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Zusammenfassung

Zusammenfassung
Die partikuläre Guanylatzyklase ROS-GC1 ist die vorherrschende Isoform der Guanylatzy-

klase in den Photorezeptoraußensegmenten der Wirbeltiere (ROS-GC) . Sie ist eines der

zentralen Elemente in der Signaltransduktionskaskade der Lichtantwort . Die ROS-GC1 ist

das Prototyp-Protein der neuronalen Unterfamilie der partikulären Guanylatzyklasen. Ihre

Regulation durch das Cal+-Sensorprotein GCAP-1 erfolgt durch einen neuartigen, noch

unverstandenen Mechanismus.

In der vorliegenden Arbeit wurden durch die Durchmusterung einer Peptidbibliothek, die

ausgewählte Domänen der ROS-GC1 abbildet, Regionen identifiziert, die eine Funktion für

die Cal+-abhängige Regulation durch GCAP-1 haben . Zwei dieser Regionen (4501 - L512 ,

repräsentiert durch das Peptid # 5, und D563 - R574, repräsentiert durch das Peptid #36)

wurden durch Peptid- und Mutagenesestudien genauer charakterisiert. Diese beiden

Regionen sind Teile der Juxtamembrandomäne der ROS-GC1 und sind damit in der

Primärstruktur mehr als 300 AS von der katalytischen Domäne entfernt . Die Deletion dieser

Regionen führt zu einer erheblich reduzierten Aktivität der ROS-GC1 ; eine Aktivierung der

entsprechenden Mutanten durch GCAP-1 ist kaum noch (# 5) bzw . nicht mehr (#36) möglich.

Im Rahmen eines vorgeschlagenen Modells für die Regulation der ROS-GC1 werden für die

beiden Regionen aufgrund aller erhaltenen Ergebnisse die folgenden Funktionen postuliert:

• Die Region M501 - L512 (# 5) verankert die ROS-GC1 an Elementen des Zytoskeletts,

wahrscheinlich an Tubulin . Diese Verankerung ist notwendig, damit die Cal+-abhängigen

Konformationsänderungen von GCAP-1 im funktionellen Komplex der ROS-GC1 auf die

katalytische Domäne übertragen werden können.

• Die Region D563 - R574 (#36) ist als wahrscheinliche Dimerisierungsregion ein zentrales

Strukturelement im funktionellen Komplex der ROS-GC1 . Wahrscheinlich bildet diese

Region auch einen Teil einer Kontaktoberfläche für GCAP-1 .





Einleitung

1 Einleitung

1 .1 Signalverarbeitung in den Lichtsinneszellen der
Wirbeltiernetzhaut

Die Fähigkeit, Licht wahrzunehmen, findet sich in allen Reichen der Lebewesen . In drei

Stämmen des Tierreichs (Arthropoden, Mollusken, Vertebraten) haben sich komplexe Or-

gane zur zeitlich und räumlich hochaufgelösten Wahrnehmung von Lichtreizen ausgebildet,

die Augen . Im Linsenauge der Wirbeltiere wird einfallendes Licht vom dioptrischen Apparat

auf die Netzhaut fokussiert und dort von einer Klasse spezialisierter sensorischer Neurone,

den Photorezeptoren, detektiert . Das Signal wird über die glutamatergen Synapsen der Pho-

torezeptoren in der äußeren plexiformen Schicht an nachgeschaltete Nervenzellen weiter-

vermittelt, in der Netzhaut zum Teil prozessiert und über den Sehnerv an das Gehirn weiter-

geleitet (zur Übersicht s . Z .B. D0wLING,1987; WÄSSLE und BOYCOTT, 1991 ; MASLAND, 1996).

1 .1 .1 Aufbau der Lichtsinneszellen der Netzhaut

In den Netzhäuten von Wirbeltieren gibt es zwei morphologisch verschiedene Typen von

Photorezeptoren, die Stäbchen und Zapfen (-4 Abbildung 1 .1) . Die Stäbchen sind extrem

sensitiv und können einzelne Photonen detektieren . Sie dienen dem Sehen bei niedrigen

Lichtintensitäten (skotopisches Sehen) . Die Zapfen dienen dem Sehen bei höheren Lichtin-

tensitäten (photopisches Sehen) . Menschen besitzen drei Populationen von Zapfen mit un-

terschiedlichen Wellenlängen maximaler Empfindlichkeit . Dadurch kann Farbinformation

verarbeitet werden . Die Netzhaut von Menschen und Rindern wird von Stäbchen dominiert.

Die Photoreaktion und die entscheidenden Schritte der Signaltransduktionskaskade finden in

den Außensegmenten der Photorezeptoren statt . Diese bestehen aus einem geordneten

Stapel von etwa 1000 flachen Membranvesikeln, den Disks, umhüllt von einer Plasmamem-

bran. In den Sehstäbchenaußensegmenten (ROS) sind die Disks von der Plasmamembran

getrennt . Die Proteine der Signaltransduktionskaskade sind hauptsächlich in den Membra-

nen der Disks und in den dazwischenliegenden schmalen Regionen des Zytoplasmas lokali-

siert . Die lonenkanäle und -pumpen, die die vom Apparat der Disks erzeugten chemischen

Signale in elektrische Ströme umsetzen, liegen in der Plasmamembran (zur Übersicht s . z .B.

MOLDAY, 1998 ; MÜLLER und KAUPP, 1998) .

1
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Sehstäbchen

Zapfen

Außensegmente

Innensegmente

Zellkerne

Synaptische Termini

B

Invaginationen

Disks
(Invaginationen)

Abbildung 1 .1 Photorezeptoren der Wirbeltiernetzhaut ; A: Aufbau . B: Darstellung der
Außensegmente ; die Disks gehen aus Invaginationen der Plasmamembran hervor;
die Außensegmente der Photorezeptoren sind durch ein Cilium mit den
Innensegmenten verbunden . Nach MCNAUGHTON (1990).

1 .1 .2 Die Lichtantwort der Sehstäbchen

Im Dunklen beträgt das Membranpotential eines Sehstäbchens etwa -35 mV . Die Gesamt-

konzentration des intrazellulären Botenstoffs Guanosin-3' :5'-monophosphat (cGMP) liegt im

Außensegment bei etwa 60 µM, die freie cGMP-Konzentration beträgt etwa 5 pM . Die freie

Cal+-Konzentration beträgt etwa 500 nM . Durch die cGMP-gesteuerten Kanäle der Plasma-

membran (CNG-Kanäle) strömen Na' und Ca l+ entlang ihrer Konzentrationsgradienten in

das Außensegment ein . Durch die Arbeit des Na+/Ca2+ ,K+-Austauschers in der Plasmamem-

bran des Außensegments und die Aktivität der Na+/K+-ATPase und von K+-Kanälen im In-

nensegment entsteht ein geschlossener Stromkreis und die ionischen Bedingungen in der

Zelle bleiben konstant . Dieser umlaufende Strom wird als Dunkelstrom bezeichnet . Der zen-

trale Botenstoff für die Lichtantwort der Photorezeptorzelle ist cGMP . Bei Belichtung fällt die

-2-
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Konzentration von cGMP schnell und drastisch . Die CNG-Kanäle der Plasmamembran

(CNC) schließen, der Dunkelstrom wird unterbrochen, und die Zelle hyperpolarisiert auf etwa

-70 mV. Die freie Cal+-Konzentration sinkt durch die fortgesetzte Tätigkeit des Na+/K+,Ca2+-

Austauschers auf Werte von unter 100 nM (zur Übersicht s . z.B. STRYER, 1988 ; YAU, 1994;

MÜLLER und KAUPP, 1998).

1 .1 .3 Die Signaltransduktionskaskade

Der erste Schritt der Signaltransduktion in Photorezeptorzellen ist die Absorption eines Pho-

tons durch 11-cis-Retinal . Retinal ist die allosterische Gruppe des Pigmentproteins Rhodop-

sin, das etwa 50 %(w/w) des gesamten Proteins aus ROS ausmacht . Opsin, das Alloprotein

des Rhodopsins, gehört zur Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren . Durch Absorp-

tion eines Photons isomerisiert 11-cis-Retinal zur all-trans-Form und verusacht dadurch eine

über mehrere Zwischenstufen ablaufende Konformationsänderung des Rhodopsins (WALD,

1968; HOFMANN, 1986) . Dies ist die einzige Photoreaktion des Sehprozesses . Die aktive

Form des Rhodopsins, meta-Rhodopsin II (Rh*), katalysiert einen GDP/GTP-Austausch an

der a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins Transducin (G T) und induziert so dessen

Dissoziation in GTa•GTP und GTßy. Die freie G Ta-Untereinheit bindet an die inhibitorischen y-

Untereinheiten der photorezeptorspezifischen cGMP-Phosphodiesterase des Subtyps 6

(PDE). Die disinhibierte PDE katalysiert die Hydrolyse von cGMP (BAEHR et al . 1979 ; FUNG

et al ., 1981 ; HURLEY und STRYER, 1982) . Der Rückgang der cGMP-Konzentration wird von

den Kanälen der Plasmamembran in ein elektrisches Signal umgesetzt (FESENKO et al .,

1985 ; HAYNES und YAU, 1985) . Die Zeit von der primären Absorption eines Photons bis zum

Maximum des elektrischen Signals beträgt in dunkeladaptierten Stäbchen von Amphibien bei

22°C etwa 0,5 s, in Zapfen etwa 0,1 s . Die Lichtantwort in den Photorezeptoren der Säuge-

tiere ist unter physiologischen Bedingungen um etwa eine Größenordnung schneller (zur

Übersicht über die kinetischen Parameter für die Aktivierung der Lichtantwort in den Stäb-

chen und Zapfen verschiedener Spezies s . PUGH und LAMB, 1993) . Die biochemische Kas-

kade der Lichtantwort wird über mehrere Mechanismen abgeschaltet.

• Photoaktiviertes Rhodopsin wird von einem spezialisierten Enzym, der Rhodopsinkinase

(GRK1), mehrfach phosphoryliert (KÜHN und DREYER, 1972) und in diesem Zustand durch

die Bindung des löslichen Proteins Arrestin (WILDEN et al ., 1986) deaktiviert . Dieser Kom-

plex dissoziiert nach der Abspaltung von Retinal, und Opsin steht zur Regeneration zur

Verfügung.

• Die Deaktivierung von aktiviertem GT ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt für die

Abschaltung der Lichtantwort (SAGOO und LAGNADO, 1997) . GTa besitzt eine langsame in-

trinsische GTP-ase-Aktivität (KÜHN, 1980), die in Gegenwart seines Effektors, PDEy,

durch einen Komplex des GTPase-aktivierenden Proteins RGS9 mit dem Subtyp 5 der G-

-3-
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Protein-ß-Untereinheit (Gß5) auf physiologische Umsatzraten beschleunigt wird

(ANGELSON und WENSEL, 1993 ; ANGELSON und WENSEL, 1994; HE et al ., 1998 ; MAKINO et

al ., 1999) . Die Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP führt zur Reassoziation der G Ta-

Untereinheit mit GTßy. Die inhibitorische PDE-y-Untereinheit wird frei, reassoziiert mit den

katalytischen Untereinheiten der PDE und schaltet so das Enzym ab.

• cGMP wird durch die partikuläre Guanylatzyklase der Photorezeptoraußensegmente

(ROS-GC) neu synthetisiert (PANNBACKER, 1973 ; FLEISCHMAN und DENISEVICH, 1979;

KOCH, 1991).

hv

Abbildung 1 .2 Schema der Aktivierungs- und Deaktivierungsreaktionen bei der Lichtantwort
der Photorezeptoren von Wirbeltieren ; dicke schwarze Pfeile : Reaktionen der Ak-
tivierungskaskade ; dicke graue Pfeile : Reaktionen, die an der Deaktivierung der
Lichtantwort beteiligt sind ; dicke gepunktete Linien : katalytische und regulatorische
Protein-Protein-Wechselwirkungen ; Doppelpfeile : Regulation durch cGMP bzw.
Cal+; dünne schwarze Pfeile : lonenströme . Abkürzungen s .Text, außer Arr: Arrestin;
CaM: Calmodulin ; Ex : Na+ /K + ,Ca 2+ -Austauscher ; Phos : Phosducin ; P ; : Phosphat ; Rv:
Recoverin; hv: Absorption eines Photons

Plasmamembran
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1 .1 .4 Die Lichtadaptation

Das Sehsystem des Menschen ist über zehn Größenordnungen der Lichtintensität funktions-

fähig. Die Anpassung der Empfindlichkeit des Sehsystems an die herrschenden Lichtver-

hältnisse wird als Adaptation bezeichnet . Den überwiegenden Teil der notwendigen Anpas-

sungsleistung erbringen die Photorezeptorzellen.

Die Sehstäbchen der Netzhaut reagieren im dunkeladaptierten Zustand bereits auf einzelne

Lichtquanten (Photonen) . Ihre elektrische Antwort auf transiente Stimulation ist bei einigen

hundert Photonen pro Stäbchen in der Sättigung . Die Zapfen sind etwa einhundertmal weni-

ger lichtempfindlich . Ihr dynamischer Bereich für die Antwort auf Lichttransienten umfaßt

ebenfalls etwa drei Größenordnungen.

Bei konstanter Hintergrundbeleuchtung verringert sich die Empfindlichkeit der Photorezepto-

ren für zusätzliche Reize . Dabei ist das Verhältnis der Reizschwelle Al für die Erzeugung

einer gegebenen elektrischen Antwort zur Intensität 1 des Hintergrundlichts über eine breite

Spanne der Lichtintensität konstant (AN = c; Weber-Fechner-Beziehung), d .h. der dynami-

sche Bereich der Photorezeptoren ist immer etwa gleich weit (zur Übersicht s . z .B . DOWLING,

1987; PERLMAN und NORMAN, 1998) . Eine Reihe biochemischer Mechanismen ist für die

Empfindlichkeitsanpassung der Photorezeptoren verantwortlich.

Belichtetes Rhodopsin zerfällt nach seiner Deaktivierung in Opsin und die all-trans-Form des

Chromophors Retina! . Dadurch sinkt die Konzentration an aktivierbarem Rhodopsin in den

Außensegmenten. Dieser Mechanismus, das Ausbleichen, beeinflußt die Empfindlichkeit der

Photorezeptoren erst bei Lichtintensitäten, bei denen im Menschen das Zapfensystem die

optische Wahrnehmung dominiert . Er erlaubt den Sehzapfen die Empfindlichkeitsanpassung

über die sechs Größenordnungen der Lichtintensität, die zwischen einem elektrisch be-

leuchteten Raum und hellem Mittagslicht liegen . Zusätzliche biochemische Anpassungen der

Photorezeptoren bei hohen Lichtintensitäten werden möglicherweise über die freie Ca l+

-Konzentration(MATTHEWS et al ., 1996; SAMPATH et al ., 1998) reguliert . Die Empfindlichkeit

der Photorezeptoren wird während der Readaptation an dunklere Verhältnisse bei Zapfen

innerhalb von Minuten und bei Stäbchen innerhalb von etwa einer Stunde wiederhergestellt.

Das entspricht dem Zeitverlauf für die Regeneration von Opsin zu Rhodopsin mit 11-cis-

Retinal.

Bei skotopischem Sehen und im unteren Empfindlichkeitsbereich der Sehzapfen spielt das

Ausbleichen keine Rolle für die Adaptation . In diesem Bereich, der etwa vier Größenordnun-

gen der Lichtintensität umfaßt, sind biochemische Mechanismen an der Empfindlichkeitsan-

passung beteiligt, die durch die freie Ca l+-Konzentration gesteuert werden und auf einer

Zeitskala unterhalb einer Sekunde ablaufen (MATTHEWS et al ., 1990; MATTHEWS, 1996;

CALVERT et al ., 1998) . Bei Belichtung eines Sehstäbchens sinkt die freie Ca l+-Konzentration

von ihrem Dunkelwert von etwa 500 nM abhängig von der Lichtintensität auf Werte bis unter
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50 nM (CERVETTO et al ., 1989 ; LAGNADO et al ., 1992 ; GRAY-KELLER und DETWILER, 1994;

SAMPATH et al ., 1999) . Drei zentrale Mechanismen der Signaltransduktionskaskade unterlie-

gen der Rückkopplung durch Ca
l+ .

• Die Deaktivierung von Rh* durch GRK1 wird wahrscheinlich bei hohen Ca l+-Konzentra-

tionen im Dunklen durch das neuronale Ca l+-Sensorprotein Recoverin gehemmt (GRAY-

KELLER et al ., 1993; KAWAMURA, 1993 ; SENIN et al ., 1997; ERICKSON et al ., 1998; s. aber

OTTO-BRUC et al ., 1998) . Dadurch steigt die Lebensdauer der aktivierten PDE (KAWAMURA

und MURAKAMI, 1991).

• Durch hohe Cal+-Konzentrationen im Dunkelzustand wird über ein lösliches regulatori-

sches Protein die Affinität des CNG-Kanals für cGMP verringert (NAKATANI et al ., 1995;

SAGOO und LAGNADO, 1996) . Der verantwortliche Cal+-bindende Faktor ist wahrscheinlich

Calmodulin (Hsu und MOLDAY, 1993 ; BAUER, 1996 ; s . aber GORDON et al ., 1995 ; REBRIK

und KORENBROT, 1998).

• Die ROS-GC wird bei niedrigen Cal+-Konzentrationen durch ein lösliches regulatorisches

Protein aktiviert (-~ 1 .3 ; KocH und STRYER, 1988 ; DIZHOOR et al ., 1994) . Zwei Isoformen

der ROS-GC (ROS-GC1 und ROS-GC2 ; KocH, 1991 ; SHYJAN et al ., 1992; LÖWE et al .,

1995) und drei Isoformen des regulatorischen Proteins, das die ROS-GC bei niedrigen

Cal+-Konzentrationen aktiviert (GCAP-1, -2 und -3 ; PALCZEWSKI et al ., 1994; DIZHOOR et

al ., 1995; FRINS et al ., 1996 ; HAESELEER et al ., 1999) sind bisher in den Photorezeptoren

von Säugetieren beschrieben worden.

Diese Ca2+-abhängigen Rückkoppelungsmechanismen sind in den letzten Jahren intensiv

untersucht worden, so daß ein quantitatives Modell für die Deaktivierung der Antwort auf

Lichttransienten ausgearbeitet werden konnte (NIKONOV et al ., 1998) . Eine ähnlich genaue

Theorie der Lichtadaptation ist bis jetzt nicht erarbeitet worden . Wahrscheinlich sind neben

den oben beschriebenen Cal+-abhängigen Prozessen noch andere Rückkoppelungsmecha-

nismen an der Adaptation beteiligt (GRAY-KELLER und DETWILER, 1996) . Eine Reihe zusätzli-

cher Mechanismen wurde vorgeschlagen.

• Das Protein Phosducin bindet in Abhängigkeit von seinem Phosphorylierungszustand

GTßy und kontrolliert so die Konzentration an aktivierbarem G T (LEE et al ., 1992; YOSHIDA
et al ., 1994; GAUDET et al ., 1996).

• Die Affinität der inhibitorischen PDEy-Untereinheit für die katalytischen Untereinheiten der

PDE wird durch die Bindung von cGMP an hochaffine, nicht-katalytische cGMP-Bin-

dungsstellen der PDE kontrolliert (ARSHAVSKY et al ., 1992; COTE et al ., 1994 YAMAZAKI et
al ., 1996; MoU et al ., 1999).

• Das Protein GARP, das in drei Spleißformen (GARP-1, -2 und GARP-Domäne der

CNC1 ß-Untereinheit) spezifisch in Sehstäbchen vorkommt, inhibiert die PDE (KöRSCHEN

et al ., 1999) .

6
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• Freies G Tßy vermittelt eine lichtabhängige Inhibierung der ROS-GC (WOLBRING et al .,

1999).

• Das Transducin-GTPase-aktivierende Protein RGS9 inhibiert die ROS-GC (SENO et al .,

1998).

Die tatsächliche physiologische Bedeutung dieser Mechanismen ist bis jetzt nicht geklärt . Die

bekannten Prozesse, die an der Lichtantwort der Photorezeptorzelle und ihrer Regulation

beteiligt sind, werden in Abbildung 1 .2 schematisch dargestellt . Als Schnittstelle zwischen

dem cGMP-Signal und dem Ca l+-Signal der Lichtantwort spielt die partikuläre Guany-

latzyklase ROS-GC eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion der Photorezeptoren.

1 .2 Adenylat- und Guanylatzyklasen

Die zyklischen Nukleotide Adenosin-3' :5'-monophosphat (cAMP) und Guanosin-3' :5'-mono-

phosphat (cGMP) gehören in allen Reichen der Lebewesen zu den wichtigsten intrazellulä-

ren Botenstoffen . Sie regulieren eine Vielzahl zellulärer Prozesse von der Transkription in

Bakterien bis zur Signalverarbeitung in den sensorischen Neuronen des Menschen . Die En-

zyme, die cAMP bzw . cGMP synthetisieren, die Adenylat- bzw . Guanylatzyklasen, bilden die

Proteinsuperfamilie der Purinnukleotidzyklasen . Das gemeinsame Merkmal aller Adenylat-

und Guanylatzyklasen ist ihre hoch konservierte katalytische Domäne . Einige wenige zen-

trale Aminosäuren in dieser Domäne bestimmen die Substratspezifität der Zyklasen

(SUNAHARA et al ., 1998 ; TUCKER et al ., 1998 ; zur Übersicht über die Struktur der katalyti-

schen Domäne s . HURLEY, 1998) . Abgesehen von der konservierten katalytischen Domäne

haben die Adenylat- und Guanylatzyklasen in den verschiedenen Reichen und Stämmen der

Lebewesen sehr verschiedene Primärstrukturen (s . z.B . DANCHIN, 1993). In Wirbeltieren sind

bis jetzt eine Familie der Adenylat- und zwei Familien der Guanylatzyklasen bekannt.

1 .2 .1 Adenylatzyklasen

Die Adenylatzyklasen (AC) der Wirbeltiere sind große integrale Membranproteine mit 12

Transmembrandomänen und zwei cytosolischen katalytischen Domänen . Bis jetzt wurden

neun verschiedene Subtypen der AC in Wirbeltieren gefunden, die sich nach ihrer Gewebe-

spezifität und ihrer Regulation durch verschiedene Faktoren (heterotrimere G-Proteine,

Phosphorylierung, Cal+, Cal+•Calmodulin) unterscheiden (zur Übersicht s . z.B. GILMAN,

1995 ; TAUSSIG und GILMAN, 1995 ; HURLEY, 1999; SIMONDS, 1999) . In Modellsystemen aus

heterolog exprimierten katalytischen Domänen verschiedener AC-Subtypen wurde kürzlich

die Tertiärstruktur der katalytischen Domäne aufgeklärt (TESMER et al ., 1997; ZHANG et al .,

1997) . Die funktionelle Einheit der katalytischen Domäne ist ein Dimer .
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1 .2 .2 Lösliche Guanylatzyklasen

Die löslichen Guanylatzyklasen (sGC) der Wirbeltiere sind heterodimere Proteine aus a- und

ß-Untereinheiten . In Säugetieren wurden bis jetzt jeweils zwei Isoformen der a- und der 13-

Untereinheit gefunden . Jede der Untereinheiten besteht aus einer N-terminalen Bindedo-

mäne für die prosthetische Häm-Gruppe des Holoenzyms, einer zentralen Dimerisierungs-

domäne und der C-terminalen katalytischen Domäne . Die Aktivität der sGC wird durch den

Botenstoff NO- und möglicherweise durch CO reguliert . Durch die Bindung von N& an das

zentrale Eisenatom der prosthetischen Hämgruppe wird die sGC-Aktivität um das bis zu 400-

fache gesteigert . Die sGC der Säugetiere ist ein ubiquitäres Protein . Bis jetzt sind keine

funktionellen Unterschiede zwischen den verschiedenen bekannten Isoformen der sGC be-

kannt (zur Übersicht s . z .B. HOBBS, 1997 ; DENNINGER und MARLETTA, 1999 ; KOESLING und

FRIEBE, 1999) . Über die Tertiärstruktur der sGC ist bis jetzt sehr wenig Information verfügbar.

Die Tertiärstruktur der katalytischen Domäne wurde auf der Grundlage der bekannten

Struktur der katalytischen Domäne der AC modelliert (Liu et al ., 1997) . Mutationsstudien

haben die Gültigkeit des Modells bestätigt (YuEN et al ., 1994; SUNAHARA et al ., 1998) . Wie

bei den AC ist die funktionelle katalytische Domäne der sGC ein Dimer.

1 .2 .3 Peptidrezeptoren und neuronale Guanylatzyklasen

Die zweite Familie der Guanylatzyklasen in Wirbeltieren wird durch die partikulären Guany-

latzyklasen (GC) gebildet . Ihre Domänenstruktur wird in Abbildung 1 .3 gezeigt.

-200 AS

	

-200 AS

extrazelluläres Medium

	

intrazelluläres Medium (Zytosol)

Zellmembran

Abbildung 1 .3 Schematische Darstellung der Domänenstruktur der partikulären Guanylatzy-
klasen ; LS : N-terminales Signalpeptid ; ECD : Extrazelluläre Domäne, TM : Trans-
membrandomäne JMD : Juxtamembrandomäne, KHD : Tyrosinkinase-Homologiedo-
mäne, DD : Putative Dimerisierungsdomäne, CCD : Katalytische Domäne, C-T: C-
Terminus.

Die partikulären GC sind integrale Membranproteine mit einer einzelnen Transmembrando -
mäne (-* Abbildung 1 .3, TM) . Die große, extrazelluläre N-terminale Domäne (-4 Abbildung
1 .3, ECD), die fast die Hälfte des Proteins (etwa 500 AS) umfaßt, hat je nach Subtyp (s .u .)
eine sehr verschiedene Primärstruktur . Eine Reihe homologer Cysteinreste in der ECD ist

NH
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aber zwischen den Subtypen konserviert (s . z .B . Yu et al ., 1997; SCHULZ et al ., 1998) Diese

Cysteinreste tragen wahrscheinlich durch konservierte Cystin-Brücken zur Ausbildung der

korrekten Tertiärstruktur der ECD und zur Dimerisierung der GC bei (ITAKURA et al ., 1994;

STULTS et al ., 1994; LABRECQUE et al ., 1999) . An die Transmembrandomäne (TM) schließt

sich intrazellulär eine Domäne von etwa 100 AS an, die als Juxtamembrandomäne (-

Abbildung 1 .3, JMD) bezeichnet wird. Die Primärstruktur der JMD ist innerhalb einer Unter-

familie (s.u .) der partikulären GC konserviert, aber nicht zwischen den Unterfamilien . Die

JMD hat wahrscheinlich jeweils eine Funktion für die subtypspezifische Regulation der par-

tikulären GC (GORACZNIAK et al ., 1992; KOLLER et al ., 1992; DUDA et al ., 1993; DESHMANE et

al ., 1997 ; POTTER und HUNTER, 1998a,b) . C-terminal schließt sich an die JMD eine Domäne

mit hoher Homologie zur katalytischen Domäne von Rezeptortyrosinkinasen (-> Abbildung

1 .3, KHD) an. Die KHD umfaßt etwa 200 AS und ist in allen partikulären GC konserviert . Die

Sequenz der KHD weicht in einigen kritischen Aminosäurepositionen von der Konsensusse-

quenz des katalytischen Zentrums der Tyrosinkinasen ab (s . z .B. FOSTER et al ., 1999) . Damit

ist wahrscheinlich keine der bekannten partikulären GC eine Tyrosinkinase . In einer bio-

chemischen Präparation der partikulären Guanylatzyklase ROS-GC1 wurde aber eine Serin-

/Threoninkinaseaktivität gefunden, die auch die Phosphorylierung der ROS-GC1 selbst

katalysiert (APARICIO und APPLEBURY, 1996) . Die genaue Funktion der KHD für die partikulä-

ren GC ist nicht bekannt . Die Deletion der KHD führte in Mutationsstudien mit verschiedenen

partikulären GC zum Verlust der jeweiligen physiologischen Regulation (CHINKERS und

GARBERS, 1989; KOLLER et al ., 1992 ; DUDA et al ., 1996a; DESHMANE et al ., 1997) . Nach der

KHD folgt eine kleine Domäne von etwa 50 AS, die wahrscheinlich eine amphipathische, a-

helikale Sekundärstruktur ausbildet und an der Dimerisierung der partikulären GC beteiligt ist

(Dimerisierungsdomäne ; -3 Abbildung 1 .3, DD; WILSON und CHINKERS, 1995) . Homologe

Domänen' finden sich auch in den Untereinheiten der sGC, in den meisten Subtypen der AC

in Wirbeltieren und in den Purinnukleotidzyklasen niederer Organismen und erfüllen dort

möglicherweise eine ähnliche Funktion . Unmittelbar auf die DD folgt die katalytische Domäne

(-3 Abbildung 1 .3, CCD). Ihre Tertiärstruktur wurde, wie die der sGC, auf der Grundlage der

bekannten Struktur der katalytischen Domäne der AC modelliert (Ltu et al ., 1997) . Die

Gültigkeit des Modells wurde durch Mutationsstudien bestätigt (THOMPSON und GARBERS,

1995; TUCKER et al, 1998) . Die minimale funktionelle Einheit der partikulären GC ist also ein

Dinier. Die Region, die C-terminal auf die CCD (C-Terminus ; -3 Abbildung 1 .3, C-T) folgt, ist

zwischen den verschiedenen Subtypen der partikulären GC nicht konserviert . Die Länge des

C-T beträgt je nach Subtyp 5 AS - 70 AS . Über die Funktion des C-T ist nur wenig bekannt

(zur Funktion des C-T im Subtyp C der partikulären GC s . WADA et al ., 1996).

1 Domäne #520 ; ProDom protein domain family database, release 99 .1 ; http://www .toulouse.inra.fr/prodom .html
(CORPET et al ., 1999) .
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Bis jetzt sind in Säugetieren sechs Subtypen der partikulären GC molekular identifiziert wor-

den, nämlich GC-A (SINGH et al ., 1988; CHINKERS et a1 .,1989), GC-B (SCHULZ et al ., 1989),

GC-C (SCHULZ et al ., 1990), GC-D (FÜLLE et al ., 1995), GC-E (RetGC-1, ROS-GC1 ; SHYJAN

et al ., 1992; GORACZNIAK et al ., 1994), GC-F (Ret-GC2, ROS-GC2; LowE et al ., 1995; YANG

et al ., 1995) und GC-G (SCHULZ et al ., 1998) . Durch den Vergleich der Primärstrukturen kann

man die partikulären GC der Säugetiere in drei Unterfamilien einteilen . Die erste wird durch

GC-A, -B und -G gebildet, die zweite durch GC-D, GC-E (ROS-GC1) und GC-F (ROS-GC2).

Die GC-C kann in keine dieser beiden Unterfamilien eingeordnet werden und bildet

deswegen alleine die dritte (-4 Abbildung 1 .4).

Aufgrund ihrer bekannten oder wahrscheinlichen Funktion und Regulation lassen sich die

partikulären GC in Peptidrezeptoren (GC-A, -B und -C) und neuronale GC einteilen (GC-D,

GC-E und GC-F; die GC-E bzw. die GC-F werden im folgenden als ROS-GC1 bzw . ROS-

GC2 bezeichnet, um sie als die Isoformen der Guanylatzyklase in Photorezeptoraußenseg-

menten, ROS-GC, zu kennzeichnen) . Die Peptidrezeptor-GC werden hauptsächlich durch

die Bindung extrazellulärer Liganden reguliert (-4 1 .2.3 .1), während die neuronalen GC

hauptsächlich auf die intrazelluläre Cal+-Konzentration reagieren (-4 1 .3) . Außerdem exis-

tieren biochemische Daten, die darauf hindeuten, daß es in glattem Muskelgewebe eine

partikuläre GC-Aktivität gibt, die durch heterotrimere G-Proteine reguliert wird (LIPPO DE

BECEMBERG et al ., 1995) . Die molekulare Identität der verantwortlichen GC und die physiolo-

gische Bedeutung eines solchen Regulationsmechanismus sind jedoch unklar.

GC-A

GC-B

GC-G

GC-D

GC-F (ROS-GC2)

GC-E (ROS-GC1)

GC-C

Abbildung 1 .4 Primärstrukturvergleich der partikulären Guanylatzyklasen aus Säugetieren -
Dendrogramm ; Ergebnis der Primärstrukturanalyse mit dem Programm CLUSTAL
(HIGGINS und SHARP, 1988) .
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1 .2 .3 .1 Peptidrezeptoren

Die GC-A bzw . -B sind Rezeptoren für die natriuretischen Peptidhormone der Typen A und B

bzw. C. Die Peptidliganden binden kooperativ an die ECD eines GC-Rezeptordimers und

aktivieren damit die CCD . Die Aktivierung der CCD erfordert die Bindung von ATP an eine

Bindungsstelle in der JMD (DUDA et al ., 1993; GORACZNIAK et al ., 1992) . Der genaue Me-

chanismus, mit dem das Aktivierungssignal auf die CCD übertragen wird, ist noch nicht voll-

ständig geklärt (s. z .B . WILSON und CHINKERS, 1995 ; LABRECQUE et al ., 1999 ; MIsoNO et al .,

1999) . Die Rezeptoren GC-A oder GC-B sind im Endothel aller Organe und in einer Reihe

anderer Zelltypen vorhanden und steuern über die zelluläre cGMP-Konzentration z .B . den

Blutdruck und die Harnsekretion in der Niere (zur Übersicht s . z .B. SCHULZ und WALDMAN,

1999) . Die Disruption des Gens für GC-A führt in transgenen Mäusen zu konstitutivem Blut-

hochdruck (LOPEZ et al ., 1995) . Mehr als 90 % der Bindestellen für die natriuretischen Pep-

tide im Endothel werden aber nicht durch die Rezeptor-Guanylatzyklasen GC-A und -B,

sondern durch den Rezeptor NPR-C gebildet, der die Primärstruktur einer „halben" partiku-

lären Guanylatzyklase hat (FULLER et al ., 1988) . Die ECD und die Transmembrandomäne

des NPR-C sind den entsprechenden Domänen der GC-A und -B homolog, die intrazelluläre

Domäne des NPR-C besteht aber nur aus 37 AS . Möglicherweise koppelt diese kurze intra-

zelluläre Domäne des NPR-C bei Bindung eines Liganden über heterotrimere G-Proteine an

einen intrazellulären Signalweg, der zur Aktivierung der endothelialen . NO-Synthase und

damit schließlich zur Aktivierung der löslichen Guanylatzyklase führt (sGC, -> 1 .2.2 ; MURTHY

et al ., 1998; MURTHY und MAKHLOUF, 1999).

Für die partikuläre Guanylatzyklase GC-G, die am nächsten mit den Peptidrezeptoren GC-A

und -B verwandt ist (- Abbildung 1 .4), ist bis jetzt noch kein Ligand und keine Funktion be-

kannt.

Die GC-C kommt hauptsächlich in den Bürstensäumen der Dünndarmschleimhaut vor und ist

dort und in anderen Geweben wahrscheinlich an der Regulation des Flüssigkeitshaushaltes

beteiligt . Die physiologischen Liganden, die die GC-C durch die Bindung an die ECD

aktivieren, sind die Peptide der Guanylin-Familie (zur Übersicht s . z.B. FORTE, 1999) . Die

hitzestabilen Enterotoxine (STa), die von einer Reihe pathogener Darmbakterien gebildet

werden, binden ebenfalls an die ECD der GC-C und aktivieren sie (SCHULZ et al ., 1990).

Durch die erhöhte cGMP-Konzentration in den Zellen der Dünndarmwand wird die Regula-

tion des Flüssigkeitstransports gestört, was zu den typischen Durchfallssymptomen einer

Darminfektion führt . Transgene Mäuse, deren Gen für die GC-C disruptiert wurde, sind

scheinbar normal lebensfähig, aber resistent gegen die Wirkung von STa (MANN et al .,

1997) .
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1 .2.3.2 Neuronale partikuläre Guanylatzyklasen

Die Unterfamilie der partikulären Guanylatzyklasen der Säugetiere, die durch die GC-D, die

ROS-GC1 und die ROS-GC2 gebildet wird, unterscheidet sich von den anderen Unterfami-

lien dadurch, daß ihre Mitglieder nur in den Nervenzellen sensorischer Gewebe und dabei

hauptsächlich in ciliären sensorischen Neuronen vorkommen.

Die GC-D wurde zuerst aus dem olfaktorischen Epithel kloniert (FÜLLE et al ., 1995) und wird

spezifisch in einer begrenzten Subpopulation der olfaktorischen Rezeptorneurone exprimiert,

die sich auch durch das Vorkommen einer cAMP-/cGMP-Phosphodiesterase des Subtyps 2

(cGMP-aktiviert) von den anderen olfaktorischen Rezeptorneuronen unterscheidet (JUILFS et

al ., 1997) . Möglicherweise existiert also in dieser Subpopulation eine Signaltransduktions-

kaskade, die sich von der gut untersuchten cAMP-Kaskade der olfaktorischen Transduktion

unterscheidet (zur Übersicht s . z .B . FRINGS, 1999).

Die ROS-GC1 (retGC-1, GC-E) wurde aus Photorezeptorau ßensegmenten biochemisch

gereinigt und kloniert (SHYJAN et al ., 1992; GORACZNIAK et al ., 1994) und ihre Expression in

der Retina und im Pinealorgan (YANG et al ., 1995 ; VENKATARAMAN et al ., 1998) nachgewie-

sen. Bei einer PCR-Studie wurde die cDNA für ROS-GC1 außerdem im Corti'schen Organ

der Hörschnecke gefunden (SEEBACHER et al ., 1999). Die Haarzellen des Corti'schen Organs

sind, wie die Photorezeptoren der Netzhaut und die olfaktorischen Rezeptorneurone des

Riechepithels, ciliäre sensorische Neurone . Die ROS-GC1 wurde in Photorezeptoraus-

sensegmenten immunhistochemisch nachgewiesen (DIzHOOR et al ., 1994 ; LM et al ., 1994;

COOPER et al, 1995 ; HALLET et al ., 1996) . Die Außensegmente der Zapfen wurden dabei

durch Antikörper gegen ROS-GC1 immer deutlich stärker markiert als die Außensegmente

der Sehstäbchen . Die zweite Isoform der ROS-GC, ROS-GC2 (retGC2, GC-F) wurde aus

einer retinalen cDNA-Bibliothek kloniert . Ihre Expression in Photorezeptoren wurde nachge-

wiesen (LowE et al ., 1995) . Bis jetzt wurde die ROS-GC2 in keinem anderen Gewebe als der

Netzhaut gefunden . In Sehstäbchenaußensegmenten kommen sowohl ROS-GC1 als auch

ROS-GC2 vor (YANG und GARBERS, 1997) . Die ROS-GC1 ist aber wahrscheinlich die vor-

herrschende Isoform der ROS-GC in Sehstäbchenaußensegmenten (ROS) . Die Sequenzen

von Peptiden, die aus biochemisch gereinigten Präparationen der ROS-GC gewonnen wur-

den, stimmten immer mit den Sequenzen der entsprechenden Regionen der ROS-GC1, nicht

aber der ROS-GC2, überein (MARGULIS et al ., 1993 ; KOCH et al ., 1994) . Mehr als 90 % der

GC-Aktivität in einer Präparation von Photorezeptoraußensegmenten aus der stäbchen-

dominierten Netzhaut des Rindes können durch einen Antikörper, der spezifisch gegen ROS-

GC1 gerichtet ist, immunpräzipitiert werden 2. Auch in den Außensegmenten der Zapfen ist

die ROS-GC1 wahrscheinlich die vorherrschende Isoform der ROS-GC . Bei erblichen

Netzhauterkrankungen (Leber'sche kongenitale Amaurose, LCA, und Zapfen-Stäbchen-Dys-
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trophie, CORD), die durch einen Defekt im Gen für ROS-GC1 verursacht werden, sind die

Zapfen der Netzhaut stark geschädigt, wohingegen der begleitende Verlust der Seh-

stäbchenfunktion beim Krankheitsbild der CORD ein sekundärer Effekt zu sein scheint

(PERRAULT et al ., 1996 ; KELSELL et al ., 1998) . Transgene Mäuse, deren Gen für ROS-GC1

disruptiert wurde, verlieren innerhalb weniger Wochen nach der Geburt ihre Zapfen . Die

Zapfen dieser Tiere zeigen von Anfang an keine elektrische Antwort auf Licht . Die Seh-

stäbchen der transgenen Mäuse haben eine normale Morphologie . Die elektrische Lichtant-

wort der Sehstäbchen unterscheidet sich von der Lichtantwort der Sehstäbchen einer Wild-

typ-Maus u .a. durch höhere Lichtsensitivität und eine beschleunigte Deaktivierungskinetik

(YANG et al ., 1999) . In den Sehstäbchen kann der Verlust der ROS-GC1 also wahrscheinlich

durch die ROS-GC2 kompensiert werden, wobei sich ein verschobenes Gleichgewicht zwi-

schen den Rückkoppelungsmechanismen einstellt, die die Sensitivität der Signaltransdukti-

onskaskade regulieren (--> 1 .1 .4) . In den Zapfen ist eine Kompensation des Verlustes der

ROS-GC1 nicht möglich . Bis jetzt ist keine erbliche Netzhauterkrankung bekannt, die durch

einen Defekt im Gen für die ROS-GC2 hervorgerufen wird . Nach der chromosomalen Lokali-

sation des menschlichern Gens für ROS-GC2 (GUC2F) besteht jedoch die Möglichkeit einer

Verbindung mit dem Krankheitsbild der heterosomal erblichen (X-gekoppelten) Retinitis

Pigmentosa (XLRP), das durch eine langsame progressive Degeneration der Sehstäbchen

gekennzeichnet ist (YANG et al ., 1996).

Bei einigen der oben erwähnten immuncytochemischen Studien wurden neben den Außen-

segmenten von Photorezeptoren auch die Synapsen der Photorezeptoren und bestimmte

Neurone der inneren Retina durch Antikörper gegen ROS-GC1 angefärbt (LIu et al ., 1994;

COOPER et al ., 1995) . Diese Anfärbung war aber immer schwächer als die der Photorezep-

toraußensegmente . Die Vorstellung, daß eine der Isoformen der ROS-GC in Neuronen der

inneren Retina exprimiert wird, wird dadurch unterstützt, daß auch GCAP-2 in der inneren

Retina gefunden wurde (OTTO-BRUC et al ., 1997a; CUENCA et al ., 1998 ; HowES et al ., 1998;

KACHI et al ., 1999) . Das Cal+-bindende Protein GCAP-2 ist ein spezifischer physiologischer

Regulator der ROS-GC (-> 1 .3).

2 K.-W . Koch, pers . Mitteilung .
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12 Die Regulation der Guanylatzyklase in

Photorezeptorau ßensegmenten

Eine der zentralen Eigenschaften der Guanylatzyklase der Photorezeptoraußensegmente

(ROS-GC) ist ihre Regulation durch die intrazelluläre freie Ca l+-Konzentration ([Ca 2+]) . Durch

die Belichtung der Photorezeptoren sinkt die [Ca2+] von etwa 500 nM auf etwa 50 nM ab.

Diese Änderung der [Ca2+] führt zur Erhöhung der GC-Aktivität in ROS um etwa eine Grös-

senordnung. Der Einfluß der [Ca2+] auf die Aktivität der ROS-GC wird durch ein lösliches

Protein der Photorezeptoraußensegmente (GCAP, s .u.) vermittelt (KOCH und STRYER, 1988;

DIZHOOR et al ., 1994) . Die gereinigte ROS-GC ist unempfindlich gegenüber der [Ca 2+] . Außer

durch Ca2+-freies GCAP wird die ROS-GC auch durch ATP allosterisch aktiviert (LAMBRECHT

UND KOCH, 1991 ; FRINS, 1996; LAURA et al ., 1996) . Der Einfluß von ATP ist wahrscheinlich

nicht auf eine Phosphorylierung zurückzuführen, da nicht-hydrolysierbare ATP-Analoga den

gleichen Effekt haben . Das ATP bindet intrazellulär an eine Bindungsstelle in der JMD oder

der KHD, die bis jetzt nicht identifiziert wurde (LAURA et al ., 1996) . Die intrazelluläre allosteri-

sche Regulation durch ATP ist ein gemeinsames Merkmal der ROS-GC und der Peptidre-

zeptor-GC (-- 1 .2.3 .1).

Bis jetzt wurden zwei Isoformen der ROS-GC gefunden, ROS-GC1 und ROS-GC2 (->

1 .2.3 .2). Die erste Isoform des löslichen Proteins (GCAP), das für die Ca 2+-abhängige Akti-

vierung der ROS-GC verantwortlich ist, GCAP-1, wurde biochemisch aus Photorezeptoraus-

sensegmenten gereinigt und kloniert (GORCZYCA et al ., 1994; PALCZEWSKI et al ., 1994; FRINS

et al ., 1996) . GCAP-1 ist wahrscheinlich die häufigste Isoform von GCAP in Photorezeptor-

außensegmenten (OTTO-BRUC et al ., 1997a) . Zwei weitere Isoformen, GCAP-2 (DlzHooR et

al ., 1995) und GCAP-3 (HAESELEER et al ., 1999), wurden aus der Netzhaut kloniert . Alle drei

Isoformen von GCAP aktivieren jeweils beide Isoformen der ROS-GC, allerdings mit unter-

schiedlichen EC 50-Werten und unterschiedlichen Werten für die maximale Aktivierung durch
GCAP. GCAP-1 ist danach ein effektiverer Aktivator für die ROS-GC1, während GCAP-2

effektiver auf die ROS-GC2 wirkt (s . z .B. GORACZNIAK et al ., 1998 ; LAURA und HURLEY, 1998;
HAESELEER et al ., 1999). Diese Unterschiede sind allerdings wahrscheinlich zum Teil auf die

Eigenschaften der verschiedenen verwendeten Expressionssysteme zurückzuführen, so daß

dadurch nicht eine GCAP-Isoform einer ROS-GC-Isoform eindeutig als physiologischer
Aktivator zugeordnet werden kann . Bei immunhistochemischen Lokalisationsstudien (FRINS
et al ., 1996; CUENCA et al ., 1998; HOWES et al ., 1998; KACHI et al ., 1999) wurde die stärkste

Anfärbung mit GCAP-1-spezifischen Antikörpern immer in den Außensegmenten der Zapfen
beobachtet . Auch die Sehstäbchenaußensegmente wurden immer durch Antikörper gegen
GCAP-1 angefärbt. Dieses Verteilungsmuster entspricht dem, das für die ROS-GC1
beobachtet wurde (--> 1 .2.3.2) . Die Immunreaktivität gegen GCAP-2-spezifische Antikörper
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war in den immunhistochemischen Studien jeweils sowohl in Stäbchen als auch in Zapfen zu

beobachten, wobei neben den Außensegmenten auch Innensegmente und die synaptischen

Regionen angefärbt wurden . Außerdem wurde GCAP-2 auch in Zellen der inneren Retina

gefunden (OTTO-BRuc et al ., 1997a; CUENCA et al ., 1998 ; HowES et al ., 1998; KACHI et al .,

1999) . Auch diese Untersuchungen erlauben es nicht, GCAP-1 oder GCAP-2 eindeutig als

Aktivatoren einer bestimmten ROS-GC-Isoform zu identifizieren . Die Verteilung von GCAP-3

wurde bis jetzt nicht untersucht.

Die Ca2+-abhängige Regulation der ROS-GC durch GCAP erfolgt intrazellulär . Eine Deletion

der ECD hat keinen Einfluß auf die Regulation durch GCAP (DUDA et al ., 1996a; LAURA et

al ., 1996 ; GORACZNIAK et al ., 1998) . Es ist unklar, ob die ECD überhaupt eine Funktion für

die Regulation der neuronalen partikulären Guanylatzyklasen GC-D, ROS-GC1 und ROS-

GC2 hat. Ein extrazellulärer Ligand wurde bis jetzt für keine dieser drei partikulären GC ge-

funden . In den Außensegmenten von Sehstäbchen ist die ROS-GC hauptsächlich in den

Membranen der Disks zu finden (HALLET et al ., 1996; YANG und GARBERS, 1997) . Damit hat

die ECD der ROS-GC hier keinen Kontakt zum extrazellulären Medium . Die GC-D der ol-

faktorischen Rezeptorneurone wird möglicherweise ebenfalls intrazellulär durch ein GCAP-

ähnliches Protein reguliert (MOON et al ., 1998).

An der intrazellulären Regulation der ROS-GC durch GCAP sind wahrscheinlich mehrere

Regionen der ROS-GC beteiligt . Wenn gleichzeitig die JMD und die KHD in der ROS-GC1

deletiert werden, wird die Regulation durch GCAP-1 massiv beeinträchtigt (DUDA et al.

1996a; LAURA et al ., 1996) . Folgestudien des Labors von Dr . R.K. Sharma zeigten, daß die

Regulation durch GCAP-2 bei Deletion der JMD und der KHD erhalten bleibt und daß die

Affinität der ROS-GC1 und der ROS-GC2 für GCAP-2 durch die katalytische Domäne (CCD)

bestimmt werden (KRISHNAN et al ., 1997 ; GORACZNIAK et al ., 1998) . Im Widerspruch dazu

zeigten Studien des Labors von Dr. J.B. Hurley, daß GCAP-2 die JMD/KHD der ROS-GC1

vor dem proteolytischen Abbau durch Trypsin schützt und daß die JMD/KHD die Affinität der

jeweiligen ROS-GC-Isoform für GCAP-2 bestimmt (TUCKER et al ., 1997; LAURA und HURLEY,

1998) . Die widersprüchlichen Ergebnisse der erwähnten Studien sind möglicherweise zum

Teil auf die unterschiedlichen verwendeten Expressionssysteme zurückzuführen . GCAP-2,

eine Cal+-unabhängig aktivierende Mutante von GCAP-1 (s .u.) und das homologe, Cal+-un-

abhängig inhibierende Protein GCIP (s .u .) können sich gegenseitig aus dem Komplex mit der

ROS-GC verdrängen (LI et al ., 1998 ; RUDNICKA-NAWROT et al ., 1998) . Während die vor-

liegende Arbeit durchgeführt wurde, wurde durch eine Peptidstudie eine Region in der CCD

der ROS-GC1 identifiziert, die wahrscheinlich eine zentrale Funktion für die Regulation durch

GCAP-1 hat. Die Affinität des entsprechenden Peptides für GCAP-2 ist dabei größer als für

GCAP-1 (SOKAL et al ., 1999a) . Die Ergebnisse der verschiedenen erwähnten Studien führen

zu einem Modell, nach dem GCAP-1 und GCAP-2 in der Quartärstruktur des Komplexes mit

ROS-GC1 bzw . ROS-GC2 sterisch identische oder stark überlappende Positionen einneh-
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men, aber unterschiedlich stark mit verschiedenen Regionen der ROS-GC-Isoformen wech-

selwirken.

GCAP-1 und -2 sind homologe Cal+-bindende Proteine. Sie gehören, wie Recoverin, zur

Unterfamilie der neuronalen Ca l+-Sensoren in der Familie der 4-EF-Hand-Proteine, deren

Prototyp das ubiquitäre Protein Calmodulin ist . In den Isoformen von GCAP bilden jeweils

drei der vier EF-Hand-Signaturen (EF-Hand 2 - 4) funktionelle Ca l+-Bindungsstellen . Sowohl

natives GCAP-1 als auch natives GCAP-2 sind N-terminal mit Myristinsäure oder einer ver-

wandten Fettsäure modifiziert (PALCZEWSKI et al ., 1994; OLSHEVSKAYA et al ., 1997) . Obwohl

GCAP-1 und -2 funktionell sehr ähnlich sind, ist ihre Primärstruktur nicht sehr stark konser-

viert (29 % Identität und 53 % Homologie der Aminosäuresequenz bei GCAP-1 und -2 aus

dem Rind) . Die homologen Aminosäureaustausche y99c (GCAP-1) und Y '° 'c (GCAP-2) ha-

ben unterschiedliche funktionelle Konsequenzen (DIZHOOR et al ., 1998) . Wahrscheinlich ist

die große funktionelle Ähnlichkeit der beiden Proteine in einer homologen Tertiärstruktur mit

konservierten Sekundärstrukturelementen begründet. Mutanten, bei denen die drei funk-

tionellen EF-Hände nicht mehr fähig sind, Cal+ zu binden, aktivieren die ROS-GC unabhän-

gig von der [Ca21. Das gilt sowohl für GCAP-1 als auch für GCAP-2 (DIzHOOR und HURLEY,

1996; RUDNICKA-NAWROT et al ., 1998) . Ein homologes Protein aus Amphibien, GCIP, dessen

Primärstruktur, außer einer dysfunktionellen EF-Hand 4, keine unmittelbar auffälligen

Abweichungen von der Konsensussequenz für GCAP-1 und -2 zeigt (35 % bzw . 31 % Ho-

mologie zwischen GCIP und GCAP-1 bzw. GCAP-2 aus Rana pipiens), ist ein Ca2+-unab-

hängiger Inhibitor der ROS-GC (Lt et al ., 1998) . Zwei kürzlich durchgeführte Mutagenese-

studien, bei denen Chimären aus GCAP-1 und Recoverin bzw. aus GCAP-2 und dem

neuronalen Ca2+-Sensorprotein Neurocalcin S untersucht wurden, zeigten, daß bei GCAP-1

und GCAP-2 jeweils in etwa die selben Bereiche der Primärstruktur für die verschiedenen

funktionellen Aspekte der Regulation der ROS-GC verantwortlich sind . Die verschiedenen

untersuchten Mutanten hatten jeweils gleiche Einflüsse auf die Regulation der nativen ROS-

GC, der heterolog exprimierten ROS-GC1 und der heterolog exprimierten ROS-GC2

(KRYLOV et al ., 1999 ; OLSHEVSKAYA et al ., 1999) . Zusammengenommen unterstützen diese

Studien die Vorstellung, daß der Mechanismus für die Regulation der ROS-GC durch GCAP

in seinen zentralen Aspekten isoformunabhängig ist . Die Tertiärstruktur von GCAP-2 im
Ca2+-gebundenen Zustand wurde kürzlich aufgeklärt (AMES et al ., 1999) . Während der näch-
sten Jahre ist die Aufklärung der Struktur von Ca2+-freiem GCAP-2 und die Aufklärung der
Struktur von GCAP-1 zu erwarten . Damit wird es möglich sein, die Ca2+-abhängige Konfor-
mationsänderung beider Proteine im Detail zu verstehen.

Nach den oben erwähnten Mutagenesestudien ist sowohl bei GCAP-1 als auch bei GCAP-2

die Region zwischen den EF-Händen 2 und 3 zentral an der Aktivierung der ROS-GC betei-
ligt . Durch eine Peptidstudie, die parallel zu der vorliegenden Arbeit in unserem Labor

durchgeführt wurde, wurde eine Region von 15 AS Länge zwischen den EF-Händen 2 und 3
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von GCAP-1 als zentrale, Ca l+-unabhängige Bindungsstelle für ROS-GC identifiziert

(SCHREM et al ., 1999) . Auch bei anderen Studien waren Hinweise darauf gefunden worden,

daß die ROS-GC und GCAP in Photorezeptoraußensegmenten unabhängig von der [Ca2+]

einen Komplex bilden (DuDA et al ., 1996a; OTTO-BRUC et al ., 1997b; RUDNICKA-NAWROT et

al ., 1998).

Ein weiteres Ergebnis der Arbeit von SCHREM et al . (1999) war, daß die ROS-GC wahr-

scheinlich einen Komplex mit Tubulin bildet . Bereits in frühen Arbeiten zur Charakterisierung

der partikulären Guanylatzyklase aus Photorezeptoraußensegmenten wurde festgestellt, daß

die GC-Aktivität selektiv in zytoskeletalen Fraktionen angereichert wurde (FLEISCHMAN und

DENISEVICH, 1979 ; FLEISCHMAN et al ., 1980). Bei der biochemischen Reinigung wird die

ROS-GC zusammen mit dem Zytoskelett von den solubilisierten Membranproteinen getrennt

und kann nur duch hohe Salzkonzentrationen aus der partikulären Fraktion extrahiert werden

(KocH, 1991) . Von HALLETT et al . (1996) wurde gezeigt, daß das Strukturprotein Actin in

einem Overlayexperiment an die ROS-GC bindet . Ob die Wechselwirkung der ROS-GC mit

dem Zytoskelett nur eine Funktion für die Lokalisierung in Photorezeptoraußensegmenten

hat, oder ob dadurch auch die Aktivität der ROS-GC reguliert wird, ist nicht geklärt .
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1 .4 Zielsetzung und experimenteller Ansatz

Die partikuläre Guanylatzyklase aus Photorezeptoraußensegmenten, ROS-GC, hat als

Schnittstelle zwischen dem cGMP-Signal und dem Ca 2t-Signal der Lichtantwort eine zentrale

Funktion für die Phototransduktion in Wirbeltieren . Die vorherrschende lsoform der ROS-GC,

ROS-GC1, ist gleichzeitig der Prototyp für die neuronale Unterfamilie der partikulären

Guanylatzyklasen der Wirbeltiere . Die intrazelluläre Cal+-abhängige Regulation der neu-

ronalen Guanylatzyklasen ROS-GC1 bzw . -GC2 durch die Isoformen des Ca l+-bindenden

Proteins GCAP erfolgt durch einen neuartigen, noch weitgehend ungeklärten Mechanismus.

Es war das Ziel dieser Arbeit, Regionen der ROS-GC1 zu identifizieren, die eine zentrale

Funktion für die Regulation durch GCAP-1 haben, um dadurch zum Verständnis dieses neu-

artigen Regulationsmechanismus beizutragen.

Für die Identifizierung regulatorischer Regionen der ROS-GC1 sollte eine Peptidbibliothek

hergestellt werden, die ausgewählte (- 1 .4.1) intrazelluläre Domänen der ROS-GC1 in ei-

nem feinen Raster abbildet . Die Peptide dieser Bibliothek sollten dann in zwei Durchmuste-

rungsansätzen eingesetzt werden, um solche Peptide zu identifizieren, die die Ca l+-abhän-

gige Aktivierung der ROS-GC durch GCAP stören, und um Peptide zu finden, die direkt mit

GCAP-1 wechselwirken . Die identifizierten Peptide sollten dann näher untersucht werden,

um die Funktion der entsprechenden Regionen der ROS-GC1 für die Ca l+-abhängige Regu-

lation durch GCAP-1 aufzuklären . Parallel dazu sollten Mutanten der ROS-GC1 hergestellt

werden, bei denen die entsprechenden Regionen deletiert worden waren, um deren Funktion

durch einen zweiten, unabhängigen Ansatz zu untersuchen . Die gewonnenen Ergebnisse

sollten dann in einem Modell für die Cal+-abhängige Regulation der neuronalen partikulären

Guanylatzyklasen integriert werden, um die Zielsetzung für weitergehende Untersuchungen

definieren zu können.

1 .4 .1 Auswahl der untersuchten Domänen der ROS-GC1

Die ROS-GC1 ist ein großes Transmembranprotein von 1110 AS Länge . Die hergestellte

Peptidbibliothek sollte die Sequenz der ROS-GC1 in einer möglichst dichten Folge überlap-

pender Peptide abbilden, um nicht durch ein zu grobes Raster der Abbildung entscheidende

Information zu verlieren . Gleichzeitig sollte der experimentelle Aufwand für die Herstellung

und die Durchmusterung der Peptidbibliothek vernünftig begrenzt werden . Daher war es

notwendig, eine Auswahl abzubildender Domänen aus der gesamten Primärstruktur der

ROS-GC1 zu treffen.

Als diese Arbeit begonnen wurde, war bekannt, daß die Ca l+-abhängige Regulation der

ROS-GC1 durch GCAP-1 intrazellulär erfolgt und die ECD keine Funktion für diese Regula -
tion hat . Außerdem war bekannt, daß die Deletion der JMD/KHD zum Verlust der Regulation
durch GCAP-1 führt . Nur partikuläre Guanylatzyklasen aus der neuronalen Unterfamilie wer-
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den durch die Isoformen von GCAP Ca l+-abhängig reguliert, im Gegensatz zu den Peptid-

rezeptoren GC-A, -B und -C, die durch Ligandenbindung an ihre ECD aktiviert werden . Da-

her wurde die Annahme gemacht, daß die Primärstruktur der Regionen der ROS-GC1, die

für die Regulation durch GCAP-1 verantwortlich sind, zwischen der ROS-GC1 und der ROS-

GC2 (und möglicherweise der GC-D), nicht aber zwischen der ROS-GC1 und den Peptidre-

zeptor-GC konserviert ist.

In Abbildung 1 .5 wird der paarweise Primärstrukturvergleich der ROS-GC1 mit den neurona-

len Guanylatzyklasen ROS-GC2 und GC-D (Abbildung 1 .5 A,B) bzw mit den Peptidrezepto-

ren GC-A und GC-C (Abbildung 1 .5 C,D) bildhaft in Form eines Dotplots gezeigt . Homologe

Regionen in den verglichenen Proteinen erscheinen dabei als Linien, die parallel zur Diago-

nalen der jeweiligen Schaubilder verlaufen . Man erkennt, daß die ECD und die JMD inner-

halb der Unterfamilie der neuronalen partikulären GC konserviert sind, aber nicht zwischen

den neuronalen partikulären GC einerseits und den Peptidrezeptor-GC andererseits . Damit

war es sehr wahrscheinlich, daß die intrazelluläre JMD Regionen enthält, die eine spezifi-

sche Funktion für die Regulation durch GCAP-1 haben . Also wurde die JMD (8493 bis G 608 in

der ROS-GC1 aus dem Rind) als erstes in die Auswahl abzubildender Domänen

aufgenommen.

Keine andere Domäne der ROS-GC1 erfüllt die aufgestellten Kriterien (intrazelluläre Lokali-

sation und Homologie innerhalb der neuronalen Unterfamilie der partikulären GC bei gleich-

zeitiger Divergenz zu den Peptidrezeptor-GC) . Daher wurden nach sekundären Überlegun-

gen noch zwei weitere Domänen der ROS-GC1 in die Auswahl für die Peptidbibliothek

aufgenommen . Der C-T (D10 '6 - G"°9) ist zwischen der ROS-GC1 und der ROS-GC2 nicht

konserviert (Abbildung 1 .5 A) . Damit könnten Sequenzmotive im C-T der ROS-GC1 für die

differentielle Regulation durch GCAP-1 und GCAP-2 verantwortlich sein oder eine Rolle für

subtypspezifische Unterschiede in der Lokalisation der ROS-GC1 bzw . -GC2 spielen. Für die

DD der GC-A war bekannt, daß sie eine Funktion für die Dimerisierung hat und daß eine

funktionelle DD notwendig für die Aktivität der GC-A ist . Die Untersuchung von Peptiden aus

der homologen DD der ROS-GC1 (R80° - p863) sollte Aufschluß über die Funktion dieser

Domäne für die ROS-GC1 geben .
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Abbildung 1.5 Primärstrukturvergleich der ROS-GC1 mit den partikulären Guanylatzyklasen
ROS-GC2 (A), GC-D (B), GC-A (C) und GC-C (D) - Dotplot ; Ergebnisse des paar-
weisen Primärstrukturvergleichs mit dem Programm PDOTPLOT, Version 3 .13 (Dr.
W. Bönigk, IBI-1, FZ Jülich) ; folgende Parameter wurden eingesetzt : Vergleichsma-
trix MDM-78 (SCHWARTZ und DAYHOFF, 1978), Fenster 12 AS, cutoff score 300.
Schwarze Linien, die parallel zur Diagonalen eines Schaubildes verlaufen, zeigen
eine signifikante Homologie zwischen Regionen der verglichenen Proteine ; die Posi-
tionen der entsprechenden Regionen in den Aminosäuresequenzen der vergliche-
nen Proteine lassen sich durch Projektion der schwarzen Linien auf die x- bzw . y-
Achse ermitteln ; die gepunkteten Linien zeigen die Grenzen zwischen den Projektio-
nen von Domänen (-* Abbildung 1 .3) der verglichenen partikulären GC. bt : bos
taurus, hs : homo sapiens, rn : rattus norvegicus .
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2 Material und Methoden

2 .1 Materialien und Chemikalien

2 .1 .1 Chemikalien

Chemikalien und Lösungsmittel stammten von ALEXIS, APPLICHEM, BIOMOL, Blo-RAD,

BIOZYM, FLUKA, ICN, MERCK, PIERCE, RIEDEL DEHAEN, ROTH, SERVA oder SIGMA . Die Sub-

stanzen hatten die Qualität z .A. oder einen höheren Reinheitsgrad . Stickstoffgas wurde von

LINDE geliefert . DNA-modifizierende Enzyme und die dazugehörigen Inkubationspuffer wur-

den von AMBION, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, BIOMETRA, BOEHRINGER MANNHEIM, NEW

ENGLAND BIOLABS oder USB bezogen.

2 .1 .1 .1 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc-)geschützte Aminosäurederivate

Fmoc-L-alanin

NäFmoc-NYtrityl-L-asparagin
Fmoc-L-asparag insäu re-4-t-butylester

NäFmoc-N u; [2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl]-L-arginin

NäFmoc-N6-trityl-L-glutamin

Fmoc-L-glutaminsäure-5-t-butylester

Fmoc-glycin

NäFmoc-N;m t-butoxycarbonyl-L-histidin•CHA

NäFmoc-N;mtrityl-L-histidin

Fmoc-L-isoleucin
Fmoc-L-Ieucin

NäFmoc-NEt-butoxycarbonyl-L-Iysin

Fmoc-L-methionin

Fmoc-L-prolin
Fmoc-L-phenylalanin

Fmoc-O-t-butyl-L-serin
Fmoc-O-t-butyl-L-threonin

NäFmoc-NIE t-butoxycarbonyl-L-tryptophan

Fmoc-O-t-butyl-L-tyrosi n
Fmoc-L-valin

NOVABIOCHEM

NOVABIOCHEM

FLUKA
NOVABIOCHEM

NOVABIOCHEM

FLUKA
NOVABIOCHEM

NOVABIOCHEM

SIGMA
NOVABIOCHEM
NOVABIOCHEM

NOVABIOCHEM
NOVABIOCHEM
NOVABIOCHEM

NOVABIOCHEM
NOVABIOCHEM
FLUKA

SIGMA
FLUKA
NOVABIOCHEM
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2.1 .1 .2 Antikörper für den immunchemischen Nachweis von Proteinen

Protein

	

Antikörper

	

Verdünnung
(v/v) (-4 2.2.2.3)

ABCR

	

pAK, rim A2374 (Serum ; SUN und NATHANS, 1997)

	

1 :4000

Actin

	

mAK, Klon C4 (ICN #69100)

	

1 :16.000

Calmodulin

	

mAK (UPSTATE BIOTECHNOLOGY #05-173)

	

1 :10.000

CNCa1

	

pAK, #39 (Serum ; KÖRSCHEN et al ., 1999)

	

1 :4000

CNCß1

	

pAK, #21 (Serum ; WIESNER et al ., 1998)

	

1 :2000

GARP

	

pAK, FPc52K (Serum ; KÖRSCHEN et ah, 1999)

	

1 :1000

GCAP

	

pAK, #35+ (Serum ; FRINs et al ., 1996)

	

1 :10.000

GRK1

	

pAK, C-20 (SANTACRUZ BIOTECHNOLOGY #sc501)

	

1 :1000

G Ta

	

pAK, K-20 (SANTACRUZ BIOTECHNOLOGY #sc389)

	

1 :10.000

PDE

	

pAK, #77/5 (Serum ; A. Mataruga, IBI-1, FZ Jülich, Jülich)

	

1 :2000

Recoverin

	

pAK, #2/3 (Serum ; LAMBRECHT und Koch!, 1992)

	

1 :5000

RGS9

	

pAK, CT317 (Serum ; Dr. M. Zoche, CalTech, Pasadena, USA) 1 :10.000

ROS-GC

	

pAK, #3+ (gereinigtes Serum ; KocH et al ., 1994)

	

1 :5000

Tubulin a

	

mAK, Klon B-5-1-2 (SIGMA T-5168)

	

1 :50.000

2 .1 .2 Geräte und Materialien

Die chromatographischen Schritte bei Proteinreinigungen wurden an einer FPLC-Anlage

(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) oder einer HPLC-Anlage (LKB BROMMA) durchgeführt . Nu-

kleotid- und Peptidlösungen wurden mit einer HPLC-Anlage (WATERS) chromatographisch

aufgetrennt. Die Extinktion von Protein- und DNA-Lösungen wurde mit einem U-1100 Pho-

tometer (HITACHI) bestimmt . UVNIS-Spektren wurden mit einem Cary 1 UVNisible Spektral-

photometer (VARIAN) gemessen. SPR-spektroskopische Messungen wurden mit einem BIA-

core Gerät (BIAcoRE, vorm . PHARMACIA BIOSENSOR) durchgeführt. Oligonukleotide wurden

mit einem DNA Synthesizer 391 (APPLIED BIOSYSTEMS) synthetisiert . Dialysen wurden mit

Visking Dialyseschläuchen (SERVA) oder Slide-A-Lyzer Dialysekassetten (PIERCE) durch-

geführt . Es wurden Ultrazentrifugen der Typen L7-65 und TL100 (BECKMAN) und Laborzen-

trifugen der Typen J2-21 (BECKMAN), 2K15, 3K12 (SIGMA) und 5415C (EPPENDORFF) einge-

setzt. Ein Speedvac Plus SC110 Vakuumkonzentrator (SAVANT) wurde benutzt, um Proben

zu Iyophilisieren.

Rinderaugen wurden vom Schlachthof Düsseldorf bezogen.
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2 .1 .3 Lösungen und Puffer

Alle Lösungen und Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt, wenn nicht anders

angegeben.

Phosphat-gepufferte Saline (PBS)

	

Tris-EDTA-Puffer (TE)

137 mM NaCI

	

10 mM Tris•HCI

	

pH 8,0

2,7 mM KCI

6,5 mM Na2HPO 4

1,5 mM KH 2PO4	pH 7,4

1 mM Na2EDTA

2 .1 .4 Bakterienstämme

XL1-blue (E.coli K12) recA1 endA1 gyrA96(Naf) thi-1 hsdR17(r,<mK) supE44 relA1

lac [F'::proA+B+, lach A(IacZ)M15 Tnl0(tet')] ; (BULLOCK et al .,

1987; STRATAGENE).

BL21(DE3) (E.coli B)

	

F - ompT [Ion] hsdSB (rB mB) gal[dcm] (DE3) ; (NOVAGEN).

2.1 .5 Plasmide

wurde als Vektor für die Klonierung und Vermehrung rekombi-

nanter DNA verwendet ; (STRATAGENE).

wurde für die Expression der N-Myristoyltransferase-1 aus

S.cerevisiae in E.coli eingesetzt ; (DURONIO et al ., 1990).

wurde als Vektor für die transiente Expression von ROS-GC1 in

HEK293-Zellen verwendet ; (INVITROGEN).

wurde als Vektor für die Expression von GCAP-1 in E.coli

BL21(DE3) verwendet ; (NOVAGEN).

wurde zur Expression von SV40 T-Antigen in HEK293-Zellen

eingesetzt ; (DHALLAN et al ., 1990).

pBluescript SK(-)

pBB131

pcDNA3

pET21 a(+)

pRSV-Tag
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2 .1 .6 Molekulargewichtsstandards

2 .1 .6 .1 Proteinstandards für die SDS-PAGE

Low Molecular Weight Calibration Kit " (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)

Phosphorylase b 94 kDa 128 gg/ml

BSA 67 kDa 166 p.g/ml

Ovalbumin 43 kDa 294 gg/ml

Carbonatanhydrase 30 kDa 166 gg/ml

Soyabohnen-Trypsin-Inhibitor 20,1 kDa 176 .tg/ml

a-Lactalbumin 14,4 kDa 242 gg/ml

„High Molecular Weight Calibration Kit " (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)

Myosin 212 kDa 50 pg/ml

a2-Makroglobulin 170 kDa 200 pg/ml

ß-Galaktosidase 116 kDa 32 pg/ml

Transferrin 76 kDa 34 pg/ml

Glutamatdehydrogenase 53 kDa 36 pg/ml

2 .1 .6.2 DNA-Standard für die Elektrophorese

2 -DNA, EcoRI-/Hindll-Fragmente (MBI FERMENTAS)

21226 bp 29,18 ng/pl

5148 bp 7,08 ng/pl

4973 bp 6,84 ng/pI

4268 bp 5,87 ng/pI

3530 bp 4,85 ng/pl

2027 bp 2,79 ng/pI

1904 bp 2,62 ng/pl

1584 bp 2,35 ng/pl

1375 bp 1,89 ng/pl

947 bp 1,30 ng/pl

831 bp 1,14 ng/pl

564 bp 0,78 ng/pl

125 bp 0,17 ng/pl
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2 .2 Allgemeine Methoden

2 .2 .1 Bestimmung von Protein- und Peptidkonzentrationen

2 .2.1 .1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationen löslicher Proteine wurden nach der Methode von BRADFORD (1976)

bestimmt.

Dafür wurde das „ Protein Assay" Farbstoffkonzentrat (Blo-RAD) nach den Angaben des

Herstellers eingesetzt . Die Extinktion bei 595 nm wurde gemessen . Als Standard wurde

Albumin aus Rinderserum verwendet.

2.2 .1 .2 Konzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz 10B

Die Proteinkonzentrationen von Proben, die Detergentien oder Lipide enthielten, wurden mit

dem Farbstoff Amidoschwarz 10B bestimmt.

Dafür wurde die Proteinprobe mit Wasser auf 200 gl aufgefüllt . Nacheinander wurden 20 µl

10 %(w/v) SDS, 30 gl 1 M Tris-HCI pH 7 .5 mit 1 %(w/v) SDS und 60 p1 104 %(w/v) Trichlor-

essigsäure (TCA) zugegeben. Nach 3 - 30 min Inkubation wurde die Lösung auf eine

MILLIPORE HA-Filtermembran II 0,45 gm aufgetragen, die mit 6 %(w/v) TCA gewaschen

worden war. Die Membran wurde mit 2 - 3 ml 6 %(w/v) TCA nachgewaschen . Anschließend

wurden die gebundenen Proteine 10 min mit Amido-Färbelösung (0,5 %(w/v) Amidoschwarz

10B in Methanol, Essigsäure und Wasser (45 :10 :45 v/v)) gefärbt . Die Membran wurde nach-

einander einmal mit Wasser, dreimal mit Amido-Entfärbelösung (Methanol, Essigsäure und

Wasser (90 :2:8 v/v)) und einmal mit Wasser gewaschen . Der gebundene Farbstoff wurde in

Lösung gebracht, indem die Membran 20 min mit 1 ml Amido-Lösungsmittel (25 mM NaOH;

50 µM Na2EDTA; 50 %(v/v) Ethanol) inkubiert wurde . Die Extinktion der Lösung bei 630 nm

wurde gemessen . Als Standard wurde Albumin aus Rinderserum verwendet.

2.2.1 .3 Konzentrationsbestimmung mit Bicinchoninsäure

Die Konzentrationen von Peptidlösungen wurden durch die Bildung von Cu t+-Bicinchonin-

säurekomplexen bestimmt (SMITH et al ., 1985).

Dafür wurde das „BCA Protein Assay Reagent Kit" (PIERCE) eingesetzt . Das „Kit" enthielt

zwei Reagenzlösungen, aus denen nach Angaben des Herstellers eine Arbeitslösung herge-

stellt wurde. Für die Farbreaktion wurden 50 pl Peptidlösung mit 1 ml der Arbeitslösung ge-

mischt. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 60°C inkubiert . Nachdem der Ansatz auf

Raumtemperatur abgekühlt war, wurde die Extinktion bei 562 nm gemessen . Als Standard

wurde Albumin aus Rinderserum verwendet .
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2 .2.2 Elektrophoretische Trennung und Analyse von Proteinen

2.2.2 .1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in pH-diskontinuierlichen Polyacryl-

amidgelen nach der Methode von LAEMMLI (1970) elektrophoretisch getrennt (SDS-PAGE).

Die Sammelgele enthielten 125 mM Tris•HCI pH 6,8, 0,1 %(w/v) SDS und 5,1 %(w/v) Po-

lyacrylamid . Die Trenngele enthielten 375 mM Tris•HCI pH 8,8, 0,1 %(w/v) SDS und 7,5 -

20 %(w/v) Polyacrylamid . Das Verhältnis von Acrylamid zu N,N'-Methylenbisacrylamid betrug

37,5 :1 (w/w) . Der Elektrodenpuffer enthielt 25 mM Tris, 192 mM Glycin und 0,1 %(w/v) SDS.

Die Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer (50 mM Tris•HCI pH 7,2 ; 12,5 %(v/v)

Glycerin ; 1 %(w/v) ß-Mercaptoethanol ; 1,6 %(w/v) SDS; 0,13 %(w/v) Bromphenolblau) auf-

genommen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in Minigel-Kammern (BIOMETRA ; 1 x

80 x 100 mm) mit 15 - 30 mA pro Gel . Die aufgetrennten Proteine wurden mit COOMASSIE

Brillant Blue R250 (MEYER UND LAMBERTS, 1965) oder kolloidalem Silber (WRAY et al ., 1981)

gefärbt oder auf Blotmembranen übertragen (- 2 .2.2.2).

2.2.2 .2 Transfer von Proteinen auf Blotmembranen

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden nach dem Halbtrockenverfahren

(TOwBIN et al ., 1979) auf ImmobilonP Blotmembranen (MIWPORE) übertragen (geblottet).

Der Transfer wurde mit einer Milliblot-Kammer (MILZPORE) entsprechend der Vorschrift des

Herstellers durchgeführt . Die Stromstärke betrug 2,5 mA/cm2 .

2.2.2.3 Immunchemischer Nachweis geblotteter Proteine

Die übertragenen Proteine wurden mit spezifischen Antikörpern markiert, die über Meerret-

tichperoxidase-(H RP-)gekoppelte Zweitantikörper nachgewiesen wurden.

Nach dem Transfer der Proteine wurden unspezifische Bindungsstellen der Blotmembran 1 h

bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C mit 1 %(w/v) Magermilchpulver und

0,05 %(w/v) Tween20 in PBS blockiert . Die Membran wurde mit Waschpuffer (PBS,

0,05 %(w/v) Tween20) gewaschen und 1 h mit einer Verdünnung des Erstantikörpers (-4

2.1 .1 .2) in Waschpuffer markiert . Anschließend wurde die Membran gewaschen, um nicht-

gebundenen Erstantikörper zu entfernen und 1 h mit Zweitantikörper (anti-mouse- bzw. anti-

rabbit-HRP, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH; 1 :5000 (v/v)) in Waschpuffer mit 0,1 %(w/v)
Magermilchpulver inkubiert . Danach wurde mit PBS gewaschen und der Antigen-Antikörper-

komplex mit dem „ECL Westernblot Detection Kit " (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) oder

dem „SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate" (PIERCE) nach den Angaben

des jeweiligen Herstellers nachgewiesen .
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Die gebundenen Antikörper wurden nach Bedarf von der Blotmembran abgewaschen (ge-

strippt), um weitere Proteine immunchemisch nachzuweisen . Dafür wurde die Membran in

Stripping-Puffer (62,5 mM Tris•HCI pH 6,8 ; 2 %(w/v) SDS; 2 %(v/v) ß-Mercaptoethanol) 1 h

auf 65°C erhitzt . Anschließend wurde die Membran mehrmals mit PBS gewaschen und das

nächste Protein nach der oben beschriebenen Methode nachgewiesen.

Wenn keine weiteren Proteine immunchemisch nachgewiesen werden sollten, wurden alle

gebundenen Proteine mit Amidoschwarz 10B gefärbt . Dafür wurde die Membran 5 min in

Amido-Färbelösung (- 2.2 .1 .2) inkubiert . Anschließend wurde die Membran mit Amido-

Entfärbelösung und Methanol gewaschen und getrocknet.

2 .2.3 Anzucht von Escherichia coli

Escherichia coli wurden in LB-Medium (10 g/l NaCl, 10 g/l Baktotrypton, 5 g/l Hefeextrakt)

oder auf LB-Agarplatten (15 g/l Agar in LB-Medium) bei 37°C kultiviert . Die Zellen in Flüssig-

kulturen mit 5 ml Volumen wurden in einem Rotationsinkubator (NEw BRUNSWICK) vermehrt.

Für größere Kulturen wurde ein Warmluftschüttler (BRAUN-DISSEL) verwendet . Die Kulturen

wurden mindestens 8 h bei 37°C inkubiert . Zur Selektion wurden dem Medium nach Bedarf

Antibiotika zugesetzt . Dabei wurden die folgenden Konzentrationen eingesetzt : 100 pg/ml

Ampicillin, 12,5 pg/ml Chloramphenicol, 30 pg/ml Kanamycin, 15 pg/ml Tetracyclin.

Flüssigkulturen und Platten wurden bei 4°C aufbewahrt.

2 .2.3 .1 Kompetente Zellen für die Transformation mit DNA-Plasmiden

Kompetente Zellen wurden nach der Methode von MANDEL und HIGA (1970) hergestellt.

LB-Medium (50 ml) wurde mit 1 ml einer Vorkultur angeimpft . Die Zellen wurden bis zu einer

OD6oo von 0,3 - 0,4 vermehrt . Die Kultur wurde auf Eis abgekühlt. Die Zellen wurden bei 4°C

mit 3000 g pelletiert und in 25 ml eiskaltem 0,1 M CaCl 2 resuspendiert . Die Zellsuspension

wurde 20 min auf Eis inkubiert . Anschließend wurden die Zellen pelletiert und in 5 ml 0,1 M

CaCl2 mit 25 % Glycerin resuspendiert . Die Suspension wurde aliquotiert und 3 - 4 h auf Eis

inkubiert . Die kompetenten Zellen wurden bei -80°C gelagert.

2.2.4 Reinigung von Plasmid-DNA

2 .2 .4.1 Alkalische Minipräparation

Plasmid-DNA wurde nach der Methode von BIRNBOIM und DoLY (1979) gereinigt.

Die Zellen aus 1 - 3 ml Kultur wurden mit 15.000 g pelletiert, in 50 pl Lösung I (50 mM Glu-

cose, 25 mM Tris•HCI pH 8,0, 10 mM Na 2EDTA) resuspendiert und mit 60 pl Lösung II (0,1

M NaOH, 1 %(w/v) SDS) lysiert . Die Lösung wurde mit 75 pl 3 M Kaliumacetat pH 4,8 ange-

säuert . Der entstandene Kaliumdodecylsulfat-Niederschlag wurde bei 4°C mit 17 .000 g ab-
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zentrifugiert . Der Überstand wurde mit 180 pl Phenol und CHCI3 (1 :1 v/v) ausgeschüttelt . Die

wässrige Phase wurde abgenommen . Die Plasmid-DNA und RNA wurden mit 550 pl Ethanol

ausgefällt Die Nukleinsäuren wurden mit 17 .000 g pelletiert . Das Pellet wurde mit 70 %(v/v)

Ethanol gewaschen und in TE mit 4 pg/ml RNAse-Mix (AMBION) aufgenommen, um die ent-

haltene RNA zu verdauen. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde für Klonierungen (- 2 .2.8,

2.2 .9) und für die PCR (-4 2 .2 .11) verwendet.

2.2.4.2 Lithiumchlorid-Präparation

Für die Transfektion von HEK293-Zellen (-4 2 .7 .2) wurden größere Mengen Plasmid-DNA

nach der Lithiumchlorid-Methode gereinigt.

Dafür wurden die Zellen aus 250 mI Kultur pelletiert und in 20 ml Lösung I (-4 2 .2 .4.1) resus-

pendiert . Nacheinander wurden 24 ml Lösung II und 30 ml 3 M Kaliumacetat pH 4,8 zuge-

geben. Der entstandene Niederschlag wurde mit 5000 g abzentrifugiert . Aus dem Überstand

wurden mit 75 ml Isopropanol die Plasmid-DNA und RNA gefällt und mit 5000 g pelletiert.

Die Nukleinsäuren wurden in 1,5 mI 33 mM Tris•HCI pH 7,5 gelöst . Die RNA wurde mit 2,5 ml

eiskaltem 4 M LiCI gefällt und 5 min mit 5000 g abzentrifugiert . Die Plasmid-DNA wurde mit

10 ml Ethanol (-20°C) aus dem Überstand gefällt und pelletiert . Die DNA wurde in 500 pl TE

mit 10 pg/ml RNAse-Mix (AMBION) gelöst und 10 min bei 37°C inkubiert, um die restliche

RNA zu verdauen . Die Lösung wurde zweimal mit dem gleichen Volumen Phenol und CHCI 3

(1 :1 v/v) und einmal mit CHCI 3 ausgeschüttelt . Anschließend wurden 50 pl 3 M Natriumacetat

pH 4,8 zugegeben . Die Plasmid-DNA wurde mit 1,5 ml Ethanol ausgefällt und mit 17 .000 g

abzentrifugiert . Das Pellet wurde mit 70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in TE aufgenommen.

2.2.4.3 Lithiumchlorid-Minipräparation

Für die Sequenzierung (-4 2 .2.7) wurde Plasmid-DNA durch eine alkalische Minipräparation

mit zusätzlichem LiCI-Fällungsschritt gereinigt.

Die Zellen aus 5 ml Kultur wurden pelletiert und in 150 pl Lösung I resuspendiert . Nachein-

ander wurden 180 pl Lösung II (-4 2 .2 .4.1) und 225 pl 3 M Kaliumacetat pH 4,8 zugegeben.

Der entstandene Niederschlag wurde mit 17 .000 g abzentrifugiert . Anschließend wurden die

Plasmid-DNA und RNA mit 1,5 ml kaltem Ethanol gefällt (17 .000 g bei 4°C) und in 60 pl
33 mM Tris•HCI pH 7,5 gelöst . Die RNA wurde mit 100 pl 4 M LiCI gefällt und abzentrifugiert.

Aus dem Überstand wurde die Plasmid-DNA mit 500 pl Ethanol gefällt und pelletiert . Das

Pellet wurde mit 70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in TE mit 4 pg/ml RNAse-Mix (AMBION)
aufgenommen.
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2.2.5 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

2.2.5.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von Oligonukleotiden (Primern) wurde photometrisch bei 260 nm be-

stimmt. Der spezifische dekadische Extinktionskoeffizient von Oligonukleotiden bei 260 nm

beträgt 0,03 ml mg -1cm-'.

2.2.5.2 Konzentrationsbestimmung durch Ethidiumbromid-Fluoreszenzfärbung

DNA-Proben wurden in Agarosegelen, denen 1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt worden war,

elektrophoretisch getrennt (-4 2 .2.6) . Die DNA wurde durch UV-Licht (302 nm) sichtbar

gemacht . Die DNA-Menge in der Probe wurde durch einen Vergleich mit dem Molekularge-

wichtsstandard (-4 2.1 .6.2) abgeschätzt.

2 .2 .6 Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern (GNA

100, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) mit 120 mV elektrophoretisch getrennt . Die Gele ent-

hielten 0,75 - 1,5 %(w/v) Agarose und 1 pg/ml Ethidiumbromid in Elektrophoresepuffer. Der

Elektrophoresepuffer enthielt 40 mM Tris•Essigsäure pH 7,5 und 1 mM Na 2EDTA. Die DNA-

Proben wurden in Elektrophoresepuffer mit 5 %(w/v) Glycerin, 0,02 %(w/v) Bromphenolblau

und 0,02 %(w/v) Xylencyanol aufgenommen.

2 .2 .7 Sequenzierung von DNA

DNA wurde nach der Dideoxy-Kettenabbruchmethode (SANGER et al ., 1977) sequenziert.

2 .2 .7 .1 Sequenzierung mit radioaktiv markierten Nukleotiden

Die Sequenzierung mit radioaktiv markierten Nukleotiden wurde mit dem „Sequenase 2 .0

Kit" (USB) nach den Angaben des Herstellers durchgeführt . Für Sequenzierungen von DNA

im Plasmidvektor pBluescript SK(-) wurden die Primer M13 Uni und M13 Rev (USB ; - An-

hang C.2) eingesetzt . Jeder Reaktionsansatz enthielt etwa 250 ng Plasmid-DNA pro kbp und

2,5 pCi (a35S)dATP, um die Kettenabbruchfragmente radioaktiv zu markieren . Die Reakti-

onsgemische wurden in einer S2 Gelkammer (BRL) elektrophoretisch getrennt . Die 0,4 mm

dicken Gele enthielten 6 %(w/v) Acrylamid und N,N'-Methylenbisacrylamid (19 :1) und 7 M

Harnstoff in Elektrophoresepuffer . Der Elektrophoresepuffer enthielt 40 mM Tris•Borsäure

pH 7,8 und 1 mM Na2EDTA. Nach der Elektrophorese (2 h mit 65 W bzw . 16 h mit 20 W)

wurden die Gele 20 min mit 5 %(w/v) Essigsäure in 5 %(v/v) Ethanol fixiert und auf Filterpa-
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pier (WHATMAN) im Vakuum getrocknet . Die radioaktiv markierten Kettenabbruchfragmente

wurden durch Autoradiographie mit XAR5 Röntgenfilmen (KODAK) nachgewiesen.

2.2.7.2 Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Primern

Für die Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Primern wurde eine PCR (-> 2 .2.10)

durchgeführt . Für Sequenzierungen von DNA im Plasmidvektor pBluescript SK(-) wurden die

Primer #9001 und #9002 (MWG BIOTECH; -› Anhang C.2) eingesetzt . Die Sequenzreaktio-

nen wurden mit dem „Thermo Sequenase-Kit" (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) nach den

Angaben des Herstellers in einem Volumen von je 3 pl angesetzt . Die Reaktionsansätze

enthielten etwa 100 ng Plasmid-DNA pro kbp und je 86 nM der beiden Primer. Die PCR

wurde unter den folgenden Bedingungen durchgeführt:

2 min 94°C

40 s 94°C
40 s
1 min

50°C
70°C

	

} 30 Zyklen

Anschließend wurden 3 pl Stoppuffer (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) zugegeben und die

Reaktionsgemische 2 min auf 70°C erhitzt . Die Reaktionsgemische wurden in einem LICOR

DNA Sequencer Long ReadlR 4200 (MWG BIOTECH) elektrophoretisch aufgetrennt und

analysiert . Die Gele (66 cm x 0,25 mm) enthielten 11,2 %(v/v) RapidGel XL (AMERSHAM

PHARMACIA BIOTECH; 4,6 %(w/v) Acrylamid), 1 %(v/v) DMSO und 7 M Harnstoff in Elektro-

phoresepuffer . Der Elektrophoresepuffer enthielt 134 mM Tris, 45 mM Borsäure und 2,5 mM

Na 2EDTA. Während der Elektrophorese (8 - 12 h mit 45 W bei 45°C) wurde die Fluoreszenz

der markierten Kettenabbruchfragmente automatisch registriert. Die Daten wurden mit dem

Programmpaket BaselmagelR (LICoR) aufgezeichnet und ausgewertet.

2 .2 .8 Modifizierung von DNA

2.2.8.1 Restriktionsverdau

Doppelsträngige DNA (Plasmide oder PCR-Produkte) wurde nach Bedarf mit 1 - 2 U Re-

striktionsendonuclease pro pg DNA unter den vom Hersteller angegebenen Inkubationsbe-

dingungen verdaut (geschnitten).

2.2.8 .2 Auffüllen einzelsträngiger Enden

Überhängende 5'-Enden von geschnittener DNA wurden nach Bedarf mit dem Klenow-

Fragment der E.co/i-DNA-Polymerase I aufgefüllt . Der Reaktionsansatz enthielt 2 U Klenow-
Polymerase pro pg DNA und 100 pM dNTP in NEB 3 Restriktionspuffer (NEW ENGLAND
BIOLABS) . Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert.
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2 .2 .9 Klonierung von DNA-Fragmenten

2 .2.9.1 Isolation aus Agarosegelen

Die elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente wurden im Gel durch UV-Licht sichtbar

gemacht und ausgeschnitten . Die Gelstücke mit der DNA wurden mit 7000 g über eine Fritte

aus silanisierter Glaswolle zentrifugiert . Aus dem Eluat wurde die DNA mit 1/10 Volumen 3 M

Natriumacetat pH 4,8 und 3 Volumina Ethanol gefällt und pelletiert . Das Pellet wurde mit

70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in Wasser oder TE aufgenommen.

2 .2.9 .2 Ligation

Die DNA-Fragmente wurden in geeignet geschnittene und nach Bedarf aufgefüllte (-> 2 .2.8)

Plasmidvektoren ligiert . Die Ligationsansätze enthielten 30 - 100 ng Plasmidvektor, das

DNA-Fragment im 3- bis 4-fachen molaren Überschuß und 1 U T4-DNA-Ligase (BOEHRINGER

MANNHEIM) in 20 pI des dazugehörigen Inkubationspuffers . Die Reaktionsdauer betrug 2 h

bei 22°C bzw . 18 h bei 16°C.

2.2.9.3 Transformation

Für die Transformation von E.coli wurden die Ligationsansätze mit Wasser auf 50 - 100 pl

aufgefüllt . Anschließend wurde 1/10 Volumen 10 x CM (100 mM CaCl 2 und 400 mM MgCl2 )

zugegeben . Die Ansätze wurden mit dem gleichen Volumen kompetenter Zellen (--> 2 .2.3.1)

vermischt und 10 min auf Eis inkubiert . Die Zellsuspension wurde für 1 min auf 42°C erhitzt

und anschließend 20 min auf Eis inkubiert . Danach wurde die Suspension mit dem gleichen

Volumen LB-Medium (-4 2 .2 .3) verdünnt und 30 min bei 37°C inkubiert, damit sich die Anti-

biotika-Resistenz der transformierten Zellen ausprägen konnte . Anschließend wurden die

Zellen auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

2 .2.10 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide (Primer) wurden mit einem automatischen DNA Synthesizer (APPLIED

BIOSYSTEMS) dargestellt . Die synthetisierten Primer wurden über Nacht bei 55°C mit

33 %(w/v) NH3 von der Festphase abgespalten . Die entstandene Lösung wurde lyophilisiert

und der Rückstand in Wasser aufgenommen. Aus dem Überstand wurden die Oligonukleo-

tide mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 und drei Volumina Ethanol gefällt und mit

17.000 g pelletiert . Das Pellet wurde mit 70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in Wasser oder

TE aufgenommen.

Die Sequenzen aller verwendeten Primer werden in Anhang C aufgeführt .
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2 .2.11 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion PCR (SAIKI et al ., 1988) wurde eingesetzt, um ein DNA-

Fragment mit der kodierenden Sequenz für GCAP-1 zu amplifizieren und für die Klonierung

vorzubereiten (-4 2.4.1).

Der Reaktionsansatz enthielt etwa 100 ng Plasmid-DNA, je 200 ng der Primer, je 200 nM

dNTP und 1 U PrimeZyme DNA-Polymerase (BIOMETRA) in 100 NI des dazugehörigen Inku-

bationspuffers . Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt:

2 min

	

94°C

45 s

	

94°C
45 s

	

45°C
90s

	

72°C

2 min

	

72°C.

Außerdem wurde die PCR eingesetzt, um DNA zu sequenzieren (- 2 .2.7.2).

2 .2.12 Kulturbedingungen für HEK293-Zellen

HEK293 ist eine humane, embryonale, adenoviral transformierte Zellinie.

Die Zellen wurden in Nährmedium M10 (Minimal Essential Medium mit 10 % fötalem Kälber-

serum, 2 mM L-Glutamin, 1 % nichtessentiellen Aminosäuren und 1 % Antibiotika / Antimy-

kotika; GIBCO BRL) bei 37°C, 5 %(p/p) CO2 und etwa 95 % Luftfeuchtigkeit auf Petrischalen

kultiviert . Ihre Generationszeit beträgt unter diesen Bedingungen etwa 24 h.

Bei einer Zelldichte von etwa 10 7, entsprechend 90 % Konfluenz, wurden die Zellen aufge-

teilt und in neue Kulturschalen umgesetzt (gesplittet) . Dafür wurden die Zellen mit PBS ge-

waschen und anschließend mit Trypsin/EDTA (GIBco BRL) bei 37°C abgelöst . Die Zellen

wurden in 8 - 10 ml Medium aufgenommen und ihre Dichte in einer Neubauer-Zählkammer

bestimmt. Für die Zellerhaltung wurden 1,5 x 10 5 Zellen pro 0 9 cm-Schale in frischem Me-

dium ausgesät. Nachdem die Zellen 25-mal umgesetzt worden waren, wurden sie verworfen

und ein neues Aliquot tiefgefrorener Zellen wurde in Kultur genommen.

Für die Lagerung wurden Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase (60 - 70 % Konflu-

enz) geerntet und in einer Dichte von 2 x 10 6 Zellen/ml in M10 mit 10 %(v/v) DMSO in flüssi-
gem N2 eingefroren . Für die Wiederaussaat wurden die Zellen aufgetaut und in 10 ml Me-

dium, das auf 37°C vorgewärmt worden war, aufgenommen . Die Zellen wurden für 5 min mit

200 g abzentrifugiert, in 3 - 5 ml Medium resuspendiert und zu 5 x 10 5 auf 0 9 cm-Schalen
ausgesät.

} 15 Zyklen



Material und Methoden

2 .2 .13 Cal+-Puffer

Die freie Cal+-Konzentration ([Ca2+]) in experimentellen Ansätzen wurde mit EGTA gepullert.

Dafür wurden den Ansätzen Stammlösungen von 0,5 M K2H2EGTA und 0,5 M K2CaEGTA in

bestimmten Verhältnissen zugesetzt . Die Lösung von 0,5 M K2CaEGTA wurde nach der pH-

metrischen Methode von TSIEN und POZZAN (1989) hergestellt. Die [Ca2+] in den

experimentellen Ansätzen wurde mit dem Programm CHELATOR (SCHOENEMAKERS et al .,

1992) mit Stabilitätskonstanten nach MARTELL und SMITH (1974) berechnet . In Tabelle 2 .1

werden die berechneten [Ca 2+] in MgGC-Puffer (-4 2.9) bei 30°C und einer EGTA-Gesamt-

konzentration ([EGTA]total) von 2 mM angegeben.

Tabelle 2.1 Berechnete [Ca2+ ] in EGTA-Ca 2+-Puffern ; die Berechnungen wurden mit folgenden
Parametern durchgeführt : Temperatur 30°C, Aquivalentionenstärke 0,11 M, pH 7,1,
40 mM pH-Puffer (MOPS-KOH), 2 mM GTP, 2 mM [EGTA]total und 10 mM Mg +.

[K2CaEGTA]/[EGTA] totai II

	

[K2 H 2EGTA] (mM)

l

[K2CaEGTA] (mM) [Ca2+] (berechnet)

0 2,0 _ 1 0,8 nM

0,1 1,8 0,2 34,8 nM

0,2 1,6 0,4 78,5 nM

0,3 1,4 0,6 135 nM
0,4 1,2 0,8 210 nM

0,5 1,0 1,0 315 nM

0,6 0,8 1,2 473 nM

0,7 0,6 1,4 737 nM

0,8 0,4 1,6 1,26 pM

0,9 0,2 1,8 2,81 pM

1,0 - 2,0 23,5 pM

1 in die Berechnung wurde eine Ca2+-Gesamtkonzentration von 5 NM eingesetzt, um den Restgehalt von Ca 2+ in bidestilliertem

Wasser zu berücksichtigen.

Die Stammlösungen wurden photometrisch überprüft . Dafür wurden die Stammlösungen in

bestimmten Verhältnissen gemischt und mit Br 2BAPTA-Puffer (95 mM KCI ; 10 mM

HEPES•KOH pH 7,0 ; 10 pM Br2BAPTA) auf 2 mM [EGTA]total verdünnt . Die Extinktion bei

264 nm wurde gemessen (-4 Abbildung 2 .1).

Mit einer apparenten Dissoziationskonstante K' c°(Br2BAPTA) von 1,58 pM (HARRISON und

BERS, 1987) wurde eine Eichkurve berechnet.
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264 nm

0,3

Ex 0,2

0,1

0,0

Ä, (nm)

Abbildung 2i Cal+-Abhängigkeit des Spektrums von Br 2BAPTA; 10 pM Br 2BAPTA in 95 mM
KCI, 10 mM HEPES•KOH pH 7,0 und 2 mM [EGTA] t o1a 1 ; [K2CaEGTA]/[EGTA]t°tai = 0 ,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 1,0 und 1,5 (2 mM K2CaEGTA + 1 mM CaCl2) ; das
entspricht [Ca2+ ] = <1 nM, 535 nM, 781 nM, 1,09 pM, 1,80 pM, 2,80 pM, 3,97 pM,

6,50 pM, 22,0 pM und 1 mM . Die Spektren wurden bei 22°C gemessen.

2 .3 Peptidsynthese

2.3 .1 Synthese einer Peptidbibliothek aus ROS-GC1

Eine Bibliothek von 92 überlappenden 12-meren Peptiden aus der Sequenz der ROS-GC1

(-> Anhang D.1) wurde mit dem „Multipin Peptide Synthesis (MPS) Kit" (CHIRON

MIMOTOPES) hergestellt . Als Festphase wurden Kronen (MacroCrown) mit einer Kapazität

von 10 pmol eingesetzt, die mit Rink'schen Amidankern (RINK, 1987) funktionalisiert waren.

Mit dieser Ankergruppe erhält man Peptide, deren C-Terminus als Säureamid vorliegt . Die

Synthese erfolgte in wasserfreiem DMF. Für die Kopplung wurden Fmoc-geschützte

Aminosäurederivate (- 2 .1 .1 .1 ; 200 mM) mit N,N'-Diisopropylcarbodiimid (200 mM) und

1-Hydroxybenzotriazol (240 mM) aktiviert . Die gekoppelten Aminosäurederivate wurden mit

20 %(v/v) Piperidin in DMF N-terminal entschützt . Nach 12 Kopplungszyklen wurden die

synthetisierten Peptide mit 3 %(v/v) Essigsäureanhydrid und 0,5 %(v/v) N,N-Diisopropylamin

in DMF N-terminal acetyliert . Die Peptide wurden mit einem Gemisch von Trifluoressigsäure

(TFA), Dichlormethan, Wasser und Triethylsilan (100 :100 :4 :6 v/v) von der Festphase abge -

spalten, womit gleichzeitig die Seitenketten der Aminosäuren entschützt wurden . Aus der

entstandenen Lösung wurden die Peptide mit vier Volumina Diethylether, n-Hexan und

ß-Mercaptoethanol (500:500 :1 v/v) ausgefällt und im N 2-Strom getrocknet . Der Rückstand

wurde in Essigsäure, Wasser und Acetonitril (10:110:80 v/v) aufgenommen und im
Vakuumkonzentrator zur Trockne eingeengt.

Die synthetisierten Rohpeptide wurden bei -20° C gelagert.
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2.3.2 Synthese einzelner Peptide

Einzelne Peptide für weiterführende Untersuchungen wurden von Dr . M . Beyermann, FMP

Berlin, synthetisiert und gereinigt (ZOCHE et al ., 1996) . Die lyophilisierten Peptide wurden bei

-20° C gelagert.

Die Identität der synthetisierten Peptide wurde massenspektrometrisch bestätigt . Die Rein-

heit der Präparationen wurde von Dr . Beyermann durch analytische HPLC bestimmt.

Die Konzentration dieser Peptide wurde in den damit durchgeführten Experimenten aus der

Einwaage berechnet.

2 .4 Expression und Reinigung von rekombinantem GCAP-1

2.4.1 Konstruktion des Expressionsplasmids

Das Ausgangsmaterial für die Konstruktion eines Expressionsplasmides für GCAP-1 war der

cDNA-Klon GCAP(5) (FRANS et al ., 1996) . Die für GCAP-1 kodierende cDNA wurde durch

eine PCR (- 2.2.10 ; 15 Zyklen) mit GCAP(5) als Matrize amplifiziert . Als Primer wurden die

Oligonukleotide #1940 und #1941 (--> Anhang C .1) eingesetzt . Dadurch enthielt das Reakti-

onsprodukt 5'-wärts vom Startcodon der kodierenden Sequenz Restriktionsschnittstellen für

BamHI und Ncol, 3'-wärts von der kodierenden Sequenz ein zusätzliches Stopcodon und

eine Schnittstelle für EcoRI . Das Reaktionsprodukt wurde mit BamHI und EcoRI geschnitten,

in den entsprechend geschnittenen Vektor pBluescript SK(-) kloniert und sequenziert (-4

2.2.7).

Das GCAP-1/pBluescript-Plasmid wurde mit Ncol linearisiert und die Enden mit Klenow-

Polymerase geglättet (--› 2.2.8 .2). Die für GCAP-1 kodierende cDNA wurde mit EcoRI

ausgeschnitten . Der Expressionsvektor pET21 a(+) wurde mit Ndel linearisiert, mit Klenow-

Polymerase geglättet und mit EcoRI geschnitten . Die ausgeschnittene für GCAP-1 kodie-

rende cDNA wurde dann in den so vorbereiteten Expressionsvektor kloniert .
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2 .4.2 Expression

Escherichia coli BL21(DE3) wurden mit den Plasmiden GCAP-1 /pET21 a(+) und pBB131

(- 2.1 .5) kotransformiert . Eine Kolonie transformierter Zellen wurde in LB-Medium mit

100 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin über Nacht vermehrt . Die Kultur wurde 3 :1

(v/v) mit 87 % Glycerin versetzt, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Für die Expression wurde 1 1 LB-Medium, das 100 pg/ml Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin

enthielt, mit 1 ml der Glycerinkultur angeimpft . Die Zellen wurden bis zu einer OD6oo von 0,5

vermehrt . Dann wurden 50 pg/ml Myristinsäure zugesetzt . Nach 30 min wurde die Expres-

sion von GCAP-1 mit 0,5 mM IPTG induziert . Nach weiteren 4 h wurden die Zellen 15 min

mit 1800 g pelletiert, in 250 ml eiskaltem Tris•HCI pH 8,0 resuspendiert und bei -20°C einge-

froren.

2 .4 .3 Solubilisierung des rekombinanten GCAP-1

Die Bakteriensuspension (-4 2.4.2) wurde aufgetaut. Die Suspension wurde mit 100 pg/ml

Lysozym (SERVA), 10 units/ml DNAseI (TAKARA) und 0,1 %(w/v) Tween20 versetzt und

30 min bei 30°C inkubiert . Anschließend wurden 1 mM DTT und 0,1 mM PMSF zugegeben.

Die unlöslichen Bestandteile wurden 20 min mit 370 .000 g pelletiert. Das Pellet wurde in

250 mI Solubilisierungspuffer (6 M Guanidinium•HCI ; 0,1 mM PMSF ; 1 mM DTT) aufgenom-

men und 1 h bei Raumtemperatur gerührt. Die entstandene Lösung wurde bei 4°C dreimal

gegen 5 110 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 1 mM DTT und 1 mM EDTA und zweimal

gegen 5 110 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 1 mM DTT und 200 pM CaCl 2 dialysiert.

Das ausgefallene Material wurde 20 min mit 370 .000 g abzentrifugiert . Der Überstand wurde

in Centriplus Zentrifugalkonzentratoren (AMICON ; MWCO 10 kDa) bei 3000 g und 4°C auf

höchstens 5 ml eingeengt.

2 .4 .4 Gelfiltration

Eine Superdex75 XK16/60 Gelfiltrationssäule (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) wurde mit

10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 100 mM NaCI und 200 pM CaCl2 äquilibriert . Das

Totvolumen der Säule beträgt etwa 40 ml, das Gesamtvolumen 120 ml . Das eingeengte

Dialysat (-3 2.4.3) wurde aufgetragen und mit einer Flußrate von 0,2 - 1 mI/min aufgetrennt.

Fraktionen von jeweils 2 ml wurden gesammelt . Die Extinktion des Eluats bei 280 nm wurde
aufgezeichnet . Die Proteinzusammensetzung der Fraktionen wurde durch SDS-PAGE ana-

lysiert (2 .2 .2 .1 ; Nachweis mit COOMASSIE Brilliant Blue R250) . Die Fraktionen, die GCAP-1
enthielten, wurden vereinigt .
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2 .4.5 Hydroxylapatitchromatographie

Eine HR5/5 FPLC-Säule (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) wurde mit etwa 1 ml keramischem

Hydroxylapatit Typ I (Bio-RAD) gefüllt . Die Säule wurde mit 10 mM Natriumphosphatpuffer

pH 7,0 mit 200 pM CaCl 2 äquilibriert . Höchstens 3 mg angereichertes GCAP-1 aus der Gel-

filtration (-~ 2.4.4) wurden auf die Säule aufgetragen . Das gebundene Protein wurde mit ei-

nem Gradienten von 10 - 300 mM Natriumphosphat pH 7,0 in 16 ml eluiert . Die Flußrate be-

trug 0,5 ml/min. Es wurden Fraktionen von jeweils 0,5 ml gesammelt . Die Extinktion des

Eluats bei 280 nm wurde aufgezeichnet.

Die Fraktionen, die gereinigtes GCAP-1 enthielten, wurden vereinigt, in flüssigem N 2 schock-

gefroren und bei -80°C gelagert.

2 .5 Massenspektrometrie

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 (-> 2 .3) wurde von Fr . Dipl-Ing. A. Rodenbrock (IET

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, Jülich) massenspektrometrisch charakterisiert.

Die Messungen wurden mit einem linearen MALDI-TOF-Massenspektrometer ALADIM (In-

stitut für Lasermedizin der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf ; 337 nm N2-Laser, 1 Hz)

durchgeführt . Die GCAP-1-Proben (etwa 1 mg/ml in Wasser) wurden im Verhältnis 1 :2 - 1 :5

(v/v) mit der Matrixlösung vermischt . Diese enthielt 9 mg/ml 2,5-Dihydroxybenzoesäure und

1 mg/ml 2-Hydroxy-5-methoxybenzoesäure in 20 %(v/v) CH 3CN mit 0,1 %(w/v) TFA . Als

Massenstandard wurde Myoglobin aus dem Pferd (SERVA; Mr = 16950,5) eingesetzt.

2 .6 Analytische HPLC

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 (-4 2 .3) und die Peptide aus der Peptidbibliothek (->

2.3.1) wurden durch analytische HPLC charakterisiert.

Je 50 pl einer Lösung von gereinigtem GCAP-1 (30 - 40 pg Protein ; - 2.4.5) wurden auf

einer reversed-phase Säule (Hibar LiChrospher WP300 RP18, 250 x 4 mm ; MERCK) in einem

Gradienten von 2 - 100 %(v/v) CH3CN und 0,13 - 0,1 %(w/v) TFA in 48 mI aufgetrennt . Die

Flußrate betrug dabei 0,8 mI/min . Die Extinktion bei 214 nm wurde aufgezeichnet.

Die Peptide wurden für die Analyse in 10 %(v/v) Essigsäure aufgenommen (10 mg/ml) . Die

ungelösten Anteile wurden 5 min mit 15.000 g abzentrifugiert . Je 30 pl des löslichen Über-

standes wurden in einem Gradienten von 0 - 100 %(v/v) CH 3CN mit 0,1 %(w/v) TFA in 30 mI

auf der selben Säule wie GCAP-1 (s .o .) aufgetrennt. Die Flußrate betrug 1 ml/min . Die Ex-

tinktion bei 205 nm wurde aufgezeichnet .
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2 .7 Heterologe Expression der ROS-GC1 in HEK293-Zellen

2 .7 .1 Konstruktion der Expressionsplasmide

Die für ROS-GC1 kodierende cDNA (Wildtyp ; GORACZNIAK et al ., 1994) im Plasmidvektor

pBluescript SK(-) wurde von Dr . T. Duda und Dr. R.K. Sharma (UMDNJ, Stratford, New Jer-

sey, USA) zur Verfügung gestellt.

Für die transiente Expression in HEK293-Zellen wurde die kodierende cDNA mit Kpnl und

Xbal ausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen Expressionsvektor pcDNA3

kloniert . Expressionsplasmide für die mutierten Formen der ROS-GC1 (A1, 02, 3,3, LCA und

LCActr) wurden von Dr . T. Duda und Dr. R.K. Sharma hergestellt . Diese Expressionsplas-

mide enthielten die entsprechend kodierenden cDNA im Vektor pcDNA3.

2 .7.2 Transiente Expression

HEK293-Zellen wurden nach der Calciumphosphat-Methode von CHEN und OKAYAMA (1987)

mit den Expressionsplasmiden ( .9 2 .7 .1) transfiziert.

Es wurden 3 x 10 5 Zellen pro 0 5 cm-Schale bzw. 9 x 10 5 Zellen pro 0 9 cm-Schale ausge-

sät . Nach etwa 22 h wurde das Medium (M10 ; -9 2.2.12) gewechselt und die Zellen 1 - 2 h

später transfiziert . Für die Transfektion der Zellen einer 0 5 cm-Schale wurden 8 - 16 pg des

Expressionsplasmids und 3 pg pRSV-Tag in 124 pl Wasser mit 41 pl 1 M CaCl 2 und 165 pl

2 x BBS (50 mM BES ; 280 mM NaCl ; 1,5 mM Na2HPO4; pH 6,95) gemischt . Für eine

0 9 cm-Schale wurde die dreifache Menge angesetzt . Die Lösung wurde 20 min bei Raum-

temperatur stehen gelassen und anschließend zum Kulturmedium der Zellen pipettiert . Die-

ser Transfektionsansatz wurde für 20 - 22 h bei 35°C unter 3 %(p/p) CO 2 und etwa 95 0/0

Luftfeuchtigkeit inkubiert . Das entstandene Präzipitat aus Calciumphosphat und DNA wurde

dann mit PBS und PBS mit 0,5 %(w/v) EDTA abgewaschen . Bis zur Ernte wurden die Zellen

für weitere 24 h unter Standardbedingungen (-9 2.2.12) inkubiert . Nach Bedarf wurde dem

Medium 6 h nachdem das Präzipitat abgewaschen worden war 7,5 mM Natriumbutyrat zu-

gesetzt, um die Expressionsrate zu steigern.

Die Zellen, die für Kontrollexperimente eingesetzt wurden, wurden nicht transfiziert.

2.7.3 Immuncytochemische Färbung

Für die immuncytochemische Färbung wurden die Zellen, nachdem das Präzipitat abge-

waschen worden war ( .9 2 .7.2), auf Deckgläschen in 24-well-Platten umgesetzt.

Dafür wurden die Zellen bei 37°C mit 300 pl Trypsin/EDTA-Lösung (GIBco BRL) pro 0 5 cm-

Schale von der Kulturschale abgelöst . Die abgelösten Zellen wurden in 4,7 mI Medium re-
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suspendiert und auf Deckgläschen in 24-well-Platten verteilt (250 pI Suspension pro well).

Diese Deckgläschen waren zuvor sterilisiert, für 1 h mit 0,1 mg/ml Poly-L-Lysin inkubiert,

zweimal mit PBS gewaschen und in den 24-well-Platten mit 200 pl Medium überschichtet

worden.

Für die Antikörpermarkierung wurden die Zellen 24 h nach dem Umsetzen auf die Deckgläs-

chen einmal mit PBS gewaschen und anschließend 15 min mit 4 %(w/v) Paraformaldehyd in

PB (0,1 M Natriumphosphat pH 7,4) fixiert . Die fixierten Zellen wurden 2 x mit PB gewa-

schen. Unspezifische Proteinbindungsstellen wurden durch 20 min Inkubation mit 10 %(v/v)

Ziegenserum (NGS) und 0,5 %(w/v) TritonX-100 in PB blockiert . Die Zellen wurden für 1 h

mit einer Verdünnung (1 :5) des ROS-GC1-spezifischen monoklonalen Antikörpers 6G7 (zur

Verfügung gestellt von Dr. R.S. Molday, University of British Columbia, Vancouver, Kanada)

in NG+ (3 % NGS, 0,5 % TritonX-100 und 0,05 %(w/v) NaN 3 in PB) inkubiert . Anschließend

wurde dreimal mit PB gewaschen . Die Zellen wurden 30 min mit einer Verdünnung (1 :80)

des Zweitantikörpers (anti-mouse-HRP ; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) in NG+ inkubiert

und danach zweimal mit PB gewaschen. Der Antigen-Antikörperkomplex wurde mit

0,05 %(w/v) Diaminobenzidin und 0,01 %(w/v) H 202 in PB nachgewiesen. Die Farbreaktion

wurde nach 5 min durch gründliches Waschen mit PBS abgestoppt und der Anteil angefärb-

ter Zellen im Mikroskop ausgezählt.

2 .7.4 Präparation von Zellmembranen

Für die Bestimmung der Guanylatzyklaseaktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 bzw.

ihrer mutierten Formen (- 2 .6) wurden die Zellmembranen der transfizierten HEK293-Zellen

präpariert.

Für die Ernte wurden die Zellen einer 0 9 cm-Schale im Medium vom Schalenboden abge-

schabt und 5 min mit 200 g pelletiert. Die Zellen wurden mit 5 ml PBS gewaschen, erneut

abzentrifugiert und in 100 pI 10 mM HEPES•KOH pH 7,5 mit 1 mM DTT resuspendiert . Die

Zellsuspension wurde in flüssigem N2 schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C

gelagert.

Für die Präparation der Zellmembranen wurde die Zellsuspension aufgetaut und 4 x 5 s so-

nifiziert (BRANSON Sonifier B12, Resonatorbecher, 80 - 100 W) . Die lysierten Zellen wurden

5 min mit 400 g zentrifugiert, wodurch Zellkerne und größere Zelttrümmer abgetrennt wur-

den . Aus dem Überstand wurden die Zellmembranen 15 min mit 125 .000 g pelletiert . Die

Membranen wurden dann in 10 mM HEPES•KOH pH 7,5 mit 250 mM KCI, 10 mM NaCI und

1 mM DTT (100 pI pro 0 9 cm-Schale) aufgenommen.
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2 .8 Präparation von Sehstäbchenaußensegmenten

Die Sehstäbchenaußensegmente (ROS) aus Rindernetzhäuten wurden nach der leicht

veränderten Methode von SCHNETKAMP und DAEHMEN (1982) präpariert . Alle Arbeitsschritte

wurden unter schwachem Rotlicht durchgeführt.

Zwischen 150 und 280 frische Rinderaugen wurden bei Raumtemperatur aufgeschnitten.

Glaskörper und Linse wurden entfernt . Die Netzhäute wurden herausgelöst und in 1 m1

Schwerem Medium (1,5 M Saccharose ; 115 mM NaCl ; 2,5 mM KCI ; 1 mM MgCI 2; 10 mM

HEPES•KOH pH 7,5 ; 1 mM DTT) pro Netzhaut aufgenommen . Die Netzhäute wurden 90 sec

geschüttelt, um die Außensegmente der Photorezeptorzellen abzuscheren, und anschlies-

send für 7 min bei 3500 g zentrifugiert. Der Überstand wurde über ein Nylonnetz filtriert und

mit dem gleichen Volumen Waschpuffer (115 mM NaCl ; 2,5 mM KCI ; 1 mM MgCI2 ; 10 mM

HEPES•KOH pH 7,5 ; 1 mM DTT) verdünnt . Das Filtrat wurde 10 min mit 4700 g zentrifugiert

und die Pellets in 40 ml Leichtem Medium (600 mM Saccharose ; 115 mM NaCl ; 2,5 mM KCI;

1 mM MgCI2; 10 mM HEPES•KOH pH 7,5 ; 1 mM DTT) resuspendiert . Diese Suspension

wurde über einen Saccharosegradienten (600 - 1500 mM) geschichtet und 90 min mit

70 .000 g zentrifugiert . Die Bande, die Rhodopsin enthielt, wurde abgenommen, mit einem

gleichen Volumen Waschpuffer verdünnt und 10 min mit 12 .400 g zentrifugiert. Die pelletier-

ten ROS wurden in 25 ml Lysepuffer (10 mM HEPES•KOH pH 7,5 ; 1 mM DTT; 0,1 mM

PMSF) resuspendiert, aliquotiert und bei -80°C dunkel gelagert.

Der Rhodopsingehalt der ROS-Suspensionen wurde photometrisch bestimmt . Dafür wurde

die Extinktion einer Probe bei 500 nm gemessen . Anschließend wurde die Probe 1 min be-

lichtet, um das enthaltene Rhodopsin vollständig auszubleichen . Die Extinktion bei 500 nm

wurde erneut gemessen und von der vorher gemessenen abgezogen . Aus der Differenz

wurde die Rhodopsinkonzentration berechnet . Der differentielle molare dekadische Extinkti-

onskoeffizient Ae5oo von Rhodopsin (Mr 40 kDa) beträgt 40 .000 M"'cm''.

Die hergestellten ROS-Suspensionen enthielten 9 -13 mg/ml Rhodopsin .
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2 .9 Bestimmung der Guanylatzyklaseaktivität

Guanylatzyklaseaktivitäten wurden nach der Methode von KOCH (1991) über das gebildete

Guanosin-3' :5'-monophosphat (cGMP) bestimmt.

Die Reaktionen wurden in Mg-GC-Puffer (40 mM MOPS•KOH pH 7,1 ; 56 mM KCI ; 8 mM

NaCl ; 10 mM MgCI 2; 2 mM GTP; 400 pM Zaprinast) oder in Mn-GC-Puffer (40 mM

MOPS•KOH pH 7,1 ; 56 mM KCI ; 8 mM NaCl ; 2 mM MnCI2; 2 mM GTP ; 400 pM Zaprinast)

durchgeführt . Der Mg-GC-Puffer wurde in Experimenten verwendet, in denen die Ca l+-ab-

hängige Regulation der ROS-GC untersucht wurde . Der Mn-GC-Puffer wurde eingesetzt,

wenn die Basalaktivität der ROS-GC bestimmt werden sollte . Nach Bedarf wurde den Puffern

zur Erhöhung der Aktivität 100 pM ATP zugesetzt (FRINS et al ., 1996).

Die Guanylatzyklaseaktivität wurde in drei verschiedenen Präparationen bestimmt : ROS-

Suspensionen (- 2 .2), gewaschene ROS-Membranen (-> 2 .9.1) und HEK293-Zellmembra-

nen (--> 2 .7.4).

Die Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgeführt . Die Ansätze ent-

hielten

10 pl

	

ROS-Suspensionen, ROS-Membranen oder HEK293-Membranen,

20 pl

	

2,5-fach konzentrierten Mg-GC- oder Mn-GC-Puffer und

20 pl

	

Zusätze (Peptide / GCAP-1 / Ca l+-Puffer).

Die Kontrollansätze ohne Peptide oder GCAP-1 wurden mit den jeweiligen Probenpuffern

dieser Zusätze auf 50 pl aufgefüllt . Die Ansätze, in denen gewaschene ROS-Membranen mit

GCAP-1 rekonstituiert wurden, wurden für 5 min bei Raumtemperatur präinkubiert, bevor die

Reaktion durch Zugabe des 2,5-fach konzentrierten Mg-GC-Puffers gestartet wurde . In den

anderen Ansätzen wurde die Reaktion durch Zugabe der GC-Präparation gestartet.

Ansätze mit ROS oder ROS-Membranen wurden 5 min bei 30°C unter schwachem Rotlicht

inkubiert, Ansätze mit HEK293-Membranen 30 min bei Tageslicht . Die Reaktionen wurden

mit 50 pl 0,1 M Na2EDTA abgestoppt . Anschließend wurden die Ansätze 5 min auf 95°C

erhitzt . Die Membranen und die hitzedenaturierten Proteine wurden 5 min mit 15 .800 g ab-

zentrifugiert . Der klare Überstand wurde auf eine reversed-phase-HPLC-Säule (Hibar Li-

Chrospher 100 RP18, 250 x 4 mm ; MERCK) aufgetragen und die enthaltenen Nukleotide mit

einem Gradienten von 0 - 70 %(v/v) Methanol in 5 mM KH 2PO4 in 10,8 ml aufgetrennt . Die

Flußrate betrug 1,2 ml/min . Die Extinktion des Eluats bei 254 nm wurde aufgezeichnet . Das

cGMP eluierte nach 7 - 8 min . Die Fläche des zugehörigen Peaks wurde integriert und die

Menge des gebildeten cGMP durch den Vergleich mit Standardproben bestimmt .



Material und Methoden

2 .9 .1 Präparation gewaschener ROS-Membranen

Gewaschene ROS-Membranen wurden präpariert, um die Aktivität der nativen ROS-GC

ohne natives GCAP zu bestimmen.

Dafür wurden unter schwachem Rotlicht bei 4°C 500 pl ROS-Suspension (- 2 .8) in 2 ml hy-

potonischem Puffer (10 mM HEPES•KOH pH 7,5 ; 1 mM DTT) verdünnt . Die Membranen

wurden 10 min mit 345.000 g pelletiert, in 2 ml hypotonischem Puffer resuspendiert und er-

neut pelletiert . Die gewaschenen Membranen wurden in 250 pl 50 mM HEPES•KOH pH 7,5

mit 500 mM KCI, 20 mM NaCI und 1 mM DTT aufgenommen.

2 .9 .2 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1

Der Einfluß der Peptide aus der Peptidbibliothek (- 2 .3.1) auf die GC-Aktivität in ganzen

ROS wurde untersucht, um Sequenzbereiche der ROS-GC1 zu identifizieren, die an ihrer

Cal+-abhängigen Regulation durch GCAP beteiligt sind.

Die Peptide wurden in 10 mM HEPES pH 7,5 mit 2 %(v/v) DMSO aufgenommen (2,5 mg/ml).

Die Suspensionen wurden 10 s sonifiziert (BRANSON B12, Resonatorbecher, 80 - 100 W) und

30 min bei Raumtemperatur geschüttelt . Diejenigen Peptide, die sich nicht vollständig lösten,

wurden dadurch fein verteilt in Suspension gebracht . Anschließend wurden 10 pl der

Peptidlösungen bzw . -suspensionen (Endkonzentration 0,5 mg/ml, etwa 0,3 mM) in einem

Ansatz zur Bestimmung der GC-Aktivität von ganzen ROS eingesetzt (-> 2 .9).

Die ROS-GC-Aktivität in Gegenwart der Peptide wurde jeweils bei 1 nM [Ca 2+] (2 mM EGTA)
und bei 23,5 pM [Ca2+] (2 mM CaEGTA) bestimmt. In jedem Experiment wurde die ROS-GC-

Aktivität auch in Kontrollansätzen ohne Peptide bestimmt . Die in Gegenwart der Peptide

gemessenen GC-Aktivitäten wurden auf GC-Aktivität der Kontrolle bei der jeweiligen [Ca 2+]

normiert (normalisierte GC-Aktivität) . Die relative Inhibierung durch ein Peptid ergibt sich
dann als Differenz der normalisierten GC-Aktivität zum Wert 1 . Außerdem wurde für jedes
Peptid das Verhältnis der ROS-GC-Aktivität bei 1 nM [Ca 2+] zu der bei 23,5 pM [Ca2+] be-

rechnet und auf das entsprechende Verhältnis der Kontrollen (8 - 10-fach) normiert (normali-
sierte Aktivierung) .
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2 .10 Oberflächen-Plasmon-Resonanzspektroskopie
Die Oberflächen-Plasmon-resonanzspektroskopischen (SPR-) Messungen wurden mit einem

BlAcore-Gerät (BIACORE) durchgeführt (LÖFAS und JOHNSSON, 1990 ; SJÖLANDER und

URBANICZKY, 1991 ; STENBERG et al ., 1991 ; FÄGERSTAM et al ., 1992) . Die Steuerung des Ge-

räts und die Datenaufzeichnung erfolgte mit dem Programm BlAcore control software 1 .2

(BIAcoRE) . Die Daten wurden mit den Programmen BIAEvaluation 3 .0 (BIAc0RE) oder

SigmaPlot 3 .0 (JANDEL) ausgewertet . Alle Messungen wurden bei 25°C durchgeführt . Die

Puffer und Lösungen wurden durch Membranfilter II 0,2 pm (Typ GVWP, MILLIPORE) filtriert

und entgast.

2.10 .1 Einführung

Das BlAcore-Gerät detektiert den Brechungsindex unmittelbar über einer Sensoroberfläche.

Dafür mißt es den Resonanzwinkel für die Anregung eines Oberflächen-Plasmon-Polaritons

(zur Übersicht über das Phänomen der Oberflächen-Plasmon-Resonanz s . z .B. WELFORD,

1991) . Die Meßgröße heißt Resonanzsignal und wird in Resonanzeinheiten (RU;

1 RU = 1 x 10"4
°) angegeben. Die Änderung des Resonanzsignals um 1 RU wird durch eine

durchschnittliche Änderung des Brechungsindex im Meßvolumen um 1 x 10 .6 hervorgerufen.

Das entspricht der Änderung der Oberflächenkonzentration eines Proteins mit durchschnittli-

cher Aminosäurezusammensetzung um etwa 1 pg/mm 2. Eine Auftragung des Resonanzsig-

nals gegen die Zeit wird Sensorgramm genannt.

Die Sensoroberfläche im Gerät ist austauschbar . Die Austauschteile werden als Sensorchips

bezeichnet . Ein Sensorchip bildet mit dem Flüssigkeitsführungssystem des Gerätes vier un-

abhängige Flu ßzellen . Proteine oder Peptide, die kovalent an die Sensoroberfläche gekop-

pelt sind, werden als (immobilisierte) Liganden bezeichnet, die in Lösung angebotenen

Wechselwirkungspartner als Analyten . Der Puffer, der kontinuierlich durch das System fließt,

heißt Eluent.

2.10.2 Immobilisierung von Proteinen und Peptiden

Peptide oder Proteine wurden durch die Ligand-Thiol-Methode ' kovalent an die Sensorober-

fläche gekoppelt (immobilisiert) . Die Sensoroberfläche war dabei mit einer carboxymethylier-

ten Dextranmatrix beschichtet . Durch diese Immobilisierungsmethode werden Cysteinreste

der Proteine oder Peptide über 2-Dithioethanamino-Brüc ken mit der Matrix verknüpft.

' BlAcore System Manual Supplement (1991) ; Pharmacia Biosensor AB ; Uppsala, Schweden.
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Die Flußrate des Eluenten wurde auf 5 pl/min eingestellt . Die Oberfläche eines CM5 Sensor-

chips (BIAcoRE) in einer Flußzelle wurde mit 10 p1 .50 mM N-Hydroxysuccinimid und 200 mM

N-Ethyl-N'-[3-dimethylaminopropyllcarbodiimid aktiviert Die aktivierte Oberfläche wurde mit

10 pl 80 mM 2-[2-Pyridinyldithio]ethanamin (PDEA) in 100 mM Natriumboratpuffer pH 8,5

derivatisiert . Die Peptide oder Proteine, die immobilisiert werden sollten, wurden in 100 mM

Natriumcitrat pH 2,4 gelöst und in die Flußzelle injiziert . Die verbleibenden reaktiven Grup-

pen in der Dextranmatrix wurden anschließend mit 20 pl 50 mM L-Cystein in 1 M NaCI de-

aktiviert. Der Anteil der Peptide oder Proteine, der nicht kovalent an die Oberfläche gebun-

den war, wurde ausgewaschen.

Die Oberflächenkonzentration des immobilisierten Liganden wurde aus der Differenz des

Resonanzsignals vor und nach der Immobilisierung errechnet.

Für Kontrollexperimente wurden Oberflächen ohne immobilisierte Peptide oder Proteine her-

gestellt . Die reaktiven Gruppen der Kontrolloberflächen wurden aktiviert, mit PDEA derivati-

siert und mit Cystein deaktiviert.

2.10 .3 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1

Die Wechselwirkung der Peptide aus der Peptidbibliothek (--->2 .3.1) mit immobilisiertem re-

kombinanten GCAP-1 wurde SPR-spektroskopisch untersucht, um Sequenzbereiche der

ROS-GC1 zu identifizieren, die an der Bindung von GCAP-1 beteiligt sind.

Der Eluent für diese Experimente enthielt 40 mM MOPS•KOH pH 7,1, 60 mM KCI, 10 mM

NaCl, 10 mM MgCl 2, 0,005 %(w/v) Tween20, 0,01 %(w/v) BSA und 1 mM CaCI 2 (+Ca2+) oder

2 mM EGTA (-Ca2+ ) . Die Peptide wurden in Eluent aufgenommen (0,5 mg/ml) . Die Suspen-

sionen wurden 10 s sonifiziert (BRANSON B12, Resonatorbecher, 80 - 100 W) und 30 min bei

Raumtemperatur geschüttelt . Ungelöstes Material wurde 5 min mit 15 .000 g abzentrifugiert.

Der Überstand wurde als Analytlösung eingesetzt.

Die Flußrate wurde auf 5 pl/min eingestellt . In eine Flußzelle wurden 20 pl Normalisierungs-

puffer (Eluent + 1 %(v/v) Glycerin) injiziert . Die dadurch verursachte Änderung des Reso-

nanzsignals wurde registriert . Dann wurden 20 pl der Peptidlösung injiziert . Das Resonanz-

signal wurde 5 s vor Ende der Kontaktzeit abgelesen . Die gebundenen Peptide wurden mit

10 pl 0,5 %(w/v) SDS von der Oberfläche abgewaschen . Bei Experimenten, die mit 2 mM
EGTA in Eluent (-Ca2+) durchgeführt wurden, wurden anschließend 10 pl 0,1 M CaCI 2 inji-
ziert, um das irrmobilisierte GCAP-1 zu stabilisieren . Diese Folge von Injektionen wurde

nacheinander in einer Flußzelle, auf deren Sensoroberfläche 5000 - 15 .000 RU rekombinan-

tes GCAP-1 immobilisiert worden waren und in einer Flußzelle mit einer Kontrolloberfläche

(- 2.10 .2) ausgeführt.

Für beide Flußzellen wurde die Änderung des Resonanzsignals, die durch die Bindung der

Peptide an die Sensoroberfläche hervorgerufen wurde, auf die Änderung des Resonanzsig-
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nals durch den Normalisierungspuffer normiert (normalisiertes Signal) . Das normalisierte

Signal für die Kontrollflußzelle wurde vom normalisierten Signal für die GCAP-1-Flußzelle

abgezogen, um das spezifische normalisierte Signal für die Bindung des jeweiligen Peptides

an GCAP-1 zu berechnen.

In Abbildung 2.2 wird als Beispiel ein Sensorgramm für die Bindung eines Peptides (#37) an

immobilisiertes GCAP-1 gezeigt, das während der beschriebenen (s .o.) Folge von Injektio-

nen aufgezeichnet wurde . Außerdem wird in Abbildung 2 .2 bildhaft die Berechnung des

normalisierten Signals (Rnorm) dargestellt.

1 % Glycerin Peptid

	

SDS CaCI 2

Zeit (s)

Abbildung 2 .2 Durchmusterung der Peptidbibliothek - Sensorgramm für die Bindung eines
Peptides (#37) an immobilisiertes GCAP-1 ; Das Sensorgramm zeigt die Verände-
rungen des Resonanzsignals, die durch sukzessive Injektionen von
Normalisierungspuffer (1 % Glycerin), Peptidlösung, 0,5 % SDS und 0,1 M CaCl 2
erzeugt wurden ; die Flußrate betrug 5 pl/min ; der Eluent (s.o .) enthielt 2 mM EGTA.
R : Veränderung des Resonanzsignals durch die Peptidlösung ; R N : Veränderung des
Resonanzsignals durch den Normalisierungspuffer ; Rnorm : normalisiertes Signal.

2.10 .4 Sonstige SPR-spektroskopische Messungen

Die Wechselwirkung einzelner Peptide mit GCAP-1 und die Autoassoziation des Peptides

#34a wurden SPR-spektroskopisch untersucht . Dafür wurden GCAP-1 oder eine Version des

Peptides #34a, die N-terminal um eine Cysteylglycingruppe erweitert worden war (CG-#34a),

als Liganden eingesetzt.

Der Eluent für diese Experimente enthielt 40 mM MOPS•KOH pH 7,1, 60 mM KCI, 10 mM

NaCl, 10 mM MgCl 2 , 0,005 %(w/v) Tween20 und 1 mM CaCl 2 (+Ca2+) oder 2 mM EGTA

(-Ca2+) . Die Peptide, die als Analyt eingesetzt wurden, wurden in Eluent gelöst . Die Lösun-

gen der Proteine, die als Analyt eingesetzt wurden, wurden im etwa 5-fachen Volumen Elu-

ent verdünnt, in Centricon Zentrifugalkonzentratoren (AMICON ; MWCO 10 kDa) bei 5000 g

und 4°C eingeengt und erneut verdünnt . Dies wurde fünfmal wiederholt, um den Puffer voll-

ständig auszutauschen.
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Die Messungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei einer Flußrate von 10 pl/min

durchgeführt . Die gebundenen Peptide oder Proteine wurden durch den Fluß des Eluenten

von der Sensoroberfläche abgewaschen.

Die aufgezeichneten Sensorgramme für die Bindung der Analyten an die immobilisierten

Peptide oder Proteine wurden durch Subtraktion der Sensorgramme korrigiert, die mit der

selben Analytlösung nach dem gleichen Protokoll auf einer Kontrolloberfläche aufgezeichnet

worden waren.

2 .11 Affinitätschromatographie

2 .11 .1 Herstellung von Peptidaffinitäts-Sepharosen

Je 0,7 mI (etwa 0,2 g Trockengewicht) aktivierte SH-Sepharose 4B (AMERSHAM PHARMACIA

BIOTECH) wurden in 1 ml PBS mit 1 mM EDTA aufgenommen . Je 1 mg der Peptide CG-# 3a

oder CG-#34a (--> Angang D .2) wurde in je 1 mI PBS mit 1 mM EDTA gelöst und mit der Se-

pharose gemischt . Der Ansatz wurde 18 h bei 4°C unter Bewegung inkubiert . Danach wurde

das Sepharosematerial 5 min mit 200 g abzentrifugiert . Der Überstand wurde abgenommen,

um die Menge des nicht gebundenen Peptides zu bestimmen (s .u .) . Verbleibende reaktive

Gruppen im Material wurden 1 h bei Raumtemperatur mit 50 mM Cystein in 0,1 M Natrium-

formiatpuffer pH 4,3 mit 1 M NaCI deaktiviert.

Die Effizienz der Kopplungsreaktion wurde überprüft, indem die Peptidkonzentration im

Überstand vor und nach der Kopplung bestimmt wurde . Die Peptide wurden photometrisch

als Cut+-Bicinchoninsäure-Komplexe (-4 2.2 .1 .3) nachgewiesen. Es wurden etwa 500 pg

Peptid pro ml Sepharose (200 nmollml) gekoppelt.

Für Kontrollexperimente wurde Sepharosematerial ohne immobilisierte Peptide hergestellt.

Dafür wurden die reaktiven Gruppen der aktivierten SH-Sepharose mit Cystein deaktiviert.

Die Peptidaffinitäts-Sepharosen wurden bei 4°C in PBS mit 1 mM EDTA und 0,01 %(wfv)

NaN3 gelagert.

2.11 .2 Herstellung von solubilisierten ROS

Für die affinitätschromatographischen Experimente wurden ROS (--> 2 .8) eingesetzt, die in
Abwesenheit von DTT präpariert worden waren . Die ROS wurden unter schwachem Rotlicht
in Dodecylmaltosidpuffer (-> 2 .11 .5) auf das 5-fache Volumen verdünnt, um die Proteine der

Plasmamembran und der Diskmembranen zu solubilisieren . Der Ansatz wurde im Dunklen
30 min auf Eis inkubiert . Anschließend wurden ungelöste Anteile entfernt, indem die
solubilisierten ROS 10 min mit 345 .000 g zentrifugiert wurden.
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2.11 .3 Herstellung eines Dunkelextraktes löslicher Proteine aus ROS

Die löslichen Proteine aus ROS wurden unter hypotonischen Bedingungen extrahiert, um

ihre Wechselwirkung mit den Peptidaffinitäts-Sepharosen (-> 2 .11 .1) zu untersuchen . Dafür

wurden 500 pl ROS, die in Abwesenheit von DTT präpariert worden waren, unter schwa-

chem Rotlicht bei 4°C in 2 ml 10 mM HEPES•KOH pH 7,5 verdünnt . Die Membranen wurden

10 min mit 345 .000 g pelletiert . Der Überstand wurde abgenommen und als Dunkelextrakt

(DEX) bezeichnet . Für die affinitätschromatographischen Experimente wurden 90 pl des

DEX mit 10 pl 10-fach konzentriertem Eluent (+ / - Cal+; - 2.10 .4) versetzt.

2 .11 .4 Herstellung von solubilisierten ROS-Membranen

Die Membranproteine aus ROS wurden für affinitätschromatographische Experimente solu-

bilisiert . Die Membranen aus 500 pl ROS-Suspension, die bei der Herstellung des DEX pel-

letiert worden waren (-> 2.11 .3), wurden in 2 ml hypotonischem Puffer resuspendiert und er-

neut abzentrifugiert . Dieser Waschschritt wurde wiederholt . Das Pellet wurde in 2 ml Do-

decylmaltosidpuffer (-a 2 .11 .5) aufgenommen . Der Ansatz wurde im Dunklen 30 min auf Eis

inkubiert . Anschließend wurden ungelöste Anteile entfernt, indem die solubilisierten ROS-

Membranen 10 min mit 345 .000 g zentrifugiert wurden.

2 .11 .5 Durchführung der Bindungsexperimente

Die Bindung von Proteinen aus drei verschiedenen Präparationen an die Peptidaffinitäts-

Sepharosen wurde untersucht . Diese Präparationen waren solubilisierte ganze ROS (-a

2.11 .2), der Dunkelextrakt (DEX) der löslichen Proteine aus ROS (-4 2 .11 .3) und solubili-

sierte gewaschene ROS-Membranen (-÷ 2 .11 .4).

Die Bindungsexperimente mit den solubilisierten ROS und den solubilisierten ROS-Membra-

nen wurden in Dodecylmaltosidpuffer (40 mM MOPS•KOH pH 7,1, 180 mM KCI, 10 mM

NaCl, 10 mM MgCl2, 1 %(w/v) n-Dodecyl-ß-D-maltosid und 1 mM CaCI 2 (+Ca2+) oder 2 mM

EGTA (-Ca2+)) durchgeführt . Die Experimente mit dem DEX wurden in Eluent (+ / - Ca2+ ; -+

2.10 .4) durchgeführt . Je 50 pl der Peptidaffinitäts-Sepharosen wurden in eine Micropure .45

Zentrifugalfiltrationseinheit (AM1coN) überführt . Durch kurze (<10 s) Zentrifugation mit maxi-

mal 15.000 g wurde das Sepharosematerial von Puffer befreit . Das Material wurde fünfmal

mit je 200 pl Probenpuffer (Dodecylmaltosidpuffer oder Eluent) gewaschen und anschlies-

send in je 100 pl eiskaltem Probenpuffer resuspendiert . Je 100 pl der Probe (solubilisierte

ROS, DEX oder solubilisierte ROS-Membranen) wurden zugegeben . Die Suspension wurde

über Nacht bei 4°C unter Bewegung inkubiert . Der Überstand wurde abzentrifugiert und das

Material zweimal mit je 200 pl Probenpuffer gewaschen. Die Waschfraktionen wurden mit

dem Überstand vereinigt und als ungebundene Fraktion bezeichnet . Anschließend wurde
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das Material mit 3 x 200 pl eiskaltem 1 M NaCI in 10 mM MOPS•KOH pH 7,1 mit 1 %(w/v)

Dodecylmaltosid bzw. 0,005 %(w/v) Tween20 (DEX) gewaschen . Die vereinigten Überstände

dieser Waschschritte wurden als Hochsalzfraktion bezeichnet . Die Proteine, die an die

Peptidaffinitäts-Sepharosen gebundenen hatten, wurden bei Raumtemperatur mit 3 x 200 pl

0,5 %(w/v) SDS eluiert . Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt.

Die Proteine in den gesammelten Fraktionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt . Die auf-

getrennten Proteine wurden durch Färbung mit kolloidalem Silber nachgewiesen oder auf

Blotmembranen übertragen (- 2 .2.2.2) . Anschließend wurden bestimmte Proteine immun-

chemisch nachgewiesen .



Ergebnisse

3 Ergebnisse

Die partikuläre Guanylatzyklase der Photorezeptoraußensegmente (ROS-GC) synthetisiert

cGMP, den Botenstoff der Phototransduktion . Die vorherrschende Isoform der ROS-GC in

Photorezeptoren ist ROS-GC1 . Die Aktivität der ROS-GC wird Cal+-abhängig von Guanylat-

zyklase-aktivierenden Proteinen (GCAP-1, -2 und -3) reguliert (-4 1 .3) . Es war das Ziel der

vorliegenden Arbeit, Regionen der ROS-GC1 zu identifizieren, die eine zentrale Funktion für

die Regulation durch GCAP-1 haben.

Dafür wurde eine Peptidbibliothek hergestellt, die die Juxtamembrandomäne, die putative Di-

merisierungsdomäne und den C-Terminus der ROS-GC1 abbildet (-> 3 .2) . Diese Bibliothek

wurde für zwei Durchmusterungen eingesetzt, durch die Peptide identifiziert wurden, die die

Cal+-abhängige Aktivierung der nativen ROS-GC stören (-> 3 .3) oder direkt mit GCAP-1 we-

chselwirken (-÷ 3 .4) . Anschließend wurden der Einfluß der identifizierten Peptide auf die Ak-

tivität der nativen ROS-GC (_ 3 .5) und die Wechselwirkung der Peptide mit Zielproteinen (-->

3 .6) untersucht . Schließlich wurden mutierte Formen der ROS-GC1 hergestellt, bei denen

die Regionen deletiert waren, die von den identifizierten Peptiden abgebildet werden . Diese

Mutanten wurden heterolog exprimiert und charakterisiert, um die Funktion der deletierten

Regionen für die Regulation der ROS-GC1 aufzuklären (- 3 .7).

3 .1 Herstellung und Charakterisierung von rekombinantem
GCAP-1

Für einige der Experimente, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden, wurden größere Men-

gen (>1 mg) GCAP-1 benötigt . Aus 100 Rinderaugen lassen sich aber nur etwa 10 pg nati-

ves GCAP-1 reinigen (G0RCZYCA et al ., 1994; FRINs, 1996) . Daher wurde GCAP-1 heterolog

in E.coli exprimiert (-> 2.4) . Das exprimierte Protein wurde durch zwei chromatographische

Schritte (Gelfiltration und Hydroxylapatitchromatograph ie) gereinigt (-4 0) . Das gereinigte

rekombinante GCAP-1 wurde durch Massenspektrometrie und durch analytische HPLC cha-

rakterisiert (-4 3.1 .2.1, 3 .1 .2 .2) . Durch Rekonstitution mit nativer ROS-GC wurde untersucht,

ob das gereinigte rekombinante GCAP-1 funktionell aktiv war (-4 3 .1 .2 .3) .
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Abbildung 3.1 Expression und Reinigung von rekombinantem GCAP-1 ; L : E.coli-Lysat (15 pg

Protein) ; U : Löslicher Anteil des Lysats (10 pg Protein) ; D: Löslicher Anteil des Solu-
bilisats nach der Renaturierung (10 pg Protein) ; S : Angereichertes GCAP-1 nach der
Gelfiltrationschromatographie (5 pg Protein) ; (+) : Gereinigtes GCAP-1 nach der Hy-
droxylapatitchromatographie (5 pg Protein) in Gegenwart von 10 mM CaCl 2; (-) : wie
(+), in Gegenwart von 10 mM EGTA . Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (15 %)
getrennt und mit COOMASSIE Brilliant Blue R250 gefärbt . Man beachte die geringere
Intensität der GCAP-1-Bande in der Spur S im Vergleich mit den Spuren (+) und (-)
bei gleicher Menge an Gesamtprotein (5 pg).

3 .1 .1 Verlauf der Reinigung

3.1 .1 .1

	

Expression und Solubilisierung

GCAP-1 wurde in E.coli BL21(DE3) exprimiert . Da natives GCAP-1 N-terminal mit Myristin-

säure oder einer verwandten Fettsäure verestert ist (PALCZEWSKI et al ., 1994), wurde das

rekombinante GCAP-1 in den meisten Fällen mit der N-Myristoyltransferase 1 (NMT) aus

S.cervisiae koexprimiert, um N-myristoyliertes Protein zu erhalten (-* 2 .4 .2).

Die Zellen wurden mit Lysozym aufgeschlossen (lysiert) . Da der größte Teil des rekombi-

nanten GCAP-1 in unlöslicher Form exprimiert wurde, wurden die unlöslichen Bestandteile

der lysierten Zellen unter denaturierenden Bedingungen solubilisiert Die enthaltenen Pro-

teine wurden anschließend durch Dialyse renaturiert (-3 2 .4.3).

Das Zelllysat enthielt 340±140 mg Protein pro Liter Kultur . Nach der Renaturierung der so-

lubilisierten Proteine durch Dialyse verblieben 48±32 mg Protein pro Liter Kultur.

Diese Mengenangaben beziehen sich auf den Durchschnitt aus 6 Reinigungen.

3 .1 .1 .2 Gelfiltrationschromatographie

Die renaturierten Proteine wurden durch Gelfiltration (Superdex75 XK16/60) aufgetrennt (-+

2 .4 .4) . GCAP-1 eluierte in einem breiten Peak bei einem Retentionsvolumen von etwa 65 ml.

Durch die Gelfiltration wurden 12,7±11,0 mg angereichertes GCAP-1 pro Liter Kultur

erhalten .
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3 .1 .1 .3 Hydroxylapatitchromatographie

Das angereicherte rekombinante GCAP-1 wurde durch Chromatographie mit einer kerami-

schen Hydroxylapatitsäule weiter gereinigt (- 2 .4.5) . GCAP-1 wurde mit einem Natrium-

phosphatgradienten bei etwa 70 mM Phosphat eluiert.

Durch diesen Reinigungsschritt wurden 5,1±4,4 mg GCAP-1 pro Liter Kultur in einer Reinheit

von etwa 90 % erhalten.

Die Anreicherung von GCAP-1 durch die einzelnen Reinigungsschritte wurde durch SDS-

PAGE verfolgt . Das Ergebnis einer Reinigung wird in Abbildung 3 .1 gezeigt. Das gereinigte

rekombinante GCAP-1 zeigte die typische Ca l+-abhängige Veränderung der apparenten

Molmasse (Mapp) bei der SDS-PAGE von etwa 21 kDa (GCAP-1 . 3Ca2+) auf etwa 27 kDa

(GCAP-1) (GORCZYCA et al ., 1995; FRiNS et al ., 1996).

3 .1 .2 Charakterisierung des gereinigten rekombinanten GCAP-1

3 .1 .2.1 Massenspektrometrie

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 wurde massenspektrometrisch (MALDI-TOF) charak-

terisiert. Die Messungen wurden von Fr . Dipl .-Ing . A. Rodenbrock (IET, Heinrich-Heine-Uni-

versität Düsseldorf) durchgeführt (-> 2 .5).

Für rekombinantes GCAP-1, das nicht mit NMT koexprimiert worden war (-Myr), wurde eine

Masse von 23452±46 Da (n = 6) 1 bestimmt. Dieser Wert entspricht im Rahmen der

Meßgenauigkeit des Gerätes (0,5 %) der theoretisch erwarteten Masse von 23510 Da . Für

rekombinantes GCAP-1, das mit NMT koexprimiert worden war (+Myr), wurde im Mittel eine

Masse von 23362±107 Da (n = 2) bestimmt . Dieser Wert entspricht nicht der theoretisch

erwarteten Masse für N-myristoyliertes GCAP-1 von 23592 Da . In Abbildung 3 .2 A, B werden

zwei repräsentative Massenspektren von GCAP-1(-Myr) bzw . (+Myr) gezeigt.

Die Massen, die für GCAP-1(+Myr) und GCAP-1(-Myr) bestimmt wurden, waren nicht signifi-

kant verschieden . Es konnte also nicht nachgewiesen werden, daß GCAP-1 durch die Koex-

pression mit NMT N-myristoyliert wurde. Das Ergebnis der Massenspektrometrie schließt

aber nicht aus, daß ein Teil des exprimierten GCAP-1(+Myr) N-myristoyliert wurde, da ein

entsprechender Peak im Massenspektrum vom Peak des nicht-myristoylierten Proteins

überlagert worden sein könnte.

' n : Anzahl der Bestimmungen
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Abbildung 3.2 Charakterisierung von gereinigtem rekombinanten GCAP-1 ; A: MALDI-TOF-
Massenspektrum von GCAP-1(-Myr) ; die Werte des Masse-/Ladungsverhältnisses
(m/z) für die markierten Peaks entsprechen den m/z-Werten von protoniertem
GCAP-1 ([M•H] +), doppelt protoniertem GCAP-1 ([M•2H] 2+) und protoniertem
dimeren GCAP-1 ([2M•H]+) . B: MALDI-TOF-Massenspektrum von GCAP-1 (+Myr) . C:
HPLC-Elutionsprofile der Proben aus A und B ; zur übersichtlicheren Darstellung ist
die Kurve für GCAP-1(-Myr) um 0,5 AU verschoben ; der markierte Elutionspeak (L)
wurde möglicherweise durch N-myristoyliertes GCAP-1 hervorgerufen .



Ergebnisse

3 .1 .2 .2 Analytische Hochdruckchromatographie (Analytische HPLC)

Durch die HPLC auf einer reversed-phase-Säule sollte N-myristoyliertes GCAP-1 von nicht-

myristoyliertem GCAP-1 getrennt werden. Für das N-myristoylierte Protein wurde eine ver-

längerte Retentionszeit erwartet, da es durch seinen Myristinsäurerest stärker hydrophob ist

als nicht-myristoyliertes GCAP-1.

GCAP-1, das mit NMT koexprimiert worden war (+Myr), und GCAP-1, das nicht mit NMT ko-

exprimiert worden war (-Myr), wurden mit einer RP18-HPLC-Säule aufgetrennt (-4 2 .6) . Die

Retentionszeiten der Hauptpeaks beider Proben unterschieden sich nicht . Im Elutionsprofil

von GCAP-1(+Myr) zeigte sich ein Nebenpeak (<10 %) mit längerer Retentionszeit, der mö-

glicherweise durch N-myristoyliertes Protein hervorgerufen wurde (Abbildung 3 .2 C).

Die Charakterisierung des rekombinanten GCAP-1 durch die Massenspektrometrie und

durch die analytische HPLC zeigte, daß durch die Koexpression mit NMT keine effektive N-

Myristoylierung von GCAP-1 erreicht werden konnte . Nur ein geringer Teil des rekombinan-

ten GCAP-1 war möglicherweise N-myristoyliert . Das rekombinante GCAP-1 entsprach in

dieser molekularen Eigenschaft nicht dem nativen Protein.

3.1 .2 .3 Aktivität

Für die Untersuchungen zur Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1, die in dieser Arbeit

durchgeführt wurden, wurde funktionell aktives GCAP-1 benötigt . Das rekombinante GCAP-1

wurde für die Reinigung denaturiert (--4 3 .1 .1 .1, 2.4.3) . Außerdem fehlte dem rekombinanten

GCAP-1 die N-terminale Acylierung des nativen Proteins (-> 3 .1 .2.1, 3 .1 .2.2) . Daher war es

notwendig, nachzuweisen, daß das gereinigte rekombinante GCAP-1 funktionell aktiv war.

Dafür wurden ROS-Membranen gewaschen, um das native GCAP zu entfernen . Die GO-Ak-

tivität dieser Membranen wurde bestimmt (-4 2 .9). Die GC-Aktivität der gewaschenen Mem-

branen wurde durch [Ca2+] nicht mehr beeinflußt . Wenn die gewaschenen Membranen mit

rekombinantem GCAP-1 rekonstituiert wurden, wurde die Ca2+-Abhängigkeit der GC-Aktivität

wieder hergestellt (-4 Abbildung 3 .3) . Bei 1 nM [Ca2+] (-Ca2+) wurde die GC-Aktivität der

gewaschenen ROS-Membranen durch 6 pM rekombinantes GCAP-1 um das 7-fache ge-

genüber der GC-Aktivität gewaschener ROS-Membranen ohne GCAP (Basalaktivität) erhöht.

Der EC50-Wert für diese Aktivierung betrug etwa 1 pM GCAP-1 . Bei 23,5 pM [Ca2+] (+Ca2+)

wurde die GC-Aktivität der gewaschenen ROS-Membranen nicht durch GCAP-1 beeinflußt.

Damit wurde die GC-Aktivität der gewaschenen ROS-Membranen, die mit 6 pM GCAP-1

rekonstituiert wurden, durch die Verminderung der [Ca 2+] von 23,5 pM auf 1 nM um das 7-

fache erhöht (-> Abbildung 3.3 B) . Das entspricht der Ca2+-Abhängigkeit des nativen

Systems (ROS; KOCH und STRYER, 1988; FRANS et al ., 1996).

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 war also funktionell aktiv .
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Abbildung 3.3 Rekonstitution von gewaschenen ROS-Membranen mit gereinigtem rekombi-
nanten GCAP-1 ; A: GC-Aktivität gewaschener ROS-Membranen, die bei 1 nM
[Ca2+] (-Ca2+) bzw. 23,5 pM [Ca2+] (+Ca2+ ) mit steigenden Konzentrationen von
GCAP-1 rekonstituiert wurden . B: Ca +-abhängige Aktivierung der GC-Aktivität ge-
waschener ROS-Membranen durch GCAP-1, d .h . Quotient der Aktivität (-Ca2+) und
(+Ca2+) aus A . Die Daten sind Mittelwerte aus dreifachen Ansätzen ± Standardab-
weichung; die Rhodopsinkonzentration in den Reaktionen betrug 2,3 pg/pl (58 pM).

3 .2 Synthese der Peptidbibliothek

Es war das Ziel dieser Arbeit, Regionen der ROS-GC1 zu identifizieren, die eine Funktion für

die Regulation durch GCAP-1 haben . Dafür wurde eine Bibliothek aus 92 überlappenden 12-

meren Peptiden hergestellt, die die Juxtamembrandomäne, die putative Dimerisierungsdo-

mäne und den C-Terminus der ROS-GC1 abbildet . Die Kriterien, nach denen diese Domä-

nen ausgewählt wurden, werden in der Einleitung dieser Arbeit (-3 1 .4.1) erklärt . Im einzel-

nen bilden die Peptide # 1 - #53 die Region 8993 - G60B , die Peptide #54 - #80 die Region x 800 -
P863 und die Peptide #81 - #92 die Region D1°76 - G1109 ab (-4 Abbildung 3 .4) . Die Sequenzen

aller Peptide werden in Anhang D .1 gezeigt.

Die 92 Peptide wurden parallel auf Festphasen mit einer Kapazität von jeweils 10 pmol syn-

thetisiert (--> 2 .3) . Die apparenten Ausbeuten betrugen zwischen 3,5 und 13,5 mg Rohpeptid

(etwa 3 - 10 pmol) . Alle Rohpeptide der Bibliothek wurden durch analytische HPLC cha-

rakterisiert . Die Qualität der Rohpeptide war sehr unterschiedlich . Die Bibliothek enthielt

neben Substanzen von >80 % apparenter Reinheit auch Gemische aus mehreren Hauptbe-

standteilen (-a Anhang E) . Diese unterschiedlichen Ergebnisse entsprechen der erwarteten

Leistungsfähigkeit der eingesetzten Synthesemethode .
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Die Peptide, die nach den Ergebnissen der Durchmusterungen (-a 3.3, 3.4) näher untersucht
wurden, wurden einzeln von Dr . M . Beyermann (FMP Berlin) synthetisiert . Diese Peptide
hatten eine Reinheit von mindestens 75 %.

Peptide

	

# 1 - 53

	

#54 - 80

	

#81 - 92

Abbildung 3 .4 Schematische Darstellung der ROS-GC1 ; Lage der Domänen, die von der Peptid-
bibliothek abgebildet werden. Die Bezeichnungen der einzelnen Domänen werden in
Abbildung 1 .3 erklärt.

3 .3 Durchmusterung der Peptidbiliothek
- Identifizierung inhibitorischer Peptide

Die minimale funktionelle Einheit der ROS-GC ist ein Homodimer . In ROS bildet die ROS-GC

mit nativem GCAP einen Komplex unbekannter Stöchiometrie. Wahrscheinlich sind an die-

sem Komplex auch Tubulin und andere, nicht identifizierte Proteine beteiligt (SCHREM et al .,

1999). ROS-GC1 ist die vorherrschende Isoform der ROS-GC in Photorezeptoraußenseg-

menten (-4 1 .3). Peptide, die die Regionen der ROS-GC1 abbilden, die an intra- oder inter-

molekularen Wechselwirkungen innerhalb des funktionellen Komplexes beteiligt sind, sollten

diesen Komplex stören . Eine solche Störung kann durch die veränderte Aktivität der ROS-

GC nachgewiesen werden . Besonders die Peptide, die die Wechselwirkung der ROS-GC mit

GCAP stören, sollten die Cal+-abhängige Aktivierung der GC in ROS deutlich beeinflussen.

Daher wurde der Einfluß von allen Peptiden aus der Peptidbibliothek (-› 3.2) auf die GC-

Aktivität in ganzen ROS (in Gegenwart des endogenen GCAP) bei 23,5 pM [Ca2+] und 1 nM

[Ca2+] untersucht. Dabei wurde aus dem Verhältnis der GC-Aktivität in Gegenwart eines

Peptides bei 1 nM [Ca 2+] zu der GC-Aktivität bei 23,5 pM [Ca 2+] der Wert für die Ca 2+-abhän-

gige Aktivierung der ROS-GC in Gegenwart des entsprechenden Peptides berechnet (-

2.9.2) . Die eingesetzte Peptidkonzentration betrug 0,5 mg/ml (etwa 0,3 mM). Das Ergebnis

dieser Durchmusterung wird in Abbildung 3.5 gezeigt .



Ergebnisse

1 8 152229364350576471 788592

B

1,0 -

0,8 # 5
0,6 -

0,4
0,2 - t

0,0
-0,2 -

1 8 15 22 29 36 43 50 57 64 71 78 85 92

C

2,0 -

#5

	

#63
1,0 -

0,0
1 8 152229364350576471 78 85 92

Peptid #

Abbildung 3 .5 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1 - Einfluß der Peptide auf
die GC-Aktivität in ganzen ROS ; A: Relative Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen
ROS durch 0,5 mg/ml (etwa 0,3 mM) Peptid bei 1 nM [Ca2+] (-Cal»; die spezifische
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Fast alle Peptide der Peptidbibliothek inhibierten die GC-Aktivität in ganzen ROS bei 23,5 pM

[Ca2+] und bei 1 nM [Ca2+] um 10 % oder mehr (- Abbildung 3 .5 A,B) . Daher war es not-

wendig zu entscheiden, wann der Einfluß eines Peptides erheblich war . Dafür wurden jeweils

der Mittelwert und die Standardabweichung für die relative Inhibierung bei 1 nM [Ca2+] und

bei 23,5 pM [Ca2+] bzw. für die Ca2+-abhängige Aktivierung berechnet . Der Einfluß eines

Peptides wurde dann als erheblich angesehen, wenn einer der Werte für die relative Inhibie-

rung durch dieses Peptid bzw. der Wert für die Ca2+-abhängige Aktivierung in Gegenwart

dieses Peptids signifikant vom Mittelwert der entsprechenden Größe für alle Peptide ver-

schieden war. Dieses Kriterium wird in Abbildung 3 .5 bildlich durch die gepunkteten Linien

dargestellt. Diese Linien zeigen für die jeweilige Größe den (Mittelwert + Standardabwei-

chung) und den (Mittelwert - Standardabweichung) für alle Peptide . Die relative Inhibierung

durch ein Peptid bzw. sein Einfluß auf die Ca2+-abhängige Aktivierung sind dann erheblich,

wenn der Wert der entsprechenden Größe für das entsprechende Peptid ± der zugehörigen

Standardabweichung außerhalb des Bereiches liegt, der durch die gepunkteten Linien ein-

gegrenzt wird.

Die Peptide # 1 - # 3, # 5, # 7, #35, #36, #63 und #66 hatten einen erheblichen Einfluß auf

die GC-Aktivität oder die Ca2+-abhängige Aktivierung der GC in ganzen ROS (-4 Abbildung

3 .5) . Die Peptide # 1 - # 3, # 5 und #63 inhibierten die GC-Aktivität bei 1 nM [Ca2+] stärker als

bei 23,5 pM [Ca2+] . Damit verminderten diese Peptide die Ca2+-abhängige Aktivierung erheb-

lich . Das Peptid # 7 stimulierte die GC-Aktivität bei 23,5 pM [Ca2+] um etwa 10 %. Die GC-

Aktivität bei 1 nM [Ca2+] und die Ca2+-abhängige Aktivierung wurden durch dieses Peptid

nicht erheblich beeinflußt . Die Peptide #35 und #36 inhibierten die GC-Aktivität bei 23,5 pM

[Ca2+] und 1 nM [Ca2+] etwa gleich stark. Damit hatten die Peptide #35 und #36 keinen er-

heblichen Einfluß auf die Ca2+-abhängige Aktivierung . Das Peptid #66 inhibierte die GC-Ak-

tivität weder bei 23,5 pM [Ca 2+] noch bei 1 nM [Ca2+] erheblich . Die Ca 2+-abhängige Aktivie-

rung wurde aber durch das Peptid #66 erheblich vermindert.

Die Peptide # 1 - # 3, # 5, # 7, #35 und #36 bilden zwei Regionen aus der Juxtamembrando-

mäne der ROS-GC1 ab, die Peptide #63 und #66 eine Region aus der Dimerisierungsdomä-

ne. Nach dem Ergebnis der Durchmusterung sind diese drei Regionen wahrscheinlich an

intra- oder intermolekularen Wechselwirkungen im funktionellen Komplex der ROS-GC1 be-

teiligt . Die genaue Lage der drei Regionen wird in Abbildung 3 .6 gezeigt .
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Abbildung 3.6 Schematische Darstellung der ROS-GC1 ; Lage der Regionen, die von den Pepti-
den # 1 - 3, # 5, # 7, #35, #36, #63 und #66 abgebildet werden . Die Bezeichnungen
der einzelnen Domänen werden in Abbildung 1 .3 erklärt.

3 .4 Durchmusterung der Peptidbibliothek
- Identifizierung GCAP-1-bindender Peptide

GCAP-1 reguliert die Aktivität der ROS-GC1 wahrscheinlich durch direkte Wechselwirkungen

(DUDA et al ., 1996a ; SCHREM et al ., 1999 ; SOKAL et al ., 1999a) . Die Regionen der ROS-GC1,

die an diesen Wechselwirkungen beteiligt sind, haben damit eine zentrale Funktion für die

Cal+-abhängige Regulation durch GCAP-1 . Peptide, die diese Regionen abbilden, sollten

eine meßbare Affinität für GCAP-1 haben.

Daher wurde die Bindung aller Peptide aus der Peptidbibliothek (-3 3.2) an immobilisiertes

GCAP-1 SPR-spektroskopisch gemessen (-3 2 .10 .3) . Die Messungen wurden bei 1 nM

[Ca2+] und bei 1 mM [Ca2+] (1 mM CaCI 2) durchgeführt . Die Peptidkonzentration betrug

0,5 mg/ml (etwa 0,3 mM) . Das Ergebnis dieser Durchmusterung wird in Abbildung 3 .7

gezeigt.

Fast alle Peptide erzeugten auf der Sensoroberfläche, auf der GCAP-1 immobilisiert worden

war, ein spezifisches normalisiertes Resonanzsignal (Bindungssignal), das signifikant gößer

als Null war (-3 Abbildung 3 .7) . Daher war es notwendig zu entscheiden, wann das von ei-

nem Peptid erzeugte Bindungssignal erheblich war . Dafür wurde als Kriterium festgelegt,

daß ein Bindungssignal, das signifikant vom Mittelwert für alle Peptide verschieden war, als

erheblich gelten sollte .
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Abbildung 3.7 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1 - Bindung der Peptide an
GCAP-1 ; A: Bindung von 0,5 mg/ml (etwa 0,3 mM) Peptid an immobilisiertes
GCAP-1 bei 1 nM [Ca2+] ( -Ca2+) ; es waren 13000 RU (0,6 pmol mm2) GCAP-1 im-
mobilisiert worden ; der Normalisierungspuls (1 %(v/v) Glycerin in Eluent) erzeugte
Resonanzsignale (normalisiertes Resonanzsignal 1,0) von 1202±19 RU bzw.
1127±16 RU (Kontrollflußzelle) . B: Bindung bei 1 mM [Ca 2+

]
(+Ca2+ ) ; es waren

6000 RU (0,3 pmol mm 2) GCAP-1 immobilisiert worden; der Normalisierungspuls
erzeugte Resonanzsignale von 1134±55 RU bzw.1122±79 RU (Kontrollflußzelle).
Die Daten sind Mittelwerte aus doppelten Ansätzen ± Standardabweichung ; für das
spezifische normalisierte Resonanzsignal wurden der Mittelwert und die Standard-
abweichung für alle Peptide berechnet ; die gepunkteten Linien zeigen diesen Mit-
telwert ± Standardabweichung.

Die Peptide #36, #37 und #82 erzeugten ein erhebliches Bindungssignal . Peptid #36 band

bei 1 nM [Ca 2 ] und bei 1 mM [Ca 21 an das immobilisierte GCAP-1 . Die Peptide #37 und #82

banden nur bei 1 nM [Ca2+] . Die Peptide #36, #37 und #82 erzeugten überstöchiometrische

Bindungssignale, d.h. die Bindungssignale waren 4- bis 5-mal größer als es für eine 1 :1-Bin-

dung der Peptide an das immobilisierte GCAP-1 zu erwarten war 2 .

2 Für die 1 :1-Bindung eines Peptides mit einem Molekulargewicht von 1300 Da an 10 .000 RU (10 ng/mm 2 , ent-

sprechend 0,4 pmol/mm 2) eines immobilisierten Proteins mit einem Molekulargewicht von 23.500 Da (GCAP-1)

erwartet man ein maximales Bindungssignal von 550 RU (0,55 ng/mm 2, ebenfalls entsprechend 0,4 pmol/mm 2 ).
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Neben den Peptiden #36, #37 und #82 gab es noch weitere Peptide (#44 - 46, #56 - 59 und

#63), die bei 1 nM [Ca2+] deutlich größere Bindungssignale erzeugten als die übrigen Peptide

(Abbildung 3 .7 A) . Diese Bindungssignale waren aber nicht groß genug, um nach dem fest-

gelegten Kriterium (s .o.) als erheblich zu gelten.

Die Durchmusterung wurde mehrfach mit Peptidkonzentrationen von 0,1 mg/ml bis

1,0 mg/ml (0,06 - 0,6 mM) wiederholt . Nur die Peptide #36 (bei 1 nM [Ca2+] und bei 1 mM

[Ca 2+]) und #82 (bei 1 nM [Ca2+]) erzeugten reproduzierbar ein erhebliches Bindungssignal.

Das Peptid #36 bildet eine Region aus der Juxtamembrandomäne der ROS-GC1 ab, das

Peptid #82 eine Region aus dem C-Terminus . Nach dem Ergebnis der Durchmusterung sind

diese Regionen wahrscheinlich an der Bindung von GCAP-1 beteiligt . Die genaue Lage der

zwei Regionen wird in Abbildung 3 .8 gezeigt .

KHD
1110

CCD	 COOHDD
1

NH TMECD

#36

	

#82
563DWVWLKKFPGDR

	

107BQPGASNHGISLH

Abbildung 3 .8 Schematische Darstellung der ROS-GC1 ; Lage der Regionen, die von den Pepti-
den #36 und #82 abgebildet werden . Die Bezeichnungen der einzelnen Domänen
werden in Abbildung 1 .3 erklärt.

Die Peptide aus der Peptidbliothek (-4 3.2) wurden also auf ihren Einfluß auf die GC Aktivität

in ganzen ROS (-4 3.3) und auf ihre Bindung an GCAP-1 (s .o .) untersucht . Durch diese bei-

den Durchmusterungen wurde eine Reihe von Peptiden identifiziert . Diese Peptide, # 1 - # 3,

# 5, # 7, #35, #36, #63, #66 und #82, bilden zusammen vier verschiedene Regionen der

ROS-GC1 ab. Diese vier Regionen der ROS-GC1 haben damit möglicherweise eine zentrale

Funktion für die Ca2+-abhängige Regulation durch GCAP-1 . Zwei dieser Regionen sind Teile

der Juxtamembrandomäne . Die dritte Region ist ein Teil der putativen Dimerisierungsdo-

mäne, die vierte ist ein Teil des C-Terminus . Im Folgenden werden jeweils repräsentativ die

Peptide aus einer Region untersucht, die den größten Einfluß auf die GC-Aktivität in ganzen

ROS hatten, bzw . die das größte Bindungssignal erzeugten (# 5, #36, #63 und #82).

Die Ergebnisse der Durchmusterungen werden in Tabelle 3 .1 zusammengefaßt .
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Tabelle 3 .1

	

Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1 ; Zusammenfassung der Er-
gebnisse aus 3 .3 und 3 .4;

Peptid Domäne

Inhibierung der
GC-Aktivität in
ROS
(i nM [Caz*])

Inhibierung der
GC-Aktivität in
ROS
(23,5 pM [Caz* ])

Inhibierung der
Cal+-abhängigen

GC in
Aktivierung

ROS
der

Bindung an
GCAP -l (SPR)
(1 nM [Ca2+])

Bindung an
GCAP-1 (SPR)
(1 mM [Ca2+])

# 5 JMD + + + - -
#36 JMD + + - + +
#63 DD + - + +/-1 -

#82 C-T - - - + -

1 Bindungssignal unterhalb des Kriteriums für erhebliche Bindung (s . Text).

3.5 Einfluß der identifizierten Peptide auf die Aktivität der
ROS-GC

Durch die Durchmusterungen der Peptidbibliothek (- 3 .3, 3 .4) wurden vier Regionen der

ROS-GC1 identifiziert, die möglicherweise eine zentrale Funktion für die Ca 2+-abhängige

Regulation durch GCAP-1 haben . Diese Regionen werden durch die Peptide # 5, #36, #63

und #82 repräsentiert. Der Einfluß dieser Peptide auf die Aktivität der nativen ROS-GC

wurde untersucht, um aufzuklären, ob und durch welchen Mechanismus die Peptide die Re-

gulation durch GCAP stören.

3.5 .1 Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen

ROS

Die GC-Aktivität in ganzen ROS (in Gegenwart des endogenen GCAP) wurde bei steigenden

Konzentrationen der Peptide # 5, #36, #63 und #82 gemessen. Durch die Auftragung der

gemessenen GC-Aktivitäten gegen die eingesetzten Peptidkonzentrationen wurden die

Dosis-Wirkungskurven für den Einfluß der Peptide auf die GC-Aktivität in ganzen ROS er-

halten. Die Dosis-Wirkungskurven wurden für jedes Peptid bei 1 nM [Ca2+j und bei 23,5 pM

[Ca2+] gemessen (- Abbildung 3 .9) . An diese Kurven wurde die folgende Form der Hill-Glei-

chung (HILL, 1910) angepaßt:

a = a max - (a max

l'C
- a min

1

J c n + IC5o h

Dabei ist a die spezifische GC-Aktivität bei der Peptidkonzentration c . Die Anpassung der

Gleichung an eine Dosis-Wirkungskurve liefert die Peptidkonzentration IC5o, bei der die GC-

Aktivität halbmaximal inhibiert wird, die maximale und die minimale spezifische GC-Aktivität,
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c~„ax bzw. a,,ü,,, und den Hill-Koeffizienten h als Maß für die Steilheit der Kurve . Der Wert für

die maximale Inhibierung der GC-Aktivität durch ein Peptid beträgt (1 - (X,,,infixmax).

In Tabelle 3 .2 werden die IC50-Werte und die Maximalwerte für die Inhibierung der GO-Akti-

vität in ganzen ROS durch die Peptide # 5, #36, #63 und #82 zusammengefaßt . Außerdem

zeigt die Tabelle den Einfluß der jeweiligen Peptide bei auf die Ca l+-abhängige Aktivierung

der GC in ganzen ROS (s . auch Abbildung 3 .9 C,F).

Tabelle 3 .2

	

Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen ROS durch
die Peptide # 5, #36, #63 und #82

1 nM [Cal 23,5 pM [CaZ']

Peptid IC50 maximale
Inhibierung

IC50 maximale
Inhibierung

normalisierte CaZ'-abhängige
Aktivierung bei der angege-
benen Peptidkonzentration

Bemerkungen

# 5 100±40 pM 92±2 % 260±100 pM 52±14 % 0,19 - 0,25 (0,5 - 1,5 mM) n=3 1
#36 610 pM 88 % 480 pM 90 % 1,5±0,2 (1,2 mM) n = 1 1

#63 >1 mM - >1 mM - 1,0±0,1 (1,2 mM) n = 4 1
#82 590 pM 100 % 390 pM 100 % 1,2±0,3 (1,1 mM) n = 1 1

1 n : Anzahl unabhängiger Experimente ; die einzelnen Experimente wurden als dreifache Ansätze durchgeführt.

Das Peptid # 5 war bei 1 nM [Ca2+] der effizienteste Inhibitor der GC-Aktivität in ganzen ROS

(etwa 90 % maximale Inhibierung mit einem IC50-Wert von etwa 100 pM) . Bei 23,5 pM [Ca 2+]

wurde die GC-Aktivität durch dieses Peptid weniger stark inhibiert (etwa 50 % maximale

Inhibierung mit einem IC50-Wert von etwa 300 pM) . Damit hatte das Peptid # 5 einen sehr
stark hemmenden Einfluß auf die Ca 2+-abhängige Aktivierung der GC in ganzen ROS . Durch

sättigende Konzentrationen des Peptides # 5 wurde die Ca 2+-abhängige Aktivierung um etwa

80 % reduziert (-> Abbildung 3.9 A-C, Tabelle 3 .2) . Das Peptid #36 inhibierte die GO-Aktivi-
tät bei 1 nM [Ca2+] und bei 23,5 pM [Ca2+] etwa gleich stark . Die maximale Inhibierung der
GC-Aktivität durch dieses Peptid betrug etwa 90 % . Der Wert für die Ca2+-abhängige Aktivie-

rung wurde durch die höchsten eingesetzten Konzentrationen des Peptides #36 (1,2 mM)

signifikant um etwa 50 % erhöht (- Abbildung 3 .9 A-C, Tabelle 3 .2) . Auch durch das Peptid
#82 wurde die GC-Aktivität bei 1 nM [Ca2+ ] und bei 23,5 pM [Ca 2+] etwa gleich stark inhibiert.

Dieses Peptid hatte aber keinen signifikanten Einfluß auf die Ca2+-abhängige Aktivierung (--~
Abbildung 3 .9 D-F, Tabelle 3 .2). Das Peptid #63 (synthetisiert und gereinigt von Dr . M.
Beyermann; --> 2 .3) war kein effektiver Inhibitor der GC-Aktivität . Der bei der Durchmuste-

rung beobachtete Einfluß des Peptides #63 aus der Peptidbibliothek (-› 3 .3) war also mit
dem gereinigten Peptid nicht reproduzierbar.
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Abbildung 3 .9 Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen ROS durch
die Peptide # 5 (0), #36 (•), #63 (0) und #82 (•) ; A,D: Normalisierte GC-Aktivität
in ganzen ROS bei 1 nM [Ca2+] ( -Ca2+); die spezifische Aktivität in den Kontrollen
(normalisierte Aktivität 1,0) betrug 17,6±1,4 (# 5), 12,8±1,8 (#36), 16,2±0,8 (#63)
und 14,7±1,5 pmol min'' mg(Rh)' 1 (#82) . B,E : Normalisierte GC-Aktivität bei 23,5 pM
[Ca2+] (+Ca2+ ) ; die spezifische Aktivität in den Kontrollen betrug 1,5±0,2 (# 5),
1,7±0,2 (#36), 2,13±0,04 (#63) und 1,91±0,04 pmol min -1 mg(Rh)' ' (#82) . C,F: Nor-
malisierte Ca2+-abhängige Aktivierung der GC in ganzen ROS, d .h Quotient der
normalisierten Aktivitäten aus A und B bzw. D und E; die Aktivierung in den Kon-
trollen (normalisierte Aktivierung 1,0) betrug 11,5±1,9 (# 5), 7,5±1,0 (#36), 7,6±0,4
(#63) und 7,7±0,8 (#82) . Die Daten sind Mittelwerte aus zwei- bis dreifachen Ansät-
zen ± Standardabweichung ; die Reaktionen enthielten 100 pM ATP. Die durchgezo-
genen Kurven in A, B, D und E wurden nach der Hill-Gleichung (s .o .) berechnet ; die
durchgezogenen Kurven in C und F zeigen den Quotienten der Kurven aus A und B
bzw. D und E.
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Die Peptide # 5, #36 und #82 waren effektive Inhibitoren der GC-Aktivität in ganzen ROS.

Obwohl das Peptid #82 in der Durchmusterung der Peptidbibliothek nach Peptiden, die

GCAP-1 binden, ein Bindungssignal erzeugte (-4 3.4), hatte es im Gegensatz zu den Pepti-

den # 5 und #36 keinen Einfluß auf die Cal+-abhängige Aktivierung der GC in ganzen ROS

(s.o.) . Daher wurden die weiteren Untersuchungen auf die zwei Regionen aus der Juxta-

membrandomäne der ROS-GC1 konzentriert, die durch diese beiden Peptide repräsentiert

werden.

Zwei Peptide, # 3a und #34a, die jeweils einen größeren Bereich der untersuchten Regionen

abbilden, wurden synthetisiert . Die Sequenz des Peptides # 3a entspricht den Sequenzen

der Peptide # 3 - # 7 und die Sequenz des Peptides #34a entspricht den Sequenzen der

Peptide #34 - #38 (-4 Anhang D .2).

Der Einfluß der Peptide # 3a und #34a auf die GC-Aktivität in ganzen ROS wurde bei 1 nM

[Ca2+] und 23,5 pM [Ca 2+] untersucht (-4 Abbildung 3 .10) . Die IC50-Werte und die Maximal-

werte für die Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen ROS durch die Peptide # 3a und #34a

werden in Tabelle 3 .3 zusammengefaßt.

Tabelle 3 .3

	

Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen ROS durch
die Peptide # 3a und #34a.

1 nM [Ca2+ ] 23,5 pM [Ca2+]

Peptid IC5o maximale IC5o maximale
normalisierte Ca2+ -abhängige
Aktivierung bei der angege- Bemerkungen

Inhibierung Inhibierung benen Peptidkonzentration
# 3a 250 pM 61 % 690 NM 72 % 0,8±0,1 (0,9 mM) n = 1 1

1,5±0,2 (0,6 mM)#34a 250 pM 100% 15011M 100% 0,7±0,1 (1,2mM)
n=1 1

1 n : Anzahl unabhängiger Experimente ; die einzelnen Experimente wurden als dreifache Ansätze durchgeführt.

Das Peptid # 3a war weniger effektiv als # 5 . Bei 1 nM [Ca2t] wurde die GC-Aktivität in gan-

zen ROS durch # 3a weniger stark inhibiert als durch # 5 (s .o . ; -> Abbildung 3 .10) . Die Ca2+-

abhängige Aktivierung der GC in ganzen ROS wurde durch 0,9 mM des Peptides # 3a nur

um etwa 20 % reduziert . Durch das Peptid #34a wurde die GC-Aktivität bei 1 nM [Ca 2+ ] und

bei 23,5 pM [Ca2+] vollständig unterdrückt . Die IC50-Werte für diese Inhibierung waren
150 pM (23,5 pM [Ca 2+ ]) bzw. 250 pM (1 nM [Ca2+]) . Der Einfluß des Peptides #34a auf die

Ca2+-abhängige Aktivierung war biphasisch (-4 Abbildung 3 .10) . Durch 0,6 mM Peptid wurde

der Wert der Ca2+-abhängigen Aktivierung um etwa 50 % erhöht . Bei höheren Peptidkonzen -

trationen unterdrückte #34a die GC-Aktivität bei 1 nM [Ca2+ ] und bei 23,5 pM [Ca2+] fast voll-
ständig (>95 %) . Dadurch wurde die Ca2+-abhängige Aktivierung deutlich reduziert.
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Abbildung 3 .10 Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in ganzen ROS durch
die Peptide # 3a (0) und #34a (•) ; A: Normalisierte GC-Aktivität in ganzen ROS
bei 1 nM [Ca2+] (-Cal+ ) ; die spezifische Aktivität in den Kontrollen (normalisierte
Aktivität 1,0) betrug 5,7±0,8 (# 3a) und 14,4±0,7 pmol min-1 mg(Rh)' 1 (#34a) . B:
Normalisierte GC-Aktivität bei 23,5 pM [Ca2+ ] (+Ca2+ ) ; die spezifische Aktivität in den
Kontrollen betrug 0,56±0,05 (# 3a) und 1,70±0,03 pmol min' ' mg(Rh)'' (#34a) . C:
Normalisierte Ca2+-abhängige Aktivierung der GC-Aktivität in ganzen ROS, d .h.
Quotient der normalisierten Aktivitäten aus A und B ; die Aktivierung in den
Kontrollen (normalisierte Aktivierung 1,0) betrug 10,2±1,7 (# 3a) und 8,5±0,4 (#34a).
Die Daten sind Mittelwerte aus dreifachen Ansätzen ± Standardabweichung ; die
Reaktionen mit Peptid #34a enthielten 100 pM ATP. Die durchgezogenen Kurven in
A und B wurden nach der Hill-Gleichung (s .o .) berechnet ; die durchgezogene Kurve
in C zeigt den Quotienten der Kurven aus A und B.

Durch die Durchmusterungen der Peptidbiliothek (-> 3 .3, 3.4) wurden vier Regionen der

ROS-GC1 identifizert, die möglicherweise eine Funktion für die Ca2+-abhängige Regulation

durch GCAP-1 haben . Diese Regionen werden durch die Peptide # 5, #36, #63 und #82

repräsentiert. Die Untersuchung der Konzentrationsabhängigkeit des Einflusses dieser Pep-

tide auf die GC-Aktivität in ganzen ROS zeigte, daß nur zwei davon (# 5 und #36) einen Ein-

fluß auf die Ca 2+-abhängige Aktivierung der GC in ganzen ROS haben. Das Peptid # 5 greift

dabei bevorzugt den Ca2+-freien (aktivierten) Zustand der ROS-GC an, während das Peptid

#36 sowohl auf den aktivierten als auch auf den Ca2+-gebundenen (basalen) Zustand wirkt.
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Der Einfluß des Peptides #36 auf den basalen Zustand ist dabei stärker als auf den akti-

vierten Zustand.

Eine verlängerte Version des Peptides # 5, # 3a, hat einen deutlich schwächeren Einfluß auf

die GC-Aktivität in ganzen ROS . Wahrscheinlich behindern die zusätzlichen Aminosäuren

einen Angriff des Peptides auf den funktionellen Komplex der ROS-GC. Eine verlängerte

Version des Peptides #36, #34a, hatte einen stärkeren Einfluß auf die GC-Aktivität . Die zu-

sätzlichen Aminosäuren verstärken also den Einfluß des Peptides auf den funktionellen

Komplex der ROS-GC.

3.5.2 Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in

gewaschenen ROS-Membranen

Nach den Ergebnissen der Experimente, die in 3 .5.1 beschrieben wurden, greifen die Pep-

tide #36 und #34a die ROS-GC wahrscheinlich unabhängig von der Aktivierung durch GCAP

an. Diese Vorstellung kann dadurch überprüft werden, daß man den Einfluß der Peptide auf

die Aktivität der ROS-GC in Abwesenheit von GCAP (Basalaktivität) untersucht.

Daher wurde die GC-Aktivität gewaschener ROS-Membranen, deren endogenes GCAP ent-

fernt worden war (--> 2 .9.1), bei steigenden Konzentrationen der Peptide # 5, # 3a, #36 und

#34a gemessen (-4 Abbildung 3 .11). Die Peptide # 5 und # 3a waren ineffektive Inhibitoren

der Basalaktivität der ROS-GC . Die Inhibierung bei den höchsten eingesetzten Peptidkon-

zentrationen betrug 23 % (1,5 mM # 5) bzw . 43 % (1,7 mM # 3a). Durch die Peptide #36 und

#34a wurde die Basalaktivität der ROS-GC fast vollständig unterdrückt . Die IC50-Werte für

diese Inhibierung waren 460 pM (#36) bzw . 270 pM (#34a).

Die Untersuchung des Einflusses der Peptide auf die Aktivität gewaschener ROS-Membra-

nen zeigte, daß das Peptid # 5 nur mit dem funktionellen Komplex der ROS-GC im aktivier-

ten Zustand wechselwirkt, während die Peptide #36 und #34a den basalen Zustand der

ROS-GC angreifen . Die Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 bzw . #36 reprä-

sentiert werden haben also vermutlich sehr verschiedene Funktionen für die Ca l+-abhängige
Regulation durch GCAP-1 .
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Abbildung 3.11 Konzentrationsabhängige Inhibierung der GC-Aktivität in gewaschenen ROS-
Membranen durch die Peptide # 5 (•), # 3a (0), #36 (•) und #34a (0) ; A,B: Nor-
malisierte GC-Aktivität gewaschener ROS-Membranen ; die spezifische Aktivität in
den Kontrollen (normalisierte Aktivität 1,0) betrug 4,45±0,8 (# 5 und #36) und
4,56±0,18 pmol min-1 mg(Rh) -1 (# 3a und #34a) . Die Daten sind Mittelwerte aus drei-
fachen Ansätzen ± Standardabweichung ; als Substrat wurde MnGTP eingesetzt ; die
Reaktionen enthielten 100 pM ATP . Die durchgezogenen Kurven wurden nach der
Hill-Gleichung (-› 3 .5 .1) berechnet .
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Abbildung 3 .12 Aufhebung des Einflusses der Peptide # 5 und #36 durch GCAP-1 ; GC-Aktivität

in ganzen ROS bei 1 nM [Ca2+] ohne bzw . mit 20 pM exogenem GCAP-1 und ohne

(-) bzw. mit 320 pM # 5 (A) oder 1 mM #36 (B) . Die Daten sind Mittelwerte aus drei-

fachen Ansätzen ± Standardabweichung ; die Reaktionen enthielten 100 pM ATP.
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3 .5 .3 Aufhebung des Einflusses der Peptide # 5 und #36 durch GCAP-1

Wenn die Peptide # 5 oder #36 direkt oder indirekt die Wechselwirkung von GCAP-1 mit der

ROS-GC1 stören, sollte ihr Einfluß dadurch aufzuheben sein, daß die Konzentration von

GCAP-1 erhöht wird.

Dafür wurde die GC-Aktivität in ganzen ROS bei 1 nM [Ca21 durch sättigende Konzentratio-

nen der Peptide # 5 (320 pM) und #36 (1 mM) unterdrückt . Parallel wurde dasselbe Experi-

ment in Gegenwart von 20 pM GCAP-1 durchgeführt . In dem Experiment, dessen Ergebnis

in Abbildung 3 .12 gezeigt wird, wurde die GC-Aktivität in ganzen ROS durch 320 pM des

Peptides # 5 auf 17 % reduziert . Durch 20 pM exogenes GCAP-1 wurde der Einfluß des

Peptides fast vollständig aufgehoben . Der Wert der GC-Aktivität betrug dabei 91 % des

Wertes der Kontrolle (ohne Peptid) mit 20 pM GCAP-1 bzw . 123 % des Wertes der Kontrolle

ohne exogenes GCAP . Durch 1 mM des Peptides #36 wurde die GC-Aktivität auf 9 % redu-

ziert . Durch 20 pM exogenes GCAP-1 wurde der Einfluß von #36 zum größten Teil aufgeho-

ben. Der Wert der GC-Aktivität betrug dabei 70 % des Wertes der Kontrolle mit 20 pM

GCAP-1 bzw. 105 % des Wertes der Kontrolle ohne exogenes GCAP.

Durch exogenes GCAP-1 wurde der Einfluß der Peptide # 5 und #36 auf die GC Aktivität in

ganzen ROS aufgehoben . Der inhibierende Einfluß der Peptide auf die GC-Aktivität beruht

wahrscheinlich nicht auf einer direkten Wechselwirkung mit GCAP-1, da bereits ein molares

Verhältnis von GCAP-1 zu Peptid von 1 :16 (# 5) bzw. 1 :50 (#36) ausreichend war, um diesen
Einfluß aufzuheben . Eine erhöhte Konzentration von GCAP-1 schützt also den funktionellen

Komplex der ROS-GC gegen den Angriff der Peptide .
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3 .6 Bindung der identifizierten Peptide an Zielproteine
Die Untersuchung des Einflusses der Peptide # 5 und #36 auf die GC-Aktivität in ROS (--4

3.3, 3 .5) zeigte, daß die Peptide die Ca l+-abhängige Regulation der GC in ROS durch GCAP

stören . Die Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und #36 repräsentiert werden,

haben wahrscheinlich eine zentrale Funktion für die Regulation durch GCAP-1 . Die Bindung

von möglichen Zielproteinen (einschließlich GCAP-1) an Peptide, die diese Regionen abbil-

den, wurde untersucht, um Informationen über den Mechanismus zu erhalten, durch den

diese Regionen ihre Funktion erfüllen.

3.6.1 Affinitätschromatographie

Die Peptide # 5 und #36 beeinflussen die Aktivität der GC in ROS durch unterschiedliche

Mechanismen. Obwohl beide Peptide die Ca l+-abhängige Regulation der GC in ROS durch

GCAP stören, ist es für beide Peptide unwahrscheinlich, daß sie GCAP-1 in einem Verhältnis

von 1 :1 binden (- 3.4, 3 .5.3) . Daher wurde untersucht, ob andere Proteine aus ROS an die

Regionen der ROS-GC1 binden, die durch diese Peptide repräsentiert werden.

Dafür wurden die Peptide # 3a bzw. #34a über eine zusätzlich angefügte N-terminale Cys-

teyl-Glycin-Gruppe an Sepharose 4B gekoppelt (immobilisiert) (-> 2 .11 .1). Die Peptide # 3a

bzw. #34a bilden jeweils einen größeren Bereich der Regionen ab, die von den Peptiden # 5

bzw. #36 repräsentiert werden (- 3 .5.1) . Die Bindung von Proteinen aus drei verschiedenen

Präparationen, nämlich solubilisierten ganzen ROS, einem Extrakt der löslichen ROS-Pro-

teine (DEX, . 2.11 .3) und solubilisierten gewaschenen ROS-Membranen, an die Peptidaffi-

nitäts-Sepharosen wurde bei 1 nM [Ca2+] bzw. 1 mM [Ca2+] (1 mM CaCl2) untersucht (-4

2.11). Die Proteinzusammensetzung der ungebundenen Fraktionen, der Hochsalz-Wasch-

fraktionen (1 M NaCl) und der Eluate (0,5 % SDS) der Bindungsexperimente wurde durch

SDS-PAGE untersucht (-* Abbildung 3 .13).

Die Bindungsexperimente mit dem DEX wurden mit wenig Detergens (0,005 % Tween20) bei

Pufferbedingungen durchgeführt, die den Pufferbedingungen für die Bestimmung der GC-

Aktivität entsprachen (-> 2.9, 2 .11 .5) . Dies führte dazu, daß die häufigsten löslichen Proteine

aus ROS (Recoverin, Mapp 26 kDa ; Transducin a / ß, Mapp 38 kDa / 35 kDa; Arrestin, Mapp

48 kDa ; PDE, Mapp 94 kDa) unspezifisch an # 3a-, #34a- und die Cysteinsepharose (Kon-

trolle) banden (-› Abbildung 3 .13 B) . Damit sind die Ergebnisse der Bindungsxperimente mit

dem DEX schwer zu interpretieren.

Die Bindungsexperimente mit solubilisierten ganzen ROS bzw . ROS-Membranen, wurden in

Gegenwart des Detergens n-Dodecyl-ß-D-maltosid (1 %(w/v)) und bei einer höheren Salz-

konzentration (180 mM KCI) durchgeführt . Diese Pufferbedingungen wurden gewählt, um die

Membranproteine, die in den Präparationen enthalten waren, effektiv zu solubilisieren . Durch
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diese Pufferbedingungen wurde die unspezifische Bindung von Proteinen an die Pep-

tidaffinitäts-Sepharosen reduziert . Ein geringer Anteil des Rhodopsins (Mapp -35 kDa) und

der PDE band unspezifisch an die # 3a-, an die #34a- und an die Cysteinsepharose . Abge-

sehen davon war die Proteinzusammensetzung des Eluates der # 3a-Sepharose aber deut-

lich von der Proteinzusammensetzung der Eluate der #34a- und der Cysteinsepharose (->

Abbildung 3 .13 A, C) verschieden . Bei dem Experiment mit ganzen solubilisierten ROS (->

Abbildung 3.13 A) enthielt das Eluat der # 3a-Sepharose Proteine folgender Mapp (SDS-

PAGE) : -36 kDa, -37 kDa, 43 kDa, -45 kDa, -55 kDa (Doppelbande), -60 kDa, -75 kDa

(Doppelbande), -100 kDa und -112 kDa . Diese Proteine banden unabhängig davon, ob die

Experimente bei 1 nM [Ca2+] oder bei 1 mM [Ca2+] durchgeführt wurden, an die # 3a-Sepha-

rose, aber nicht an die #34a- bzw . an die Cysteinsepharose (Kontrolle) . Bei dem Experiment

mit solubilisierten ROS-Membranen (- Abbildung 3 .13 C) banden nur die Proteine mit den

Mapp -37 kDa, -55 kDa, -60 kDa, -75 kDa und -112 kDa spezifisch an # 3a-Sepharose.

Eine Reihe verschiedener Proteine band also spezifisch an # 3a-Sepharose . Die Region der

ROS-GC1, die durch das Peptid # 3a abgebildet wird, ist wahrscheinlich an einer inter- oder

intramolekularen Wechselwirkung beteiligt, die eine Funktion für die Ca 2+-abhängige Regu-

lation durch GCAP-1 hat (-4 3.5) . Daher sollten die Proteine, die spezifisch an # 3a-Sepha-

rose banden, identifiziert werden, um zu klären, ob möglicherweise ein funktioneller Zusam-

menhang zwischen diesen Proteinen und der ROS-GC existiert.

Dafür wurden in den Fraktionen, die bei Bindungsexperimenten erhalten wurden (s .o.),

bekannte Proteine aus ROS immunchemisch nachgewiesen. Das Ergebnis wird für einige
Proteine in Abbildung 3 .14 gezeigt . In Tabelle 3.4 wird das Bindungsverhalten aller immun-

chemisch nachgewiesenen Proteine gegenüber der # 3a-, der #34a- und der Cysteinsepha-

rose (Kontrolle) zusammengefaßt . Keines der untersuchten Proteine wurde durch irgendeine

der Peptidaffinitäts-Sepharosen in der Hochsalzfraktion angereichert . Daher galt ein Protein

dann als gebunden, wenn es im Eluat (0,5 % SDS) der entsprechenden Peptidaffinitäts-

Sepharose nachgewiesen werden konnte, oder wenn es in der ungebundenen Fraktion nicht

mehr nachgewiesen werden konnte (quantitative Bindung) .
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Abbildung 3 .13 Affinitätschromatographie an # 3a- und #34a-Sepharose ; A : Bindung von Pro-
teinen aus ganzen solubilisierten ROS (ROS) an # 3a-, an #34a- und an Cysteinse-
pharose (C) bei 1 mM [Ca 2+ ] (1 mM CaCI 2 ) (+) bzw. 1 nM [Ca 21 (-) . B: Bindung von
löslichen ROS-Proteinen (DEX) . C: Bindung von Proteinen aus solubilisierten ROS-
Membranen (M) . u: ungebundene Fraktion ; h: Hochsalzwaschfraktion : s : SDS-Eluat.
Die Proteine aus je 10 pl der Fraktionen bzw . 1,7 pl der Ausgangspräparationen
(ROS / DEX / M) wurden durch 10 % (ROS und M) bzw . 15 % (DEX) SDS-PAGE
getrennt und mit kolloidalem Silber gefärbt . Die Markierungen zwischen den Gelen
in A und C zeigen die Proteine, die spezifisch an #3a-Sepharose banden (s .Text).
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Abbildung 3 .14 Affinitätschromatographie an # 3a- und #34a-Sepharose - immunchemischer
Nachweis einzelner Proteine ; A: Bindung von Proteinen aus ganzen solubilisierten
ROS (ROS) an # 3a-, an #34a- und an Cysteinsepharose (C) bei 1 mM [Ca2+] (1 mM
CaCI 2) (+) bzw . 1 nM [Ca2+] (-) . B : Bindung von löslichen ROS-Proteinen (DEX).
C (-4 folgende Seite): Bindung von Proteinen aus solubilisierten ROS-Membranen
(M) . u : ungebundene Fraktion; h : Hochsalzwaschfraktion ; s : SDS-Eluat . Die Proteine
aus je 10 pl der Fraktionen bzw . 1,7 pl der Ausgangspräparationen (ROS / DEX / M)
wurden durch SDS-PAGE getrennt ; einzelne Proteine wurden immunchemisch
nachgewiesen (-9 2.2 .2 .3).
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Tabelle 3.4 Affinitätschromatographie an # 3a- und #34a-Sepharose ; Zusammenfassung der
Ergebnisse für die immunchemisch nachgewiesenen Proteine . - : keine Bindung; +:
Bindung ; ++ : quantitative Bindung ; n .b . : nicht bestimmt.

Protein Kontrolle

ROS

# 3a #34a Kontrolle

DEX

# 3a #34a

ROS-Membranen

Kontrolle # 3a #34a

GCAP + + + n .b . n .b . n .b.

ROS-GC - +/++ - n .b . n .b . n .b . +/++ 1

Tubulin a - +/++ 1 - - ++ - - 1
+/++ -

Actin + - ~

	

+/- 1 + +/-1 n .b .2 n .b . 2 n .b .2

RGS9 + - n .b . n .b . n.b . - + -

GARP-1/-2 _ _ - + ++ + n .b . n .b . n .b.

CNCa1 n .b . n .b . n .b . - - -

CNCß1 _ _ _ n .b . n .b . n .b . - - -

PDE + + + + + + n .b . n .b . n .b.

ABCR - n .b . n .b . n .b . - - -
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n .b .

n .b.
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Die Ergebnisse, die für die Bindung von bekannten Proteinen aus ROS an die # 3a- und

#34a-Sepharose erhalten wurden, lassen sich durch die folgenden Aussagen

zusammenfassen:

• GCAP band weder spezifisch an # 3a- noch an #34a-Sepharose.

• ROS-GC und Tubulin (a) banden spezifisch an # 3a-Sepharose ; das gilt sowohl für mem-

branassoziiertes Tubulin aus ROS-Membranen als auch für lösliches Tubulin aus dem

DEX.

• Actin band spezifisch an # 3a-Sepharose ; die Bindung erschien weniger stark als die von

ROS-GC und Tubulin ; in den Experimenten mit dem DEX wurde in einem Fall auch un-

spezifische Bindung an die Kontrolle beobachtet.

• Das Transducin-GTPase-aktivierende Protein RGS9, das SENG et al . (1998) als Inhibitor

der ROS-GC identifiziert haben, band spezifisch an # 3a-Sepharose ; die Bindung er-

schien weniger stark als die von ROS-GC und Tubulin, ähnlich der von Actin.

• Keines der Proteine (GARP-1 /-2, CNGCa /-ß, PDE, ABCR), die in ROS einen Komplex

bilden, der durch die GARP-Proteine vermittelt wird und an dem möglicherweise auch die

ROS-GC beteiligt ist (KÖRSCHEN et al ., 1999), band spezifisch an # 3a-Sepharose.

• Die löslichen Proteine Transducin a (G-ra), Rhodopsinkinase (GRK1), Recoverin und Cal-

modulin banden nicht spezifisch an # 3a- oder #34a-Sepharose.

• Keines der untersuchten Proteine band spezifisch an #34a-Sepharose.

GCAP-1 bindet also weder an das immobilisierte Peptid # 3a noch an das immobilisierte

Peptid #34a. Einige ROS-Proteine, die möglicherweise einen funktionellen Komplex bilden,

binden an das Peptid # 3a . Davon wurden Actin (43 kDa), Tubulin (55 kDa), RGS9 (57 kDa)

und ROS-GC (112 kDa) identifiziert . Die restlichen gebundenen Proteine (Mapp etwa 36 kDa,

37 kDa, 45 kDa, 75 kDa und 100 kDa) sind möglicherweise Tubulin-assoziierte Proteine . Sie
konnten bis jetzt nicht identifiziert werden . Die Region der ROS-GC1, die durch die Peptide

# 5 und # 3a repräsentiert wird, ist nach diesem Ergebnis wahrscheinlich an einer intra- oder

intermolekularen Wechselwirkung im funktionellen Komplex der ROS-GC1 beteiligt .



Ergebnisse

3 .6 .2 Oberftächen - Plasmon-Resonanzspektroskopie

3.6.2.1 Bindung des Peptides #36 und der flankierenden Peptide an immobilisiertes

GCAP-1

Das Peptid #36, das eine Region aus der Juxtamembrandomäne der ROS-GC1 abbildet,

band bei der Durchmusterung der Peptidbibliothek an immobilisiertes GCAP-1 (- 3 .4) . Die-

ses Peptid war außerdem ein effektiver Inhibitor der GC-Aktivität in ROS (-4 3 .3, 3 .5).

GCAP-1 band aber in einem affinitätschromatographischen Experiment (-4 3.6.1) nicht an

das immobilisierte Peptid #34a, eine verlängerte Version des Peptides #36.

Durch SPR-Spektroskopie wurde die Wechselwirkung der Peptide #34, #36, #38 und #34a

(-4 Abbildung 3.15, Anhang D.2) mit GCAP-1 untersucht, um die Funktion der Region, die

durch das Peptid #36 repräsentiert wird, genauer zu charakterisieren.

Ac-559LYEGDWVWLKKF-NH2 #34

Ac-5 63DWVWLKKFP GDR-NH 2 #36

Ac-567LKKFPGDRHIAI-NH 2 #38
559 LYEGDWVWLKKFPGDRHIAI-NH 2 #34a

Abbildung 3 .15 Sequenzen der Peptide #34, #36, #38 und #34a ; Ac- : N-terminale Acetylgruppe;
-NH2: C-terminale Amidierung . Die Indices beziehen sich auf die Aminosäurepositio-
nen in der ROS-GC1.

Die Bindung der Peptide #34, #36, #38 und #34a an immobilisiertes GCAP-1 wurde bei 1 nM

[Ca2+] oder 1 mM [Ca2+] (1 mM CaCl 2) SPR-spektroskopisch gemessen (--> 2 .10.4) . Dafür

wurde jeweils etwa die gleiche Menge GCAP-1 wie in der Durchmusterung (-> 3 .4) immobili-

siert (etwa 4000 - 10 .000 RU) . Die Ergebnisse von repräsentativen Experimenten mit den

Peptiden #34, #36 und #34a bei 1 nM [Ca2+] werden in Abbildung 3.16 A-C gezeigt . Der

Kontakt der Peptide mit dem immobilisierten GCAP-1 erzeugte ein transientes Bindungs-

signal mit konzentrationsabhängiger Amplitude . Auch mit den höchsten eingesetzten Peptid-

konzentrationen wurde keine Sättigung erreicht . Die beobachteten Bindungssignale bei den

höchsten eingesetzten Konzentrationen des Peptides #34a waren überstöchiometrisch (-3

Abbildung 3 .16 C) . Für das Peptid #36 war auch bei der Durchmusterung der Peptidbiblio-

thek ein überstöchiometrisches Signal beobachtet worden (-> 3 .4). Wenn die Experimente

bei 1 mM [Ca2+] durchgeführt wurden, wurden qualitativ ähnliche Bindungssignale erzeugt.

Die Amplituden der Bindungssignale waren dabei um das etwa 1,5- bis 3-fache kleiner als

bei 1 nM [Ca2+] . Mit dem Peptid #38 wurden in keinem Fall Bindungssignale beobachtet (vgl.

Abbildung 3.7). Es banden also nur diejenigen untersuchten Peptide an das immobilisierte

GCAP-1, deren Sequenz das Dwvw-Motiv der Peptide #34 und #36 enthielt (-4 Abbildung

3.15) .
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Für die Auswertung der Experimente wurde an die Assoziationsphase der korrigierten Sen-

sorgramme (-> 2.10.4) die folgende Exponentialgleichung mit zwei Komponenten angepaßt.

R =Req(1-

	

.e-xs'('-'o) +(1-r1 )•e
xs 2 (r-to) )

1

Dabei steht R für die Amplitude des Resonanzsignals, t für die Zeit und to für den Startzeit-

punkt der Probeninjektion . Die Anpassung der Gleichung an ein Sensorgramm liefert die

Amplitude des Bindungssignals im Fließgleichgewicht, Req, den Wichtungsfaktor r 1 und die

Zeitkonstanten der Assoziation, ks1 bzw. ks2 . Durch die Auftragung der ermittelten Req-Werte

gegen die Peptidkonzentration im Analyten erhält man die Bindungsisotherme für die Bin-

dung eines Peptides an das immobilisierte GCAP-1 (--> Abbildung 3 .16 D-F).

Die gemessenen Bindungsisothermen für die Bindung der Peptide #34, #36 und #34a an das

immobilisierte GCAP-1 können nicht durch eine 1 :1-Bindung der Peptide an GCAP-1 erklärt

werden. Für die Bindung der Peptide an die Sensoroberfläche gab es keine erkennbare

Maximalamplitude des Bindungssignals (Sättigung) . Bei geringeren Immobilisierungsdichten

von GCAP-1 (<_1000 RU) wurde keine Bindung der Peptide beobachtet . GCAP-1 als Analyt

band nicht an das immobilisierte Peptid #34a . Dieses Ergebnis entspricht dem Ergebnis der

Affinitätschromatographie, nach dem GCAP-1 nicht an Peptid #34a band, das an Sepharose

4B gekoppelt war (- 3 .6.1).

Nach diesen Ergebnissen kann die beobachtete spezifische Bindung der Peptide #34, #36

und #34a an immobilisiertes GCAP-1 wahrscheinlich dadurch erklärt werden, daß diese

Peptide eine Tendenz zur Selbstassoziation haben . Hohe Immobilisierungsdichten von

GCAP-1 begünstigen dann die reversible Bildung von Peptidaggregaten auf der Sensor-

oberfläche, indem sie durch die Wechselwirkung von GCAP-1 mit den Peptiden deren lokale

Konzentration erhöhen .
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Abbildung 316 Bindung der Peptide #34 (Eil), #36 (O,0) und #34a (0,Ä) an immobilisiertes
GCAP-1 ; A,B,C: Bindung der Peptide an 10 .000 RU immobilisiertes GCAP-1 bei
1 nM [Ca2+] ; die Peptidkonzentrationen betrugen 12, 29, 59, 117, 293 und 587 pM
#36 (A), 4, 10, 19, 39, 99 und 191 pM #34 (B) und 6, 15, 29, 58, 146, 291 und
583 pM #34a (C) . Die Experimente wurden als zweifache Ansätze durchgeführt; die
Sensorgramme wurden korrigiert (--a 2 .10.4) . D,E,F: Bindungsisothermen für die
Bindung der Peptide an 10 .000 RU immobilisiertes GCAP-1 ; die Daten stammen
aus der Auswertung der Experimente in A,B,C (-Ca 2+) und von Experimenten, die
bei 1 mM [Ca2+] in der selben Flußzelle durchgeführt wurden (+Ca 2+) . Die Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichung (hier : kleiner als die Größe der Symbole für die
einzelnen Datenpunkte).
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3.6.2.2 Bindung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a

Die Peptide #34, #36 und #34a haben wahrscheinlich eine Tendenz zur Selbstassoziation.

Die Wechselwirkung des Peptides #34a im Analyten mit immobilisiertem Peptid #34a wurde

SPR-spektroskopisch gemessen, um zu überprüfen, ob dieses Peptid tatsächlich an sich

selbst bindet.

Die Bindung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a wurde bei 1 nM [Ca 2+] und

bei 1 mM [Ca2+] (1 mM CaCI 2) gemessen. Der Kontakt des Peptides #34a mit dem immobili-

sierten Peptid #34a erzeugte ein transientes Bindungssignal mit konzentrationsabhängiger

Amplitude . Auch mit den höchsten eingesetzten Peptidkonzentrationen wurde keine Sätti-

gung erreicht . Die Amplituden des Bindungssignals waren bei 1 mM [Ca 21 (1 mM CaCl2)

etwa zweimal kleiner als bei 1 nM Ca2+. Wenn die Immobilisierungsdichte des Peptides #34a

unterhalb eines Schwellenwertes (zwischen 200 und 400 RU) lag, konnte kein Bindungssig-

nal beobachtet werden . Das Bindungsverhalten des Peptides #34a gegenüber dem immobi-

lisierten Peptid #34a war damit qualitativ identisch mit dem Bindungsverhalten gegenüber

GCAP-1 (-> 3 .6.2 .1). Ein Vergleich der Bindungsisothermen für die Bindung des Peptides

#34a an immobilisiertes Peptid #34a und an immobilisiertes GCAP-1, die in repräsentativen

Experimenten gemessen wurden, wird in Abbildung 3 .17 gezeigt.

A

	

B

+Ca2+

100

	

1000

[#34a] (pM)
100

[#34a] (pM)

10 10 1000

Abbildung 3 .17 Bindung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a und an immobili-
siertes GCAP-1 ; A,B: Bindungsisiothermen für die Bindung von #34a an 1200 RU
immobilisiertes #34a (A) bzw. 4300 RU immobilisiertes GCAP-1 (0) bei 1 nM [Ca 2+]
(A, -Ca2+ ) bzw. 1 mM [Ca2+] (B, +Ca2+) . Die Experimente wurden als zweifache An-sätze durchgeführt ; die Req-Werte wurden aus korrigierten Sensorgrammen ermittelt
(- 2.10.4) ; die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Die gemessenen Bindungsisothermen für die Bindung des Peptides #34a an das immobili-

sierte Peptid #34a sind qualitativ identisch mit denen für die Bindung des Peptides #34a an

immobilisiertes GCAP-1 . Es wurde kein Modell für eine Kurvenanpassung gefunden, um die

Bindungsisothermen quantitativ zu beschreiben, so daß das Bindungsverhalten des Peptides
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#34a gegenüber dem immobilisierten Peptid #34a bzw. gegenüber GCAP-1 nicht
systematisch verglichen werden konnte.

Das Peptid #34a zeigt also unter den Bedingungen der durchgeführten SPR-spektroskopi-

schen Messungen Selbstassoziation . Dieser Vorgang wird durch GCAP-1 begünstigt.

3 .6.2.3 Einfluß von GCAP-1 auf die Selbstbindung des Peptides #34a

GCAP-1 band als Analyt nicht an das immobilisierte Peptid #34a . Das Peptid band aber als

Analyt an immobilisiertes GCAP-1 (--~ 3.6.2.1). Außerdem hatte das Peptid #34a eine Ten-

denz zur Selbstassoziation (---> 3 .6.2.2). Möglicherweise bindet GCAP-1 also nur an Oligo-

mere des Peptides #34a . Als alternative Erklärung dafür, daß GCAP-1 nicht an das immobi-

lisierte Peptid #34a band, kann man annehmen, daß durch die Immobilisierung die

Zugänglichkeit oder die Konformation des Peptides so beeinflußt wurde, daß keine Bindung

mehr möglich war . Durch die SPR-spektroskopische Untersuchung der Wechselwirkung des

Peptides #34a mit immobilisiertem Peptid #34a in Gegenwart von GCAP-1 sollte man zwi-

schen diesen beiden Möglichkeiten unterscheiden können . Während in dem einen Fall (Bin-

dung von GCAP-1 an Oligomere des Peptides #34a auf der Sensoroberfläche) das Selbst-

bindungssignal (-3 .6.2.2) des Peptides #34a durch die zusätzliche Bindung von GCAP-1

verstärkt werden sollte, sollte in dem anderen Fall (keine Bindung von GCAP-1 an immobili-

siertes Peptid #34a) das Selbstbindungssignal des Peptides #34a durch die Komplexbildung

des Peptides mit GCAP-1 in Lösung unterdrückt werden.

GCAP-1 wurde also zusammen mit dem Peptid #34a als Analyt eingesetzt . Die Bindung an

immobilisiertes Peptid #34a wurde SPR-spektroskopisch gemessen . Es wurden Reihenmes-

sungen durchgeführt, bei denen entweder eine feste Konzentration von GCAP-1 mit stei-

genden Konzentrationen des Peptides #34a oder eine feste Konzentration des Peptides

#34a mit steigenden Konzentrationen von GCAP-1 als Analyt eingesetzt wurden . Diese Ex-

perimente führten zu dem Ergebnis, daß die Gegenwart von GCAP-1 im Analyten die Bin-

dung des Peptides #34a an das immobilisierte Peptid #34a reduziert. In den Meßreihen, de-

ren Ergebnis in Abbildung 3 .18 gezeigt wird, wurde die Bindung des Peptides #34a an

immobilisiertes Peptid #34a durch steigende Konzentrationen von GCAP-1 um bis zu 50 %

reduziert . Ein ähnliches Ergebnis wurde erhalten, wenn die Bindung des Peptides #34a an

i mmobilisiertes GCAP-1 bei steigenden Konzentrationen von GCAP-1 im Analyten gemes-

sen wurde (-> Abbildung 3 .18 C,D). Diese Experimente wurden mehrmals in ähnlicher Form

wiederholt. Die unabhängigen Experimente hatten immer qualitativ gleiche Ergebnisse.

Quantitativ schwankten die Ergebnisse aber stark. In einem Experiment wurde z .B die Bin-

dung von 0,6 mM des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a durch 10 pM GCAP um

etwa 80 % reduziert (vgl . Abbildung 3 .18) .
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Abbildung 3 .18 Bindung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a und an GCAP-1 in
Gegenwart von GCAP-1 im Analyten ; A,B : Bindung von 0,8 mM #34a an 1200 RU
#34a bei 1 nM [Ca2+] (-Ca2+) in Gegenwart von 0, 1,4, 3,5, 7, 14, 35 und 70 pM
GCAP-1 (A), bzw . bei 1 mM [Ca2+] (+Ca2+) in Gegenwart von 0, 1,5, 3,8, 7,5, 15,
37,5 und 75 pM GCAP-1 (B) . Die Experimente wurden als zweifache Ansätze
durchgeführt ; die Sensorgramme wurden korrigiert (- 2 .10.4). C,D: Req-Werte für
die Bindung des Peptides #34a an Immobilisiertes Peptid #34a (A ; Req-Werte aus
A,B) bzw. an 4300 RU immobilisiertes GCAP-1 (A) in Gegenwart steigender
Konzentrationen von GCAP-1 im Analyten . Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung.

Der beobachtete Effekt war spezifisch für GCAP-1 . Durch BSA (SIGMA) und Recoverin

(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von T.Fischer, IBI-1, FZ Jülich) wurde die Bindung

des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a nicht reduziert.

Die Gegenwart von GCAP-1 im Analyten reduzierte spezifisch die beobachtete Bindung des

Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a. GCAP-1 band also wahrscheinlich im Analy-

ten an das gelöste Peptid #34a und verringerte dadurch dessen effektive Konzentration.

GCAP-1 induzierte dabei wahrscheinlich die Bildung löslicher Oligomere oder Aggregate des

Peptides #34a. Bereits bei einem molaren Verhältnis von GCAP-1 zu Peptid von 1 :12 wurde

die beobachtet Selbstassoziation des Peptides #34a an der Sensoroberfläche deutlich (etwa

-80-



Ergebnisse

50 %) reduziert (-~ Abbildung 3 .18). GCAP-1 im Analyten band nicht an das Peptid auf der

Sensoroberfläche.

Durch die SPR-spektroskopische Untersuchung der Wechselwirkung der Peptide #34, #36

und #34a mit GCAP-1 wurde gezeigt, daß diese Peptide eine Tendenz zur Selbstassoziation

haben. Möglicherweise hat also die Region der ROS-GC1, die durch diese Peptide abgebil-

det wird, eine Funktion für die Dimerisierung der ROS-GC1 . GCAP-1 induziert die Selbstas-

soziation der Peptide #34, #36 und #34a . Eine Bindung von GCAP-1 an die monomeren

Peptide konnte nicht beobachet werden . Möglicherweise ist die Region der ROS-GC1, die

durch die Peptide abgebildet wird, im funktionellen Komplex der ROS-GC1 als Dimer Teil der

Bindungsstelle für GCAP-1.

3 .7 Heterologe Expression und Charakterisierung der ROS-
GC1 und ihrer mutierten Formen

Durch die Durchmusterung der Peptidbibliothek ( . 3.3, 3 .4) wurden Regionen der ROS-GC1

identifiziert, die wahrscheinlich eine zentrale Funktion für die Ca l+-abhängige Regulation

durch GCAP-1 haben . Peptide, die zwei dieser Regionen repräsentieren, wurden genauer

charakterisiert (--› 3 .5, 3.6) . Die bisher gezeigten Ergebnisse beziehen sich also auf die

Eigenschaften von Peptiden. Aus diesen Eigenschaften der Peptide wurden dann Vor-

stellungen von der Funktion der Regionen der ROS-GC1 entwickelt, die durch diese Peptide

abgebildet werden.

Die Funktion dieser Regionen sollte nun mit einem unabhängigen Ansatz untersucht werden.

Dafür wurden in Zusammenarbeit mit Dr. T. Duda und Dr. R.K. Sharma (UMDNJ, Stratford,

New Jersey, USA) eine Reihe von mutierten Formen der ROS-GC1 hergestellt . Die Eigen-

schaften dieser Mutanten wurden dann im Vergleich mit den Eigenschaften der ROS-GC1

(Wildtyp) untersucht.

Für diese Untersuchungen wurden zwei verschiedene Expressionssysteme eingesetzt . In

den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse von Experimenten mit ROS-GC1 (Wildtyp

und Mutanten), die in HEK293-Zellen heterolog exprimiert wurde, genauer beschrieben.

Ähnliche Experimente zu den gleichen Fragestellungen wurden jeweils parallel von Dr . T.

Duda mit ROS-GC1 (Wildtyp und Mutanten), die in COS-Zellen heterolog exprimiert wurde,

durchgeführt .
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3 .7.1 Optimierung der Expressionsbedingungen

Es wurde ein heterologes Expressionssystem etabliert, um die Eigenschaften des ROS-

GC1-Wildtyps mit den ROS-GC1-Mutanten vergleichen zu können . Die ROS-GC1 wurde

dafür in HEK293-Zellen transient exprimiert (- 2 .7).

Die Transfektion der HEK293-Zellen mit dem Expressionsplasmid allein führte zu einer sehr

geringen Expression der ROS-GC1 . Wenn die Zellen mit dem Expressionsplasmid für ROS-

GC1 und dem Plasmid pRSV-Tag (DHALLAN et al ., 1990) kotransfiziert wurden, konnte die

Expression der ROS-GC1 in etwa 20 % der Zellen in den Transfektionsansätzen immun-

cytochemisch nachgewiesen werden. Wenn die Zellen nach der Transfektion mit Natrium-

butyrat behandelt wurden, konnte die Expression der ROS-GC1 in 60 - 70 % der Zellen

nachgewiesen werden. Durch die Behandlung der Zellen mit Natriumbutyrat wurde die ba-

sale GC-Aktivität in den Zellmembranen der transfizierten HEK293-Zellen (-> 3 .7 .2) etwa 4-

fach gegenüber der GC-Aktivität in den Zellmembranen von unbehandelten transfizierten

Zellen erhöht.

In HEK293-Zellen, die nicht mit dem Expressionsplasmid transfiziert worden waren (Kontroll-

zellen), war immuncytochemisch keine Expression der ROS-GC1 nachweisbar . In den Zell-

membranen der Kontrollzellen konnte keine GC-Aktivität gemessen werden.

3 .7 .2 Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1

Nachdem die Bedingungen für die transiente Expression optimiert worden waren, um mög-

lichst große Mengen der ROS-GC1 in HEK293-Zellen zu exprimieren (-4 3 .7.1), wurde un-

tersucht, ob die exprimierte ROS-GC1 funktionell aktiv war.

Dafür wurde zuerst die basale Aktivität der ROS-GC1 in den Zellmembranen von transfizier-

ten Zellen bestimmt (-> 2 .7.4, 2 .9) . Die spezifische GC-Aktivität der Zellmembranen in Ge-

genwart von 100 pM ATP betrug mit MgGTP als Substrat 80 - 90 pmol min"' mg(Protein)" 1

(-a Abbildung 3.19 A). Mit MnGTP als Substrat war die GC-Aktivität der Zellmembranen etwa

4-mal höher (380 pmol min -1 mg(Protein)' 1 ; Abbildung 3 .21 A, wt) . In den Zellmembranen von

untransfizierten Zellen konnte keine GC-Aktivität nachgewiesen werden.

Wenn die heterolog exprimierte ROS-GC1 in den Zellmembranen von HEK293-Zellen mit

steigenden Konzentrationen von rekombinantem GCAP-1 rekonstituiert wurde, wurde die

GC-Aktivität bei 1 nM [Ca2+] mit einem EC50-Wert von etwa 6 pM GCAP-1 um das 100-fache

gegenüber der Basalaktivität erhöht . Bei 23,5 pM [Ca2+) wurde die GC-Aktivität durch

GCAP-1 nur um etwa das 3-fache erhöht (-3 Abbildung 3.19 A) . Damit wurde die Aktivität der

heterolog exprimierten ROS-GC1, die mit 15 pM GCAP-1 rekonstituiert worden war, durch

eine Verminderung der [Ca2+ ] von 23,5 pM auf 1 nM um das 30-fache erhöht .



Ergebnisse

Die ROS-GC1 wurde also in HEK293-Zellen funktionell aktiv exprimiert . Die heterolog expri-
mierte ROS-GC1 wurde durch GCAP-1 Ca l+-abhängig aktiviert. In dieser Eigenschaft ent-
sprach die heterolog exprimierte ROS-GC1 qualitativ dem nativen Enzym . Die Werte für die
maximale Aktivierung durch GCAP-1 und für die Cal+-abhängige Aktivierung in Gegenwart

von GCAP-1 waren aber verschieden von den Werten für die native ROS-GC1 (vgl.

Abbildung 3 .3 ; 7-fache Aktivierung durch GCAP-1 und 7-fache Ca l+-abhängige Aktivierung in
Gegenwart von GCAP-1)

0
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Abbildung 3.19 Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 ; A : GC-Aktivität der heterolog ex-
primierten ROS-GC1 in HEK293-Zellmembranen, die bei 1 nM [Ca 2+] (-Ca') bzw.
23,5 pM [Ca 2+] (+Ca2+ ) mit steigenden Konzentrationen von GCAP-1 rekonstituiert
wurden; die Daten sind Mittelwerte aus zweifachen Ansätzen ± Standardabwei-
chung ; als Substrat wurde MgGTP eingesetzt ; die Reaktionen enthielten 100 pM
ATP. B: GC-Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 in COS-Zellmembranen
bei 1 nM [Ca2+] ; die heterologe Expression und die Messung der GC-Aktivität
wurden durchgeführt, wie von DuDA et al . (1999) beschrieben.

In COS-Zellen konnte die ROS-GC1 ebenfalls funktionell exprimiert werden . Die spezifische

basale GC-Aktivität in den Zellmembranen der transfizierten COS-Zellen war vergleichbar

mit der basalen GC-Aktivität in den Zellmembranen von transfizierten HEK293-Zellen . Durch

die Rekonstitution mit GCAP-1 bei 1 nM [Ca21 wurde die Aktivität der heterolog exprimierten

ROS-GC1 in COS-Zellen aber nur um etwa das 5-fache erhöht . Der EC5 o Wert für diese

Aktivierung war dabei mit etwa 1 pM GCAP-1 deutlich niedriger als der EC 50-Wert für die

Aktivierung der ROS-GC1 durch GCAP-1 in HEK293-Zellen (-÷ Abbildung 3 .19 B) . Diese

quantitativen Unterschiede zwischen den Eigenschaften der ROS-GC1, die in HEK293-Zel-

len transient exprimiert wurde, und den Eigenschaften der ROS-GC1, die in COS-Zellen

transient exprimiert wurde, sind einerseits wahrscheinlich auf unterschiedliche Eigenschaften

der beiden Zelttypen, andererseits auf unterschiedliche Reaktionsbedingungen bei der Be-

stimmung der GC-Aktivität zurückzuführen (-4 2.9; DUDA et al ., 1999).
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3.7.3 Charakterisierung der Deletionsmutanten

Nach den Ergebnissen, die durch die Untersuchung der Eigenschaften von Peptiden erhal-

ten wurden (-4 3.3, 3 .4, 3.5, 3 .6), haben die Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide

# 5 und #36 repräsentiert werden, wahrscheinlich eine zentrale Funktion für die Ca l+-abhän-

gige Regulation durch GCAP-1 . Nun wurden die Eigenschaften von mutierten Formen der

ROS-GC1 untersucht, bei denen diese Regionen deletiert worden waren, um zu überprüfen,

ob diese Regionen tatsächlich eine Funktion für die Regulation der ROS-GC1 haben . Im

einzelnen wurden die Regionen M501-L512 (A1), R545-1578 (A2) und D563-R574 (A3) deletiert . Dabei

wird die Region, die in der Mutante Al deletiert wurde, von dem Peptid # 5 abgebildet . Die

Region die in der Mutante A3 deletiert wurde, wird von dem Peptid #36 abgebildet . In der

Mutante A2 wurden zusätzlich zu der Region, die von dem Peptid #34a abgebildet wird, N-

terminal noch weitere 14 Aminosäuren deletiert (-- Abbildung 3 .20).

LCA (F570 s)

	

LCActr (F697 s)

D2
541
1SDVRSIHSQLPDYTNIGLYEGDW\T LKKFPGDRHIAIRPAT

03

Abbildung 3 .20 Schematische Darstellung der ROS-GC1 ; Lage der Deletionen in den Mutanten
M, A2 und A3, bzw. der Aminosäureaustausche in den Punktmutanten LCA und
LCActr . Die Bezeichnungen der einzelnen Domänen werden in Abbildung 1 .3
erklärt.

Die ROS-GC1 (Wildtyp) und die drei Deletionsmutanten wurden heterolog exprimiert . Die

exprimierte ROS-GC1 (Wildtyp) und die Deletionsmutanten konnten in jeweils vergleichbaren

Mengen in den Zellmembranen der transfizierten Zellen immunchemisch nachgewiesen

werden (nicht gezeigt) . Die basale Aktivität der heterolog exprimierten Enzyme wurde be-

stimmt. Anschließend wurde untersucht, ob die Deletionsmutanten bei 1 nM [Ca 2+] durch

GCAP-1 aktiviert werden konnten .
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Die basale GC-Aktivität der heterolog exprimierten Deletionsmutanten M, A2 und A3 war

gegenüber der basalen Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 (Wildtyp) erheblich

reduziert (-4 Abbildung 3 .21 A,C). Die basale GC-Aktivität der Deletionsmutante Al betrug

26 % (HEK293-Zellmembranen) bzw . 9 % (COS-Zellmembranen) der Aktivität des Wildtyps.

Die basale Aktivität der Deletionsmutanten A2 und A3 betrug 3 % und 4 % (HEK-Zellmem-

branen) bzw. 7 % und 7 % (COS-Zellmembranen) der Aktivität des Wildtyps . Die Deletions-

mutanten A2 und A3 konnten durch GCAP-1 nicht aktiviert werden (-4 Abbildung 3.21 B,D).

Die heterolog exprimierte Deletionsmutante M in HEK293-Zellmembranen wurde bei 1 nM

[Ca2+] durch GCAP-1 aktiviert (--4 Abbildung 3 .21 B). Durch die höchste eingesetzte Konzen-

tration von GCAP-1 (15 pM) wurde die GC-Aktivität der heterolog exprimierten Deletions-

mutante Al gegenüber der basalen GC-Aktivität ohne GCAP-1 um das 18-fache erhöht . Der

entsprechende Wert für die ROS-GC1 (Wildtyp) beträgt 100 (-> 3.7.2). Damit beträgt die

spezifische GC-Aktivität der Deletionsmutante Al in HEK293 Zellmembranen bei der Rekon-

stitution mit 15 pM GCAP-1 nur 5 % der spezifischen GC-Aktivität der ROS-GC1 (Wildtyp) in

HEK293-Zellmembranen . In COS-Zellmembranen wurde die heterolog exprimierte Deleti-

onsmutante Al nicht durch GCAP-1 aktiviert (-4 Abbildung 3 .21 D).

Die reduzierte Basalaktivität der Deletionsmutanten A1, A2 und A3 und die fehlende Aktivie-

rung durch GCAP-1 hätte möglicherweise dadurch hervorgerufen worden sein können, daß

die Deletionen in diesen Mutanten zu einer gestörten Gesamtstruktur der mutierten ROS-

GC1 oder zu einem fehlerhaften Einbau in die Membranen der HEK293- bzw . COS-Zellen

geführt haben. Der Einfluß des Ca2+-bindenden Proteins S100ß auf die GC-Aktivität der

ROS-GC1 (Wildtyp) und der Deletionsmutanten wurde untersucht, um auszuschließen, daß

der Effekt der Deletionen auf die GCAP-1-abhängige Aktivierung der ROS-GC1 durch einen

solchen unspezifischen Mechanismus hervorgerufen wurde . S100ß aktiviert die ROS-GC1

bei 10 pM [Ca 2+] durch einen Mechanismus, der unabhängig von der Ca 2+-abhängigen Re-

gulation durch GCAP-1 ist (MARGULIS et al ., 1996; POZDNYAKOV et al ., 1997).

Durch steigende Konzentrationen von Si ooß wurde sowohl die Aktivität der heterolog ex-

primierten ROS-GC1 als auch die Aktivität der Deletionsmutanten in COS-Zellmembranen

mit einem EC 50-Wert von etwa 1 pM S1 00ß um das 6- bis 8-fache erhöht (-4 Abbildung

3.22) . Die Struktur der Regionen der ROS-GC1, die eine Funktion für die Regulation durch

S1 00ß haben, war also in den Deletionsmutanten A1, A2 und A3 intakt .
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Abbildung 3 .21 Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 und der Deletionsmutanten M,
A2 und A3 ; A: GC-Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 (wt) und der Deleti-
onsmutanten A1, A2 und A3 in HEK293-Zellmembranen ; als Substrat wurde MnGTP
eingesetzt ; die Daten sind Mittelwerte aus dreifachen Ansätzen ± Standardabwei-
chung . B: Aktivierung der ROS-GC1 und der Deletionsmutanten in HEK293-Zell-
membranen bei 1 nM [Ca2+] durch steigende Konzentrationen von GCAP-1 ; als Sub-
strat wurde MgGTP eingesetzt ; die spezifische GC-Aktivität in den Ansätzen ohne
GCAP-1 (Aktivierung 1,0) betrug (91,8±0,7)•10' 3 (wt), (25±6)•10' 3 (M), (1,8±0,4)•10 '3
(A2) und (2,2±0,1)•10'3 pmol min' ' pg(Protein)' ' (A3) ; die Daten sind Mittelwerte aus
zweifachen Ansätzen ± Standardabweichung ; Die Reaktionen in A und B enthielten
100 pM ATP. C: GC-Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 (wt) und der De-
letionsmutanten Al, A2 und A3 in COS-Zellmembranen . D: Aktivierung der ROS-
GC1 und der Deletionsmutanten in COS-Zellmembranen bei 1 nM [Ca21 durch stei-
gende Konzentrationen von GCAP-1 ; die spezifische GC-Aktivität in den Ansätzen
ohne GCAP-1 (Aktivierung 1,0) betrug (110±7)•10' 3 (wt), (10±1)•10'3 (M), (8±1)•10'3
(A2) und (9±1)•10' 3 pmol min'' pg(Protein)" ' (A3) . Die heterologe Expression in COS-
Zellen und die Messung der GC-Aktivität in C und D wurden durchgeführt, wie von
DUDA et al . (1999) beschrieben . Die Daten für die ROS-GC1 (wt) in B und D werden
in Abbildung 3 .19 als spezifische Aktivitäten gezeigt.
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Abbildung 3 .22 Aktivität der heterolog exprimierten ROS-GC1 und der Deletionsmutanten M,
02 und 03 - Aktivierung durch S100ß ; Aktivierung der ROS-GC1 und der Deleti-
onsmutanten in COS-Zellmembranen durch steigende Konzentrationen von S100ß;
die heterologe Expression und die Messung der GC-Aktivität wurden durchgeführt,
wie von DUDA et al . (1999) beschrieben.

Die Deletion der Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und #36 repräsentiert

werden, führte zu einer deutlich reduzierten Basalaktivität der Deletionsmutanten gegenüber

der ROS-GC1 (Wildtyp) . Die Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1 wurde durch die De-

letionen stark beeinträchtigt bzw . aufgehoben. Diese Ergebnisse bestätigten, daß die Regio-

nen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und #36 repräsentiert werden, eine zentrale

Funktion für die Cal+-abhängige Regulation durch GCAP-1 haben.

3 .7.4 Charakterisierung der Punktmutanten LCA (F570 s) und LCActr
(F647 S)

Ein weiterer, physiologischer Befund zeigt, daß die Region der ROS-GC1, die durch das

Peptid #36 repräsentiert wird, eine zentrale Funktion für die Regulation durch GCAP-1 hat.

Eine Form der schweren, autosomal rezessiv erblichen Retinopathie, die als Leber'sche

kongenitale Amaurose (LCA) bezeichnet wird, ist mit dem Genort der menschlichen ROS-

GC1 (GUC2D) verknüpft . Eine der identifizierten verantwortlichen Veränderungen ist eine

Punktmutation, die zum Aminosäureaustausch F565s führt (PERRAULT et al ., 1996) . Die ho-

mologe Aminosäure in der ROS-GC1 des Rindes ist F 570 und liegt in der Region, die durch

das Peptid #36 abgebildet wird . In Zusammenarbeit mit dem Labor von Dr. R.K. Sharma

wurden die Konsequenzen dieses Aminosäureaustausches für die Aktivität der ROS-GC1

untersucht .
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Dafür wurden die Mutanten LCA (F 570 s) und, als Kontrolle, LCActr (F 697 s) hergestellt (-4

Abbildung 3 .20) und in COS-Zellen heterolog exprimiert . Der Austausch der einzelnen Ami-

nosäure F 570 führt zu den gleichen funktionellen Konsequenzen, wie die Deletion der ge-

samten Region, die durch das Peptid #36 abgebildet wird (-4 Abbildung 3.21, A2 und A3).

Die Basalaktivität der mutierten Form war drastisch reduziert, die Fähigkeit zur Aktivierung

durch GCAP-1 war verloren gegangen und die Aktivierung durch S100ß war nicht beein-

trächtigt . Die Kontrollmutante LCActr verhielt sich in allen untersuchten Aspekten wie der

Wildtyp der ROS-GC1 (DUDA et al ., 1999) .
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Regionen der ROS-GC1 identifiziert, die eine zen-

trale Funktion für die Cal+-abhängige Regulation durch GCAP-1 haben . Dafür wurde eine

Peptidbibliothek synthetisiert und durchmustert, die verschiedene Domänen der ROS-GC1

auf überlappende 12-mere Peptide abbildet. Die Eigenschaften der Peptide, die bei den

Durchmusterungen identifiziert worden waren, wurden untersucht, und es wurden Deletions-

mutanten der ROS-GC1 charakterisiert, bei denen die Regionen deletiert worden waren, die

durch die identifizierten Peptide abgebildet werden.

Im folgenden werden zuerst die Probleme des gewählten experimentellen Ansatzes disku-

tiert (-- 4.1) . Anschließend werden die Eigenschaften der identifizierten Peptide und der ent-

sprechenden Deletionsmutanten betrachtet . Daraus werden Hypothesen über die Funktion

der entsprechenden Regionen der ROS-GC1 abgeleitet (-* 4 .2). Schließlich werden diese

Hypothesen zusammen mit Daten aus der Literatur in einem Modell für die Regulation der

ROS-GC1 integriert (- 4.3).

4 .1 Probleme des experimentellen Ansatzes
Das Ziel dieser Arbeit war es, in einem großen Protein (ROS-GC1) Regionen mit spezifi-

schen Funktionen (für die Regulation durch GCAP-1) zu identifizieren, d .h. in einer langen

Aminosäuresequenz kurze funktionelle Motive zu finden . Da ein neuartiger regulatorischer

Mechanismus untersucht wurde, war die vorher verfügbare Information über die Lage dieser

Regionen sehr begrenzt . Dabei war die Untersuchung nicht auf einen einzelnen funktionellen

Aspekt, d.h . die Identifizierung GCAP-1-bindender Regionen, beschränkt, sondern es sollten,

wenn möglich, Informationen über verschiedene Aspekte des regulatorischen Mechanismus

gewonnen werden.

Es gibt verschiedene experimentelle Möglichkeiten für die Lösung dieser Aufgabe:

• Bei einem „ klassischen" molekularbiologischen Ansatz werden identifizierbare Domänen

oder willkürlich festgelegte Regionen des untersuchten Proteins deletiert oder durch die

entsprechenden Domänen oder Regionen eines verwandten Proteins ersetzt, dem die un-

tersuchte Funktion fehlt . Die erhaltenen Deletions- bzw . Hybridmutanten werden dann he-

terolog exprimiert und funktionell charakterisiert . Mit diesem Ansatz war z .B. die kritische

Funktion der JMD/KHD der ROS-GC1 für die Ca l+-abhängige Regulation durch GCAP-1

belegt worden (DUDA et al ., 1996a; LAURA und HURLEY, 1998) . Wenn in einem großen

Protein kleine unbekannte Regionen gesucht werden, ist es mit diesem Ansatz notwendig,

entweder in mehreren Schritten die gesuchten Regionen immer weiter einzugrenzen, oder
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in einem Schritt eine große Anzahl von Mutanten herzustellen und zu untersuchen . Der

Vorteil dieses Ansatzes ist, daß dadurch das intakte Protein mit spezifischen Funkti-

onsstörungen erhalten werden kann. Andererseits muß bei der heterologen Expression

von Mutanten sichergestellt werden, daß durch die eingefügten Mutationen keine unspe-

zifischen Effekte wie z.B. eine unspezifisch gestörte Tertiärstruktur der Mutanten oder

eine fehlerhafte subzelluläre Lokalisation hervorgerufen werden . Dafür sind zusätzliche

funktionelle Kontrollen notwendig . Der notwendige Arbeitsaufwand für den „klassischen"

molekularbiologischen Ansatz steigt proportional mit der gewünschten Genauigkeit für die

Lokalisierung einer gesuchten Region.

• Die Durchmusterung biosynthetischer Peptidbibliotheken hat in den letzten Jahren zu-

nehmend an Bedeutung für die Identifizierung von Bindungspartnern in biologischen Sys-

temen gewonnen (zur Übersicht s . z .B. SHUSTA et al ., 1999) . Die bekanntesten Systeme

für die effiziente Durchmusterung großer Mengen biosynthetischer Peptide sind die

„phage-display"-Methode (zur Übersicht s . z.B. CORTESE et al ., 1996 ; KOIVUNEN et al .,

1999 ; RODI und MAKOWSKI, 1999) und das „yeast-two-hybrid"-System (zur Übersicht s.

z.B. DREES, 1999 ; VIDAL und LEGRAIN, 1999) . Mit der „phage-display"-Methode können

sehr große Bibliotheken (10 9 - 10 15) zufällig generierter Peptide durchmustert werden, die

jeweils den n-dimensionalen Sequenzraum n-merer Peptide (das heißt z .B. alle 20 9 mög-

lichen 9-meren Peptide) teilweise oder .vollständig abbilden. Diese Peptide werden als

Teile der Hülle von Bakteriophagen exprimiert und auf die Bindung an vorgegebene Ziel-

moleküle durchmustert . Der Vorteil dieser Methode ist, daß der gesamte Sequenzraum

durchmustert wird und damit in einem Ansatz im Prinzip die vollständige Information über

die Bindungssignaturen für das untersuchte Zielmolekül gewonnen werden kann (es

könnte also z.B. die Menge aller 9-meren Peptide gefunden werden, die an GCAP-1 bin-

den) . Zu den Nachteilen dieser Methode gehört im allgemeinen ein schlechtes Signal-

Rauschverhältnis . Der einzige funktionelle Aspekt, der bis jetzt mit dieser Methode

untersucht werden kann, ist die Bindung an das vorgegebene Zielmolekül . Mit dem

„yeast-two-hybrid"-System können unter anderem alle Proteine, die in organspezifischen

cDNA-Bibliotheken kodiert werden, oder große Serien von mutierten Proteindomänen auf

die Bindung an ein Zielmolekül durchmustert werden . Gegenüber der „klassischen" funk-

tionellen Untersuchung von Mutanten (s .o.) zeichnet sich die Durchmusterung mit dem

„yeast-two-hybrid"-System durch eine sehr viel höhere Durchmusterungseffizienz und

eine sehr viel höhere Anfälligkeit für experimentelle Artefakte aus.

• In den letzten Jahren sind verbesserte Methoden der chemischen Peptidsynthese verfüg-

bar geworden, die die parallele Synthese einer großen Anzahl von Peptiden erlauben (zur

Übersicht s . z.B. Fox, 1995 ; LEBL und KRCHNÄK, 1997) . Damit ist es z .B . möglich, große

kombinatorische Peptidbibliotheken herzustellen, oder die Sequenz eines Proteins voll-

ständig auf eine Peptidbibliothek abzubilden . Im allgemeinen besteht dabei ein inverser
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Zusammenhang zwischen der Anzahl synthetisierter Peptide und der synthetisierten Men-

ge der einzelnen Peptide . Je nach der verwendeten Methode bleiben die Peptide entwe-

der an die Festphase gekoppelt, die zur Synthese verwendet wurde, oder sie werden am

Ende der Synthese von der Festphase abgespalten und in Substanz isoliert . Die syntheti-

sierten Peptide können dann auf die Bindung bestimmter Zielmoleküle oder auf ihre biolo-

gische Aktivität (z .B. den Einfluß auf die Aktivität eines bestimmten Enzyms) durchmustert

werden.

Für die Identifizierung regulatorischer Sequenzen der ROS-GC1 in dieser Arbeit wurde eine

Kombination aus dem „klassischen" molekularbiologischen Ansatz und der Durchmusterung

einer chemisch synthetisierten Peptidbibliothek eingesetzt . Mit Hilfe verfügbarer Informatio-

nen über die Regulation durch GCAP-1 wurden Domänen der ROS-GC1 ausgewählt, die

wahrscheinlich die gesuchten regulatorischen Regionen enthielten (- 1 .4.1). Diese Domä-

nen wurden dann in einem engen Raster auf eine Bibliothek chemisch synthetisierter Peptide

abgebildet, die in zwei verschiedenen Ansätzen durchmustert wurden (-> 3 .3, 3 .4) . Dafür

wurde eine begrenzte Anzahl (92) von Peptiden in einer Menge von jeweils mehreren pmol

(mehreren mg) hergestellt, um ausreichend Material für die durchgeführten biochemischen

Untersuchungen zur Verfügung zu haben . Mit der Information, die durch die Untersuchung

der Peptide gewonnen wurde, wurden schließlich Mutanten der ROS-GC1 hergestellt und

charakterisiert (-4 3.7) . Die Synthese und die Durchmusterung der Peptidbibliothek waren

dabei die zentralen Elemente der experimentellen Strategie . Bei diesem Ansatz treten eine

Reihe systematischer und experimenteller Probleme auf.

• Die Beschränkung auf bestimmte Domänen der ROS-GC1, die auf die Peptidbibliothek

abgebildet wurden, birgt das Risiko, daß wichtige regulatorische Regionen nicht gefunden

werden können, die, entgegen den Erwartungen, Teile anderer Domänen der ROS-GC1

sind.

• Die meisten der hergestellten 12-meren Peptide bilden wahrscheinlich keine ausgeprägte

Sekundärstruktur aus. Ihre apparente Affinität für ihre Zielregionen ist damit möglicher-

weise erheblich niedriger, als die Affinität der abgebildeten Regionen in der ROS-GC1, bei

denen die Sekundärstruktur durch die Proteinumgebung fixiert ist.

• Möglicherweise vorhandene diskontinuierliche Wechselwirkungsstellen können durch die

Untersuchung von Peptiden, die die Primärstruktur eines Proteins (der ROS-GC1) linear

abbilden, nur sehr schlecht oder gar nicht gefunden werden.

• Bei der parallelen Synthese vieler Peptide ist es nicht möglich, die Reaktionsbedingungen

für jedes einzelne Peptid zu optimieren, so daß die Ausbeute und Reinheit zwischen den

einzelnen Peptiden erheblich schwanken kann (-a Anhang E) . Dadurch können bei der

Durchmusterung der Peptidbibliothek funktionell wichtige abgebildete Regionen überse-
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hen werden . Die Abbildung der ausgewählten Domänen der ROS-GC1 auf die Peptidbi-

bliothek erfolgte mit einem engen Raster und mit einem großen Überlappungsbereich

zwischen aufeinanderfolgenden Peptiden (12-mere Peptide, die jeweils um 2 AS versetzt

waren ; -4 Anhang D .1), um dieses Risiko zu minimieren . Andererseits können durch Ne-

benbestandteile der synthetisierten Rohpeptide falsch-positive Signale erzeugt werden.

Tatsächlich wurde in dieser Arbeit für das Rohpeptid #63 ein Einfluß auf die Ca l+-abhän-

gige Aktivierung der GC in ganzen ROS festgestellt, der für das gereinigte Peptid #63

nicht reproduziert werden konnte (-4 3.3, 3.5) . Das Rohpeptid #63 war bei der Synthese

der Peptidbibliothek als heterogenes Gemisch mehrerer Komponenten angefallen (4>

Anhang E).

Bei jedem Ansatz, mit dem lange Aminosäuresequenzen nach unbekannten funktionellen

Motiven durchsucht werden, treten ähnliche systematische Probleme und jeweils methoden-

spezifische experimentelle Probleme auf . Der Ansatz, der für diese Arbeit gewählt wurde,

stellt einen Kompromiß dar, der es erlauben sollte, mit vernünftigem experimentellen Auf-

wand regulatorische Regionen in gezielt ausgewählten Domänen der ROS-GC1 zu identifi-

zieren . Durch den Einsatz von verschiedenen, sich ergänzenden Methoden wurden gleich-

zeitig verschiedene Eigenschaften interessanter Regionen der ROS-GC1 untersucht.

Dadurch wurden sich ergänzende Ergebnisse gewonnen, die zusammen betrachtet eine

konsistente Vorstellung von der Funktion der identifizierten regulatorischen Regionen liefern

sollten.

4 .2 Die identifizierten Regionen der ROS-GC1

4.2 .1 Die Eigenschaften der identifizierten Peptide

Durch die Durchmusterungen der Peptidbibliothek (-4 3 .3, --> 3 .4) wurden die Peptide # 1 -

# 3, # 5, # 7, #35, #36, #63, #66 und #82 identifiziert . Diese Peptide bilden zusammen vier

Regionen der ROS-GC1 ab . Die Peptide # 5, #36, #63 und #82 waren diejenigen Peptide

aus den vier Regionen, die in den Durchmusterungsansätzen jeweils die deutlichsten Effekte

hervorriefen. Der Effekt, der durch das Peptid #63 aus der Peptidbibliothek hervorgerufen

wurde, konnte mit dem gereinigten Peptid #63 nicht reproduziert werden (-> 3 .5, 4 .1) . Daher

werden im folgenden nur die Ergebnisse diskutiert, die mit den Peptiden # 5, #36 und #82

und mit den verlängerten Versionen von # 5 (#3a) und #36 (#34a) erhalten wurden .
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4.2.1 .1 Die Peptide # 5 und # 3a

Das Peptid # 5 bildet eine Region aus der JMD der ROS-GC1 ab (M501- L512
; -> Abbildung 4.2

A) . Dieses Peptid band bei der Durchmusterung nicht an GCAP-1 (--> 3 .4), hatte aber einen

erheblichen Einfluß auf die Cal+-abhängige Aktivierung der GC in ROS (-> 3 .3, 3 .5.1) . Die

basale GC-Aktivität in ROS wurde durch das Peptid kaum beeinflußt (--> 3 .5.2) . Daraus läßt

sich schließen, daß das Peptid eine intra- oder intermolekulare Wechselwirkung im funktio-

nellen Komplex der ROS-GC stört, die für den Übergang dieses Komplexes in den aktivier-

ten Zustand notwendig ist. Alternativ lassen sich die erwähnten Ergebnisse dadurch erklä-

ren, daß eine Störung des funktionellen Komplexes der ROS-GC durch das Peptid # 5

bevorzugt im aktivierten Zustand erfolgt, weil seine Bindungsstelle dann sterisch besser zu-

gänglich ist. Die Vorstellung, daß die Bindungsstelle des Peptides # 5 tatsächlich nur be-

grenzt zugänglich ist, wird auch dadurch unterstützt, daß die verlängerte Version des Pepti-

des # 5, # 3a (L 497 - T516), ein ineffektiver Inhibitor der Ca l+-abhängigen Aktivierung der GC in

ROS ist (-4 3.5.1) . Die zusätzlichen Aminosäuren behindern wahrscheinlich den Angriff des

Peptides auf den funktionellen Komplex der ROS-GC . Durch die Erhöhung der Konzentration

von GCAP-1 kann der Einfluß des Peptides # 5 auf die Cal+-abhängige Aktivierung der GC

in ROS aufgehoben werden (- 3 .5.3) . Dieser Effekt von zusätzlichem GCAP-1 beruht wahr-

scheinlich nicht auf einer direkten Bindung des Peptides, da ein erheblicher molarer Unter-

schuß von GCAP-1 ausreichend war, um den Einfluß des Peptides # 5 aufzuheben . Bei der

Durchmusterung auf Bindung an GCAP-1 (-. 3 .4) erzeugte das Peptid # 5 kein

Bindungssignal.

Die Untersuchung des Bindungsverhaltens von ROS-Proteinen gegenüber dem Peptid # 3a

(Peptidaffinitäts-Chromatographie, -a 3 .6.1) ergab ebenfalls keinen Anhaltspunkt für eine

direkte Bindung von GCAP-1 . Ein Komplex aus ROS-GC1 und Tubulin, an dem wahrschein-

lich noch andere Proteine beteiligt waren, band aber spezifisch an das Peptid # 3a . Das Tu-

bulin aus einem Extrakt löslicher ROS-Proteine (ohne ROS-GC) band ebenfalls an das Pep-

tid # 3a. Es war bereits früher gezeigt worden, daß wahrscheinlich ein Komplex der ROS-GC

mit zytoskeletalen Proteinen existiert (- .* 1 .3; HALLETT et al ., 1996; SCHREM et al ., 1999) . Die

sterische Hinderung, die möglicherweise das Peptid # 3a zu einem ineffektiven Inhibtor der

aktivierten ROS-GC macht (s .o.), ist unter den Bedingungen der Affinitätschromatographie

wahrscheinlich aufgehoben, so daß das Peptid # 3a an seine Zielregion binden kann . Die

Peptidaffinitäts-Chromatographie wurde mit solubilisierten ROS durchgeführt . Unter diesen

Bedingungen wird die Struktur des nativen funktionellen Komplexes der ROS-GC, an dem

neben GCAP wahrscheinlich auch zytoskeletale Proteine beteiligt sind (-> 1 .3), erheblich

gestört . Das läßt sich unter anderem daraus schließen, daß eine Rekonstitution der Ca
l+

-abhängigen Aktivierung durch GCAP für solubilisierte ROS-GC bis jetzt noch nicht gelungen
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ist (s. z .B. KOCH, 1991) . Damit ergibt sich die folgende Vorstellung von der Funktion der Re-

gion der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und # 3a repräsentiert wird:

Die Region ist im funktionellen Komplex der ROS-GC an einer Wechselwirkung innerhalb

des ROS-GC1-Dimers oder mit einem anderen Protein des Komplexes (wahrscheinlich Tu-

bulin) beteiligt. Diese Wechselwirkung hat eine zentrale Funktion für den Übergang zwischen

dem basalen und dem GCAP-1-aktivierten Zustand der ROS-GC.

4.2.1 .2 Die Peptide #36 und #34a

Das Peptid #36 bildet eine zweite Region aus der JMD der ROS-GC1 ab (D563 -
R57 " ; -

Abbildung 4 .2 B). Dieses Peptid band bei der Durchmusterung an GCAP-1 (-4 3.4) . Das

Bindungssignal wurde unabhängig von der [Ca21 erzeugt und war deutlich größer, als es für

eine 1 :1-Bindung an GCAP-1 zu erwarten war . Das Peptid #36 inhibierte außerdem die GC-

Aktivität in ROS sowohl bei voller Aktivierung durch GCAP (1 nM [Ca 2+]) als auch im basalen

Zustand mit Ca2+-gesättigtem GCAP (23,5 pM [Ca2+]) . Der Einfluß des Peptides auf die GC-

Aktivität in ROS war dabei bei 23,5 pM [Ca 2+] stärker als bei 1 nM [Ca2+] (-+ 3 .3, 3.5 .1). Die

Basalaktivität der ROS-GC in Abwesenheit von GCAP wurde durch das Peptid ebenfalls

effektiv inhibiert (-> 3 .5.2). Die verlängerte Version des Peptides #36, #34a (L559 - I576), ist

ebenfalls ein Inhibitor der GC-Aktivität in ROS und ist dabei effizienter als das Peptid #36 (-4

3.5.1, 3 .5 .2).

Die Peptide #36 und #34a disruptieren wahrscheinlich den funktionellen Komplex der ROS-

GC unabhängig von dessen Aktivierungszustand . Der aktivierte Komplex ist dabei etwas

unempfindlicher gegen den Angriff der Peptide.

Durch die Erhöhung der Konzentration von GCAP-1 kann der Einfluß des Peptides #36 auf

die Ca2+-abhängige Aktivierung der GC in ROS aufgehoben werden (-4 3.5.3) . Damit ergibt

sich ein scheinbarer Widerspruch zwischen den erhaltenen Ergebnissen . Einerseits greift

das Peptid #36 die ROS-GC unabhängig von der Wechselwirkung mit GCAP-1 an (--> 3 .5.2),

andererseits schützt zusätzliches GCAP-1 die ROS-GC gegen den Angriff des Peptides . Ein

erheblicher Unterschuß von GCAP-1 war ausreichend, um den Einfluß des Peptides #36

aufzuheben (-4 3.5.3).

Eine mögliche Erklärung wäre, daß eine gleichzeitige Bindung von GCAP-1 und des Pepti-

des #36 im funktionellen Komplex der ROS-GC nicht möglich ist, so daß eine erhöhte Kon-

zentration von GCAP-1 das Peptid verdrängt . Eine alternative Erklärungsmöglichkeit ist, daß

GCAP-1 die Bildung von löslichen Aggregaten des Peptides #36 induziert . Dadurch würde

die effektive Konzentration des Peptides verringert, so daß sein Einfluß auf die GC-Aktivität

in ROS reduziert wird. Diese Interpretation wird dadurch unterstützt, daß bei SPR-spektro-

skopischen Experimenten eine überstöchiometrische Bindung des Peptides #36 an immobi-

lisiertes GCAP-1 beobachtet wurde (-4 3 .4, 3 .6 .2.1) . Das Peptid #34a zeigte ebenfalls eine

- 94 -



Diskussion

überstöchiometrische Bindung an GCAP-1 (- 3 .6.2.1). Das Ergebnis eines SPR-spektro-

skopischen Experimentes zum Einfluß von GCAP-1 auf die Selbstassoziation des Peptides

#34a (--> 3 .6.2.2) legte ebenfalls die Interpretation nahe, daß GCAP-1 die Bildung von lösli-

chen Aggregaten dieses Peptides induziert (-4 3 .6.2.3) . Weder in SPR-spektroskopischen

Experimenten noch bei der Peptidaffinitäts-Chromatographie (- 3 .6.1) band GCAP-1 an im-

mobilisierte Monomere der Peptide #36 und #34a.

Die Tendenz der Peptide #36 und #34a zur Selbstassoziation macht es schwierig, aus den

Eigenschaften dieser Peptide Schlußfolgerungen über die repräsentierte Region der ROS-

GC1 abzuleiten . Das folgende spekulative Modell kann aber zur vorläufigen Einordnung der

experimentellen Ergebnisse dienen:

Die Region, die durch die Peptide #36 und #34a repräsentiert wird, hat durch ihre Selbstbin-

dung eine Funktion für die Dimerisierung der ROS-GC1 . Die dimerisierte Region bildet mög-

licherweise einen Teil einer diskontinuierlichen Bindungsstelle für GCAP-1 . Eine Disruption

dieser Dimerisierungsregion durch die Peptide #36 und #34a dissoziiert das GC-Dimer zu-

mindest partiell und macht es dadurch inaktiv.

4.2.1 .3 Das Peptid #82

Das Peptid #82 bildet eine Region aus dem C-T der ROS-GC1 ab (Q '°78 - Hl°89
; - Abbildung

4.2 C). Dieses Peptid band bei der Durchmusterung Cal+-abhängig an GCAP-1 . Nur in Ab-

wesenheit von Cal+ (1 nM [Ca2+j) wurde ein Bindungssignal beobachtet (-4 3.4) . Die GC-

Aktivität in ROS wurde durch das Peptid #82 aber unabhängig von der [Ca2+j inhibiert (-

3 .5 .1) . Diese Ergebnisse sind inkonsistent und erlauben keine Aussage über die Funktion

der abgebildeten Region der ROS-GC1 für die Regulation durch GCAP-1 . Die Region ist

zwischen der ROS-GC1 und der ROS-GC2 nicht sehr gut konserviert (-9 4.2.3) und hat

deswegen möglicherweise eine Funktion für Subtyp-spezifische Unterschiede bei der

Regulation der ROS-GC1 bzw. -GC2.

4 .2 .2 Die Eigenschaften der untersuchten mutierten Formen der

ROS-GC1

Bei der Mutante Al war die Region der ROS-GC1 deletiert worden, die durch das Peptid # 5

abgebildet wird (MS°1 - L512) Bei den Mutanten A2 und A3 war die Region, die durch das Pep-

tid #36 abgebildet wird (A3, D563 - R574 ) bzw. eine erweiterte Region (A2,
R545-1578) der ROS-

GC1 deletiert worden . Die funktionellen Konsequenzen dieser Deletionen waren überra-

schend dramatisch . Die basale GC-Aktivität der Mutante Al war je nach dem verwendeten

Expressionssystem gegenüber dem Wildtyp der ROS-GC1 um 75 % bis 90 % reduziert, die

basale Aktivität der Mutanten A2 und A3 um 90 % oder mehr (-4 3.7.3) . Im Gegensatz dazu
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hat eine Mutante, bei der die gesamte JMD und KHD der ROS-GC1 deletiert wurden, etwa

die gleiche basale GC-Aktivität wie der Wildtyp (K-; DUDA et al., 1996a; KRISHNAN et al .,

1997) . Durch die Deletion der kurzen Regionen, die durch die Peptide # 5 bzw . #36 abgebil-

det werden, wird die Struktur des funktionellen Komplexes der ROS-GC1 also so gestört,

daß seine Aktivität drastisch reduziert wird . Dieser Effekt wird wahrscheinlich nicht durch

einen unspezifischen „Zusammenbruch" der Tertiärstruktur der JMD hervorgerufen, da der

einzelne Aminosäureaustausch F S' °s in der Region, die durch das Peptid #36 abgebildet wird

(Mutante LCA; - 3 .7.4) den gleichen Einfluß hat, wie die Deletion der ganzen Region.

Möglicherweise hat die JMD in der ROS-GC1 die Funktion einer regulatorischen Domäne,

die flexibel auf allosterische Einflüsse wie die Bindung von ATP oder die Wechselwirkung mit

GCAP-1 reagiert . Durch die untersuchten Mutationen wird die JMD dann möglicherweise in

eine Konformation gezwungen, durch die die katalytische Aktivität der CCD fast vollständig

inhibiert wird . Die sterische Fixierung dieser Konformation wäre dann bei der Mutante M we-

niger starr als bei den Mutanten A2 und A3 . Dadurch könnte erklärt werden, daß die Mutante

Al eine etwas höhere basale GC-Aktivität hat und daß sie, im Gegensatz zu den Mutanten

A2 und A3, noch eingeschränkt durch GCAP-1 aktiviert werden kann (-a 3 .7.3).

Dieses Ergebnis für die Mutante Al zeigt auch, daß die Region, die durch das Peptid # 5

abgebildet wird, wahrscheinlich nicht direkt an der Bindung von GCAP-1 beteiligt ist, was mit

den Ergebnissen der Untersuchung dieses Peptides übereinstimmt (-> 4 .2 .1 .1) . Für die Re-

gion des Peptides #36 kann aus den Eigenschaften der Deletionsmutanten A2 und A3 aber

keine Aussage über eine Beteiligung an der Bindung von GCAP-1 abgeleitet werden.

4.2.3 Die Primärstrukturen der identifizierten Regionen

Die Aminosäuresequenzen der Regionen der ROS-GC1, die von den Peptiden # 5, #36 und

#82 abgebildet werden, sind zwischen den verschiedenen Säugetieren hochkonserviert (->

Abbildung 4 .2) . Das gilt allerdings auch für das gesamte Protein (z .B . sind die Aminosäure-

reste der ROS-GC1 aus dem Rind und aus dem Menschen zu 88 % identisch und zu 93 %

konserviert) . Interessanter ist der Vergleich der Primärstrukturen dieser Regionen mit den

homologen Regionen der ROS-GC2 . Die Aminosäurereste in der Sequenz der JMD aus der

ROS-GC2 des Rindes sind im Vergleich zur ROS-GC1 nur zu 45 % identisch und zu 59 %

konserviert . Die Regionen, die von den Peptiden # 5 und #36 abgebildet werden, sind dage-

gen sehr viel besser konserviert (-3 Abbildung 4 .2 A,B) . Diese Tatsache wird besonders

deutlich, wenn man die Primärstrukturen der JMD der ROS-GC1 und der ROS-GC2 bildhaft

in einem Dotplot vergleicht (-a Abbildung 4 .1 A) . Auffällig ist, daß diese beiden Regionen

auch in der GC-D des Riechepithels konserviert sind (-› Abbildung 4 .1 B und 4.2 A,B) . Aus
der Netzhaut des Knochenfisches oryzias latipes sind kürzlich drei photorezeptorspezifische
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neuronale partikuläre GC kloniert worden (GCR1, GCR2 und GCC ; HISATOMI et al ., 1999),
die homolog zu den ROS-GC-Isoformen der Säugetiere sind . Wenn man die Sequenzen die-

ser drei GC mit der der ROS-GC1 vergleicht (für die GCR1 s . Abbildung 4.2), stellt man

ebenfalls fest, daß in der JMD die Regionen am besten konserviert sind, die von den Pepti-

den # 5 und #36 abgebildet werden. Die Erhaltung dieser beiden Regionen während der

getrennten Evolution der neuronalen partikulären GC spricht dafür, daß diese Regionen

wichtige Funktionen haben, die den Mitgliedern dieser Subfamilie der partikulären GC ge-

meinsam sind . In den anderen beiden Unterfamilien der partikulären GC (Peptidrezeptoren)

ist die Sequenz dieser Regionen nicht konserviert (-> Abbildung 4 .2 A,B ; vgl . Abbildung 1 .5).

Die Region, die durch das Peptid #82 abgebildet wird, ist zwischen den verschiedenen neu-

ronalen partikulären GC schlechter konserviert als die N- und C-terminal flankierenden Re-

gionen (-4 Abbildung 4 .2 C). Das bedeutet, daß diese Region wahrscheinlich eher für einen

funktionellen Unterschied zwischen der ROS-GC1 und der ROS-GC2, wie z .B. ihre unter-

schiedliche Lokalisation (-a 1 .2 .3.2), verantwortlich ist als für eine gemeinsame Eigenschaft

wie die Regulation durch die Isoformen von GCAP (-41 .3).
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(9 570 -

CC

690 -

	

690

510 510 -
# 5 #36	

510

	

570

	

630

	

690

ROS-GC1 (bt)

# 5 #36

510

	

570

	

630

	

690

ROS-GC1 (bt)

Abbildung 4.1 Primärstrukturvergleich der ROS-GC1 (AS 480 - 700) mit den neuronalen parti-
kulären Guanylatzyklasen ROS-GC2 (A) und GC-D (B) - Dotplot ; Ergebnisse des
paarweisen Primärstrukturvergleichs mit dem Programm PDOTPLOT, Version 3 .13

(Dr . W. Bönigk, IBI-1, FZ Jülich) ; folgende Parameter wurden eingesetzt: Vergleichs-
matrix MDM-78 (SCHWARTZ und DAYHOFF, 1978), Fenster 12 AS, cutoff score 300.
Schwarze Linien, die parallel zur Diagonalen eines Schaubildes verlaufen, zeigen
eine signifikante Homologie zwischen Regionen der verglichenen Proteine ; die ge-
punkteten Linien zeigen die Projektionen der Regionen der ROS-GC1, die von den
Peptiden # 5 bzw . #36 abgebildet werden . bt : bos taurus, hs : homo sapiens, rn : rat-

tus norvegicus, KHD: Tyrosinkinase-Homolog iedomäne.
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P
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#36

TNIGLYEGDWVWLKKFP

NIG YEGD JWLKKFP
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YEGDWVWLKKFP

GC-A(hs) 55GAKTAY©K1NLIAIRVNRKRIELTRKVLF 15 % (38 %)

GC-C(hs) 503 LRQCK®DKKREI®DLKHN®GNFTEKQKI 23%(23%)

Abbildung 4 .2 Primärstrukturvergleich der Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5
(A), #36 (B) und #82 (C) repräsentiert werden, mit den homologen Regionen an-
derer partikulärer GC ; Aminosäurereste, die identisch mit den entsprechenden Re-
sten in der ROS-GC1 des Rindes sind, sind schwarz unterlegt, konservativ ausge-
tauschte Aminosäurereste grau . Die Balken über den Sequenzen zeigen jeweils die
Regionen, die durch die Peptide # 5, #36 und #82 abgebildet werden ; der Prozent-
satz identischer (konservierter) Aminosäurereste innerhalb dieser Regionen wird je-
weils neben den Sequenzen angegeben . bt : bos taurus, hs : homo sapiens, rn : rattus
norvegicus, GCR1(ol) : sehstäbchenspezifische partikuläre Guanylatzyklase 1 aus
oryzias latipes (Medaka-Kärpfling ; HISATOMI et al ., 1999).
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C

#82
ROS-GC1(bt)

ROS-GC1(hs)

PIPKPPDLQP

92 % (92 %)

GASNHGISLHEIPPDRP.Q

PIPKPPDLQP-GASNHGISLQEIPPE®R

ROS-GC1(rn) PIPKPPDLQP -GASNHGISLQEIPPERRK 92 % (92 %)

ROS-GC2(bt) '®IaePVGKD®QVG®LQSV®AAFQ®K 23 % (30 %)

ROS-GC2(hs) 'QLIJ®PVDKD®QVGmiLQPV®AAFIK 23 % (38 %)

ROS-GC2(rn) 'AL®v®PVGKD®QVG®LQPA®AAFQ®K 23 % (30 %)

GCR1(ol) ' P PKt i I1-®DNWQEMVTE®KTLF® 15 % (23 %)

GC-D(rn) 10'-S1T®LSI®-®DPWQDHINQ®RTGFAK 23 % (23 %)

GC-A(hs) ----------------------------- 0

	

(0)

GC-C(hs) 10''NL®T®TVENQQRLQAEF®DMIANSLQKR 8 °A, (23 %)

Abbildung 4 .2 (Fortsetzung von S .98)

Wenn man die Sequenz der Region, die durch das Peptid # 5 abgebildet wird, im Vergleich

zwischen den verschiedenen neuronalen partikulären GC betrachtet (-> Abbildung 4 .2 A),

erkennt man die folgende Konsensussequenz:

aaxGPNbIaLTa.

a steht dabei für eine aliphatische Aminosäure (I,L,M,v), b für eine basische Aminosäure

(K,R) und x für eine beliebige Aminosäure . Die anderen Aminosäuren sind im internationalen

Ein-Buchstabenkode angegeben . (-* Anhang A) . Die Sekundärstruktur der JMD der ROS-

GC1 wurde auf der Grundlage ihrer Primärstruktur vorhergesagt ' . Eine solche Vorhersage

der Struktur eines Proteins kann natürlich nur als vorläufiger Anhaltspunkt bis zur

Verfügbarkeit „harter" struktureller Information gesehen werden . Die JMD ist nach dem

Ergebnis der Vorhersage eine kompakte globuläre Domäne. Für die Region des Peptides # 5

wird die Struktur eines ß-Faltblattes vorhergesagt, das durch einen kurzen exponierten Loop

der Reste GPNb unterbrochen wird . Danach definiert diese Region also einen Knick (ß-turn)

im Rückgrat der JMD . Nach dem Konservierungsgrad der beteiligten Aminosäuren zu

schließen, ist die Erhaltung dieser Struktur kritisch für die Funktion der neuronalen

partikulären GC . Die Region, die durch das Peptid # 5 abgebildet wird, liegt fast unmittelbar

hinter dem Ende der Transmembrandomäne (-* Abbildung 4 .2 A ; " ''RHR)

' Vorhersage der Sekundärstruktur mit dem Programm PHDsec, Vorhersage der Lösungsmittelzugänglichkeit mit

dem Programm PHDacc ; PredictProtein server ; http ://www.embl-heidelberg .de/predictprotein (RosT, 1996).
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Die Konsensussequenz für die Region, die durch das Peptid #36 abgebildet wird (-4

Abbildung 4 .2 B), ist

zWVWLKKF(x)1,2Gxx.

z steht dabei für eine saure Aminosäure (D,E) . Nach der Sekundärstrukturvorhersage bildet

die Region eine ß-Faltblattstruktur aus, die nach dem konservierten Phenylalaninrest (F 570

der ROS-GC1 aus dem Rind) in eine ungeordnete (Loop-)Struktur übergeht. Dieser Phe-

nylalaninrest ist bei allen neuronalen partikulären GC konserviert, und sein Austausch gegen

die Aminosäure Serin führt zu einer schweren Funktionsstörung der ROS-GC1 (--4 3 .7 .4;

DUDA et al ., 1999) . Im Menschen führt dieser Aminosäureaustausch zum Krankheitsbild der

Leber'schen kongenitalen Amaurose, einer schweren, autosomal rezessiv erblichen Netz-

hauterkrankung (PERRAULT et al ., 1996) . Die Erhaltung der genauen Struktur an dieser Posi-

tion, die wahrscheinlich den Übergang zwischen zwei Sekundärstrukturelementen in der

JMD markiert, ist also extrem kritisch für die Funktion der neuronalen partikulären GC . Das

ungewöhnliche zwvw-Motiv in der ersten Hälfte dieser Region ist notwendig für die GCAP-1-

induzierte Selbstassoziation von Peptiden, die diese Region abbilden (- 3 .6.2 .1) . Damit

bildet es möglicherweise den Kern einer Dimerisierungsstelle . Die Loop-Struktur in der zwei-

ten Hälfte der Region ist zwischen den verschiedenen neuronalen partikulären GC nicht gut

konserviert.

Für die Region, die durch das Peptid #82 abgebildet wird, liefert die Vorhersage das Bild

einer ungeordneten Region ohne erkennbare Sekundärstrukturelemente.

4.2 .4 Die oc3-f34-Loop-Region aus der CCD (SOKAL et al ., 1999a)

Im Labor von Dr . K. Palczewski wurde unabhängig von der vorliegenden Arbeit eine Studie

mit einem sehr ähnlichen experimentellen Ansatz durchgeführt (SOKAL et al ., 1999a). Dabei

wurde der gesamte intrazelluläre Teil der ROS-GC1 auf überlappende 15-mere Peptide ab-

gebildet. Die Peptide blieben an die Festphase, die zu Synthese verwendet wurde, gekoppelt

und wurden auf die Bindung von GCAP-1 durchmustert . Dabei wurde unter anderem ein

Peptid identifiziert, dessen Sequenz das DWVWLKKF-Motiv des Peptides #36 enthielt

(SoKAL#11, zur Unterscheidung werden die Peptide aus der Arbeit von SOKAL et al . , 1999a,

im folgenden als SOKAL#XX bezeichnet).

Der Schwerpunkt der Arbeit von SOKAL et al . wurde aber auf die Untersuchung eines Pepti-

des gelegt, das eine Region aus der katalytischen Domäne (CCD) der ROS-GC1 abbildet.

Das Peptid SoKAL#71 und seine verlängerte Version SoKAL#71' (18-mer ; - Abbildung 4 .3)

unterdrückten die Aktivierung der nativen ROS-GC und der heterolog exprimierten ROS-GC1

durch GCAP-1 und GCAP-2 . Die apparente Affinität der Peptide für GCAP-2 war dabei

größer als die für GCAP-1 . Bei affinitätschromatographischen Experimenten banden

GCAP-1 und GCAP-2 an das immobilisierte Peptid SoKAL#71' . Damit ist es sehr wahr-
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scheinlich, daß die Region, die durch dieses Peptid abgebildet wird, direkt an der Bindung

von GCAP-1 beteiligt ist . Eine Mutante, bei der in dieser Region eine Sequenz von 6 AS

EVPVRI) gegen die homologe Sequenz des Peptidrezeptors GC-A (QEQERL ; -* Abbildung
4.3) ausgetauscht wurden, konnte nicht mehr durch GCAP-1 aktiviert werden.

Die Sequenz der Region, die durch das Peptid SOKAL#71 abgebildet wird, wird in Abbildung

4 .3 im Vergleich mit den homologen Regionen anderer partikulärer GC gezeigt. Diese Re-

gion ist zwischen allen partikulären GC jeweils etwa genau so gut konserviert wie die ge-

samte CCD. Die Verteilung geladener Aminosäurereste ist aber in der homologen Region

des Peptidrezeptors GC-C völlig anders als bei den neuronalen partikulären GC . Bei der GC-

A ist die homologe Region basischer als bei den neuronalen partikulären GC und etwa in der

Mitte des Loops sind die Aminosäuren vP durch EQ ersetzt, was eine veränderte Se-

kundärstruktur erwarten läßt .

#SOKAL71 '

ROS-GC1(bt)

ROS-GC2(hs) '°

+ +

	

+ +

GTFRMRHMPEVPVRIRIGLHS

\GTF RHMPEVPVRIRIGLHS 94% (100%)

GC-D(rn) "'r: MAU I - - a® 67 % (83 %)

GC-A(hs) 954D®RS®I®RIQEQLML®IIT 50 % (78 %)

GC-C(hs) 90`®FM®ELE®A~-LM1-. . :1 RIG HS 50 % (78 %)

Abbildung 4 .3 Primärstrukturvergleich der Region der ROS-GC1, die durch das Peptid
SoKAL#71' repräsentiert wird, mit den homologen Regionen anderer partikulä-
rer GC ; Aminosäurereste, die identisch mit den entsprechenden Resten in der ROS-
GC1 des Rindes sind, sind schwarz unterlegt, konservativ ausgetauschte Aminosäu-
rereste grau . Der Balken über den Sequenzen zeigt die Region, die durch das
Peptid SoKAL#71' abgebildet wird ; der Prozentsatz identischer (konservierter) Ami-
nosäurereste innerhalb dieser Region wird jeweils neben den Sequenzen angege-
ben ; die Positionen der basischen Aminosäuren x und R bzw. der sauren Aminosäu-
ren D und E werden durch + bzw . - über den jeweiligen Sequenzen hervorgehoben.
bt : bos taurus, hs : homo sapiens, rn : rattus norvegicus.

Für die CCD der ROS-GC1 ist ein Homologiemodell der Tertiärstruktur verfügbar (Liu et al .,

1997) . Danach bildet die Region, die durch das Peptid SoKAL#71 repräsentiert wird, einen

Loop zwischen der a3-Helix und dem ß4-Faltblatt der CCD . Die homologe Region bildet in

der CCD der Adenylatzyklasen, auf deren Struktur das Homologiemodell beruht, einen Teil

der Bindungsstelle für die a-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine des Gs-Subtyps

(TESMER et al ., 1997). Diese Adenylatzyklasen werden durch Gsa aktiviert.
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4 .3 Modell für die Regulation der ROS-GC1

Die minimale funktionelle Einheit aller partikulären Guanylatzyklasen ist das Dimer, da die

katalytische Domäne (CCD) nur im dimeren Zustand überhaupt aktiv sein kann . An der Bin-

dung des Substrates und an der Katalyse sind jeweils Aminosäurereste beider CCD im Di-

mer beteiligt (Llu et al ., 1997) . Das Homologiemodell für die Struktur der CCD zeigt, daß die

monomeren CCD im Dimer antiparallel angeordet sind . Die Kontaktflächen der Monomere

formen eine Spalte, in der zwei katalytische Zentren liegen . Die Regulation der katalytischen

Aktivität erfolgt wahrscheinlich durch die Kontrolle der relativen Orientierung der beiden mo-

nomeren CCD im Dimer . Eine geringe Reorientierung beider Monomere kann zu deutlichen

Verschiebungen zwischen den Aminosäureresten der katalytischen Zentren führen (zur

Übersicht über die Regulation der Adenylatzyklasen s. z .B. HURLEY, 1998; HURLEY, 1999).

Die antiparallele Orientierung der CCD im Dimer führt zu einer Einschränkung der möglichen

Orientierungen der gesamten ROS-GC1 . Das ROS-GC1-Dimer ist damit auf eine zweizäh-

lige Rotationssymmetrie festgelegt . Diese Symmetrie könnte aber durch die Wechselwirkung

mit anderen Proteinen gebrochen werden . Die Bindung von einem Molekül GCAP-1 an das

ROS-GC1-Dimer würde zum Beispiel zu einem solchen Symmetriebruch führen . Binden zwei

Moleküle oder ein eventuelles Dimer von GCAP-1 an die ROS-GC1, bliebe die Symmetrie

des Komplexes erhalten . Die Stöchiometrie von GCAP-1 zu ROS-GC1 im funktionellen

Komplex des Enzyms ist noch nicht geklärt. Für die Bildung eines Komplexes von einem

Molekül GCAP-1 mit mehreren Monomeren der ROS-GC1 spricht, daß bei der ursprüngli-

chen biochemischen Reinigung von GCAP-1 in ROS ein molarer Unterschuß von GCAP-1

gegenüber der ROS-GC1 gefunden wurde (etwa 1 :4 ; FRINS, 1996) . Dieses Ergebnis ist aber

wahrscheinlich zum Teil darauf zurückzuführen, daß bei den allgemein verwendeten Metho-

den für die biochemische Präparation von ROS eine unbestimmte Menge von GCAP-1 verlo-

rengeht (s . z .B. in dieser Arbeit, Abbildung 3 .12, die Erhöhung der GC-Aktivität in ganzen
ROS durch die Zugabe von exogenem GCAP-1 ; GORCZYCA et al ., 1994 ; FRINS, 1996) . Für

die Bindung mehrerer GCAP-1-Moleküle an die funktionelle Einheit der ROS-GC1 spricht,

daß die native ROS-GC und die heterolog exprimierte ROS-GC1 durch GCAP-1 oder das

funktionell homologe Protein GCAP-2 kooperativ aktiviert werden . In der vorliegenden Arbeit
wurden für die Aktivierung durch rekombinantes GCAP-1 Hill-Koeffizienten h (. 3 .5 .1) zwi-
schen 1,3 und 1,7 beobachtet (--> Abbildung 3.3 A, h = 1,7 ; Abbildung 3 .19 A, h = 1,3).
LAURA und HURLEY (1998) beobachteten für die Aktivierung der nativen ROS-GC durch
GCAP-2 ebenfalls kooperatives Verhalten . Im folgenden wird deshalb davon ausgegangen,

daß die ROS-GC1 und GCAP-1 einen Komplex mit zweizähliger Rotationssymmetrie bilden.

Dieser Komplex ist unter physiologischen Bedingungen wahrscheinlich permanent und un-

abhängig von der [Ca2+] stabil (--> 1 .3) .
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In einem solchen Komplex würde die (symmetrische) Konformationsänderung eines Ele-

ments immer von Torsionsbewegungen begleitet sein . Wenn auf der Symmetrieachse ge-

eignete Fixpunkte („ Scharniere") vorhanden sind, kann sich eine solche Torsionsbewegung

durch die gesamte Quartärstruktur des Komplexes fortsetzen . Eine Konformationsänderung
z.B. in einer Region der JMD könnte die relative Orientierung der beiden Hälften der katalyti-

schen Domäne verändern, die in der Primärstruktur der ROS-GC1 mehr als 300 AS von der

entsprechenden Region entfernt ist, und damit einen erheblichen Einfluß auf die katalytische

Aktivität ausüben (s .o .).

Die Region, die durch das Peptid # 5 abgebildet wird, wäre in einem solchen Modell der er-

ste Fixpunkt im intrazellulären Teil des funktionellen Komplexes der ROS-GC1 (-4 Abbildung

4.4 A). Durch ihre wahrscheinliche Bindung an ein Element des Zytoskeletts (Tubulin ; -

3 .6.1) würde sie das System zur Übertragung von Konformationsänderungen an seinem

„vorderen" Ende verankern . Wenn diese Verankerung durch das Peptid # 5 gestört wird, ist

nach diesem Modell die „richtige" Übertragung der Ca l+-abhängigen Konformationsände-

rung von GCAP-1 auf die CCD nicht mehr möglich . Dadurch unterdrückt das Peptid die Cal+

-abhängige Aktivierungder ROS-GC1 (-3 3.3, 3 .5.1) . Möglicherweise ist es auch diese Ver-

ankerung der ROS-GC1 im Zytoskelett, die bei der Solubilisierung des Proteins zerstört wird.

Die rekonstituierte solubilisierte ROS-GC1 kann nicht mehr durch GCAP-1 aktiviert werden

(KOCH, 1991) . Die Region, die durch das Peptid # 5 abgebildet wird, enthält wahrscheinlich

einen ß-turn und folgt fast unmittelbar auf die Transmembrandomäne (-3 4.2 .3) . Wenn diese

Region deletiert wird (Mutante M ; -3 3.7.3), bekommen die beiden JMD im ROS-GC1-Dimer

eine völlig andere relative Orientierung . Diese Störung wird dann durch den angenommenen

Torsionsmechanismus auf die relative Orientierung der beiden Hälften der CCD übertragen,

was deren Aktivität erheblich beeinträchtigt (-* Abbildung 4 .4 B).

Die Region die durch das Peptid #36 repräsentiert wird, hat möglicherweise eine doppelte

Funktion. Sie hat wahrscheinlich teilweise die Struktur eines ß-Faltblattes (-3 4.2.3) . Die Sei-

tenketten ihrer Aminosäurereste würden damit alternierend nach zwei Seiten zeigen . Die

Reste der einen Seite könnten Teil einer Bindungsstelle für GCAP-1 sein, was die beobach-

tete Wechselwirkung der abbildenden Peptide mit GCAP-1 erklären würde (-4 3.4, 3 .6 .2.1,

3.6 .2.3 . ; SOKAL et al ., 1999a) . Andere Elemente der ß-Faltblattstruktur könnten mit der glei-

chen Region im zweiten ROS-GC1-Monomer des funktionellen Komplexes wechselwirken.

Für eine solche Funktion als Dimerisierungsregion spricht die Tendenz der abbildenden

Peptide zur Selbstassoziation (-3 3.6.2) . Die Region, die durch das Peptid #36 abgebildet

wird, wäre nach diesem Modell also gleichzeitig eines der „ Scharniere", die notwendig sind,

um Konformationsänderungen durch die ganze ROS-GC zu übertragen (s .o.), und einer der

Kontaktpunkte für GCAP-1, durch die dessen Konformationsänderungen auf Bewegungen

der ROS-GC1 übertragen werden (-3 Abbildung 4.4 A). Die Wechselwirkungen, an denen
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diese Region beteiligt ist, sind so zentral für die Struktur des funktionellen Komplexes der

ROS-GC1, daß ihre Störung zu einer erheblichen Verschiebung in der relativen Position der

zwei Hälften der katalytischen Domäne und damit zu einem fast vollständigen Aktivitätsver-

lust führt (-a Abbildung 4 .4 C) . Diese Störung kann durch das Peptid #36 (-> 3 .5.1, 3.5 .2),

durch die Deletion der Region (Mutanten A2 und A3 ; - 3.7.3) oder nur durch den Austausch

eines einzelnen kritischen Aminosäurerestes (Mutante LCA ; --> 3 .7 .4) hervorgerufen werden.

Durch eine Mutagenesestudie von KRYLOV et al . (1999) (--> 1 .3) wurden die Regionen von

GCAP-1 identifiziert, deren Primärstruktur erhalten bleiben muß, damit die Aktivierung der

ROS-GC möglich ist . Diese Regionen umfassen einen großen Teil des gesamten Proteins,

d .h. die EF-Hände 1 (dysfunktionell), 2 und 3 und eine Region die C-terminal von der EF-

Hand 4 liegt . Die EF-Hand 3 liefert vermutlich den größten Beitrag zur Ca l+-abhängigen

Konformationsänderung des gesamten Proteins (SOKAL et al ., 1999b) . Die EF-Hände 1 und

2 bilden in der Tertiärstruktur des homologen GCAP-2 (AMES et al ., 1999) zusammen eine

exponierte hydrophobe Oberfläche und damit eine potentielle Protein-Protein-Wechselwir-

kungsstelle aus. Bei GCAP-2 sind etwa die selben Bereiche der Primärstruktur für die Re-

gulation der ROS-GC verantwortlich, wie bei GCAP-1 (OLSHEVSKAYA et al ., 1999) . Bei

GCAP-1 ist wahrscheinlich die Region zwischen den EF-Händen 2 und 3 an der Bindung der

ROS-GC1 beteiligt (SCHREM et al ., 1999). Die C-terminale Region hinter der EF-Hand 4 liegt

in der Tertiärstruktur von GCAP-2 und wahrscheinlich auch von GCAP-1 (für ein Homolo-

giemodell der Tertiärstruktur von GCAP-1 s . z .B. SOKAL et al ., 1999b) auf der Oberfläche des

Proteins, die den EF-Händen 1 und 2 gegenüberliegt . Damit ergibt sich für GCAP-1 (und

GCAP-2) ein Modell, nach dem mindestens zwei Wechselwirkungsstellen in räumlich ge-

trennten Regionen des Proteins die Cal+-abhängige Konformationsänderung der zentralen

EF-Hände auf die ROS-GC1 übertragen . Es gibt danach in der ROS-GC1 mindestens zwei

Bindungsstellen für GCAP-1, durch die die Konformationsänderung von GCAP-1 in eine an-

genommene Torsionsbewegung des ROS-GC1-Dimers übersetzt wird . Eine dieser Bin-

dungsstellen wäre dann wahrscheinlich die Region aus der CCD, die durch das Peptid

SoKAL#71' abgebildet wird (-> 4.2.4) . Die Region der JMD, die durch das Peptid #36 abge-

bildet wird, bildet dann möglicherweise einen Teil der zweiten Bindungsstelle für GCAP-1

Abbildung 4.4 A). Weitere, noch nicht identifizierte Regionen der ROS-GC1 könnten eben-

falls an der Wechselwirkung mit GCAP-1 beteiligt sein . Die quantitativen Unterschiede, die
für die Regulation der ROS-GC1 bzw . der ROS-GC2 durch GCAP-1 bzw . GCAP-2 beob-
achtet werden (-> 1 .3) wären danach auf die unterschiedlichen Affinitäten zwischen den ver-

schiedenen Wechselwirkungsstellen auf beiden Proteinen zurückzuführen .
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bes Modell für die Regulation der ROSGC1 durch Si

Das Ca2--bindende Protein slooß aktiviert die ROB-(C1 im Gegensatz zu den Isoformen

von GCAP Ca2t-gebundenen Zustand (MARGuus et a1 ., 1996; POzüNYAK0v et aL, 1997).

Die ROS-GC2 wird durch slooß nur etwa halb so stark aktiviert wie die ROS-GC1 und der

für die Aktivierung ist um fast eine Größenordnung höher . Die Aktivierung erfolgt

wahrscheinlich durch die Bindung von slooß an die CCD der RCDS-GC1 (DüüA et ali, 1996b;

DuDA et al ., 1998) . 8100 3 bildet unter physiologischen Bedingungen Dimere (S100B), so

daß wahrscheinlich auch bei seiner Bindung die zweizählige Rotationssymmetrie des

funktionellen Komplexes der ROS-GC1 c i tien bleibt . Durch die direkte Wechselwirkung

mit der CCD ist die Aktivierung der ROS-301 durch 81 003 auch dann nm ih( 3nn der

Übertragungsmechanismus für die Aktivierung durch GCAP-1, wie bei den ROS-GC1-

utanten <A1, ä2„ A3 und LCA gestört ist (-4 Abbildung 4,5 ; 3 .7 .3, 3 .7 .4) .



Diskussion

4.4 Ausblick

Das vorgestellte Modell für die Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1 (-4 4 .3) ist nicht

sehr detailliert und teilweise spekulativ . Es erlaubt jedoch, die bisher verfügbaren experimen-

tellen Informationen in einen konzeptionellen Rahmen einzuordnen.

Einzelne Aspekte des Modells können ohne zusätzliche strukturelle Informationen überprüft

werden . Die Assoziation der ROS-GC1 mit Elementen des Zytoskeletts kann mit etablierten

biochemischen Methoden genauer untersucht werden . Eine der Vorhersagen des Modells

ist, daß die Mutante M im Gegensatz zum Wildtyp der ROS-GC1 bei der biochemischen

Präparation nicht zusammen mit Tubulin fraktioniert werden sollte . Durch Mutagenesestu-

dien könnte die Funktion einzelner Aminosäurereste in den identifizierten Regionen der

ROS-GC1 untersucht werden . Interessant wären in diesem Zusammenhang kombinierte

Untersuchungen mit mutierten Formen von GCAP-1 und GCAP-2, deren potentielle Wech-

selwirkungsregionen verändert wurden . Die Wechselwirkung von GCAP-1 und GCAP-2 mit

heterolog exprimierten Domänen und Regionen der ROS-GC1 bzw . der ROS-GC2 kann

durch biophysikalische Methoden, wie z .B. SPR-spektroskopische Messungen, quantitativ

untersucht werden, um potentielle Wechselwirkungsstellen einzugrenzen und zu

charakterisieren.

Das vorgestellte Modell für die Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1 wird aber erst dann

stringent überprüft werden können, wenn „harte" Information über die Tertiär- und Quartär-

struktur des funktionellen Komplexes der ROS-GC1 mit GCAP-1 zur Verfügung stehen

werden .
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J .Neurosci . 19, 5889-5897 .
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Anhang

A Der Ein-Buchstabenkode für Aminosäuren
A Alanin M Methionin
c Cystein N Asparagin
D Asparaginsäure P Prolin

E Glutaminsäure Q Glutamin

F Phenylalanin R Arginin

G Glycin s Serin

H Histidin T Threonin

1 Isoleucin v Valin

K Lysin w Tryptophan

L Leucin Tyrosin

B Die Primärstruktur der ROS-GC1

Im folgenden wird die abgeleitete Aminosäuresequenz der ROS-GC1 aus dem Rind gezeigt

(GenBank accession number U77095 ; SHARMA et al ., 1994; JOHNSTON et al ., 1997).

MTACTFLAGG.LRDPGLCGPTRWAPSP'PGLPF'T.PPRPR.LRLRPPLLLLLLLPRSVLSAVFTVGVLGPWACDPIFARARPDL

	

80

AARLAASRLNHAAALEGGPRFEVALLPEPCRTPGSLGAVSSALTRVSGLVGPVNPAACRPAELLAQEAGVALVPWGCPGT

	

160

RAAGTTAPVVTPAADALYALLRAFRWAHVALVTAPQDLWVEAGHALSTALRARGLPVALVTSMEPSDLSGAREALRRVQD

	

240

GPRVRAVIMVMHSVLLGGEEQRCLLEAAEELGLADGSLVFLPFDTLHYALSPGPDALAVLANSSQLRKAHDAVLTLTRHC

	

320

PLGGSVRDSLRRAQEHRELPLDLNLQQVSPLFGTIYDSVFLLAGGVARARVAAGGGWVSGAAVARHIRDARVPGFCGALG

	

400

GAEEPSFVLLDTDATGDQLFATYVLDPTQGFFHSAGTPVHFPKGGRGPGPDPSCWFDPDTICNGGVEPSVVFIGFLLVVG

	

480

MGLAGAFLAHYCRHRLLHIQMVSGPNKIILTLDDITFLHPHGGNSRKVAQGSRTSLAARSISDVRSIHSQLPDYTNIGLY

	

560

640

720

DPVLERRGTLAGDVFSLGIIMQEWCRSAPYAMLELTPEEWKRVQSPPPLCRPSVSIDQAP MECIQLMKQCWAEQPEL~ 800

880

960

1040

s

	

1110

EGDWVWLKKFPGDRHIAIRPATKMAFSKIRELRHENVALYLGLFLAGG GGPAAPGEGVLAVVSEHCARGSLQDLLAQRD

IKLDWMFKSSLLLDLIKGIRYLHHRGVAHGRLKSRNCWDGRFVLKVTDHGHGRLLEAQRVLPEPPSAEDQ LWTAPELLR

PSVAEALKMGTPVEPEY

FEEVTLYFSDIVGFTTISAMSEPIEWDLLNDLYTLFDAIIGSHDVYKVETIG DAYMVASGLPQRNGHRHAAEIANMALD

ILSAVGTFRMRHMPEVPVRIRIGLHSGPCVAGWGLTMPRYCLFGDTVNT ASRMESTGLPYRIHVNRSTVQILSALNEGF

LTEVRGRTELKGKGAEETYWLVGRRGFNKPIPKPPDLQPGASNHGI SLHEIPPDRRQI~LEKARPGQF.GK

PSMDRTFELFKSINKGRKMNIIDSMLRMLEQYSSNLEDLIRERTEELELEKQ KTDRLLTQMLP

Die 56 AS des N-terminalen Signalpeptides, das bei der Prozessierung des Proteins abge-

spalten wird, sind grau gedruckt. Die putative Transmembrandomäne ist unterstrichen . Die

Sequenzbereiche, die auf die Peptidbibliothek (--÷ Anhang D .1) abgebildet wurden, sind

schwarz unterlegt.



Anhang

C DNA-Primer

C.1 cDNA-Sequenz von GCAP-1 und Hybridisierungsbereiche der

Primer #1940 und #1941

Im folgenden wird die Sequenz des cDNA-Klons GCAP(5) (FRINs et al ., 1996) mit den Hybri-

disierungsbereichen der Primer #1940 und #1941 gezeigt . Die Nukleotide in der Sequenz

werden durch die Anfangsbuchstaben ihrer Basen bezeichnet (A : Adenin, C : Cytosin, G:

Guanin, T: Thymidin) . Die Sequenzen der Primer #1940 und #1941 sind kursiv gedruckt.

Hybridisierende Nukleotide werden in Großbuchstaben angegeben, nicht-hybridisierende

Nukleotide in Kleinbuchstaben. Das Startkodon (Position 1) und das Stopkodon für GCAP-1

sind fett gedruckt, das zusätzlich eingefügte Stopkodon ist grau unterlegt . Die eingefügten

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen .

5'-CAGGgaTccaCcATG

-77 5' -CCAGCCGCGCTGGTGTGGGGACCAGCGGTGAAAAGAACCGGTCCCCCTTGGGCATCAGCCTCCCGCAGGCCTGAGCGATG
3'-GGTCGGCGCGACCAC ACCCCTGGTCGCCACTTTTCTTGGCCAGGGGGAACCCGTAGTCGGAGGGCGTCCGGACTCGCTAC

GGGAACATTATGGAC-3' (#1941)

	

4

	

GGGAACATTATGGACGGTAAGTCGGTGGAGGAGCTGAGCAGCACCGAGTGCCACCAGTGGTACAAGAAGTTCATGACAGA
CCCTTGTAATACCTGCCAT TCAGCCACCTCCTCGACTCGTCGTGGCTCACGGTGGTCACCATGTTCTTCAAGTACTGTCT

	

84

	

GTGCCCCTCCGGCCAGCTCACCCTCTACGAGTTCCGCCAGTTCTTCGGCCTCAAGAACCTGAGCCCGTGGGCCAGCCAGT
CACGGGGAGGCCGGTCGAGTGGGAGATGCTCAAGGCGGTCAAGAAGCCGGAGTTCTTGGACTCGGGCACCCGGTCGGTCA

	

164

	

ACGTGGAGCAGATGTTTGAGACCTTTGACTTCAACAAAGACGGCTACATTGATTTCATGGAGTACGTGGCGGCTCTGAGC
TGCACCTCGTCTACAAACTCTGGAAACTGAAGTTGTTTCTGCCGATGTAACTAAAGTACCTCATGCACCGCCGAGACTCG

	

244

	

CTGGTCCTCAAGGGGAAGGTGGAACAGAAGCTGCGTTGGTACTTCAAGCTCTACGACGTGGACGGCAACGGATGCATCGA
GACCAGGAGTTCCCCTTCCACCTTGTCTTCGAC GCAACCATGAAGTTCGAGATGCTGCACCTGCCGTTGCCTACGTAGCT

	

324

	

CCGCGACGAGCTGCTCACCATCATCCGGGCCATCCGAGCCATTAACCCCTGCAGCGACTCGACCATGACCGCCGAGGAGT
GGCGCTGCTCGACGAGTGGTAGTAGGCCCGGTAGGCTCGGTAATTGGGGACGTCGCTGAGCTGGTACTGGCGGCTCCTCA

	

404

	

TCACCGATACAGTGTTCTCCAAGATTGACGTCAATGGGGATGGGGAACTCTCCCTAGAGGAGTTCATGGAGGGCGTCCAG
AGTGGCTATGTCACAAGAGGTTCTAACTGCAG TTACCCCTACCCCTTGAGAGGGATCTCCTCAAGTACCTCCCGCAGGTC

	

484

	

AAGGACCAGATGCTCTTGGACACGCTGACCCGAAGCTTGGACCTTACCCGCATTGTGCGCAGGCTCCAGAATGGAGAGCA
TTCCTGGTCTACGAGAACCTGTGCGACTGGGCTTCGAACCTGGAATGGGCGTAACACGCGTCCGAGGTCTTACCTCTCGT

	

564

	

GGATGAGGAGGGGGCTAGCGGCAGGGAAACGGAGGCCGC GGAGGCCGACGGCTGAGCTCACTGCCTACTCTTTCTGTACT-3'
CCTACTCCTCCCCCGATCGCCGTCCCTTTGCCTCCGGCG CCTCCGGCTGCCGACTCGAGTGACGGATGAGAAAGACATGA-5'

3' -GCGCCTCCGGCTGCCGACTafctTaAgGGA-5' . (#1940)

C .2 Sequenzierprimer

M13 Uni 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

	

#9001 5' -AATTAACCCTCACTAAAGGG-3'

M13 Rev 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'

	

#9002 5' -TAATACGACTCACTATAGGG-3'

Alle angegebenen Sequenzierprimer hybridisieren in der Polylinkerregion des Plasmidvek-

tors pBluescript SK(-) . Die Primer #9001 und #9002 sind mit dem Fluorophor IRD800 (MWG

BIOTECH) markiert .



Anhang

D Die Sequenzen der eingesetzten Peptide

Die Sequenzen der Peptide sind von links nach rechts vom N- zum C-Terminus notiert . Ac-
steht für eine N-terminale Acetylgruppe, -NH 2 für eine C-terminale Amidgruppe.

D.1 Die Peptidbibliothek

# 1 Ac-RHRLLHIQMVSG-NH 2 #49 Ac-IRELRHENVALY-NH 2
# 2 Ac-RLLHIQMVSGPN-NH2 #50 Ac-ELRHENVALYLG-NH,
# 3 Ac-LHIQMVSGPNKI-NH2 #51 Ac-RHENVALYLGLF-NH2
# 4 Ac-IQMVSGPNKIIL-NH2 #52 Ac-ENVALYLGLFLA-NH2
# 5 Ac-MVSGPNKIILTL-NH2 #53 Ac-VALYLGLFLAGG-NH2
# 6 Ac-SGPNKIILTLDD-NH 2

# 7 Ac-PNKIILTLDDIT-NH 2 #54 Ac-RPSMDRTFELFK-NH2
# 8 Ac-KIILTLDDITFL-NH 2 #55 Ac-SMDRTFELFKSI-NH2
# 9 Ac-ILTLDDITFLHP-NH2 #56 Ac-DRTFELFKSINK-NH2
#10 Ac-TLDDITFLHPHG-NH2 #57 Ac-TFELFKSINKGR-NH2
#11 Ac-DDITFLHPHGGN-NH 2 #58 Ac-ELFKSINKGRKM-NH2
#12 Ac-ITFLHPHGGNSR-NH2 #59 Ac-FKSINKGRKMNI-NH 2
#13 Ac-FLHPHGGNSRKV-NH2 #60 Ac-SINKGRKMNIID-NH2
#14 Ac-HPHGGNSRKVAQ-NH2 #61 Ac-NKGRKMNIIDSM-NH 2
#15 Ac-HGGNSRKVAQGS-NH2 #62 Ac-GRKMNIIDSMLR-NH 2
#16 Ac-GNSRKVAQGSRT-NH 2 #63 Ac-KMNIIDSMLRML-NH 2
#17 Ac-SRKVAQGSRTSL-NH2 #64 Ac-NIIDSMLRMLEQ-NH 2
#18 Ac-KVAQGSRTSLAA-NH2 #65 Ac-IDSMLRMLEQYS-NH2
#19 Ac-AQGSRTSLAARS-NH2 #66 Ac-SMLRMLEQYSSN-NH2
#20 Ac-GSRTSLAARSIS-NH2 #67 Ac-LRMLEQYSSNLE-NH2
#21 Ac-RTSLAARSISDV-NH 2 #68 Ac-MLEQYSSNLEDL-NH2

#22 Ac-SLAARSISDVRS-NH 2 #69 Ac-EQYSSNLEDLIR-NH 2

#23 Ac-AARSISDVRSIH-NH 2 #70 Ac-YSSNLEDLIRER-NH2

#24 Ac-RSISDVRSIHSQ-NH 2 #71 Ac-SNLEDLIRERTE-NH2

#25 Ac-ISDVRSIHSQLP-NH 2 #72 Ac-LEDLIRERTEEL-NH 2

#26 Ac-DVRSIHSQLPDY-NH 2 #73 Ac-DLIRERTEELEL-NH 2

#27 Ac-RSIHSQLPDYTN-NH2 #74 Ac-IRERTEELELEK-NH2

#28 Ac-IHSQLPDYTNIG-NH2 #75 Ac-ERTEELELEKQK-NH2

#29 Ac-SQLPDYTNIGLY-NH2 #76 Ac-TEELELEKQKTD-NH2

#30 Ac-LPDYTNIGLYEG-NH2 #77 Ac-ELELEKQKTDRL-NH2

#31 Ac-DYTNIGLYEGDW-NH2 #78 Ac-ELEKQKTDRLLT-NH2

#32 Ac-TNIGLYEGDWVW-NH2 #79 Ac-EKQKTDRLLTQM-NH 2

#33 Ac-IGLYEGDWVWLK-NH2 #80 Ac-QKTDRLLTQMLP-NH2

#34 Ac-LYEGDWVWLKKF-NH2

#35 Ac-EGDWVWLKKFPG-NH2 #81 Ac-DLQPGASNHGIS-NH2

#36 Ac-DWVWLKKFPGDR-NH2 #82 Ac-QPGASNHGISLH-NH2

#37 Ac-VWLKKFPGDRHI-NH2 #83 Ac-GASNHGISLHEI-NH2

#38 Ac-LKKFPGDRHIAI-NH2 #84 Ac-SNHGISLHEIPP-NH2

#39 Ac-KFPGDRHIAIRP-NH2 #85 Ac-HGISLHEIPPDR-NH2

#40 Ac-PGDRHIAIRPAT-NH 2 #86 Ac-ISLHEIPPDRRQ-NH 2

#41 Ac-DRHIAIRPATKM-NH2 #87 Ac-LHEIPPDRRQKL-NH2

#42 Ac-HIAIRPATKMAF-NH 2 #88 Ac-EIPPDRRQKLEK-NH 2

#43 Ac-AIRPATKMAFSK-NH2 #89 Ac-PPDRRQKLEKAR-NH 2

#44 Ac-RPATKMAFSKIR-NH 2 #90 Ac-DRRQKLEKARPG-NH 2

#45 Ac-ATKMAFSKIREL-NH 2 #91 Ac-RQKLEKARPGQF-NH2

#46 Ac-KMAFSKIRELRH-NH 2 #92 Ac-KLEKARPGQFSG-NH2

#47 Ac-AFSKIRELRHEN-NH 2

#48 Ac-SKIRELRHENVA-NH 2

A-3



Anhang

D.2 Weitere eingesetzte Peptide

# 3a LHIQMVSGPNKIILTLDDIT-NH2 #34a LYEGDWVWLKKFPGDRHIAI-NH2

CG-# 3a CGLHIQMVSGPNKIILTLDDIT-NH, CG-#34a CGLYEGDWVWLKKFPGDRHIAI-NH2

E Charakterisierung der Peptide aus der Peptidbibliothek
Die Peptide wurden durch analytische HPLC charakterisiert (-4 2 .6) . Im folgenden werden

die Chromatogramme für die analytische Trennung aller Peptide aus der Peptidbibliothek (-

Anhang D .1, 2 .3 .1) gezeigt.
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