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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die partikulare Guanylatzyklase ROS-GC1 ist die vorherrschende Isoform der Guanylatzy-
klase in den PhotorezeptorauBensegmenten 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 partikularen Guanylatzyklasen. lhre

Regulation durch das Ca®-Sensorprotein GCAP-1 erfolgt durch einen neuartigen, noch

unverstandenen Mechanismus.

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

ausgewahlte Doménen der ROS-GC1 abbildet, Regionen identifiziert, die eine Funktion fiir

die Ca*-abhangige Regulation durch GCAP-1 haben. Zwei dieser Regionen (M*** - 1.5%2,

reprasentiert durch das Peptid #5, und D°% - R®"*, reprasentiert durch das Peptid #36)

wurden durch Peptid- und Mutagenesestudien genauer charakterisiert. Diese beiden

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

Primarstruktur mehr als 300 AS von der katalytischen Doméne entfernt. Die Deletion dieser

Regionen flihrt zu einer erheblich reduzierten Aktivitat der ROS-GC1; eine Aktivierung der

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

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

beiden Regionen aufgrund aller erhaltenen Ergebnisse die folgenden Funktionen postuliert:

e Die Region M°°* - 1°*? (#5) verankert die ROS-GC1 an Elementen des Zytoskeletts,
wahrscheinlich an Tubulin. Diese Verankerung ist notwendig, damit die Ca*-abhangigen
Konformationsanderungen von GCAP-1 im funktionellen Komplex der ROS-GC1 auf die
katalytische Domane Ubertragen werden kénnen.

e Die Region D% - R%7* (#36) ist als wahrscheinliche Dimerisierungsregion ein zentrales
Strukturelement im funktionellen Komplex der ROS-GC1. Wahrscheinlich bildet diese
Region auch einen Teil einer Kontaktoberflache fir GCAP-1.






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Signalverarbeitung in den Lichtsinneszellen der
Wirbeltiernetzhaut

Die Fahigkeit, Licht wahrzunehmen, findet sich in allen Reichen der Lebewesen. In drei
Stammen des Tierreichs (Arthropoden, Mollusken, Vertebraten) haben sich komplexe Or-
gane zur zeitlich und rdumlich hochaufgelésten Wahrnehmung von Lichtreizen ausgebildet,
die Augen. Im Linsenauge der Wirbeltiere wird einfaliendes Licht vom dioptrischen Apparat
auf die Netzhaut fokussiert und dort von einer Klasse spezialisierter sensorischer Neurone,
den Photorezeptoren, detektiert. Das Signal wird Uber die glutamatergen Synapsen der Pho-
torezeptoren in der duBeren plexiformen Schicht an nachgeschaltete Nervenzellen weiter-
vermittelt, in der Netzhaut zum Teil prozessiert und (iber den Sehnerv an das Gehirn weiter-
geleitet (zur Ubersicht s. z.B. DOWLING,1987; WASSLE und BOYCOTT, 1991; MASLAND, 1996).

1.1.1 Aufbau der Lichtsinneszellen der Netzhaut

In den Netzhduten von Wirbeltieren gibt es zwei morphologisch verschiedene Typen von
Photorezeptoren, die Stabchen und Zapfen (— Abbildung 1.1). Die St&bchen sind extrem
sensitiv und kénnen einzelne Photonen detektieren. Sie dienen dem Sehen bei niedrigen
Lichtintensitaten (skotopisches Sehen). Die Zapfen dienen dem Sehen bei héheren Lichtin-
tensitaten (photopisches Sehen). Menschen besitzen drei Populationen von Zapfen mit un-
terschiedlichen Wellenlangen maximaler Empfindlichkeit. Dadurch kann Farbinformation
verarbeitet werden. Die Netzhaut von Menschen und Rindern wird von Stabchen dominiert.
Die Photoreaktion und die entscheidenden Schritte der Signaliransduktionskaskade finden in
den AuBensegmenten der Photorezeptoren statt. Diese bestehen aus einem geordneten
Stapel von etwa 1000 flachen Membranvesikeln, den Disks, umhdtilit von einer Plasmamem-
bran. In den SehstabchenauBensegmenten (ROS) sind die Disks von der Plasmamembran
getrennt. Die Proteine der Signaltransduktionskaskade sind hauptséchlich in den Membra-
nen der Disks und in den dazwischenliegenden schmalen Regionen des Zytoplasmas lokali-
siert. Die lonenkanéle und -pumpen, die die vom Apparat der Disks erzeugten chemischen
Signale in elektrische Strdme umsetzen, liegen in der Plasmamembran (zur Ubersicht s. z.B.
MoLDAY, 1998; MULLER und KAUPP, 1998).
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A Sehstabchen

AuRensegmente

Innensegmente

Zellkkerne

Synaptische Termini

Disks

Invaginationen (Invaginationen)

Abbildung 1.1 Photorezeptoren der Wirbeltiernetzhaut; A: Aufbau. B: Darstellung der
AuBensegmente; die Disks gehen aus Invaginationen der Plasmamembran hervor;
die AuBensegmente der Photorezeptoren sind durch ein Cilium mit den
Innensegmenten verbunden. Nach MCNAUGHTON (1990).

1.1.2 Die Lichtantwort der Sehstabchen

Im Dunklen betrégt das Membranpotential eines Sehstabchens etwa -35 mV. Die Gesamt-
konzentration des intrazelluldren Botenstoffs Guanosin-3':5'-monophosphat (cGMP) liegt im
AuBensegment bei etwa 60 uM, die freie cGMP-Konzentration betrégt etwa 5 pM. Die freie
Ca**-Konzentration betragt etwa 500 nM. Durch die cGMP-gesteuerten Kanale der Plasma-
membran (CNG-Kanéle) strdmen Na* und Ca** entlang ihrer Konzentrationsgradienten in
das AuBensegment ein. Durch die Arbeit des Na*/Ca®* K*-Austauschers in der Plasmamem-
bran des AuBensegments und die Aktivitat der Na*/K*-ATPase und von K*-Kanalen 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 fiir die Lichtantwort der Photorezeptorzelle ist cGMP. Bei Belichtung fllt die
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Einleitung

Konzentration von ¢cGMP schnell und drastisch. Die CNG-Kanéle der Plasmamembran
(CNC) schlieBen, der Dunkelstrom wird unterbrochen, und die Zelle hyperpolarisiert auf etwa
-70 mV. Die freie Ca?**-Konzentration sinkt durch die fortgesetzte Tatigkeit des Na*/K*,Ca?*-
Austauschers auf Werte von unter 100 nM (zur Ubersicht s. z.B. STRYER, 1988; YAU, 1994;
MULLER 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, gehért zur Klasse der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Durch Absorp-
tion eines Photons isomerisiert 11-cis-Retinal zur all-trans-Form und verusacht dadurch eine
uber mehrere Zwischenstufen ablaufende Konformationsanderung 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 o-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins Transducin (Gy) und induziert so dessen

Dissoziation in GroGTP und Gfy. Die freie Gra-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 Riickgang der cGMP-Konzentration wird von

den Kanaien der Plasmamembran in ein elekirisches Signal umgesetzt (FESENKO et al.,

1985; HAYNES und YAU, 19285). Die Zeit von der primaren Absorption eines Photons bis zum

Maximum des elektrischen Signals betragt in dunkeladaptierten Stabchen von Amphibien bei

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

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

Ubersicht Uber die kinetischen Parameter fiir die Aktivierung der Lichtantwort in den Stab-

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

kade der Lichtantwort wird (iber mehrere Mechanismen abgeschaltet.

¢ Photoaktiviertes Rhodopsin wird von einem spezialisierten Enzym, der Rhodopsinkinase
(GRK1), mehrfach phosphoryliert (KUHN und DREYER, 1972) und in diesem Zustand durch
die Bindung des l6slichen Proteins Arrestin (WILDEN et al., 1986) deaktiviert. Dieser Kom-
plex dissoziiert nach der Abspaltung von Retinal, und Opsin steht zur Regeneration zur
Verfligung.

o Die Deaktivierung von aktiviertem Gr ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir die
Abschaltung der Lichtantwort (SAGOO und LAGNADO, 1997). Gra. besitzt eine langsame in-
trinsische GTP-ase-Aktivitat (KUHN, 1980), die in Gegenwart seines Effektors, PDEy,
durch einen Komplex des GTPase-aktivierenden Proteins RGS9 mit dem Subtyp 5 der G-
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Protein-B-Untereinheit (GP5) 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 fihrt zur Reassoziation der Gro-
Untereinheit mit GBy. Die inhibitorische PDE-y-Untereinheit wird frei, reassoziiert mit den
katalytischen Untereinheiten der PDE und schaltet so das Enzym ab.

e« cGMP wird durch die partikulare Guanylatzyklase der PhotorezeptorauBensegmente

(ROS-GC) neu synthetisiert (PANNBACKER, 1973; FLEISCHMAN und DENISEVICH, 1979;
KOCH, 1991).

N

Diskmembran

Plasmamembran

Abbildung 1.2 Schema der Aktivierungs- und Deaktivierungsreaktionen bei der Lichtantwort
c!e_r Photorezeptoreljl von Wirbeltieren; dicke schwarze Pfeile: Reaktionen der Ak-
tlyierungskaskadg;_ dlcge graue Pfeile: Reaktionen, die an der Deaktivierung der
lF.’lchta}ntwort l?'etl'-,‘lllgl smd;_ dicke gepunktete Linien: katalytische und regulatorische

rozlf|n-hProtem-Wechselerkungen; Doppelpfeile: Regulation durch cGMP bzw.
Ca™; dinne schwarze Pfeile: lonenstrdme. Abkiirzungen s.Text, auBer Arr: Arrestin;

: raeh: - ; Phos: Phosducin: P;: B
Recoverin; hv: Absorption eines Photons cin; Fe Phosphal P
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1.1.4 Die Lichtadaptation

Das Sehsystem des Menschen ist (iber zehn GroBenordnungen der Lichtintensitat funktions-
fahig. Die Anpassung der Empfindlichkeit des Sehsystems an die herrschenden Lichtver-
hélinisse wird als Adaptation bezeichnet. Den (iberwiegenden Teil der notwendigen Anpas-
sungsleistung erbringen die Photorezeptorzellen.

Die Sehstébchen der Netzhaut reagieren im dunkeladaptierten Zustand bereits auf einzelne
Lichtquanten (Photonen). lhre elekirische Antwort auf transiente Stimulation ist bei einigen
hundert Photonen pro Stabchen in der Séattigung. Die Zapfen sind etwa einhundertmal weni-
ger lichtempfindlich. Ihr dynamischer Bereich fiir die Antwort auf Lichttransienten umfaBt
ebenfalls etwa drei GroBenordnungen.

Bei konstanter Hintergrundbeleuchtung verringert sich die Empfindlichkeit der Photorezepto-
ren flr zusatzliche Reize. Dabei ist das Verhéltnis der Reizschwelle Al fiir die Erzeugung
einer gegebenen elektrischen Antwort zur Intensitat I des Hintergrundlichts Uber eine breite
Spanne der Lichtintensitat konstant (Al/l = ¢c; Weber-Fechner-Beziehung), d.h. der dynami-
sche Bereich der Photorezeptoren ist immer etwa gleich weit (zur Ubersicht s. z.B. DOWLING,
1987; PERLMAN und NORMAN, 1998). Eine Reihe biochemischer Mechanismen ist fiir die
Empfindlichkeitsanpassung der Photorezeptoren verantwortlich.

Belichtetes Rhodopsin zerféllt nach seiner Deaktivierung in Opsin und die all-trans-Form des
Chromophors Retinal. Dadurch sinkt die Konzentration an aktivierbarem Rhodopsin in den
AuBensegmenten. Dieser Mechanismus, das Ausbleichen, beeinfluBt die Empfindlichkeit der
Photorezeptoren erst bei Lichtintensitéten, bei denen im Menschen das Zapfensystem die
optische Wahrnehmung dominiert. Er erlaubt den Sehzapfen die Empfindlichkeitsanpassung
Uber die sechs GroBenordnungen der Lichtintensitat, die zwischen einem elektrisch be-
leuchteten Raum und hellem Mittagslicht liegen. Zusatzliche biochemische Anpassungen der
Photorezeptoren bei hohen Lichtintensitaten werden méglicherweise iiber die freie Ca®*-
Konzentration (MATTHEWS et al., 1996; SAMPATH et al., 1998) reguliert. Die Empfindlichkeit
der Photorezeptoren wird wahrend der Readaptation an dunklere Verhélinisse bei Zapfen
innerhalb von Minuten und bei Stabchen innerhalb von etwa einer Stunde wiederhergestellt.
Das entspricht dem Zeitverlauf fir die Regeneration von Opsin zu Rhodopsin mit 11-cis-
Retinal.

Bei skotopischem Sehen und im unteren Empfindlichkeitsbereich der Sehzapfen spielt das
Ausbleichen keine Rolle fiir die Adaptation. In diesem Bereich, der etwa vier GréBenordnun-
gen der Lichtintensitat umfaBt, sind biochemische Mechanismen an der Empfindlichkeitsan-
passung beteiligt, die durch die freie Ca®-Konzentration gesteuert werden und auf einer
Zeitskala unterhalb einer Sekunde ablaufen (MATTHEWS et al., 1990; MATTHEWS, 1996;
CALVERT et al., 1998). Bei Belichtung eines Sehstabchens sinkt die freie Ca?*-Konzentration
von ihrem Dunkelwert von etwa 500 nM abhéangig von der Lichtintensitat 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 Riickkopplung durch Ca®".

« Die Deaktivierung von Rh* durch GRK1 wird wahrscheinlich bei hohen Ca?*-Konzentra-
tionen im Dunklen durch das neuronale Ca2*-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 Ca?-Konzentrationen im Dunkelzustand wird dber ein I&sliches regulatori-
sches Protein die Affinitat des CNG-Kanals fiir cGMP verringert (NAKATANI et al., 1995;
SAGOO und LAGNADO, 1996). Der verantwortliche Ca®*-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 Ca?*-Konzentrationen durch ein Iésliches 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; LOWE et al.,
1995) und drei Isoformen des regulatorischen Proteins, das die ROS-GC bei niedrigen
Ca®-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 Saugetieren beschrieben worden.

Diese Ca?*-abhéngigen Riickkoppelungsmechanismen sind in den letzten Jahren intensiv

untersucht worden, so da8 ein quantitatives Modell fiir die Deaktivierung der Antwort auf

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

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

den oben beschriebenen Ca?*-abhingigen Prozessen noch andere Rickkoppelungsmecha-

nismen an der Adaptation beteiligt (GRAY-KELLER und DETWILER, 1996). Eine Reihe zusétzli-
cher Mechanismen wurde vorgeschlagen.

o Das Protein Phosducin bindet in Abhangigkeit von seinem Phosphorylierungszustand

Gy und kontrolliert so die Konzentration an aktivierbarem Gy (LEE et al., 1992; YOSHIDA

et al., 1994; GAUDET et al., 1996).

Die Affinitat der inhibitorischen PDEy-Untereinheit fiir 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 &t

al., 1996; Mou et al., 1999).

Das Protein GARP, das in drei SpleiBformen (GARP-1, -2 und GARP-Domane der

CNC1B-Untereinheit) spezifisch in Sehstabchen vorkommt, inhibiert die PDE (KORSCHEN
et al., 1999).
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o Freies Grfiy vermittelt eine lichtabh&ngige Inhibierung der ROS-GC (WOLBRING et al.,
1999).

e Das Transducin-GTPase-aktivierende Protein RGS9 inhibiert die ROS-GC (SENO et al.,
1998).

Die tatsachliche physiologische Bedeutung dieser Mechanismen ist bis jetzt nicht geklart. 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®*-Signal der Lichtantwort spielt die partikulare Guany-

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

1.2 Adenylat- und Guanylatzykiasen

Die zyklischen Nukleotide Adenosin-3":5-monophosphat (cAMP) und Guanosin-3':5'-mono-
phosphat (cGMP) gehéren in allen Reichen der Lebewesen zu den wichtigsten intrazellula-
ren Botenstoffen. Sie regulieren eine Vielzahl zellularer 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 Guanylatzykliasen ist ihre hoch konservierte katalytische Doméne. Einige wenige zen-
trale Aminosauren in dieser Doméane bestimmen die Substratspezifitdt der Zyklasen
(SUNAHARA et al., 1998; TUCKER et al., 1998; zur Ubersicht iiber die Struktur der katalyti-
schen Domane s. HURLEY, 1998). Abgesehen von der konservierten katalytischen Doméane
haben die Adenylat- und Guanylatzyklasen in den verschiedenen Reichen und Stammen der
Lebewesen sehr verschiedene Primarstrukiuren (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 groBe integrale Membranproteine mit 12
Transmembrandoménen und zwei cytosolischen katalytischen Domanen. Bis jetzt wurden
neun verschiedene Subtypen der AC in Wirbeltieren gefunden, die sich nach ihrer Gewebe-
spezifitdt und ihrer Regulation durch verschiedene Faktoren (heterotrimere G-Proteine,
Phosphorylierung, Ca?*, Ca-Calmodulin) unterscheiden (zur Ubersicht s. z.B. GILMAN,
1995; TAUSSIG und GILMAN, 1995; HURLEY, 1999; SIMONDS, 1999). In Modellsystemen aus
heterolog exprimierten katalytischen Domanen verschiedener AC-Subtypen wurde kirzlich
die Tertiarstruktur der katalytischen Domane aufgeklart (TESMER et al., 1997; ZHANG et al.,
1997). Die funktionelle Einheit der katalytischen Doméne ist ein Dimer.
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1.2.2 Lésliche Guanylatzyklasen

Die léslichen Guanylatzyklasen (sGC) der Wirbeltiere sind heterodimere Proteine aus o- und
B-Untereinheiten. In Saugetieren wurden bis jetzt jeweils zwei Isoformen der o- und der B-
Untereinheit gefunden. Jede der Untereinheiten besteht aus einer N-terminalen Bindedo-
mane fiir die prosthetische Ham-Gruppe des Holoenzyms, einer zentralen Dimerisierungs-
domane und der C-terminalen katalytischen Doméne. Die Aktivitat der sGC wird durch den
Botenstoff NO- und méglicherweise durch CO reguliert. Durch die Bindung von NO- an das
zentrale Eisenatom der prosthetischen Hamgruppe wird die sGC-Aktivitat um das bis zu 400-
fache gesteigert. Die sGC der S&ugetiere ist ein ubiquitares Protein. Bis jetzt sind keine
funktionellen Unterschiede zwischen den verschiedenen bekannten Isoformen der sGC be-
kannt (zur Ubersicht s. z.B. HOBBS, 1997; DENNINGER und MARLETTA, 1999; KOESLING und
FRIEBE, 1999). Uber die Tertiarstruktur der sGC ist bis jetzt sehr wenig Information verfugbar.
Die Tertiarstruktur der katalytischen Domane wurde auf der Grundlage der bekannten
Struktur der katalytischen Domane der AC modelliert (LU et al., 1997). Mutationsstudien
haben die Giiltigkeit des Modells bestatigt (YUEN et al., 1994; SUNAHARA et al., 1998). Wie
bei den AC ist die funktionelle katalytische Doméane der sGC ein Dimer.

1.2.3 Peptidrezeptoren und neuronale Guanylatzyklasen

Die zweite Familie der Guanylatzyklasen in Wirbeltieren wird durch die partikularen Guany-
latzyklasen (GC) gebildet. Inre Doméanenstruktur wird in Abbildung 1.3 gezeigt.

~500 AS ~100 AS ~60 AS =
COOH

~200 AS ~200 AS

extrazellulares Medium | | intrazelluléres Medium (Zytosol)
Zellmembran
Abbildung 1.3 E::hemfltistfhe Darstellung der Doménenstruktur der partikularen Guanylatzy-
asen; LS: N-terminales Signalpeptid; ECD: Extrazellulare Doméne, TM: Trans-

membrandomane JMD: Juxtamembrandomane, KHD: Tyrosinkinase-Homologiedo-

mane, DD: Putative Dimerisierungsdoma; . i : C-
Terminus. 9 ne, CCD: Katalytische Doméane, C-T: C

Die partikularen GC sind integrale Membranproteine mit einer einzelnen Transmembrando-
mane (— Abbildung 1.3, TM). Die groBe, extrazelluldre N-terminale Domaéane (— Abbildung
1.3, ECD), die fast die Hélfte des Proteins (etwa 500 AS) umfaBt, hat je nach Subtyp (s.u.)
eine sehr verschiedene Primarstruktur. Eine Reihe homologer Cysteinreste in der ECD ist
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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-Briicken zur Ausbildung der
korrekien Tertiarstruktur der ECD und zur Dimerisierung der GC bei (ITAKURA et al., 1994;
STULTS et al., 1994; LABRECQUE et al., 1999). An die Transmembrandomane (TM) schlieBt
sich intrazellular eine Doméne von etwa 100 AS an, die als Juxtamembrandoméne (—
Abbildung 1.3, JMD) bezeichnet wird. Die Priméarstruktur der JMD ist innerhalb einer Unter-
familie (s.u.) der partikuldaren GC konserviert, aber nicht zwischen den Unterfamilien. Die
JMD hat wahrscheinlich jeweils eine Funktion fur die subtypspezifische Regulation der par-
tikularen GC (GORACZNIAK et al., 1992; KOLLER et al., 1992; DUDA et al., 1993; DESHMANE et
al., 1997; POTTER und HUNTER, 1998a,b). C-terminal schlieBt sich an die JMD eine Doméne
mit hoher Homologie zur katalytischen Doméne von Rezeptortyrosinkinasen (— Abbildung
1.3, KHD) an. Die KHD umfaBt etwa 200 AS und ist in allen partikulédren GC konserviert. Die
Sequenz der KHD weicht in einigen kritischen Aminosaurepositionen von der Konsensusse-
qguenz des katalytischen Zentrums der Tyrosinkinasen ab (s. z.B. FOSTER et al., 1999). Damit
ist wahrscheinlich keine der bekannten partikularen GC eine Tyrosinkinase. In einer bio-
chemischen Praparation der partikularen Guanylatzyklase ROS-GC1 wurde aber eine Serin-
/Threoninkinaseaktivitdt gefunden, die auch die Phosphorylierung der ROS-GC1 selbst
katalysiert (APARICIO und APPLEBURY, 1996). Die genaue Funkiion der KHD fiir die partikula-
ren GC ist nicht bekannt. Die Deletion der KHD fuhrte in Mutationsstudien mit verschiedenen
partikularen 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 Doméane von etwa 50 AS, die wahrscheinlich eine amphipathische, o-
helikale Sekundarstruktur ausbildet und an der Dimerisierung der partikularen GC beteiligt ist
(Dimerisierungsdoméne; — Abbildung 1.3, DD; WILSON und CHINKERS, 1995). Homologe
Doménen' finden sich auch in den Untereinheiten der sGC, in den meisten Subtypen der AC
in Wirbeltieren und in den Purinnukleotidzyklasen niederer Organismen und erflllen dort
mdglicherweise eine ahnliche Funktion. Unmittelbar auf die DD folgt die katalytische Doméne
(— Abbildung 1.3, CCD). |hre Tertidrsiruktur wurde, wie die der sGC, auf der Grundlage der
bekannten Struktur der katalytischen Doméne der AC modelliert (LIU et al., 1997). Die
Gultigkeit des Modells wurde durch Mutationsstudien bestétigt (THOMPSON und GARBERS,
1995; TUCKER et al, 1998). Die minimale funktionelle Einheit der partikularen GC ist also ein
Dimer. Die Region, die C-terminal auf die CCD (C-Terminus; — Abbildung 1.3, C-T) folgt, ist
zwischen den verschiedenen Subtypen der partikularen GC nicht konserviert. Die L&nge des
C-T betragt je nach Subtyp 5 AS - 70 AS. Uber die Funktion des C-T ist nur wenig bekannt
(zur Funktion des C-T im Subtyp C der partikularen GC s. WADA et al., 1996).

' Doméne #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 Saugetieren sechs Subtypen der partikuldren GC molekular identifiziert wor-
den, namlich GC-A (SINGH et al., 1988; CHINKERS et al.,1989), GC-B (SCHULZ et al., 1989),
GC-C (SCHULZ et al., 1990), GC-D (FULLE 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 Primarstrukturen kann
man die partikularen GC der Saugetiere 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 (— Abbildung 1.4).

Aufgrund ihrer bekannten oder wahrscheinlichen Funktion und Regulation lassen sich die
partikuléren 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 PhotorezeptorauBenseg-
menten, ROS-GC, zu kennzeichnen). Die Peptidrezeptor-GC werden hauptsachlich durch
die Bindung exirazelluldrer Liganden reguliert (— 1.2.3.1), wahrend die neuronalen GC
hauptséchlich auf die intrazellulare Ca?*-Konzentration reagieren (— 1.3). AuBerdem exis-
tieren biochemische Daten, die darauf hindeuten, daB es in glattem Muskelgewebe eine
partikuldre GC-Aktivitat gibt, die durch heterotrimere G-Proteine reguliert wird (LIPPO DE
BECEMBERG et al., 1995). Die molekulare Identitat 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 Primérstrukturvergleich der partikuldren Guan
Dendrogramm; Ergebnis der
(HIGGINS und SHARP, 1988)

At ylatzykiasen aus Saugetieren -
Primérstrukturanalyse mit dem Programm CLUSTAL
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1.2.3.1 Peptidrezeptoren

Die GC-A bzw. -B sind Rezeptoren fiir 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 (ibertragen wird, ist noch nicht voll-
standig geklart (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 Uber die zellulare cGMP-Konzentration z.B. den
Blutdruck und die Harnsekretion in der Niere (zur Ubersicht s. z.B. SCHULZ und WALDMAN,
1999). Die Disruption des Gens fiir GC-A fihrt in transgenen Mausen zu konstitutivem Blut-
hochdruck (LOPEZ et al., 1995). Mehr als 90 % der Bindestellen fiir 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 Priméarstruktur einer ,, halben* partiku-
laren Guanylatzyklase hat (FULLER et al., 1988). Die ECD und die Transmembrandoméne
des NPR-C sind den entsprechenden Doméanen der GC-A und -B homolog, die intrazellulare
Doméne des NPR-C besteht aber nur aus 37 AS. Mdglicherweise koppelt diese kurze intra-
zellulare Domane des NPR-C bei Bindung eines Liganden {ber heterotrimere G-Proteine an
einen intrazellularen Signalweg, der zur Aktivierung der endothelialen -NO-Synthase und
damit schlieBlich zur Aktivierung der l6slichen Guanylatzyklase fiihrt (sGC, — 1.2.2; MURTHY
et al., 1998; MURTHY und MAKHLOUF, 1999).

Fir die partikulare Guanylatzyklase GC-G, die am nachsten 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 hauptséchlich in den Birstensdumen der Dinndarmschleimhaut vor und ist
dort und in anderen Geweben wahrscheinlich an der Regulation des Fliissigkeitshaushaltes
beteiligt. Die physiologischen Liganden, die die GC-C durch die Bindung an die ECD
aktivieren, sind die Peptide der Guanylin-Familie (zur Ubersicht 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 erhohte cGMP-Konzentration in den Zellen der Dinndarmwand wird die Regula-
tion des Fllssigkeitstransports gestort, was zu den typischen Durchfallssymptomen einer
Darminfektion fihrt. Transgene Mause, deren Gen fir die GC-C disruptiert wurde, sind
scheinbar normal lebensfahig, aber resistent gegen die Wirkung von STa (MANN et al,,
1997).
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1.2.3.2 Neuronale partikulére Guanylatzyklasen

Die Unterfamilie der partikularen Guanylatzyklasen der Saugetiere, die durch die GC-D, die
ROS-GC1 und die ROS-GC2 gebildet wird, unterscheidet sich von den anderen Unterfami-
lien dadurch, daB ihre Mitglieder nur in den Nervenzellen sensorischer Gewebe und dabei
haupts&chlich in cilidren sensorischen Neuronen vorkommen.

Die GC-D wurde zuerst aus dem olfaktorischen Epithel kloniert (FULLE 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). Moglicherweise existiert also in dieser Subpopulation eine Signaliransduktions-
kaskade, die sich von der gut untersuchten cAMP-Kaskade der olfaktorischen Transduktion
unterscheidet (zur Ubersicht s. z.B. FRINGS, 1999).

Die ROS-GC1 (retGC-1, GC-E) wurde aus PhotorezeptorauBensegmenten 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 fiir ROS-GC1 auBerdem im Corti'schen Organ
der Horschnecke gefunden (SEEBACHER et al., 1999). Die Haarzellen des Corti'schen Organs
sind, wie die Photorezeptoren der Netzhaut und die olfaktorischen Rezeptorneurone des
Riechepithels, cilidre sensorische Neurone. Die ROS-GC1 wurde in Photorezeptoraus-
sensegmenten immunhistochemisch nachgewiesen (DIZHOOR et al., 1994; LIU et al., 1994;
COOPER et al, 1995; HALLET et al., 1996). Die AuBensegmente der Zapfen wurden dabei
durch Antikérper gegen ROS-GC1 immer deutlich starker markiert als die AuBensegmente
der Sehstébchen. Die zweite Isoform der ROS-GC, ROS-GC2 (retGC2, GC-F) wurde aus
einer retinalen cDNA-Bibliothek kloniert. lhre 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 SehstdbchenauBensegmenten 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 SehstibchenauBensegmenten (ROS). Die Sequenzen
von Peptiden, die aus biochemisch gereinigten Praparationen der ROS-GC gewonnen wur-
den, stimmten immer mit den Sequenzen der entsprechenden Regionen der ROS-GC1, nicht
aber der ROS-GC2, tiberein (MARGULIS et al., 1993; KOCH et al., 1994). Mehr als 90 % der
GC-Aktivitat in einer Préparation von PhotorezeptorauBensegmenten aus der stabchen-
dominierten Netzhaut des Rindes kénnen durch einen Antikérper, der spezifisch gegen ROS-
GC1 gerichtet ist, immunprézipitiert werden? Auch in den AuBensegmenten der Zapfen ist
die ROS-GC1 wahrscheinlich die vorherrschende Isoform der ROS-GC. Bei erblichen
Netzhauterkrankungen (Leber'sche kongenitale Amaurose, LCA, und Zapfen-Stabchen-Dys-
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trophie, CORD), die durch einen Defekt im Gen fiir ROS-GC1 verursacht werden, sind die
Zapfen der Neizhaut stark geschéadigt, wohingegen der begleitende Verlust der Seh-
stabchenfunktion beim Krankheitsbild der CORD ein sekundérer Effekt zu sein scheint
(PERRAULT et al., 1996; KELSELL et al., 1998). Transgene Mause, deren Gen fiir 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-
stdbchen der transgenen Mause haben eine normale Morphologie. Die elekirische Lichtant-
wort der Sehstébchen unterscheidet sich von der Lichtantwort der Sehstabchen einer Wild-
typ-Maus u.a. durch hohere Lichtsensitivitat und eine beschleunigte Deaktivierungskinetik
(YANG et al., 1999). In den Sehstabchen kann der Verlust der ROS-GC1 also wahrscheinlich
durch die ROS-GC2 kompensiert werden, wobei sich ein verschobenes Gleichgewicht zwi-
schen den Riickkoppelungsmechanismen einstellt, die die Sensitivitat der Signaltransdukti-
onskaskade regulieren (— 1.1.4). In den Zapfen ist eine Kompensation des Verlustes der
ROS-GC1 nicht moglich. Bis jetzt ist keine erbliche Netzhauterkrankung bekannt, die durch
einen Defekt im Gen fiir die ROS-GC2 hervorgerufen wird. Nach der chromosomalen Lokali-
sation des menschlichern Gens fiir ROS-GC2 (GUC2F) besteht jedoch die Méglichkeit einer
Verbindung mit dem Krankheitsbild der heterosomal erblichen (X-gekoppelten) Retinitis
Pigmentosa (XLRP), das durch eine langsame progressive Degeneration der Sehstabchen
gekennzeichnet ist (YANG et al., 1996).

Bei einigen der oben erwahnten immuncytochemischen Studien wurden neben den AuBen-
segmenten von Photorezeptoren auch die Synapsen der Photorezeptoren und bestimmte
Neurone der inneren Retina durch Antikdrper gegen ROS-GC1 angefarbt (LiU et al., 1994,
COOPER et al., 1995). Diese Anfarbung war aber immer schwécher als die der Photorezep-
torauBensegmente. Die Vorstellung, daB eine der isoformen der ROS-GC in Neuronen der
inneren Retina exprimiert wird, wird dadurch unterstitzt, daB auch GCAP-2 in der inneren
Retina gefunden wurde (OTTO-BRUC et al., 1997a; CUENCA et al., 1998; HOWES et al., 1998;
KacH! et al., 1999). Das Ca**-bindende Protein GCAP-2 ist ein spezifischer physiologischer
Regulator der ROS-GC (— 1.3).

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

PhotorezeptorauBBensegmenien

Eine der zentralen Eigenschaften der Guanylatzyklase der PhotorezeptorauBensegmente
(ROS-GC) ist ihre Regulation durch die intrazellulare freie Ca?*-Konzentration ([Ca®]). Durch
die Belichtung der Photorezeptoren sinkt die [Ca®*] von etwa 500 nM auf etwa 50 nM ab.
Diese Anderung der [Ca®*] fiihrt zur Erhéhung der GC-Aktivitat in ROS um etwa eine Grds-
senordnung. Der EinfluB der [Ca®*] auf die Akiivitat der ROS-GC wird durch ein losliches
Protein der PhotorezeptorauBensegmente (GCAP, s.u.) vermittelt (KOCH und STRYER, 1988;
DIzHOOR et al., 1994). Die gereinigte ROS-GC ist unempfindlich gegentiber der [Ca®*]. AuBer
durch Ca®*-freies GCAP wird die ROS-GC auch durch ATP allosterisch aktiviert (LAMBRECHT
UND KOCH, 1991; FRINS, 1996; LAURA et al., 1996). Der EinfluB von ATP ist wahrscheinlich
nicht auf eine Phosphorylierung zuriickzufithren, da nichi-hydrolysierbare ATP-Analoga den
gleichen Effekt haben. Das ATP bindet intrazellulér an eine Bindungsstelle in der JMD oder
der KHD, die bis jetzt nicht identifiziert wurde (LAURA et al., 1996). Die intrazellulare 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 6slichen Proteins (GCAP), das fiir die Ca?*-abhéngige Akii-
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 haufigste Isoform von GCAP in Photorezeptor-
auBensegmenten (OTTO-BRUC et al., 1997a). Zwei weitere Isoformen, GCAP-2 (DiZHOOR 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 ECsp-Werten und unterschiediichen Werten fiir die maximale Aktivierung durch
GCAP. GCAP-1 ist danach ein effektiverer Aktivator fir die ROS-GC1, wihrend 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 zurlickzufiihren, so daB
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 starkste
Anfarbung mit GCAP-1-spezifischen Antikérpern immer in den AuBensegmenten der Zapfen
beobachtet. Auch die SehstébchenauBensegmente wurden immer durch Antikérper gegen

GCAP-1 angefarbt. Dieses Verteilungsmuster entspricht dem, das fiir die ROS-GC1

beobachtet wurde (— 1.2.3.2). Die Immunreakiivitat gegen GCAP-2-spezifische Antikdrper
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war in den immunhistochemischen Studien jeweils sowohl in Stébchen als auch in Zapfen zu
beobachten, wobei neben den AuBensegmenten auch Innensegmente und die synaptischen
Regionen angefarbt wurden. AuBerdem 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 Ca?*-abhangige Regulation der ROS-GC durch GCAP erfolgt intrazellular. Eine Deletion
der ECD hat keinen EinfluB auf die Regulation durch GCAP (DuUDA et al., 1996a; LAURA et
al., 1996; GORACZNIAK et al., 1998). Es ist unkiar, ob die ECD Uberhaupt eine Funktion fiir
die Regulation der neuronalen partikularen Guanylatzyklasen GC-D, ROS-GC1 und ROS-
GC2 hat. Ein extrazellularer Ligand wurde bis jetzt fur keine dieser drei partikularen GC ge-
funden. In den AuBensegmenten von Sehstdbchen ist die ROS-GC hauptséchlich 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 extrazellularen Medium. Die GC-D der ol-
faktorischen Rezeptorneurone wird moglicherweise ebenfalls intrazelluldr durch ein GCAP-
ahnliches Protein reguliert (MOON et al., 1998).

An der intrazellularen Regulation der ROS-GC durch GCAP sind wahrscheiniich mehrere
Regionen der ROS-GC beteiligt. Wenn gleichzeitig die JMD und die KHD in der ROS-GCH
deletiert werden, wird die Regulation durch GCAP-1 massiv beeintrachtigt (DUDA et al.
1996a; LAURA et al., 1996). Folgestudien des Labors von Dr. R.K. Sharma zeigten, daB die
Regulation durch GCAP-2 bei Deletion der JMD und der KHD erhalten bleibt und daB die
Affinitat der ROS-GC1 und der ROS-GC2 fur GCAP-2 durch die katalytische Doméane (CCD)
bestimmt werden (KRISHNAN et al., 1997; GORACZNIAK et al., 1998). Im Widerspruch dazu
zeigten Studien des Labors von Dr. J.B. Hurley, daB GCAP-2 die JMD/KHD der ROS-GCH1
vor dem proteolytischen Abbau durch Trypsin schiitzt und daB die JMD/KHD die Affinitat der
jeweiligen ROS-GC-Isoform fiir GCAP-2 bestimmt (TUCKER et al., 1997; LAURA und HURLEY,
1998). Die widerspriichlichen Ergebnisse der erwahnten Studien sind méglicherweise zum
Teil auf die unterschiedlichen verwendeten Expressionssysteme zurlickzufilhren. GCAP-2,
eine Ca®-unabhingig aktivierende Mutante von GCAP-1 (s.u.) und das homologe, Ca®*-un-
abhangig inhibierende Protein GCIP (s.u.) kénnen sich gegenseitig aus dem Komplex mit der
ROS-GC verdrangen (LI et al., 1998; RUDNICKA-NAWROT et al., 1998). Wahrend die vor-
liegende Arbeit durchgefithrt wurde, wurde durch eine Peptidstudie eine Region in der CCD
der ROS-GC1 identifiziert, die wahrscheinlich eine zentrale Funktion fiir die Regulation durch
GCAP-1 hat. Die Affinitat des entsprechenden Peptides fiir GCAP-2 ist dabei groBer als fur
GCAP-1 (SOKAL et al., 1999a). Die Ergebnisse der verschiedenen erwahnten Studien fuhren
zu einem Modell, nach dem GCAP-1 und GCAP-2 in der Quartérstrukiur des Komplexes mit

ROS-GC1 bzw. ROS-GC2 sterisch identische oder stark Uberlappende 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 Ca®-bindende Proteine. Sie gehdren, wie Recoverin, zur
Unterfamilie der neuronalen Ca?*-Sensoren in der Familie der 4-EF-Hand-Proteine, deren
Prototyp das ubiquitdre Protein Calmodulin ist. In den Isoformen von GCAP bilden jeweils
drei der vier EF-Hand-Signaturen (EF-Hand 2 - 4) funktionelle Ca?*-Bindungsstellen. Sowohl
natives GCAP-1 als auch natives GCAP-2 sind N-terminal mit Myristinséure oder einer ver-
wandten Fettsdure modifiziert (PALCZEWSKI et al., 1994; OLSHEVSKAYA et al., 1997). Obwohl
GCAP-1 und -2 funktionell sehr dhnlich sind, ist ihre Primarstruktur nicht sehr stark konser-
viert (29 % Identitiat und 53 % Homologie der Aminoséuresequenz bei GCAP-1 und -2 aus
dem Rind). Die homologen Aminosaureaustausche Y*°Cc (GCAP-1) und y*‘c (GCAP-2) ha-
ben unterschiedliche funktionelle Konsequenzen (DIzHOOR et al., 1998). Wahrscheinlich ist
die groBe funktionelle Ahnlichkeit der beiden Proteine in einer homologen Tertidrstruktur mit
konservierten Sekundarstrukturelementen begriindet. Mutanten, bei denen die drei funk-
tionellen EF-Hénde nicht mehr fahig sind, Ca?* zu binden, aktivieren die ROS-GC unabhéan-
gig von der [Ca®]. Das gilt sowohl fiir GCAP-1 als auch fiir GCAP-2 (DizHOOR und HURLEY,
1996; RUDNICKA-NAWROT et al., 1998). Ein homologes Protein aus Amphibien, GCIP, dessen
Primérstrukiur, auBer einer dysfunkiionellen EF-Hand 4, keine unmittelbar auffalligen
Abweichungen von der Konsensussequenz fiir GCAP-1 und -2 zeigt (35 % bzw. 31 % Ho-
mologie zwischen GCIP und GCAP-1 bzw. GCAP-2 aus Rana pipiens), ist ein Ca?*-unab-
héngiger Inhibitor der ROS-GC (LI et al., 1998). Zwei kiirzlich durchgefiihrte Mutagenese-
studien, bei denen Chimaren aus GCAP-1 und Recoverin bzw. aus GCAP-2 und dem
neuronalen Ca**-Sensorprotein Neurocalcin § untersucht wurden, zeigten, daB bei GCAP-1
und GCAP-2 jeweils in etwa die selben Bereiche der Primarstruktur fiir die verschiedenen
funktionellen Aspekte der Regulation der ROS-GC verantwortlich sind. Die verschiedenen
untersuchten Mutanten hatten jeweils gleiche Einfliisse 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 unterstitzen diese
Studien die Vorstellung, daB der Mechanismus fiir die Regulation der ROS-GC durch GCAP
in seinen zentralen Aspekten isoformunabhingig ist. Die Tertiérstruktur von GCAP-2 im
Ca?*-gebundenen Zustand wurde kiirzlich aufgeklart (AMES et al., 1999). Wahrend der nach-
sten Jahre ist die Aufkiarung der Strukiur von Ca®*-freiem GCAP-2 und die Aufklarung der
Struktur von GCAP-1 zu erwarten. Damit wird es moglich sein, die Ca**-abhangige Konfor-
mationsénderung beider Proteine im Detail zu verstehen.

Nach den oben erwéhnten Mutagenesestudien ist sowohl bei GCAP-1 als auch bei GCAP-2
c'ine Region zv.vischen den EF-Handen 2 und 3 zentral an der Aktivierung der ROS-GC betei-
ligt. Durch eine Peptidstudie, die parallel zu der vorliegenden Arbeit in unserem Labor

durchgefilhrt wurde, wurde eine Region von 15 AS Lange zwischen den EF-Handen 2 und 3
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von GCAP-1 als zentrale, Ca®-unabhéngige Bindungsstelle fir ROS-GC identifiziert
(SCHREM et al., 1999). Auch bei anderen Studien waren Hinweise darauf gefunden worden,
daB die ROS-GC und GCAP in PhotorezeptorauBensegmenten unabhéngig von der [Ca®]
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, daB die ROS-GC wahr-
scheinlich einen Komplex mit Tubulin bildet. Bereits in frihen Arbeiten zur Charakterisierung
der partikularen Guanylatzyklase aus PhotorezeptorauBensegmenten wurde festgestellt, da3
die GC-Aktivitat 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 partikuléren Fraktion extrahiert werden
(KocH, 1991). Von HALLETT et al. (1996) wurde gezeigt, daB das Strukturprotein Actin in
einem Overlayexperiment an die ROS-GC bindet. Ob die Wechselwirkung der ROS-GC mit
dem Zytoskelett nur eine Funktion fiir die Lokalisierung in PhotorezeptorauBensegmenten
hat, oder ob dadurch auch die Aktivitat der ROS-GC reguliert wird, ist nicht geklart.
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1.4 Zielsetzung und experimenteller Ansatz

Die partikulare Guanylatzyklase aus PhotorezeptorauBensegmenten, ROS-GC, hat als
Schnittstelle zwischen dem cGMP-Signal und dem Ca?*-Signal der Lichtantwort eine zentrale
Funktion fiir die Phototransduktion in Wirbeltieren. Die vorherrschende Isoform der ROS-GC,
ROS-GCH1, ist gleichzeitig der Prototyp fiir die neuronale Unterfamilie der partikuléren
Guanylatzyklasen der Wirbeltiere. Die intrazellulare Ca?"-abhangige Regulation der neu-
ronalen Guanylatzyklasen ROS-GC1 bzw. -GC2 durch die Isoformen des Ca**-bindenden
Proteins GCAP erfolgt durch einen neuartigen, noch weitgehend ungeklarten Mechanismus.
Es war das Ziel dieser Arbeit, Regionen der ROS-GC1 zu identifizieren, die eine zentrale
Funktion fir die Regulation durch GCAP-1 haben, um dadurch zum Versténdnis dieses neu-
artigen Regulationsmechanismus beizutragen.

Fir die ldentifizierung regulatorischer Regionen der ROS-GC1 sollte eine Peptidbibliothek
hergestellt werden, die ausgewahlte (— 1.4.1) intrazelluldare Doménen der ROS-GC1 in ei-
nem feinen Raster abbildet. Die Peptide dieser Bibliothek sollten dann in zwei Durchmuste-
rungsansétzen eingesetzt werden, um solche Peptide zu identifizieren, die die Ca®*-abhén-
gige Aktivierung der ROS-GC durch GCAP stéren, und um Peptide zu finden, die direkt mit
GCAP-1 wechselwirken. Die identifizierten Peptide sollten dann néher untersucht werden,
um die Funktion der entsprechenden Regionen der ROS-GC1 fiir die Ca®**-abhéngige Regu-
lation durch GCAP-1 aufzuklaren. Parallel dazu sollten Mutanten der ROS-GC1 hergestellt
werden, bei denen die entsprechenden Regionen deletiert worden waren, um deren Funktion
durch einen zweiten, unabhéngigen Ansatz zu untersuchen. Die gewonnenen Ergebnisse
soliten dann in einem Modell fiir die Ca®*-abhéngige Regulation der neuronalen partikuléren

Guanylatzyklasen integriert werden, um die Zielsetzung fir weitergehende Untersuchungen
definieren zu kénnen.

1.4.1  Auswahl der untersuchten Domanen der ROS-GC1

Die ROS-GC1 ist ein groBes Transmembranprotein von 1110 AS Lénge. Die hergestellte
Peptidbibliothek sollte die Sequenz der ROS-GC1 in einer moglichst dichten Folge Gberlap-
pender Peptide abbilden, um nicht durch ein zu grobes Raster der Abbildung entscheidende
Information zu verlieren. Gleichzeitig sollte der experimentelle Aufwand fiir die Herstellung
und die Durchmusterung der Peptidbibliothek verniinftig begrenzt werden. Daher war es
notwendig, eine Auswanhl abzubildender Domanen aus der gesamten Primarstruktur der
ROS-GC1 zu treffen.

Als diese Arbeit begonnen wurde, war bekannt, daB die Ca**-abhangige Regulation der
ROS-GC1 durch GCAP-1 intrazellular erfolgt und die ECD keine Funktion fiir diese Regula-
tion hat. AuBerdem war bekannt, daB die Deletion der JMD/KHD zum Verlust der Regulation

durch GCAP-1 fiihrt. Nur partikulare Guanylatzyklasen aus der neuronalen Unterfamilie wer-
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den durch die Isoformen von GCAP Ca®*-abhéngig 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, daB die Primarstruktur der Regionen der ROS-GC1, die
fur die Regulation durch GCAP-1 verantwortlich sind, zwischen der ROS-GC1 und der ROS-
GC2 (und moglicherweise der GC-D), nicht aber zwischen der ROS-GC1 und den Peptidre-
zeptor-GC konserviert ist.

In Abbildung 1.5 wird der paarweise Primarstrukturvergleich 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, daB die ECD und die JMD inner-
halb der Unterfamilie der neuronalen partikularen GC konserviert sind, aber nicht zwischen
den neuronalen partikularen GC einerseits und den Peptidrezeptor-GC andererseits. Damit
war es sehr wahrscheinlich, daB die intrazellulare JMD Regionen enthélt, die eine spezifi-
sche Funktion fiir die Regulation durch GCAP-1 haben. Also wurde die JMD (R*** bis G*°® in
der ROS-GC1 aus dem Rind) als erstes in die Auswahl abzubildender Doméanen
aufgenommen.

Keine andere Doméane der ROS-GC1 erfilllt die aufgestellten Kriterien (intrazellulére Lokali-
sation und Homologie innerhalb der neuronalen Unterfamilie der partikularen GC bei gleich-
zeitiger Divergenz zu den Peptidrezeptor-GC). Daher wurden nach sekundéaren Uberlegun-
gen noch zwei weitere Doménen der ROS-GC1 in die Auswahl fir die Peptidbibliothek
aufgenommen. Der C-T (D*°7¢ - G!%%) ist zwischen der ROS-GC1 und der ROS-GC2 nicht
konserviert (Abbildung 1.5 A). Damit kénnten Sequenzmotive im C-T der ROS-GC1 fur die
differentielle Regulation durch GCAP-1 und GCAP-2 verantwortlich sein oder eine Rolle fur
subtypspezifische Unterschiede in der Lokalisation der ROS-GC1 bzw. -GC2 spielen. Fur die
DD der GC-A war bekannt, daB sie eine Funktion fiir die Dimerisierung hat und daB eine
funktionelle DD notwendig fiir die Aktivitat der GC-A ist. Die Untersuchung von Peptiden aus
der homologen DD der ROS-GC1 (R - p®%%) sollte AufschiuB Uber die Funktion dieser
Domaéne fiir die ROS-GC1 geben.
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Abbildung 1.5
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Primérstrukturvergleich der ROS-GC1 mit den partikuldren Guanylatzyklasen
ROS-GC2 (A), GC-D (B), GC-A (C) und GC-C (D) - Dotplot; Ergebnisse des paar-
weisen Primarstrukturvergleichs mit dem Programm PDOTPLOT, Version 3.13 (Dr.
W. Bonigk, IBI-1, FZ Julich); 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 Aminoséuresequenzen 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 Doménen (— Abbildung 1.3) der verglichenen partikuldren 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 LOsungsmitiel stammien von ALEXiS, APPLICHEM, BIOMOL, BIO-RAD,
BiozyM, FLUKA, ICN, MERCK, PIERCE, RIEDEL DEHAEN, ROTH, SERVA oder SIGMA. Die Sub-
stanzen hatten die Qualitat z.A. oder einen héheren Reinheitsgrad. Stickstoffgas wurde von
LINDE geliefert. DNA-modifizierende Enzyme und die dazugehérigen Inkubationspuffer wur-
den von AMBION, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, BIOMETRA, BOEHRINGER MANNHEIM, NEW

ENGLAND BIOLABS oder USB bezogen.

2.1.1.1 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(Fmoc-)geschiitzte Aminoséurederivate

Fmoc-L-alanin NoVABIOCHEM
N,-Fmoc-N,trityl-L-asparagin NovABIOCHEM
Fmoc-L-asparaginsaure-4-t-butylester FLUKA

N-Fmoce-N{2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl]-L-arginin NovABIOCHEM
N -Fmoc-Ng-trityl-L-glutamin NovABIOCHEM
Fmoc-L-glutaminsaure-5-t-butylester FLUKA

Fmoc-glycin NoOVABIOCHEM
No-Fmoc-Nin-t-butoxycarbonyl-L-histidin-CHA NOVABIOCHEM
No-Fmoc-N;-trityl-L-histidin SIGMA

Fmoc-L-isoleucin NOVABIOCHEM
Fmoc-L-leucin NovABIOCHEM
Nq-Fmoc-N,-t-butoxycarbonyi-L-lysin NOVABIOCHEM
Fmoc-L-methionin NOVABIOCHEM
Fmoc-L-prolin NovABIOCHEM
Fmoc-L-phenylalanin NOVABIOCHEM
Fmoc-O-t-butyl-L-serin NOVABIOCHEM
Fmoc-O-t-butyl-L-threonin FLUKA

No-Fmoc-N;,-t-butoxycarbonyl-L-tryptophan SIGMA

Fmoc-O-t-butyl-L-tyrosin FLUKA

Fmoc-L-valin NovAaBIOCHEM
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2.1.1.2 Antikdrper fiir den immunchemischen Nachweis von Proteinen

Verdiinnung

Protein Antikdrper (VIv) (= 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
CNCoal pAK, #39 (Serum; KORSCHEN et al., 1999) 1:4000
CNCpH pAK, #21 (Serum; WIESNER et al., 1998) 1:2000
GARP pAK, FPc52K (Serum; KORSCHEN et al., 1989) 1:1000

GCAP PAK, #35+ (Serum; FRINS et al., 1996) 1:10.000
GRK1 pAK, C-20 (SANTACRUZ BIOTECHNOLOGY #s¢501) 1:1000

Gro pAK, K-20 (SANTACRUZ BIOTECHNOLOGY #5C389) 1:10.000

PDE pAK, #77/5 (Serum; A. Mataruga, I1BI-1, FZ Jiilich, Jdilich) 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 o mAK, Klon B-5-1-2 (SicMA T-5168) 1:50.000

2.1.2 Geréate und Materialien

Die chromatographischen Schritte bei Proteinreinigungen wurden an einer FPLC-Anlage
(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) oder einer HPLC-Anlage (LKB BROMMA) durchgefiihrt. Nu-
kleotid- und Peptididsungen wurden mit einer HPLC-Anlage (WATERS) chromatographisch
aufgetrennt. Die Extinktion von Protein- und DNA-L&sungen wurde mit einem U-1100 Pho-
tometer (HITACHI) bestimmt. UV/VIS-Spektren wurden mit einem Cary 1 UV/Visible Spektral-
photometer (VARIAN) gemessen. SPR-spekiroskopische Messungen wurden mit einem BIA-
core Gerét (BIACORE, vorm. PHARMACIA BIOSENSOR) durchgefithrt. Oligonukleotide wurden
mit einem DNA Synthesizer 391 (APPLIED BIOSYSTEMS) synthetisiert. Dialysen wurden mit
Visking Dialyseschlduchen (SERVA) oder Slide-A-Lyzer Dialysekassetten (PIERCE) durch-
gefiihrt. 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 lyophilisieren.

Rinderaugen wurden vom Schiachthof Diisseldorf bezogen.
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2.1.3 Ldsungen und Puffer

Alie Lésungen und Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt, wenn nicht anders
angegeben.

Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Tris-EDTA-Puffer (TE)
137 mM NaCl 10 mM Tris-HCI pH 8,0
2,7 mM KClI 1 mM NaEDTA

6,5 mM Na,HPO,
1,5 MMKH.PO,  pH74

2.1.4 Bakterienstamme

XL1-blue (E.coli K12) recA1 endA1 gyrA96(Nal) thi-1 hsdR17(rkmy") supE44 relA1
lac [F"::proA*B*, lacP A(lacZ)M15 Tn10(tet)}; (BULLOCK et al.,
1987; STRATAGENE).

BL21(DE3) (E.coli B) F ompT [lon] hsdSg(rsmg) galldcm] (DES3); (NOVAGEN}).
2.1.5 Plasmide
pBluescript SK(-) wurde als Vektor fur die Klonierung und Vermehrung rekombi-

nanter DNA verwendet; (STRATAGENE).

pBB131 wurde fiir die Expression der N-Myristoyltransferase-1 aus
S.cerevisiae in E.coli eingesetzt; (DURONIO et al., 1990).

pcDNA3 wurde als Vektor fiir die transiente Expression von ROS-GCH1 in
HEK?293-Zellen verwendet; (INVITROGEN).

pET21a(+) wurde als Vektor flir die Expression von GCAP-1 in E.coli
BL21(DE3) verwendet; (NOVAGEN).

pRSV-Tag wurde zur Expression von SV40 T-Antigen in HEK293-Zellen
eingesetzt; (DHALLAN et al., 1990).
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2.1.6 Molekulargewichtsstandards
2.1.6.1 Proteinstandards fiir die SDS-PAGE

. Low Molecular Weight Calibration Kit* (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)

Phosphorylase b 94 kDa 128 pg/ml
BSA 67 kDa 166 ng/ml
Ovalbumin 43 kDa 294 pg/ml
Carbonatanhydrase 30 kDa 166 pug/ml
Soyabohnen-Trypsin-Inhibitor 20,1 kDa 176 ng/ml
o-Lactalbumin 14,4 kDa 242 pg/mi

, High Molecular Weight Calibration Kit* (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)

Myosin 212 kDa 50 po/ml
o,-Makroglobulin 170 kDa 200 pg/ml
B-Galaktosidase 116 kDa 32 pg/ml
Transferrin 76 kDa 34 pg/ml
Glutamatdehydrogenase 53 kDa 36 pa/ml

2.1.6.2 DNA-Standard flr die Elekirophorese

A-DNA, EcoRI-/HindIII-Fragmente (MBI FERMENTAS)

21226 bp 29,18 ng/pl
5148 bp 7,08 ng/ul
4973 bp 6,84 ng/ul
4268 bp 5,87 ng/pl
3530 bp 4,85 ng/pl
2027 bp 2,79 ng/pl
1904 bp 2,62 ng/pl
1584 bp 2,35 ng/pl
1375 bp 1,89 ng/pl
947 bp 1,30 ng/ul
831 bp 1,14 ng/ul
564 bp 0,78 ng/ul
125 bp 0,17 ng/ul
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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 I8slicher Proteine wurden nach der Methode von BRADFORD (1976)
bestimmt.

Dafiir wurde das , Protein Assay“ Farbstoffkonzentrat (BlIO-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.

Dafiir wurde die Proteinprobe mit Wasser auf 200 i aufgefillt. Nacheinander wurden 20
10 %(w/v) SDS, 30 u! 1 M Tris-HCI pH 7.5 mit 1 %(w/v) SDS und 60 ul 104 %(w/v) Trichlor-
essigsdure (TCA) zugegeben. Nach 3 - 30 min Inkubation wurde die Lésung auf eine
MILLIPORE HA-Filtermembran IT 0,45 um aufgetragen, die mit 6 %(w/v) TCA gewaschen
worden war. Die Membran wurde mit 2 - 3 ml 6 %(w/v) TCA nachgewaschen. AnschlieBend
wurden die gebundenen Proteine 10 min mit Amido-Farbeldsung (0,5 %o(w/v) Amidoschwarz
10B in Methanol, Essigséure und Wasser (45:10:45 v/v)) geférbt. Die Membran wurde nach-
einander einmal mit Wasser, dreimal mit Amido-Entfarbelésung (Methanol, Essigséure und
Wasser (90:2:8 v/v)) und einmal mit Wasser gewaschen. Der gebundene Farbstoff wurde in
Lésung gebracht, indem die Membran 20 min mit 1 ml Amido-L6sungsmittel (25 mM NaOH;
50 uM Na,EDTA; 50 %(v/v) Ethanol) inkubiert wurde. Die Extinktion der Losung bei 630 nm
wurde gemessen. Als Standard wurde Albumin aus Rinderserum verwendet.

2.2.1.3 Konzentrationsbestimmung mit Bicinchoninsaure

Die Konzentrationen von Peptidldsungen wurden durch die Bildung von Cu?-Bicinchonin-
séurekomplexen bestimmt (SMITH et al., 1985).

Dafiir wurde das , BCA Protein Assay Reagent Kit* (PIERCE) eingesetzt. Das ,, Kit* enthielt
zwei Reagenzldsungen, aus denen nach Angaben des Herstellers eine Arbeitsldsung herge-
stellt wurde. Fiir die Farbreaktion wurden 50 pl Peptidiésung mit 1 ml der Arbeitslésung ge-
mischt. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 60°C inkubiert. Nachdem der Ansatz auf
Raumtemperatur abgekiihlt 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

2221 SDS-Polyacrylamidgelelekirophorese

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in pH-diskontinuierlichen Polyacryl-
amidgelen nach der Methode von LAEMMLI (1970) elekirophoretisch 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 Verhéltnis von Acrylamid zu N,N’-Methylenbisacrylamid betrug
37,511 (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'HCl pH7,2; 12,5 %(V/V)
Glycerin; 1 %(w/v) B-Mercaptoethanol; 1,6 %(w/v) SDS; 0,13 %(w/v) Bromphenolblau) auf-
genommen. Die elekirophoretische 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)
gefarbt oder auf Blotmembranen Uberiragen (— 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 (MILLIPORE) ibertragen (geblottet).
Der Transfer wurde mit einer Milliblot-Kammer (MILLIPORE) entsprechend der Vorschrift des
Herstellers durchgefiihrt. Die Stromstérke betrug 2,5 mA/cm?.

2.2.2.3 Immunchemischer Nachweis geblotteter Proteine

Die (ibertragenen Proteine wurden mit spezifischen AntikGrpern markiert, die iber Meerret-
tichperoxidase-(HRP-)gekoppelte Zweitantikérper nachgewiesen wurden.

Nach dem Transfer der Proteine wurden unspezifische Bindungsstellen der Blotmembran 1 h
bei Raumtemperatur oder iiber 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 Verdiinnung des Erstantikorpers (—
2.1.1.2) in Waschpuffer markiert. AnschlieBend wurde die Membran gewaschen, um nicht-
gebundenen Erstantikdrper zu entfernen und 1 h mit Zweitantikérper (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-Antikorper-
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 Antikérper wurden nach Bedarf von der Blotmembran abgewaschen (ge-
strippt), um weitere Proteine immunchemisch nachzuweisen. Dafiir wurde die Membran in
Stripping-Puffer (62,5 mM Tris‘HCI pH 6,8; 2 %(w/v) SDS; 2 %(v/v) B-Mercaptoethanol) 1 h
auf 65°C erhitzt. AnschlieBend wurde die Membran mehrmals mit PBS gewaschen und das
nachste Protein nach der oben beschriebenen Methode nachgewiesen.

Wenn keine weiteren Proteine immunchemisch nachgewiesen werden soliten, wurden alle
gebundenen Proteine mit Amidoschwarz 10B gefarbt. Dafiir wurde die Membran 5 min in
Amido-Férbelésung (— 2.2.1.2) inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran mit Amido-
Entfarbelésung 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 Bakiotrypton, 5 g/l Hefeextrakt)
oder auf LB-Agarplatten (15 g/l Agar in LB-Medium) bei 37°C kultiviert. Die Zellen in Flussig-
kulturen mit 5 m! Volumen wurden in einem Rotationsinkubator (NEw BRUNSWICK) vermehrt.
Fiir groBere Kulturen wurde ein Warmluftschtittler (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/mi
Ampicillin, 12,5 pg/ml Chloramphenicol, 30 pg/ml Kanamycin, 15 pg/ml Tetracyclin.
Flissigkulturen und Platten wurden bei 4°C aufbewahrt.

2231 Kompetente Zellen fir die Transformation mit DNA-Plasmiden

Kompetente Zellen wurden nach der Methode von MANDEL und HiGA (1970) hergestelit.
LB-Medium (50 ml) wurde mit 1 ml einer Vorkultur angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einer
ODgyo Von 0,3 - 0,4 vermehrt. Die Kultur wurde auf Eis abgekiihit. Die Zellen wurden bei 4°C
mit 3000 g pelletiert und in 25 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert und in 5 ml 0,1 M
CaCl, 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 Minipréparation

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

Die Zellen aus 1 - 3 mi Kultur wurden mit 15.000 g pelletiert, in 50 pl Lésung I (50 mM Glu-
cose, 25 mM Tris"HCI pH 8,0, 10 mM Na,EDTA) resuspendiert und mit 60 pl Lésung II (0,1
M NaOH, 1 %(w/v) SDS) lysiert. Die Losung wurde mit 75 ul 3 M Kaliumacetat pH 4,8 ange-
sauert. Der entstandene Kaliumdodecylsulfat-Niederschlag wurde bei 4°C mit 17.000 g ab-
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 180 ul Phenol und CHCI; (1:1 v/v) ausgeschiittelt. Die
wassrige Phase wurde abgenommen. Die Plasmid-DNA und RNA wurden mit 550 pl Ethanol
ausgefallt Die Nukleinsiuren 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 fiir Klonierungen (— 2.2.8,
2.2.9) und fiir die PCR (— 2.2.11) verwendet.

2.2.4.2 Lithiumchlorid-Préparation

Fiir die Transfektion von HEK293-Zellen (— 2.7.2) wurden groBere Mengen Plasmid-DNA
nach der Lithiumchlorid-Methode gereinigt.

Dafiir wurden die Zellen aus 250 ml Kultur pelletiert und in 20 ml Lésung I (— 2.2.4.1) resus-
pendiert. Nacheinander wurden 24 mi Losung IT und 30 ml 3 M Kaliumacetat pH 4,8 zuge-
geben. Der entstandene Niederschlag wurde mit 5000 g abzentrifugiert. Aus dem Uberstand
wurden mit 75 ml Isopropanol die Plasmid-DNA und RNA geféllt und mit 5000 g pelletiert.
Die Nukleins&uren wurden in 1,5 ml 33 mM Tris-HCI pH 7,5 geldst. Die RNA wurde mit 2,5 ml
eiskaltem 4 M LiCl gefallt und 5 min mit 5000 g abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde mit
10 ml Ethanol (-20°C) aus dem Uberstand gefallt und pelletiert. Die DNA wurde in 500 pl TE
mit 10 yg/ml RNAse-Mix (AMBION) geldst und 10 min bei 37°C inkubiert, um die restliche
RNA zu verdauen. Die Losung wurde zweimal mit dem gleichen Volumen Phenol und CHCls
(1:1 v/v) und einmal mit CHCI; ausgeschiittelt. AnschlieBend wurden 50 pyl 3 M Natriumacetat
pH 4,8 zugegeben. Die Plasmid-DNA wurde mit 1,5 ml Ethanol ausgefallt und mit 17.000 g
abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in TE aufgenommen.

2.2.4.3 Lithiumchlorid-Minipréparation

Fir die Sequenzierung (— 2.2.7) wurde Plasmid-DNA durch eine alkalische Minipraparation
mit zusétzlichem LiCl-Fallungsschritt gereinigt.

Die Zellen aus 5 mi Kultur wurden pelletiert und in 150 pl Lésung I resuspendiert. Nachein-
ander wurden 180 pl Losung II (— 2.2.4.1) und 225 pl 3 M Kaliumacetat pH 4,8 zugegeben.
Der entstandene Niederschlag wurde mit 17.000 g abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Plasmid-DNA und RNA mit 1,5 ml kaltem Ethanol gefalit (17.000 g bei 4°C) und in 60 pl
33 mM Tris'-HCl pH 7,5 gelést. Die RNA wurde mit 100 pl 4 M LiCl gefallt und abzentrifugiert.
Aus dem Uberstand wurde die Plasmid-DNA mit 500 pl Ethanol gefallt und pelletiert. Das

Pellet wurde mit 70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in TE mit 4 Hg/mi 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
betragt 0,03 ml mg”'cm™.

2.2.5.2 Konzentrationsbestimmung durch Ethidiumbromid-Fluoreszenzférbung

DNA-Proben wurden in Agarosegelen, denen 1 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt worden war,
elekirophoretisch getrennt (— 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 (— 2.1.6.2) abgeschétzt.

2.2.6 Elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen in horizontalen Elektrophoresekammern (GNA
100, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) mit 120 mV elekirophoretisch 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-Essigsédure pH 7,5 und 1 mM Na,EDTA. Die DNA-
Proben wurden in Elekirophoresepuffer 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 durchgefiihrt. Fiir Sequenzierungen von DNA
im Plasmidvektor pBluescript SK(-) wurden die Primer M13 Uni und M13 Rev (USB; — An-
hang C.2) eingesetzt. Jeder Reakiionsansatz enthielt etwa 250 ng Plasmid-DNA pro kbp und
2,5 uCi (0*°S)dATP, um die Kettenabbruchfragmente radioaktiv zu markieren. Die Reaki-
onsgemische wurden in einer S2 Gelkammer (BRL) elekirophoretisch 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-Borsaure
pH 7,8 und 1 mM Na,EDTA. Nach der Elektrophorese (2 h mit 65 W bzw. 16 h mit 20 W)
wurden die Gele 20 min mit 5 %(w/v) Essigsaure 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 Réntgenfimen (KODAK) nachgewiesen.

2.2.7.2 Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Primern

Fur die Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten Primern wurde eine PCR (— 2.2.10)
durchgefiihrt. Fiir 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 Reaktionsansatze
enthielten etwa 100 ng Plasmid-DNA pro kbp und je 86 nM der beiden Primer. Die PCR
wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefihrt:

2 min 94°C
40 s 94°C
40 s 50°C 30 Zyklen
1 min 70°C

AnschlieBend 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) elekirophoretisch 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 Bors&ure und 2,5 mM
NaEDTA. Wahrend 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

Doppelstréangige 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 Aufflllen einzelstrangiger Enden

Uberhangende 5'-Enden von geschnittener DNA wurden nach Bedarf mit dem Klenow-
Fragment der E.coli-DNA-Polymerase I aufgefiillt. 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 Gelstiicke mit der DNA wurden mit 7000 g tGber 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 gefallt und pelietiert. 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 aufgefiillte (— 2.2.8)
Plasmidvektoren ligiert. Die Ligationsansatze enthielten 30 - 100 ng Plasmidvektor, das
DNA-Fragment im 3- bis 4-fachen molaren UberschuB und 1 U T4-DNA-Ligase (BOEHRINGER
MANNHEIM) in 20 pl des dazugehorigen Inkubationspuffers. Die Reaktionsdauer betrug 2 h
bei 22°C bzw. 18 h bei 16°C.

2.2.9.3 Transformation

Fir die Transformation von E.coli wurden die Ligationsansétze mit Wasser auf 50 - 100 pl
aufgefiillt. AnschlieBend wurde 1/10 Volumen 10 x CM (100 mM CaClz und 400 mM MgCly)
zugegeben. Die Ansétze wurden mit dem gleichen Volumen kompetenter Zellen (— 2.2.3.1)
vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde fiir 1 min auf 42°C erhitzt
und anschlieBend 20 min auf Eis inkubiert. Danach wurde die Suspension mit dem gleichen
Volumen LB-Medium (— 2.2.3) verdinnt und 30 min bei 37°C inkubiert, damit sich die Anti-
biotika-Resistenz der transformierten Zellen auspragen konnte. AnschlieBend 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 tiber Nacht bei 55°C mit
33 %(w/v) NH; von der Festphase abgespalien. Die entstandene Losung wurde lyophilisiert
und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Aus dem Uberstand wurden die Oligonukleo-
tide mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 und drei Volumina Ethanol gefallt und mit
17.000 g pelietiert. Das Pellet wurde mit 70 %(v/v) Ethanol gewaschen und in Wasser oder

TE aufgenommen.
Die Sequenzen aller verwendeten Primer werden in Anhang C aufgefihrt.
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2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion PCR (SAKi et al;, 1988) wurde eingesetzt, um ein DNA-
Fragment mit der kodierenden Sequenz fir GCAP-1 zu amplifizieren und fir die Klonierung
vorzubereiten (— 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 pl des dazugehdrigen Inku-
bationspuffers. Die Reaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgefuihrt:

2 min 94°C

45s 94°C
45s 45°C 15 Zyklen
90s 72°C
2 min 72°C.

AuBerdem wurde die PCR eingesetzt, um DNA zu sequenzieren (— 2.2.7.2).

2.2.12 Kulturbedingungen fir HEK293-Zellen

HEK293 ist eine humane, embryonale, adenoviral transformierte Zellinie.

Die Zellen wurden in Nahrmedium M10 (Minimal Essential Medium mit 10 % fétalem Kalber-
serum, 2 mM L-Glutamin, 1 % nichtessentiellen Aminosduren und 1 % Antibiotika / Antimy-
kotika; GiBCO BRL) bei 37°C, 5 %(p/p) CO, und etwa 95 % Luftfeuchtigkeit auf Petrischalen
kultiviert. Ihre Generationszeit betragt unter diesen Bedingungen etwa 24 h.

Bei einer Zelldichte von etwa 107, entsprechend 90 % Konfluenz, wurden die Zellen aufge-
teilt und in neue Kulturschalen umgesetzt (gesplittet). Daflir wurden die Zellen mit PBS ge-
waschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA (GiBCO BRL) bei 37°C abgelést. Die Zellen
wurden in 8 - 10 ml Medium aufgenommen und ihre Dichte in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Fiir die Zellerhaltung wurden 1,5 x 10° Zellen pro @ 9 cm-Schale in frischem Me-
dium ausgesét. Nachdem die Zellen 25-mal umgesetzt worden waren, wurden sie verworfen
und ein neues Aliquot tiefgefrorener Zellen wurde in Kultur genommen.

Far die Lagerung wurden Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase (60 - 70 % Konflu-
enz) geerntet und in einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in M10 mit 10 %(v/v) DMSO in fliissi-
gem N eingefroren. Fir die Wiederaussaat wurden die Zellen aufgetaut und in 10 ml Me-
dium, das auf 37°C vorgewarmt worden war, aufgenommen. Die Zellen wurden fiir 5 min mit

200 g abzentrifugiert, in 3 - 5 ml Medium resuspendiert und zu 5 x 10° auf @ 9 cm-Schalen
ausgesat.
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2.2.13 Ca?*-Puffer

Die freie Ca®*-Konzentration ([Ca?]) in experimentellen Ansétzen wurde mit EGTA gepuffert.
Dafir wurden den Ansatzen Stammlésungen von 0,5 M K.H.EGTA und 0,5 M K,CaEGTA in
bestimmten Verhéltnissen zugesetzt. Die Losung von 0,5 M K.CaEGTA wurde nach der pH-
metrischen Methode von TSIEN und POzzAN (1989) hergestellt. Die [Ca®] in den
experimentellen Ansétzen wurde mit dem Programm CHELATOR (SCHOENEMAKERS et al.,
1992) mit Stabilitdtskonstanten nach MARTELL und SMITH (1974) berechnet. In Tabelle 2.1
werden die berechneten [Ca®*] in MgGC-Puffer (— 2.9) bei 30°C und einer EGTA-Gesamt-
konzentration ([EGTA]a) von 2 mM angegeben.

Tabelle 2.1 Berechnete [Ca®"] in EGTA-Ca?*-Puffern; die Berechnungen wurden mit folgenden

Parametern durchgefiihrt: Temperatur 30°C, Aquivalentionenstérke 0,11 M, sz 71,
40 mM pH-Puffer (MOPS-KOH), 2 mM GTP, 2 mM [EGTAJer und 10 mM Mg=".

[KoCaEGTAVEGTAow | [K2H-EGTA] (mM) [K.CaEGTA] (mM) [Ca®*] (berechnet)

0 2,0 1 0,8 nM
0,1 1,8 0,2 34,8 1M
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 uM
0,9 0,2 1,8 2,81 uM
1,0 - 2,0 23,5 uM

! in die Berechnung wurde eine Ca*-Gesamtkonzentration von 5 pM eingesetzt, um den Restgehait von Ca® in bidestilliertem
Wasser zu beriicksichtigen.

Die Stammldsungen wurden photometrisch tiberpriift. Dafir wurden die Stammidsungen in

bestimmten Verhaltnissen gemischt und mit Br.BAPTA-Puffer (95 mM KCI; 10 mM

HEPES'KOH pH 7,0; 10 uM BroBAPTA) auf 2 mM [EGTA]qw verdinnt. Die Extinktion bei

264 nm wurde gemessen (— Abbildung 2.1).
Mit einer apparenten Dissoziationskonstante K'““(Br,BAPTA) von 1,58 pM (HARRISON und

BERs, 1987) wurde eine Eichkurve berechnet.
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Abbildung 2.1 Ca**-Abhéngigkeit des Spektrums von Br,BAPTA; 10 pM Br,BAPTA in 85 mM
KCl, 10 mM HEPES-KOH pH 7,0 und 2 mM [EGTA]tai; [K2CaEGTAJ[EGTAfiotal = 0,
0,5, 0,8, 0,7, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 1,0 und 1,5 (2 MM K,CaEGTA + 1 mM CaCly); das
entspricht [Ca®*] = <1 nM, 535 nM, 781 nM, 1,09 uM, 1,80 uM, 2,80 uM, 3,97 uM,
6,50 pM, 22,0 uM 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 iiberlappenden 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 Kapazitat
von 10 pmol eingesetzt, die mit Rink'schen Amidankern (RINK, 1987) funktionalisiert waren.
Mit dieser Ankergruppe erhalt man Peptide, deren C-Terminus als Séureamid vorliegt. Die
Synthese erfolgte in wassetfreiem DMF. Fir die Kopplung wurden Fmoc-geschiitzte
Aminoséurederivate (— 2.1.1.1; 200 mM) mit N,N'-Diisopropylcarbodiimid (200 mM) und
1-Hydroxybenzotriazol (240 mM) aktiviert. Die gekoppeliten Aminosaurederivate wurden mit
20 %(v/v) Piperidin in DMF N-terminal entschiitzt. Nach 12 Kopplungszyklen wurden die
synthetisierten Peptide mit 3 %(v/v) Essigsaureanhydrid und 0,5 %(v/v) N,N-Diisopropylamin
in DMF N-terminal acetyliert. Die Peptide wurden mit einem Gemisch von Trifluoressigséure
(TFA), Dichlormethan, Wasser und Triethylsilan (100:100:4:6 v/v) von der Festphase abge-
spalten, womit gleichzeitig die Seitenketten der Aminosauren entschiitzt wurden. Aus der
entstandenen Lésung wurden die Peptide mit vier Volumina Diethylether, n-Hexan und
B-Mercaptoethanol (500:500:1 v/v) ausgefélit und im N,-Strom getrocknet. Der Riickstand

wurde in Essigsaure, 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 fiir weiterfihrende Untersuchungen wurden von Dr. M. Beyermann, FMP
Berlin, synthetisiert und gereinigt (ZOCHE et al., 1996). Die lyophilisierten Peptide wurden bei
-20° C gelagert.

Die Identitat der synthetisierten Peptide wurde massenspekirometrisch bestétigt. Die Rein-
heit der Préparationen wurde von Dr. Beyermann durch analytische HPLC bestimmt.

Die Konzentration dieser Peptide wurde in den damit durchgefiihrten Experimenten aus der
Einwaage berechnet.

2.4 Expression und Reinigung von rekombinaniem GCAP-1

2.4.1 Konstruktion des Expressionsplasmids

Das Ausgangsmaterial fiir die Konstruktion eines Expressionsplasmides fir GCAP-1 war der
cDNA-Klon GCAP(5) (FRINS et al., 1996). Die flir GCAP-1 kodierende cDNA wurde durch
eine PCR (— 2.2.10; 15 Zyklen) mit GCAP(5) als Mairize amplifiziert. Als Primer wurden die
Oligonukleotide #1940 und #1941 (— Anhang C.1) eingesetzt. Dadurch enthielt das Reakti-
onsprodukt 5'-warts vom Startcodon der kodierenden Sequenz Restriktionsschnittstellen fiir
BamHI und Ncol, 3-warts von der kodierenden Sequenz ein zusatzliches Stopcodon und
eine Schnittstelle fiir EcoRI. Das Reaktionsprodukt wurde mit BamHI und EcoRI geschnitten,
in den entsprechend geschnittenen Vektor pBluescript SK(-) kloniert und sequenziert (—
2.2.7).

Das GCAP-1/pBiuescript-Plasmid wurde mit Ncol linearisiert und die Enden mit Klenow-
Polymerase gegldttet (— 2.2.8.2). Die fir GCAP-1 kodierende cDNA wurde mit EcoRI
ausgeschnitten. Der Expressionsvektor pET21a(+) wurde mit Ndel linearisiert, mit Klenow-
Polymerase gegléattet und mit EcoRI geschnitten. Die ausgeschnittene fiir 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/pET21a(+) und pBB131
(— 2.1.5) kotransformiert. Eine Kolonie transformierter Zellen wurde in LB-Medium mit
100 pg/m! Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin Gber Nacht vermehrt. Die Kultur wurde 3:1
(v/v) mit 87 % Glycerin versetzt, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Fur die Expression wurde 1 | LB-Medium, das 100 pg/m! Ampicillin und 30 pg/ml Kanamycin
enthielt, mit 1 ml der Glycerinkultur angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einer ODgoo von 0,5
vermehrt. Dann wurden 50 pg/ml Myristinséure 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 (— 2.4.2) wurde aufgetaut. Die Suspension wurde mit 100 pg/ml
Lysozym (SERVA), 10 units/ml DNAsel (TAKARA) und 0,1 %(w/v) Tween20 versetzt und
30 min bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden 1 mM DTT und 0,1 mM PMSF zugegeben.
Die unléslichen Bestandieile wurden 20 min mit 370.000 g pelletiert. Das Pellet wurde in
250 mi Solubilisierungspuffer (6 M Guanidinium-HC!; 0,1 mM PMSF; 1 mM DTT) aufgenom-
men und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die entstandene Lésung wurde bei 4°C dreimal
gegen 51 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 1 mM DTT und 1 mM EDTA und zweimal
gegen 51 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 1 mM DTT und 200 uM CacCl, dialysiert.
Das ausgefallene Material wurde 20 min mit 370.000 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde

in Centriplus Zentrifugalkonzentratoren (AMICON; MWCO 10 kDa) bei 3000 g und 4°C auf
héchstens 5 ml eingeengt.

2.4.4 Gelfiltration

Eine Superdex75 XK16/60 Gelfiltrationssdule (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) wurde mit
10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0 mit 100 mM NaCl und 200 HM CaCl; aquilibriert. Das
Totvolumen der Saule betragt etwa 40 ml, das Gesamtvolumen 120 ml. Das eingeengte
Dialysat (— 2.4.3) wurde aufgetragen und mit einer FluBrate von 0,2 - 1 ml/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-Sé&ule (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) wurde mit etwa 1 mi keramischem
Hydroxylapatit Typ I (BiO-RAD) gefiillt. Die S&aule wurde mit 10 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,0 mit 200 pM CaCl, aquilibriert. Hochstens 3 mg angereichertes GCAP-1 aus der Gel-
filtration (— 2.4.4) wurden auf die Saule aufgetragen. Das gebundene Protein wurde mit ei-
nem Gradienten von 10 - 300 mM Natriumphosphat pH 7,0 in 16 ml eluiert. Die FluBrate be-
trug 0,5 mi/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 flissigem N, schock-
gefroren und bei -80°C gelagert.

2.5 Massenspekirometrie

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 (— 2.3) wurde von Fr. Dipl-Ing. A. Rodenbrock (IET
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Jilich) massenspektrometrisch charakterisiert.
Die Messungen wurden mit einem linearen MALDI-TOF-Massenspektrometer ALADIM (In-
stitut fir Lasermedizin der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf; 337 nm Ng-Laser, 1 Hz)
durchgefiihrt. Die GCAP-1-Proben (etwa 1 mg/ml in Wasser) wurden im Verhaltnis 1:2 - 1:5
(v/v) mit der Matrixlésung vermischt. Diese enthielt 9 mg/mi 2,5-Dihydroxybenzoeséure und
1 mg/ml 2-Hydroxy-5-methoxybenzoesaure in 20 %(v/v) CHsCN mit 0,1 %(w/v) TFA. Als
Massenstandard wurde Myoglobin aus dem Pferd (SERVA; M, = 16950,5) eingesetzt.

2.6 Analytische HPLC

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 (— 2.3) und die Peptide aus der Peptidbibliothek (—
2.3.1) wurden durch analytische HPLC charakterisiert.

Je 50 pl einer Losung von gereinigtem GCAP-1 (30 - 40 pg Protein; — 2.4.5) wurden auf
einer reversed-phase Saule (Hibar LiChrospher WP300 RP18, 250 x 4 mm; MERCK) in einem
Gradienten von 2 - 100 %(v/v) CHsCN und 0,13 - 0,1 %(w/v) TFA in 48 mi aufgetrennt. Die
FluBrate betrug dabei 0,8 mi/min. Die Extinktion bei 214 nm wurde aufgezeichnet.

Die Peptide wurden fiir die Analyse in 10 %(v/v) Essigséure aufgenommen (10 mg/ml). Die
ungeldsten Anteile wurden 5 min mit 15.000 g abzentrifugiert. Je 30 pl des l6slichen Uber-
standes wurden in einem Gradienten von 0 - 100 %(v/V) CH3CN mit 0,1 %(w/v) TFA in 30 mi
auf der selben Saule wie GCAP-1 (s.0.) aufgetrennt. Die FluBrate betrug 1 mi/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 fiir 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 Verfligung gestellt.

Fiir die transiente Expression in HEK293-Zellen wurde die kodierende cDNA mit KpnI und
Xbal ausgeschnitten und in den entsprechend geschnittenen Expressionsvektor pcDNA3
kloniert. Expressionsplasmide fiir die mutierten Formen der ROS-GC1 (A1, A2, A3, LCA und
LCActr) wurden von Dr. T. Duda und Dr. RK. Sharma hergestellt. Diese Expressionsplas-
mide enthielten die entsprechend kodierenden cDNA im Vektor pcDNAS.

2.7.2 Transiente Expression

HEK293-Zellen wurden nach der Calciumphosphat-Methode von CHEN und OKAYAMA (1987)
mit den Expressionsplasmiden (— 2.7.1) transfiziert.

Es wurden 3 x 10° Zellen pro @ 5 cm-Schale bzw. 9 x 10° Zellen pro @ 9 cm-Schale ausge-
sét. Nach etwa 22 h wurde das Medium (M10; — 2.2.12) gewechselt und die Zellen 1 - 2 h
spater transfiziert. Fir die Transfektion der Zellen einer & 5 cm-Schale wurden 8 - 16 ug des
Expressionsplasmids und 3 ug pRSV-Tag in 124 yl Wasser mit 41 gl 1 M CaCl, und 165 pl
2x BBS (50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 mM Na,HPO,; pH 6,95) gemischt. Fir eine
J 9 cm-Schale wurde die dreifache Menge angesetzt. Die Lésung wurde 20 min bei Raum-
temperatur stehen gelassen und anschlieBend zum Kulturmedium der Zellen pipettiert. Die-
ser Transfektionsansatz wurde fiir 20 - 22 h bei 35°C unter 3 %(p/p) CO, und etwa 95 %
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das entstandene Prézipitat aus Calciumphosphat und DNA wurde
dann mit PBS und PBS mit 0,5 %(w/v) EDTA abgewaschen. Bis zur Ernte wurden die Zellen
flr weitere 24 h unter Standardbedingungen (— 2.2.12) inkubiert. Nach Bedarf wurde dem

Medium 6 h nachdem das Prézipitat abgewaschen worden war 7,5 mM Natriumbutyrat zu-
gesetzt, um die Expressionsrate zu steigern.

Die Zellen, die fiir Kontrollexperimente eingesetzt wurden, wurden nicht transfiziert.

2.7.3 Immuncytochemische Férbung

Fur die immuncytochemische Farbung wurden die Zellen, nachdem das Prazipitat abge-
waschen worden war (— 2.7.2), auf Deckglaschen in 24-well-Platten umgesetzt.

Dafiir wurden die Zellen bei 37°C mit 300 pl Trypsin/EDTA-Lésung (GIBCO BRL) pro @ 5 om-
Schale von der Kulturschale abgelost. Die abgeldsten Zellen wurden in 4,7 ml Medium re-
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suspendiert und auf Deckgléschen in 24-well-Platten verteilt (250 pul Suspension pro well).
Diese Deckglaschen waren zuvor sterilisiert, fiir 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 tiberschichtet
worden.

Far die Antikérpermarkierung wurden die Zellen 24 h nach dem Umsetzen auf die Deckglas-
chen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend 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 fiir 1 h
mit einer Verdiinnung (1:5) des ROS-GC1-spezifischen monoklonalen Antikérpers 6G7 (zur
Verfligung 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) NaNs in PB) inkubiert. AnschlieBend
wurde dreimal mit PB gewaschen. Die Zellen wurden 30 min mit einer Verdinnung (1:80)
des Zweitantikorpers (anti-mouse-HRP; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) in NG+ inkubiert
und danach zweimal mit PB gewaschen. Der Antigen-Antikdrperkomplex wurde mit
0,05 %(w/v) Diaminobenzidin und 0,01 %(w/v) H.O, in PB nachgewiesen. Die Farbreaktion
wurde nach 5 min durch griindliches Waschen mit PBS abgestoppt und der Anteil angefarb-

ter Zellen im Mikroskop ausgezahit.

2.7.4 Praparation von Zellmembranen

Fir die Bestimmung der Guanylatzyklaseaktivitat der heterolog exprimierten ROS-GC1 bzw.
ihrer mutierten Formen (— 2.6) wurden die Zellmembranen der transfizierten HEK293-Zellen
prépariert.

Fir die Ernte wurden die Zellen einer @ 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 pl 10 mM HEPES-KOH pH 7,5 mit 1 mM DTT resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in flissigem N schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bet -80°C
gelagert.

Fur die Praparation 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 gréBere Zellirimmer abgetrennt wur-
den. Aus dem Uberstand 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 NaCl und

TmM DTT (100 pl pro @ 9 cm-Schale) aufgenommen.
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2.8 Praparation von SehstdbchenauBensegmenten

Die SehstdbchenauBensegmente (ROS) aus Rindernetzhduten wurden nach der leicht
veranderten Methode von SCHNETKAMP und DAEHMEN (1982) prépariert. Alle Arbeitsschritte
wurden unter schwachem Rotlicht durchgefiihrt.

Zwischen 150 und 280 frische Rinderaugen wurden bei Raumtemperatur aufgeschnitten.
Glaskdrper und Linse wurden entfernt. Die Netzhdute wurden herausgelést und in 1 mi
Schwerem Medium (1,5 M Saccharose; 115 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 1 mM MgClz; 10 mM
HEPES-KOH pH 7,5; 1 mM DTT) pro Netzhaut aufgenommen. Die Netzh&ute wurden 90 sec
geschiittelt, um die AuBensegmente der Photorezeptorzellen abzuscheren, und anschlies-
send fiir 7 min bei 3500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde (iber ein Nylonnetz filtriert und
mit dem gleichen Volumen Waschpuffer (115 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 1 mM MgCl,; 10 mM
HEPES-KOH pH 7,5; 1 mM DTT) verdiinnt. Das Filtrat wurde 10 min mit 4700 g zentrifugiert
und die Pellets in 40 m! Leichtem Medium (600 mM Saccharose; 115 mM NaCl; 2,5 mM KClI;
1 mM MgCly; 10 mM HEPES-KOH pH 7,5; 1 mM DTT) resuspendiert. Diese Suspension
wurde Uber 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 verdiinnt 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. Dafiir wurde
die Extinktion einer Probe bei 500 nm gemessen. AnschlieBend wurde die Probe 1 min be-
lichtet, um das enthaltene Rhodopsin vollsténdig 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 Aesoo von Rhodopsin (M, 40 kDa) betrégt 40.000 M 'em™.

Die hergestellten ROS-Suspensionen enthielten 9 -13 mg/ml Rhodopsin.
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2.9 Bestimmung der Guanylatzyklaseaktivitat

Guanylatzyklaseaktivitidten wurden nach der Methode von KOCH (1991) iiber 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 MgClp; 2mM GTP; 400 uM Zaprinast) oder in Mn-GC-Puffer (40 mM
MOPS-KOH pH 7,1; 56 mM KCI; 8 mM NaCl; 2 mM MnCly; 2 mM GTP; 400 pM Zaprinast)
durchgefiihrt. Der Mg-GC-Puffer wurde in Experimenten verwendet, in denen die Ca?-ab-
hangige Regulation der ROS-GC untersucht wurde. Der Mn-GC-Puffer wurde eingesetzt,
wenn die Basalaktivitat der ROS-GC bestimmt werden sollte. Nach Bedarf wurde den Puffern
zur Erh6éhung der Aktivitat 100 uM ATP zugesetzt (FRINS et al., 1996).

Die Guanylatzyklaseaktivitdt wurde in drei verschiedenen Praparationen 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 durchgefiihrt. Die Ansétze ent-

hielten

10 pl ROS-Suspensionen, ROS-Membranen oder HEK293-Membranen,
20yl 2,5-fach konzentrierten Mg-GC- oder Mn-GC-Puffer und

20 pl Zusatze (Peptide / GCAP-1 / Ca®*-Puffer).

Die Kontrollansétze ohne Peptide oder GCAP-1 wurden mit den jeweiligen Probenpuffern
dieser Zusatze auf 50 pl aufgefiillt. Die Ansétze, in denen gewaschene ROS-Membranen mit
GCAP-1 rekonstituiert wurden, wurden fiir 5 min bei Raumtemperatur prainkubiert, bevor die
Reaktion durch Zugabe des 2,5-fach konzentrierten Mg-GC-Puffers gestartet wurde. In den
anderen Ansatzen wurde die Reaktion durch Zugabe der GC-Préparation gestartet.

Ansatze mit ROS oder ROS-Membranen wurden 5 min bei 30°C unter schwachem Rotlicht
inkubiert, Ansatze mit HEK293-Membranen 30 min bei Tageslicht. Die Reaktionen wurden
mit 50 ul 0,1 M Na,EDTA abgestoppt. AnschlieBend wurden die Ansétze 5 min auf 95°C
erhitzt. Die Membranen und die hitzedenaturierten Proteine wurden 5 min mit 15.800 g ab-
zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde auf eine reversed-phase-HPLC-Séaule (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,PO, in 10,8 ml aufgetrennt. Die
FluBrate betrug 1,2 mi/min. Die Extinktion des Eluats bei 254 nm wurde aufgezeichnet. Das
cGMP eluierte nach 7 - 8 min. Die Flache des zugehorigen Peaks wurde integriert und die
Menge des gebildeten cGMP durch den Vergleich mit Standardproben bestimmt.

- 49 -



Material und Methoden

2.9.1 Praparation gewaschener ROS-Membranen

Gewaschene ROS-Membranen wurden prapariert, um die Aktivitdt der nativen ROS-GC
ohne natives GCAP zu bestimmen.

Dafiir 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) verdiinnt. 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 KCl, 20 mM NaCl und 1 mM DTT aufgenommen.

2.9.2 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1

Der EinfluB der Peptide aus der Peptidbibliothek (— 2.3.1) auf die GC-Aktivitat in ganzen
ROS wurde untersucht, um Sequenzbereiche der ROS-GC1 zu identifizieren, die an ihrer
Ca®*-abhéngigen 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 geschilttelt. Diejenigen Peptide, die sich nicht vollstandig l6sten,
wurden dadurch fein verteilt in Suspension gebracht. AnschlieBend wurden 10 pl der
Peptididsungen bzw. -suspensionen (Endkonzentration 0,5 mg/ml, etwa 0,3 mM) in einem
Ansatz zur Bestimmung der GC-Aktivitit von ganzen ROS eingesetzt (— 2.9).

Die ROS-GC-Aktivitat in Gegenwart der Peptide wurde jeweils bei 1 nM [Ca®*] (2 mM EGTA)
und bei 23,5 pM [Ca*] (2 mM CaEGTA) bestimmt. In jedem Experiment wurde die ROS-GC-
Aktivitdt auch in Kontrollansitzen ohne Peptide bestimmt. Die in Gegenwart der Peptide
gemessenen GC-Aktivitaten wurden auf GC-Aktivitat der Kontrolle bei der jeweiligen [Ca®']
normiert (normalisierte GC-Aktivitat). Die relative Inhibierung durch ein Peptid ergibt sich
dann als Differenz der normalisierten GC-Aktivitit zum Wert 1. AuBerdem wurde fiir jedes
Peptid das Verhaltnis der ROS-GC-Akiivitat bei 1 nM [Ca®] zu der bei 23,5 pM [Ca®] be-

rechnet und auf das entsprechende Verhalinis der Kontrollen (

8 - 10-fach) normiert (normali-
sierte Aktivierung). '
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2.10 Oberflachen-Plasmon-Resonanzspektroskopie

Die Oberflachen-Plasmon-resonanzspektroskopischen (SPR-) Messungen wurden mit einem
BlAcore-Gerét (BIACORE) durchgefiihrt (LOFAS und JOHNSSON, 1990; SJOLANDER und
URBANICZKY, 1991; STENBERG et al., 1991; FAGERSTAM et al., 1992). Die Steuerung des Ge-
rats und die Datenaufzeichnung erfolgte mit dem Programm BlAcore control software 1.2
(BIACORE). Die Daten wurden mit den Programmen BIAEvaluation 3.0 (BIACORE) oder
SigmaPlot 3.0 (JANDEL) ausgewertet. Alle Messungen wurden bei 25°C durchgefiihrt. Die
Puffer und Losungen wurden durch Membranfilter I1 0,2 pm (Typ GVWP, MILLIPORE) filtriert
und entgast.

2.10.1 Einflihrung

Das BlAcore-Gerat detektiert den Brechungsindex unmittelbar (iber einer Sensoroberflache.
Dafir miBt es den Resonanzwinkel fiir die Anregung eines Oberflachen-Plasmon-Polaritons
(zur Ubersicht iber das Phanomen der Oberflachen-Plasmon-Resonanz s. z.B. WELFORD,
1991). Die MeBgroBe heiBt Resonanzsignal und wird in Resonanzeinheiten (RU;
1RU = 1 x 10™ °) angegeben. Die Anderung des Resonanzsignals um 1 RU wird durch eine
durchschnittliche Anderung des Brechungsindex im MeBvolumen um 1 x 10°® hervorgerufen.
Das entspricht der Anderung der Oberflachenkonzentration eines Proteins mit durchschnittli-
cher Aminosaurezusammensetzung um etwa 1 pg/mm?. Eine Auftragung des Resonanzsig-
nals gegen die Zeit wird Sensorgramm genannt.

Die Sensoroberflache im Gerat ist austauschbar. Die Austauschteile werden als Sensorchips
bezeichnet. Ein Sensorchip bildet mit dem Flissigkeitsfiihrungssystem des Gerates vier un-
abhangige FiuBzellen. Proteine oder Peptide, die kovalent an die Sensoroberflache gekop-
pelt sind, werden als (immobilisierte) Liganden bezeichnet, die in Lésung angebotenen
Wechselwirkungspartner als Analyten. Der Puffer, der kontinuierlich durch das System flieBt,
heiBt Eluent.

2.10.2 Immobilisierung von Proteinen und Peptiden

Peptide oder Proteine wurden durch die Ligand-ThioI-Me’chode1 kovalent an die Sensorober-
flache gekoppelt (immobilisiert). Die Sensoroberflache war dabei mit einer carboxymethylier-
ten Dextranmatrix beschichtet. Durch diese Immobilisierungsmethode werden Cysteinreste
der Proteine oder Peptide iiber 2-Dithioethanamino-Brilcken mit der Matrix verkniipft.

' BlAcore System Manual Supplement (1991); Pharmacia Biosensor AB; Uppsala, Schweden.
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Die FluBrate des Eluenten wurde auf 5 pl/min eingestelit. Die Oberflache eines CM5 Sensor-
chips (BIACORE) in einer FluBzelle wurde mit 10 pl 50 mM N-Hydroxysuccinimid und 200 mM
N-Ethyl-N'-[3-dimethytaminopropyljcarbodiimid aktiviert Die aktivierte Oberflache wurde mit
10 pl 80 mM 2-[2-Pyridinyldithiolethanamin (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 gelést und in die FluBzelle injiziert. Die verbleibenden reaktiven Grup-
pen in der Dextranmatrix wurden anschlieBend mit 20 yl 50 mM L-Cystein in 1 M NaCl de-
aktiviert. Der Anteil der Peptide oder Proteine, der nicht kovalent an die Oberfliche gebun-
den war, wurde ausgewaschen.

Die Oberflachenkonzentration des immobilisierten Liganden wurde aus der Differenz des
Resonanzsignals vor und nach der Immobilisierung errechnet.

Fir Kontrollexperimente wurden Oberflachen ohne immobilisierte Peptide oder Proteine her-

gestellt. Die reaktiven Gruppen der Kontrolloberflachen 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 fiir diese Experimente enthielt 40 mM MOPS-KOH pH 7,1, 60 mM KCI, 10 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 0,005 %(w/v) Tween20, 0,01 %(w/v) BSA und 1 mM CaCl, (+Ca?*) oder
2 mM EGTA (-Ca®). 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 geschiittelt. Ungelostes Material wurde 5 min mit 15.000 g abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde als Analytlésung eingesetzt.

Die FluBrate wurde auf 5 ul/min eingestelit. In eine FluBzelle wurden 20 gl Normalisierungs-
puffer (Eluent + 1 %(v/v) Glycerin) injiziert. Die dadurch verursachte Anderung des Reso-
nanzsignals wurde registriert. Dann wurden 20 pl der Peptidldsung injiziert. Das Resonanz-
signal wurde 5 s vor Ende der Kontakizeit abgelesen. Die gebundenen Peptide wurden mit
10 pl 0,5 %(w/v) SDS von der Oberflache abgewaschen. Bei Experimenten, die mit 2 mM
EGTA in Eluent (-Ca*) durchgefithrt wurden, wurden anschlieBend 10 pl 0,1 M CaCly inji-
zZiert, um das immobilisierte GCAP-1 zu stabilisieren. Diese Folge von Injektionen wurde
nacheinander in einer FluBzelle, auf deren Sensoroberfliche 5000 - 15.000 RU rekombinan-

tes GCAP-1 immobilisiert worden waren und in einer FluBzelle mit einer Kontrolloberflache
(— 2.10.2) ausgefiihrt.

Fir beide FluBzellen wurde die Anderung des Resonanzsignals, die durch die Bindung der
Peptide an die Sensoroberfléche hervorgerufen wurde, auf die Anderung des Resonanzsig-
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nals durch den Normalisierungspuffer normiert (normalisiertes Signal). Das normalisierte
Signal fir die KontrolifluBzelle wurde vom normalisierten Signal fiir die GCAP-1-FluBzelle
abgezogen, um das spezifische normalisierte Signal fiir die Bindung des jeweiligen Peptides
an GCAP-1 zu berechnen.

In Abbildung 2.2 wird als Beispiel ein Sensorgramm fiir die Bindung eines Peptides (#37) an
immobilisiertes GCAP-1 gezeigt, das wahrend der beschriebenen (s.0.) Folge von Injektio-
nen aufgezeichnet wurde. AuBerdem wird in Abbildung 2.2 bildhaft die Berechnung des
normalisierten Signals (Rom) dargestelit.

5 50004 1% Glycerin Peptid SDS CaCl,
o —_— —_— —_ -
~ 4000 -
S 3000 -
D
@ 2000 -
c R R
g 10004 g ‘N‘L R -
c N norm
o 0 : \ R
o N
& -1000 . . . ; .
0 500 1000 1500 2000 2500
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Abbildung 2.2 Durchmusterung der Peptidbibliothek - Sensorgramm fiir die Bin@ung ?ines
Peptides (#37) an immobilisiertes GCAP-1; Das Sensorgrgmm zeigt c!ue Verénde-
rungen des Resonanzsignals, die durch sukzessive Injektionen von
Normalisierungspuffer (1 % Glycerin), Peptidiésung, 0,5 % SDS u_nd 0,1 M CaCl,
erzeugt wurden; die FluBrate betrug 5 pl/min; der Eluenﬁ (s.0.) enthlelt._z mM EGTA.
R: Veranderung des Resonanzsignals durch die Peptidlosung; RN:'Verand.erung des
Resonanzsignals durch den Normalisierungspuffer; Rnorm: normalisiertes Signal.

2.10.4 Sonstige SPR-spekiroskopische Messungen

Die Wechselwirkung einzelner Peptide mit GCAP-1 und die Autoassoziation des Peptides
#34a wurden SPR-spektroskopisch untersucht. Daflir 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 fiir diese Experimente enthielt 40 mM MOPS-KOH pH 7,1, 60 mM KCl, 10 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 0,005 %(w/v) Tween20 und 1 mM CaCl, (+Ca*) oder 2 mM EGTA
(-Ca®). Die Peptide, die als Analyt eingesetzt wurden, wurden in Eluent gelést. Die Losun-
gen der Proteine, die als Analyt eingesetzt wurden, wurden im etwa 5-fachen Volumen Elu-
ent verdiinnt, in Centricon Zentrifugalkonzentratoren (AMICON; MWCO 10 kDa) bei 5000 g
und 4°C eingeengt und erneut verdiinnt. Dies wurde finfmal wiederholt, um den Puffer voll-

standig auszutauschen.
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Die Messungen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei einer FluBrate von 10 pI/min
durchgefiihrt. Die gebundenen Peptide oder Proteine wurden durch den FluB des Eluenten
von der Sensoroberflache abgewaschen.

Die aufgezeichneten Sensorgramme fiir die Bindung der Analyten an die immobilisierten
Peptide oder Proteine wurden durch Subtraktion der Sensorgramme korrigiert, die mit der
selben Analytldsung nach dem gleichen Protokoll auf einer Kontrolloberfléche aufgezeichnet
worden waren.

2.11 Affinitdtschromatographie

2.11.1 Herstellung von Peptidaffinitdts-Sepharosen

Je 0,7 ml (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 ml PBS mit 1 mM EDTA geldst 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 Uberstand 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 NaCl deaktiviert.

Die Effizienz der Kopplungsreaktion wurde (berpriift, indem die Peptidkonzentration im
Uberstand vor und nach der Kopplung bestimmt wurde. Die Peptide wurden photometrisch
als Cu?*-Bicinchoninsaure-Komplexe (= 2.2.1.3) nachgewiesen. Es wurden etwa 500 pg
Peptid pro mi Sepharose (200 nmol/ml) gekoppelt.

Fur Kontrollexperimente wurde Sepharosematerial ohne immobilisierte Peptide hergestellt.
Dafir wurden die reaktiven Gruppen der aktivierten SH-Sepharose mit Cystein deaktiviert.

Die Peptidaffinitats-Sepharosen wurden bei 4°C in PBS mit 1 mM EDTA und 0,01 %(w/v)
NaNj; gelagert.

2.11.2 Herstellung von solubilisierten ROS

Fir die affinitatschromatographischen Experimente wurden ROS (— 2.8) eingesetzt, die in
Abwesenheit von DTT prépariert worden waren. Die ROS wurden unter schwachem Rotlicht
in Dodecylmaliosidpuffer (— 2.11.5) auf das 5-fache Volumen verdlnnt, um die Proteine der
Plasmamembran und der Diskmembranen zu solubilisieren. Der Ansatz wurde im Dunklen

30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden ungeldste Anteile entfernt, indem die
solubilisierten ROS 10 min mit 345.000 g zentrifugiert wurden.
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2.11.3 Herstellung eines Dunkelexiraktes Igslicher Proteine aus ROS

Die I6slichen Proteine aus ROS wurden unter hypotonischen Bedingungen extrahiert, um
ihre Wechselwirkung mit den Peptidaffinitats-Sepharosen (— 2.11.1) zu untersuchen. Dafiir
wurden 500 pl ROS, die in Abwesenheit von DTT prapariert worden waren, unter schwa-
chem Rotlicht bei 4°C in 2 ml 10 mM HEPES-KOH pH 7,5 verdiinnt. Die Membranen wurden
10 min mit 345.000 g pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und als Dunkelextrakt
(DEX) bezeichnet. Fir die affinitdtschromatographischen Experimente wurden 90 pl des
DEX mit 10 pl 10-fach konzentriertem Eluent (+ / - Ca®*; — 2.10.4) versetzt.

2.11.4 Herstellung von solubilisierten ROS-Membranen

Die Membranproteine aus ROS wurden fiir affinitatschromatographische 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-
decylmaltosidpuifer (— 2.11.5) aufgenommen. Der Ansatz wurde im Dunklen 30 min auf Eis
inkubiert. AnschiieBend Wurden ungeléste Anteile entfernt, indem die solubilisierten ROS-
Membranen 10 min mit 345.000 g zentrifugiert wurden.

2.11.5 Durchfiihrung der Bindungsexperimente

Die Bindung von Proteinen aus drei verschiedenen Préparationen an die Peptidaffinitats-
Sepharosen wurde untersucht. Diese Préparationen waren solubilisierte ganze ROS (—
2.11.2), der Dunkelextrakt (DEX) der Ioslichen Proteine aus ROS (~ 2.11.8) 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 MgCly, 1 %(w/v) n-Dodecyl-3-D-maltosid und 1 mM CaCl, (+Ca*) oder 2 mM
EGTA (-Ca?)) durchgefiihrt. Die Experimente mit dem DEX wurden in Eluent (+ / - Ca®; —
2.10.4) durchgefiihrt. Je 50 pl der Peptidaffinitats-Sepharosen wurden in eine Micropure.45
Zentrifugalfiltrationseinheit (AMICON) Gberfiihrt. Durch kurze (<10 s) Zentrifugation mit maxi-
mal 15.000 g wurde das Sepharosematerial von Puffer befreit. Das Material wurde fiinfmal
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
tiber Nacht bei 4°C unter Bewegung inkubiert. Der Uberstand wurde abzentrifugiert und das
Material zweimal mit je 200 pl Probenpuffer gewaschen. Die Waschfraktionen wurden mit
dem Uberstand vereinigt und als ungebundene Frakion bezeichnet. AnschlieBend wurde
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das Material mit 3 x 200 pi eiskaltem 1 M NaCl in 10 mM MOPS-KOH pH 7,1 mit 1 %(w/v)
Dodecylmaltosid bzw. 0,005 %(w/v) Tween20 (DEX) gewaschen. Die vereinigten Uberstande
dieser Waschschritte wurden als Hochsalzfraktion bezeichnet. Die Proteine, die an die
Peptidaffinitats-Sepharosen gebundenen hatten, wurden bei Raumtemperatur mit 3 x 200 pli
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 Farbung mit kolloidalem Silber nachgewiesen oder auf
Blotmembranen tbertragen (— 2.2.2.2). AnschlieBend wurden bestimmte Proteine immun-
chemisch nachgewiesen.
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3 Ergebnisse

Die partikulare Guanylatzyklase der PhotorezeptorauBensegmente (ROS-GC) synthetisiert
cGMP, den Botenstoff der Phototransduktion. Die vorherrschende Isoform der ROS-GC in
Photorezeptoren ist ROS-GC1. Die Aktivitat der ROS-GC wird Ca**-abhéngig von Guanylat-
zyklase-aktivierenden Proteinen (GCAP-1, -2 und -3) reguliert (— 1.3). Es war das Ziel der
vorliegenden Arbeit, Regionen der ROS-GC1 zu identifizieren, die eine zentrale Funktion fur
die Regulation durch GCAP-1 haben.

Dafiir wurde eine Peptidbibliothek hergestellt, die die Juxtamembrandoméne, die putative Di-
merisierungsdomane und den C-Terminus der ROS-GC1 abbildet (— 3.2). Diese Bibliothek
wurde fiir zwei Durchmusterungen eingesetzt, durch die Peptide identifiziert wurden, die die
Ca**-abhangige Aktivierung der nativen ROS-GC stdren (— 3.3) oder direkt mit GCAP-1 we-
chselwirken (— 3.4). AnschlieBend wurden der EinfluB der identifizierten Peptide auf die Ak-
tivitat der nativen ROS-GC (— 3.5) und die Wechselwirkung der Peptide mit Zielproteinen (—
3.6) untersucht. SchlieBlich 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 fiir die Regulation der ROS-GC1 aufzukldren (— 3.7).

3.1 Herstellung und Charakierisierung von rekombinantem
GCAP-1

Fir einige der Experimente, die in dieser Arbeit durchgefihrt wurden, wurden gréBere Men-
gen (>1 mg) GCAP-1 benétigt. Aus 100 Rinderaugen lassen sich aber nur etwa 10 pg nati-
ves GCAP-1 reinigen (GORCZYCA 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 Hydroxylapatitchromatographie) gereinigt (— 0). Das gereinigte
rekombinante GCAP-1 wurde durch Massenspekirometrie und durch analytische HPLC cha-
rakterisiert (— 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 (— 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: Loslicher Anteil des Lysats (10 pg Protein); D: Léslicher 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 CaCly; (-): wie
(+), in Gegenwart von 10 mM EGTA. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (15 %)
getrennt und mit CoomassiE Brilliant Blue R250 gefarbt. Man beachte die geringere
Intensitat 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-
saure oder einer verwandten Fettsdure verestert ist (PALCZEWSKI et al., 1994), wurde das
rekombinante GCAP-1 in den meisten Fallen 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 groBte Teil des rekombi-
nanten GCAP-1 in unléslicher Form exprimiert wurde, wurden die unléslichen Bestandteile
der lysierten Zellen unter denaturierenden Bedingungen solubilisiert Die enthaltenen Pro-
teine wurden anschlieBend durch Dialyse renaturiert (— 2.4.3).

Das Zelllysat enthielt 340140 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 Hydroxylapatitsduie 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**-abhingige Veranderung der apparenten
Molmasse (Mayp) bei der SDS-PAGE von etwa 21 kDa (GCAP-1-3Ca™) 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 Massenspekirometrie

Das gereinigte rekombinante GCAP-1 wurde massenspektrometrisch (MALDI-TOF) charak-
terisiert. Die Messungen wurden von Fr. Dipl.-Ing. A. Rodenbrock (IET, Heinrich-Heine-Uni-
versitat Disseldorf) durchgefiihrt (— 2.5).

Fiir rekombinantes GCAP-1, das nicht mit NMT koexprimiert worden war (-Myr), wurde eine
Masse von 23452+46 Da (n=6)" bestimmt. Dieser Wert entspricht im Rahmen der
MeBgenauigkeit des Gerates (0,5 %) der theoretisch erwarteten Masse von 23510 Da. Fir
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 fiir N-myristoyliertes GCAP-1 von 23592 Da. In Abbildung 3.2 A, B werden
zwei reprasentative Massenspektren von GCAP-1 (-Myr) bzw. (+Myr) gezeigt.

Die Massen, die fiir GCAP-1(+Myr) und GCAP-1(-Myr) bestimmt wurden, waren nicht signifi-
kant verschieden. Es konnte also nicht nachgewiesen werden, daB GCAP-1 durch die Koex-
pression mit NMT N-myristoyliert wurde. Das Ergebnis der Massenspektrometrie schiieBt
aber nicht aus, daB ein Teil des exprimierten GCAP-1 (+Myr) N-myristoyliert wurde, da ein
entsprechender Peak im Massenspektrum vom Peak des nicht-myristoylierten Proteins

Uberlagert worden sein kénnte.

' n: Anzahl der Bestimmungen
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Abbildung 3.2 Charakterisierung von gereinigtem rekombinanten GCAP-1; A: MALDI-TOF-
Massenspekirum von GCAP-1(-Myr); die Werte des Masse-/Ladungsverhalinisses
(m/z) flr die markierten Peaks entsprechen den m/z-Werten von protoniertem
GCAP-1 ([M-HJ*), doppelt protoniertem GCAP-1 ([M-2H**) und protoniertem
dimeren GCAP-1 ([2M-HJ). B: MALDI-TOF-Massenspektrum von GCAP-1(+Myr). C:
HPLC-Elutionsprofile der Proben aus A und B; zur (ibersichtlicheren Darsteliung ist
die Kurve fir GCAP-1(-Myr) um 0,5 AU verschoben; der markierte Elutionspeak (J«)
wurde mdglicherweise durch N-myristoyliertes GCAP-1 hervorgerufen.
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3.1.2.2 Analytische Hochdruckchromatographie (Analytische HPLC)

Durch die HPLC auf einer reversed-phase-Séule sollte N-myristoyliertes GCAP-1 von nicht-
myristoyliertem GCAP-1 getrennt werden. Fiir das N-myristoylierte Protein wurde eine ver-
langerte Retentionszeit erwartet, da es durch seinen Myristinsaurerest starker 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-Saule aufgetrennt (— 2.6). Die
Retentionszeiten der Hauptpeaks beider Proben unterschieden sich nicht. Im Elutionsprofil
von GCAP-1(+Myr) zeigte sich ein Nebenpeak (<10 %) mit Iangerer Retentionszeit, der mo-
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, daB 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 moglicherweise N-myristoyliert. Das rekombinante GCAP-1 entsprach in
dieser molekularen Eigenschaft nicht dem nativen Protein.

3.1.2.3 Akitivitat

Fir die Untersuchungen zur Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1, die in dieser Arbeit
durchgefiihrt wurden, wurde funktionell aktives GCAP-1 bendtigt. Das rekombinante GCAP-1
wurde fiir die Reinigung denaturiert (— 3.1.1.1, 2.4.3). AuBerdem fehite dem rekombinanten
GCAP-1 die N-terminale Acylierung des nativen Proteins (— 3.1.2.1, 3.1.2.2). Daher war es
notwendig, nachzuweisen, daB das gereinigte rekombinante GCAP-1 funktionell aktiv war.
Dafiir wurden ROS-Membranen gewaschen, um das native GCAP zu entfernen. Die GC-Ak-
tivitat dieser Membranen wurde bestimmt (— 2.9). Die GC-Aktivitat der gewaschenen Mem-
branen wurde durch [Ca®] nicht mehr beeinflut. Wenn die gewaschenen Membranen mit
rekombinantem GCAP-1 rekonstituiert wurden, wurde die Ca?*-Abhéangigkeit der GC-Aktivitat
wieder hergestellt (— Abbildung 3.3). Bei 1 nM [Ca®*] (-Ca®*) wurde die GC-Aktivitat der
gewaschenen ROS-Membranen durch 6 uM rekombinantes GCAP-1 um das 7-fache ge-
geniiber der GC-Aktivitat gewaschener ROS-Membranen ohne GCAP (Basalaktivitat) erhoht.
Der ECs,-Wert fiir diese Aktivierung betrug etwa 1 yM GCAP-1. Bei 23,5 uM [Ca?] (+Ca®")
wurde die GC-Aktivitat der gewaschenen ROS-Membranen nicht durch GCAP-1 beeinfluBt.
Damit wurde die GC-Aktivitat der gewaschenen ROS-Membranen, die mit 6 pM GCAP-1
rekonstituiert wurden, durch die Verminderung der [Ca®] von 23,5 uM auf 1 nM um das 7-
fache erhoht (— Abbildung 3.3 B). Das 'entspricht der Ca®*-Abhéngigkeit des nativen
Systems (ROS; KOCH und STRYER, 1988; FRINS 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-Aktivitit gewaschener ROS-Membranen, die bei 1 nM
[Ca?*] (-Ca®*) bzw. 23,5 uM [Ca®] (+Ca®*) mit steigenden Konzentrationen von
GCAP-1 rekonstituiert wurden. B: Ca“*-abhangige Aktivierung der GC-Aktivitat ge-
waschener ROS-Membranen durch GCAP-1, d.h. Quotient der Aktivitat (-Ca®") und
(+Ca™) aus A. Die Daten sind Mittelwerte aus dreifachen Ansétzen + 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 fur
die Regulation durch GCAP-1 haben. Dafiir wurde eine Bibliothek aus 92 Uiberlappenden 12-
meren Peptiden hergestellt, die die Juxtamembrandomane, die putative Dimerisierungsdo-
mane und den C-Terminus der ROS-GC1 abbildet. Die Kriterien, nach denen diese Doma-
nen ausgewéhlt wurden, werden in der Einleitung dieser Arbeit (— 1.4.1) erklart. Im einzel-
nen bilden die Peptide # 1 - #53 die Region R™ - ¢**, die Peptide #54 - #80 die Region R* -
P*® und die Peptide #81 - #92 die Region D*”* - ¢"** ab (— Abbildung 3.4). Die Sequenzen
aller Peptide werden in Anhang D.1 gezeigt. ,

Die 92 Peptide wurden parallel auf Festphasen mit einer Kapazitat 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 Qualitdt der Rohpeptide war sehr unterschiedlich. Die Bibliothek enthielt
neben Substanzen von >80 % apparenter Reinheit auch Gemische aus mehreren Hauptbe-

standteilen (- Anhang E). Diese unterschiedlichen Ergebnisse entsprechen der erwarteten
Leistungsféahigkeit der eingesetzten Synthesemethode.
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Die Peptide, die nach den Ergebnissen der Durchmusterungen (— 3.3, 3.4) naher 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

NN/

1 493 800 863 1076 1110

KHDEIJ ccb

Abbildung 3.4 Schematische Darstellung der ROS-GC1; Lage der Doménen, die von der Peptld-
bibliothek abgebildet werden. Die Bezelchnungen der einzelnen Doménen werden in
Abbildung 1.3 erklari.

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 Stdchiometrie. 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 Photorezeptorauenseg-
menten (— 1.3). Peptide, die die Regionen der ROS-GC1 abbilden, die an intra- oder inter-
molekularen Wechselwirkungen innerhalb des funktionellen Komplexes beteiligt sind, soliten
diesen Komplex stéren. Eine solche Stérung kann durch die veranderte Aktivitat der ROS-
GC nachgewiesen werden. Besonders die Peptide, die die Wechselwirkung der ROS-GC mit
GCAP storen, sollten die Ca>*-abhangige Aktivierung der GC in ROS deutlich beeinflussen.
Daher wurde der EinfluB von allen Peptiden aus der Peptidbibliothek (— 3.2) auf die GC-
Aktivitat in ganzen ROS (in Gegenwart des endogenen GCAP) bei 23,5 pM [Ca®] und 1 nM
[Ca®] untersucht. Dabei wurde aus dem Verhdltnis der GC-Akiivitat in Gegenwart eines
Peptides bei 1 nM [Ca®] zu der GC-Aktivitat bei 23,5 pM [Ca?'] der Wert fiir die Ca®*-abhén-
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.
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Abbildung 3.5 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1 - EinfluB der Peptide auf

die GC-Aktivitit in ganzen ROS; A: Relative Inhibierung der GC Akthltat in ganzen
ROS durch 0,5 mg/ml (etwa 0,3 mM) Peptid bei 1 nM [Ca®"] (-Ca®); die spezifische
Aktivitat m den Kontrollen (relative Inhibierung 0) betrug  7,440,9
pmol min” mg(Rh)™". B: Relative Inhibierung bei 23,5 uM [Caz*] (+Ca2*) die SpeZIfI
sche Ak’uwtat in den Kontrollen betrug 0,78+0,09 pmol min’ mg(Rh) C: Normali-
sierte Ca*-abhangige Aktivierung der GC in ganzen ROS; die Ca®*-abhéngige Akti-
vierung in den Kontrollen (normalisierte Aktivierung 1,0) betrug 9,3+1,6. Die Daten
fir die einzelnen Peptide sind Mittelwerte aus dreifachen Ansatzen + Standardab-
weichung; fiir die relative Inhibierung (A und B) und fiir die normalisierte Aktivierung
(C) wurden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung fiir alle Peptide be-
rechnet; die gepunkteten Linien zeigen diesen Mittelwert + Standardabweichung.
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Fast alle Peptide der Peptidbibliothek inhibierten die GC-Aktivitat in ganzen ROS bei 23,5 uM
[Ca®] und bei 1 nM [Ca®*] um 10 % oder mehr (— Abbildung 3.5 A,B). Daher war es not-
wendig zu entscheiden, wann der EinfluB eines Peptides erheblich war. Dafiir wurden jeweils
der Mittelwert und die Standardabweichung fir die relative Inhibierung bei 1 nM [Ca?*] und
bei 23,5 uM [Ca®] bzw. fiir die Ca**-abhangige Aktivierung berechnet. Der EinfluB eines
Peptides wurde dann als erheblich angesehen, wenn einer der Werte flir die relative Inhibie-
rung durch dieses Peptid bzw. der Wert fiir die Ca**-abhéngige Aktivierung in Gegenwart
dieses Peptids signifikant vom Mittelwert der entsprechenden GréBe fir alle Peptide ver-
schieden war. Dieses Kriterium wird in Abbildung 3.5 bildlich durch die gepunkteten Linien
dargestellt. Diese Linien zeigen fiir die jeweilige GréBe den (Mittelwert + Standardabwei-
chung) und den (Mittelwert — Standardabweichung) fiir alle Peptide. Die relative Inhibierung
durch ein Peptid bzw. sein EinfluB auf die Ca®*-abhangige Aktivierung sind dann erheblich,
wenn der Wert der entsprechenden GroBe fiir das entsprechende Peptid + der zugehdrigen
Standardabweichung auBerhalb des Bereiches liegt, der durch die gepunkieten Linien ein-
gegrenzt wird.

Die Peptide # 1 - #3, #5, # 7, #35, #36, #63 und #66 hatten einen erheblichen EinfluB auf
die GC-Aktivitat oder die Ca2*-abhangige Aktivierung der GC in ganzen ROS (— Abbildung
3.5). Die Peptide # 1 - # 3, # 5 und #63 inhibierten die GC-Aktivitat bei 1 nM [Ca®*] stérker als
bei 23,5 pM [Ca2*]. Damit verminderten diese Peptide die Ca*-abhangige Aktivierung erheb-
lich. Das Peptid # 7 stimulierte die GC-Aktivitat bei 23,5 yM [Ca®*] um etwa 10 %. Die GC-
Aktivitat bei 1 nM [Ca?*] und die Ca**-abhangige Aktivierung wurden durch dieses Peptid
nicht erheblich beeinflut. Die Peptide #35 und #36 inhibierten die GC-Aktivitat bei 23,5 uM
[Ca®*] und 1 nM [Ca®'] etwa gleich stark. Damit hatten die Peptidé #35 und #36 keinen er-
heblichen EinfluB auf die Ca2*-abhéngige Aktivierung . Das Peptid #66 inhibierte die GC-Ak-
tivitat weder bei 23,5 pM [Ca®*] noch bei 1 nM [Ca?*] erheblich. Die Ca?*-abhangige 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-
mane der ROS-GC1 ab, die Peptide #63 und #66 eine Region aus der Dimerisierungsdoma-
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 Doméanen werden in Abbildung 1.3 erklért.

3.4 Durchmusterung der Peptidbibliothek
- Identifizierung GCAP-1-bindender Peptide

GCAP-1 reguliert die Akiivitat 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 fir die
Ca?*-abhéngige Regulation durch GCAP-1. Peptide, die diese Regionen abbilden, sollien
eine meBbare Affinitat fir GCAP-1 haben.

Daher wurde die Bindung aller Peptide aus der Peptidbibliothek (— 3.2) an immobilisiertes
GCAP-1 SPR-spektroskopisch gemessen (— 2.10.3). Die Messungen wurden bei 1 nM
[Ca®*] und bei 1 mM [Ca®*] (1 mM CaCly) durchgefuhrt. 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 Sensoroberflache, auf der GCAP-1 immobilisiert worden
war, ein spezifisches normalisiertes Resonanzsignal (Bindungssignal), das signifikant goBer
als Null war (— Abbildung 3.7). Daher war es notwendig zu entscheiden, wann das von ei-
nem Peptid erzeugte Bindungssignal erheblich war. Dafiir wurde als Kriterium festgelegt,

daB ein Bindungssignal, das signifikant vom Mittelwert fiir 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 0,5mg/ml (etwa 0,3 mM) Peptid an immobilisiertes
GCAP-1 bei 1 nM [Ca®"] (-Ca™); es waren 13000 RU (0,6 pmol mm?) GCAP-1 im-
mobilisiert worden; der Normalisierungspuls (1 %(v/v) Glycerin in Eluent) erzeugte
Resonanzsignale (normalisiertes Resonanzsignal 1,0) von 1202+19 RU bzw.
1127416 RU (KontrolifluBzelle). B: Bindung bei 1 mM [Ca®] (+Ca®); es waren
6000 RU (0,3 pmol mm™®) GCAP-1 immobilisiert worden; der Normalisierungspuls
erzeugte Resonanzsignale von 1134455 RU bzw.1122+79 RU (KontrollfluBzelle).
Die Daten sind Mittelwerte aus doppelten Ansétzen + Standardabweichung; fiir das
spezifische normalisierte Resonanzsignal wurden der Mittelwert und die Standard-
abweichung fiir 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?] und bei 1 mM [Ca?'] an das immobilisierte GCAP-1. Die Peptide #37 und #82
banden nur bei 1 nM [Ca?*). Die Peptide #36, #37 und #82 erzeugten tiberstéchiometrische
Bindungssignale, d.h. die Bindungssignale waren 4- bis 5-mal groBer als es fiir eine 1:1-Bin-
dung der Peptide an das immobilisierte GCAP-1 zu erwarten war.

——

? Fir die 1:1-Bindung eines Peptides mit einem Molekulargewicht von 1300 Da an 10.000 RU (10 ng/mma, ent-
sprechend 0,4 pmol/mm?) eines immobilisierten Proteins mit einem Mzolekulargewmht von 23.500 Da (GCAI32-1)
erwartet man ein maximales Bindungssignal von 550 RU (0,55 ng/mm", ebenfalls entsprechend 0,4 pmol/mm’).
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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 [Ca®*] deutlich gréBere Bindungssignale erzeugten als die librigen Peptide
(Abbildung 3.7 A). Diese Bindungssignale waren aber nicht groB 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 [Ca®*] und bei 1 mM
[Ca?*]) und #82 (bei 1 nM [Ca2*]) erzeugten reproduzierbar ein erhebliches Bindungssignal.
Das Peptid #36 bildet eine Region aus der Juxtamembrandoméne 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.

#36 #82
B DWVWLKKFPGDR O PGASNHGISLH

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 Doméanen
werden in Abbildung 1.3 erklart.

Die Peptide aus der Peptidbliothek (— 3.2) wurden also auf ihren EinfluB auf die GC Aktivitét
in ganzen ROS (— 8.3) und auf ihre Bindung an GCAP-1 (s.0.) 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 mdglicherweise eine zentrale
Funktion fiir die Ca®*-abhéngige Regulation durch GCAP-1. Zwei dieser Regionen sind Teile
der Juxtamembrandoméne. Die dritte Region ist ein Teil der putativen Dimerisierungsdo-
méne, die vierte ist ein Teil des C-Terminus. Im Folgenden werden jeweils reprasentativ die
Peptide aus einer Region untersucht, die den groBten EinfluB auf die GC-Akiivitét in ganzen
ROS hatten, bzw. die das gréBte Bindungssignal erzeugten (# 5, #36, #63 und #82).

Die Ergebnisse der Durchmusterungen werden in Tabelle 3.1 zusammengefaBt.
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Tabelle 3.1 Durchmusterung der Peptidbibliothek aus ROS-GC1; Zusammenfassung der Er-
gebnisse aus 3.3 und 3.4;

Inhibierung der Inhibierung der Inhibierung der

Pepid | Damane | EAME | SCMAL | Caabingmn |GG Sory | GOAS S
(1 nM [Ca™) (235uM[Ca*]) | GCin ROS (1nM[Ca2+]) | (1 mM [Ca2+])
#5 JMD . N N _ _
#36 JMD + + - + +
#63 DD + - + +/~! -
#82 C-T _ _ _ + _

! Bindungssignal unterhalb des Kriteriums flr erhebliche Bindung (s. Text).

3.5 EinfluB der identifizierten Peptide auf die Aktivitat der
ROS-GC

Durch die Durchmusterungen der Peptidbibliothek (— 3.3, 3.4) wurden vier Regionen der
ROS-GC1 identifiziert, die mdglicherweise eine zentrale Funktion fiir die Ca®*-abhéngige
Regulation durch GCAP-1 haben. Diese Regionen werden durch die Peptide # 5, #36, #63
und #82 reprasentiert. Der EinfluB dieser Peptide auf die Akfivitat der nativen ROS-GC
wurde untersucht, um aufzuklaren, ob und durch welchen Mechanismus die Peptide die Re-

gulation durch GCAP stéren.

3.5.1 Konzentrationsabhangige Inhibierung der GC-Aktivitat in ganzen

ROS

Die GC-Aktivitat 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-Aktivititen gegen die eingesetzten Peptidkonzentrationen wurden die
Dosis-Wirkungskurven fiir den EinfluB der Peptide auf die GC-Aktivitat in ganzen ROS er-
halten. Die Dosis-Wirkungskurven wurden fiir jedes Peptid bei 1 nM [Ca*] und bei 23,5 pM
[Ca®] gemessen (— Abbildung 3.9). An diese Kurven wurde die folgende Form der Hill-Glei-

chung (HILL, 1910) angepaBt:

ch

O=0 — (amax —ami“)ch +IC50h ’

Dabei ist ¢/ die spezifische GC-Aktivitat bei der Peptidkonzentration ¢. Die Anpassung der

Gleichung an eine Dosis-Wirkungskurve ligfert die Peptidkonzentration ICso, bei der die GC-
Aktivitat halbmaximal inhibiert wird, die maximale und die minimale spezifische GC-Aktivitat,
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Olmax DZW. O, UNd den Hill-Koeffizienten 4 als MaB fir die Steilheit der Kurve. Der Wert fir

die maximale Inhibierung der GC-Aktivitat durch ein Peptid betragt (1 — Ofmin/Otmax)-

In Tabelle 3.2 werden die ICso-Werte und die Maximalwerte fiir die Inhibierung der GC-Akti-
vitat in ganzen ROS durch die Peptide # 5, #36, #63 und #82 zusammengefaBt. AuBerdem
zeigt die Tabelle den EinfluB der jeweiligen Peptide bei auf die Ca?*-abhingige Aktivierung
der GC in ganzen ROS (s. auch Abbildung 3.9 C,F).

Tabelle 3.2 Konzenirationsabhéngige Inhibierung der GC-Aktivitdt in ganzen ROS durch
die Peptide # 5, #36, #63 und #82

1 nM [Ca?] 23,5 pM [Ca™]
imal . normalisierte Ca®*-abhangige
Peptid ICso I”;l"}t’)‘_'ma e ICso maximale || Autivierung bei der angege-| Bemerkungen
nhidierung Inhibierung | henen Peptidkonzentration
#5 100:40 M | 92:2% || 260+100pM | 52£14 % 0,19-0,25 (0,5 - 1,5 mM) ne3'
#36 610 uM 88 % 480 pM 90 % 1,540,2 (1,2 mM) n=1'
#63 >1 mM - >1 mM - 1,040,1 (1,2 mM) n=4'
#82 590 uyM 100 % 390 UM 100 % 1,240,3 (1,1 mM) n= 11

n: Anzah! unabhé&ngiger Experimente; die einzelnen Experimente wurden als dreifache Ansatze durchgefiihnt.

Das Peptid # 5 war bei 1 nM [Ca®] der effizienteste Inhibitor der GC-Aktivitat in ganzen ROS
(etwa 90 % maximale Inhibierung mit einem ICs-Wert von etwa 100 uM). Bei 23,5 uM [Ca®]
wurde die GC-Aktivitat durch dieses Peptid weniger stark inhibiert (etwa 50 % maximale
Inhibierung mit einem ICso-Wert von etwa 300 pM). Damit hatte das Peptid #5 einen sehr
stark hemmenden EinfluB auf die Ca®*-abhingige Aktivierung der GC in ganzen ROS. Durch
sattigende Konzentrationen des Peptides # 5 wurde die Ca?*-abhangige Aktivierung um etwa
80 % reduziert (— Abbildung 3.9 A-C, Tabelle 3.2). Das Peptid #36 inhibierte die GC-Aktivi-
tat bei 1 nM [Ca®*] und bei 23,5 UM [Ca*] etwa gleich stark. Die maximale Inhibierung der
GC-Aktivitat durch dieses Peptid betrug etwa 90 %. Der Wert fiir die Ca**-abhangige Aktivie-
rung wurde durch die hdchsten eingesetzten Konzentrationen des Peptides #36 (1,2 mM)
signifikant um etwa 50 % erhéht (— Abbildung 3.9 A-C, Tabelle 3.2). Auch durch das Peptid
#82 wurde die GC-Aktivitat bei 1 nM [Ca™] und bei 23,5 uM [Ca®"] etwa gleich stark inhibiert.
Dieses Peptid hatte aber keinen signifikanten EinfluB auf die Ca?*-abhangige 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-Aktivitat. Der bei der Durchmuste-

rung beobachtete EinfluB des Peptides #63 aus der Peptidbibliothek (— 3.3) war also mit
dem gereinigten Peptid nicht reproduzierbar.
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Abbildung 3.9 Konzentrationsabhiingige Inhibierung der GC-Aktivitat in ganzen ROS durch
die Peptide # 5 (O), #36 (@), #63 (1) und #82 (m); A,D: Normalisierte GC-Aktivitat
in ganzen ROS bei 1 nM [Ca®'] (-Ca); die spezifische Aktivitat in den Kontrollen
(normalisierte Aktivitat 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)™" (#82). B,E: Normalisierte GC-Aktivitat bei 23,5 yM
[Ca®*] (+Ca™); die spezifische Aktivitdt 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™ mg(Rh)™* (#82). C,F: Nor-
malisierte Ca®*-abhangige Aktivierung der GC in ganzen ROS, d.h Quotient der
normalisierten Aktivitaten 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 Ansét-
zen + Standardabweichung; die Reaktionen enthielien 100 yM ATP. Die durchgezo-
genen Kurven in A, B, D und E wurden nach der Hill-Gleichung (s.0.) berechnet; die
durchgezogenen Kurven in C und F zeigen den Quotienten der Kurven aus A und B

bzw. D und E.

1 10 100 1000
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Die Peptide # 5, #36 und #82 waren effektive Inhibitoren der GC-Aktivitat in ganzen ROS.
Obwohl das Peptid #82 in der Durchmusterung der Peptidbibliothek nach Peptiden, die
GCAP-1 binden, ein Bindungssignal erzeugte (— 3.4), hatte es im Gegensatz zu den Pepti-
den # 5 und #36 keinen EinfluB auf die Ca?*-abhéngige Aktivierung der GC in ganzen ROS
(s.0.). Daher wurden die weiteren Untersuchungen auf die zwei Regionen aus der Juxta-
membrandomine der ROS-GC1 konzentriert, die durch diese beiden Peptide reprasentiert
werden.

Zwei Peptide, # 3a und #34a, die jeweils einen groBeren 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 (— Anhang D.2).

Der EinfluB der Peptide # 3a und #34a auf die GC-Aktivitat in ganzen ROS wurde bei 1 nM
[Ca?] und 23,5 uM [Ca®*] untersucht (— Abbildung 3.10). Die ICs-Werte und die Maximal-
werte flir die Inhibierung der GC-Aktivitat in ganzen ROS durch die Peptide # 3a und #34a
werden in Tabelle 3.3 zusammengefaBt.

Tabelle 3.3 Konzentrationsabhéngige Inhibierung der GC-Aktivitét in ganzen ROS durch

die Peptide # 3a und #34a.
1 nM [Ca?] 23,5 pM [Ca®™]
) , . normalisierte Ca**-abhéngige
Peptid ICso I:wnhail;;renrﬁlrs ICso In;)gg!male Aktivierung bei der angege-{| Bemerkungen
g nNIbIeruNg | senen Peptidkonzentration
#3a 250 pM 61% 690 pM 72 % 0,8+0,1 (0,9 mM) n= 11
#34a 250 pM 100 % 150 M % 1,5£0,2 (0,6 mM) =1
W W 100 % 0.7+0,1 (1.2 mM) n=1

1 _— . o
n: Anzahl unabhéngiger Experimente; die einzelnen Experimente wurden als dreifache Ansitze durchgefiihrt.

Das Peptid # 3a war weniger effektiv als # 5. Bei 1 nM [Ca**] wurde die GC-Aktivitat in gan-
zen ROS durch # 3a weniger stark inhibiert als durch # 5 (s.0.; — Abbildung 3.10). Die Ca®**-
abhéngige 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-Aktivitat bei 1 nM [Ca*] und
bei 23,5 M [Ca®*] vollsténdig unterdriickt. Die ICso-Werte flir diese Inhibierung waren
150 uM (23,5 uM [Ca®*]) bzw. 250 uM (1 nM [Ca®). Der EinfluB des Peptides #34a auf die
Ca®**-abhéngige Aktivierung war biphasisch (— Abbildung 3.10). Durch 0,6 mM Peptid wurde
der Wert der Ca?*-abhéngigen Aktivierung um etwa 50 % erhoht. Bei héheren Peptidkonzen-
trationen unterdrlickte #34a die GC-Aktivitat bei 1 nM [Ca®*] und bei 23,5 UM [Ca?] fast voll-
standig (>95 %). Dadurch wurde die Ca?*-abhangige Aktivierung deutlich reduziert.
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Abbildung 3.10 Konzentrationsabhingige Inhibierung der GC-Aktivitit in ganzen ROS durch
die Peptide # 3a (O) und #34a (®); A: Normalisierte GC-Aktivitat in ganzen ROS
bei 1 nM [Ca®] (-Ca?®); die spezifische Aktivitat in den Kontrolien (normalisierte
Aktivitat 1,0) betrug 5,7+0,8 (#3a) und 14,4+0,7 pmo! min™ mg(Rh)" (#34a). B:
Normalisierte GC-Aktivitat bei 23,5 pM [Ca®] (+Ca™); die spezifische Aktivitét in den
Kontrollen betrug 0,56+0,05 (# 3a) und 1,70+0,03 pmol min™ mg(Rh)* (#34a). C:
Normalisierte Ca®*-abhingige Aktivierung der GC-Aktivitat in ganzen ROS, d.h.
Quotient der normalisierten Aktivititen 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 Anséizen + Standardabweichung; die
Reaktionen mit Peptid #34a enthielten 100 yM ATP. Die durchgezogenen Kurven in
A und B wurden nach der Hill-Gleichung (s.0.) 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 méglicherweise eine Funktion fir die Ca?*-abhingige Regulation
durch GCAP-1 haben. Diese Regionen werden durch die Peptide # 5, #36, #63 und #82
reprasentiert. Die Untersuchung der Konzentrationsabhéngigkeit des Einflusses dieser Pep-
tide auf die GC-Aktivitat in ganzen ROS zeigte, daB nur zwei davon (# 5 und #36) einen Ein-
fluB auf die Ca2*-abhingige Aktivierung der GC in ganzen ROS haben. Das Peptid # 5 greift
dabei bevorzugt den Ca?*-freien (aktivierten) Zustand der ROS-GC an, wahrend das Peptid
#36 sowohl auf den aktivierten als auch auf den Ca?*-gebundenen (basalen) Zustand wirkt.
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Der EinfluB des Peptides #36 auf den basalen Zustand ist dabei stérker als auf den akti-
vierten Zustand.

Eine verlangerte Version des Peptides # 5, # 3a, hat einen deutlich schwécheren EinfluB auf
die GC-Akitivitat in ganzen ROS. Wahrscheinlich behindern die zusétzlichen Aminosduren
einen Angriff des Peptides auf den funktionellen Komplex der ROS-GC. Eine verlangerte
Version des Peptides #36, #34a, hatte einen starkeren EinfluB auf die GC-Aktivitat. Die zu-
satzlichen Aminosauren verstirken also den EinfluB des Peptides auf den funktionellen
Komplex der ROS-GC.

3.5.2 Konzentrationsabhangige Inhibierung der GC-Aktivitat 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 unabhangig von der Aktivierung durch GCAP
an. Diese Vorstellung kann dadurch berprift werden, daB man den EinfluB der Peptide auf
die Aktivitat der ROS-GC in Abwesenheit von GCAP (Basalaktivitat) untersucht.

Daher wurde die GC-Aktivitdt gewaschener ROS-Membranen, deren endogenes GCAP ent-
fernt worden war (— 2.9.1), bei steigenden Konzentrationen der Peptide # 5, # 3a, #36 und
#34a gemessen (— Abbildung 3.11). Die Peptide # 5 und # 3a waren ineffektive Inhibitoren
der Basalaktivitdt der ROS-GC. Die Inhibierung bei den héchsten eingesetzten Peptidkon-
zentrationen betrug 23 % (1,5 mM # 5) bzw. 43 % (1,7 mM # 3a). Durch die Peptide #36 und
#34a wurde die Basalaktivitat der ROS-GC fast vollsténdig unterdriickt. Die ICsq-Werte fiir
diese Inhibierung waren 460 uM (#36) bzw. 270 pM (#34a).

Die Untersuchung des Einflusses der Peptide auf die Aktivitat gewaschener ROS-Membra-
nen zeigte, daB das Peptid # 5 nur mit dem funktionellen Komplex der ROS-GC im aktivier-
ten Zustand wechselwirkt, wahrend die Peptide #36 und #34a den basalen Zustand der
ROS-GC angreifen. Die Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 bzw. #36 repra-

sentiert werden haben also vermutlich sehr verschiedene Funktionen fiir die Ca?*-abhéngige
Regulation durch GCAP-1.
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Abbildung 3.11 Konzentrationsabhéngige Inhibierung der GC-Aktivitit in gewaschenen ROS-
Membranen durch die Peptide # 5 (@), # 3a (O), #36 (W) und #34a (O); A,B: Nor-
malisierte GC-Aktivitat gewaschener ROS-Membranen; die spezifische Aktivitat in
den Kontrollen (normalisierte Aktivitdt 1,0) betrug 4,45+0,8 (#5 und #36) und
4,56+0,18 pmol min™ mg(Rh)" (# 3a und #34a). Die Daten sind Mittelwerte aus drei-
fachen Ansatzen + 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-Aktivitat
in ganzen ROS bei 1 nM [Ca®*] ohne bzw. mit 20 uM exogenem QCAP-1 und ohng
(-) bzw. mit 320 uM # 5 (A) oder 1 mM #36 (B). Die Daten sind Mittelwerte aus drei-

fachen Ansitzen + Standardabweichung; die Reaktionen enthielten 100 uM 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 storen, sollte ihr EinfluB dadurch aufzuheben sein, daB die Konzentration von
GCAP-1 erhoht wird.

Dafiir wurde die GC-Aktivitit in ganzen ROS bei 1 nM [Ca?*] durch sattigende Konzentratio-
nen der Peptide # 5 (320 pM) und #36 (1 mM) unterdriickt. Parallel wurde dasselbe Experi-
ment in Gegenwart von 20 yM GCAP-1 durchgefiihrt. In dem Experiment, dessen Ergebnis
in Abbildung 3.12 gezeigt wird, wurde die GC-Aktivitat in ganzen ROS durch 320 pM des
Peptides #5 auf 17 % reduziert. Durch 20 pM exogenes GCAP-1 wurde der EinfluB des
Peptides fast vollstandig aufgehoben. Der Wert der GC-Aktivitat betrug dabei 91 % des
Wertes der Kontrolle (ohne Peptid) mit 20 uM GCAP-1 bzw. 123 % des Wertes der Kontrolle
ohne exogenes GCAP. Durch 1 mM des Peptides #36 wurde die GC-Aktivitat auf 9 % redu-
ziert. Durch 20 pM exogenes GCAP-1 wurde der EinfluB von #36 zum gréBten Teil aufgeho-
ben. Der Wert der GC-Aktivitat betrug dabei 70 % des Wertes der Kontrolle mit 20 UM
GCAP-1 bzw. 105 % des Wertes der Kontrolle ohne exogenes GCAP.

Durch exogenes GCAP-1 wurde der EinfluB der Peptide # 5 und #36 auf die GC Aktivitat in
ganzen ROS aufgehoben. Der inhibierende EinfluB der Peptide auf die GC-Aktivitat beruht
wahrscheinlich nicht auf einer direkten Wechselwirkung mit GCAP-1, da bereits ein molares
Verhaéltnis von GCAP-1 zu Peptid von 1:16 (# 5) bzw. 1:50 (#36) ausreichend war, um diesen
EinfluB aufzuheben. Eine erhdhte Konzentration von GCAP-1 schiitzt 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-Aktivitit in ROS (=
3.3, 3.5) zeigte, daB die Peptide die Ca**-abhingige Regulation der GC in ROS durch GCAP
stéren. Die Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und #36 reprasentiert werden,
haben wahrscheinlich eine zentrale Funktion fiir die Regulation durch GCAP-1. Die Bindung
von maéglichen Zielproteinen (einschlieBlich GCAP-1) an Peptide, die diese Regionen abbil-
den, wurde untersucht, um Informationen (iber den Mechanismus zu erhalten, durch den
diese Regionen ihre Funktion erfiiilen.

3.6.1 Affinitdtschromatographie

Die Peptide # 5 und #36 beeinflussen die Aktivitat der GC in ROS durch unterschiediiche
Mechanismen. Obwohl beide Peptide die Ca?**-abhéngige Reguiation der GC in ROS durch
GCAP storen, ist es fiir beide Peptide unwahrscheinlich, daB sie GCAP-1 in einem Verhéltnis
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 reprasentiert werden.

Dafiir wurden die Peptide # 3a bzw. #34a (iber eine zusétzlich angefiigte N-terminale Cys-
teyl-Glycin-Gruppe an Sepharose 4B gekoppelt (immobilisiert) (— 2.11.1). Die Peptide # 3a
bzw. #34a bilden jeweils einen groBeren Bereich der Regionen ab, die von den Peptiden # 5
bzw. #36 reprasentiert werden (— 3.5.1). Die Bindung von Proteinen aus drei verschiedenen
Praparationen, namlich solubilisierten ganzen ROS, einem Extrakt der l6slichen ROS-Pro-
teine (DEX, — 2.11.3) und solubilisierten gewaschenen ROS-Membranen, an die Peptidaffi-
nitats-Sepharosen wurde bei 1 nM [Ca®] bzw. 1 mM [Ca*] (1 mM CaCly) untersucht (—
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 durchgeftihrt, die den Pufferbedingungen fiir die Bestimm‘ung der GC-
Aktivitat entsprachen (— 2.9, 2.11.5). Dies fiihrte dazu, daB die haufigsten [6slichen Proteine
aus ROS (Recoverin, Mg, 26 kDa; Transducin ¢. / B, Map, 38 kDa / 35 kDa; Arrestin, May,
48 kDa; PDE, M.y, 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, wurder: in

Gegenwart des Detergens n-Dodecyl-B-D-maltosid (1 %(w/v)) und bei einer hoheren Salz-
konzentration (180 mM KCI) durchgefihrt. Diese Pufferbedingungen wurden gewahit, um die
Membranproteine, die in den Praparationen enthalten waren, effektiv zu solubilisieren. Durch
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diese Pufferbedingungen wurde die unspezifische Bindung von Proteinen an die Pep-
tidaffinitats-Sepharosen reduziert. Ein geringer Anteil des Rhodopsins (Map, ~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 Mg, (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 unabhéngig davon, ob die
Experimente bei 1 nM [Ca®] oder bei 1 mM [Ca®*] durchgefilhrt 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
Magp ~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-GCH, die durch das Peptid # 3a abgebildet wird, ist wahrscheinlich an einer inter- oder
intramolekularen Wechselwirkung beteiligt, die eine Funktion fiir die Ca*-abhéngige Regu-
lation durch GCAP-1 hat (— 3.5). Daher sollten die Proteine, die spezifisch an # 3a-Sepha-
rose banden, identifiziert werden, um zu klaren, ob méglicherweise ein funktioneller Zusam-
menhang zwischen diesen Proteinen und der ROS-GC existiert.

Dafiir wurden in den Fraktionen, die bei Bindungsexperimenten erhalten wurden (s.0.),
bekannte Proteine aus ROS immunchemisch nachgewiesen. Das Ergebnis wird fir einige
Proteine in Abbildung 3.14 gezeigt. In Tabelle 3.4 wird das Bindungsverhalten aller immun-
chemisch nachgewiesenen Proteine gegeniiber der # 3a-, der #34a- und der Cysteinsepha-
rose (Kontrolle) zusammengefaBt. Keines der untersuchten Proteine wurde durch irgendeine
der Peptidaffinitats-Sepharosen in der Hochsalzfraktion angereichert. Daher galt ein Protein
dann als gebunden, wenn es im Eluat (0,5 % SDS) der entsprechenden Peptidaffinitats-

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 Affinitatschromatographie an # 3a- und #34a-Sepharose; A: Bindung von Pro-
teinen aus ganzen solubilisierten ROS (ROS) an # 3a-, an #3ga- und an Cysteinse-
pharose (C) bei 1 mM [Ca®*] (1 mM CaCl,) (+) bzw. 1 nM [Ca®’] (-). B: Bindung von
I6slichen 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 Ausgangspraparationen
(ROS / DEX / M) wurden durch 10 % (ROS und M) bzw. 15 % (DEX) SDS-PAGE
getrennt und mit kolloidalem Silber geférbt. 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 Affinitatschromatographie 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 [Ca®*] (1 mM
CaCly) (+) bzw. 1 nM [Ca*] (-). B: Bindung von léslichen ROS-Proteinen (DEX).
C (— 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 Ausgangspréparationen (ROS / DEX / M)

wurden durch SDS-PAGE getrennt; einzelne Proteine wurden immunchemisch
nachgewiesen (— 2.2.2.3).
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Abbildung 3.14 (Fortsetzung von S.72)

Tabelle 3.4 Affinitatschromatographie an # 3a- und #34a-Sepharose; Zusammenfassung der
Ergebnisse fiir die immunchemisch nachgewiesenen Proteine. —: keine Bindung; +:
Bindung; ++: quantitative Bindung; n.b.: nicht bestimmt.

ROS DEX ROS-Membranen
Protein | Kontrolle #3a #34a || Kontrolle | #3a #34a | Kontrolle | #3a #34a
GCAP = _ _ + + + n.b. n.b. nb.
ROS-GC _ /4] _ n.b. n.b. n.b. = ! -
Tubulin a - +/++' - - ++ - - +/++' -
Actin - + - +/= % +/-! nb’ nb.’ nb’
RGS9 o + - n.b. n.b. n.b. — + s
GARP-1/-2 _ _ = & ad + nb. nb. nb.
CNCat — _ _ nb. nb. nb. - = -
CNCR1 = = _ nb. nb. nb. - - =
PDE 4 + + + + + n.b. nb. n.b.
ABCR = _ _ nb. nb. nb. = _ _
Gra — - = +° 43 +2 n.b. n.b. nb.
GRK1 _ — _ _ n.b. n.b. n.b.
Recoverin n.b. n.b. nb. + & + n.b. nb. n.b.
Calmodulin n.b. n.b. nb. _ — = n.b. n.b. n.b.

... . " .
divergente Ergebnisse aus zwei unabhangigen Experimenten;
2, ;
in keiner Fraktion immunchemisch nachweisbar.

3. - . i
identifiziert Gber die M,,, bei der SDS-PAGE; kein immunchemischer Nachweis.
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Die Ergebnisse, die filr die Bindung von bekannten Proteinen aus ROS an die # 3a- und
#34a-Sepharose erhalten wurden, lassen sich durch die folgenden Aussagen
zusammenfassen:

e GCAP band weder spezifisch an # 3a- noch an #34a-Sepharose.

e ROS-GC und Tubulin (o)) banden spezifisch an # 3a-Sepharose; das gilt sowohl fir mem-
branassoziiertes Tubulin aus ROS-Membranen als auch fiir 16sliches 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.

o Das Transducin-GTPase-aktivierende Protein RGS9, das SENO 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, &hnlich der von Actin.

e Keines der Proteine (GARP-1 /-2, CNGCu /-B, PDE, ABCR), die in ROS einen Komplex
bilden, der durch die GARP-Proteine vermittelt wird und an dem méglicherweise auch die
ROS-GC beteiligt ist (KORSCHEN et al., 1999), band spezifisch an # 3a-Sepharose.

* Die I6slichen Proteine Transducin a (Gr.), 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 mdglicherweise 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 moglicherweise Tubulin-assoziierte Proteine. Sie
konnten bis jetzt nicht identifiziert werden. Die Region der ROS-GC1, die durch die Peptide
# 5 und # 3a reprasentiert wird, ist nach diesem Ergebnis wahrscheinlich an einer intra- oder
intermolekularen Wechselwirkung im funktionellen Komplex der ROS-GC1 beteiligt.
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3.6.2 Oberflachen-Plasmon-Resonanzspekiroskopie

3.6.2.1 Bindung des Peptides #36 und der flankierenden Peptide an immobilisiertes
GCAP-1

Das Peptid #36, das eine Region aus der Juxtamembrandomane der ROS-GC1 abbildet,
band bei der Durchmusterung der Peptidbibliothek an immobilisiertes GCAP-1 (-~ 3.4). Die-
ses Peptid war auBerdem ein effektiver Inhibitor der GC-Aktivitat in ROS (— 3.3, 3.5).
GCAP-1 band aber in einem affinititschromatographischen Experiment (— 3.6.1) nicht an
das immobilisierte Peptid #34a, eine verlangerte Version des Peptides #36.

Durch SPR-Spektroskopie wurde die Wechselwirkung der Peptide #34, #36, #38 und #34a
(— Abbildung 3.15, Anhang D.2) mit GCAP-1 untersucht, um die Funktion der Region, die
durch das Peptid #36 reprasentiert wird, genauer zu charakterisieren.

Ac-""°LYEGDWVWLKKE -NH; #34
Ac->*>DWVWLKKFPGDR-NH, #36
Ac-**"LKKFPGDRHIAI-NH, #38

3391, YEGDWVWLKKFPGDRHIAT -NH, #34a

Abbildung 3.15 Sequenzen der Peptide #34, #36, #38 und #34a; Ac-: N-te(minalg Aqgtylgruppe;
-NH,: C-terminale Amidierung. Die Indices beziehen sich auf die Aminosaurepositio-

nen in der ROS-GC1.

Die Bindung der Peptide #34, #36, #38 und #34a an immobilisiertes GCAP-1 wurde bei 1 nM
[Ca®] oder 1 mM [Ca®] (1 mM CaCl,) SPR-spektroskopisch gemessen (— 2.10.4). Dafiir
wurde jeweils etwa die gleiche Menge GCAP-1 wie in der Durchmusterung (— 3.4) immobili-
siert (etwa 4000 - 10.000 RU). Die Ergebnisse von représentativen Experimenten mit den
Peptiden #34, #36 und #34a bei 1 nM [Ca®*] werden in Abbildung 3.16 A-C gezeigt. Der
Kontakt der Peptide mit dem immobilisierien GCAP-1 erzeugte ein transientes Bindungs-
signal mit konzentrationsabhéngiger Amplitude. Auch mit den hdchsten eingesetzten Peptid-
konzentrationen wurde keine Sattigung erreicht. Die beobachteten Bindungssignale bei den
héchsten eingesetzten Konzenirationen des Peptides #34a waren uberstéchiometrisch (—
Abbildung 3.16 C). Fiir das Peptid #36 war auch bei der Durchmusterung der Peptidbiblio-
thek ein (iberstdchiometrisches Signal beobachtet worden (— 3.4). Wenn die Experimente
bei 1 mM [Ca®*] durchgefiihrt wurden, wurden qualitativ ahnliche Bindungssignale erzeugt.
Die Amplituden der Bindungssignale waren dabei um das etwa 1,5- bis 3-fache Kleiner als
bei 1 nM [Ca?']. 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 (— Abbildung

3.15).
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Fir die Auswertung der Experimente wurde an die Assoziationsphase der korrigierten Sen-
sorgramme (— 2.10.4) die folgende Exponentialgleichung mit zwei Komponenten angepaBt.

R= Req (1“("1 et (r=r0) +(1-7‘1)'e_.k‘2 (H"))) )

Dabei steht R fiir die Amplitude des Resonanzsignals, ¢ fiir die Zeit und 7, fiir den Startzeit-
punkt der Probeninjektion. Die Anpassung der Gleichung an ein Sensorgramm liefert die
Amplitude des Bindungssignals im FlieBgleichgewicht, R.,, den Wichtungsfaktor r; und die
Zeitkonstanten der Assoziation, k;; bzw. k5. Durch die Auftragung der ermittelten Req-Werte
gegen die Peptidkonzentration im Analyten erhalt man die Bindungsisotherme fiir die Bin-
dung eines Peptides an das immobilisierte GCAP-1 (— Abbildung 3.16 D-F).

Die gemessenen Bindungsisothermen fiir die Bindung der Peptide #34, #36 und #34a an das
immobilisierte GCAP-1 kénnen nicht durch eine 1:1-Bindung der Peptide an GCAP-1 erklart
werden. Firr die Bindung der Peptide an die Sensoroberfliche gab es keine erkennbare
Maximalamplitude des Bindungssignals (Sattigung). 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
Affinitatschromatographie, 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 erklart werden, daB diese
Peptide eine Tendenz zur Selbstassoziation haben. Hohe Immobilisierungsdichten von
GCAP-1 beglnstigen dann die reversible Bildung von Peptidaggregaten auf der Sensor-

oberfléche, indem sie durch die Wechselwirkung von GCAP-1 mit den Peptiden deren lokale
Konzentration erhéhen.
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Abbildung 3,16 Bindung der Peptide #34 (CI,M), #36 (O,®) und #34a (A, A) an immobilisiertes
GCAP-1; A,B,C: Bindung der Peptide an 10.000 RU immobilisiertes GCAP-1 bei
1 nM [Ca®]; die Peptidkonzentrationen betrugen 12, 29, 59, 117, 293 und 587 pM
#36 (A), 4, 10, 19, 39, 99 und 191 M #34 (B) und 6, 15, 29, 58, 146, 291 und
583 uM #34a (C). Die Experimente wurden als zweifache Ansétze durchgefiihrt; die
Sensorgramme wurden korrigiert (— 2.10.4). D,E,F: Bindungsisothermen fir die
Bindung der Peptide an 10.000 RU immobilisiertes GCAP-1; die Daten stammen
aus der Ausweriung der Experimente in A,B,C (-Ca®") und von Experimenten, die
bei 1 mM [Ca®] in der selben FluBzelle durchgefiihrt wurden (+Ca™). Die Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichung (hier: kleiner als die Gr6Be der Symbole fir die

einzelnen Datenpunkie).
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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 Uberpriifen, ob dieses Peptid tatséchlich an sich
selbst bindet.

Die Bindung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a wurde bei 1 nM [Ca®] und
bei 1 mM [Ca®*] (1 mM CaCl,) gemessen. Der Kontakt des Peptides #34a mit dem immobili-
sierten Peptid #34a erzeugte ein transientes Bindungssignal mit konzentrationsabhangiger
Amplitude. Auch mit den héchsten eingesetzten Peptidkonzentrationen wurde keine Satti-
gung erreicht. Die Amplituden des Bindungssignals waren bei 1 mM [Ca®] (1 mM CaCly)
etwa zweimal kleiner als bei 1 nM Ca®. 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 gegeniiber dem immobi-
lisierten Peptid #34a war damit qualitativ identisch mit dem Bindungsverhalten gegeniiber
GCAP-1 (— 3.6.2.1). Ein Vergleich der Bindungsisothermen fiir die Bindung des Peptides
#34a an immobilisiertes Peptid #34a und an immobilisiertes GCAP-1, die in reprasentativen
Experimenten gemessen wurden, wird in Abbildung 3.17 gezeigt.

A B

4500 -Ca* 4500 1 +Ca?*
S 3500 1 = 3500 -
T 250 | #34a T 2500
$ 1500 - g '
. _ o5 1500 -
500 4 GCAP-1 500 -
-500 F—r—rrrerrr——rrrrm 2500 ——rmrrereyrrererrren
10 100 1000 10 100 1000
[#34a] (uM) [#342] (uM)

Abbildung 3.17 B.mdung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a und an immobili-
siertes GCAP-1; A,B: Bindungsisiothermen fir die Bindung von #34a an 1200 RU
|mmob|l2|§|ertes #34a (A) Igzw. 4300 RU immobilisiertes GCAP-1 (A) bei 1 nM [Ca®']
(A, -Ca™) bzw."1 mM [Ca™] (B, +Ca™). Die Experimente wurden als zweifache An-
satze durchggfuhrt; die Req-Werte wurden aus korrigierten Sensorgrammen ermittelt
(= 2.10.4); die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Die gemessenen Bindungsisothermen fiir die Bindung des Peptides #34a an das immobili-

sie_rte Peptid #34a sind qualitativ identisch mit denen fiir die Bindung des Peptides #34a an

immobilisiertes GCAP-1. Es wurde kein Modell fiir eine Kurvenanpassung gefunden, um die

Bindungsisothermen quantitativ zu beschreiben, so daB das Bindungsverhalten des Peptides
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#34a gegenlber dem immobilisierten Peptid #34a bzw. gegeniiber GCAP-1 nicht
systematisch verglichen werden konnte.

Das Peptid #34a zeigt also unter den Bedingungen der durchgefiihrten SPR-spekiroskopi-
schen Messungen Selbstassoziation. Dieser Vorgang wird durch GCAP-1 beginstigt.

3.6.2.3 EinfluB 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). AuBerdem hatte das Peptid #34a eine Ten-
denz zur Selbstassoziation (— 3.6.2.2). Mdglicherweise bindet GCAP-1 also nur an Oligo-
mere des Peptides #34a. Als alternative Erklarung dafiir, daB GCAP-1 nicht an das immobi-
lisierte Peptid #34a band, kann man annehmen, daB durch die Immobilisierung die
Zuganglichkeit oder die Konformation des Peptides so beeinflut wurde, daB keine Bindung
mehr mdglich war. Durch die SPR-spekiroskopische Untersuchung der Wechselwirkung des
Peptides #34a mit immobilisiertem Peptid #34a in Gegenwart von GCAP-1 sollte man zwi-
schen diesen beiden Méglichkeiten unterscheiden kénnen. Wahrend in dem einen Fall (Bin-
dung von GCAP-1 an Oligomere des Peptides #34a auf der Sensoroberflache) das Selbst-
bindungssignal (—3.6.2.2) des Peptides #34a durch die zusatzliche Bindung von GCAP-1
verstarkt 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 Lésung unterdriickt 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 durchgefiihrt, 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 fihrten zu dem Ergebnis, daB die Gegenwart von GCAP-1 im Analyten die Bin-
dung des Peptides #34a an das immobilisierte Peptid #34a reduziert. In den MeBreihen, 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 &hnliches Ergebnis wurde erhalten, wenn die Bindung des Peptides #34a an
immobilisiertes GCAP-1 bei steigenden Konzentrationen von GCAP-1 im Analyten gemes-
sen wurde (— Abbildung 3.18 C,D). Diese Experimente wurden mehrmals in &hnlicher Form
wiederholt. Die unabhingigen 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 yM 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 [Ca®'] (-Ca®) in Gegenwart von 0, 1,4, 3,5, 7, 14, 35 und 70 pM
GCAP-1 (A), bzw. bei 1 mM [Ca®*] (+Ca®) in Gegenwart von 0, 1,5, 3,8, 7,5, 15,
37,5 und 75puM GCAP-1 (B). Die Experimente wurden als zweifache Ansétze
durchgefiihrt; die Sensorgramme wurden korrigiert (— 2.10.4). C,D: Req-Werte fiir
die Bindung des Peptides #34a an immobilisiertes Peptid #34a (A; R.g-Werte aus
AB) 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 fiir GCAP-1. Durch BSA (SIGMA) und Recoverin

(freundlicherweise zur Verfligung gestellt von T.Fischer, IBI-1, FZ Jiillich) 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 gel6ste Peptid #34a und verringerte dadurch dessen effektive Konzentration.
GCAP-1 induzierte dabei wahrscheinlich die Bildung Iéslicher Oligomere oder Aggregate des
Peptides #34a. Bereits bei einem molaren Verhaltnis von GCAP-1 zu Peptid von 1:12 wurde
die beobachtet Selbstassoziation des Peptides #34a an der Sensoroberfliche deutlich (etwa
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50 %) reduziert (— Abbildung 3.18). GCAP-1 im Analyten band nicht an das Peptid auf der
Sensoroberflache.

Durch die SPR-spekiroskopische Untersuchung der Wechselwirkung der Peptide #34, #36
und #34a mit GCAP-1 wurde gezeigt, daB diese Peptide eine Tendenz zur Selbstassoziation
haben. Mdglicherweise hat also die Region der ROS-GC1, die durch diese Peptide abgebil-
det wird, eine Funktion fur 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. Mdglicherweise ist die Region der ROS-GC1, die
durch die Peptide abgebildet wird, im funktionellen Komplex der ROS-GC1 als Dimer Teil der
Bindungsstelle fiir GCAP-1.

3.7 Heterologe Expression und Charakierisierung der ROS-
GC1 und ihrer mutierten Formen

Durch die Durchmusterung der Peptidbibliothek (— 3.3, 3.4) wurden Regionen der ROS-GCH1
identifiziert, die wahrscheinlich eine zentrale Funktion fiur die Ca®-abhéngige Regulation
durch GCAP-1 haben. Peptide, die zwei dieser Regionen représentieren, 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 unabhé&ngigen Ansatz untersucht werden.
Dafiir 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.

Fiir 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.
Ahnliche 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,

durchgefiihrt.
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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 konnen. Die ROS-GC1 wurde
dafiir in HEK293-Zellen transient exprimiert (— 2.7).

Die Transfektion der HEK293-Zellen mit dem Expressionsplasmid allein flihrte zu einer sehr
geringen Expression der ROS-GC1. Wenn die Zellen mit dem Expressionsplasmid fir ROS-
GC1 und dem Plasmid pRSV-Tag (DHALLAN et al., 1990) kotransfiziert wurden, konnte die
Expression der ROS-GC1 in etwa 20 % der Zelien in den Transfektionsansétzen 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-Aktivitét in den Zellmembranen der transfizierten HEK293-Zellen (— 3.7.2) etwa 4-
fach gegeniiber der GC-Aktivitat in den Zellmembranen von unbehandelten transfizierten
Zellen erhéht.

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 Kontrolizellen konnte keine GC-Aktivitat gemessen werden.

3.7.2 Aktivitét der heterolog exprimierten ROS-GC1

Nachdem die Bedingungen fiir die transiente Expression optimiert worden waren, um mog-
lichst groBe Mengen der ROS-GC1 in HEK293-Zellen zu exprimieren (— 3.7.1), wurde un-
tersucht, ob die exprimierte ROS-GC1 funktionell aktiv war.

Dafir wurde zuerst die basale Aktivitat der ROS-GC1 in den Zellmembranen von transfizier-
ten Zellen bestimmt (— 2.7.4, 2.9). Die spezifische GC-Aktivitat der Zellmembranen in Ge-
genwart von 100 uM ATP betrug mit MgGTP als Substrat 80 - 90 pmol min" mg(Protein)™
(— Abbildung 3.19 A). Mit MnGTP als Substrat war die GC-Aktivitit der Zellmembranen etwa
4-mal héher (380 pmol min™ mg(Protein)™”; Abbildung 3.21 A, wt). In den Zellmembranen von
untransfizierten Zellen konnte keine GC-Aktivitat 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-Aktivitat bei 1 nM [Ca*] mit einem ECsp-Wert von etwa 6 UM GCAP-1 um das 100-fache
gegeniiber der Basalaktivitat erhoht. Bei 23,5 uM [Ca*] wurde die GC-Aktivitat durch
GCAP-1 nur um etwa das 3-fache erhoht (— Abbildung 3.19 A). Damit wurde die Aktivitat der
heterolog exprimierten ROS-GC1, die mit 15 M GCAP-1 rekonstituiert worden war, durch
eine Verminderung der [Ca®] von 23,5 uM auf 1 nM um das 30-fache erhaht.
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Die ROS-GC1 wurde also in HEK293-Zellen funktionell aktiv exprimiert. Die heterolog expri-
mierte ROS-GC1 wurde durch GCAP-1 Ca’*-abhangig aktiviert. In dieser Eigenschaft ent-
sprach die heterolog exprimierte ROS-GC1 qualitativ dem nativen Enzym. Die Werte fiir die
maximale Aktivierung durch GCAP-1 und fiir die Ca**-abhangige Aktivierung in Gegenwart
von GCAP-1 waren aber verschieden von den Werten fiir die native ROS-GC1 (vgl.
Abbildung 3.3; 7-fache Aktivierung durch GCAP-1 und 7-fache Ca**-abhangige Aktivierung in
Gegenwart von GCAP-1).
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Abbildung 3.19 Aktivitit der heterolog exprimierten ROS-GC1; A: GC-Aktivitat der heterolog ex-
primierten ROS-GC1_in HEK293-Zellmembranen, die bei 1 nM [Ca®] (-Ca®) bzw.
23,5 M [Ca®] (+Ca®) mit steigenden Konzentrationen von GCAP-1 rekonstituiert
wurden; die Daten sind Mittelwerte aus zweifachen Ansétzen + Standardabwei-
chung; als Substrat wurde MgGTP eingesetzt; die Reaktionen enthielten 100 yM
ATP. B: GC-Aktivitat der heterolog exprimierten ROS-GC1 in COS-Zellmembranen
bei 1 nM [Ca®]; die heterologe Expression und die Messung der GC-Aktivitat

wurden durchgefiihrt, wie von DuUDA et al. (1999) beschrieben.

In COS-Zellen konnte die ROS-GC1 ebenfalls funktionell exprimiert werden. Die spezifische
basale GC-Aktivitat in den Zellmembranen der transfizierten COS-Zellen war vergleichbar
mit der basalen GC-Aktivitét in den Zellmembranen von transfizierten HEK293-Zellen. Durch
die Rekonstitution mit GCAP-1 bei 1 nM [Ca*] wurde die Aktivitat der heterolog exprimierten
ROS-GC1 in COS-Zellen aber nur um etwa das 5-fache erhéht. Der ECso Wert fir diese
Aktivierung war dabei mit etwa 1 pM GCAP-1 deutlich niedriger als der ECso-Wert fiir 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 Eigenschaiften
der beiden Zelitypen, andererseits auf unterschiedliche Reaktionsbedingungen bei der Be-

stimmung der GC-Aktivitat zuriickzufihren (= 2.9; DubAet 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 (— 3.3, 3.4, 3.5, 3.6), haben die Regionen der ROS-GCH1, die durch die Peptide
# 5 und #36 reprasentiert werden, wahrscheinlich eine zentrale Funktion fiir die Ca?*-abhan-
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 lberprifen,
ob diese Regionen tatsachlich eine Funktion fir die Regulation der ROS-GC1 haben. Im
einzelnen wurden die Regionen M**-1°** (A1), R°**-I1°"° (A2) und D**-R*"* (A3) deletiert. Dabei
wird die Region, die in der Mutante A1 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 zusétzlich zu der Region, die von dem Peptid #34a abgebildet wird, N-
terminal noch weitere 14 Aminoséuren deletiert (— Abbildung 3.20).

LCA (F57°S) LCActr (F**'s)

1 1110
‘I’M COOH

A1l
P LHIQMVSGPNKIILTLDDIT /\

541

ISDVRS IHSQLPDYTNIGLYEGDWVWLKKFPGDRH IATRPAT
A3

Abbildung 3.20 Schematische Darsteliung der ROS-GC1; Lage der Deletionen in den Mutanten

A1, A2 und A3, bzw. der Aminosiureaustausche in den Punktmutanten LCA und

L?&f‘crttr Die Bezeichnungen der einzeinen Domanen werden in Abbildung 1.3
erkla

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 Aktivitat der heterolog exprimierten Enzyme wurde be-

stimmt. AnschlieBend wurde untersucht, ob die Deletionsmutanten bei 1 nM [Ca*] durch
GCAP-1 aktiviert werden konnten.
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Die basale GC-Aktivitdt der heterolog exprimierten Deletionsmutanten A1, A2 und A3 war
gegeniiber der basalen Aktivitat der heterolog exprimierten ROS-GC1 (Wildtyp) erheblich
reduziert (— Abbildung 3.21 A,C). Die basale GC-Aktivitit der Deletionsmutante A1 betrug
26 % (HEK293-Zellmembranen) bzw. 9 % (COS-Zellmembranen) der Aktivitat des Wildtyps.
Die basale Aktivitat der Deletionsmutanten A2 und A3 betrug 3 % und 4 % (HEK-Zellmem-
branen) bzw. 7 % und 7 % (COS-Zellmembranen) der Aktivitat des Wildtyps. Die Deletions-
mutanten A2 und A3 konnten durch GCAP-1 nicht aktiviert werden (— Abbildung 3.21 B,D).
Die heterolog exprimierte Deletionsmutante A1 in HEK293-Zellmembranen wurde bei 1 nM
[Ca®*] durch GCAP-1 aktiviert (— Abbildung 3.21 B). Durch die hochste eingesetzte Konzen-
tration von GCAP-1 (15 pM) wurde die GC-Aktivitat der heterolog exprimierten Deletions-
mutante A1 gegenlber der basalen GC-Aktivitdt ohne GCAP-1 um das 18-fache erhdht. Der
entsprechende Wert fir die ROS-GC1 (Wildtyp) betragt 100 (— 3.7.2). Damit betrégt die
spezifische GC-Aktivitat der Deletionsmutante A1 in HEK293 Zelimembranen bei der Rekon-
stitution mit 15 pM GCAP-1 nur 5 % der spezifischen GC-Aktivitat der ROS-GC1 (Wildtyp) in
HEK293-Zellmembranen. in COS-Zellmembranen wurde die heterolog exprimierte Deleti-
onsmutante A1 nicht durch GCAP-1 aktiviert (— Abbildung 3.21 D).

Die reduzierte Basalaktivitét der Deletionsmutanten A1, A2 und A3 und die fehlende Aktivie-
rung durch GCAP-1 hitte méglicherweise dadurch hervorgerufen worden sein kénnen, daB
die Deletionen in diesen Mutanten zu einer gestérten Gesamtstruktur der mutierten ROS-
GC1 oder zu einem fehlerhaften Einbau in die Membranen der HEK293- bzw. COS-Zellen
gefiihrt haben. Der EinfluB des Ca?-bindenden Proteins S100p auf die GC-Aktivitat der
ROS-GC1 (Wildtyp) und der Deletionsmutanten wurde untersucht, um auszuschlieBen, daB
der Effekt der Deletionen auf die GCAP-1-abhéngige Aktivierung der ROS-GC1 durch einen
solchen unspezifischen Mechanismus hervorgerufen wurde. S1008 aktiviert die ROS-GC1
bei 10 pM [Ca?*] durch einen Mechanismus, der unabhéngig von der Ca*-abhéngigen Re-
gulation durch GCAP-1 ist (MARGULIS et al., 1996; POZDNYAKOV et al., 1997).

Durch steigende Konzentrationen von S1008 wurde sowohi die Aktivitat der heterolog ex-
primierten ROS-GC1 als auch die Aktivitat der Deletionsmutanten in COS-Zellmembranen
mit einem ECs,-Wert von etwa 1 uyM S1008 um das 6- bis 8-fache erhdht (— Abbildung
3.22). Die Struktur der Regionen der ROS-GC1, die eine Funktion fiir die Regulation durch

S100B haben, war also in den Deletionsmutanten A1, A2 und A3 intakt.

-85 -



Ergebnisse

GC-Aktivitat
(pmol min™ pg(Protein)™)

GCAP-1-abhangige
Aktivierung

A ~ C
41§ HEK208 § ]  cos
03 - MnGTP £ 2 0,15 1 MgGTP
=
0’2 . g g 0,10 T
01 1 S E 0,05 A
0,0 - £ 0,00 -
wt A1 A2 A3 & wi A1 A2 A3
B D
100 ] HEK293 ‘g’; 5 - coSs
80 4 —o— wi :% 8) 4
60 - —o— Al 5§ 3-
40 - M-
20 - IS
a/o/o O
0 2 i (5 0 T T T T T T
0 3 6 9 12 15 01 2 3 4 5
[GCAP-1] (uM) [GCAP-1] (uM)

Abbildung 3.21 Aktivitit der heterolog exprimierten ROS-GC1 und der Deletionsmutanten A1,

A2 und A3; A: GC-Aktivitéat 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 Anséatzen + Standardabwei-
chung. B: Aktivierung der ROS-GC1 und der Deletionsmutanten in HEK293-Zell-
membranen bei 1 nM [Ca®*] durch steigende Konzentrationen von GCAP-1; als Sub-
strat wurde MgGTP eingesetzt; die spezifische GC-Aktivitat in den Ansétzen ohne
GCAP-1 (Aktivierung 1,0) betrug (91,8+0,7)-10° (wi), (25+6)-10° (A1), (1,8+0,4)-10°
(A2) und (2,240,1)10° pmol min™ pg(Protein) (A3); die Daten sind Mittelwerte aus
zweifachen Ansatzen + Standardabweichung; Die Reaktionen in A und B enthielten
10_0 UM ATP. C: GC-Aktivitat der heterolog exprimierten ROS-GC1 (wt) und der De-
letionsmutanten A1, A2 und A3 in COS-Zelimembranen. D: Aktivierung der ROS-
GC1 und der Deletionsmutanten in COS-Zellmembranen bei 1 nM [Ca?*] durch stei-
gende Konzentrationen von GCAP-1; die spezifische GC-Aktivitat in den Ansatzen
ohne GCAP-1 (Aktivierung 1,0) betrug (110£7)-10° (wi), (101)-10°® (a1), (81)-10°
(A2) und (9ij)-10' pmol min™ g(Protein)™ (A3). Die heterologe Expression in COS-
Zellen und die Messung der GC-Aktivitat in C und D wurden durchgefiihrt, wie von

DUDA gt al. (1999) beschrieben. Die Daten fiir die ROS-GC1 (wt) in B und D werden
in Abbildung 3.19 als spezifische Aktivitaten gezeigt.
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Abbildung 3.22 Aktivitit der heterolog exprimierten ROS-GC1 und der Deletionsmutanten A,
A2 und A3 - Aktivierung durch S100p; Aktivierung der ROS-GC1 und der Deleti-
onsmutanten in COS-Zellmembranen durch steigende Konzenirationen von S100B;
die heterologe Expression und die Messung der GC-Aktivitat wurden durchgefahrt,
wie von DUDA et al. (1999) beschrieben.

Die Deletion der Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und #36 reprasentiert
werden, filhrte zu einer deutlich reduzierten Basalaktivitét der Deletionsmutanten gegeniiber
der ROS-GC1 (Wildtyp). Die Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1 wurde durch die De-
letionen stark beeintréchtigt bzw. aufgehoben. Diese Ergebnisse bestétigten, daB die Regio-
nen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5 und #36 représentiert werden, eine zentrale
Funktion fiir die Ca®*-abhangige Regulation durch GCAP-1 haben.

3.7.4 Charakterisierung der Punktmutanten LCA (F°"°s) und LCActr
(F647S)

Ein weiterer, physiologischer Befund zeigt, daB die Region der ROS-GC1, die durch das
Peptid #36 reprasentiert wird, eine zentrale Funktion fiir 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) verkniipft. Eine der identifizierten verantwortlichen Veranderungen ist eine
Punktmutation, die zum Aminoséureaustausch F**s filhrt (PERRAULT et al., 1996). Die ho-
mologe Aminosaure in der ROS-GC1 des Rindes ist F*”° 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 Aminoséureaustausches fiir die Aktivitat der ROS-GC1

untersucht.
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Dafiir wurden die Mutanten LCA (F*°s) und, als Kontrolle, LCActr (F*’s) hergestellt (—
Abbildung 3.20) und in COS-Zellen heterolog exprimiert. Der Austausch der einzelnen Ami-
nosaure F*° fihrt zu den gleichen funktionellen Konsequenzen, wie die Deletion der ge-
samten Region, die durch das Peptid #36 abgebildet wird (— Abbildung 3.21, A2 und AS3).
Die Basalaktivitat der mutierten Form war drastisch reduziert, die Fahigkeit zur Aktivierung
durch GCAP-1 war verloren gegangen und die Aktivierung durch S100B war nicht beein-
trachtigt. Die Kontrolimutante 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 fiir die Ca®*-abhingige Regulation durch GCAP-1 haben. Dafiir wurde eine
Peptidbibliothek synthetisiert und durchmustert, die verschiedene Domanen der ROS-GC1
auf lberlappende 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 gewahiten experimentellen Ansatzes disku-
tiert (— 4.1). AnschlieBend werden die Eigenschaften der identifizierten Peptide und der ent-
sprechenden Deletionsmutanten betrachtet. Daraus werden Hypothesen {iber die Funktion
der entsprechenden Regionen der ROS-GC1 abgeleitet (— 4.2). SchlieBlich werden diese
Hypothesen zusammen mit Daten aus der Literatur in einem Modell fiir die Regulation der
ROS-GC1 integriert (— 4.3).

4.1 Probleme des experimentellen Ansatzes

Das Ziel dieser Arbeit war es, in einem groBen Protein (ROS-GC1) Regionen mit spezifi-
schen Funktionen (fiir die Regulation durch GCAP-1) zu identifizieren, d.h. in einer langen
Aminosduresequenz kurze funktionelle Motive zu finden. Da ein neuartiger regulatorischer

Mechanismus untersucht wurde, war die vorher verfiigbare Information (iber die Lage dieser

Regionen sehr begrenzt. Dabei war die Untersuchung nicht auf einen einzelnen funktionellen

Aspekt, d.h. die Identifizierung GCAP-1-bindender Regionen, beschrénkt, sondern es soliten,

wenn méglich, Informationen (iber verschiedene Aspekte des regulatorischen Mechanismus

gewonnen werden.

Es gibt verschiedene experimentelle Moglichkeiten fiir die Losung dieser Aufgabe:

* Bei einem , klassischen* molekularbiologischen Ansatz werden identifizierbare Doméanen
oder willkiirlich festgelegte Regionen des untersuchten Proteins deletiert oder durcfh die
entsprechenden Doménen 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-GCH1 fiir die Ca?*-abhingige Regulation durch GCAP-1
belegt worden (DUDA et al., 1996a; LAURA und HURLEY, 1998). Wenn in einem groBfan
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 groBe Anzahl von Mutanten herzustellen und zu untersuchen. Der
Vorteil dieses Ansatzes ist, daB dadurch das intakie Protein mit spezifischen Funkti-
onsstérungen erhalten werden kann. Andererseits muB bei der heterologen Expression
von Mutanten sichergestellt werden, daB durch die eingefiigten Mutationen keine unspe-
zifischen Effekte wie z.B. eine unspezifisch gestorte Tertiérstruktur der Mutanten oder
eine fehlerhafte subzelluldre Lokalisation hervorgerufen werden. Dafilr sind zuséatziiche
funktionelle Kontrollen notwendig. Der notwendige Arbeitsaufwand fiir den , klassischen*
molekularbiologischen Ansatz steigt proportional mit der gewlinschten Genauigkeit fur die
Lokalisierung einer gesuchten Region.

« Die Durchmusterung biosynthetischer Peptidbibliotheken hat in den letzten Jahren zu-
nehmend an Bedeutung fiir die Identifizierung von Bindungspartnern in biologischen Sys-
temen gewonnen (zur Ubersicht s. z.B. SHUSTA et al., 1999). Die bekanntesten Systeme
fur die effiziente Durchmusterung groBer Mengen biosynthetischer Peptide sind die
,phage-display“-Methode (zur Ubersicht s. z.B. CORTESE et al., 1996; KOIVUNEN et al.,
1999; Rob! und MAKOWSKI, 1999) und das , yeast-two-hybrid“-System (zur Ubersicht s.
z.B. DREES, 1999; VIDAL und LEGRAIN, 1999). Mit der phage-display“-Methode kénnen
sehr groBe Bibliotheken (10° - 10'°) zufillig generierter Peptide durchmustert werden, die
jeweils den n-dimensionalen Sequenzraum n-merer Peptide (das heiBt z.B. alle 20° még-
lichen 9-meren Peptide) teilweise oder .vollstandig abbilden. Diese Peptide werden als
Teile der Hille von Bakteriophagen exprimiert und auf die Bindung an vorgegebene Ziel-
molekiile durchmustert. Der Vorteil dieser Methode ist, daB der gesamte Sequenzraum
durchmustert wird und damit in einem Ansatz im Prinzip die vollstandige Information (iber
die Bindungssignaturen fiir das untersuchte Zielmolekill gewonnen werden kann (es
kénnte also z.B. die Menge aller 9-meren Peptide gefunden werden, die an GCAP-1 bin-
den). Zu den Nachteilen dieser Methode gehdrt im allgemeinen ein schlechtes Signal-
Rauschverhalinis. Der einzige funktionelle Aspekt, der bis jetzt mit dieser Methode
untersucht werden kann, ist die Bindung an das vorgegebene Zielmolekiil. Mit dem
» yeast-two-hybrid“-System kénnen unter anderem alle Proteine, die in organspezifischen
cDNA-Bibliotheken kodiert werden, oder groBe Serien von mutierten Proteindomanen auf
die Bindung an ein Zielmolekiil durchmustert werden. Gegenuber der , klassischen® funk-
tionellen Untersuchung von Mutanten (s.0.) zeichnet sich die Durchmusterung mit dem
» yeast-two-hybrid“ -System durch eine sehr viel hohere Durchmusterungseffizienz und
eine sehr viel héhere Anfalligkeit flir experimentelle Artefakte aus.

e In den letzten Jahren sind verbesserte Methoden der chemischen Peptidsynthese verflig-
bar geworden, die die parallele Synthese einer groBen Anzahl von Peptiden erlauben (zur
Ubersicht s. z.B. FOX, 1995; LEBL und KRCHNAK, 1997). Damit ist es z.B. méglich, groBe
kombinatorische Peptidbibliotheken herzustellen, oder die Sequenz eines Proteins voll-

standig 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 kdnnen dann auf die Bindung bestimmter Zielmolekiile oder auf ihre biolo-
gische Aktivitét (z.B. den EinfluB auf die Aktivitat eines bestimmten Enzyms) durchmustert
werden.

Fur 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 verfugbarer Informatio-

nen dber die Regulation durch GCAP-1 wurden Dominen der ROS-GC1 ausgewahlt, die
wahrscheinlich die gesuchten regulatorischen Regionen enthielten (— 1.4.1). Diese Doma-
nen wurden dann in einem engen Raster auf eine Bibliothek chemisch synthetisierter Peptide
abgebildet, die in zwei verschiedenen Ansatzen durchmustert wurden (— 3.3, 3.4). Dafir
wurde eine begrenzte Anzahl (92) von Peptiden in einer Menge von jeweils mehreren pmol

(mehreren mg) hergestellt, um ausreichend Material fiir die durchgefiihrien biochemischen

Untersuchungen zur Verfiigung zu haben. Mit der information, die durch die Untersuchung

der Peptide gewonnen wurde, wurden schlieBlich Mutanten der ROS-GC1 hergestelit und

charakterisiert (— 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 Beschrankung auf bestimmte Domé&nen der ROS-GC1, die auf die Peptidbibliothek
abgebildet wurden, birgt das Risiko, daB wichtige regulatorische Regionen nicht gefunden
werden kénnen, die, entgegen den Erwartungen, Teile anderer Doménen der ROS-GCH1
sind.

* Die meisten der hergestellten 12-meren Peptide bilden wahrscheinlich keine ausgeprégte
Sekundarstruktur aus. lhre apparente Affinitat fir ihre Zielregionen ist damit mdglicher-
weise erheblich niedriger, als die Affinitat der abgebildeten Regionen in der ROS-GCH, bei
denen die Sekundérstruktur durch die Proteinumgebung fixiert ist.

* Mdglicherweise vorhandene diskontinuierliche Wechselwirkungsstellen kénnen durch die
Untersuchung von Peptiden, die die Primérstrukiur eines Proteins (der ROS-GC1) linear
abbilden, nur sehr schlecht oder gar nicht gefunden werden.

* Bei der parallelen Synthese vieler Peptidé ist es nicht mdglich, die Reaktio.nsbe-dingungen
fir jedes einzelne Peptid zu optimieren, so daB die Ausbeute und Reinhelt"zwnschen‘ den
einzelnen Peptiden erheblich schwanken kann (= Anhang E). Dadurch k?nnen -I.oel der
Durchmusterung der Peptidbibliothek funktionell wichtige abgebildete Regionen Uberse-
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hen werden. Die Abbildung der ausgewéhlten Domanen der ROS-GC1 auf die Peptidbi-
bliothek erfolgte mit einem engen Raster und mit einem groBen Uberlappungsbereich
zwischen aufeinanderfolgenden Peptiden (12-mere Peptide, die jeweils um 2 AS versetzt
waren; — Anhang D.1), um dieses Risiko zu minimieren. Andererseits konnen durch Ne-
benbestandteile der synthetisierten Rohpeptide falsch-positive Signale erzeugt werden.
Tatsschlich wurde in dieser Arbeit filr das Rohpeptid #63 ein EinfluB auf die Ca®*-abhén-
gige Aktivierung der GC in ganzen ROS festgestellt, der fiir das gereinigte Peptid #63
nicht reproduziert werden konnte (— 3.3, 3.5). Das Rohpeptid #63 war bei der Synthese
der Peptidbibliothek als heterogenes Gemisch mehrerer Komponenten angefallen (—
Anhang E).

Bei jedem Ansatz, mit dem lange Aminos&uresequenzen nach unbekannten funktionellen
Motiven durchsucht werden, treten ahnliche systematische Probleme und jeweils methoden-
spezifische experimentelle Probleme auf. Der Ansatz, der fiir diese Arbeit gewahlt wurde,
stellt einen KompromiB dar, der es erlauben sollte, mit verniinftigem experimentellen Auf-
wand regulatorische Regionen in gezielt ausgewéahlten Doméanen der ROS-GC1 zu identifi-
zieren. Durch den Einsatz von verschiedenen, sich ergdnzenden Methoden wurden gleich-
zeitig verschiedene Eigenschaften interessanter Regionen der ROS-GC1 untersucht.
Dadurch wurden sich ergénzende 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 (— 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 Durchmusterungsansatzen 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 verlangerten 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 (™ - 1%, — Abbildung 4.2
A). Dieses Peptid band bei der Durchmusterung nicht an GCAP-1 (— 3.4), hatte aber einen
erheblichen EinfluB auf die Ca**-abhingige Aktivierung der GC in ROS (- 3.3, 3.5.1). Die
basale GC-Aktivitat in ROS wurde durch das Peptid kaum beeinfluBt (- 3.5.2). Daraus I&Bt
sich schlieBen, daB das Peptid eine intra- oder intermolekulare Wechselwirkung im funktio-
nellen Komplex der ROS-GC stort, die fiir den Ubergang dieses Komplexes in den aktivier-
ten Zustand notwendig ist. Alternativ lassen sich die erwahnten Ergebnisse dadurch erkla-
ren, daB eine Stérung des funktionellen Komplexes der ROS-GC durch das Peptid #5
bevorzugt im aktivierten Zustand erfolgt, weil seine Bindungsstelle dann sterisch besser zu-
ganglich ist. Die Vorstellung, daB die Bindungsstelle des Peptides # 5 tatséchlich nur be-
grenzt zuganglich ist, wird auch dadurch unterstltzt, daB die verlangerte Version des Pepti-
des # 5, # 3a (L*" - T°%), ein ineffektiver Inhibitor der Ca**-abhéngigen Akiivierung der GC in
ROS ist (— 3.5.1). Die zusétzlichen Aminoséuren behindern wahrscheinlich den Angriff des
Peptides auf den funktionellen Komplex der ROS-GC. Durch die Erhdhung der Konzentration
von GCAP-1 kann der EinfluB des Peptides # 5 auf die Ca®*-abhingige Aktivierung der GC
in ROS aufgehoben werden (— 3.5.3). Dieser Effekt von zusétzlichem GCAP-1 beruht wahr-
scheinlich nicht auf einer direkten Bindung des Peptides, da ein erheblicher molarer Unter-
schuB von GCAP-1 ausreichend war, um den EinfluB 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 gegentiber dem Peptid # 3a
(Peptidaffinitats-Chromatographie, — 3.6.1) ergab ebenfalls keinen Anhaltspunkt fir 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 ldslicher ROS-Proteine (ohne ROS-GC) band ebenfalls an das Pep-
tid # 3a. Es war bereits frilher gezeigt worden, daB wahrscheinlich ein Komplex der ROS-GC
mit zytoskeletalen Proteinen existiert (— 1.3; HALLETT et al., 1996; SCHREM et al., 1999). Die
sterische Hinderung, die méglicherweise das Peptid # 3a zu einem ineffektiven Inhibtor der
aktivierten ROS-GC macht (s.0.), ist unter den Bedingungen der Affinitatschromatographie
wahrscheinlich aufgehoben, so daB das Peptid # 3a an seine Zielregion binden kann.. Die
Peptidaffinitats-Chromatographie wurde mit solubilisierten ROS durchgefiihrt. 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
gestort. Das laBt sich unter anderem daraus schiieBen, daB eine Rekonstitut.ion der Ca®-
abhangigen Aktivierung durch GCAP fiir 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-GCH1, die durch die Peptide # 5 und # 3a reprasentiert 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 fiir den Ubergang 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 (0 - R™™; —
Abbildung 4.2 B). Dieses Peptid band bei der Durchmusterung an GCAP-1 (— 3.4). Das
Bindungssignal wurde unabhéngig von der [Ca**] erzeugt und war deutlich groBer, als es fir
eine 1:1-Bindung an GCAP-1 zu erwarten war. Das Peptid #36 inhibierte auBerdem die GC-
Aktivitat in ROS sowohl bei voller Aktivierung durch GCAP (1 nM [Ca®]) als auch im basalen
Zustand mit Ca*-geséttigtem GCAP (23,5 uM [Ca®']). Der EinfluB des Peptides auf die GC-
Aktivitat in ROS war dabei bei 23,5 uM [Ca®*] starker als bei 1 nM [Ca*] (— 3.3, 3.5.1). Die
Basalaktivitit der ROS-GC in Abwesenheit von GCAP wurde durch das Peptid ebenfalls
effektiv inhibiert (— 3.5.2). Die verléangerte Version des Peptides #36, #34a (1°°° - 1°"), ist
ebenfalls ein Inhibitor der GC-Aktivitat in ROS und ist dabei effizienter als das Peptid #36 (—
3.5.1,35.2).

Die Peptide #36 und #34a disruptieren wahrscheinlich den funktionellen Komplex der ROS-
GC unabhéngig von dessen Aktivierungszustand. Der aktivierte Komplex ist dabei etwas
unempfindlicher gegen den Angriff der Peptide.

Durch die Erh6hung der Konzentration von GCAP-1 kann der EinfluB des Peptides #36 auf
die Ca*-abhangige Aktivierung der GC in ROS aufgehoben werden (> 3.5.3). Damit ergibt
sich ein scheinbarer Widerspruch zwischen den erhaltenen Ergebnissen. Einerseits greift
das Peptid #36 die ROS-GC unabhangig von der Wechselwirkung mit GCAP-1 an (- 3.5.2),
andererseits schiitzt zusatzliches GCAP-1 die ROS-GC gegen den Angriff des Peptides. Ein
erheblicher Unterschu von GCAP-1 war ausreichend, um den EinfiuB des Peptides #36
aufzuheben (— 3.5.3).

Eine mdgliche Erklarung wére, daB eine gleichzeitige Bindung von GCAP-1 und des Pepti-
des #36 im funktionellen Komplex der ROS-GC nicht méglich ist, so daB eine erhdhte Kon-
zentration von GCAP-1 das Peptid verdréngt. Eine alternative Erklarungsméglichkeit ist, daB
GCAP-1 die Bildung von I8slichen Aggregaten des Peptides #36 induziert. Dadurch wirde
die effektive Konzentration des Peptides verringert, so daB sein EinfluB auf die GC-Aktivitat
in ROS reduziert wird. Diese Interpretation wird dadurch unterstiitzt, daB bei SPR-spektro-
skopischen Experimenten eine liberstéchiometrische Bindung des Peptides #36 an immobi-
lisiertes GCAP-1 beobachtet wurde (— 3.4, 3.6.2.1). Das Peptid #34a zeigte ebenfalls eine
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uberstochiometrische Bindung an GCAP-1 (- 3.6.2.1). Das Ergebnis eines SPR-spekiro-
skopischen Experimentes zum EinfluB von GCAP-1 auf die Selbstassoziation des Peptides
#34a (— 3.6.2.2) legte ebenfalls die Interpretation nahe, daB GCAP-1 die Bildung von 18sli-
chen Aggregaten dieses Peptides induziert (— 3.6.2.3). Weder in SPR-spektroskopischen
Experimenten noch bei der Peptidaffinitts-Chromatographie (— 8.6.1) 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 SchiuBfolgerungen tber die reprasentierte Region der ROS-
GC1 abzuleiten. Das folgende spekulative Modell kann aber zur vorlaufigen Einordnung der
experimentelien Ergebnisse dienen:

Die Region, die durch die Peptide #36 und #34a représentiert wird, hat durch ihre Selbstbin-
dung eine Funktion flir die Dimerisierung der ROS-GC1. Die dimerisierte Region bildet mog-
licherweise einen Teil einer diskontinuierlichen Bindungsstelle fiir 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 (0" - H'***; — Abbildung
4.2 C). Dieses Peptid band bei der Durchmusterung Ca®*-abhéngig an GCAP-1. Nur in Ab-
wesenheit von Ca2?* (1 nM [Ca®]) wurde ein Bindungssignal beobachtet (- 3.4). Die GC-
Aktivitat in ROS wurde durch das Peptid #82 aber unabhéngig von der [Ca?] inhibiert (—
3.5.1). Diese Ergebnisse sind inkonsistent und erlauben keine Aussage tliber die Funktion
der abgebildeten Region der ROS-GC1 fiir die Regulation durch GCAP-1. Die Region ist
zwischen der ROS-GC1 und der ROS-GC2 nicht sehr gut konserviert (— 4.2.3) und hat
deswegen maoglicherweise eine Funktion fiir Subtyp-spezifische Unterschiede bei der

Regulation der ROS-GC1 bzw. -GC2.

4.2.2 Die Eigenschaften der untersuchten mutierten Formen der

ROS-GCH
Bei der Mutante A1 war die Region der ROS-GC1 deletiert worden, die durch das Peptid # 5
abgebildet wird (4 - 1°**). Bei den Mutanten A2 und A3 war die Region, die durch das Pep-
tid #36 abgebildet wird (A3, D* - R™) bzw. eine erweiterte Region (A2, R***-I%") de'r. ROS-
GC1 deletiert worden. Die funktionellen Konsequenzen dieser Deletionen waren Uberra-
schend dramatisch. Die basale GC-Aktivitat der Mutante A1 war je nach dem venNej\ndete:n
Expressionssystem gegeniiber dem Wildtyp der ROS-GC1 um 75 % bis 90 % reduziert, die
basale Aktivitat der Mutanten A2 und A3 um 90 % oder mehr (— 3.7.3). Im Gegensatz dazu

-05-



Diskussion

hat eine Mutante, bei der die gesamte JMD und KHD der ROS-GC1 deletiert wurden, etwa
die gleiche basale GC-Aktivitat 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 gestort,
daB seine Aktivitdt drastisch reduziert wird. Dieser Effekt wird wahrscheinlich nicht durch
einen unspezifischen , Zusammenbruch® der Tertiérstruktur der JMD hervorgerufen, da der
einzelne Aminoséaureaustausch F*°s in der Region, die durch das Peptid #36 abgebildet wird
(Mutante LCA; — 3.7.4) den gleichen EinfluB hat, wie die Deletion der ganzen Region.
Moglicherweise hat die JMD in der ROS-GC1 die Funktion einer regulatorischen Domane,
die flexibel auf allosterische Einflisse wie die Bindung von ATP oder die Wechselwirkung mit
GCAP-1 reagiert. Durch die untersuchten Mutationen wird die JMD dann méglicherweise in
eine Konformation gezwungen, durch die die katalytische Aktivitdt der CCD fast vollstandig
inhibiert wird. Die sterische Fixierung dieser Konformation wéare dann bei der Mutante A1 we-
niger starr als bei den Mutanten A2 und A3. Dadurch kdnnte erklart werden, daB die Mutante
A1 eine etwas héhere basale GC-Aktivitat hat und daB sie, im Gegensatz zu den Mutanten
A2 und A3, noch eingeschrénkt durch GCAP-1 aktiviert werden kann (— 3.7.3).

Dieses Ergebnis filr die Mutante A1 zeigt auch, daB 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 iibereinstimmt (— 4.2.1.1). Fir die Re-
gion des Peptides #36 kann aus den Eigenschaften der Deletionsmutanten A2 und A3 aber
keine Aussage iber eine Beteiligung an der Bindung von GCAP-1 abgeleitet werden.

4.2.3 Die Primérstrukturen der identifizierten Regionen

Die Aminos&uresequenzen der Regionen der ROS-GC1, die von den Peptiden # 5, #36 und
#82 abgebildet werden, sind zwischen den verschiedenen Saugetieren hochkonserviert (—
Abbildung 4.2). Das gilt allerdings auch fiir das gesamte Protein (z.B. sind die Aminosaure-
reste der ROS-GC1 aus dem Rind und aus dem Menschen zu 88 % identisch und zu 93 %
konserviert). Interessanter ist der Vergleich der Primarstrukturen dieser Regionen mit den
homologen Regionen der ROS-GC2. Die Aminosaurereste 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 (— Abbildung 4.2 AB). Diese Tatsache wird besonders
deutlich, wenn man die Primérstrukturen der JMD der ROS-GC1 und der ROS-GC2 bildhaft
in einem Dotplot vergleicht (- Abbildung 4.1 A). Aufféllig ist, daB 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 kiirzlich drei photorezeptorspezifische
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neuronale partikulare GC kloniert worden (GCR1, GCR2 und GCC; HisATOM! et al., 1999),
die homolog zu den ROS-GC-Isoformen der Siugetiere sind. Wenn man die Sequenzen die-
ser drei GC mit der der ROS-GC1 vergleicht (fiir die GCR1 s. Abbildung 4.2), stellt man
ebenfalls fest, daB in der JMD die Regionen am besten konserviert sind, die von den Pepti-
den #5 und #36 abgebildet werden. Die Erhaltung dieser beiden Regionen wahrend der
getrennten Evolution der neuronalen partikularen GC spricht dafiir, daB diese Regionen
wichtige Funktionen haben, die den Mitgliedern dieser Subfamilie der partikuldaren GC ge-
meinsam sind. In den anderen beiden Unterfamilien der partikuliren 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 partikularen GC schlechter konserviert als die N- und C-terminal flankierenden Re-
gionen (— Abbildung 4.2 C). Das bedeutet, daB diese Region wahrscheinlich eher fiir einen
funktionellen Unterschied zwischen der ROS-GC1 und der ROS-GC2, wie z.B. ihre unter-
schiedliche Lokalisation (— 1.2.3.2), verantwortlich ist als fiir eine gemeinsame Eigenschait

wie die Regulation durch die Isoformen von GCAP (— 1.3).
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Abbildung 4.2  Primérstrukturvergleich der Regionen der ROS-GC1, die durch die Peptide # 5
(A), #36 (B) und #82 (C) reprasentiert werden, mit den homologen Regionen an-
derer partikularer GC; Aminosaurereste, die identisch mit den entsprechenden Re-
sten in der ROS-GC1 des Rindes sind, sind schwarz unterlegt, konservativ ausge-
tauschte Aminosaurereste grau. Die Balken (iber den Sequenzen zeigen jeweils die
Regionen, die durch die Peptide # 5, #36 und #82 abgebildet werden; der Prozent-
satz identischer (konservierter) Aminoséurereste innerhalb dieser Regionen wird je-
weils neben den Sequenzen angegeben. bt: bos taurus, hs: homo sapiens, rn: rattus
norvegicus, GCR1(ol): sehstabchenspezifische partikulare Guanylatzyklase 1 aus
oryzias latipes (Medaka-Karpfling; HisaTomi et al., 1999).
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#82

A0S GC1(ot) S S
ROS-GC1(hs) (R - ETNCINEeRtey SRy = 92 % (92 %)
ROS-GC1(rn) " e - EINIeeptey SRR Bl 92 % (92 %)
ROS-GC2(bt) *** BilvElevexofoviiBtos vElARF o 23 % (30 %)
ROS-GC2(hs) vl vox offovcilBtor vllaar ok 23 % (38 %)
ROS-GC2(rn) ** RulivlrvexofovcllfLor ABRAF ok 23 % (30 %)
GCR1(ol) " GrERET < -Eovwoeuv et L-gl 15 % (23 %)
GC-D(rn) """ sEfirl sTHE-BorwopnInolREGFAK 23 % (23 %)
GC-A(hs)  ———=——m e 0 (0)
GC-C(hs) NI VENQORLOAEFOMIANSLORR 8 % (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 partikularen GC betrachtet (— Abbildung 4.2 A),
erkennt man die folgende Konsensussequenz:
aaxGPNbIalTa.

a steht dabei fir eine aliphatische Aminosaure (1,1,M,V), b fir eine basische Aminoséaure
(K,R) und x fur eine beliebige Aminosaure. Die anderen Aminosauren sind im internationalen
Ein-Buchstabenkode angegeben. (— Anhang A). Die Sekundarstruktur der JMD der ROS-
GC1 wurde auf der Grundlage ihrer Primarstruktur vorhergesagt'. Eine solche Vorhersage
der Struktur eines Proteins kann natirlich nur als vorldufiger Anhaltspunkt bis zur
Verfiigbarkeit , harter* struktureller Information gesehen werden. Die JMD ist nach dem
Ergebnis der Vorhersage eine kompakte globulare Domane. Fir die Region des Peptides # 5
wird die Struktur eines B-Faltblattes vorhergesagt, das durch einen kurzen exponierten Loop
der Reste GPNb unterbrochen wird. Danach definiert diese Region also einen Knick (B-turn)
im Rickgrat der JMD. Nach dem Konservierungsgrad der beteiligten Aminosauren zu
schlieBen, ist die Erhaltung dieser Struktur kritisch fir die Funktion der neuronalen
partikularen GC. Die Region, die durch das Peptid # 5 abgebildet wird, liegt fast unmittelbar

hinter dem Ende der Transmembrandomane (— Abbildung 4.2 A; “'RH'R)

der Lésungsmittelzugénglichkeit mit

1
Vorhersage der Sekundérstruktur mit dem Programm PHDsec, Vorhersage
- o e/predictprotein (RosT, 1996).

dem Programm PHDacc; PredictProtein server; http//www.embl-heidelberg.d
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Die Konsensussequenz fiir die Region, die durch das Peptid #36 abgebildet wird (—
Abbildung 4.2 B), ist

ZWVWLKKF(x)1 2Gxx.
z steht dabei fiir eine saure Aminoséaure (D,E). Nach der Sekundarstrukturvorhersage bildet
die Region eine B-Faltblattstruktur aus, die nach dem konservierten Phenylalaninrest (7"
der ROS-GC1 aus dem Rind) in eine ungeordnete (Loop-)Struktur lbergeht. Dieser Phe-
nylalaninrest ist bei allen neuronalen partikularen GC konserviert, und sein Austausch gegen
die Aminosaure Serin fiihrt zu einer schweren Funktionsstérung der ROS-GC1 (— 3.7.4;
DuDA et al., 1999). Im Menschen fiihrt dieser Aminoséureaustausch 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 Ubergang zwischen zwei Sekundérstrukturelementen in der
JMD markiert, ist also extrem kritisch fiir die Funktion der neuronalen partikularen GC. Das
ungewdhnliche zwvw-Motiv in der ersten Halfte dieser Region ist notwendig fiir die GCAP-1-
induzierte Selbstassoziation von Peptiden, die diese Region abbilden (— 3.6.2.1). Damit
bildet es mdglicherweise den Kern einer Dimerisierungsstelle. Die Loop-Struktur in der zwei-
ten Halfte der Region ist zwischen den verschiedenen neuronalen partikularen GC nicht gut
konserviert.
Fiir die Region, die durch das Peptid #82 abgebildet wird, liefert die Vorhersage das Bild
einer ungeordneten Region ohne erkennbare Sekundarstrukturelemente.

4.2.4 Die a3-B4-Loop-Region aus der CCD (SOKAL et al., 1999a)

Im Labor von Dr. K. Palczewski wurde unabhéngig von der vorliegenden Arbeit eine Studie
mit einem sehr &hnlichen experimentellen Ansatz durchgefiihrt (SOKAL et al., 1999a). Dabei
wurde der gesamte intrazellulére Teil der ROS-GC1 auf Uberlappende 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. , 19993,
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 Doméne (CCD) der ROS-GC1 abbildet.
Das Peptid SOKAL#71 und seine verléngerte Version SOKAL#71' (18-mer; — Abbildung 4.3)
unterdriickten die Aktivierung der nativen ROS-GC und der heterolog exprimierten ROS-GC1
durch GCAP-1 und GCAP-2. Die apparente Affinitat der Peptide fur GCAP-2 war dabei
gréBer als die fur GCAP-1. Bei affinitatschromatographischen Experimenten banden
GCAP-1 und GCAP-2 an das immobilisierte Peptid SOKAL#71'. Damit ist es sehr wahr-
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scheinlich, daB 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
(""EVPVRT) 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 partikularer GC gezeigt. Diese Re-
gion ist zwischen allen partikularen GC jeweils etwa genau so gut konserviert wie die ge-
samte CCD. Die Verteilung geladener Aminosaurereste ist aber in der homologen Region
des Peptidrezeptors GC-C véllig anders als bei den neuronalen partikularen GC. Bei der GC-
A ist die homologe Region basischer als bei den neuronalen partikuldren GC und etwa in der
Mitte des Loops sind die Aminosduren ve durch EQ ersetzt, was eine verinderte Se-
kundarstruktur erwarten |aBt.

#SOKAL71"

+ + - + +

GISERCIOMHIN 2 VG TF RMREMPEVPVR IRIGLES)
ROS-GC2(hs) “* B SR tents 94 % (100 %)
GC-D(rn) v AR~ BOlR V- Bl 67 % (83 %)
+ + + + -

- +

GC-A(hs) **DiFSERIEE-E0- ol el 50 (78%)
- - +

GC-C(hs) “Brviiig- LeBilciBrifHEVER 50 % (78 %)

Abbildung 4.3 Primaérstrukturvergleich der Region der ROS-GC1, _die durch das Ffeptid
SOKAL#71' reprasentiert wird, mit den homologen Regionen anderer partikula-
rer GC; Aminosaurereste, die identisch mit den entspreqhenden Resten in der F{O_S-
GC1 des Rindes sind, sind schwarz unterlegt, konseryatlv'ausgetgusch‘te Aminosau-
rereste grau. Der Balken Uber den Sequenzen zglgi d_ue Region, dle.durch da_s
Peptid SOKAL#71' abgebildet wird; der Prozentsgtz identischer (konservierter) Ami-
noséurereste innerhalb dieser Region wird jeweils neben den Sequenzen angege-
ben: die Positionen der basischen Aminosauren & _u.nd r bzw. der sauren Aminosau-
ren b und £ werden durch + bzw. - Gber den jewe!llgen Sequenzen hervorgehoben.
bt: bos taurus, hs: homo sapiens, rn: rattus norvegicus.

Fiir die CCD der ROS-GC1 ist ein Homologiemodell der Tertiarstruktur verfigbar (LiU et al.,
1997). Danach bildet die Region, die durch das Peptid SOKAL#71 reprasentiert wird, einen
Loop zwischen der a3-Helix und dem p4-Faltblatt der CCD. Die homologe Region bildet in
der CCD der Adenylatzyklasen, auf deren Struktur das Homologiemodell beruht, einen Teil
der Bindungsstelle fiir die o-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine des G.-Subtyps

(TESMER et al., 1997). Diese Adenylatzyklasen werden durch Gso aktiviert.
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4.3 Modell fir die Regulation der ROS-GC1

Die minimale funktionelle Einheit aller partikuldaren Guanylatzyklasen ist das Dimer, da die
katalytische Doméane (CCD) nur im dimeren Zustand iberhaupt aktiv sein kann. An der Bin-
dung des Substrates und an der Katalyse sind jeweils Aminoséurereste beider CCD im Di-
mer beteiligt (LIU et al., 1997). Das Homologiemodell fiir die Struktur der CCD zeigt, daB die
monomeren CCD im Dimer antiparallel angeordet sind. Die Kontaktflachen der Monomere
formen eine Spalte, in der zwei katalytische Zentren liegen. Die Regulation der katalytischen
Aktivitat 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 Aminoséureresten der katalytischen Zentren fithren (zur
Ubersicht iiber die Regulation der Adenylatzyklasen s. z.B. HURLEY, 1998; HURLEY, 1999).

Die antiparallele Orientierung der CCD im Dimer fiihrt zu einer Einschréankung der méglichen
Orientierungen der gesamten ROS-GC1. Das ROS-GC1-Dimer ist damit auf eine zweizah-
lige Rotationssymmetrie festgelegt. Diese Symmetrie kénnte aber durch die Wechselwirkung
mit anderen Proteinen gebrochen werden. Die Bindung von einem Molekiil GCAP-1 an das
ROS-GC1-Dimer wiirde zum Beispiel zu einem solchen Symmetriebruch fiihren. Binden zwei
Molekile oder ein eventuelles Dimer von GCAP-1 an die ROS-GC1, bliebe die Symmetrie
des Komplexes erhalten. Die Stochiometrie von GCAP-1 zu ROS-GC1 im funktionellen
Komplex des Enzyms ist noch nicht geklart. Fir die Bildung eines Komplexes von einem
Molekil GCAP-1 mit mehreren Monomeren der ROS-GC1 spricht, daB bei der urspringli-
chen biochemischen Reinigung von GCAP-1 in ROS ein molarer UnterschuB von GCAP-1
gegenuber der ROS-GC1 gefunden wurde (etwa 1:4; FRINS, 1996). Dieses Ergebnis ist aber
wahrscheinlich zum Teil darauf zuriickzufiihren, daB bei den allgemein verwendeten Metho-
den fir die biochemische Préparation von ROS eine unbestimmte Menge von GCAP-1 verlo-
rengeht (s. z.B. in dieser Arbeit, Abbildung 3.12, die Erhéhung der GC-Aktivitat in ganzen
ROS durch die Zugabe von exogenem GCAP-1; GORCZYCA et al., 1994; FRINS, 1996). Fir
die Bindung mehrerer GCAP-1-Molekiile an die funktionelle Einheit der ROS-GC1 spricht,
daB 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 fir die Aktivierung durch rekombinantes GCAP-1 Hill-Koeffizienten / (— 3.5.1) zwi-
schen 1,3 und 1,7 beobachtet (- Abbildung 3.3 A, 7 =1,7: Abbildung 3.19 A, k= 1,3).
LAURA und HURLEY (1998) beobachteten fiir die Aktivierung der nativen ROS-GC durch
GCAP-2 ebenfalls kooperatives Verhalten. Im folgenden wird deshalb davon ausgegangen,
daB die ROS-GC1 und GCAP-1 einen Komplex mit zweizéhliger Rotationssymmetrie bilden.
Digser Komplex ist unter physiologischen Bedingungen wahrscheinlich permanent und un-
abhangig von der [Ca**] stabil (— 1.3)
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In einem solchen Komplex wiirde die (symmetrische) Konformationsanderung 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 Quartarstrukiur des Komplexes fortsetzen. Eine Konformationsanderung
z.B. in einer Region der JMD kénnte die relative Orientierung der beiden Halften der katalyti-
schen Doméne veréndern, die in der Priméarstruktur der ROS-GC1 mehr als 300 AS von der
entsprechenden Region entfernt ist, und damit einen erheblichen EinfluB auf die katalytische
Aktivitat austiben (s.0.). ‘

Die Region, die durch das Peptid # 5 abgebildet wird, wére in einem solchen Modell der er-
ste Fixpunkt im intrazellularen Teil des funktionellen Komplexes der ROS-GC1 (— Abbildung
4.4 A). Durch ihre wahrscheinliche Bindung an ein Element des Zytoskeleits (Tubuiin; —
3.6.1) wirde sie das System zur Ubertragung von Konformationsénderungen an seinem
»vorderen“ Ende verankern. Wenn diese Verankerung durch das Peptid # 5 gestort wird, ist
nach diesem Modell die ,richtige” Ubertragung der Ca®*-abhangigen Konformationsénde-
rung von GCAP-1 auf die CCD nicht mehr méglich. Dadurch unterdriickt das Peptid die Ca®*-
abhangige Aktivierung der ROS-GC1 (— 3.3, 3.5.1). Mdglicherweise ist es auch diese Ver-
ankerung der ROS-GC1 im Zytoskelett, die bei der Solubilisierung des Proteins zerstort 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, enthéit wahrscheinlich
einen B-turn und folgt fast unmittelbar auf die Transmembrandoméne (- 4.2.3). Wenn diese
Region deletiert wird (Mutante At; — 3.7.3), bekommen die beiden JMD im ROS-GC1-Dimer
eine véllig andere relative Orientierung. Diese Stérung wird dann durch den angenommenen
Torsionsmechanismus auf die relative Orientierung der beiden Héliten der CCD Ubertragen,
was deren Aktivitat erheblich beeintrachtigt (— Abbildung 4.4 B).

Die Region die durch das Peptid #36 reprasentiert wird, hat méglicherweise eine doppelte
Funktion. Sie hat wahrscheinlich teilweise die Struktur eines B-Faitblattes (— 4.2.3). Die Sei-
tenketten ihrer Aminosaurereste wiirden damit alternierend nach zwei Seiten zeigen. Die
Reste der einen Seite kdnnten Teil einer Bindungsstelle fiir GCAP-1 sein, was die beobach-
tete Wechselwirkung der abbildenden Peptide mit GCAP-1 erklaren wiirde (— 3.4, 3.6.21,
38.6.2.3.: SOKAL et al., 1999a). Andere Elemente der p-Faltblattstruktur kénnten mit der. glei-
chen Region im zweiten ROS-GC1-Monomer des funktionellen Komplexes wechsc:zlwnrken.
Fiir eine solche Funktion als Dimerisierungsregion spricht die Tendenz der abbildenden
Peptide zur Selbstassoziation (— 3.6.2). Die Region, die durch das Peptid #36 abgebi?det
wird, wére nach diesem Modell also gleichzeitig eines der , Scharniere”, die notwend.lg sind,
um Konformationsanderungen durch die ganze ROS-GC zu Ubertragen (s.0.), und einer der

Kontaktpunkte fiir GCAP-1, durch die dessen Konformationsénderungen auf Bewegungen

der ROS-GC1 (ibertragen werden (— Abbildung 4.4 A). Die Wechselwirkungen, an denen
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diese Region beteiligt ist, sind so zentral fir die Struktur des funktionellen Komplexes der
ROS-GC1, daB ihre Stérung zu einer erheblichen Verschiebung in der relativen Position der
zwei Hélften der katalytischen Doméane und damit zu einem fast vollsténdigen Aktivitatsver-
lust fiihrt (— Abbildung 4.4 C). Diese Stérung 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 Aminosaurerestes (Mutante LCA; — 3.7.4) hervorgerufen werden.
Durch eine Mutagenesestudie von KRYLOV et al. (1999) (— 1.83) wurden die Regionen von
GCAP-1 identifiziert, deren Priméarstruktur erhalten bleiben muB, damit die Aktivierung der
ROS-GC méglich ist. Diese Regionen umfassen einen groBen Teil des gesamten Proteins,
d.h. die EF-Hande 1 (dysfunktionell), 2 und 3 und eine Region die C-terminal von der EF-
Hand 4 liegt. Die EF-Hand 3 liefert vermutlich den groBten Beitrag zur Ca?*-abhingigen
Konformationsénderung des gesamten Proteins (SOKAL et al., 1999b). Die EF-Hénde 1 und
2 bilden in der Tertiérstruktur des homologen GCAP-2 (AMES et al., 1999) zusammen eine
exponierte hydrophobe Oberfldche und damit eine potentielle Protein-Protein-Wechselwir-
kungsstelle aus. Bei GCAP-2 sind etwa die selben Bereiche der Primarstruktur fir 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-Handen 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 Tertiarstruktur von GCAP-2 und wahrscheinlich auch von GCAP-1 (fir ein Homolo-
giemodell der Tertiérstruktur von GCAP-1 s. z.B. SOKAL et al., 1999b) auf der Oberflache des
Proteins, die den EF-Handen 1 und 2 gegeniiberliegt. Damit ergibt sich fir GCAP-1 (und
GCAP-2) ein Modell, nach dem mindestens zwei Wechselwirkungsstellen in raumlich ge-
trennten Regionen des Proteins die Ca®*-abhéngige Konformationsanderung der zentralen
EF-Hande auf die ROS-GCH1 tibertragen. Es gibt danach in der ROS-GC1 mindestens zwei
Bindungsstellen fiir GCAP-1, durch die die Konformationsénderung von GCAP-1 in eine an-
genommene Torsionsbewegung des ROS-GC1-Dimers iibersetzt wird. Eine dieser Bin-
dungsstellen wére 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 méglicherweise einen Teil der zweiten Bindungsstelle flir GCAP-1 (—
Abbildung 4.4 A). Weitere, noch nicht identifizierte Regionen der ROS-GC1 kénnten eben-
falls an der Wechselwirkung mit GCAP-1 beteiligt sein. Die quantitativen Unterschiede, die
fur die Regulation der ROS-GC1 bzw. der ROS-GC2 durch GCAP-1 bzw. GCAP-2 beob-
achtet werden (- 1.3) wéren danach auf die unterschiedlichen Affinitaten zwischen den ver-
schiedenen Wechselwirkungsstellen auf beiden Proteinen zuriickzufiihren.

-104 -



Diskussion

A a5 aa
v 00
Diskmembran / 3
; < Tubulin
+ Ca”’
S -Ca”

T SOKALHET

GTP

cGMP cGMP

~ECD...
ECD

GTP ow
GTP cAMP
i (ir di i 1 durch GCAP-1; A Re-
i . matisches Modell fiir die Regulation der ROS-GC :
Aoildung 44 ;’ggﬁon der ROS-GC1 durch GCAP-1. B: Gestorte Struktur der Mutante A1, C: Ge-

§ / / i ionsbewegungen, die im Text dis-
Struktur der Mutanten A2 und A3. Die Torsions ’ )
iiﬁﬁt werden, werden hier zur gintacheren Darstellung in der Papierebene als

Scherenbewegungen dargestellt

- 105 -



Diskussion

ECD..
~ECD...

+ 8100p, +Ca’
- 81008, - Ca”

"S100B4Ca™

GTP GTP

cGMP CGMP

Abbildung 4.5 Schematisches Modell fir die Regulation der ROS-GC1 durch S1003.

Das Ca“"-bindende Protein S100B aktiviert die ROS-GC1 im Gegensatz zu den Isoformen
von GCAP im Ca* -gebundenen Zustand (MARGULIS et al., 1996; POZDNYAKOV et al., 1997).
Die ROS-GC2 wird durch S1008 nur etwa halb so stark aktiviert wie die ROS-GC1 und der
ECs.-Wert tir die Aktivierung ist um fast eine GréBenordnung héher. Die Aktivierung erfolgt
wahrscheinlich durch die Bindung von 81008 an die CCD der ROS-GC1 (DuDA et al., 1996b;
Dupa et al., 1998). S100f bildet unter physiologischen Bedingungen Dimere (5100B), so
dafl wahrscheinlich auch bei seiner Bindung die zweizdhlige Rotationssymmetrie des
funktionellen Komplexes der ROS-GC1 erhalten bleibt. Durch die direkte Wechselwirkung
mit der CCD ist die Aktivierung der ROS-GC1 durch S1008 auch dann mdglich, wenn der
Ubertragungsmechanismus fir die Aktivierung durch GCAP-1, wie bei den ROS-GCi-
Mutanten A1, A2, A3 und LCA gestOrt ist (— Abbildung 4.5, 3.7.3,3.7.4).
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4.4 Ausblick

Das vorgestellie Modell fiir die Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1 (— 4.3) ist nicht
sehr detailliert und teilweise spekulativ. Es erlaubt jedoch, die bisher verfiigbaren experimen-
tellen Informationen in einen konzeptionellen Rahmen einzuordnen.

Einzelne Aspekte des Modells kdnnen ohne zuséatzliche strukturelle Informationen tiberpriift
werden. Die Assoziation der ROS-GC1 mit Elementen des Zytoskeletts kann mit etablierten
biochemischen Methoden genauer untersucht werden. Eine der Vorhersagen des Modells
ist, daB die Mutante A1 im Gegensatz zum Wildtyp der ROS-GC1 bei der biochemischen
Praparation nicht zusammen mit Tubulin fraktioniert werden sollte. Durch Mutagenesestu-
dien konnte die Funktion einzelner Aminoséurereste in den identifizierten Regionen der
ROS-GC1 untersucht werden. Interessant wéren in diesem Zusammenhang kombinierte
Untersuchungen mit mutierten Formen von GCAP-1 und GCAP-2, deren potentielle Wech-
selwirkungsregionen verandert wurden. Die Wechselwirkung von GCAP-1 und GCAP-2 mit
heterolog exprimierten Doménen 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
charakierisieren.

Das vorgestellte Modell fir die Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-1 wird aber erst dann
stringent Uberpriift werden kénnen, wenn , harte® Information iber die Tertiar- und Quartar-
struktur des funktionellen Komplexes der ROS-GC1 mit GCAP-1 zur Verfigung stehen

werden.
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Anhang

Anhang

A Der Ein-Buchstabenkode fiir Aminoszuren

A Alanin M Methionin
C Cystein N Asparagin
D Asparaginsaure P Prolin

E Glutaminsaure Q Glutamin

F Phenylalanin R Arginin

G Glycin S Serin

H Histidin T Threonin

I Isoleucin \Y Valin

K Lysin W Tryptophan
L Leucin Y Tyrosin

B Die Primarstruktur der ROS-GC1

Im folgenden wird die abgeleitete Aminoséuresequenz der ROS-GC1 aus dem Rind gezeigt
(GenBank accession number U77095; SHARMA et al., 1994; JOHNSTON et al., 1997).

MTACTFLAGGLRDEGLCGEF TRWAF SFFGLEFF IFFRFRLRLRFPLLILLLLPRSVLSAVF TVGVLGPWACDP IFARARPDL 80
AARLAASRLNHAAALEGGPRFEVALLPEPCRTPGSLGAVSSALTRVSGLVGPVNPAACRPAELLAQEAGVALVPHGCPGT 160
RAAGTTAPVVTPAADALYALLRAFRWAHVALVTAPQDLWVEAGHALSTALRARGLPVALVTSMEP SDLSGAREALRRVQD 240
GPRVRAVIMVMHSVLLGGEEQRCLLEAAEELGLADGSLVFLPFDTLHYALSPGPDALAVLANSSQLRKAHDAVLTLTRHEC 320
PLGGSVRDSLRRAQEHRELPLDLNLQQVSPLEFGTIYDSVFLLAGGVARARVAAGGGWVSGAAVARHIRDARVP GFCGALG 400

480

GAEEPSFVLLDTDATGDQLFATYVLDP TQGFFHSAGTPVHFPKGGRGP GPDP SCWFDPDTICNGGVEPSVVEIGFLLVVG

LN NP NN V(O R HRLLHIQOMVSGPNK I ILTLDD I TFLHPHGGNSRKVAQGSRTSLAARS ISDVRS IHSQLPDYTHIGLY] 560
EGDWVWLKKFPGDRHIAIRPATKMAFSKIRELRHENVALYLGLF LAGG eIV Acilel i irAnY:)): oA ek floin A :le) ) 640

IKLDWMFKSSLLLDLIKGIRYL.HHRGVAHGRLKSRNCVVDGREVLKVTDHGHGRLLEAQRVLPEPPSAEDQLWTAPELLR 720
DPVLERRGTLAGDVFSLGIIMQEVVCRSAPYAMLELTPEEVVKRVQSPPPLCRPSVSIDQAPMECIQLMKQCWAEQPELE 800
PSMDRTFELFKS INKGRKMNI IDSMLRMLEQY SSNLEDLIRERTEELELEKQKTDRLL TQOMLPZNANNNHL ¥ Y10 14 880
FEEVTLYFSDIVGFTTISAMSEP IEVVDLLNDLYTLFDAIIGSHDVYKVETIGDAYMVASGLPQRNGHRHAAEIANMALD 960

1040

IL,SAVGTFRMRHMPEVPVRIRIGLHSGPCVAGVVGLIMPRYCLFGDTVNTASRMESTGLP YRIHVNRSTVQILSALNEGF

o e e 0
LTEVRGRTELKGKGAEETYWLVGRRGFNKP IPKP Pfeider i) (chisifiong g m IXe) 4B vV elel Rl 111

Die 56 AS des N-terminalen Signalpeptides, das bei der Prozessierung des Proteins abge-
spalten wird, sind grau gedruckt. Die putative Transmembrandoméne ist unterstrichen. Die
Sequenzbereiche, die auf die Peptidbibliothek (— Anhang D.1) abgebildet wurden, sind

schwarz unterlegt.
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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 GroBbuchstaben angegeben, nicht-hybridisierende
Nukleotide in Kleinbuchstaben. Das Startkodon (Position 1) und das Stopkodon fiir GCAP-1
sind fett gedruckt, das zusétzlich eingeflgte Stopkodon ist grau unterlegt. Die eingefiigten

Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen.

~77

84

164

244

324

404

484

564

5'~CAGGgaTccaCcATG

5'-CCAGCCGCGCTGGTGTGGGGACCAGCGGTGAAAAGAACCGGTCCCCCTTGGGCATCAGCCTCCCGCAGGCCTGAGCGATE
3'-GGTCGEGCGCGACCACACCCCTGGTCGCCACTTTTC TTGECCAGGGGGAACCCGTAGTCGGAGGGCGTCCGGACTCGCTAC

GGGAACATTATGGAC-3' (#1941)

GGGAACATTATGGACGGTAAGTCGGTGGAGGAGCTGAGCAGCACCGAGTGCCACCAGTGGTACAAGAAGTTCATGACAGA
CCCTTGTAATACCTGCCATTCAGCCACCTCCTCGACTCGTICGIGGCTCACGGTGEGTCACCATGTTCTTCAAGTACTGTCT

GTGCCCCTCCGGCCAGCTCACCCTCTACGAGT TCCGCCAGTTCTTCGGCCTCAAGAACCTGAGCCCGTGEGCCAGCCAGT
CACGGGGAGGCCGGTCGAGTGGGAGATGCTCAAGGCGGTCAAGAAGCCGGAGT TCTTGGACTCGGGCACCCGGTCGGTCA

ACGTGGAGCAGATGTTTGAGACCTTTGACTTCAACAAAGACGGCTACATTGATTTCATGGAGTACGTGGCGGCTCTGAGS
TGCACCTCGTCTACAAACTCTGGARACTGAAGTIGTTTCTGCCGATGTAACTARAGTACCTCATGCACCGCCGAGACTCG

CTGGTCCTCAAGGGGAAGGTGGAACAGAAGCTGCGTTGGTACTTCAAGCTCTACGACGTGGACGGCAACGGATGCATCGA
GACCAGGAGTTCCCCTTCCACCTTGTCTTCGACGCARCCATGAAGT TCGAGATGCTGCACCTGCCGTTGCCTACGTAGCT

CCGCGACGAGCTGCTCACCATCATCCGGGCCATCCGAGCCAT TAACCCCTGCAGCGACTCGACCATGACCGCCGAGGAGT
GGCGCTGCTCGACGAGTGGTAGTAGGCCCGGTAGGCTCGGTAAT TGGGGACGTCGCTGAGCTGGTACTGGCGGCTCCTCA

TCACCGATACAGTGTTCTCCAAGATTGACGTCAATGGGGATGGGGAACTCTCCCTAGAGGAGTTCATGGAGGGCGTCCAG
AGTGGCTATGTCACAAGAGGTTCTAACTGCAGTTACCCCTACCCCTTGAGAGGGATCTCCTCAAGTACCTCCCGCAGGTC

AAGGACCAGATGCTCTTGGACACGCTGACCCGAAGCTTGGACCTTACCCGCATTGTGCGCAGGCTCCAGAATGGAGAGCA
TTCCTGGTCTACGAGAACCTGTGCGACTGGGCTTCGAACCTGGAATGGGCGTAACACGCGTCCGAGGTCTTACCTCTCGT

GGATGAGGAGGGGGCTAGCGGCAGGGAAACGGAGGCCGCGGAGGCCGACGGCTGAGCTCACTGCCTACTCTTTCTGTACT—3'
CCTACTCCTCCCCCGATCGCCGTCCCTTTGCCTCCGGCGCCTCCGGCTGCCGACTCGAGTGACGGATGAGAAAGACATGA—5'

3' ~GCGCCTCCEGCTGCCGACT t dt TaAgGGA-5" ' (#1940)

C.2 Sequenzierprimer

M13 Uni 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' #9001 5'-AATTAACCCTCACTARAGGG-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.
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D Die Sequenzen der eingesetzten Peptide

Die Sequenzen der Peptide sind von links nach rechts vom N- zum C-Terminus notiert. Ac-
steht fiir eine N-terminale Acetylgruppe, -NH, fiir eine C-terminale Amidgruppe.

D.1 Die Peptidbibliothek

#1 Ac~RHRLLHIQMVSG-NH, #49 Ac-IRELRHENVALY-NH,
#2 Ac~RLLHIQMVSGPN-NH, #50 Ac-ELRHENVALYLG-NH,
#3 Ac-LHIQMVSGPNKI-NH, #51 Ac-RHENVALYLGLEF-NH,
#4 Ac~IQMVSGPNKIIL-NH, #52 Ac-ENVALYLGLFLA-NH,
#5 Ac-MVSGPNKIILTL-NH, #53 Ac~VALYLGLFLAGG-NH,
#6 Ac-SGPNKIILTLDD-NH,
#7 Ac-PNKIILTLDDIT-NH, #54 Ac-RPSMDRTFELFK-NH,
#8 Ac-KIILTLDDITFL-NH, #55 Ac-SMDRTFELFKSI-NH,
#9 Ac~ILTLDDITFLHP-NH, #56 Ac-DRTFELFKSINK-NH,
#10 Ac-TLDDITFLHPHG-NH, #57 Ac-TFELFKSINKGR-NH,
#11 Ac-DDITFLHPHGGN-NH, #58 Ac-ELFKSINKGRKM-NH,
#12 Ac-ITFLHPHGGNSR-NH, #59 Ac-FKSINKGRKMNI-NH,
#13 Ac-FLHPHGGNSRKV-NH, #60 Ac~SINKGRKMNIID-NH,
#14 Ac-HPHGGNSRKVAQ-NH, #61 Ac-NKGRKMNIIDSM-NH,
#15 Ac-HGGNSRKVAQGS-NH, #62 Ac-GRKMNIIDSMLR-NH,
#16 Ac~GNSRKVAQGSRT-NH, #63 Ac-KMNIIDSMLRML-NH,
#17 Ac~-SRKVAQGSRTSL-NH, #64 Ac-NIIDSMLRMLEQ-NH,
#18 Bc-KVAQGSRTSLAA-NH, #65 Ac-IDSMLRMLEQYS-NH,
#19 Ac-RQGSRTSLAARS-NH, #66 Ac~SMLRMLEQYSSN-NH,
#20 AC-GSRTSLARRSIS-NH, #67 Ac~LRMLEQYSSNLE-NH,
#21 Ac-RTSLARRSISDV-NH, #68 Ac~-MLEQYSSNLEDL-NH,
#22 Ac-SLAARSISDVRS~-NH, #69 Ac-EQYSSNLEDLIR-NH,
#23 Ac-AARSISDVRSIH-NH, #70 Ac-YSSNLEDLIRER-NH,
#24 Ac~RSISDVRSIHSQ~NH, #71 Ac-SNLEDLIRERTE~-NH,
#25 Ac-ISDVRSIHSQLP-NH, #72 Ac-LEDLIRERTEEL-NH,
#26 Ac-DVRSIHSQLPDY-NH, #73 Ac-DLIRERTEELEL-NH,
#27 Ac-RSIHSQLPDYTN-NH, #74 Ac~-IRERTEELELEK-NH,
#28 Ac~IHSQLPDYTNIG-NH, #75 Ac-ERTEELELEKQK-NH,
#29 Ac-SQLPDYTNIGLY-NH, #76 Ac~TEELELEKQKTD-NH,
#30 Ac-LPDYTNIGLYEG-NH, #77 Ac~ELELEKQKTDRL-NH,
#31 Ac-DYTNIGLYEGDW-NH, #78 Ac-ELEKQKTDRLLT~NH,
#32 Ac-TNIGLYEGDWVW-NH, #79 Ac~EKQKTDRLLTQM-NH,
#33 Ac-IGLYEGDWVWLK—NH, #80 Ac-QKTDRLLTQMLP-NH,
#34 Bc-LYEGDWVWLKKF-NH,
#35 Ac-EGDWVWLKKFPG-NH, #81 Ac-DLQPGASNHGIS~-NH,
#36 Ac-DWVWLKKFPGDR-NH, #82 Ac~-QPGASNHGISLH-NH,
#37 Ac~-VWLKKFPGDRHI~-NH, #83 Ac~GASNHGISLHEI-NH,
#38 Ac-LKKFPGDRHIAI-NE, #84 Ac-SNHGISLHEIPP~-NH,
#39 Ac-KFPGDRHIAIRP-NH, #85 Ac-HGISLHEIPPDR-NH,
#40 Ac~PGDRHIAIRPAT-NH, #86 Ac-ISLHEIPPDRRQ-NH,
#41 Ac~-DRHIAIRPATKM-NH, #87 Ac-LHEIPPDRRQKL~NH,
#42 Ac~HIAIRPATKMAF-NH, #88 Ac~EIPPDRROKLEK~NH,
#43 Ac—-AIRPATKMAFSK~NH, #89 Ac—PPDRRQKLEKA}%‘NHz
#44 Ac-RPATKMAFSKIR-NH, #90 Ac-DRRQKLEKARPG-NH,

#91 Ac-ROKLEKARPGQF-NH,
#45 Ac-ATKMAFSKIREL-NH,

#92 Ac~KLEKARPGQFSG-IH,
#46 Ac-KMAFSKIRELRH-NH,
#47 Ac-AFSKIRELRHEN-NH,
#48 Ac~SKIRELRHENVA-NH,
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D.2 Weitere eingesetzie Peptide

#3a LHIQMVSGPNKIILTLDDIT-NH,
CG-#3a CGLHIQMVSGPNKIILTLDDIT-NH,

#34a LYEGDWVWLKKFPGDRHIAI-NH,
CG-#34a CGLYEGDWVWLKKFPGDRHIAI-NH,

E Charakterisierung der Peptide aus der Peptidbibliothek

Die Peptide wurden durch analytische HPLC charakterisiert (— 2.6). Im folgenden werden

die Chromatogramme fiir die analytische Trennung aller Peptide aus der Peptidbibliothek (—
Anhang D.1, 2.3.1) gezeigt.
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