht.

Ob und inwiefern IRAG, das erst in jlungster Zeit als Baustein der NO/cGMP-
Signalkaskade in glatten Muskelgeweben beschrieben wurde, in diesem Kontext eine
Rolle spielt, war bislang ungeklart.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der cGKs auf neuronaler Ebene mit der
von IRAG im Hinblick auf eine eventuelle Kongruenz des Verteilungsmusters verglichen.
Im Mittelpunkt standen dabei In-situ-Hybridisierungsstudien am Gehirn der Maus.
Erstmals wurden zur Analyse der Lokalisation der cGKl-Isoformen a und 3
isoformspezifische Gensonden verwendet. Die Untersuchungen zeigten eine isolierte
Expression der cGKla im cerebellaren Cortex; cGKIB hingegen war in Strukturen des
limbischen Systems, v.a. in Hippocampus und Gyrus dentatus, hoch exprimiert. cGKII-
Transkripte konnten u.a. deutlich im Thalamus detektiert werden.

IRAG-Expression war isoliert auf einzelne thalamische Kerngebiete beschrankt, so dal®
sich eine Kolokalisation von cGKIf und IRAG, wie sie in glatten Muskelzellen evident ist,

auf neuronaler Ebene nicht etablieren liefl3.
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7 Anhang
7.1  Verwendete Abkirzungen
ATP Adenosin-5’-triphosphat DNA | Desoxyribonukleinsaure
BKca>" | Ca®*-aktivierter K*-Kanal dNTP | 2-Desoxynukleosid-5'-
triphosphat
bp Basenpaar dpm desintegrations per minute
cAMP zyklisches Adenosin-3’-5'- DTT Dithiothreitol
monophosphat
cDNA komplementare E. coli | Escherichia coli
Desoxyribonukleinsaure
CFTR Cystic Fibrosis Transmembrane EDRF | Endothelium-derived relaxing
Conductance Regulator factor
cGK cGMP-abhangige Proteinkinase EDTA | Ethylendiamin-N,N,N’,N’-
tetraessigsaure
cGMP | zyklisches Guanosin-3’-5'- EMBL | European Molecular Biology
monophosphat Laboratory
Ci Curie (1 Ci=3,7x10" Bq) gb GenBank
CNG (cyclic nucleotide gated) durch GC Guanylylzyklase
zyklische Nukleotide aktiviert
cpm counts per minute IP3 Inositol 1,4,5-trisphosphat
cRNA komplementare Ribonukleinsaure | IP3R1 | Inositol 1,4,5-trisphosphat-
Rezeptor Typ 1
Da Dalton IRAG | IP3-Rezeptor-assoziiertes
cGMP-Kinase-Substrat
ddNTP | 2’,3’-Didesoxynukleosid-5’- LB Luria-Bertani
triphosphat
DMPC | Dimethylpyrocarbonat LTD Long-term depression
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LTP Long-term potentiation rom rotations per minute
MBS Myosin binding subunit RT Raumtemperatur bzw. reverse
Transkriptase

MLC(K) | Myosin light chain (kinase) sGC | I6sliche Guanylylzyklase

mRNA | messenger Ribonukleinsaure SSC | Standard Saline Citrat

NADPH | Nikotinamid-adenin-dinukleotid- STa hitzestabiles Enterotoxin von E.
phosphat coli

oD Optische Dichte TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

oT Objekttrager TE Tris-EDTA-Puffer

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung TEA | Triethylammoniumacetat

PCR Polymerase chain reaction Tris a,a,0-Tris-(hydroxymethyl)-
(Polymerase-Kettenreaktion) methylamin

PDE Phosphodiesterase tRNA | Transfer-RNA

PFA Paraformaldehyd U Unit, Einheit

PP1M Myosinphosphatase uv ultraviolett

(Proteinphosphatase 1)

RNA

Ribonukleinsaure
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7.2 Verwendete Oligonukleotide

Primerpaar
Gensonde L Sequenz in 5°-3’-Richtung
Lokalisation (nt) und Referenz
K MG1F (7-27) EMBL X16086 5-CGC GGA TCC ATG AGC GAG CTG GAG GAA GAC-3
cGKla
MG1R (253-273) EMBL X16086 5’-CGG GGT ACC CCG CCT TTC GGA TTT GGT GAA CTT-3
oK MG2F (164-184) EMBL X54289 5’-CGC GGA TCC ATG GGC ACC CTG CGG GAT TTA-3’
c
B MG2R (455-475) EMBL X54289 5’-CGG GGT ACC CCG CTG TGG ACT CTT GGG GTA GAA-3
IRAG#1 MG3F (550-569) gb U63407 5-CGC GGA TCC GCG CAT TCC TGA GGA TGA GGA GC-3’
MG3R (823-844) gb U63407 5-CGG GGT ACC CCG CTT GTC CTC TTC TGA GAT GCT G-3
IRAGH2 MG4F (2136-2157) gb U63407 5-CGC GGA TCC GCG ACT GCG AAC ACC GGG AGA CCT A-3
MGA4R (2477-2498) gb U 63407 5’-CGG GGT ACC CCG GCA GGT TCA GGG CAT TAAACT T-3
IRAGH3 MG5F (2563-2583) gb U63407 5’-CGC GGA TCC GCG GAA GAG CAG CAT CTC CGT CTC-3
MG5R (2665-2685) gb U 63407 5’-CGG GGT ACC CCG CTC GTC TCC TCC AGA CAG CTT-3’

Wie der Sequenz zu entnehmen ist, enthielten die mit F bezeichneten Vorwartsprimer
jeweils eine spezifische Restriktionsschnittstelle fur BamHI (5°-G/GATCC-3"), die mit R
bezeichneten Ruckwartsprimer dagegen jeweils eine spezifische Erkennungssequenz
fur die Restriktionsendonuklease Asp718 (5°-G/GTACC-3").
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