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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die membrangebundenen Guanylatzyklasen GCI und GC2 sind wichtig fiir die
Phototransduktion in Sehzellen. Sie bestimmen, im Wechselspiel mit einer Phosphodiesterase,
die Konzentration des intrazelluldren Signalmolekiils zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP). Bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen werden die GCs von Guanylatzyklase
aktivierenden Proteinen (GCAP1 und GCAP2) aktiviert. Die cGMP-Konzentration steigt und
die Sehzelle adaptiert. Wahrend dieses Vorgangs bildet ein GC-Dimer mit einer unbekannten
Zahl von GCAPs einen Proteinkomplex. Die Stochiometrie und die Kalzium-abhidngigen
Konformationsdnderungen innerhalb dieses Proteinkomplexes sind unbekannt.

GCAP2 besitzt drei Cystein-Reste, interessanterweise jeweils einen im ersten und dritten
Kalzium-Bindungs-Motiv (EF-Hand-Motiv). In der vorliegenden Arbeit wurden Cystein-
Mutanten von GCAP2 generiert, heterolog exprimiert und gereinigt. Die ECsp- und
ICso-Werte der Cystein-Mutanten waren denen von GCAP2-Wildtyp dhnlich. Jedoch
aktivierten Cystein-Mutanten, die im ersten EF-Hand-Motiv keinen Cystein-Rest besaf3en, die
GCs schwicher, als dies GCAP2-Wildtyp tat. Dies zeigt, wie bedeutsam dieser Cystein-Rest
fuir die GC-Regulation ist.

In weiteren Experimenten untersuchte ich die Zugénglichkeit der Cystein-Reste fiir die
thiolreaktive Substanz 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid). Die Cystein-Reste im ersten und
dritten EF-Hand-Motiv waren nur bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen zuginglich. Dies
war liberraschend, da fiir das erste EF-Hand-Motiv nur eine sehr geringe Kalzium-Affinitét
angenommen wird und demzufolge keine Konformationsédnderung zu erwarten war. Durch die
Bestimmung der Kalzium-Sensitivititen der DTNB-Reaktionen, die als apparente
Kalzium-Affinititen der EF-Hand-Motive interpretiert werden konnen, konnte ich folgendes
Modell erstellen: Die Kalzium-Dissoziation am dritten EF-Hand-Motiv induziert eine
Konformationsdnderung, die zur GC-Aktivierung fiihrt. Ferner konnte ich nachweisen, daf}
Magnesium die apparenten Kalzium-Affinititen des ersten EF-Hand-Motivs von GCAP2 und
die des ersten und dritten EF-Hand-Motivs von GCAP1 erhoht.

Ich koppelte thiolreaktive Fluophore an die Cystein-Mutanten. Dadurch wollte ich Kalzium-
abhéngige Konformationsdnderungen im Bereich der Fluophore messen. Ebenso wollte ich
durch die Messung des Forster Resonanz Energie Transfers zwischen fluoreszenzmarkierten
GCAP2-Mutanten und fluoreszenzmarkierten GCAP1-Mutanten die gleichzeitige Bindung
beider GCAP-Isoformen an die GC1 nachweisen. Beide Versuchansitze brachten negative
Ergebnisse. Auch mit 16slichen, enzymatisch aktiven GC1- Konstrukten lieen sich nicht die

erhofften Ergebnisse erzielen.



Abstract

Abstract

Membrane bound guanylate cyclases GC1 and GC2 are important for the phototransduction in
photoreceptors. They regulate, in an interplay with a phosphodiesterase, the concentration of
the intracellular messenger cyclic guanosine monophosphate (cGMP). At low calcium-
concentrations both GCs are activated by guanylate cyclase activating proteins (GCAP1 and
GCAP2). The cGMP-concentration increases and the photoreceptor adapts. If GCs become
activated a GC-dimer forms a complex with an unidentified number of GCAPs. The
stoichiometry and calcium dependent conformational changes within this complex are
unknown.

GCAP2 has three cysteine residues, interestingly one in the first and one in the third
calcium-binding-motif (EF-hand-motif). In this work cysteine mutants of GCAP2 were
generated, heterologously expressed, and purified. All cysteine mutants exhibited ECso- and
ICsp-values comparable to GCAP2-wildtype. However, mutants with no cysteine residue in
the first EF-Hand-motif activated GCs weaker compared to GCAP2-wildtype. This indicates
an important function of this cysteine residue in GC-regulation.

In further experiments I investigated the accessibility of cysteine residues for the thiolreactive
substance 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid). The cysteine residues within the first and third
EF-hand-motif were only accessible at low calcium concentrations. This was surprising
because the first EF-hand-motif is assumed to bind calcium with only very low affinity. Thus
no calcium induced conformational change was expected. By determining the calcium
sensitivities of the DTNB-reaction, which could be interpreted as apparent calcium affinities
of the EF-hand-motifs, I was able to develop following model: calcium dissociation from the
third EF-hand-motif in GCAP2 induces a conformational change that causes GC-activation.
Furthermore I demonstrated that magnesium increases the apparent calcium affinities of the
first EF-hand-motif in GCAP2 and of the first and third EF-hand-motif in GCAP1.

I coupled thiolreactive dyes to cysteine mutants of GCAP2. Thereby I wanted to detect
conformational changes in the vicinity of the dye. Furthermore, by recording Forster
Resonance Energy Transfer between dye labeled GCAP1- and GCAP2-mutants I wanted to
show the simultaneous binding of both GCAP isoforms to GCI. Both experimental
approaches gave negative results. Using a soluble, enzymatic active GC1-construct instead of

wildtype GC1 produced also not the expected results.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lichtwahrnehmung

Im Laufe der Evolution entwickelten viele Organismen die Fahigkeit Licht, und somit ihre
Umgebung, wahrzunehmen. Dabel entstanden so unterschiedliche Organe zur
Lichtwahrnehmung wie das Grubenauge der Plattwirmer, das Komplexauge der Insekten
oder das Linsenauge der Wirbeltiere. Ein gemeinsames Merkmal aller Augenformen ist, dafi3
sie optische Reize in elektrische Information wandeln. Dieser Prozel3 heif3t Phototransduktion.
Da ich wahrend meiner Doktorarbeit Proteine der Phototransduktion im Rinderauge
untersuchte, werde ich nur auf das Linsenauge eingehen. Im Linsenauge wird einfallendes
Licht am dioptischen Apparat (die Gesamtheit aller lichtbrechenden Elemente) gebrochen und
dadurch auf die Netzhaut fokussiert. Dort wird das Licht von Sehzellen, spezialisierten
Nervenzellen in denen die Phototransduktion stattfindet, detektiert. Die Signale der Sehzellen
werden dann Uber die Nervenzellen der Netzhaut und Uber den Sehnerv an den visuellen
Cortex des Gehirns weitergeleitet. (zur Ubersicht: Hubel, 1988)

1.1.1 Stdbchensehzellen und Zapfensehzellen

Zwei Arten von Sehzellen nehmen Licht in der Netzhaut wahr: die Stébchensehzellen und die
Zapfensehzellen. Die Stabchensehzellen sind auf das farblose Sehen bel niedrigen
Lichtintensitéten spezialisiert (skotopisches System) und die Zapfensehzellen auf das farbige
Sehen bel hohen Lichtintensitdten (photopisches System). Trotz dieser unterschiedlichen
Aufgaben sind die Stébchen- und die Zapfensehzelle ahnlich aufgebaut (siehe Abb. 1.1). Sie
gliedern sich in Aulensegment, Innensegment und Axon. Das AulRensegment einer
Rinderstébchensehzelle, welches bis 1 um dick und ca. 20 um lang ist, enthélt bis zu 1000
dichtgepackte Membranstapel, die Disks. Die AulRenregionen der Disks sind Uber das
Zytoskelett mit der Plasmamembran verbunden. In den Diskmembranen befindet sich der
Sehfarbstoff Rhodopsin, weshalb das Auflensegment der Lichtsensor der Sehzelle ist. Das
Aullensegment einer Zapfensehzelle ist kirzer und dicker. Die Disks der Zapfensehzelle
werden durch Einstilpungen der Plasmamembran gebildet. Proteine, die in der
Stabchensehzelle in den Diskmembranen lokalisiert sind, befinden sich in der Zapfensehzelle
in der Plasmamembran. Am Ubergang vom AuRen- zum Innensegment ist die Sehzelle
verjingt und durch Cilien stabilisiert. Das Innensegment der Sehzelle dient allgemeinen

1
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Abbildung 1.1: Aufbau einer Stébchen- und einer Zapfensehzelle. OS: AulRensegment, |S: Innensegment.

Z€llfunktionen und wird hauptsachlich von Mitochondrien ausgeflllt. Der Zellkern und das
Axon bilden die aul3ere nukledre Schicht der Retina. Die Synapse der Sehzelle ist in der
auleren plexiformen Schicht mit Neuronen zweiter Ordnung, den Bipolarzellen und

Horizontalzellen, verschaltet.

1.1.2 Die Phototransduktion in der Stadbchensehzelle

Die Prozesse der Phototransduktion in Stébchensehzellen und in  Zapfensehzellen
unterscheiden sich leicht. Da die Rinderretina nur wenige Zapfensehzellen besitzt, beschranke
ich mich in diesem Abschnitt auf die Phototransduktion in Stébchensehzellen.

Die Synapse einer dunkeladaptierten Sehzelle schittet standig den Neurotransmitter Glutamat
aus, den postsynaptisch glutamaterge Nervenzellen detektieren. Wird das Aul3ensegment der
Sehzelle belichtet, sinkt das Spannungspotential der Plasmamembran von -35 mV auf
-70 mV. Aufgrund dieser Hyperpolarisation wird kein Glutamat mehr ausgeschittet. Die
glutamatergen Nervenzellen reagieren darauf mit Aktionspotentialen und man nimmt einen
optischen Reiz wahr.

In Abbildung 1.2 sind die Prozesse der Phototransduktion schematisch dargestellt. Der
intrazelluldre Botenstoff, der indirekt das Spannungspotential der Plasmamembran steuert, ist
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP). Im AulRensegment einer dunkeladaptierten
Sehzelle betragt die cGMP-Konzentration etwa 5 pM. Dadurch ist die Offnungs-
wahrscheinlichkeit eines cGMP-kontrollierten Kationenkanals, des CNG-Kanals (cyclic
nucleotide gated channel; Cook et al., 1987), hoch. Der CNG-Kanal ist fir Kalium-lonen, die
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Abbildung 1.2: Die Phototransduktion im AuRensegment einer Stadbchensehzelle. Der obere Ausschnitt
zeigt das AuRRensegment einer dunkel adaptierten Stébchensehzelle und der untere Ausschnitt das AulRensegment
einer belichteten Stabchensehzelle. Arr: Arrestin, CaM: Calmodulin, Rec: Recoverin, Rh: Rhodopsin, RhK:
Rhodopsinkinase, griine Kreise symbolisieren cGMP, rote Kreise symbolisieren Kazium-lonen, der gelbe Blitz
symbolisiert die Belichtung der Sehzelle.

aus der Sehzelle herausflief3en, sowie fur Natrium- und Kalzium-lonen, die in die Sehzelle
hineinflieRen, permeabel. Die Natrium- und Kalium-lonen verlassen die Sehzelle Uber im
Innensegment liegende lonenkandle und |onentransporter. Die Kalzium-lonen werden durch
einen standig aktiven Na'/K*,Ca?*-Austauscher aus dem AuRensegment transportiert. Dieser
Flul? von lonen Uber die Plasmamembran wird als Dunkel strom bezeichnet.

Die zytosolische Kalzium-K onzentration einer dunkel adaptierten Stébchensehzelle ist von der

Spezies abhangig. So betragt sie beispielsweise in der Maus 250 nM (Woodruff et al., 2002),

3
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im Gecko 550 nM (Gray-Keller und Detwiler, 1994) und im Salamander 670 nM (Sampath et
al., 1998). Bel diesen Kalzium-Konzentrationen sind verschiedene Kalziumbindeproteine an
ihre Zielproteine gebunden: Camodulin an den CNG-Kanal, Recoverin an die
Rhodopsinkinase und zwei Isoformen des Guanylatzyklase aktivierenden Proteins (GCAPL
und GCAP2) an die membrangebundene Guanylatzyklase (GC). Die Aktivitat dieser GC und
die Aktivitdt einer cGMP-spezifischen Phosphodiesterase sind niedrig. Der G-Protein
gekoppelte Rezeptor Rhodopsin (Rh), welcher den Chromophor 11-cis-Retinal gebunden hat,
ist inaktiv und sein G-Protein Transducin (G, bestehend aus einer Gro- und einer
GrBy-Untereinheit) hat ein Molekil GDP gebunden.

Wird das Auliensegment belichtet, absorbiert der Chromophor des Rh, das 11-cis-Retinal, ein
Photon und isomerisiert zu all-trans-Retinal (Wald, 1968). Dadurch wird Rh aktiviert (Rh*).
Rh* katalysiert nun an Groo den Austausch von GDP gegen GTP. Das so aktivierte Gr
dissoziiert in seine Untereinheiten Gro-GTP und Grfy. Das Gro-GTP bindet an die
inhibitorischen y-Untereinheiten der Phosphodiesterase (PDE), wodurch diese aktiviert wird
(Fung et al., 1981). Die PDE hydrolysiert cGMP und die cGMP-Konzentration im
AuRensegment nimmt ab. Dadurch sinkt die Offnungswahrscheinlichkeit des CNG-Kanals,
wodurch der FluR von Kationen in das Aufldensegment, und damit der Dunkelstrom,
unterbunden wird. Die Plasmamembran hyperpolarisiert. Da der Na'/K*,Ca®*-Austauscher
sténdig Kalzium aus der Sehzelle transportiert, Kalzium aber nicht durch den geschlossenen
CNG-Kanal in die Sehzelle zurlckflief3en kann, sinkt die Kalzium-Konzentration auf Werte
unter 100 nM.

Damit die Sehzelle erneut angeregt werden kann, wird der Dunkelzustand wiederhergestel|t.
Die wichtigsten Prozesse, welche die Signalkaskade abschalten, sind nachfolgend aufgefhrt:

Der Flu3 des Dunkelstroms wird wieder hergestellt. Kalzium-freie GCAPs aktivieren die
GC (Koch und Stryer, 1988). Dadurch steigt die cGMP-Konzentration und die
Offnungswahrscheinlichkeit des CNG-Kanals nimmt zu. Kationen, unter anderem Kalzium,
konnen wieder in die Sehzelle flief3en. Dadurch depolarisiert die Plasmamembran wieder auf

einen Wert von -35 mV und die Kalzium-Konzentration steigt wieder.

Rh* wird deaktiviert. Kazium-freies Recoverin verla3t die Diskmembran. Dadurch sinkt
die Recoverin-Konzentration im Bereich der Diskmembran und Recoverin kann die
Rhodopsinkinase nicht mehr inhibieren. Das Rh* wird durch die Rhodopsinkinase
phosphoryliert (zur Ubersicht: Senin et al., 2002). Danach bindet Arrestin an das
phosphorylierte Rh* und deaktiviert es (Kihn und Wilden, 1987).
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Die PDE wird abgeschaltet. Gro-GTP besitzt eine endogene GTPase-Aktivitét, die durch
die Bindung an die inhibitorische y-Untereinheit der PDE und an den Proteinkomplex
RGS9/GABL erhdht wird (Lishko et al., 2002). Das Gro-GTP hydrolysiert zu Gro-GDP,
dissoziiert von der y-Untereinheit der PDE und reassoziert mit Grf3y. Die y-Untereinheit der
PDE bindet wieder an die o- und B-Untereinheit, wodurch die PDE-Aktivitét abgeschaltet

wird.

1.1.3 Lichtadaptation

Der Mensch nimmt Licht, dessen Intensitét Uber zehn Gréfenordnungen variieren kann, wahr.
Dies ermoglichen, unter anderem, die unterschiedlich sensitiven Sehzellarten.
Dunkeladaptierte Stabchensehzellen konnen einzelne Photonen detektieren, wahrend die
Zapfensehzellen etwa hundertfach unempfindlicher sind. Damit auch belichtete Sehzellen
Reize wahrnehmen kdnnen, missen sie sich der Hintergrundbelichtung anpassen. Dies wird
Lichtadaptation genannt. Die Zapfensehzellen werden bei hohen Lichtintensitdten
unempfindlicher, indem sich die Menge aktivierbaren Rhodopsins reduziert. Deaktiviertes Rh
dissoziiert in Opsin und all-trans-Retinal. Das Opsin alleine kann, im Vergleich zum Rh*, das
Gr nur in sehr viel geringerem Mal3e aktivieren. Das all-trans-Retinal wird enzymatisch zu
11-cis-retinal isomerisiert und wieder an das Opsin gebunden. In der Stébchensehzelle dauert
die Regeneration von Rh Minuten, in der Zapfensehzelle etwa eine Stunde. Die Belichtung
vermindert folglich die Menge von Rh, die angeregt werden kann (Lamb und Pugh, 2004).

Bei niedrigen Belichtungsintensitdten adaptieren Sehzellen durch Kalzium-gesteuerte

Prozesse.

Bel niedrigen Kalzium-Konzentrationen wird die GC aktiviert. Sinkt die Kazium-
Konzentration aufgrund der Belichtung der Sehzelle, aktivieren die GCAPs die GC. Wird die
Sehzelle standig belichtet, wird durch das GC/GCAP-System gentigend cGMP synthetisiert,
um die Offnungswahrscheinlichkeit der CNG-Kandle hoch zu halten. Dadurch kann die
Sehzelle Lichtreize, deren Intensitét Uber der Hintergrundbeleuchtung liegt, detektieren. Das
GC/IGCAP-System dient nicht nur der Wiederherstellung des Dunkelzustandes der Sehzelle
(siehe oben), sondern ist auch fir die Lichtadaptation wichtig.

Das Kalzium-bindende Protein Calmodulin reguliert die cGMP-Affinitat des
CNG-Kanals. Hat Camodulin Kalzium gebunden, wie es in der dunkeladaptierten Sehzelle
der Fall ist, bindet es an den CNG-Kanal und senkt dessen cGMP-Affinitdt. Dadurch sinkt die
Offnungswahrscheinlichkeit des CNG-Kanals bereits bei einem geringen Abfall der
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cGMP-Konzentration. Die Sehzelle wird sensitiver. Nach Belichtung dissoziiert das Kalzium-
freie Camodulin vom CNG-Kanal und erhéht so dessen cGMP-Affinitét. Dadurch nimmt die
Offnungswahrscheinlichkeit des CNG-Kanals zu, wodurch der Dunkelstrom wieder flief3en
kann (Hsu und Molday, 1994; Weitz et al., 1998).

Das Kalzium-bindende Protein Recoverin bestimmt die Lebensdauer von Rh* und
damit die Aktivitdt der PDE. Bei hohen Kazium-Konzentrationen ist Recoverin an die
Rhodopsinkinase gebunden und inhibiert diese. Sinkt die Kalzium-Konzentration in der
Sehzelle, dissoziiert Recoverin  von der Rhodopsinkinase. Die Rhodopsinkinase
phosphoryliert Rh* und Arrestin deaktiviert das phosphorylierte Rh*. Die Lebensdauer von
Rh* sinkt, wodurch weniger Gr und folglich weniger PDE aktiviert werden kann. (zur
Ubersicht: Pugh et al., 1999; Burns und Baylor, 2001; Fain et al., 2001)

1.2 Partikulare Guanylatzyklasen

Zwel Klassen von Guanylatzyklasen (GCs) synthetisieren den intrazelluléren Botenstoff
cGMP. Die erste Klasse bilden die l6slichen GCs (sGCs). Die heterodimeren sGCs bestehen
aus ener o- und ener B-Untereinheit, welche jeweils eine Ham-bindende, eine
Dimerisierungsdoméne und eine katalytische Doméne besitzen. Ein Ham-Molekll dient as
prosthetische Gruppe und kann den Aktivator Stickstoffmonoxid binden. Nur das
Heterodimer einer sGC kann cGMP synthetisieren. Die Untereinheiten alleine sind
enzymatisch inaktiv. Die Dimerisierungsdoménen und katalytischen Doménen der sGCs
zeigen Sequenzhomol ogien zu den Mitgliedern der zweiten Klasse von GCs, den partikuléren
GCs (pGCs). Die pGCs durchspannen Zellmembranen und kénnen so extrazellulére Signale

in en intrazelluldres cGMP-Signal Ubersetzen. In Abbildung 1.3 ist die, zwischen den

Extrazellulare Doméne

Zellmembran Transmembranal e Doméane

Kinasehomol ogiedomane

Dimerisierungsdoméne

Katalytische Domane

o O

Abbildung 1.3: Die konservierte Doméanenstruktur partikulérer Guanylatzyklasen aus Vertebraten.
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Mitgliedern der Klasse konservierte, Domanenstruktur dargestellt. An die N-terminal
gelegene Extrazelluldre Doméne (ECD, 500 AS) kénnen bei bestimmten pGCs (siehe unten)
Peptidhormone binden und so die Aktivitdt dieser pGCs regulieren. Die Transmembranale
Domane (TMD, 25 AS) durchspannt die Zellmembran. An sie schliefét sich intrazellulér die
Kinasehomologiedomane (KHD, 300 AS) an, welche Homologien zu Rezeptortyrosinkinasen
besitzt. Es folgen die Dimerisierungsdoméane (DD, 50 AS) und die Katalytische Doméne
(CCD, 200 AS), an der die cGMP-Synthese stattfindet.

— GC-A
— GC-B
GC-G
GC-D
GC-2 (ROS-GC2. GC-F)
GC-1(ROS-GC1, GC-E)
GC-C

Abbildung 1.4: Primérstrukturvergleich der partikuldren Guanylatzyklasen aus Vertebraten. Der Punkt,
an dem sich Linien verzweigen, gibt relativ die Zeit an, an der aus einer GC-Form zwei neue GC-Formen
entstanden.

Bisher sind aus Saugetieren sieben Mitglieder der Klasse der pGCs bekannt (siehe Abb. 1.4).
Sie wurden, in der Relhenfolge ihrer Entdeckung, GC-A bis GC-G genannt. Die eng
miteinander verwandten GC-A und GC-B bilden die Gruppe der Natriuretischen Peptid
Rezeptoren. Die natriuretischen Peptide ANP und BNP (= GC-A) sowie CNP (= GC-B)
kénnen an die ECD binden und so die cGMP-Synthese aktivieren. Die GC-A und GC-B
sind an der Regulation des Blutdrucks und des Wasserhaushalts im Korper beteiligt. Die
GC-C ist ebenfalls ein Peptid Rezeptor und kommt in der Darmschleimhaut vor. Ihre
Aktivatoren sind die endogenen Peptide Guanylin und Uroguanylin sowie die exogenen
bakteriellen, hitzestabilen Enterotoxine, wie beispielsweise STa von Escherichia Coli. Fir die
restlichen pGCs (GC-D, GC-E, GC-F und GC-G) sind bislang keine Liganden der ECD
bekannt, weshalb sie im Englischen als orphan receptors (orphan - Waisenkind) bezeichnet
werden. Die eng mit der GC-F verwandte GC-D wird im Riechepithel exprimiert. lhre
Aktivitdée wird an der intrazelluldgren Doméne Uber das Kazium-bindende Protein
Neurocalcin o reguliert (Duda et al., 2001). Die GC-G, welche eng mit den Natriuretischen
Peptid Rezeptoren verwandt ist, wurde bislang nur in der Ratte und in der Maus
nachgewiesen. Wie ihre Aktivitét reguliert wird ist unbekannt. Auf die GC-E (GC-1) und die
GC-F (GC-2) werde ich im folgenden Abschnitt ndher eingehen. (zur Ubersicht: Sharma,
2002; Lucas et al., 2000)
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1.2.1 GClund GC2

Die eng miteinander verwandten Guanylatzyklasen GC1 und die GC2 (auch GC-E / -F oder
ROS-GC-1 / -2 genannt, siehe Abb. 1.4) bestimmen, im Wechselspiel mit einer Phospho-
diesterase, die cGMP-Konzentration in Sehzellen (siehe Abb. 1.2). Die Gene, die diese GCs
kodieren, wurden aus zahlreichen Sdugetieren wie Mensch (GC1: Shyjan et al., 1992,
GC2: Lowe et al., 1995), Rind (GC1: Goraczniak et a., 1994; GC2: Goraczniak et al., 1997)
oder Ratte (Yang et a., 1995) kloniert. An Rhesus-Affen durchgefihrte in gitu
Hybridisierungen wiesen die mRNA der GC1 (Shyjan et a., 1992) und der GC2 (Lowe et al.,
1995) in der aulReren nukledren Schicht und in den Innensegmenten von Sehzellen nach. Dies
warf die Frage nach einer Sehzell-spezifischen Expression der GC-lsoformen auf.
Verschiedene Studien konnten die GC1 mit Hilfe von Antikorpern in den Auf3ensegmenten
der Sehzellen von Mensch (Dizhoor et al., 1994), Affe (Liu et a., 1994) und Huhn (Cooper et
al., 1996) nachweisen. Dabei markierten die Antikérper die ZapfenaulRensegmente stéarker als
die StabchenauRensegmente. Wurden Stabchen-reiche Ratten- oder Rinderretinen untersucht,
markierten die GC1-Antikorper die Stabchenaul3ensegmente (Hallett et al., 1996; Yang und
Garbers, 1997). Yang und Garbers konnten beide GC-Isoformen im selben
StabchenauRensegment nachweisen. Venkataraman et a. (2003) nutzten enen
GC1-Antikorper der sowohl ZapfenauRRensegmente, als auch StadbchenaulRensegmente,
markierte. Um die Frage, ob die GC1 und die GC2 Sehzell-spezifisch vertellt sind, zu
beantworten, hilft das Ergebnis der genetischen Inaktivierung der GC1 (Yang et al., 1999).
Die Zapfensehzellen finf Wochen alter Mause, deren GC1 genetisch inaktiviert worden war,
zeigen im Elektroretinogramm keine Lichtantwort. Die ZapfenaulRensegmente sind
degeneriert. Die fehlende GC1 beeinflufdt auch die Lichtantwort der Stdbchensehzellen. Sie
antworten, verglichen mit den Stdbchensehzellen einer Wildtyp-Maus, sensitiver auf einen
Lichtreiz und beenden diese Antwort schneller. Obwohl eine endgultige Klérung der Frage
noch aussteht, scheint es, als werden beide GC-Isoformen in Zapfen- und Stébchensehzellen
exprimiert. In Zapfen ist die GC1 die vorherrschende I soform.

Die AS-Sequenzen der GC1 und der GC2 sind 1110 AS und 1103 AS lang. Darin enthalten
ist eine 56 AS (GC1) bzw. 50 AS lange (GC2) leader-Sequenz, welche die GCs in die
Diskmembran leitet und wahrend der Prozessierung der GCs abgespalten wird. Gebe ich in
dieser Arbeit AS-Positionen an, beziehen sich diese auf das Protein mit leader-Sequenz. Die
prozessierten Proteine besitzen Molekulargewichte von 114 kDa (GC1) und 118 kDa (GC2).
Bislang konnte nur die GC1 gereinigt werden (Koch, 1991). Ebenso konnte auch nur die



Einleitung

Konzentration der GC1 im Auf3ensegment von Sehzellen der Rinderretina bestimmt werden:
sie betragt 5,8 uM fir das GC1-Dimer (Hwang et al., 2003). (zur Ubersicht: Koch et al.,
2002)

1.3 DieRegulatoren der GC1 und GC2in Sehzellen: GCAPs

Lolley und Racz beobachteten 1982, dal3 im Auf3ensegment einer Stabchensehzelle cGMP nur
bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen synthetisiert wird. Spéter fanden Koch und Stryer
(1988), dai’ die Kalzium-Sensitivitét durch einen zytosolischen Faktor vermittelt wird. Dieser
zytosolische Faktor wurde gereinigt (Gorczycaet al., 1994), sowie kloniert und charakterisiert
(Palczewski et a., 1994; Frins et a., 1996). Der Faktor wurde GCAPL genannt. Spéter
wurden GCAP2 (Dizhoor et a., 1995), GCAP3 (Haeseleer et a., 1999) und weitere GCAP-
Isoformen (Imanishi et a., 2004) gefunden. Da in der Rinderreting, meinem
Forschungsobjekt, nur GCAPL1 und GCAP2 exprimiert werden, werde ich mich auf diese
Isoformen beschranken. GCAP1 wurde in der Rinderretina in den Aul3ensegmenten von
Stabchen- und Zapfensehzellen, manchen Somata von Zapfensehzellen (Gorczyca et a.,
1995), sowie in der aul3eren plexiformen Schicht (Frins et al., 1996) immunzytochemisch
nachgewiesen. GCAP2 wurde in den Auflensegmenten und Innensegmenten beider
Sehzellarten, sowie in Axonen und Synapsen von Zapfensehzellen immunzytochemisch
nachgewiesen (Otto-Bruc et al., 1997). Eine Sehzell-spezifische Expression der GCAP-
Isoformen liegt aso nicht vor. Hwang et al. (2003) bestimmten die Konzentrationen beider
GCAP-Isoformen im AulRensegment von Stabchensehzellen der Rinderretina. Sie betragt for
GCAP1 3,3 uM und fur GCAP2 2,7 uM.

Abbildung 1.5: NMR-Struktur von nichtmyristyliertem GCAP2 aus dem Rind mit drei gebundenen
Kalzium-lonen (Ameset al., 1999). Die EF-Hand Motive sind numeriert und farblich hervorgehoben (gelb: EF-
Hand-Motiv 1; griin: EF-Hand-Motiv 2; rot: EF-Hand-Motiv 3; cyan: EF-Hand-Motiv 4). Die drei Cystein-Reste
sind als Kugelmodell dargestellt. Die Abbildung wurde mit RasMoal 2.6 erstellt.
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Die GCAPs gehoren zur Familie der EF-Hand Kalzium-Bindungsproteine und darin zur
Unterfamilie der NCS-Proteine (neuronal calcium sensor proteins; zur Ubersicht: Burgoyne,
2004). Die Mitglieder dieser Familie besitzen Kazium-bindende Helix-Schleife-Helix
Motive, die sogenannten EF-Hand-Motive. Die GCAPs besitzen vier EF-Hand-Motive (siehe
Abb. 15), von denen das N-termina gelegene, zumindest im physiologischen
Konzentrationsbereich der Sehzellen (bis 670 nM), kein Kalzium binden kann. Neben den
EF-Hand-Motiven ist die N-terminale Acylierung charakteristisch fiur GCAPs (Palczewski et
a., 1994; Olshevskaya et al., 1997). Die GCAPs sind meist myristyliert. Jedoch dient die
Myristin-Gruppe nicht, wie beispielsweise im verwandten NCS-Protein Recoverin (Zozula
und Stryer, 1992), als Kalzium-abhangiger Membrananker. So binden sowohl myristylierte, as
auch nichtmyristylierte GCAPs, an Liposomen, deren Zusammensetzung den Membranen des
StabchenauRensegments entspricht (Hwang und Koch, 2002). In Gegenwart von EGTA
bindet myristyliertes GCAP2 besser an solche Liposomen als in Gegenwart von Kalzium.
Dies wurde auch von einer anderen Arbeitsgruppe beobachtet, die Bindungsstudien zwischen
GCAP2 und Membranen des Stabchenauf3ensegments durchfiihrte (Olshevskaya et a., 1997).

Die aus dem Rind stammenden GCAP1 und GCAP2 sind 205 bzw. 204 AS lang und besitzen
Molekulargewichte von 23,6 kDa bzw. 23,8 kDa. Die AS-Sequenzen sind zu 39 % identisch.
Die GCAPs sind hydrophobe Proteine mit niedrigen pKa-Werten von etwa 4,5. Die
Konformation der GCAPs andert sich Kazium-abhangig. Dies wurde durch
Fluoreszenzspektroskopie (Palczewski et al., 1994; Sokal et al., 2001), NMR und Circular-
Dichroismusmessungen (Hughes et al., 1998), chemische Modifizierungen (Hwang et al.,
2001) und limitierte Proteolyse (Hwang et a., 2004) gezeigt. Jedoch sind keine
Tertidrstrukturen bekannt, die das myristylierte GCAP in Gegenwart und in Abwesenheit von
Kalzium darstellen. Dadurch kénnten die Kalzium-abhangigen Konformationsénderungen, die
zur GC-Aktivierung fuhren, im Detail aufgeklért werden. Bislang konnte nur die
NMR-Struktur von nichtmyristyliertem GCAP2, welches drei Kalzium-lonen gebunden hat,
aufgeklart werden (Ames et al., 1999; siehe Abb. 1.5). (zur Ubersicht: Palczewski et al., 2004)

1.4 DieRegulation der GC1-Aktivitat durch GCAPs

Die GC1 ist die vorherrschende GC-I1soform in den Sehstabchen der Rinderretina (personliche
Information von Prof. Dr. K.-W. Koch). Da sich der grofde Teil der Literatur mit dieser
Isoform beschéftigt, beschranke ich mich in diesem Abschnitt hauptsachlich auf die
Regulation der GC1 durch GCAPs.

10



Einleitung

Ist die Kazium-Konzentration im AuRensegment einer Sehzelle niedrig, also nach
Belichtung, aktivieren die GCAPs die GC. Dies konnte in vitro mit heterolog exprimierten
GCAPs und ROS-Membranen (rod outer segment, Stabchenauf3ensegment), welche die GC
enthalten, gezeigt werden (fur GCAPL: Frins et al., 1996; fur GCAP2: Dizhoor et al., 1995).
Ebenso konnte die heterolog exprimierte GC1 mit heterolog exprimierten GCAPs aktiviert
werden (fir GCAPL: Dudaet a., 1996; fur GCAP2: Krishnan et al., 1998). Dagegen wird die
Frage, welche GCAP-Isoformen die heterolog exprimierte GC2 aktivieren, in der Literatur
kontrovers diskutiert. Einige Arbeiten beschreiben, dal’ die GC2 nur von GCAP2 aktiviert
wird (Goraczniak et al., 1998; Haeseleer et a., 1999). Eine andere Arbeit zeigt jedoch die
Aktivierung durch GCAP1 und GCAP2 (Krylov et al., 1999). Somit kann keiner GC-lsoform
eine spezifische GCAP-Isoform zugeordnet werden.

Bei hohen Kalzium-Konzentrationen, wie sie in einer dunkeladaptierten Sehzelle vorliegen,
inhibieren beide GCAPs die GC unter ihre basale Aktivitét (Hwang und Koch, 2002). Dies
zeigt, dal3 die GCAPs auch bei hohen Kalzium-Konzentrationen an die GC gebunden sind
(siehe auch: Rudnicka-Nawrot et al., 1998; Peshenko et al., 2004). Die GCAPs werden vom
Inhibitor zum Aktivator der GC, wenn die Kalzium-Konzentration nach Belichtung der
Sehzelle sinkt. Dabei zeigen die GCAPs unterschiedliche Kalzium-Sensitivitéten. GCAPL
aktiviert die GC bei hoheren Kalzium-Konzentrationen als GCAP2. Aktivierungsstudien mit
ROS-Membranen ergaben 1Csp-Werte fir GCAPL und GCAP2 von 627 nM bzw. 123 nM
Kalzium. Dieser Unterschied wurde auch bei Aktivierungsstudien mit heterolog exprimierter
GC1 gemessen, GCAPL zeigte einen 1Csp-Wert von 609 nM und GCAP2 einen von 47 nM
Kazium (Hwang et al., 2003). Hwang et al. interpretierten die Daten dahingehend, dal3 am
Beginn der Lichtantwort, wenn die Kalzium-Konzentration nur leicht gefallen ist, die GC1
nur durch GCAPL aktiviert wird. Im weiteren Verlauf der Lichtantwort, wenn die Kazium-
Konzentration weiter fallt, aktivieren GCAP1 und GCAP2 die GC1. Ob die GCAPs die GC2
ebenfalls bel unterschiedlichen Kalzium-Konzentrationen aktivieren, ist bislang ungeklért.
Wie sensitiv die GCAPs auf gednderte Kalzium-Konzentrationen reagieren, wird von den
Kalzium-Affinitéten ihrer EF-Hand-Motive bestimmt. Hwang et al. (2001) bestimmten die
Kazium-Affinitdten des ersten (Kp = 100 uM Kalzium) und dritten EF-Hand-Motivs
(Kp = 2,9 uM Kalzium) von GCAP1. Die Autoren interpretierten diese Werte dahingehend,
dal’ Kalzium vom dritten EF-Hand-Motiv mit einer Zeitkonstante von 2 msek dissoziiert und
die damit einhergehende Konformationsdnderung der erste Schritt der GCAP1-vermittelten
GC-Aktivierung ist. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Sokal et a. (1999) Uberein, die
feststellten, da? im Bereich des dritten EF-Hand-Motivs eine Kalzium-abhangige
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Konformationsanderung stattfindet. Bislang wurde nur die apparente Kalzium-Affinitét von
nichtmyristyliertem GCAP2 bestimmt, die bei 300 nM liegt (Ames et al., 1999). Die Kalzium-
Affinitéten einzelner EF-Hand-Motive sind nicht bestimmt worden.

Nicht nur Kalzium beeinfluf®t die GC-Aktivierung durch GCAPs, sondern auch Magnesium.
Peshenko und Dizhoor (2004) zeigten, dal? Magnesium die |Cso-Werte beider GCAPs zu
hoheren Werten verschiebt. So zeigte beispielsweise GCAPL in Gegenwart von Magnesium
einen 1Cs-Wert von 1300 nM Kalzium und in Abwesenheit von Magnesium einen 1Cso-Wert
von 160 nM Kalzium. Ob Magnesium die Kazium-Affinitdten der EF-Hande beeinflufit, und
fallsja, welcher EF-Hande, wurde bislang nicht untersucht.

Um die Funktion der GCAPs in vivo messen zu kénnen, wurden Mause generiert, deren Gene
fir GCAPL1 und GCAP2 inaktiviert waren (Mendez et a., 2001). Die Lichtantworten dieser
GCAP-Mause unterscheiden sich von den Lichtantworten von Wildtyp-Mausen. Das
Maximum der Lichtantwort wird spater erreicht, die Amplitude des Maximums ist gréf3er und
die Erholungsphase dauert langer. Wurde das GCAP1-Gen der GCAP-Mause wieder
aktiviert, bei bleibender Inaktivierung des GCAP2-Gens, zeigen sie normale Lichtantworten
(Howes et al., 2002). Wurde hingegen das GCAP2-Gen reaktiviert, bei bleibender
Inaktivierung des GCAP1-Gens, zeigen die Mause abnormale Lichtantworten. Die schnelle
Erholungsphase nach dem Maximum der Lichtantwort, die Wildtyp-Mause zeigen, stellt sich
langsamer ein und unterschreitet manchmal das Ausgangsniveau (Mendez et a., 2001). Diese
Beobachtungen lassen sich mit den unterschiedlichen Kalzium-Sensitivitéten von GCAPL und
GCAP2 (siehe oben) erkléren. GCAPL, das am Beginn der Lichtantwort die GC aktiviert, ist
far die schnelle Erholung nach dem Maximum der Lichtantwort verantwortlich. Deshalb
konnte die Reaktivierung des GCAP1-Gens die Lichtantwort des Wildtyps wiederherstellen.
War hingegen GCAP2 genetisch reaktiviert, verlangsamte sich die Erholungsphase, bis die

Kalzium-Konzentration so weit gesunken war, dal3d GCAP2 die GC aktivieren konnte.

1.4.1 Interaktionsstellen zwischen GC1 und GCAPs

Beide GCAPs regulieren die GC1 an ihrer intrazelluldren Doméne. Laura et a. (1996)
exprimierten heterolog die intrazelluldre Doméne der GC1 (ICD), deletierten also die ECD
und die TMD, und konnten diese Mutante Kalzium-abhangig mit GCAPs aktivieren. An der
|CD wurden sechs Interaktionsstellen fir GCAPs gefunden (siehe Abb. 1.6; #1 bis #6). Lange
et a. (1999) untersuchten Peptide der GC1 dahingehend, ob sie die GCAPl-vermittelte
GC-Aktivierung inhibierten.  Zusédtzlich untersuchten sie heterolog exprimierte
Deletionsmutanten der GC1. Auf diese Weise identifizierten sie zwei Interaktionsstellen in
12
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Abbildung 1.6: Regionen der GC1, die mit GCAPs wechselwirken.

KHD +«— #3 / #4; Krylov und Hurley
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<« #5, Sokal et al.
<+«— #6, Duda et al.
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der Juxtamembrandomane (JMD; #1 und #2; siehe Abb. 1.6). Die IMD stellt eine Doméne der
GC1 und der GC2 dar, die keine Homologien zu Peptidrezeptor GCs besitzt. Krylov und
Hurley (2001) identifizierten mittels chemischer Vernetzung von GCAPl und GC1,
Proteolyse und anschliefiender Massenspektroskopie zwei Interaktionsstellen fur GCAPL in
der KHD (#3 und #4). In der CCD wurden zwei Interaktionsstellen fur GCAP2 identifiziert.
Sokal et al. (1999) fanden ene Interaktionsstelle mit Hilfe von Peptidinhibierungs-
Experimenten (#5). Dabei inhibierte das Peptid, welches der Interaktionsstelle entsprach, die
GCAP2-vermittelte GC1-Aktivierung starker as die GCAPl-vermittelte. Jedoch
interpretierten die Autoren diese Beobachtung nicht dahingehend, dal3 es sich bel diesem
Peptid um eine GCAP2-Interaktionsstelle handelte. Spéter identifizierten Duda et al. (2005)
eine weitere GCAP2-Interaktionsstelle in der CCD (#6). Dazu nutzten sie die Technik der
Oberflachenplasmon-Resonanz-Spektroskopie, mit der es méglich ist, Protein-Protein
Wechselwirkungen direkt zu messen. In Tabelle 1.1 sind die Affinitdten der
I nteraktionsstellen zusammengefaldt. Die Affinitdten der isolierten Interaktionsstellen und
GCAPs (2,9 pM bis 260 uM, siehe Tab. 1.1) liegen deutlich Uber den ECso-Werten der
gesamten GC1 und GCAPs (unter 1 uM). Diese Diskrepanz konnte erklart werden, wenn man
annimmt, dal3 mehrere Interaktionsstellen der GC1 an der GCAP-Bindung beteiligt sind und
dadurch eine starkere Bindung entsteht. Dies konnte bisher nicht gezeigt werden.

13
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Tabelle 1.1: Affinitaten von Peptiden, die Interaktionsstellen zwischen der GC1 und GCAPs
darstellen. 1Cs-Werte und Kp-Werte sind in (uM) angegeben. n.b.: nicht bestimmt; SPR-
Spektroskopie: surface plasmon resonance spectroscopy.

Sequenz fur GCAP |Cs0 (Ca™) |Cs (EGTA) M ethode
#1 ML 1 260 100 Pepti dscreening und
#2 o L 1 150 100 Mutagenese
chemische
#3 SE™ 1 40 30 Vernetzung,
#a QA 1 80 75 Proteolyse,
M assenspektroskopie
966_~985 290 (GCAP1) . .
# GG 1/2 n.b. 120 (GCAP?) Peptidscreening
#6 YIOHNI¥ 2 Kp=31 Kp=29 SPR-Spektroskopie

In GCAPL wurden zahlreiche Regionen identifiziert, die mit der GC interagieren. Mit Hilfe
synthetischer Peptide wurden die Regionen myrG*E? (G? ist myristyliert; Palczewski et a.,
1994; siehe auch: Li et al., 2001), E>-G* und D**'-D*® (Otto-Bruc et al., 1997) gefunden.
Peptide, die diese Regionen reprasentieren, vermindern die GC-Aktivierung durch GCAPL
um mindestens 60 %. Schrem et al. (1999) identifizierten, ebenfalls durch Peptidinhibierungs-
Experimente, die Region F"*-K® (C-terminal flankierende Helix des EF-Hand-Mativs 2). In
einer weiteren Studie, die genetisch veranderte GCAP1-Formen nutzte, wurden Regionen
zwischen dem ersten und dritten EF-Hand-Motiv identifiziert, die wichtig fur die
Aktivierung der GC sind (Krylov et al., 1999). In dieser Arbeit fand man ebenfalls, dai3 die
N-terminaen neun AS wichtig fur die Inhibierung der GCl bei hohen Kalzium-
Konzentrationen sind. Auch in GCAP2 wurden Regionen identifiziert, die mit der GC1
wechselwirken. Mit Hilfe genetisch verdnderter GCAP2-Formen fanden Olshevskaya et al.
(1999) zwei fir die GCl-Regulierung wichtige Regionen. Die Region K*-F*®
(EF-Hand-Motiv 1) ist sowohl fur die Aktivierung, als auch fur die Inhibierung, der GC1
essentiell. Dagegen ist die Region V™*-N*®® (EF-Hand-Motiv 4) nur fir die Aktivierung
wichtig. Ermilov et a. (2001) mutierten einzelne AS des ersten EF-Hand-Motivs und
identifizierten so fur die GC1-Aktivierung wichtige AS, unter anderem C®. In GCAPs

wurden keine Regionen identifiziert, die mit der GC2 wechselwirken.
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1.4.2 Modelleder GC1-Aktivierung durch GCAPs

Wird die GC1 aktiviert, bilden die CCDs zweier GC1-Molekile ein Reaktionszentrum fir die
cGMP-Synthese (Hurley, 1998). Wie dieses Reaktionszentrum entsteht, wird kontrovers in
zwei Modellen diskutiert. In beiden Modellen bildet ein GC1-Dimer mit einer unbekannten
Zahl von GCAPs einen Proteinkomplex. Im ersten Modell (siehe Abb. 1.7) andert sich die
Konformation des Proteinkomplexes Kalzium-abhéngig. Bei niedrigen Kazium-
Konzentrationen bringen die GCAPs den Proteinkomplex in die aktive Konformation, bei
hohen Kalzium-Konzentrationen in die inaktive Konformation. Die GC1-Molekile liegen
folglich unabhangig von der Kalzium-Konzentration als Dimer vor. Dieses Modell wird durch
cross-linking Experimente untermauert, bei denen GC1-Dimere bei hohen und niedrigen
Kazium-Konzentrationen nachgewiesen wurden (Duda et al., 1996). Das hier gezeigte
Modell (siehe Abb. 1.7) verarbeitet zusétzlich die Erkenntnisse, da3 die GCAPs
unterschiedliche Kalzium-Sensitivitéten zeigen (siehe 1.4) und mit unterschiedlichen
Regionen der GC1 wechselwirken (siehe 1.4.1).

Belichtungsintensitét

Kalzium-Konzentration

Abbildung 1.7 Modell 1 der GC1-Aktivierung durch GCAPs. GCAPL und GCAP2 (schwarze Punkte
symbolisieren Kalzium-lonen) binden in der dunkeladaptierten Sehzelle an ein GC1-Dimer. Wird die Sehzelle
belichtet (die Belichtungsintensitét wird durch das gelbe Dreieck symbolisiert) und fallt dadurch die Kalzium-
Konzentration (symbolisiert durch das schwarze Dreieck), aktiviert zundchst GCAP1 die GC1. Sinkt die
Ka zium-Konzentration aufgrund stérkerer Belichtung weiter, aktivieren beide GCAPs die GCL.

Im zweiten Modell (siehe Abb. 1.8) existiert der enzymatisch aktive Proteinkomplex nur bel
niedrigen Kalzium-Konzentrationen. Bei hohen Kalzium-Konzentrationen dissoziiert das
GC1-Dimer, wahrend die GCAPs an den GC1-Molekilen gebunden bleiben und die
GC-Molekile inaktiv sind. Dieses Modell wird durch zwei Arbeiten gestitzt: Yu et al. (1999)

15



Einleitung

zeigten, dal3 die aktivierte GC1 als Dimer und die nicht aktivierte GC1 als Monomer vorliegt.
Olshevskaya et a. (1999) zeigten, dal? GCAP2 bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen
dimerisiert, was im Modell der Autoren zur GC1-Dimerisierung und damit zum enzymatisch
aktiven Proteinkomplex fuhrt. Im hier gezeigten Modell (siehe Abb. 1.8) ist, neben GCAP2,
auch GCAPL involviert. Da GCAP1-Dimere die GC1 nicht aktivieren, induziert GCAPL die
GC1-Dimerisierung durch einen anderen Mechanismus (Sokal et al., 2001; Hwang et al.,
2004).

Belichtungsintensitét

Kazium-K onzentration

| B j il

Q‘GCAPQ
|

iy

Abbildung 1.8; Modell 2 der GC1-Aktivierung durch GCAPs. GCAPL und GCAP2 (schwarze Punkte
symbolisieren Kalzium-lonen) binden in der dunkeladaptierten Sehzelle an ein GC1-Molekil. Wird die Sehzelle
belichtet (die Belichtungsintensitét wird durch das gelbe Dreieck symbolisiert) und fallt dadurch die Kalzium-

Konzentration (symbolisiert durch das schwarze Dreieck), induzieren die Kalzium-freien GCAPs die
Dimerisierung der GC1 und bringen sie dadurch in die aktive Konformation.

-

1.5 DieGC1 aulRerhalb des AufRensegments von Sehzellen

Die GC1 Ubersetzt ein intrazelluléres Kalzium-Signal in ein intrazelluldres cGMP-Signal.
Dies tut sie nicht nur im Aul3ensegment von Sehzellen, sondern auch in anderen sensorischen
Neuronen, die fur das Sehen, den Geruch und den Geschmack verantwortlich sind. So wurde
die GC1 in der synaptischen Region von Sehzellen und Bipolarzellen, in der Synapse von
Zapfensehzellen, in tieferliegenden Neuronen der Retina, im Riechkolben (Bulbus
olfactorius), im Geschmacksepithel und im Pinealorgan (Epiphyse) nachgewiesen. Als
regulatorisches Kalzium-Sensor Protein konnte in der Synapse von Zapfensehzellen
(Venkataraman et al., 2003), im Riechkolben (Duda et a., 2001) und in bestimmten
Pinealozyten (Venkataraman et a., 2000) GCAPL identifiziert werden. In diesen Neuronen
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wird folglich, wie in der Phototransduktion, die cGMP-Synthese bel niedrigen Kalzium-
Konzentrationen aktiviert. In der synaptischen Region von Sehzellen und Bipolarzellen (Duda
et al., 2002), im Geschmacksepithel (Duda und Sharma, 2004) und in Pinealozyten, die kein
GCAPL exprimieren (Venkataraman et al., 2000), wurde S100B als regulatorisches Kalzium-
Sensor Protein identifiziert. Im Gegensatz zu GCAPL aktiviert S100B die GC1 bei hohen
Kazium-Konzentrationen (ECsp = 2 pM bis 5 pM Kalzium). Als Interaktionsstelle konnte
eine Region der CCD, die mit der GCAP2-Interaktionsstelle Uberlappt, identifiziert werden
(Duda et a., 2002). In der inneren plexiformen Schicht der Retina, in der Bipolarzellen mit
Amakrinzellen und Ganglienzellen vernetzt sind, wurde Neurocalcin 6 as regulatorisches
Kalzium-Sensor Protein gefunden (Krishnan et a., 2004). Wie S100p, aktiviert Neurocalcin &
die GC1 bel hohen Kalzium-Konzentrationen (ECso = 1 uM) am C-terminalen Bereich der
GCL1. Die Neurocalcin o-Interaktionsstelle Uberlappt nicht mit der S100B-1nteraktionsstelle.

Je nachdem, welche regulatorischen Kalzium-Sensor Proteine in einer Nervenzelle mit der
GC1 koexprimiert werden, erfolgt die Aktivierung bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen
(= GCAP1l und GCAP2) oder bei hohen Kalzium-Konzentrationen (- S1008 und
Neurocalcin 9). Diese Eigenschaft macht die GC1 mit ihren Regulatoren zu einer universellen
Maschinerie fur Nervenzellen, in denen Signalkaskaden mit Kalzium und cGMP ablaufen.
Deshalb ist es wichtig, die Kalzium-abhangige Regulierung der GC1 auf molekularer Ebene
zu verstehen. (zur Ubersicht: Sharmaet al., 2004)
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1.6 Fragestellung und experimenteller Ansatz

Die membranstandigen Guanylatzyklasen GC1 und GC2 regulieren, im Wechselspiel mit
einer Phosphodiesterase, die Konzentration des Botenstoffes cGMP. Bel niedrigen Kalzium-
Konzentrationen stimulieren Guanylatzyklase-aktivierende Proteine (GCAPL und GCAP2)
die GCs, indem eine unbekannte Zahl von GCAPs mit einem GC-Dimer enen
Proteinkomplex bildet. Da das GC/GCAP-System eine zentrale Rolle wahrend der Adaptation
der Sehzelle einnimmt ist es wichtig, die Kazium-abhangige Dynamik des GC/GCAP-
Systems auf molekularer Ebene zu verstehen.

Eine haufig verwandte Methode, um Struktur-Funktions-Beziehungen von Proteinen
aufzuklaren, ist der Austausch oder der Einbau von Cystein-Resten. Mit Hilfe thiolreaktiver
Substanzen 1&f3t sich untersuchen, ob Cystein-Reste fur diese Substanzen zuganglich sind oder
ob Konformationsdnderungen die Zuganglichkeit beeinflussen. Ebenso kdnnen solche
Cystein-Mutanten ortspezifisch, beispielsweise mit Fluophoren, modifiziert werden. Die
Grundlage meiner Doktorarbeit sollten Cystein-Mutanten von GCAP2 bilden, deren Cystein-
Reste in alen moglichen Kombinationen gegen Alanin-Reste ausgetauscht sind. Diese
Cystein-Mutanten sollte ich zuerst genetisch herstellen, heterolog exprimieren und reinigen,

um mit ihnen folgende Fragen beantworten zu kdnnen:
Q) Beeinflussen die M utationen die GC-Aktivierung?

Der erste und der zweite Cystein-Rest von GCAP2 liegen in Regionen, die fur die
GC1-Regulation wichtig sind (siehe 1.4.1). Ware die GC1-Aktivierung durch die Mutationen
gestort, wirde dies bereits bekannte Ergebnisse bestétigen. Wéare auch die GC2-Aktiverung
gestort, lief3e dies Ruickschltisse auf die GC2/GCAP2-Interaktion zu.

(20 Welche Cystein-Reste sind fur DTNB zuganglich?

Hwang et al. (2001) konnten diese Frage fur GCAP1 beantworten. Mit dem gleichem
experimentellen Ansatz sollte ich untersuchen, ob die Cystein-Reste von GCAP2 Kalzium-
abhangig fir die thiolreaktive Substanz DTNB zuganglich sind oder nicht. Sollte dies fur den
ersten und den zweiten Cystein-Rest, der jewells im ersten und dritten EF-Hand-Motiv liegt,
der Fall sein, lief}en sich die Kazium-Affinitéten dieser EF-Hand-Motive bestimmen. Dies
wirde Rickschlisse auf den Mechanismus der GCAP2-vermittelten GC1-Aktivierung

zulassen.
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3 L assen sich Konfor mationsdnder ungen durch Fluophor e detektieren?

Die Mutanten von GCAPZ2, die nur noch einen Cystein-Rest besitzen, sollten sich
ortsspezifisch mit thiolreaktiven Fluophoren koppeln lassen. Sollte sich die Fluoreszenz einer
fluoreszenzmarkierten Mutante Kalzium-abhangig éndern, so ist der Bereich um den Fluophor
an einer Konformationsanderung beteiligt. Ebenso sollte die Fluoreszenz dieser Mutanten in
Gegenwart der GC1 gemessen werden. Sollte sich die Fluoreszenz Kal zium-abhéngig andern,
so ist hier der Bereich um den Fluophor an der GC1/GCAP2-Interaktion beteiligt.

4 LaRt sich ein Modell der GC1-Aktivierung bestatigen, tellweise bestatigen oder
ausschlief3en?

Es sollte FRET (Forster Resonanz Energie Transfer) zwischen unterschiedlich fluoreszenz-
markierten GCAP1- und GCAP2-Mutanten in Gegenwart der GC1 gemessen werden. Sollte
FRET auftreten, wirde dies fUr die gleichzeitige Bindung beider GCAP-Isoformen an die
GC1 sprechen. Ebenso sollte FRET zwischen fluoreszenzmarkierten GCAP-Mutanten und

einer fluoreszenzmarkierten GC1-Form gemessen werden.
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2 Material und M ethoden
2.1 Chemikalien und M aterialien
2.1.1 Chemikalien

Chemikalien in p.A. Qualitét stammten von AppliChem (Darmstadt), Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg), Biozym (Hess, Oldendorf), Merck (Darmstadt), MWG-Biotech
(Ebersberg), Pierce (Rockford, USA), Serva (Heidelberg) und USB (Bad Homburg). Enzyme
und dazugehdrige Puffer wurden von Ambion (Austin, USA), Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg), GIBCO BRL (Eggenstein), NEB (Schwalbach) und Roche (Mannheim) bezogen.
Alle Losungen wurden mit ddH,O hergestellt. Soweit erforderlich wurden die Lésungen
filtriert (0,22 um Filter) oder autoklaviert (121°C; 20 min).

2.1.2 Gerateund Materialien

Extinktionen von Losungen wurden an einem Ultraspec 3000 Photometer (Pharmacia
Biotech) bestimmt. Absorptionsspektren wurden an einem UV-Visible Spektrometer (Cary,
Australien) aufgezeichnet. Emissionsspektren und Excitationsspektren wurden an einem
Fluoreszenzspektrometer (Photon Technology International, Seefeld) aufgezeichnet.
Chromatographien bei Proteinreinigungen wurden an einer FPLC-Anlage (Amersham
Biosciences) oder an einer HPLC-Anlage (Waters) durchgefuhrt. Dialysen wurden mit
Visking Diayseschlauchen (Serva) oder Slide-A-Lyzer Dialysekasetten (Pierce)
durchgefihrt. Es wurden Ultrazentrifugen der Typen L7-65 und TL100 (Beckmann) sowie
Laborzentrifugen der Typen J2-21 (Beckmann), 2K 15, 3K 15 (Sigma) und 5415C (Eppendorf)
benutzt. Um Proteine zu lyophilysieren, kam ein Speedvac Plus SC110 Vakuumkonzentrator
(Savant) zum Einsatz.

2.1.3 Bakterienstamme

XL1-blue (E.coli K12) recAl endAl gyrA96(Nal") thi-1 hsdR17(ri'm«*) SupE44 relAl
lac [F’:proA™B", lacl? A(lacZ)M15 Tn10(tet")]; (Bullock et al.,
1987; Stratagene)

BL21 (DE3) (E.coli B) F ompT [lon] hsdSs(rsme*) gal[dem] (DE3); (Novagen)
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214 Plasmide

pcDNAS.1 wurde fur die transiente Expression von ROS-GC1 und ROS-GC2 in
tsA-Zellen verwendet

pBB-131 wurde fur die Expression der NMT aus Scerevisiae in E.coli verwendet

pET1la wurde fir die Expression von GCAP2-Formen in E.coli verwendet

pET21a wurde fir die Expression von GCAP1-Formen in E.coli verwendet

plZT/V5His wurde fir die Expression von GClcyt in Sf9-Zellen verwendet

plZ wurde fur die Expression von CitrinGClcyt in Sf9-Zellen verwendet

215 M olekular gewichtsstandar ds

2151 Proteinstandar ds

“Low Molecular weight Calibration Kit” (LMW; Amersham Pharmacia Biotech)

Phosphorylase b 94 kDa 128 ug/ mi
Rinderserumalbumin 67 kDa 166 pg/ mi
Ovalbumin 43 kDa 294 ug/ mi
Carbonatanhydrase 30 kDa 166 pg/ mi
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 20,1 kDa 176 pg/ mi
o-Lactalbumin 14,4 kDa 242 ug/ mi

“High Molecular weight Calibration Kit” (HMW; Amersham Pharmacia Biotech)

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

2152 DNA-Standards

A-DNA, EcoRI und Hindlll geschnitten (MBI Fermentas)
Fragmentgrof3en: 21226 bp, 5148 bp, 4973 bp, 4268 bp, 3530 bp, 2027 bp, 1904 bp, 1584 bp,
1375 bp, 947 bp, 831 bp, 564 bp und 125 bp. Die Konzentration betrug 67 ng / pl.
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2.2 Molekularbiologische M ethoden

22.1 Anzucht von Escherichia coli (E. coli)

LB-Medium (Luria Bertani Medium)

1 % Baktotrypton; 0,5 % Hefeextrakt; 1 % NaCl
Fir LB-Agar-Platten wurde 1,5 % Agar zugesetzt.
Medium zur GCAP-Expression

1,6 % Baktotrypton; 1 5 Hefeextrakt; 0,5 % NaCl

Das Flussigmedium wurde in Portionen aufgeteilt, autoklaviert (121°C; 20 min) und bel RT
gelagert. Agar enthaltendes Medium wurde autoklaviert und in Petrischalen gegossen. Bel
Bedarf wurde Ampicillin (Endkonzentration 100 pg / ml) oder Kanamycin (Endkonzentration
30 pg / ml) zu dem hdchstens 60°C heilden LB-Agar gegeben.

E.coli-Zellen einer Bakterienkolonie oder einer Vorkultur wurden mindestens 8 h in
LB-Medium bei 37°C in einem Rotationsinkubator (New Brunswick; Nortingen) oder in
einem Warmluftschittler (Braun-Dissel; Melsungen) inkubiert. Zur Selektion auf Plasmide

wurde das L B-Medium mit einem geeigneten Antibiotika versetzt.

2272 Transformation von Plasmid-DNA

CM-Puffer (10 x)
100 mM CaCl,; 400 mM MgCl.

2221 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli BL 21 codon plus

Einhundert pl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der Plasmid-DNA
(1 pl einer Mini-Plasmid-Praparation, siehe 2.2.5) erfolgte 30 min Inkubation auf Eis. Es
folgte ein Hitzeschock fir 25 sek bel 42°C und weitere 2 min auf Eis. Nach Zugabe von
400 pl LB-Medium lie3 ich die Zellen bel 37°C fur 1 h wachsen. Der Transformationsansatz
wurde dann komplett auf vorgewdrmte L B-Agar-Platten mit geeignetem Selektionsantibiotika
ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte G.N. bei 37°C im Warmluftschrank.
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22272 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli XL1 blue

Zu einer geeigneten Menge Plasmid-DNA (5 ul bis 10 pl eines Ligationsansatzes oder 100 ng
bis 500 ng Plasmid DNA) wurde 10 pl 10 x CM gegeben und der Ansatz mit ddH,O auf
100 pl aufgefullt. Einhundert pl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und zu dem
Transformationsansatz gegeben. Nach 20 min Inkubation auf Eis folgte ein 1 min Hitzeschock
bei 42°C. Nach weiteren 10 min auf Eis gab ich 400 pl LB Medium zu dem
Transformationsansatz und lie? die Zellen be 37°C fir 1 h wachsen. Der
Transformationsansatz wurde dann auf vorgewdrmten LB-Agar-Platten mit geeignetem
Selektionsantibiotika ausgestrichen. Die ausgestrichene Menge richtete sich nach der
eingesetzten DNA-Menge. Die Inkubation erfolgte G.N. bei 37°C im Warmluftschrank.

223 Phenol / Chlorofor m-Extraktion

Mit der Phenol / Chloroform-Extraktion habe ich Verunreinigungen, wie Proteine oder
Lipide, aus Nukleinsdure-Lésungen entfernt. Die Nukleinsdure-Losung wurde mit dem
gleichen Volumen einer 1 : 1 Mischung aus Phenol und Chloroform versetzt, gemischt und
zur Phasentrennung zentrifugiert (18.300 g; 2 min; RT). Die wé¥ige Phase wurde
abgenommen und mit dem gleichem Volumen Chloroform versetzt, gemischt und zur
Phasentrennung zentrifugiert (18.300 g; 1 min; RT). Durch diesen Schritt habe ich Reste von
Phenol aus der wérigen Phase extrahiert. Anschlief3end wurden die Nukleinsduren aus der

waldrigen Phase mit Ethanol prazipitiert (siehe 2.2.4).

224 Ethanol-Prazipitation von DNA

TE-Puffer
10 mM Tris/ HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA

Um Nukleinsauren zu prazipitieren, wurde eine NaAc-Konzentration von 0,3 M eingestellt
und die Lésung mit dem 3-fachen Volumen Ethanol versetzt. Anschlief?end wurden die
Nukleinsduren sedimentiert (18.000 g; 15 min bis 120 min; 4°C). Das Pellet wurde mit
70 %igem Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in TE-Puffer aufgenommen.

23



Material und Methoden

2.2.5 Mini-Plasmid-Pr&paration

50 mM Glukose; 25 mM Tris/ HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA,; autoklaviert

L6sung |1
0,2 M NaOH; 1 % SDS; autoklaviert

L 6sung 111
3 M KACc; 11,5 % HAc; pH 4,8 mit HCI eingestellt; autoklaviert

TErnase
TE-Puffer mit 5 pl / ml RNAse-Cocktall

Die Mini-Prgparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly; 1979). Von einer Bakterienkultur wurden 1,5 ml in ein Reaktionsgefal3
tberfihrt und die Bakterien pelletiert (18.300 g; 1 min; RT). Das Bakterienpellet habe ich
dannin 100 pl Losung | resuspendiert. Durch Zugabe von 200 pl Lésung 11 wurden die Zellen
lysiert. Proteine, Zelltrimmer, chromosomale DNA und SDS habe ich dann durch Zugabe
von 150 pl Loésung I11 geféllt und in der Sigmazentrifuge pelletiert (18.300 g; 3 min; RT). Die
Nukleinsduren wurden mit Phenol / Chloroform gereinigt (siehe 2.2.3) und mit Ethanol
prézipitiert (2.2.4).

Zu sequenzierende DNA habe ich nach der LiCl-Methode gereinigt. Dazu wurden die
Bakterien aus 4 ml Kultur durch 2 Zentrifugationsschritte (18.300 g; 1 min; RT) in ein 2 ml
Reaktionsgefald pelletiert. Analog zur oben beschriebenen Praparation, wurden 150 ul Losung
I, 180 pl Losung 11 und 225 pl Losung 111 zugegeben. Aus dem Uberstand wurden mit 1,5 ml
absolutem Ethanol die Nukleinsauren prézipitiert und das Pellet in 120 pul 30 mM Tris/ HCI
pH 7,5 gel6st. Zur Préazipitation von RNA wurden 200 pl 4 M LiCl zugegeben, gemischt und
zentrifugiert (18.300 g; 5 min; 4°C). Die DNA und Reste von RNA wurden durch Zugabe von
1000 pl Ethanol zum Uberstand prézipitiert und sedimentiert (18.300 g; 5 min; 4°C). Das
Pellet wurde in 100 pl TEgnase aufgenommen und 10 min bis 20 min bei 37°C inkubiert. Die
DNA wurde mit Phenol / Chloroform gereinigt (siehe 2.2.3) und mit Ethanol prézipitiert
(siehe 2.2.4). Das DNA-Pellet wurde in 20 pl TE-Puffer gelst.

2.2.6 M axi-Plasmid-Pr &paration

Grole DNA-Mengen (50 ml bis 500 ml Kultur) habe ich nach der LiCl-Methode gereinigt.
Bakterien einer 500 ml Kultur wurden pelletiert (5.000 g; 15 min; 4°C) und in 20 ml Lésung |
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(siehe 2.2.5) resuspendiert. Durch Zugabe von 24 ml Lésung 1l (2.2.5) wurden die Zellen
lysiert. Proteine, Nukleinsuren und SDS wurden durch Zugabe von 30 ml Lésung I11 (siehe
2.2.5) gefdllt und pelletiert (5.000 g; 10 min; RT). Der Uberstand wurde mit einem
Faltenfilter filtriert und die Nukleinsduren durch die Zugabe von 54 ml Isopropanol
prazipitiert und sedimentiert (5.000 g; 10 min; 4°C). Das Pellet wurde in 3 ml 100 mM
Tris/ HCl pH 7,5 gelost und die RNA durch Zugabe von 5 ml 4 M LiCl prazipitiert und
sedimentiert (5.000 g; 5 min; 4°C). Aus dem Uberstand wurde die DNA mit 3-fachem
Volumen absoluten Ethanol gefallt und pelletiert (5.000 g; 10 min; 4°C). Um RNA-Reste zu
entfernen, habe ich das Pellet in 500 pl TErnase aufgenommen und 30 min bel RT inkubiert.
Nach zwei Phenol / Chloroform-Extraktionen (siehe 2.2.3) und einer Ethanol-Prazipitation
(siehe 2.2.4) wurde das DNA-Pellet in 100 pl bis 300 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.2.7 K onzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

2.2.7.1 K onzentrationsbestimmung von DNA mit Hilfe von Agar osegelen

Die DNA-L6sung wurde 1 : 20 in ddH,O verdinnt. Auf ein Agarosegel wurden 1 bis 10 pl
dieser Verdinnung und 10 pl DNA-Standard (siehe 2.1.5.2) aufgetragen. Durch den
Vergleich der Bandenintensitdten konnte ich die DNA-Konzentration bestimmen.

2.2.7.2 Photometrische K onzentrationsbestimmung von Nukleinsaur en

Die Konzentration von Oligonukleotiden oder RNA-freier DNA kann photometrisch erfolgen.
Dazu wurde die DNA 1 : 100 in TE-Puffer verdinnt und die Absorption bei 260 nm und
280 nm gemessen. Eine ODgp von 1 entspricht 50 pg DNA / ml oder 33 g Oligonukleotide /
ml. Die Reinheit der Nukleinsdure-Losung konnte durch den Quotienten ODogp / ODogo

bestimmt werden, dessen Wert nicht unter 1,8 liegen sollte.

2.2.8 DNA-Gelelektrophorese

TBE-Puffer (50 x)

2 M Tris/ Borat pH 7,5; 50 MM EDTA
Farbmarker (10 x)

10 x TBE; 50 % Glycerin; 0,25 % Xylencyanol
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DNA-Fragmente unterschiedlicher Grofe lassen sich durch die DNA-Gelelektrophorese zu
analytischen oder praparativen Zwecken trennen. Dabel benutzte ich 0,75 %ige Agarosegele
fir DNA-Fragmente im GrofRenbereich vopn 500 bp bis 10.000 bp und héher konzentrierte
Agarosegele 1 %ig bis 2 %ig) fur kleinere DNA-Fragmente.

Die Agarose wurde in 1 x TBE aufgekocht und nach Abkihlung unter 60°C mit 1 pg / mli
Ethidiumbromid versetzt. Diese L6sung gol3 ich dann in einen Geltrager mit Formtaschen fir
die Proben und lief3 sie erkalten. Die Proben wurden mit 1/ 10 Volumen Farbmarker versetzt
und in die Taschen gegeben. Als Laufpuffer habe ich 1 x TBE verwendet. Die Elektrophorese
wurde bel maximal 120 V durchgefiihrt. Um die DNA-Banden zu sehen, wurde das Gel mit
UV-Licht (A = 254 nm) bestrahit.

2.2.9 Elution von DNA aus Agar osegelen

DNA eluierte ich aus Agarosegelen nach der Zentrifugationsmethode. Dabei wurde von
einem Eppendorfreaktionsgefald der Deckel abgetrennt, mit einer heilfen Kanlle der Boden
durchstof3en und das Reaktionsgeféld mit silanisierter Glaswatte gefiillt. Dieses modifizierte
Reaktionsgefald wurde dann in ein zweites, intaktes, Reaktionsgefdd gesteckt. Das
ausgeschnittene Agarosestiick wurde nun auf die Glaswatte gelegt und zentrifugiert (7.000 g;
10 min; RT). Das Eluat enthielt das DNA-Fragment, welches durch Phenol / Chloroform-
Extraktion und Ethanol-Préazipitation gereinigt wurde.

2.2.10 Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionen von DNA wurden in den vom Enzymhersteller mitgelieferten Puffern
durchgefuihrt. Fir analytische Restriktionen betrug die Enzymmenge 1 U bis 5 U pro ug
DNA, die Inkubationszeit lag bei 1 h und die Inkubationstemperatur lag bei 37°C. Wurde
DNA aus einer Mini-Plasmid-Praparation geschnitten (siehe 2.2.5), habe ich zusétzlich 0,3 pl
RNAse-Cocktail zugegeben. Der Ansatiz aus DNA, Restriktionsenzymen, Puffer und
eventuell RNAse wurde mit ddH,0 auf 15 ul aufgefllt. Um Aktivitdtsverluste zu vermeiden,
sollte der Enzymanteil unter 5 % liegen.

Préparative Restriktionen wurden mit groferen Mengen Restriktionsenzym durchgeftihrt (bis
10 U / ug DNA) und langer inkubiert (2 h oder Gi.N.).
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2211 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligase-Puffer (10 x)
600 mM Tris/ pH 7,5; 50 mM MgCl,; 10 mM DTE; 10 mM ATP

Zur Ligation wurden 50 ng geschnittener Vektor und ein 3- bis 5-facher molarer Uberschul
an Fragment in 1 x Ligasepuffer und 1 pl T4-DNA-Ligase (1 U / pl; Roche) gemischt. Das
Gesamtvolumen betrug 10 pl. Inkubiert wurde mindestens 30 min bei RT oder auch G.N.

2.2.12 Polymer ase-K etten-Reaktion (PCR, polymerase chain reaction)
(Mullin et al., 1986)

Mit Hilfe der PCR konnen spezifische Fragmente von einer Matrizen-DNA amplifiziert
werden. In mehreren Zyklen denaturiert die Matrizen-DNA und hybridisiert mit geeigneten
Oligonukleotiden (Primern), welche dann durch hitzebestdndige DNA-Polymerasen

verlangert werden.

22121 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech synthetisiert. Die Oligonukleotide wurden als
Lyophilysat geliefert und konnten direkt in TE-Puffer aufgenommen werden.

22122 Bedingungen fir die PCR-Reaktionen

Die PCR-Reaktionen wurden in einem , Trio-Thermoblock” (Biometra) durchgefihrt. Vor
dem 1. Zyklus wurde die DNA bei 94°C fur 2 min denaturiert. Wahrend der Zyklen wurde
jeweils fur 40 sek denaturiert und hybridisiert. Die Hybridisierungstemperatur richtete sich
nach der niedrigeren Schmelztemperatur T, der beiden Primer. Sie wurde nach der folgenden
Formel berechnet:

Tm= % 4°C +$- 2°C —(Anzahl Basenfehlpaarungen)-4°C —4°C

Zur Strangverléangerung wurde bel 72°C far 1 min inkubiert. Es wurden 25 Zyklen
durchgefihrt.
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22123 Reinigung der PCR-Produkte

Die Analyse von PCR-Reaktionen erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Waren die
PCR-Reaktionen positiv, reinigte ich die PCR-Produkte durch eine Phenol / Chloroform-
Extraktion (siehe 2.2.3) und prazipitierte sie mit Ethanol (siehe 2.2.4). Die gereinigten
PCR-Produkte konnten nun zur weiteren Klonierung mit Restriktionsendonukleasen
geschnitten, Uber ein Agarosegel isoliert (siehe 2.2.9) und Uber eine Phenol / Chloroform-

Extraktion gereinigt werden.

2.2.13 DNA-Sequenzierung mittels LICOR-Sequenzierer

Die Sequenzierung erfolgte mit dem LICOR DNA Sequenzer Long ReadlR 4200 (MWG-
Biotech, Ebersberg).

Die Sequenzierreaktion erfolgte nach dem Prinzip der Didesoxy-Kettenabbruchmethode
(Sanger et al., 1977). Die DNA wurde durch eine PCR mit IRD800-Fluophor markierten
Primern fluoreszenzmarkiert. Ich habe das ,,DYEnamic Direct cycle sequencing Kit* von
Amersham Pharmacia Biotech verwendet. Von der zu sequenzierenden DNA wurden 200 ng
bis 1000 ng pro kbp zu sequnzierender DNA eingesetzt. Zugegeben wurden 0,8 pl Primer
(2 pmol / pl) und mit ddH,O auf ein Endvolumen von 7 pl aufgefullt. Je 1,5 pl des Ansatzes
wurde in 4 PCR-Reaktionsgefal3e pipettiert und 1,5 pl Terminationsmix zugegeben. Die
Ansdtze wurden mit 20 ul Chill-Out-Wachs Uberschichtet und zur Sequenzierungs-PCR
eingesetzt.

Die Sequenzierungs-PCR wurde in einem Trio-Thermoblock (Biometra) durchgefthrt und
unterschied sich nur gering von der PCR (2.2.12.2). Die Sequenzierungs-PCR hatte folgende

Temperaturen und Zeiten:

Denaturierung 94°C

Denaturierung 94°C

Binden der Primer 50°C 40 Zyklen
Strangverlangerung 70°C

Ende 4°C

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 ul Stoppuffer gestoppt. Auf das Sequenziergel
wurden 1 pl bis 1,8 pul des Ansatzes aufgetragen.
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2.2.14 Generierung genetisch veranderter GCAPs

Die Grundlage meiner Arbeit bildeteten genetisch verdnderte GCAP2-Mutanten, deren
Cystein-Reste in allen moglichen Kombinationen gegen Alanin Reste ausgetauscht waren.

Die Nomenklatur der Mutanten lautete wie folgt:

C®A > ACC
cA > CAC
c®A > cca
C*A, C'™MA > AAC
C®A, C™¥A > ACA
ctA, CB'A > CAA
C®A, C''A, C¥A > AAA

Um die GCAP2-Mutanten zu generieren, fuhrte ich zwei aufeinander aufbauende PCRs
durch. In der ersten PCR wurden Mutagenese-Primer und endstandige Primer verwendet. Der
5'-endstandige Primer besal? eine Ndel-Erkennungssequenz und der enstandige 3'-Primer eine
BamHI-Erkennungssequenz. Als Matrize diente pET11a-GCAP2. Die Produkte dieser PCRs
besallen die Mutation und wurden durch die 2. PCR, mit endstandigen Primern, verlangert.
Das Produkt der 2. PCR wurde mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI
behandelt und Uber diese Schnittstellen in den Vektor pET11a ligiert. Die fertigen Konstrukte

wurden sequenziert.

5'_>
5
4—\/—
| A 1. PCR
5 ‘_5'
5 —> -
'2.PCR
o -— 5
5 3
- 5
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2.2.15 Generierung loslicher GC1-Konstrukte

GClcyt

Der Teil des GC1-Gens, das die intrazelluldre Domande der GC1 kodiert (GClcyt), ist
1,8 kbp grof3. Da das Grofzenlimit wahrend einer DNA-Sequenzierung 1 kbp betragt, konnte
ich diesen Genabschnitt der GC1 nicht in einem Stiick amplifizieren. Um dieses Problem zu
umgehen, amplifizierte ich GCl1cyt in zwei Teilen. Dazu firte ich mit Hilfe von Primern eine
Erkennungssequenz fir die Restriktionsendunuklease Pstl ein. Die AS-Sequenz wurde
dadurch nicht gedndert (= silent mutation). Als Matrize diente pcDNA3.1-GC1. Dieser
Vektor enthielt das Gen fir die GC1 aus dem Rind. Tell A amplifizierte ich mit dem 5'-Primer
#3599, der eine optimierte Kozak-Sequenz und eine Erkennungsequenz fir Asp718 besal3,
und dem 3-Primer #3596, der die Erkennungssequenz fir Pstl einflgte. Teil B wurde mit
dem 5'-Primer #3595, der die Erkennungssequenz fir Pstl einfiigte, und dem 3'-Primer #3597,
der eine Erkennungssequenz fur Xbal einfugte, amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden
sequenziert und in den Vektor plZT/V5His ligiert. Dieser Vektor wurde vorher mit den
Restriktionsendonukleasen Asp718 und Xbal behandelt.

#3595
5-CCCCTCCACTCTGCAGGCCCTCCGT
#3596
5-ACGGAGGGCCTGCAGAGTGGAGGGG
#3597

5- TGTTCTAGACCCAGCCTCACTTCCCA

#3599
5-CAAGGTACCGTCATGGGACATTATTGTAGGCACCG

CitrinGClcyt

Das fur Citrin kodierende Gen wurde mit den Primern #4047 und #4048 von der Matrize
pB-#4035/36-8 (von Dr. Wolfgang Bonigk erhalten) mit Hilfe einer PCR amplifiziert. Der
5-Primer #4047 besal} eine Erkennungssequenz fir Asp717 sowie eine optimierte
Kozak-Sequenz und kodierte fir sechs Histidin-Reste. Dieser sogenannte His-Tag sollte die
gpdtere Reinigung von CitrinGClcyt erleichtern. Der 3-Primer #4048 besald eine
Erkennungssequenz fur Ndel und kodierte fur sechs Glycin-Reste. Diese sollten im

CitrinGClcyt-Konstrukt einen linker zwischen den Proteinteilen Citrin und GClcyt bilden.
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H#A4047:
5-GCCGGTACCATGCATCAGCATCAGCATCAGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT
#4048:

5-CCGCATATGTCCACCTCCACCTCCACCCTTGTACAGCTCGTCCATG

Das fur GClcyt kodierende Gen wurde aus dem Konstrukt pET21a-GClcyt mit den
Restriktionsendonukleasen Ndel und Notl geschnitten. Citrin und GClcyt wurden in den
Vektor plZ, der mit Asp718 und Notl behandelt war, ligiert.

2.3 Heter ologe Genexpression in tsA-Zellen

Die GC1 und die GC2 sind membransténdige Proteine. Daher wurden sie nicht in Bakterien,
sondern in eukaryotischen tsA-Zellen exprimiert. Bei tsA-Zellen handelt es sich um
modifizierte HEK293-Zellen (human embryonic kidney cells), die stabil mit dem viralen
SV40T-Antigen transfiziert sind. Sie zeigen eine adhnlich hohe Expressionsrate wie
HEK293-Zellen, die mit Butyrat gestrefdt wurden.

231 Transiente Expression

2x BBS
50 mM  N,N,-bis-(2-Hydroxyethyl)-2-Aminoethansulfonsdure; 280 mM  CaCly;
1,5 mM NaPO,

Die transiente Expression von ROS-GC1 und ROS-GC2 erfolgte nach der CaPO,-Methode
(Chen & Okayama, 1987). Es wurden die Konstrukte pcDNA3.1-GC1 und pcDNA3.1-GC2
transfiziert. Kontrollzellen wurden anaog, aber ohne DNA, behandelt. Drei3ig pg DNA
wurden mit ddH,O auf 372 pl aufgefillt. Dazu habe ich 123 pyl 1 M CaCl, und 495 pl
2 X BBS gegeben. Die Transfektionsansdtze wurden gut gemischt. Nach 20 min Inkubation
bei RT wurden die Transfektionsansétze in Zell-Schalen (& 9 cm) pipettiert. Die DNA wurde
durch eine 20 h bis 22 h lange Inkubation bel 35°C, 3 % CO, und ca. 95 % L uftfeuchtigkeit
prazipitiert. Die DNA-Prézipitate waren im Lichtmikroskop als grauer Schleier zu erkennen.
Durch5ml PBS, 3 ml PBS/EDTA und 5 ml PBS wurden die DNA-Prézipitate abgewaschen.
Danach wurden die Schalen wieder mit 8 ml vorgewarmten M10 Medium befillt. Es folgte
eine 20 h bis 22 h Inkubation bei 37°C, 5 % CO, und 95 % L uftfeuchtigkeit.
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2.3.2 Pré&par ation von tsA-Zellmembranen

Lysepuffer
10 mM HEPES/KOH pH 7,5; 1 mM DTT

Resuspendierungspuffer

10 MM HEPES/ KOH pH 7,5; 250 mM KCI; 10 mM NaCl; 1 mM DTT

Mit diesem Protokoll ist es moglich, Membranproteine nativ zu gewinnen, da keine
Detergentien benutzt werden. Die Volumenangaben beziehen sich auf eine 9 cm Schale und
konnen beliebig skaliert werden. Alle Schritte wurden auf Eis durchgefihrt.

Die tsA-Zellen wurden vorsichtig mit einem Gummischaber vom Schalenboden abgeschabt
und mit M10 Medium in ein 15 ml Falconréhrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden pelletiert
(200 g; 5 min; 4°C). Die Zellen habe ich dann in 8 ml PBS aufgenommen, erneut pelletiert
und in 100 pl Lysepuffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal tberfuhrt. An diesem Punkt konnten die Zellen schockgefroren und bei —-80°C
gelagert werden, um die Praparation zu einem spateren Zeitpunkt fortzusetzen. Die Zellen
wurden nun sonifiziert (4 x 5 sek; 80 W bis 100 W). Grofdere Telltrimmer und Zellkerne
wurden durch Zentrifugation entfernt (400 g; 5 min; 4°C) und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald Uberfuhrt. In der Ultrazentrifuge wurden nun die Membranen pelletiert
(125000 g; 15 min; 4°C). Das Membranpellet habe ich dann in 100 pl
Resuspendierungspuffer aufgenommen und 30 min bis 60 min |6sen lassen. Zur besseren
Homogenisierung wurde noch kurz sonifiziert (5 sek; 80 W bis 100 W).

Die Proteinbestimmung habe ich mit der Amido-Schwarz-Methode durchgefihrt. Die
Ausbeuten betrugen 100 pg bis 200 pg Protein pro 9 cm Schale.

24 Heter ologe Genexpression in Sf9-Zellen

Die Konstrukte der intrazelluléren Domane der GC1 (GClcyt und CitrinGClcyt) wurden in
Sf9-Zellen exprimiert. Dabel handelte es sich um Insektenzellen aus dem Schmetterling.
Diese Zellen konnten sowohl adherent, als auch in einer Suspensionskultur gehalten werden.
Sie wuchsen bei einer Temperatur von 27°C in "Grace's Insect Medium” (GIBCO), das mit
1 % (v / v) Antibiotikum / Antimykotikum (GIBCO) und 10 % foétalem Rinderserum

(Biochrom AG) angereichert war.
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Transfektion

Die Transfektionen von Sf9-Zellen wurden in Flaschen durchgefiihrt. Den 25 cm? messenden
Boden der Flaschen sollten die Sf9-Zellen zu etwa 50 % bedecken. Eine h vor der
Transfektion wurden die Zellen in "Grace's Insect Medium" ohne Zusdtze (Medium)
gebracht. Dreisig ul Cellfectin (Invitrogen) wurden mit 300 pl Medium in einem
Reaktionsgefald gemischt. In einem weiteren Reaktionsgefald wurden 5 pg DNA mit Medium®
auf ein Volumen von 300 pl aufgefiillt. Bei Ansdtze wurden vereinigt und 15 min bei RT
inkubiert. Zum Transfektionsansatz gab ich 2,4 ml Medium™ und gab diese Ldsung auf die
Zellen. Vierunzwanzig h spéter ersetzte ich das Medium™ mit Medium, dal3 Antibiotikum,
Antimycotikum und foétales Rinderserum enthielt. Sollte ein stabile Zelllinie generiert werden,

erfolgte eine Selektion mit 800 ug / ml Zeocin.

2.5 Allgemeine biochemische M ethoden
251 K onzentrationsbestimmung von Proteinen
2511 K onzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford (1976)

Die Konzentration von Proteinldsungen habe ich mit Hilfe des Bradford-Assays bestimmt.
Eine Probe der Proteinlésung wurde mit ddH,O auf ein Volumen von 800 pl aufgefullt und
mit 200 ul Bradford-Reagenz gemischt. Nach 5 min Inkubation bel RT wurde die ODsgs
bestimmt. Anhand einer BSA-Kalibriergeraden (1 pg bis 10 pg BSA) konnte die
Proteinkonzentration ermittelt werden. Zur Konzentrationsbestimmung von GCAP-Ldsungen
benutzte ich eine GCAP-Kalibriergerade.

25.1.2 Amido-Schwar z Proteinbestimmung

Amido-Schwarz Féarbel6sung

45 % (v / v) Methanol; 10 % (v / v) HAc; 0,5 % (w / v) Amidoschwarz
Amido-Schwarz Entférbel 6sung

90 % (v / v) Methanol; 2 % (v / v) HAc

ElutionslGsung

90 % (v / v) Methanol; 2 % (v / v) HAc; 8 % (v / v) H,O
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Weitere verwendete L 6sungen

10 % (w /v) SDS

104 % (w/v) und 6 % (w / v) TCA

1M Tris/HCl pH 7,5; 1% (w / v) SDS

Enthielt eine Proteinlosung Lipide oder Detergentien, habe ich die Amidoschwarz-Methode
angewandt. Bei dieser Methode wird die an Protein gebundene Menge von Amido-Schwarz
photometrisch bestimmt.

Die Proteinprobe wurde mit ddH,O auf 200 pl aufgefillt. Zu diesem Ansatz gab ich dann
20 pl 10 % (w / v) SDS um Proteine zu solubilisieren, 30 pl 1 M Tris/ HCl pH 75/ 1 %
(w / v) SDS und 60 pl 104 %ige TCA um Proteine zu fédlen. Dann erfolgte eine 5 bis 10
minttige Inkubation bel RT. Anschlief3end pipettierte ich die Losungen punktférmig auf eine
Filtermembran (0,45 um Porendurchmesser; Whatman), welche auf einer Saugglasfritte lag
und mit 6 %iger (w / v) TCA angefeuchtet war. Dann wurde die Filtermembran 10 min bei
RT in Amido-Schwarz Farbelésung inkubiert, die Membran mit ddH,O abgespiilt und
mehrmals in Amido-Schwarz Entféarbel sung gewaschen. Die geférbten Bereiche habe ich
ausgeschnitten und mit 1 ml Losungsmittel in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt. Nach einer
Inkubation von 20 min bel RT wurde die ODg3y gemessen. Anhand einer paralel erstellten
BSA-Kalibriergeraden konnte ich dann die Proteinkonzentration bestimmen.

25.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Elektrodenpuffer

25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS (w / V)

Probenpuffer, 4 x konzentriert

200 mM Tris/ pH 7,2; 50 % Glycerin (v /v); 4 % B-Mercaptoethanol (w / v);

6,4 % SDS (w / v); 0,52 % Bromphenolblau (w / v)

Coomassie-Féarbel dsung

25 % Ethanol; 5 % Essigsaure; 0,2 % Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva Blue R)
Coomassi e-Entfarbel 6sung

25 % Ethanol; 5 % Essigsaure

Sammelgel

500 pl 05 M Tris/ pH 6,8, 20 pl 10 % (w / v) SDS; 340 pl 30 % Acrylamid,
40 pl 10 % APS; 2 ul TEMED; mit ddH,0 auf 2 ml auffllen
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Trenngel
Prozentigkeit des Gels
7,5% 10 % 125% 15%
Tris1,5M pH 8,8 1,5ml 1,5ml 1,5ml 1,5ml
SDS 10 % 60 pl 60 pl 60 pl 60 pl
Acrylamid 30 % 1,5ml 2ml 2,5ml 3ml
APS 10 % 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
TEMED 3ul 3ul 3ul 3ul
ddH->O 29 ul 2,4ml 1,9 ml 1,4 ml

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
mit Modifikationen nach Laemmli (1970) getrennt. Dazu wurden die Proteinproben mit
1/ 3 Volumen 4 x Probenpuffer versetzt. Der Strom betrug im Sammelgel 15 mA und im
Trenngel 20 mA. Anschlief3end wurde das Gel in Coomassie-Farbeldsung geféarbt und in

Coomassie-Entfarbel 6sung entfarbt.

253 Wester n Blot

PBS (phosphate buffered saline)

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM NaHPO4; 1,5 mM KH,PO4; pH 7,4
Milchlésung

PBS; 0,05 % Tween 20; 1 % (w / v) Milchpulver (Glicksklee)

Primérer Antikorper

verdunnt in: PBS; 0,05 % Tween 20

Sekundérer Antikorper (Amersham Biosciences)

1: 5000 verdinnt in: PBS; 0,05 % Tween 20; 0,1 % Milchpulver

Der immunchemische Nachweis von Proteinen wurde nach dem Western Blot Verfahren
durchgefuhrt. Dazu wurden die Proteine eines SDS-PAGE-Gels auf eine ImmobilonP
Blotmembran (Millipore) tbertragen. Dies geschah nach dem Halbtrockenverfahren (Towbin
et a., 1979) in einer Milliblot-Kammer (Millipore). Die Stromstéarke betrug 2,5 mA / cm? und
die Blotdauer betrug 35 min.
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L] A node

} 4 Whatmanfilter in Kathoden-Puffer

Gel in Kathodenpuffer
Blotmembran in Anoden-Puffer 11

1 Whatmanfilter in Anoden-Puffer 11

} 2 Whatmanfilter in Anoden-Puffer |

| Kathode

Der Western Blot wurde in drei Schritten entwickelt. Im ersten Schritt wurden Protein-freie
Stellen der Membran mit Proteinen der Milchldsung geséttigt. Im zweiten Schritt wurde die
Membran mit dem priméren Antikorper inkubiert und im dritten Schritt mit dem sekundéren
Antikorper, an den Meerrettichoxidase gekoppelt war. Die anschlief3ende Chemilumineszenz-
Reaktion wurde nach den Herstellerangaben durchgefuhrt Die Inkubationsschritte erfolgten
entweder fur 1 h bel RT oder G.N. bel 4°C. Nach jedem Inkubationsschritt wurde die
Blotmembran mit PBS / 0,05 % Tween 20 fur 3 x 10 min bel RT gewaschen. Alle Schritte
erfolgten unter Schitteln.

In dieser Arbeit wurden folgende priméaren Antikorper verwendet:

Antikor per aus Verdinnung Epitop
PAK115#4" K aninchen 1:500 A8 Qe
PAK 106#4" Kaninchen 1: 2000 G*'-D*®
PAKa-GCAP2 Kaninchen 1 : 5000 GCAP2
254 reversed phase HPLC

Um Proteine oder Nukleotide zu trennen, habe ich die reversed phase HPLC (high
performance liquid chromatography) angewandt. Bei dieser Chromatographiemethode
werden Molekile aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften getrennt. Die Komponenten des
HPL C-Systems stammten von Waters (Milford, USA). Es bestand aus Pumpen des Typs 501,
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einem Autosampler des Typs 712WISP und einem UV-Detektor des Typs 484. Die Gerdte
wurden durch das Programm "Waters Millennium®*" tiber ein "Waters Pump Control"-Modul
und ein "Waters busSAT/IN"-Modul gesteuert.

254.1 Trennung von Proteinen

Um den Myristylierungsgrad von GCAPs zu bestimmen bzw. freien Fluophor von GCAPs zu
trennen, wurde eine Saule des Typs GRACE Vydac 238TP C18-Monomeric (5 uM) der
Dimension 0,46 x 15 cm benutzt. Der UV-Detektor konnte auf verschiedene Wellenldngen
eingestellt werden (220 nm bis 600 nm). Folgender Gradient wurde bei ener

FluRgeschwindigkeit von 1 ml / min verwendet.

Zeit (min) % A (0,1% TFA in ddH-0) % B (0,1% TFA in Methanol)
0 100 0
3 65 35
45 30 70
47 0 100
49 100 0
254.2 Trennung von Nukleotiden

Durch GC-Assays wurde die Aktivitdt von GCs bestimmt. Die Menge an synthetisiertem
cGMP konnte mit Hilfe der HPLC quantifiziert werden. Dabei wurde eine LiChroCART
250-4 Saule, die mit LiChrisper 100 RP18 (5 um) (Merck, Darmstadt) geflllt war, benutzt.
Der UV-Detektor mal3 die Absorption bei einer Wellenlénge von A = 254 nm. Folgender

Gradient wurde bel einer Fluf3geschwindigkeit von 1,2 ml / min verwendet:

Zeit (min) % A (5mM KH,POy) % B (Methanol)
0 100 0
4 85 15
9 30 70
10 100 0
14 100 0
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2.6 Expression und Reinigung von GCAPs

2.6.1 Expression von GCAPs

dYT-Medium

1,6 % Baktotrypton (w / v); 1 % Hefeextrakt (w / v); 0,5 % NaCl; autoklaviert
Myristinsaure

50 mg/ ml (w/v) in Ethanol

GCAPs wurden in den E .coli-Stdmmen BL21 codon plus oder LysS exprimiert. Da GCAPs
nativ myristyliert sind, E.coli aber keine Myristyltransferase besitzt, habe ich zu den GCAP-
Expressionsvektoren das Plasmid pBB131 (bereitgestellt von Dr. J. |. Gordon)
kotransformiert. Das Plasmid pBB131 enthélt das Gen fir die N-terminale Myristyltransferase
aus Hefe, sodald die Expression myristylierter GCAPs moglich war.

Mit 2 ml einer U.N.-Kultur wurden 500 ml dYT-Medium, das 100 pg / ml Ampicilin und
25 pg / ml Kanamycin enthielt, inokuliert. Bei einer ODggo Von 0,4 habe ich Myristinsdure
zugegeben (Endkonzentration 100 pg / ml) und bei einer ODgyo Von 0,6 die Expression durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1mM) induziert. Nach 4 h wurden die Zellen pelletiert
(5000 g; 10 min; 4°C) und das Pellet von 1 | Bakterienkultur in 40 ml 50 mM Tris / HCI
pH 8,0 aufgenommen.

2.6.2 Bakterien-Aufschluf3 und Solubilisierung von inclusion bodies

Solubilisierungspuffer
6 M Guanidinium-Hydrochlorid, ImM DTT

Dialysepuffer
150 mM NaCl; 20 mM Tris/pH 8,0; 1 mM DTT

Um eine moglichst hohe Ausbeute zu erzielen, wurden die GCAPs von mir aus inclusion
bodies gereinigt.

Zu der Bakteriensuspension (siehe 2.5.1) habe ich 100 pug / ml Lysozym und 5 u/ ml DNAse
gegeben. Diesen Ansatz inkubierte ich fur 30 min im 30°C warmen Wasserschuittler und gab
dann 1 mM DTT (fina) und 0,1 mM PMSF (final) zu. Die unl6slichen Zellbestandteile
wurden pelletiert (360.000 g, 30 min, 4°C), das Pellet in Solubilisierungspuffer aufgenommen
(40 ml bis 60 ml pro Liter Bakterienkultur) und bel RT durch Ruhren gel6st. Es folgten zwei
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Diayseschritte gegen 5 | Dialysepuffer fur jeweils 5 h (alternativ G.N.). Unldsliche Proteine
wurden pelletiert (360.000 g, 30, 4°C) und die l6slichen Proteine mit 67 % (NH4).SO,4 aus
dem Uberstand geféllt. Die prézipitierten Proteine wurden sedimentiert (60.000 g; 30 min;
4°C) und das Proteinpellet bis zur Weiterverarbeitung bei —20°C gel agert.

2.6.3 Géfiltration und lonenaustausch-Chromatogr aphie

Gelfiltrations-Puffer

20 mM Tris/ pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM DTT; bel Reinigung von GCAP1 2 mM EGTA,;
bei Reinigung von GCAP2 2 mM CaCl,

(NaCl) -Puffer

20 mM Tris/ pH 7,5; 1 mM DTT; bel Reinigung von GCAP1 2 mM EGTA; bei Reinigung
von GCAP2 2 mM CaCl,

Puffer A

20 mM Tris/ pH 7,5; 50 mM NaCl; 1 mM DTT; bel Reinigung von GCAP1 2 mM EGTA,;
bel Reinigung von GCAP2 2 mM CaCl,

Puffer B

Puffer A mit 1 M NaCl

Nach Information von Dr. Ji-Young Hwang ist die Reinigung von myr-D°S-GCAP1 in
Gegenwart von 2 mM EGTA und die Reinigung von myr-wt-GCAP2 in Gegenwart von
2 mM CaCl, am effektivsten. Die Gefiltration und die lonenaustausch-Chromatographie
fuhreich an einer AKTA-FPLC (Amersham Pharmacia) durch.

Gelfiltration

Zur Reinigung von GCAPs benutzte ich eine "HiLoad 16 / 60 Superdex 75 prep grade”
Gelfiltrationssaule (Amersham Pharmacia), welche nach Herstellerangaben aqulibriert war.
Ein (NH,4).SOs-Pellet (sehe 2.5.2) wurde in 2 ml bis 3 ml ddH,O aufgenommen und
zentrifugiert (30.000 upm; TLA100.3; 15 min; 4°C). Der Uberstand wurde bei einer FluRrate
von 1 ml / min auf die Gelfiltrationsséule appliziert und das Eluat in Fraktionen von 2 ml
gesammelt. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Fraktionen mit viel

GCAP und wenig E. coli-Protein wurden in die lonenaustausch-Chromatographi e eingesetzt.
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| onenaustausch-Chromatographie

Zur weiteren Reinigung von GCAPs benutzte ich eine "UnoQ6" Anionenaustausch-Saule
(Biorad), welche nach Herstellerangaben regeneriert und aquilibriert war. Die Fraktionen der
Gelfiltration wurden 1 : 3 in (NaCl)-Puffer verdinnt und bei einer Fluf3rate von 0,5 ml / min
auf die Saule appliziert. Nachdem ungebundene Proteine von der Sdule gewaschen wurden
(10 SV Puffer A), wurden die gebundenen Proteine in einem kontinuierlichen Gradienten
(0 % Puffer B nach 55 % Puffer; 13 SV) bel einer Flul¥ate von 3 ml / min eluiert. Die 2 ml
grof3en Fraktionen wurden dann mittels SDS-PAGE analysiert.

2.6.4 Lyophilysieren und Lagerung von GCAPs

Die GCAP-enthatenden Fraktionen der lonenaustausch-Chromatographie wurden vereinigt
und fur 2 x 5 h (alternativ 0.N.) gegen 5 | 50 mM Ammoniumbicarbonat bei 4°C dialysiert.
Die Proteinlosung wurde aliquotiert, in einem Speedvac Konzentrator lyophilysiert und bei
—80°C gelagert.

2.7 Fluor eszenzmar kierung von GCAPs

Kopplungspuffer
10 mM NaAc; 1 mM EGTA

Dialysepuffer
25 mM TrispH 7,5; 125 mM NaCl

Die Fragestellung meiner Doktorarbeit erforderte es, GCAPs ortsspezifisch mit Fluophoren zu
koppeln. Dazu nutzte ich Cystein-Mutanten von GCAPs, die nur noch einen Cystein-Rest
besal’en. Damit war die Bindung thiolreaktive Fluophore auf diesen Cystein-Rest beschrank.
Ich verwendete die Fluophore Alexa-488, Alexa-647 (beide von Molecular Probes, Eugene,
USA) und Atto-590 (Atto-Tec, Frankfurt). Diese waren mit einer thiolreaktiven Maleimid-
Gruppe modifiziert. Nachfolgend ist die Struktur von Alexa-488-Maleimid gezeigt. Die
Maleimid-Gruppe ist grau hervorgehoben. Thiole reagieren mit der Doppelbindung der
Maleimid-Gruppe (Pfeil) und bilden einen Thioether, wodurch der Fluophor an das Protein
gekoppelt wird.
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Lyophilysiertes GCAP wurde in Kopplungspuffer aufgenommen. Dazu gab ich einen Sfachen

molaren Uberschul? von Fluophor und lieRR den Ansatz 150 min "end over end" in
lichtundurchlassigen Reaktionsgefalen inkubieren. Dann stoppte ich die Reaktion durch die
Zugabe von 2 mM DTT (finale Konzentration). Das DTT reagierte mit reaktiven Maeimid-
Gruppen und deaktivierte sie so. Um freien, nicht an GCAP gekoppelten, Fluophor zu
entfernen, fiuhrte ich 8 Dialyseschritte gegen Diaysepuffer durch. Mit weniger
Dialyseschritten konnte der freie Fluophor nicht entfernt werden. Fluoreszenzmarkierte
GCAPs wurden in lichtundurchlassigen Reaktionsgeféal3en gelagert.

2.8 DTNB-Reaktion von GCAPs

DTNB-L 6sung
10,8 mM DTNB in 100 mM Tris pH 8,0; Lésung mehrere sek sonifiziert (80 W — 100 W)

Die Zuganglichkeit von Cystein-Resten bestimmte ich durch die Reaktion mit dem
thiolreaktiven 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB). Die Strukturformel des DTNB,
welches auch als "Ellman’'s Reagenz" bekannt ist, ist nachfolgend gezeigt. Das DTNB besteht

aus zwei Molekilen TNB, die tUber eine Disulfidbriicke verbunden sind. Diese Disulfidbriicke
kann durch Thiole gespalten werden, wodurch ein Molekil TNB frei wird. Dieses absorbiert
bei einer Wellenldnge von A = 412 nm. Da die Stéchiometrie der Reaktion DTNB/Thiol eins
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zu eins ist, kaon man mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten fir TNB
(e = 13.600 cm™ x M) die Menge reaktiver Thiole berechnen.

Lyophilysierte GCAPs wurden in PBS aufgenommen. Von dieser Losung wurde eine
Verdinnung (2 uM bis 3 uM GCAP) erstellt, die entweder 10 uM EGTA oder 10 uM CaCl,
enthielt. Davon wurden 1,8 ml in eine Kivette Uberfihrt. In dieser Kivette befand sich ein
Ruhrfisch, der durch einen im Cary-Photometer integrierten Magnetrihrer angetrieben wurde.
Um Blasenbildung wahrend der Messung zu vermeiden, entgaste ich die GCAP-Ldsung
vorher. Dazu setztze ich die Losung einem Unterdruck aus. Daflr nutzte ich einen Speedvac-
Konzentrator. Der Ruhrfisch vermied dabel Siedeverziige. Wahrend der Messung konnte ich
durch ein Spritzensystem verschiedene Losungen in die Kuvette geben. Um die
DTNB-Reaktion zu starten, injizierte ich 10 pl der DTNB-L6sung (finale Konzentration:
60 uM). Nach 5 min injizierte ich in die EGTA-enthaltende GCAP-L6sung 20 pl 100 mM
CaCl, (finale Konzentration: 100 pM). Zu der CaCl,-enthaltenden Losung gab ich 20 pl
100 mM EGTA (finale Konzentration: 110 uM). Nach weiteren 5 min wurde die Messung
gestoppt. Die Reaktionen fanden bei RT statt.

Um die Kazium-Sensitivitiéten der DTNB-Reaktionen zu bestimmen, paldte ich die
Pufferbedingungen an die des GC-Assays (siehe 2.11) an. Dies sollte einen Vergleich der
Kazium-Sensitivitdten der DTNB-Reaktionen mit den aus GC-Assays ermittelten

| Cso-Werten ermdglichen.

GC-Puffer + Mg
75 mM Hepes pH 7,5: 16,67 mM NaCl; 176,67 mM KCl

Lyophilysierte  GCAPs wurden in 50 mM Hepes pH 7,5 aufgenommen.
Eintausendundtachtzig pl GC-Puffer wurden mit 360 pl GCAP-Ldsung versetzt. Dazu gab ich
360 ul NTA-Kazium-Puffer, der entweder Magnesium enthielt oder nicht. Die GCAP-
Konzentration dieser Losung (Volumen: 1,8 ml) sollte etwa 2 pM GCAP betragen. Die
L 6sung wurde nach der oben beschriebenen Methode entgast. Die Messung wurde durch die
Zugabe von 10 pl DTNB-L6sung (finale Konzentration: 60 pM) gestartet und nach 10 min
beendet. Alle Messungen fanden bei RT statt.

Alle Kazium-Puffer wurden mit NTA (Nitrilotriacetat) hergestellt und mit dem Programm
WEBMAXC STANDARD (http://www.stanford.edu/~cpatton/webmaxcS.htm) berechnet.
Die NTA-Konzentration betrug 50 mM.
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2.9 Reinigung von CitrinGClcyt

Lysepuffer
20 mM Hepes pH 7,4; 0,1 mM PMSF; Proteinase-Inhibitor-Cocktail (EDTA-frei; Roche)

TsA-Zellen wurden inklusive Medium geerntet, zentrifugiert (400 g; 10 min; 4°C) und
zweimal mit 4°C kaltem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 40 ml Lysepuffer / | Zellen
aufgenommen und auf Eis 6 x 15 sek sonifiziert. Danach gab ich 150 mM NaCl (finale
Konzentration) zu und zentrifugierte die lysierten Zellen (100.000 g; 20 min; 4°C). Zum
Uberstand gab ich 10 mM Imidazol (finale Konzentration). In eine Biorad-Saule fiillte ich
0,5 ml Nickel-NTA-Agarose (Qiagen) und aquilibrierte das Saulenmaterial mit 10 ml PBS /
10 mM Imidazol. Dann gab ich die zytosolische Fraktion der Sf9-Zellen auf das
Saulenmaterial. Es folgte eine "end over end"-Inkubation G.N. bei 4°C. Ungebundenes Protein
wurde durch 20 ml PBS/ 10 mM Imidazol entfernt. Die Elution erfolgte mit PBS / 250 mM
Imidazol.

2.10 Pr&paration von ROS-Membranen

Wasch-Puffer

10 mM HEPES/pH 7,4, 1 mM DTT

ROS-Puffer

50 mM HEPES/ pH 7,4; 500 mM KCI; 20 mM NaCl; 1 mM DTT

Die Rinderaugen wurden aus benachbarten Schlachthdfen geliefert und die Retinae am
Liefertag prapariert. Aus den Retinae wurden die Stabchen-Aul3ensegmente (ROS, rod outer
segment) nach der Methode von Schnetkamp und Daemen (1982) in Modifikation nach Koch
et a. prapariert.

Um die ROS von ihren 16slichen Bestandteilen, beispielsweise GCAPs, zu trennen, wurde die
ROS-Suspension dreimal im 5-fachen Volumen Wasch-Puffer aufgenommen und
zentrifugiert (360.000 g; 10 min; 4°C). Nach dem zweiten Waschen wurde das Pellet in dem
halben ROS-Ausgangsvolumen ROS-Puffer resuspendiert. Alle Schritte fanden unter
schwachem Rotlicht statt.
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211 Bestimmung der GC-Aktivitat

2,5 x Mg®*-Puffer
100 mM Hepes / KOH pH 7,5; 140 mM KCI; 20 mM NaCl; 25 mM MgCl,; 5 mM GTP;
1 mM Zaprinast; 0,25 mM ATP

Die Aktivitdt von Guanylatzyklasen habe ich nach der Methode von Koch (1991) bestimmt.
Dabel wird die Menge des synthetiserten cGMPs mit Hilfe der HPLC quantifiziert.
GC-Assays mit ROS-Membranen wurden bel schwachem Rotlicht durchgeftihrt. GC-Assays
mit heterolog exprimierten Guanylatzyklasen konnten bel Tageslicht durchgefuhrt werden.

Der GC-Assay setzte sich wie folgt zusammen:

10 I Losung mit GC-Aktivitdt (ROS-Membranen oder heterolog exprimierte GCs)
20l 2,5 x Mg?*-Puffer
20 pl  Zusdtze (Ca*-Puffer; GCAPS)

GC-Assays mit ROS-Membranen lief3ich 5 min bei RT prainkubieren, bevor ich die Reaktion
durch die Zugabe des Mg?*-Puffers startete. Die Inkubationszeit betrug 5 min bei 30°C. Bei
GC-Assays mit heterolog exprimierte GCs entfiel der Préinkubationsschritt und die
Reaktionsdauer verlangerte sich auf 30 min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl
100 mM EDTA und durch 5 min Inkubation bei 95°C gestoppt. Unldsliche Bestandteile
wurden sedimentiert (15.800 g; 10 min; 4°C) und der Uberstand mittels reversed phase
HPLC (2.4.4) analysiert. Uber die Menge des synthetisierten cGMPs konnte ich die
Umsatzgeschwindigkeit der GCs errechnen. Die Umsatzgeschwindigkeiten von GC-Assays
mit ROS-Membranen normierte ich auf das eingesetzte Rhodopsin (nmol cGMP x min™ x
Rhodopsin™), von GC-Assays mit heterolog exprimierten GCs normierte ich auf die

eingesetzte Proteinmenge (nmol cGMP x min™ x Protein™).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierungvon GCAP2-Mutanten

Die Fragestellung meiner Doktorarbeit erforderte es, GCAP2 ortsspezifisch, das heildt nur an
bekannten Positionen des Proteins, modifizieren zu kdnnen. So sollten beispielsweise GCAPs
mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Dazu boten sich die Thiolgruppen von Cystein-
Resten an, da sie mit einer Vielzahl thiolreaktiver Substanzen, beispielsweise thiolreaktiven
Fluoreszenzfarbstoffen, modifiziert werden kénnen. In Abbildung 3.1 ist die NMR-Struktur
von nichtmyristyliertem GCAP2 mit drel gebundenen Kalzium-lonen dargestellt. Die drei
Cystein-Reste von GCAP2 sind beschriftet und als Kugelmodell dargestellt. Der erste
Cystein-Rest, C*, liegt in der Schleife des ersten EF-Hand-Motivs. Dieses EF-Hand-Motiv
wird als nicht funktionell beschrieben, da die Aminosauresequenz nicht der eines kanonischen
EF-Hand-Motivs entspricht und daher bei den physiologischen Kalzium-Konzentrationen der
Sehzelle kein Kalzium bindet. Jedoch ist dieses EF-Hand-Motiv wichtig fur die Aktivierung
der GC1 (Ermilov et al., 2001). Der zweite Cystein-Rest, C**, liegt in der Schleife des dritten
EF-Hand-Motivs, welches funktionell ist und Kalzium binden kann. Der dritte Cystein-Rest,
C™! liegt zwischen dem dritten und vierten EF-Hand-Motiv. Da ich diese Cystein-Reste
ortspezifisch, beispielsweise nur am C'!, modifizieren wollte, generierte ich genetisch
verdnderte GCAP2-Mutanten. In diesen GCAP2-Mutanten waren die drei Cystein-Reste in
allen moglichen Kombinationen gegen Alanin-Reste ausgetauscht (Durchfiuhrung siehe
2.2.14). Dadurch erhielt ich GCAP2-Mutanten, die beispielsweise nur noch einen Cystein-
Rest besal3en und folglich auch nur dort durch thiolreaktive Substanzen modifiziert werden
konnten. Die GCAP2-M utanten habe ich folgendermal3en benannt:

C®A > ACC
cA > CAC
c®A > cca
C*A, C'™MA > AAC
C*A, C®'A > ACA
c™a, CB'A > CAA
C®A, C™A, C™¥A > AAA
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Abbildung 3.1: NMR-Struktur von nichtmyristyliertem GCAP2 aus dem Rind mit drei gebundenen
Kalzium-lonen (Ames et al., 1999). Die EF-Hand Motive sind farblich hervorgehoben (gelb: EF-Hand-
Motiv 1; grin: EF-Hand-Motiv 2; rot: EF-Hand-Motiv 3; cyan: EF-Hand-Motiv 4). Die drei Cystein-Reste sind
als Kugelmodell dargestellt. Die Abbildung wurde mit RasMol 2.6 erstellt.

Wie in Abbildung 3.1 zu erkennen ist, liegen die Cystein-Reste C** und C** in funktionell
wichtigen Regionen von GCAP2 (siehe 1.4). Der Cystein-Rest C* liegt in einer fur die
Interaktion mit der GC1 wichtigen Region (Ermilov et al., 2001) und der Cystein-Rest C'** in
der Schleife eines Kalzium-bindenden EF-Hand-Motivs. Deshalb konnten die AS-Austausche
die GCAP-Funktion beeinfluf haben. Ebenso kénnte der Austausch von C**, das in keiner
fur die GC-Aktivierung wichtigen Region liegt, die Funktion beeinfluf3 haben. Daher fuhrte
ich, nachdem ich die Mutanten heterolog in E. coli exprimiert und gereinigt hatte,
verschiedene Kontrollexperimente durch. Ich wies die Mutanten im Western Blot mit einem
GCAP2-spezifischen Antikorper nach (siehe 3.1.1), untersuchte den Einfluf von Kalzium auf
die elektrophoretische Mobilitdt der Mutanten (siehe 3.1.2), bestimmte den
Myristylierungsgrad der Mutanten (siehe 3.1.3) und fihrte mit den Mutanten
Aktivierungsstudien an verschiedenen GC-Formen durch (siehe 3.1.4).

3.1.1 Expression, Reinigung und I dentifizierung von GCAP2-M utanten

Da ich fur die Experimente meiner Doktorarbeit grof3e Mengen von GCAPs bendtigte
(mehrere mg jeder GCAP-Form), exprimierte ich alle GCAP-Formen (GCAP2-wt
(> Wildtyp), GCAP1-D®S und GCAP2-Mutanten) heterolog in E. coli (siehe 2.6). Daich die
GCAPs as myristyliertes Protein exprimieren wollte, E. coli. jedoch keine N-terminale
Myristyltransferase (NMT) besitzt, transformierte ich die GCAP-Expressionsvektoren
zusammen mit dem Plasmid pBB131, welches das Gen der NMT aus Hefe besal’. Von
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GCAP1 wurde die D°S-Mutante exprimiert, deren Erkennungssequenz firr die NMT durch die
Mutation optimiert war und so die Ausbeute der myristylierten GCAP1-Form erhoht werden
konnte. Die Mutation beeinflufdt die GC-Aktivierung nicht (Krylov et a., 1999). Die GCAP2-
Erkennungssequenz fir die NMT mufdte nicht optimiert werden. Alle in dieser Arbeit
verwendeten GCAPs wurden in der myristylierten Form eingesetzt. Wurde nichtmyristyliertes
GCAP eingesetzt, ist dies gekennzeichnet. Die GCAPs fanden sich sowohl in der
zytosolischen, als auch in der nichtzytosolischen Fraktion von E. coli. Um mdglichst viel
GCAP zu erhdten, erfolgte die Reinigung aus der nichtzytosolischen Fraktion. Um die
Proteine dieser Fraktion zu solubilisieren, wurden sie mit 6 M GHCI denaturiert und durch
zwei Dialyseschritte, in denen das GHCl| wieder entfernt wurde, renaturiert. Dies war
maoglich, da sich die GCAPs nach einer Denaturierung wieder funktionell zurtickfalten lassen
(Olshevskaya et a., 1997). Es folgten eine (NH,4).SO4-Félung, eine Gelfiltration und
abschlief3end eine Anionenaustausch-Chromatographie. Der typische Verlauf einer GCAP-
Reinigung, exemplarisch wurde die von CAA ausgewahlt, ist in Abbildung 3.2 anhand eines
SDS-PAGE-Gels dokumentiert. In der nichtzytosolischen Fraktion (Spur 3) war en
prominentes Protein zu sehen, dessen apparentes Molekulargewicht 22 kDa betrug. Bevor die
Expression von CAA induziert wurde (Spur 2) sowie in der zytosolischen Fraktion nach der
Induktion (Spur 4) war dieses Protein nur schwach zu erkennen. Nach den Dialyseschritten
(Spur 5) wurde dieses Protein, sowie ein welteres Protein mit einem apparenten
Molekulargewicht von 60 kDa, angereichert. Neben diesen prominenten Proteinen waren

schwach geférbte Proteinbanden, die Uber die gesamte Spur verteilt waren, zu erkennen.
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Abbildung 3.2: SDS-PAGE Gdl, das den Verlauf einer GCAP-Reinigung dokumentiert. Exemplarisch
wurde die Reinigung von CAA ausgewdhlt. Spuren: 1, LMW; 2, Lysat von E. coli bevor die Expression durch
IPTG induziert wurde; 3, unldslicher Teil der Lysats von E.coli am Ende der Expression; 4, |6dicher Teil der
Lysats von E.coli am Ende der Expression; 5, Protein nach dem Ruickfaltungsschritt; 6, Protein nach der
(NH,),SO,4-Falung; 7, Protein nach der Gdfiltration; 8, Protein nach der Anionenaustausch-Chromatographie;
12,5 %iges SDS-PAGE-Gel mit Coomassie geférbt; Die Proben enthielten 1 mM Kalzium.
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Das Bandenmuster nach der (NH4),SO,4-Fallung (Spur 6) entsprach dem der Spur 5. Durch die
Gelfiltration (Spur 7) konnte das 60 kDa Protein, sowie der Grofteil der schwachen
Proteinbanden, entfernt werden. Man erkennt, dal3 das 22 kDa Protein stark, und zusétzlich
ein 23 kDa weniger stark, angereichert wurden. Durch die Anionenaustausch-
Chromatographie konnten die schwach geférbten Proteinbanden entfernt werden. Das
gereinigte Protein wurde lyophilysiert und bei -80°C gelagert. Die Ausbeute lag zwischen
5 und 15 mg Protein pro Liter Bakterienkultur.

Nach der oben beschriebenen Methode habe ich alle GCAP2-Konstrukte exprimiert und
22 kDa bzw. 23 kDa grof3e Proteine gereinigt. Um diese Proteine zu identifizieren, habe ich
mit ihnen einen Western Blot (Durchfihrung siehe 2.5.3) mit einem GCAP2-spezifischen
Antikorper durchgefuhrt. Das Ergebnis dieses Western Blots ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
Der Antikorper markierte sowohl GCAP2-wt (Spur 2) als auch alle anderen Proteine (Spuren
3 bis 9). Somit handelte es sich bel diesen Proteinen um die GCAP2-Mutanten. Das Signal
des Antikorpers war in den Spuren 4, 5, 6, 8 und 9 (CAC, ACC, CAA, AAC und AAA)
schwécher as in den restlichen Spuren. Dies kbnnte in den Mutationen begrindet sein,
welche die Epitope des Antikorpers oder den Proteintransfer vom SDS-PAGE-Gel zur
Western Blot Membran beeinfluf3ten haben konnten. Auch konnte ich die Konzentration der
GCAPs falsch bestimmt haben, wodurch ich unterschiedliche Proteinmengen eingesetzt hétte.
Bei CCA (Spur 3), ACA (Spur 7) und AAC (Spur 8) markierte der Antikorper eine zweite
Proteinbande, deren elektrophoretische Mobilitét niedriger war. Bei diesen Banden geringer
Intensitdt handelte es sich um nichtmyristyliertes GCAP2 und bei den Banden hoher Intensitét
um myristyliertes GCAP2. Obwohl myristyliertes GCAP2 (23,8 kDa) ein um 200 Da héheres
Molekulargewicht als nichtmyristyliertes GCAP2 (23,6 kDa) besitzt, liegt das apparente
Molekulargewicht wahrend einer SDS-PAGE niedriger (Hwang und Koch, 2002). Ein Grund
fUr dieses Verhalten kdnnte in der Wechselwirkung zwischen der Myristingruppe und dem
SDS liegen. Die Myristingruppe kann leicht SDS binden, wodurch sich die el ektrophoretische
Mobilitat des myristylierten GCAP2 erhoht.

Da die SDS-PAGE in Gegenwart von 1 mM EGTA durchgefiihrt wurde, entsprachen die
Banden der myristylierten GCAPs einem apparenten Molekulargewicht von 27 kDa und die
der nichtmyristylierten GCAPs einem apparenten Mol ekulargewicht von 28 kDa.
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Abbildung 3.3: Immunchemischer Nachweis von GCAPs. Spuren: 1, LMW, 2, GCAP2-wt; 3, CCA; 4, CAC;
5, mACC; 6, CAA; 7, ACA; 8, AAC; 9, AAA; es wurden jeweils 50 ng GCAP auf das SDS-PAGE-Gel
aufgetragen; 12,5 %-iges SDS-PAGE-Gel mit 1 mM EGTA.

3.1.2 Dieelektrophoretische Mobilitat von GCAP2-M utanten

Die elektrophoretische Mobilitat der GCAPs wird von der Kalzium-Konzentration beeinfluf3t.
Bei einer niedrigen Kalzium-Konzentration zeigen sie eine niedrige Mobilitdt und bei einer
hohen Kalzium-Konzentration eine hohe Mobilitét (Gorczyca et al., 1995). Diese fur GCAPs
charakteristische Eigenschaft heildt Kalzium-Shift. Dem Kalzium-Shift liegt eine Kalzium-
abhangige Konformationsanderung zugrunde, welche sogar unter den denaturierenden
Bedingungen einer SDS-PAGE auftritt. In Abbildung 3.4 sind zwei SDS-PAGE Gele gezeigt,
in denen jeweils GCAP2 und alle GCAP2-Mutanten aufgetragen wurden. In Teil A wurde die
SDS-PAGE in Gegenwart von 1 mM EGTA und in Teil B in Gegenwart von 1 mM Kalzium
durchgefiihrt. Man erkennt in den Spuren 2 bis 9 jeweils zwei Banden, eine schwach gefarbte
Bande und darunter eine stark gefarbte Bande. Der Mobilitétsunterschied dieser Banden
betrug etwa 1 kDa Das apparente Molekulargewicht der Banden entsprach unter
EGTA-Bedingungen (Teil A) etwa 27 kDa bis 28 kDa. Unter Kalzium-Bedingungen anderte
sich die Mobilitat der GCAPs und die Banden zeigten ein apparentes Molekulargewicht von
etwa 20 kDabis 21 kDa. Bei den stark gefarbten Banden handelte es sich um myristyliertes
GCAP und bei den schwach geféarbten Banden um nichtmyristyliertes GCAP .

Die Kazium-Shift Experimente zeigten, dal3 die Konformationséanderung, die den Kalzium-
Shift bewirkt, durch die Mutationen nicht beeinfluf3t wurde.

A B
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Abbildung 3.4: Kalzium-Shift der GCAP2-Mutanten. Spuren: 1, LMW; 2, GCAP2-wt; 3, CCA; 4, CAC; 5,
ACC; 6, CAA; 7, ACA; 8, AAC; 9, AAA; (A) SDS-PAGE in Gegenwart von 1 mM EGTA; (B) SDS-PAGE in
Gegenwart von 1 mM Kalzium; jeweils 3 ug GCAP aufgetragen; 12,5 %iges SDS-PAGE-Gel.
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3.1.3 Der Myristylierungsgrad der GCAP2-M utanten

Wie in den Abbildungen 3.2, 3.3 und 3.4 zu sehen ist, wurden sowohl myristylierte, as auch
nichtmyristylierte, GCAP2-Mutanten gereinigt. Anhand der SDS-PAGE-Gele und des
Western Blots lief3 sich der Anteil des myristylierten Proteins am gesamten GCAP, der
Myristylierungsgrad, nur grob abschédtzen. Mit Hilfe der analytischen reversed phase HPLC
konnte ich den genauen Myristylierungsgrad bestimmen (siehe 2.5.4.1). Be dieser
Chromatographie-Technik  werden Molekilgemische aufgrund ihrer  hydrophoben
Eigenschaften getrennt. So eluieren hydrophile Molekile eher als hydrophobe Molekile. Fir
die GCAPs bedeutete dies, dal3 nichtmyristylierte GCAPs eher als myristylierte GCAPs
eluierten. In der Abbildung 3.5 sind ale Chromatogramme der GCAP2-Mutanten
dargestellt. Um die Peaks von nichtmyristylierten GCAPs identifizieren zu kdnnen, habeich
ACC as nichtmyristylierte Form (nmACC) exprimiert, gereinigt und die Retentionszeit dieser
Mutante bestimmt (siehe Abb. 3.5 A). Durch den Vergleich der Retentionszeiten (siehe
Tab. 3.1) konnte ich die Peaks der myristylierten und nichtmyristylierten GCAPs
identifizieren und mit Hilfe der Peakflachen den Myristylierungsgrad bestimmen. Die
Chromatogramme B bis H zeigten bei einer Retentionszeit von 27,72 bis 28,67 min einen
kleinen Peak und bei einer Retentionszeit von 30,40 bis 31,22 min einen grof3en Peak. Da die
Retentionszeit von nmACC (siehe Abb. 3.5, A) 28,31 min betrug, konnten die kleinen Peaks
den nichtmyristylierten GCAPs zugeordnet werden. Demnach handelte es sich bei den
spéteren Peaks um die myristylierten GCAPs. Um den Myristylierungsgrad zu berechnen,
wurden die Peaks der myristylierten und nichtmyristylierten GCAPs verwendet. Weitere
Peaks, wie sie bei ACC und AAC be einer Retentionszeit von 32 min auftraten (siehe
Abb. 3.5, E und G), wurden nicht berticksichtigt. Diese zusétzlichen Peaks kdnnten durch
anders gefatete GCAP-Formen oder Verunreinigungen, die in den SDS-PAGE-Gelen nicht
zu sehen waren, hervorgerufen worden sein. Die Myristylierungsgrade (siehe Tab. 3.1) lagen
zwischen 86 % (CAC) und 93 % (AAC). Somit entsprach ein Grofdteil der GCAPs, der nativ
vorkommenden, myristylierten Form.
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Abbildung 3.5: Chromatogramme der reversed phase HPL C-Analyse verschiedener GCAP-Formen. Es
wurde die relative Absorption (A = 280 nm) gegen die Zeit aufgetragen. (A) nichtmyristylierte (nm) Form von
ACC, (B) CCA, (C) CAC, (D) CAA, (E) ACC, (F) ACA, (G) AAC, (H) AAA.
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Tab. 3.1: Ergebnisse der reversed phase HPL C-Analyse.

Chromatogramm R/ 1. Peak R:/ 2. Peak

GCAP-Form Myristylierungsgrad

in Abb. 3.5 (min) (min)
nmACC A 28,31 --- ---
CCA B 28,07 30,58 91 %
CAC C 28,13 30,76 86 %
CAA D 27,71 30,40 89 %
ACC E 28,54 31,21 89 %
ACA F 27,72 30,50 92 %
AAC G 27,78 30,47 93 %
AAA H 28,67 31,22 89 %

3.1.3 Regulation von GCsdurch GCAPs

In vitro habe ich das GC/GCAP-System durch einen GC-Assay simuliert. Dazu wurden
ROS-Membranen, welche die GCs enthielten, mit hypotonischem Puffer gewaschen und mit
GCAPs sowie einem Kalzium-Puffer substituiert (siehe 2.11). Die Menge synthetisierten
cGMPs wurde dann mit Hilfe der reversed phase HPLC bestimmt (siehe 2.5.4.2). So lief3 sich
der zeitliche Verlauf der Kalzium-Abnahme nach Belichtung simulieren.

Mit Hilfe des GC-Assays lief3en sich verschiedene Parameter des GC/GCAP-Systems
bestimmen. Der erste Parameter war der ECso-Wert (effective concentration), der die GCAP-
Konzentration angab, bel der die GCs halbmaximal aktiviert wurden. Der ECso-Wert konnte
beispielsweise durch eine geénderte Affinitdt zwischen GCAPs und GCs beeinflufdt werden.
Man erhielt den ECso-Wert, indem die GCAP-Konzentration bei gleichbleibender Kalzium-
Konzentration titriert wurde. Der zweite Parameter war der [Cso-Wert (inhibitory
concentration). Er gab die Kalzium-Konzentration an, bel der die GCs halbmaximal durch die
GCAPs inhibiert wurden. Der 1Cs-Wert konnte durch geanderte Kalzium-Affinitdten der
GCAPs oder durch eine Stérung der Kalzium-abhangigen Konformationsdnderungen des
GCIGCAP-Systems beeinfluf® werden. Man erhielt den 1Cs-Wert, indem die Kalzium-
Konzentration bei gleichbleibender GCAP-Konzentration titriert wurde. Der dritte Parameter

war Xmax, der die x-fache Aktivierung der GCs angab. Bei eéinem Xmx von 1 war die
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maximale GC-Aktivitdt doppelt so hoch wie die minimale. Man berechnete Xmax mit den
Daten einer GCAP-Titration:

— ymax—min

Xmax -
ymin

Dabel war ymin die minimale GC-Aktivitét und Ymax-min die Differenz der maximalen und
minimalen GC-Aktivitét. Fir ym, habe ich den Mef3wert der basalen, nicht durch GCAPs
stimulierten GC-Aktivitét eingesetzt. FUr Yma-min habe ich den aus der Kurvenanpassung
(siehe unten) stammenden Wert tbernommen.

Diese drei Parameter (ECsp, 1Cso Und Ximax) habe ich fur alle GCAP2-Mutanten sowie fir
GCAP1-D°S und GCAP2-wt durch GC-Assays mit ROS-Membranen, in denen sich die GC1
und die GC2 befinden, und mit heterolog exprimierten GCs bestimmt. Zur Auswertung der
GC-Assays, habe ich die GC-Aktivitét gegen die GCAP-Konzentration bzw. die Kalzium-
Konzentration aufgetragen. Dabel wurde die GC-Aktivitdét von ROS-Membranen auf die
Assay-Dauer und die eingesetzte Rhodopsinmenge berechnet. Die GC-Aktivitét heterolog
exprimierter GCs wurde auf die Assay-Dauer und die eingesetzte Proteinmenge berechnet.
Die resultierenden Einheiten der Aktivitat waren "nmol cGMP / (min x mg Rhodopsin)* bzw.
"nmol cGMP / (min x mg Protein)". Diese Daten habe ich dann an eine modifizierte
Hill-Gleichung angepal3t:

Xh

Y max—min *
= L

y ymm Ch+Xh
Dabei war ymin die minimale GC-Aktivitét, Yma-mn die Differenz der maximalen und
minimalen GC-Aktivitdt und h der Hill Koeffizient. Der ECso- bzw. 1Csp-Wert wurde durch ¢

angegeben

3.1.3.1 GC-Assays mit ROS-M embranen

Die in den GC-Assays verwendeten ROS-Membranen wurden in hypotonischen Puffer
gewaschen. Dadurch wurden die endogenen GCAPs entfernt. In den ROS-Membranen war
sowohl die GC1, as auch die GC2 lokalisiert. Wahrend die Konzentration der GC1 im
Rinderstédbchen und ihre Umsatzgeschwindigkeit bekannt sind (Hwang et a., 2003), sind
diese beiden Parameter fur die GC2 unbekannt. Messungen an ROS-Membranen spiegelten
somit die Summe der GC1- und der GC2-Aktivitdt wieder, ohne den GC-lsoformen
spezifische Aktivitéten zuordnen zu kdnnen.
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GCAP-Titrationen mit ROS-Membranen

In der Abbildung 3.6 sind die Ergebnisse der GCAP-Titrationen mit ROS-Membranen
dargestellt. Um die GCs maximal zu aktivieren, fanden die GCAP-Titrationen in Gegenwart
von 2 mM EGTA und 0,1 mM ATP statt. Die GCAP-Konzentrationen variierten zwischen
0 uM und 5 pM (GCAP2 und GCAP1-D°S) sowie zwischen 0 pM und 12 pM (GCAP2-
Mutanten). Dadurch wurden die Abzissen unterschiedlich gestreckt, was bei der Betrachtung
der Kurven berticksichtigt werden mul3.

Bel allen Messungen nahm die GC-Aktivitdt mit der GCAP-Konzentration zu, bis die
GC-Aktivitdée enen maximalen Wert erreichte. Die aus den Kurvenanpassungen
resultierenden ECso-Werte und die Xma-Werte sind in Tabelle 3.2 zusammengefaldt. Die
ECso-Werte der GCAPs lagen im Bereich von 0,22 pM (AAC) und 0,77 pM (GCAP1-D°S).
Bis auf die CCA Mutante (ECsp = 0,5 uM) zeigten alle Mutanten niedrigere ECso-Werte als
GCAP2 (0,45 uM). Die Xmx-Werte lagen im Bereich zwischen 1,8 (ACA) und 5,6
(GCAP1-D®S). Die hichsten X ma-Werte zeigten GCAP2-wt, GCAP1-D®S, CCA, CAC und
CAA, dso die GCAPs, welche an Position 35 einen Cystein-Rest besal3en. War dieser
Cystein-Rest durch einen Alanin-Rest substituiert, was bei ACC, ACA, AAC und AAA der

Fall war, lagen die X max-Werte um etwa 50 % darunter.

Tabelle 3.2: ECs-Werteund X o-Werteder GCAP-Titrationen mit ROS-M embranen.

GCAP-Form ECso (ULM) Xmax
GCAP2-wt 0,45 +/- 0,17 45+/-05
GCAP1-D°S 0,77 +/- 0,69 6,8 +/- 2,0
CCA 0,50 +/- 0,16 5,0 +/- 0,5
CAC 0,29 +/- 0,05 5,5 +/- 0,4
CAA 0,31 +/- 0,05 4,4+/-0,3
ACC 0,29 +/- 0,05 2,0+/-0,2
ACA 0,35 +/- 0,03 1,8 +-0,1
AAC 0,22 +/- 0,01 2,3+/-0,1
AAA 0,27 +/- 0,02 24 +/-0,1
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Kalzium-Titrationen mit ROS-Membranen

Die Kazium-Titrationen wurden bei einer GCAP-Konzentration von 3 puM durchgefihrt.
Diese Konzentration lag mindestens um den Faktor 4 Uber den ECso-Werten der GCAPs
(siehe Tabelle 3.2), wodurch die GCs bei niedrigen Kazium-Konzentrationen maximal
aktiviert werden sollten. Auch diese Titrationen wurden in Gegenwart von 0,1 mM ATP
durchgefiihrt. In Abbildung 3.7 sind die Ergebnisse der Kalzium-Titrationen mit
ROS-Membranen dargestellt. Alle GCAPs aktivierten die GCs bei niedrigen Kalzium-
Konzentrationen und inhibierten die GCs bei hohen Kazium-Konzentrationen. Die
| Cso-Werte und Hill-Koeffizienten sind in Tabelle 3.3 zusammengefalit. Die 1Csp-Werte von
GCAP2-wt und der Mutanten lagen im Bereich zwischen 67 nM Kalzium (ACA) und 227 nM
Kalzium (CAC). Der 1Cs;-Wert von GCAP1-D®S betrug 855 nM Kalzium und lag damit
deutlich Uber den I Cso-Werten von GCAP2 und der GCAP2-Mutanten. Die Hill Koeffizienten
aller GCAPslagen im Bereich zwischen 1,4 (ACC) und 2,5 (CCA).

Tabelle 3.3: ICsp-Werte und Hill-K oeffizienten der Kalzium-Titrationen mit ROS-Membranen.
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GCAP-Form |Cso (NM Ca’™) Hill-K oeffizient
GCAP2-wt 78 +/- 2 2,3+/-0,1
GCAP1-D°s 855 +/- 157 1,5+/-0,3
CCA 198 +/- 17 25+/-05
CAC 227 +1- 13 2,2+/-0,2
CAA 183 +/- 12 2,3+/-0,3
ACC 91 +/-5 1,4+/-0,1
ACA 67 +/-4 1,7+/-0,1
AAC 85+/-1 2,3+/-0,1
AAA 183 +/- 12 2,3+/-0,3
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3.1.3.2 GC-Assays mit heterolog exprimierten GCs

Da ROS-Membranen sowohl die GC1, als auch die GC2 enthielten, mal3 man bei GC-Assays
deren gemeinsame Aktivitdt. Wirden die GCAPs die GC-lsoformen unterschiedlich
regulieren, hétte man dies anhand der GC-Assays mit ROS-Membranen nicht festgestellt.
Daher habe ich jeweils eine GC-l1soform heterolog in tsA-Zellen exprimiert (siehe 2.3) und
deren Zell-Membranen fur die GC-Assays verwendet (siehe 2.3.2). Nur so konnte ich
untersuchen, ob die GCAPs die GCs gleichartig oder unterschiedlich regulieren.

Um die Expression der GC-Isoformen in tsA-Zellen zu untersuchen, habe ich die Membranen
von GC-exprimierenden tsA-Zellen vom Zytosol getrennt und diese Fraktionen durch einen
Western Blot untersucht. In Abbildung 3.8 ist dieser Western Blot gezeigt. Im linken Teil des
Western Blots markierte der anti-GC1 Antikorper in den Spuren 1 und 2 jeweils eine
prominente Bande unterhalb von 116 kDa, die in den Spuren 3 und 4 nicht auftauchte. Das
apparente Molekulargewicht dieser Banden betrug etwa 110 kDa. In den Spuren 1 und 2
wurden die Membranen bzw. das Zytosol von GC1-exprimierenden Zellen aufgetragen und in
den Spuren 3 und 4 die Membranen bzw. das Zytosol von GC2-exprimierenden Zellen. Somit
handelte es sich bel der prominenten Bande in der Spur 1 um die membranstandige, heterolog
exprimierte GC1 (hetGC1). Im rechten Tell des Western Blots markierte der anti-GC2
Antikorper eine prominente Bande in Spur 3 und auf derselben Hohe eine schwéachere Bande
in Spur 4. Das apparente Molekulargewicht dieser Banden betrug etwa 110 kDa. In den
Spuren 1 und 2 tauchten diese Banden nicht auf. Somit handelte es sich bei der Bande in Spur

3 um die membranstandige, heterolog exprimierte GC2 (hetGC2). In den zytosolischen

anti-GC1 anti-GC2
B2 g3 4 M 2 34 kDa
— 170
] - — 6
- — - — 76
e — 53
-

—
Abbildung 3.8: Western Blot mit GC1- bzw. GC2-exprimierenden tsA-Zellen. 1, Membranen von
GCl-exprimierenden tsA-Zellen; 2, Zytosol von GCl-exprimierenden tsA-Zellen; 3, Membranen von

GC2-exprimierenden tsA-Zellen; 4, Zytosol von GC2-exprimierenden tsA-Zellen. Es wurden jeweils 30 pg
Protein aufgetragen. 7,5 %iges SDS-PAGE-Gel.
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Fraktionen (Spuren 2 und 4) markierten die Antikorper ebenfalls Banden, die auf Hohe der
GCs lagen. Dabel konnte es sich um falsch prozessierte GC-Formen oder um

Verunreinigungen durch Membranen gehandelt haben.
3.1.3.2a GC-Assays mit hetGC1

GCAP-Titrationen mit hetGC1

In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der GCAP-Titrationen an hetGC1 dargestellt. Um die
GCs maximal zu aktivieren, fanden die GCAP-Titrationen in Gegenwart von 2 mM EGTA
und 0,1 mM ATP statt. Die Konzentrationen von GCAP1-D®S und GCAP2-wt variierten
zwischen O uM und 10 pM und die Konzentrationen der Mutanten zwischen 0 uM und
12,8 uM. Alle GCAPs aktivierten die hetGC1 konzentrationsabhangig. Mit steigender GCAP-
Konzentration stieg auch die GC-Aktivitét. Jedoch unterschieden sich die Aktivierungskurven
der verschiedenen GCAP-Formen deutlich. Die Aktivierungskurven von GCAP2-wt, CCA,
CAC, CAA und AAC liefen auf ein Maximum zu und stiegen bei der hdochsten GCAP-
Konzentration nur noch leicht an. Diese GCAPs aktivierten die hetGC1l im untersuchten
Konzentrationsbereich fast maximal. Daher lief3en sich bei den Kurvenanpassungen die
maximalen Aktivitdten genau berechnen, wodurch die ECsp-Werte dieser Mutanten einen
geringen Fehler aufwiesen. lhre ECso-Werte (siehe Tab. 3.4) lagen bei 4,6 uM (GCAP2),
3,7 UM (CCA), 1,5 uM (CAC), 3,5 uM (CAA) und 5,9 uM (AAC). Dagegen unterschieden
sich die Aktivierungskurven von GCAP1-D°S, ACC, ACA und AAA. Sie liefen auf kein
Maximum zu und stiegen bei der hochsten GCAP-K onzentration noch stark an. Diese GCAPs
konnten die hetGC1 im untersuchten Konzentrationsbereich nicht maximal aktivieren. Daher
lielen sich bel den Kurvenanpassungen die maximalen Aktivitéten nur ungenau berechnen,
wodurch die ECsp-Werte dieser Mutanten einen grof3en Fehler aufwiesen. lhre ECso-Werte
lagen bei 16,6 uM (GCAP1-D®S), 48 uM (ACC) 40 uM (ACA) und 44 uM (AAA). Da die
Xmax-Werte aus den maximalen Aktivitéten berechnet wurden, pflanzten sich auch die Fehler
fort. Folglich besaRen die GCAPs, welche die hetGC1 maximal aktivierten, Xma-Werte mit
einem kleinen Fehler und GCAPs, welche die hetGC1 nicht maximal aktivierten, X ma-Werte
mit einem groRen Fehler. Die X ma-Werte von GCAP2-wt und GCAP1-D®S lagen bei 88 bzw.
194. Die Mutanten CCA, CAC und CAA besal’en Werte von 53, 68 und 67 und die Mutanten
ACC, ACA, AAC und AAA Werte von 30, 30, 27 und 44. Wie schon bel den GCAP-
Titrationen an ROS-Membranen beobachtet, lagen auch hier die X a-Werte der GCAPs,
welche an Position 35 einen Cystein-Rest besal3en, tber den Xpa-Werten der anderen

Mutanten.
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Tabelle 3.4: ECsp-Werteund Xa-Werteder GCAP-Titrationen mit hetGC1.

GCAP-Form ECso (UM) X max
GCAP2-wt 4,6 +/- 0,6 88 +/- 6
GCAP1-D°S 16,6 +/- 8,7 194 +/- 66
CCA 3,7+/-0,3 53 +/- 2
CAC 1,5+/-0,0 68 +/- 1
CAA 35+4/-01 77 +/- 1
ACC 48 +/- 30 30+/-9
ACA 40 +/- 33 30 +/- 12
AAC 59+/-0,4 27 +/-1
AAA 44 +/- 22 44 +/- 12

Kalzium-Titrationen mit hetGC1

Die Kazium-Titrationen wurden bei einer GCAP-Konzentration von 3 uM durchgefihrt, bel

der die hetGC1 ausreichend aktiviert werden sollte. Um die GC-Aktivitét zu erhthen, wurden
ale Titrationen in Gegenwart von 0,1 mM ATP durchgefiihrt. In Abbildung 3.10 sind die
Ergebnisse der Kazium-Titrationen an hetGC1 dargestellt. Alle GCAPs aktivierten die GCs

bel niedrigen Kazium-Konzentrationen und inhibierten die GCs bel hohen Kazium-

Konzentrationen. Die | Cso-Werte und Hill-Koeffizienten sind in Tabelle 3.5 zusammengefalit.
Die ICso-Werte von GCAP2-wt und der GCAP2-Mutanten lagen im Bereich zwischen 47 nM
Kalzium (GCAP2) und 137 nM Kazium (CCA). Der |Cs-Wert von GCAP1-D°S lag bei
608 nM Kalzium und damit deutlich tber den 1Cso-Werten von GCAP2-wt und der GCAP2-
Mutanten. Dies wurde schon bei den Kalzium-Titrationen mit ROS-Membranen beobachtet.
Die Hill Koeffizienten der GCAPs lagen im Bereich zwischen 1,4 (ACC) und 2,6 (GCAP2).
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Tabelle 3.5: 1Csp-Werte und Hill-K oeffizienten der Kalzium-Titrationen mit hetGC1.

GCAP-Form |Cso (NM Ca™) Hill-K oeffizient
GCAP2-wt 47 +-0 2,6 +/- 0,0
GCAP1-D°®s 608 +/- 35 1,6 +/- 0,1
CCA 137 +/- 3 2,2+/-0,1
CAC 127 +/-5 1,9+/-0,1
CAA 106 +/- 2 2,4+/-0,1
ACC 72 +/-7 1,4+/-0,2
ACA 77 +1-9 1,8+/-0,3
AAC 85 +/- 6 2,0 +/-0,3
AAA 81+/-2 2,0+/-0,1

3.1.3.2b GC-Assays mit hetGC2
GCAP-Titrationen mit hetGC2

In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse der GCAP-Titrationen mit hetGC2 dargestellt. Um die
GCs maximal zu aktivieren, fanden die GCAP-Titrationen in Gegenwart von 2 mM EGTA
und 0,1 mM ATP statt. Die Konzentrationen von GCAP1-D®S und GCAP2-wt variierten
zwischen O uM und 10 pM und die Konzentrationen der GCAP2-Mutanten zwischen 0 pM
und 12,8 uM. Alle GCAPs aktivierten die hetGC2 konzentrationsabhangig. Mit steigender
GCAP-Konzentration stieg auch die GC-Aktivitét. Im untersuchten Konzentrationsbereich
aktivierten alle GCAPs die hetGC2 maximal. Die ECso-Werte (siehe Tabelle 3.6) der GCAP2-
Formen lagen zwischen 0,11 pM (CAC) und 0,37 uM (GCAP2). Der ECse-Wert von
GCAP1-D°S war mit 2,33 uM deutlich hoher als die ECso-Werte der anderen GCAPs. Am
stiarksten wurde die hetGC2 von GCAP2-wt und GCAP1-D°S aktiviert. Sie zeigten
Xma-Werte von 17,3 (GCAP2) und 19,5 (GCAP1-D®S). Die Mutanten CCA und CAC
aktivierten die hetGC2 schwécher. Sie hatten X.-Werte von 9,0 und 9,6. Am schwéchsten
wurde die hetGC2 von CAA (4,2), ACC (4,6), ACA (4,3), AAC (3,1) und AAA (11)
aktiviert. Somit aktivierten GCAPs, deren Cystein-Rest an Position 35 durch einem
Alanin-Rest substituiert wurde, die hetGC2 schwécher as GCAPs, die ein Cystein an
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Position 35 besal’en. Ein dhnliches Verhalten konnte schon bel den GCAP-Titrationen mit
ROS-Membranen und mit hetGC1 beobachtet werden. Nur die CAA-Mutante wich davon ab,
dasiedie hetGC2 nur schwach aktivierte.

Tabelle 3.6: ECsp-Werteund Xo-Werteder GCAP-Titrationen mit hetGC2.

GCAP-Form ECso (UM) Xmax
GCAP2-wt 0,37 +/- 0,07 17,3 +/- 1,3
GCAP1-D°s 2,33 +/- 0,04 19,5 +/- 0,2
CCA 0,16 +/- 0,02 9,0 +/- 0,5
CAC 0,11 +/- 0,01 9,6 +/- 0,4
CAA 0,16 +/- 0,02 4,2 +/-0,3
ACC 0,20 +/- 0,04 4,6 +- 0,4
ACA 0,14 +/- 0,06 43+/-0,9
AAC 0,17 +/- 0,03 31+-04
AAA 0,20 +/- 0,65 1,1+/-01
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Kalzium-Titrationen mit hetGC2

Die Kazium-Titrationen wurden bei einer GCAP-Konzentration von 3 uM durchgefihrt, bel
der die hetGC2 ausreichend aktiviert werden sollte. Um die GC-Aktivitét zu erhthen, wurden
ale Titrationen in Gegenwart von 0,1 mM ATP durchgefiihrt. In Abbildung 3.12 sind die
Ergebnisse der Kalzium-Titrationen mit hetGC2 dargestellt. Alle GCAPs aktivierten die
hetGC2 bel niedrigen Kazium-Konzentrationen und inhibierten die hetGC2 bel hohen
Kazium-Konzentrationen. Die [1Cso-Werte und Hill-Koeffizienten sind in Tabelle 3.7
zusammengefaldt. Die 1Cs-Werte von GCAP2-wt und der GCAP2-Mutanten lagen im
Bereich zwischen 46 nM Kalzium (GCAP2) und 151 nM Kalzium (CCA). Der 1Csp-Wert von
GCAP1-D°S lag bei 306 nM Kalzium und damit deutlich (iber den 1Cs-Werten von
GCAP2-wt und der GCAP2-Mutanten. Dies wurde schon bei den Kazium-Titrationen an
ROS-Membranen und hetGC1 beobachtet. Die Hill Koeffizienten der GCAPs lagen im
Bereich zwischen 1,3 (GCAP1-D®S) und 2,6 (CAC).

Tabelle 3.7: I1Csp-Werte und Hill-K oeffizienten der Kalzium-Titrationen mit hetGC2.

GCAP-Form |Cso (NM Ca") Hill-K oeffizient
GCAP2-wt 46 +- 4 2,3+/-0,3
GCAP1-D°S 306 +/- 29 1,3+/-0,1
CCA 151 +/- 4 2,2+/-0,1
CAC 62 +- 1 2,6 +/-0,1
CAA 109 +/- 3 2,2+/-0,1
ACC 144 +/- 9 1,7+/-0,2
ACA 93 +/-4 1,7+/-0,1
AAC 53+/-3 2,4+/-0,3
AAA 49 +/- 6 2,3+/- 05
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3.1.4 Zwischenbilanz der bisherigen Ergebnisse

Ich habe Cystein-Mutanten von GCAP2 genetisch hergestellt, heterolog in E. coli exprimiert
und Uberexprimierte Proteine reinigen konnen. Diese Proteine konnten mit Hilfe eines
GCAP2-spezifischen Antikorpers a's GCAP2-Formen identifiziert werden (siehe Abb. 3.3).
Die GCAP2-Mutanten zeigten den fur GCAPs charakteristischen Kalzium-Shift (siehe
Abb. 3.4). Dies zeigte, dai die Konformationsanderung, die den Kalzium-Shift bewirkt, durch
die Mutationen nicht beeinflu3t wurde. Der Myristylierungsgrad der GCAP2-Mutanten lag
zwischen 86 % und 93 % (siehe Tab. 3.1).

Um die ECs-Werte, [ICso-Werte und Xma-Werte der GCAP2-Mutanten fur die
GC-Aktivierung zu bestimmen, habe ich GC-Assays durchgefihrt. Dabei untersuchte ich die
Aktivierung nativer GCs aus ROS-Membranen (siehe 3.1.3.1) und die Aktivierung heterolog
exprimierter GCs (siehe 3.1.3.2). Alle GCAP2-Mutanten regulierten die Aktivitéten aller
GC-Formen sowohl Konzentrations-abhangig, as auch Kalzium-abhangig. Dabei zeigten
GCAP2-Mutanten, deren erster Cystein-Rest (C*) gegen einen Alanin-Rest ausgetauscht war,
niedrigere Xmax-Werte as Mutanten, die an dieser Stelle einen Cystein-Rest besal3en (siehe
Tab. 3.2, 3.4 und 3.6).

3.2 DieZuganglichkeit der Cystein-Reste von GCAP2

Die GCAPs sind Kalzium-bindende Proteine, deren Konformation sich Kalzium-abhangig
andert. So zeigten beispielsweise Kalzium-beladene GCAPs eine hohere elektrophoretische
Mobilitét als Kalzium-freie GCAPs (siehe 3.2) oder die Tryptophan-Fluoreszenz von GCAPs
andert sich Kalzium-abhéangig (Sokal et al., 1999). Die Konformation andert sich aufgrund der
Bindung von Kalzium-lonen an die EF-Hand-Motive. Ein Kalzium-freies EF-Hand-Motiv
nimmt eine offene Konformation ein, das heil3, die Helices des EF-Hand-Motivs bilden einen
groen Winkel. Bindet ein EF-Hand-Motiv Kalzium, nimmt es eine geschlossene
Konformation ein, das heifldt, die Helices bilden einen kleinen Winkel. Wie sich die
Konformationsanderungen der EF-Hand-Motive auf das gesamte Protein auswirken ist unklar.
So ist die einzig bekannte GCAP-Struktur die von Kazium-beladenem GCAP2-wt (siehe
Abb. 3.1). Die Struktur von Kazium-frelem GCAP2, welche Kalzium-induzierte
Strukturunterschiede zeigen wirde, ist unbekannt. Mit den GCAP2-Mutanten verfigte ich
uber Werkzeuge, um Konformationsanderungen im Bereich der drel Cystein-Reste messen zu
konnen. Sie waren daflr geeignet, da das thiolreaktive DTNB (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic
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acid)) nur mit den Cystein-Resten reagieren kann. Reagiert das DTNB mit einem
Cystein-Rest, so mul3 dieser rdumlich zuganglich gewesen sein. Fir den Cystein-Rest eines
EF-Hand-Motivs bedeutet dies, dal3 das EF-Hand-Motiv in der offenen, Kalzium-freien,
Konformation vorgelegen haben mulR. Umgekehrt wirde en geschlossenes,
Kazium-beladenes, EF-Hand-Motiv die Reaktion des Cystein-Restes mit dem DTNB
erschweren oder vollstandig unterbinden. Da die Stéchiometrie der DTNB-Reaktion mit
Cystein-Resten eins zu eins ist und man den molaren Extinktionskoeffizienten des Produktes
TNB kennt (e = 13.600 cm™ x M bei einer Wellenlange von A = 412 nm), kann man die

Reaktion quantitativ auswerten.

3.2.1 DieZuganglichkeit zweier Cystein-Resteist Kalzium-abhangig

Eine GCAP-L6sung, welche 10 uM EGTA bzw. CaCl;, enthielt, wurde mit 60 uM DTNB
(finale Konzentration) versetzt. Funf Minuten spéter wurde 110 uM CaCl, bzw. EGTA (finae
Konzentrationen) zugegeben. Die genaue Durchfiihrung der DTNB-Experimente ist unter 2.8
beschrieben. In Abbildung 3.13 sind die Ergebnisse dieser DTNB-Experimente dargestellt. In
alen Teilabbildungen ist die Absorption (A = 412 nm), welche sich durch die Reaktion des
DTNB mit den zugadnglichen Cystein-Resten erhohte, gegen die Zeit aufgetragen. Als
Kontrolle diente entweder die Cystein-freie AAA-Mutante oder Protein-freier Puffer. Die
Absorption der GCAP2-wt-Losung stieg in Gegenwart von EGTA schnell an (Kurve 1 in
Abb. 3.13 A), bis sie nach zwei Minuten ein Plateau erreichte. Die Zugabe von Kalzium
anderte die Absorption nicht mehr. Wurde der Versuch unter Kalzium-Bedingungen gestartet
(Kurve 2 in Abb. 3.13 A), zeigte die Absorption einen biphasischen Verlauf. Wahrend der
ersten Phase stieg die Kurve stark an und wéhrend der 2. Phase nur noch leicht. Die Zugabe
von EGTA induzierte dann einen zweiten schnellen Anstieg der Absorption, bis das Plateau
der vorhergehenden Messung erreicht war. In beiden Messungen betrug die Differenz der
maximalen Absorption zur Kontrolle 0,12. Dies entsprach einer Cystein-Konzentration von
8,8 uM. Da die GCAP2-wt-Konzentration 3 uM betrug und GCAP2-wt drei Cystein-Reste
besitzt, reagierten folglich alle Cystein-Reste mit dem DTNB. Da die Reaktion schnell verlief,
waren unter EGTA-Bedingungen (Kurve 1) ale drei Cystein-Reste fir das DTNB gut
zuganglich. Unter Kalzium-Bedingungen (Kurve 2) lief3 sich die Kurve in drei Abschnitte
unterteilen, in den ersten schnellen Anstieg, den langsamen Anstieg und den zweiten, durch
EGTA induzierten, schnellen Anstieg. Bei jedem dieser Anstiege énderte sich die Absorption
um jeweils 0,004, was 1 UM Cystein-Resten entsprach. Somit war ein Cystein-Rest des
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Abbildung 3.13: Kalzium-abhéngige DTNB-Reaktion der Cystein-Reste von GCAP2. Die Absorption bei
einer Wellenlange von A = 412 nm wurde gegen die Zeit aufgetragen. Die mit "1" beschrifteten Messungen
wurden unter EGTA-Bedingungen gestartet, die mit "2" beschrifteten unter Kalzium-Bedingungen. (A) 3 uM
GCAP2, (B) 2 uM CAA, (C) 3 uM ACA, (D) 2 uM AAC; Als Kontrollen dienten Protein-freier Puffer (A)
sowie die Cystein-freie AAA-Mutante (B, C und D).

GCAP2-wt unter Kalzium-Bedingungen zuganglich (erster schneller Anstieg), wahrend die
restlichen Cystein-Reste nur schwer zuganglich waren (langsamer Anstieg). Erst nach der
Zugabe von EGTA konnten diese beiden Cystein-Reste komplett mit dem DTNB reagieren
(zweiter schneller Anstieg). Um die Frage, welcher Cystein-Rest unter Kalzium-Bedingungen
fur DTNB zugénglich war, zu beantworten, habe ich die GCAP2-Mutanten genutzt. Die
idealen Mutanten fir diesen Versuch waren digjenigen, welche nur noch einen Cystein-Rest
besaRen (CAA, ACA und AAC). Unter EGTA-Bedingungen (jeweils Kurve 1, Abb. 3.13
B, C und D) reagierten alle Cystein-Reste schnell und vollstandig mit dem DTNB. So anderte
sich beispielsweise die Absorption von ACA (siehe Abb. 3.13 C) um 0,04, was einer
Konzentration von zuganglichen Cystein-Resten von 2,9 uM und damit etwa der eingesetzten
ACA-Menge (3 pM) entsprach. Unter Kalzium-Bedingungen waren die Cystein-Reste
unterschiedlich zuganglich. Der Cystein-Rest der CAA-Mutante (C* in EF-Hand-Motiv 1)
reagierte unter Kalzium-Bedingungen (Kurve 2 in Abb. 3.11 B) nur langsam mit dem DTNB.
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Erst nach der Zugabe von EGTA reagierte dieser Cystein-Rest vollsténdig mit dem DTNB
(Kurve 2 in Abb. 3.13 B). Einen &hnlichen Kurvenverlauf zeigte die Messung der
ACA-Mutante (C**! in EF-Hand-Motiv 3). Auch hier war der Cystein-Rest erst nach der
Zugabe von EGTA vollsténdig fur das DTNB zuganglich (Kurve 2 in Abb. 3.13 C). Der
Cystein-Rest der AAC-Mutante (C*** zwischen EF-Hand-Motiv 3 und 4) war sowohl unter
EGTA-Bedingungen (Kurve 1 in Abb. 3.13 D), als auch unter Kazium-Bedingungen
(Kurve 2in Abb. 3.13 D), gut fur das DTNB zuganglich.

3.2.2 Kalzium-Sensitivitat von DTNB-Reaktionen

Wie unter 3.2.1 gezeigt wurde, reagierten alle Cystein-Reste in GCAP2-wt mit dem
thiolreaktiven DTNB. Die Zuganglichkeit von C* und C**, welche in den EF-Hand-Motiven
1 und 3 lagen, war jedoch Kalzium-abhangig. Dies fuhrte zu der Frage, wie Kalzium-sensitiv
die DTNB-Reaktionen dieser beiden Cystein-Reste waren. Zusétzlich wollte ich untersuchen,
ob Magnesium die DTNB-Reaktion beeinfluf3t, da Peshenko und Dizhoor (2004) zeigten, dal3
Magnesium die 1Csp-Werte beider GCAP-Isoformen erhoht. Dazu habe ich die
DTNB-Messungen bei unterschiedlichen Kalzium-Konzentrationen in Gegenwart von 10 mM
Magnesium und in Abwesenheit von Magnesium durchgefihrt. Gemessen wurden die
GCAP2-Mutanten CAA und ACA. Zusétzlich habe ich zwei GCAP1-Mutanten, ACAA und
AACA (freundlicherweise von Frau Dr. Ji-Young Hwang Uberlassen) untersucht. Hwang et
al. (2001) zeigten, dal? die Zuganglichkeit der Cystein-Reste 29 und 106 in GCAPL, welche
im ersten und dritten EF-Hand-Motiv liegen, Kalzium-sensitiv ist. Diese Erkenntnis wurde
mit genetisch veranderten GCAP1-Mutanten gewonnen, welche nur einen Cystein-Rest
besal’en. Die Nomenklatur dieser GCAP1-Mutanten ist jener der GCAP2-Mutanten dhnlich.
Da GCAP1 vier Cystein-Reste besitzt, heifl3en die GCAP1-Mutanten ACAA (nur Cystein-Rest
29 vorhanden) und AACA (nur Cystein-Rest 106 vorhanden). Dabei waren die Mutanten
GCAP1-ACAA und GCAP2-CAA anaog, daihr einzig verbliebener Cystein-Rest im ersten
EF-Hand-Motiv lag. In &hnlicher Weise waren die Mutanten GCAP1-AACA und
GCAP2-ACA analog, da ihr enzig verblicbener Cystein-Rest jeweils im dritten
EF-Hand-Motiv lag.

Um die Kalzium-Sensitivitédt der DTNB-Reaktionen zu bestimmen, habe ich zunéchst die
Absorption (A = 412 nm) gegen die Zeit aufgetragen. Aus diesen Kurven habe ich dann die
Absorption nach zwei Minuten abgelesen, davon 0,1 (Absorption des DTNB) subtrahiert.
Diesen Wert habe ich dann gegen die Kalzium-Konzentration aufgetragen. Ich wahlte aus

folgenden Griinden die Absorption nach zwel Minuten zur Auswertung. Zum einen erreichten
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schnelle DTNB-Reaktionen zu diesem Zeitpunkt bereits ihre maximale Absorption und, zum
anderen, unterschieden sich langsame DTNB-Reaktionen zu diesem Punkt bereits deutlich.
Somit konnte ich die Mel¥reihen gut auflésen. Die so erhaltenen Punkte habe ich an die
folgende Gleichung angepalit:

_ max—-min
~ 14.10009(Ca -1 n

3.2.2.1 Kalzium-Sensitivitat der DTNB-Reaktionen von GCAP2-M utanten

In Abbildung 3.14 sind die Messungen der GCAP2-Mutanten CAA und ACA ohne
Magnesium dargestellt. Die Teile A und B zeigen, wie sich die Absorption bei
unterschiedlichen  Kalzium-Konzentrationen  anderte. Beide Mutanten reagierten
erwartungsgemal? bel niedrigen Kalzium-Konzentrationen schnell mit dem DTNB. Bel hohen
Kalzium-Konzentrationen reagierten sie langsamer, wobei die Absorption nach zehn Minuten
keinen maximalen Wert erreichte. Die Teile C und D zeigen die ausgewerteten Daten. Beide
Kurven verlaufen sigmoid. Die Kurvenanpassungen ergaben einen (Ca®")y,-Wert fiir CAA
von 1094 nM +/- 101 nM Kalzium und fiir ACA einen (Ca®")1>-Wert von 255 nM +/- 26 nM
Kalzium. Somit ist der (Ca®")y-Wert von CAA um den Faktor vier groRer as der
(Ca*)y-Wert von ACA.

Die Messungen von CAA in Gegenwart von Magnesium sind in Abbildung 3.15 dargestellt.
Die Rohdaten (A) zeigten, dal3 die DTNB-Reaktion bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen
schnell und bei hohen Kalzium-Konzentrationen langsam verlief. Die weitere Auswertung der
Daten (B) ergab einen (Ca*)y.-Wert von 1620 nM +/- 320 nM Kalzium. Verglichen mit der
Messung ohne Magnesium hat sich somit der (Ca")y-Wert um etwa 500 nM Kalzium
erhoht.

Die Kazium-Sensitivitdt der DTNB-Reaktion von ACA in Gegenwart von Magnesium
konnte ich nicht messen. Da mein Kalzium-Puffersystem (NTA-Puffer) neben Kalzium-lonen
auch Magnesium-lonen pufferte, war es mir unmaoglich, Kazium-Konzentrationen im
niedrigen nM-Bereich in Gegenwart von 10 mM Magnesium herzustellen, ohne das
Puffersystem zu wechseln.
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Abbildung 3.14: Kalzium-Titration der DTNB-Reaktion von CAA und ACA ohne Magnesium. (A)
Rohdaten CAA, die Proteinkonzentration betrug 2 pM; (B) Rohdaten ACA, die Proteinkonzentration betrug 2,5
UM; (C) As nach 2 min von CAA gegen die Kazium-Konzentration aufgetragen; (D) A42 hach 2 min von
ACA gegen die Kalzium-Konzentration aufgetragen. In (A) und (B) sind die minimalen und maximalen
Kalzium-K onzentrationen angegeben.
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Abbildung 3.15; Kalzium-Titration der DTNB-Reaktion von CAA in Gegenwart von 10 mM Magnesium.
(A) Rohdaten mit minimaler und maximaler Kalzium-Konzentration; (B) A4, hach 2 min von CAA gegen die
Kalzium-K onzentration aufgetragen.
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3.2.2.2 Kalzium-Sensitivitat der DTNB-Reaktionen von GCAP1-M utanten

Im Gegensatz zu GCAP2-wt besitzt GCAPL vier Cystein-Reste. Hwang et al. (2001) zeigten,
dal3 der zweite und der dritte Cystein-Rest von GCAP1, welche in den EF-Hand-Motiven
1 und 3 liegen, Kalzium-sensitiv fir die DTNB-Reaktion sind. Jedoch war zum Zeitpunkt
dieser Arbeit (2001) der Einflu3 von Magnesium auf die Kalzium-Sensitivitéten der GCAPs
noch unbekannt. Deshalb wiederholte ich die Kalzium-Titrationen mit DTNB in Gegenwart
und in Abwesenheit von 10 mM Magnesium. Dabel nutzte ich die GCAP1-Mutanten, welche
nur noch einen Cystein-Reste besal3en (ACAA und AACA). Die Abbildung 3.16 zeigt die
Ergebnisse der Messungen ohne Magnesium. Die ACAA-Mutante reagierte bei niedrigen
Kalzium-Konzentrationen schnell mit dem DTNB und bei hohen Kalzium-Konzentrationen
langsam. Es wurde jedoch bel alen Kalzium-Konzentrationen die maximal mdgliche
Absorption erreicht (siehe Abb. 3.16, A). Die AACA-Mutante reagierte bei niedrigen
Kalzium-Konzentrationen ebenfalls schnell. Hohere Kalzium-Konzentrationen unterbanden
die DTNB-Reaktion fast vollstandig (siehe Abb. 3.16, B). Die Auswertung der Daten (siehe
Abb. 3.16, C und D) ergab einen (Ca’")y»-Wert fir ACAA von 8480 nM +/- 1030 nM
Kalzium und fir AACA 245 nM +/- 9 nM Kalzium. Somit lag der (Ca?*)1,-Wert von ACAA
um den Faktor 35 Uber dem von AACA.

Die Messungen von ACAA und AACA in Gegenwart von 10 mM Magnesium sind in
Abbildung 3.17 dargestellt. Die Rohdaten von ACAA (siehe 3.17, A) zeigten ahnliche
Kurvenverlaufe wie in Abwesenheit von Magnesium. Auch hier wurde bei den hohen
Kalzium-Konzentrationen die maximal mogliche Absorption erreicht. Die AACA-Mutante
reagierte unter den Magnesium-Bedingungen, selbst bei niedrigen Kalzium-K onzentrationen,
nur langsam mit dem DTNB (siehe 3.17, B). Die ausgewerteten Daten von ACAA (siehe
Abb. 3.17, C) ergaben einen (Ca®*)y,-Wert von 11400 nM +/- 3500 nM Kalzium. Vergleicht
man diesen Wert mit dem Wert der Messung ohne Magnesium (8480 nM +/- 1030 nM
Kalzium), hat sich der (Ca®")y,-Wert der DTNB-Reaktion um etwa 3000 nM Kalzium erhoht.
Jedoch liegt diese Verschiebung innerhalb der Fehlergrenzen beider Werte und ist demnach
nicht signifikant. Die Auswertung der AACA-Mutante in Gegenwart von Magnesium (siehe
Abb. 3.17, D) gestaltete sich schwierig, da bei niedrigen Kalzium-Konzentrationen nur
wenige MeRwerte zur Verfiigung standen. Deshalb habe ich einen (Ca®*)y,-Wert von etwa
900 nM Kalzium abgeschétzt.
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Abbildung 3.16: Kalzium-Titration der DTNB-Reaktion von ACAA und AACA ohne Magnesium. (A)
Rohdaten ACAA, die Proteinkonzentration betrug 2 uM; (B) Rohdaten AACA, die Proteinkonzentration betrug
1,5 uM; (C) A4 nach 2 min von ACAA gegen die Kalzium-Konzentration aufgetragen; (D) A4, nach 2 min
von AACA gegen die Kalzium-Konzentration aufgetragen. In (A) und (B) sind die minimalen und maximalen
Kalzium-K onzentrationen angegeben.

3.2.3 Zusammenfassung der Experimente mit DTNB

Die Zuganglichkeit zweier Cystein-Reste von GCAP2-wt, C* und C'**, fiir das thiolreaktive
DTNB war Kazium-abhangig. Nur unter EGTA-Bedingungen konnten sie schnell mit dem
DTNB reagieren. Dadurch war es mir méglich, Kalzium-Sensitivitéten dieser Cystein-Reste
fur die DTNB-Reaktion zu bestimmen. Als Vergleich habe ich die Kalzium-Sensitivitéten der
entsprechenden Cystein-Reste in GCAP1 gemessen. Die (Ca*)y-Werte, in Gegenwart und in
Abwesenheit von Magnesium, sind in Tabelle 3.8 aufgelistet. Die (Ca?)y-Werte des
Cystein-Restes im ersten EF-Hand Motiv lag bel beiden GCAP-Isoformen Uber den
(Ca®™)y2-Werten des Cystein-Restes im dritten EF-Hand-Motiv. Magnesium filhrte bei alen

Messungen zu héheren (Ca®*)y-Werten.
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Abbildung 3.17: Kalzium-Titration der DTNB-Reaktion von ACAA und AACA in Gegenwart von 10 mM
Magnesium. (A) Rohdaten ACAA, die Proteinkonzentration betrug 2 uM; (B) Rohdaten AACA, die
Proteinkonzentration betrug 1,5 uM; (C) Az nach 2 min von ACAA gegen die Kalzium-Konzentration
aufgetragen; (D) A4 nach 2 min von AACA gegen die Kalzium-Konzentration aufgetragen. In (A) und (B) sind
die minimalen und maximalen Kalzium-Konzentrationen angegeben. Der (Ca?")y, von AACA (D) wurde von
mir geschétzt.

Tab. 3.8: Kalzium-Sensitivitdten der DTNB-Reaktion von Cystein-Resten ver schiedener GCAP-Mutanten
in Gegenwart ((Ca’*)y,) und in Abwesenheit von 10 mM Magnesium ((Ca®")y, / Mg®). nb. = nicht
bestimmt.

GCAP-Form GCAP2-CAA GCAP2-ACA GCAPL-ACAA GCAPL-AACA
" 1.094 255 8.480 245
(Ca™)yz2 (NM) +1- 101 +1- 26 +/- 1030 +-9
) ) 1.620 11.400 900
(Ca™)2/ Mg™ (NM) +1- 320 n.b. +1- 3.500 +1- 47.000
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3.3 Fluophoreals Monitor flr Konfor mationsander ungen

3.3.1 Fluophore als Monitor fur Kalzium-abhangige Konformations-
anderungen von GCAP2

Mit Hilfe von Fluophoren kann man Konformationsdnderungen von Proteinen detektieren.
Dazu mul3 der Fluophor umgebungssensitiv sein und durch die Konformationsdnderung des
Proteins in eine andere Umgebung gebracht werden. Beispielsweise kdnnte der Fluophor in
Konformation A am Protein anliegen und in Konformation B zum Ldsungsmittel hin
exponiert sein. Um die Interpretation eines solchen Experimentes zu vereinfachen, sollte der
Fluophor ortsspezifisch, das heildt nur an eine bekannte Position des Proteins, gebunden sein.
Dadurch wére die gednderte Fluoreszenz auf eine Konformationsdnderung im Bereich des
Fluophors zurlickzufiihren. Um Fluophore ortsspezifisch an GCAPs zu koppeln, boten sich
thiolreaktive Fluophore an, da diese nur an Thiole von Cystein-Reste binden kdnnen. Die
Cystein-Mutanten von GCAP2 (siehe oben) ermdglichten es mir, Fluophore nur an den ersten
Cystein-Rest (C* in EF-Hand-Motiv 1, CAA-Mutante), nur an den zweiten Cystein-Rest
(C*™ in EF-Hand-Motiv 3, ACA-Mutante) oder nur an den dritten Cystein-Rest
(C™' zwischen dem 3. und 4. EF-Hand-Motiv, AAC-Mutante) binden zu lassen. Zusétzlich
stand mir noch die GCAP1-Mutante AAAC (freundlicherweise von Frau Dr. Ji-Young
Hwang Uberlassen), die nur einen Cystein-Rest an Position 125 besitzt, zur Markierung mit
Fluophoren zur Verfligung. Da GCAP2 bislang nicht mit Fluophoren markiert wurde, jedoch
bekannt war, dal3 Fluophore unspezifisch mit GCAPL assoziierten (personliche Information
von Frau Dr. Ji-Young Hwang), setzte ich als Kontrolle die Cystein-freie GCAP2-Mutante
AAA in die Markierungsreaktionen ein. An die ACA-Mutante lief3 ich den Fuophor
Alexa-488 binden und an die CAA-Mutante den Fluophor Alexa-647. Die AAA-Mutante lief3
ich nur mit Alexa-647 reagieren. Ich koppelte die GCAPs mit unterschiedlichen Fluophoren,
da dies eine Voraussetzung fur welterfihrende Experimente war (siehe 3.3.2). Um den Erfolg
oder den MiRRerfolg der Markierungsreaktionen zu Uberpriifen, nutzte ich die reversed phase
HPLC. Mit dieser Technik war es moglich, freien Fluophor von an GCAPs gekoppelten
Fluophor zu unterscheiden. Ebenso wiirden Ruickschliisse moglich, ob die Fluophorkopplung
die hydrophoben Eigenschaften der GCAPs andern wirde. Danach untersuchte ich, ob sich
die Fluoreszenz der markierten GCAPs Kalzium-abhéngig andert. Dazu nahm ich
Absorptionsspektren, Excitationsspektren und Emissionsspektren der markierten GCAPs in

Gegenwart und in Abwesenheit von Kalzium auf.
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Abbildung 3.18: HPLC-Chromatogramme von GCAP2-Mutanten und von fluoreszenzmarkierten
GCAP2-Mutanten. (A), (B) und (C): GCAP2-Mutanten ACA, AAC und AAA bevor sie fluoreszenzmarkiert
wurden, A =280 nm; (D), (E) und (F): GCAP2-Mutanten, nachdem sie fluoreszenzmarkiert wurden, A = 488
nm (D, ACA-488), A = 600 nm (E, CAA-647; F, AAA-647); (G), (H) und (I): fluoreszenzmarkierte GCAP2-
Mutanten nach acht Dialyseschritten, A = 488 nm (G, ACA-488), A = 600 nm (H, CAA-647; |, AAA-647); (J),
(K) und (L): fluoreszenzmarkierte GCAP2-Mutanten nach acht Dialyseschritten, A = 280 nm.

In Abbildung 3.18 sind die HPLC-Chromatogramme der unmarkierten GCAP-Mutanten
ACA, CAA und AAA dargestellt (oberste Reihe, A, B und C). Die Absorption (angegeben in

mV) wurde bei einer Wellenldnge von A = 280 nm, bei der die aromatischen AS absorbieren,

gemessen. Alle Chromatogramme zeigten bei einer Retentionszeit von 21 bis 22 min Peaks.
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Dabei handelte es sich um die myristylierten und nichtmyristylierten Formen der GCAP2-
Mutanten. Da ich fur meine Experimente grof3e Mengen genetisch veranderter GCAPs
bendtigte (mehrere mg), habe ich alle in dieser Arbeit verwendeten GCAPs heterolog in
E. coli exprimiert und daraus gereinigt. Um die myristylierten Formen der GCAPs zu
erhalten, wurde die N-terminale Myristyltransferase aus der Hefe koexprimiert. Der Anteil der
myristylierten GCAPs betrug zwischen 86 % und 93 % (siehe Tab. 3.1). Da die
nichtmyristylierten GCAPs hydrophiler als myristylierte GCAPs waren, eluierten sie etwa
eine Minute friher von der reversed phase HPLC-Saule. Das Chromatogramm von ACA
(siehe Abb. 3.18, A) zeigte zusétzlich einen Peak bel 26,2 min Retentionszeit. Dabei konnte
essich um eine Verunreinigung aus E. coli handeln oder um eine anders gefaltete ACA-Form.
Die Reinigung der GCAPs umfaldte namlich einen Denaturierungsschritt und einen
Renaturierungsschritt.

Die Chromatogranme D, E und F zeigen die Markierungsansitze, nachdem die
Markierungsreaktion durch die Zugabe von DTT gestoppt wurde (siehe 2.7). Die Absorption
wurde bei Wellenldngen von A = 488 nm (Markierungsansatz von ACA-488) und A = 600 nm
(Markierungsansétze von CAA-647 und AAA-647) aufgezeichnet. Bei diesen Wellenldngen
absorbieren die Fluophore. Eine grof3ere Wellenldnge als 600 nm konnte beim verwendeten
Absorptionsdetektor (Waters 484) nicht eingestellt werden. Die Chromatogramme zeigten
jeweils zwei prominente Peaks bei Retentionszeiten von etwa 9 min und etwa 24 min. Nach
der Diayse der Markierungsansétze (Chromatogramme G, H und 1) tauchte der frihe Peak
nicht mehr auf. Bei diesem Peak handelte es sich um freien, nicht an GCAP gekoppelten,
Fluophor, der durch die Dialyse vollstandig entfernt werden konnte. Beim spaten Peak, der
auch in den Chromatogrammen nach der Dialyse auftauchte (G, H und 1), handelte es sich um
fluoreszenzmarkierte GCAPs. Gegentber ihren unmarkierten Formen (A, B und C)
verlangerten sich die Retentionszeiten um 0,5 bis 1 min. Die Chromatogramme J, K und L
zeigten erneut die Markierungsansdtze nach der Dialyse, jedoch wurde diesma die
Absorption bei einer Wellenlange von A = 280 nm gemessen. Die Chromatogramme zeigten
GCAP-Peaks mit gleichen Retentionszeiten wie in G, H und I. Man erkennt kleine Peaks der
nichtmyristylierten GCAPs und grof3e Peaks der myristylierten GCAPs. Im Chromatogramm
K (CAA-647) lagen die GCAP-Peaks auf der fallenden Flanke eines grof3en und breiten Peaks
mit einer Retentionszeit von 16,8 min. Durch was dieser Peak hervorgerufen wurde, ist
unklar. Im Chromatogramm B (unmarkierten CAA) tauchte der Peak nicht auf und auch nach
der Kopplung mit Alexa-647 (Chromatogramme E und H) tauchte er nicht auf. Der Peak
konnte durch Protein-Verunreinigungen der Saule hervorgerufen worden sein. In den
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Chromatogrammen J, K und L waren keine Peaks von unmarkierten GCAPs zu erkennen
(vergleiche Chromatogramme A, B und C). Aus dem Vergleich der HPL C-Chromatogramme
lie? sich schliefRen, dal3 die myristylierten und nichtmyristylierten GCAP-Mutanten mit
Fluophoren gekoppelt wurden.

Neben ACA-488 und CAA-647 habe ich zwei weitere GCAP-Mutanten mit Fluophoren
gekoppelt: die GCAP2-Mutante AAC mit Atto-590 und die GCAP1-Mutante nmAAAC
(nm = nichtmyristyliert) mit Alexa-488. Die HPLC-Analysen dieser GCAP-Formen sind
nicht gezeigt. Diese beiden GCAPs habe ich fluoreszenzmarkiert, um mit ihnen Kalzium-
abhangige Konformationsanderungen des GC/GCA P-Systems zu detektieren (siehe 3.3.2).

In Abbildung 3.19 sind die Absorptionsspektren der in dieser Arbeit verwendeten Fluophore
dargestellt. Die Tabelle 3.9 gibt die optischen Eigenschaften dieser Fluophore an. Alexa-488
absorbiert maximal Licht der Wellenlange A = 495 nm, Atto-590 Licht der Wellenldange
A =594 und Alexa-647 Licht der Wellenlange A = 650 nm.

Alexa-488 Alexa-647
\ Atto-590 /

Absorption

300 400 500 600 700 800
Wellenlénge (nm)

Abbildung 3.19: Absor ptionsspektren der in dieser Arbeit verwendeten Fluophore. 2,8 uM Alexa-488,
1,5 uM Atto-590 und 1 uM Alexa-647 in ddH,0.

Tab. 3.9: Optische Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Fluophore. Aans Wellenlnge des
Absorptionsmaximums, Ay, Wellenldnge des Emissionsmaximums, €: molarer Extinktionskoeffizient.

Fluophor Aabs (M) Aem (nm) e(cm*xM™)
Alexa-488 495 519 7.1x 10
Atto-590 594 624 1,2 x 10°
Alexa-647 650 665 239 x 10°
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In Abbildung 3.20 sind die Absorptionsspektren der fluoreszenzmarkierten GCAP-Mutanten
in Gegenwart von Kazium (schwarze Spektren) und in Abwesenheit von Kazium (rote
Spektren) dargestellt. Die Absorption von ACA-488 (siehe Abb. 3.20, A) wurde durch die
Kalzium-Konzentration nicht beeinflufd. Die Absorption von CAA-647 (siehe Abb. 3.20, B)
anderte sich leicht. In Abwesenheit von Kazium absorbierte der Fluophor Alexa-647 das
Licht schwéacher alsin Gegenwart von Kalzium. Das Absorptionsmaximum verschob sich von
650 nm zu 651 nm. Auch die Absorptionseigenschaften von AAC-590 (siehe Abb. 3.20, C)
anderten sich Kazium-abhangig. Das Absorptionsmaximum betrug in Gegenwart von
Kazium 594 nm und in Abwesenheit von Kalzium 593 nm. Die Absorptionseigenschaften
von nmAAAC-488 (siehe Abb. 3.20, D) wurden durch Kalzium nicht verédndert. Die
fluoreszenzmarkierten GCAPs AAC-590 und AAAC-488 wurden in weitergehenden
Experimenten verwendet (siehe 3.3.2).

Bel den GCAP-Formen ACA-488 und CAA-647 wurde der Einfluld von Kalzium auf die
Emission und die Excitation der Fluophore untersucht (Emissionsspektren und
Excitationsspektren nicht gezeigt). Man beobachtete, dal3 die Maxima von Emission und
Excitation in Gegenwart von EGTA hoher ausfielen als in Gegenwart von Kalzium. Dieser
Effekt war jedoch nicht reversibel. Deshalb waren Konformationsanderungen der GCAPs

nicht der Grund dieses Effekts, da Konformationsanderungen reversibel gewesen wéren.

3.3.2 Fluophore als Monitor fir Kalzium-abhéngige Interaktionen des
GCLUGCAP-Systems

Werden GCs aktiviert, bildet ein GC-Dimer mit einer unbekannten Anzahl von GCAPS einen
Proteinkomplex. Da in Rindersehzellen zwei GCAP-Isoformen existieren, stellt sich die
Frage, ob nur eine oder beide GCAP-Isoformen an diesem Proteinkomplex beteiligt sind.
Weiterhin stellt sich die Frage, welche Kalzium-abhéngigen Konformationsanderungen in
diesem Komplex stattfinden. Beispielsweise konnten die beiden GCAPs bei unterschiedlichen
Lichtintensitéten, und somit unterschiedlichen Kalzium-Konzentrationen, an verschiedene
GC-Doménen binden (siehe 1.4.1). Diese Fragen wollte ich fir den Proteinkomplex aus GC1
(es existieren GC1 und GC2 in Sehzellen) und GCAPs mit Hilfe des Forster-Resonanz-
Energie-Transfers (FRET) zwischen fluoreszenzmarkierten GCAPs beantworten. Bei FRET
wird Energie eines angeregten Fluophors A (Donor) auf einen Fluophor B (Akzeptor)

Ubertragen, wodurch Fluophor B zur Fluoreszenz angeregt wird. Dazu mul3 das
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Abbildung 3.20: Absorptionsspektren der fluoreszenzmarkierten GCAP-Mutanten in Abhangigkeit der
Kalzium-Konzentration. (A) 1 uM GCAP2-ACA konjugiert mit Alexa488; (B) 0,2 uM GCAP2-CAA
konjugiert mit Alexa-647; (C) 1 pM GCAP2-AAC konjugiert mit Atto-590; (D) 1 uM nichtmyristyliertes
GCAP1-AAAC konjugiert mit Alexa-488; Zuerst wurden Absorptionsspektren in Gegenwart von 1,6 mM
Kazium gemessen (schwarze Spektren). Zu dieser L6sung wurden 6,7 mM EGTA (finale Konzentration)
zugegeben und erneut die Absorption gemessen (rote Spektren).

Emissionsspektrum des Fluophors A mit dem Absorptionsspektrum des Fluophors B
uberlappen. Die Effizienz, mit der die Energie Ubertragen wird, ist distanzabhangig. FRET
findet, je nach Donor-Akzeptor-Paar, im Bereich von 1 nm bis 10 nm statt. Die Messung von
FRET-Signalen ist folglich ein ideales Werkzeug, um Distanzénderungen zwischen Protein zu
bestimmen.

Ich wollte untersuchen, ob FRET zwischen fluoreszenzmarkiertem GCAPl1 und
fluoreszenzmarkiertem GCAP2 in Gegenwart der GC1 auftritt. Falls ja, wéare dies ein Zeichen
fur die gleichzeitige Bindung beider GCAP-Isoformen an die GCl. Wirde sich das
FRET-Signal mit der Kazium-Konzentration andern, konnte man daraus die
Distanzénderungen zwischen GCAP1 und GCAP2 wahrend der GC1-Aktivierung bestimmen.
Zunéchst mufdte ich dafir geeignete GCAP-Mutanten aussuchen, diese mit thiolreaktiven
Fluophoren koppeln und kontrollieren, ob die fluoreszenzmarkierten Fluophore die GC1
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aktivieren konnten. Ich verfugte tUber die GCAP2-Mutanten CAA, ACA und AAC sowie die
GCAP1-Mutanten nmCAAA (nm = nichtmyristyliert), nmACAA, nmAACA und nmAAAC.
Aus diesen Mutanten wahlte ich AAC und nmAAAC, da deren Cystein-Reste in keinem der
EF-Hand-Motive lag, die fur die Kalzium-abhangige Aktivierung der GC1 wichtig sind. AAC
koppelte ich mit dem Fluophor Atto-590 (Akzeptor) und AAAC mit dem Fluophor Alexa-488
(Donor). Die Absorptionsspektren dieser fluoreszenzmarkierten GCAP-Mutanten sind in
Abbildung 3.20 dargestellt. Mit diesen fluoreszierenden GCAPs fihrte ich dann GC-Assays
mit ROS-Membranen durch (siehe Abb. 3.21). Beide GCAPs aktivierten die GCs bei
niedrigen Kalzium-Konzentrationen und inhibierten sie bel hohen Kalzium-Konzentrationen.
Die Aktivierungskurven unterschieden sich deutlich. Fir AAC-590 konnte ich einen
|Cso-Wert von 42 nM +/- 4 nM Kalzium bestimmen und fir nmAAAC-488 einen | Cso-Wert
von 2220 nM +/- 540 nM Kazium. Verglichen mit der unmarkierten AAC-Mutante
(ICs = 85 nM +/- 1 nM Kazium, sieche Tab. 3.2), besal} die fluoreszenzmarkierte
AAC-Mutante einen hab so grolen I[Cso-Wert. Die Fluoreszenzmarkierung der
nmMAAAC-Mutante beeinfluldte ebenfalls die GC-Aktivierung. AAAC-488 besal} einen etwa
doppelt so hohen ICso-Wert wie die unmarkierte AAAC-Mutante (1Cso = 1052 nM Kalzium;
Hwang et a., 2001). Fir die geplanten Fluoreszenzmessungen war es jedoch in erster Linie
wichtig, dal3 die GCs von beiden fluoreszenzmarkierten GCAPs Kalzium-abhangig reguliert

werden.
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Abbildung 3.21: Kalziumabhangige Aktivierung von GCs aus ROSMembranen durch die
fluoreszenzmarkierten Mutanten AAC-590 und AAAC-488. Die GCAP-Konzentrationen betrugen jeweils 2
UM. AAC-590: schwarze Kreise; AAAC-488: offene Kreise.
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Da ROS-Membranen sowohl die GC1, als auch die GC2 enthalten, ich jedoch das
GCL/GCAP-System untersuchen wollte, fuhrte ich die Fluoreszenzmessungen an heterolog
exprimierter GC1 (hetGC1) durch. Dazu substituierte ich Membranen hetGC1-exprimierender
tsA-Zellen mit 100 nM AAC-590 und 100 nM nmAAAC-499 (finale Konzentrationen). Als
Kontrolle verwendete ich Membranen untransfizierter tsA-Zellen. Die Kazium-
Konzentration betrug 10 uM. Danach gab ich EGTA zu (100 pM, finale Konzentration), um
das Kazium zu komplexieren. Die Emissionsspektren, die bei den verschiedenen Kalzium-
Konzentrationen erstellt wurden, sind in Abbildung 3.22 gezeigt, Teill A mit
hetGC1l-Membranen und Tell B mit Kontroll-Membranen. Die Wellenldnge des
Anregungslichts betrug 440 nm, bei welcher der Donor nmAAA C-488 stark und der Akzeptor
AAC-590 schwach angeregt wurde. Alle Spektren zeigten einen grof3en Peak bei A = 519 nm,
dem Emissionsmaximum von nmAAAC-488, und einen kleineren Peak bel A = 624 nm, dem
Emissionsmaximum von AAC-590. In Abb. 3.22 (A) verminderte sich das Fluoreszenzsignal
von nmAAAC-488, nachdem EGTA zugegeben wurde (rotes Spektrum). Erhéhte man die
Kazium-Konzentration wieder (nicht gezeigt), erhdhte sich auch das Fluoreszenzsignal
wieder. Die Fluoreszenz von AAC-590 blieb unter Kalzium- und EGTA-Bedingungen gleich.
Die Fluoreszenzintensitdten verhielten sich in Teil B gleich. Somit erfolgte kein FRET
zwischen den GCAPs. Die verminderte Fluoreszenzintensitdt von nmAAAC-488 beruhte auf
einer Kalzium-abhangigen Wechselwirkung mit den tsA-Membranen, da dieser Effekt auch

bei den Kontrollmessungen auftrat.
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Abbildung 3.22: Emissionsspektren von AAC-590 und AAAC-488. (A) in Gegenwart GCl-enthaltender tsA-
Membranen; (B) in Gegenwart von tsA-Membranen (Kontrolle); die Wellenlénge des Anregungslichtes betrug
A = 440 nm. Schwarze Spektren wurden in Gegenwart von 10 uM Kalzium aufgezeichnet und rote Spektren in
Gegenwart von 50 pM EGTA.
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Um das Problem der Kal zium-abhéngigen Wechsel wirkungen von GCAPs mit Membranen zu
umgehen, deletierte ich die ECD und die TMD der GC1. Dadurch wollte ich eine l6dliche,
enzymatisch aktive GC1-Form erhalten. Das Konstrukt, GCleyt (H*-K % 69,5 kDa) wurde
in §9-Zellen (Insektenzellen) exprimiert. Mehrere Versuche, GClcyt im Western Blot
nachzuweisen, blieben erfolglos. Jedoch beinhaltete das Zytosol von 9-Zellen, die mit dem
GClcyt-Expressionvektor transfiziert waren, GC-Aktivitét, die sich Kalzium-abhangig durch
GCAPs regulieren lie3. In Abbildung 3.23 sind diese Kalzium-Titrationen mit GCAP1-D°S
und GCAP2-wt gezeigt. Man sieht den typischen Kurvenverlauf der GCAP-vermittelten
GC-Aktivierung: eine hohe GC-Aktivitéat bel niedrigen Kalzium-Konzentrationen und eine
niedrige GC-Aktivitdt bel hohen Kazium-Konzentrationen. Die Messungen ergaben fir
GCAP1-D°®S einen ICs;-Wert von 1370 nM +/- 95 nM Kalzium und fir GCAP2-wt einen
ICso-Wert von 148 nM +/- 4 nM Kalzium. Verglichen mit den Werten der Kazium-
Titrationen an hetGC1 aus tsA-Zellen (Tab. 3.4), waren die an GClcyt ermittelten 1Csp-Werte

zu hoheren Kalzium-K onzentrationen hin verschoben.
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Abbildung 3.23: Durch GCAPs vermittelte, Kalzium-abhangige GC-Aktivitdt im Zytosol GCilcyt-
exprimierender Sf9-Zellen. Die GCAP-Konzentrationen betrugen jeweils 2 pM. GCAP1-D°S: schwarze
Kreise; GCAP2-wt: offene Kreise.

Da ich GClcyt im Western Blot nicht nachweisen konnte, versuchte ich, mit Hilfe
verschiedener Chromatographie-Techniken, GClcyt zu reinigen. Dadurch wollte ich GClcyt
direkt im Coomassie-gefarbten Gel nachweisen, bzw. hohere GClcyt-Mengen im Western
Blot einsetzen. Dies gelang mir nicht.

Daher klonierte ich ein weiteres GC1-Konstrukt (Abb. 3.24) mit dem Ziel, dieses leichter
reinigen zu konnen Dieses Konstrukt, CitrinGClcyt, besal3 N-terminal sechs Histidine

(His-tag), gefolgt von dem fluoreszierenden Protein Citrin und dem C-terminal gelegenen
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GClcyt. Das Citrin ist ein Derivat des gelb-grin fluoreszierenden Proteins eY FP (Griesbeck
et a., 2001). Das Excitationsmaximum liegt bei A = 513 nm und das Emissionsmaximum bei
A = 527 nm. Das Citrin sollte in weiterfihrenden FRET-Experimenten als Donor bzw.
Akzeptor fur fluoreszenzmarkierte GCAPs dienen. Der His-Tag sollte die Reinigung von
CitrinGClcyt erleichtern. Die Expression von CitGCcyt erfolgte in S9-Zellen und die
affinitdtschromatographische Reinigung wurde mit Nickel-NTA-Agarose durchgefihrt.
Waéhrend der Reinigung erhielt ich sieben Fraktionen, deren Emissionspektren in Abbildung
3.24 dargestellt sind. Die Wellenlénge des Anregungslichtes betrug A = 470 nm. Die
Fraktionen 2, 3 und 4 zeigten eine deutliche Fluoreszenz, deren Emissionsmaximum bei
527 nm lag, einer fur Citrin typischen Wellenlange. Im Western Blot konnte ich mit einem
GCl1-spezifischen Antikorper, dessen Epitop in GClcyt enthalten ist, nicht nachweisen.
Ebenso zeigte CitGClcyt keine GC-Aktivitat. Somit blieb auch dieser experimentelle Ansatz

erfolglos.
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Abbildung 3.24: Emissionsspektren von CitGClcyt enthaltenden Fraktionen. Die Anregung erfolgte bei
A =470 nm. Das Konstrukt CitGClcyt ist Uber den Spektren schematisch dargestellt.
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3.3.3 Zusammenfassung der Experimente mit fluoreszenzmarkierten
Proteinen

GCAP-Mutanten, die nur noch einen Cystein-Rest besa3en, wurden von mir mit
thiolreaktiven Fluophoren gekoppelt. Die Absorption dieser fluoreszenzmarkierten GCAPs
anderte sich Kalzium-abhangig nicht oder nur wenig (siehe Abb. 3.20). Kazium-induzierte
Anderungen ihrer Emissions- und Excitationsspektren waren nicht reversibel. Daher waren
die Anderungen nicht auf Konformationsanderungen der GCAP2-M utanten zuriickzuf Gihren.

Ein FRET-Signal zwischen fluoreszenzmarkierten GCAP1-Mutanten und GCAP2-Mutanten
in Gegenwart der hetGCl konnte nicht gemessen werden. Die beobachteten
Fluoreszenzénderungen von AAAC-488 beruhten auf Kalzium-abhangigen Interaktionen mit
tsA-Membranen. Versuche, diesen Effekt mit einem |6slichen GC1-Konstruktes zu umgehen,

blieben erfolglos.
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4. Diskussion

In dieser Dissertation wurde die Dynamik der Kalzium-abhangigen Regulation
membranstandiger Guanylatzyklasen (GCs) aus Sehzellen durch Guanylatzyklase
aktivierende Proteine (GCAPs) untersucht. Entscheidend fir die GC-Aktivierung bei
niedrigen Kalzium-Konzentrationen sind die Kalzium-Affinitdten der EF-Hand-Motive von
GCAPs. Um die Kalzium-Affinitéten des ersten und dritten EF-Hand-Motivs von GCAP2 zu
bestimmen, konnte ich zwei Cystein-Reste nutzen, die im ersten bzw. zweiten EF-Hand-
Motiv liegen. Durch den genetischen Austausch von Cystein-Resten gegen Alanin-Reste,
konnte ich die Kalzium-abhangige Zuganglichkeit der verbliebenen Cystein-Reste fur das
thiolreaktive DTNB messen.

In weiteren Experimenten habe ich Cystein-Mutanten beider GCAP-Isoformen ortsspezifisch
mit Fluophoren gekoppelt, um Kalzium-abhangige Konformationsénderungen der GCAPs
oder Kalzium-abhangige Konformationsanderungen innerhalb des GC/GCAP-Systems zu

untersuchen.

4.1 Einfluld der AS-Austausche auf die GC-Regulation

Die GCAP2-Mutanten wurden, ebenso wie GCAP2-wt und GCAP1-D°S, heterolog in E. coli
exprimiert, daraus gereinigt (sehe Abb. 3.2) und mit Hilfe eines GCAP2-spezifischen
Antikorpers identifiziert (siehe Abb. 3.3). Alle Mutanten zeigten den fur GCAPs
charakteristischen Kalzium-Shift (siehe Abb. 3.4). Folglich beeinfluf3te keine der Mutationen
die Kazium-induzierte Konformationsdnderung, die zum Kalzium-Shift fihrt. Der
Reinheitsgrad der GCAPs lag bei mindestens 95 % und der Myristylierungsgrad betrug 86 %
bis 93 % (siehe Tab. 3.1). Somit war die grundlegende Bedingung fir die weiterfihrenden
Experimente, ndmlich Uber gereinigte und myristylierte GCAP2-Mutanten zu verfligen,
erfullt.

Durch GC-Assays mit ROS-Membranen und heterolog in tsA-Zellen exprimierten GCs,
konnte ich ECso-Werte und |Csp-Werte fir die verschiedenen GCAP2-Mutanten bestimmen.
Diese sind in Tabelle 4.1 zusammengefald. Werte, die um den Faktor > 2 von GCAP2-wt
abweichen, sind gelb hervorgehoben. Jedoch liegt diesen Abweichungen kein Muster von
AS-Austauschen zugrunde, beispielsweise, dai? der C**A-Austausch zu erhhten 1Cso-Werten
fahrt.
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Die Xmax-Werte aller GCAP-Titrationen sind in Abbildung 4.1 as Bakendiagramm
dargestellt. Die AS-Austausche beeinfluften die Xmx-Werte. Bei den an ROS-Membranen
ermittelten Xma-Werten (schwarze Balken in Abb. 4.1) erkennt man folgendes Muster. Die
GCAP2-Mutanten, welche das C* besallen (CCA, CAC und CAA), zeigten X ma-Werte im
Bereich von GCAP2-wt. War hingegen C* durch einen Alanin-Rest substituiert (ACC, ACA,
AAC und AAA), verminderten sich die X-Werte um etwa 50 %. Bei GCAP-Titrationen
mit hetGC1 (rote Balken in Abb. 4.1), zeigten CCA und CAC niedrigere Xma-Werte als
GCAP2-wt und CAA. Die Xx-Werte der restlichen Mutanten (ACC, ACA, AAC und AAA)
lagen deutlich unter den Werten von CCA und CAC. Ein ahnliches Bild war bel den
GCAP-Titrationen mit hetGC2 zu beobachten (blaue Balken in Abb. 4.1). Lediglich der
X max-Wert von CAA war auf dem Niveau der GCAP2-Mutanten mit ausgetauschtem C*.

Tab. 4.1: Zusammenfassung aller ECse-Werte (angegeben in uM) und |1 Cse-Werte (angegeben in nM) von
GCAP2-wt, GCAP1-D°S und aller GCAP2-Mutanten. Die hetGCs wurden heterolog in tsA-Zellen
exprimiert. Weichen Werte von GCAP2-Mutanten um den Faktor >2 von den Werten von GCAP2-wt ab, sind
die Felder gelb hervorgehoben.

ROS-Membranen hetGC1 hetGC2
GCAP-Form ECx 1Cs ECx ICso ECsx 1Cs
0,45 78 4.6 47 0,37 46
GCAPZWL 017 42 +-06 H-0  +-007  +-4
6 0,77 855 16,6 608 2,33 306
GCAPLD'S ;069  +/-157  +-87 +-35  +-004  +-29
CCA 0,50 198 3,7 137 0,16 151
+/- 0,16 +/- 17 +/-0,3 +/- 3 +/- 0,02 +/-4
CAC 0,29 227 1,5 127 0,11 62
+/- 0,05 +/- 13 +/-0,0 +/-5 +/- 0,01 +/-1
CAA 0,31 183 3,5 106 0,16 109
+/- 0,05 +/- 12 +/-0,1 +/-2 +/- 0,02 +/- 3
ACC 0,29 91 48 72 0,20 144
+/- 0,05 +/-5 +/- 30 +/-7 +/- 0,04 +/-9
ACA 0,35 67 40 77 0,14 93
+/- 0,03 +/-4 +/- 33 +/-9 +/- 0,06 +/-4
AAC 0,22 85 59 85 0,17 53
+/- 0,01 +/-1 +/-0,4 +/-6 +/- 0,03 +/-3
AAA 0,27 183 44 81 0,20 49
+/-0,02 +/- 12 +/- 22 +/-2 +/- 0,65 +/-6
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Ermilov et a. (2001) beobachteten ein dhnliches Aktivierungsmuster der GCs durch Cystein-
Mutanten von GCAP2. Bei diesen Mutanten war das C* durch S, T, D oder K substituiert. In
GC-Assays mit ROS-Membranen aktivieren die C*S- und C*T-Mutanten die nativen GCs
nur halb so stark, wie GCAP2-wt. Die C*D- und C*K-Mutanten, die eine zusétzliche Ladung
tragen, aktivieren die GCs nur noch schwach (C*K) bzw. gar nicht mehr (C*D). Da
ROS-Membranen beide GC-lsoformen enthalten, konnten Ermilov et a. keine Aussagen
treffen, ob der Austausch von C* die Stérke der GC1- oder der GC2-Aktivierung beeinfluf.
Diese offene Frage konnte ich durch GC-Assays mit hetGCs beantworten. Der Austausch von
C* beeinfluft sowohl die Starke der GC1-Aktivierung, als auch der GC2-Aktivierung. Dies
deutet auf eine gleichartige Regulation beider GC-Isoformen durch GCAP2 hin.
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Abbildung 4.1: Vergleich der X,«-Wertealler in dieser Arbeit durchgefiihrten GCAP-Titrationen. Die an
ROS-Membranen (schwarz), hetGC1 (rot) und hetGC2 (blau) ermittelten X .-Werte der GCAP2-Mutanten sind
jeweils auf den X o-Wert von GCAP2-wt relativiert.

Hwang et al. (2001) fuhrten GC-Assays mit ROS-Membranen und nichtmyristylierten (nm)
GCAP1-Mutanten durch. Die Cystein-Reste dieser GCAP1-Mutanten waren, énlich wie die
Cystein-Reste meiner GCAP2-Mutanten, gegen Alanin-Reste ausgetauscht. Da die drei
Cystein-Reste von GCAP2 in GCAPL konserviert sind und ebenfalls im ersten und dritten
EF-Hand-Motiv liegen, kénnen die Ergebnisse dieser Arbeit mit meinen verglichen werden.
Die ECsp-Werte der GCAP1-Mutanten weichen, ebenso wie die meiner GCAP2-Mutanten,
nur geringfligig vom ECse-Wert des Wildtyps ab. Allerdings beeinflussen die AS-Austausche
die Kalzium-Sensitivitéten der GCAP1-Mutanten stérker, als dies die AS-Austausche in den
GCAP2-Mutanten tun. Myristyliertes (m) GCAPL besitzt einen 1Cs-Wert von etwa 1 uM
Kalzium, nichtmyristyliertes hingegen einen von etwa 2 uM Kalzium (Hwang et a., 2002).
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Die I1Cs-Werte der nmGCAP1-Mutanten néhern sich um so mehr dem |1Cso-Wert von
MGCAP1 an, je mehr Cystein-Reste gegen Alanin-Reste ausgetauscht sind. Ahnlich werden
die Xma-Werte von GCAPL durch die AS-Austausche beeinfluf3t. Nichtmyristyliertes GCAPL
kann die GC1 nur etwa halb so stark aktivieren wie mGCAPL. Je mehr Cystein-Reste von
NMGCAPL gegen Alanin-Reste ausgetauscht sind, desto mehr gleichen sich die Xma-Werte
an mGCAPl1 an. Die Autoren interpretierten diese Ergebnisse dahingehend, dal3 die
hydrophoben Alanin-Reste die fehlende hydrophobe Myristingruppe kompensieren wirden.
Die Cystein-Austausche in GCAP1 und GCAP2, insbesondere im ersten EF-Hand-Moativ,
beeinflussen die GC-Aktivierung somit unterschiedlich. Die GCAP1-Mutante nmCACC, die
der GCAP2-Mutante ACC entspricht, aktiviert die GCs aus ROS-Membranen etwa gleich
stark wie nmGCAP1 (Hwang et al., 2001; siehe Tabelle 1), wahrend die GCAP2-Mutante
ACC die GCs nur hab so stark aktiviert wie GCAP2-wt (siehe Tab. 4.1). In einer anderen
Arbeit zeigen Hwang et al. (2004), daR die GCAP1-Mutante nmCPG (C* und P® gegen
einen Glycin-Rest ausgetauscht) die GCs aus ROS-Membranen nur minimal aktiviert. Jedoch
ist der Austausch des P*°, welches wichtig furr die Ausbildung von Sekundarstrukturen ist, fir
diesen Effekt verantwortlich, da der alleinige Austausch von C* in der GCAP1-Mutante
NMCACC zu einer starkeren GC-Aktivierung fuhrt (siehe oben). Die Austausche von Cystein-
Resten im ersten EF-Hand-Motiv wirken sich unterschiedlich auf die GC-Aktivierung aus.
Dies deutet darauf hin, dal3 die GCAPs die GCs durch unterschiedliche Mechanismen
aktivieren. Diese Annahme wird durch zahlreiche Arbeiten gestiitzt, die Unterschiede der
GC-Regulation durch GCAPL und GCAP2 belegen. So beeinflufdt eine fehlende Myristin-
Gruppe die katalytischen Parameter von GCAP1 stérker as die von GCAP2. Ebenso
unterscheidet sich die katalytische Effizienz (kca/Km). Dieser Wert fur die GC1-Aktivierung
durch mGCAP1 ist doppelt so hoch wie der von mGCAP2 (Hwang et a., 2002 und 2003).
Ein weiteres Beispiel ist, dal? GCAP2 Kazium-abhangig dimerisieren kann (Olshevskaya et
al., 1999) und GCAPL nicht (Hwang et al., 2004).

4.2 Die GC2wird von GCAP1 und GCAP2 reguliert

Die Regulation der GC2 durch GCAPs wird in der Literatur kontrovers diskutiert. WWahrend
manche Arbeitsgruppen nur die Regulation durch GCAP2 sehen (Goraczniak et al., 1998;
Haeseleer et al., 1999), sieht eine andere Arbeitsgruppe die Regulation durch beide GCAPs
(Krylov et a. 1999). In mener Diplomarbeit ("Molekulare Unterschiede der
membrangebundenen Guanylatzyklasen ROS-GC1 und ROS-GC2 aus Photorezeptoren”,
Universitdt zu Koln, 2002) konnte ich die Ergebnisse von Krylov et a. bestdtigen. Jedoch
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diskutierte ich nicht die Kalzium-Sensitivitdt der GC2-Regulation. Hwang et al. (2003)
zeigten an ROS-Membranen und an heterolog exprimierter GC1, dal3 GCAPL einen hdheren
| Cso-Wert besitzt als GCAP2. Dies konnte ich auch fir in tsA-Zellen exprimierte GC2 zeigen
(siehe Tab. 4.1). Dies deutet darauf hin, dal3 am Beginn der Lichtantwort, wenn die Kalzium-
Konzentration nur leicht gesunken ist, beide GC-Isoformen von GCAPL aktiviert werden.
Dies wére auch bel einer schwachen Hintergrundbelichtung der Fall, wenn die Kalzium-
Konzentration nur geringfiigig fallen wirde. Das wirde bedeuten, dal3 beide GC-1soformen
und nur GCAPL an der Lichtadaptation beteiligt sind. Fallt die Kalzium-Konzentration

stérker, werden beide GC-lsof ormen von beiden GCAP-Isoformen aktiviert.

4.3 Zwe Cystein-Reste von GCAP2 reagieren Kalzium-abhangig
mit DTNB

Unter EGTA-Bedingungen reagierten die drel Cystein-Reste von GCAP2-wt mit der
thiolreaktiven Substanz DTNB. Unter Kalzium-Bedingungen reagierte nur ein Cystein-Rest
mit dem DTNB (siehe 3.13, A). Diese Daten widersprechen den Ergebnissen von Hwang et
a. (2002), die ebenfalls die Zuganglichkeit der Cystein-Reste von GCAP2 fir DTNB
untersuchten. Sie stellten fest, dal3 nur zwei Cystein-Reste von GCAP2-wt unabhangig der
Kalzium-Konzentration mit dem DTNB reagierten. Setzten sie hingegen nmGCAP2 in die
DTNB-Reaktion ein, reagierten alle drei Cystein-Reste mit DTNB. Dies wurde dahingehend
interpretiert, dal3 die Myristin-Gruppe einen Cystein-Rest vor der DTNB-Reaktion schiitzt.
Mein Ergebnis, dald die Zuganglichkeit zweier Cystein-Reste fir DTNB Kalzium-abhangig
und die des dritten Cystein-Restes Kalzium-unabhangig ist, wird eindeutig durch Messungen
der GCAP2-Mutanten bestétigt. So konnte ich C®, welches in der Schleife des ersten
EF-Hand-Moativs liegt, und C**, welches in der Schleife des dritten EF-Hand Motivs liegt, als
die Cystein-Reste identifizieren, deren Zuganglichkeit Kalzium-abhéngig ist (siehe 3.13,
B und C). Fir C* war dies erstaunlich, da firr das erste EF-Hand-Motiv keine Kalzium-
Bindung angenommen wird. Dennoch zeigen meine Ergebnisse, dald in diesem EF-Hand-
Motiv eine Kalzium-induzierte Konformationsanderung stattfindet. Der dritte Cystein-Rest,
C™, welcher zwischen dem dritten und vierten EF-Hand-Motiv liegt, ist unabhéngig der
Kalzium-Konzentration fir DTNB zuganglich (siehe 3.13, D). Daich die DTNB-Experimente
mit myristylierten GCAPs durchfihrte (Myristylierungsgrad zwischen 86 % und 93 %), kann
ich den Schutzeffekt der Myristin-Gruppe fur einen Cystein-Rest, den Hwang et a. (2002)
beobachteten, nicht bestétigen. Damit die Myristin-Gruppe einen Cystein-Rest sterisch vor
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der DTNB-Reaktion schiitzen kann, mifdte sie am GCAP anliegen. Dies ist nicht der Fall.
Hughes et al. (1998) zeigten, dal? die Myristin-Gruppe von GCAP2 unabhangig der Kalzium-
Konzentration zum Ldsungsmittel exponiert ist. Eine Moéglichkeit den Schutz-Effekt der
Myristin-Gruppe zu erkléren wére, dal3 sie eine Struktur stabilisiert, die die Zuganglichkeit
eines Cystein-Restes erschwert.

Wodurch konnten die Unterschiede zwischen meinen Ergebnissen und denen von Hwang et
al. begrundet sein? Betrachten wir zundchst die Zahl der zugénglichen Cystein-Reste. In
Abbildung 5 (Hwang et a., 2001) sind die DTNB-Reaktionen von GCAP2-wt und nmGCAP2
gezeigt. Die GCAP-Konzentration lag zwischen 0,4 uM und 0,6 uM. Die Absorption der
DTNB-L6sung, ohne mit Cystein-Resten reagiert zu haben, wird mit 0,015 angegeben. Die
maximale Absorption von nmGCAP2 liegt wahrend der DTNB-Reaktion bei 0,045, was einer
Cystein-Konzentration von 2,2 uM entspricht. Nimmt man die hochste GCAP-Konzentration
an (0,6 uM), wirde dies 3,5 zuganglichen Cystein-Resten entsprechen und nicht 3 Cystein-
Resten. Die maximale Absorption von GCAP2-wt betrug 0,035. Dies entspricht 1,5 uM
Cystein-Resten. Nimmt man auch hier die maximae GCAP-Konzentration an (0,6 pM),
wéren 2,5 Cystein-Reste zuganglich gewesen und nicht 2 Cystein-Reste. Meiner Meinung
nach wurden die Konzentrationen der GCAP-L6sungen zu ungenau bestimmt, wodurch das
Ergebnis verfascht wurde.

Waum Hwang et a. (2001), im Gegensatz zu mir, keine Kalzium-abhangigen
Zuganglichkeiten von Cystein-Resten beobachteten, ist unklar. Die Experimente
unterschieden sich darin, dal3 Hwang et al. GCAPs aus der zytosolischen Fraktion von E. coli
reinigten. Ich reinigte GCAPs aus der nichtzytosolischen Fraktion. Jedoch beeinfluf3t die Art
der Reinigung nicht die GC-Aktivierung. Deshab schlief}e ich dies ads Grund fir die
unterschiedlichen Ergebnisse aus.

4.3.1 Die Kalzium-Affinitaten des ersten und dritten EF-Hand-M otivs von
GCAPs

Die Zuganglichkeit von jeweils zwei Cystein-Resten in GCAPL und GCAP2 ist Kazium-
abhangig. In GCAPL sind dies C* bzw. C'* (Hwang et al., 2001) und in GCAP2-wt sind dies
C* und C'* (siehe 4.2). Diese, zwischen den GCAP-Isoformen konservierten Cystein-Reste,
liegen im ersten (C* bzw. C*) und im dritten EF-Hand-Motiv (C'® bzw. C**%). Die Kalzium-
Sensitivitdt der DTNB-Reaktion mit diesen Cystein-Resten kann als Kalzium-Affinitét des
jeweiligen EF-Hand-Motivs interpretiert werden. Hwang et al. (2001) konnten die Kalzium-
Affinitéten des ersten und dritten EF-Hand-Motivs von GCAPL bestimmen. Die Kalzium-
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Affinitéten des ersten und dritten EF-Hand-Motivs von GCAP2 habe ich in dieser Arbeit
bestimmt. Abweichend von der Arbeit von Hwang et al., fuhrte ich die Messungen in einem
Puffer durch, der dem des GC-Assays entsprach. Dieser enthielt 10 mM Magnesium. Deshalb
habe ich die Messungen mit den GCAPl1-Mutanten wiederholt. Um den Einflu3 von
Magnesium auf die Kazium-Affinitdten zu untersuchen, habe ich die Messungen auch in
Abwesenheit von Magnesium durchgefiihrt.

In Tabelle 4.2 sind die Kazium-Affinitéten (apparente Kp-Werte) des ersten und dritten
EF-Hand-Motivs von GCAP1 und GCAP2 angegeben. Die apparenten Kp-Werte des ersten
EF-Hand-Motivs liegen bel beiden GCAPs Uber den apparenten Kp-Werten des dritten
EF-Hand-Motivs. Das erste EF-Hand-Motiv von GCAP2 besitzt einen niedrigeren apparenten
Kp-Wert a's das von GCAPL. Die apparenten Kp-Werte lassen sich dazu benutzen, um nach
der unten stehenden Gleichung die Dissoziations-Ratenkonstanten K bzw. die Zeitkonstante

ZU bestimmen.

Die Assoziation von Kalzium ist bei GCAP1 diffusionskontrolliert und die Assoziations-
Ratenkonstante (Kn) betragt 2 x 10° x M™ x sek™ (Sokal et al., 1999). Fiir GCAP2 habe ich
ebenfalls diesen Ko,-Wert angenommen.

Tab. 4.2: Apparente Kp-Werte und Zeitkonstanten der Kalzium-Dissoziation des ersten und dritten EF-
Hand-Motivsvon GCAP1 und GCAP2.

nmGCAP1- nmGCAP1-

GCAP-Form GCAP2-CAA GCAP2-ACA ACAA AACA

K 1.094 +/- 101 255 +/- 26 8.480 +/- 1030 245 +/- 9

D nM Ca* nM Ca2" nM Ca2" nM Ca2*

K off 219 sekt 51 sek? 1696 sek* 49 sek?

Zeitkonstante 4.6 msek 19,6 msek 0,6 msek 20,4 msek
(Ca2+)1/2 1.620 +/- 320 nb 11.400 +/- 3.500 ca 900

(Magnesium) nM Ca®* - nM Ca®* nM Ca®*

Kot 324 skt n.b. 2280 sek’. 180 sek’.
(Magnesium)
Ze|tkonst_ante 3,1 msek n.b. 0,4 msek 5,6 msek
(Magnesium)

94



Diskussion

Was bedeuten diese Daten fur die GC-Aktivierung durch GCAP2? Die apparenten Kp-Werte
beider EF-Hand-Motive liegen oberhalb des ICso-Wertes (ICso = 78 nM Kalzium, siehe
Tab. 4.1). Der apparente Kp-Wert des gesamten GCAP2 betragt 300 nM Kalzium (Ames et
a., 1999). Daher missen die Kazium-Affinitdten des zweiten und / oder vierten
EF-Hand-Motivs héher liegen, um die GCs im Konzentrationsbereich unter 100 nM Kalzium
regulieren zu kdnnen. Dies wirde bedeuten, dal3 durch die Kalzium-Dissoziation am dritten
EF-Hand-Motiv eine Konformationsanderung induziert wird, die der erste Schritt der
GC-Aktivierung ist. Die Zeitkonstante mit der dies geschieht (19,6 msek, siehe Tab. 4.2) ist
niedrig genug, um in den Zeitablauf der Lichtantwort (100 bis 200 msek) zu passen.

Meine Messungen der apparenten Kp-Werte des ersten und dritten EF-Hand-Motivs von
GCAP1 ergaben Werte, die etwa um eine Grof3enordnung unter den von Hwang et al. (2001)
ermittelten Werten liegen. Dies konnte am abwei chenden Puffersystem gelegen haben.

In Gegenwart von Magnesium erhohten sich die apparenten Kp-Werte der ersten
EF-Hand-Motive beider GCAPs und des dritten EF-Hand-Motivs von GCAPL (siehe Tab.
4.2). Der apparente Kp-Wert des dritten EF-Hand-Motivs von GCAP2 konnte nicht bestimmt
werden. Peshenko und Dizhoor (2004) zeigten, da3 Magnesium die 1Cs-Werte beider
GCAP-Isoformen erhtht. Meine Ergebnisse helfen, dies fir GCAPL auf molekularer Ebene
zu erkldren. Magnesium erhoht den apparenten Kp-Wert des dritten EF-Hand-Motivs von
GCAPl. Die Kazium-Dissoziation von diesem EF-Hand-Motiv induziert eine
Konformationsénderung, die der erste Schritt der GC-Aktivierung ist (Hwang et al., 2001). In
Gegenwart von Magnesium geschieht dieser Schritt erst bel hoheren Kalzium-
Konzentrationen, wodurch sich der | Cso-Wert erhdht. Um den Magnesium-Einflul? vollstandig
zu verstehen, mufdten alle EF-Hand-Motive untersucht werden. Dies war mit meinem
experimentellen Ansatz, der die vorhandenen Cystein-Reste nutzte, nicht mdglich. In der
Sehzelle konnte der Magnesium-Effekt der Feinabstimmung der Kalzium-Sensitivitét des
GC/IGCAP-Systems dienen. Jedoch sind mir keine Arbeiten bekannt, die lichtabhangige
Veranderungen der Magnesium-Konzentration in Sehzellen beschreiben. In Aul3ensegmenten
von Saamander-Sehzellen konnten Fluktuationen der Magnesium-Konzentration sogar
ausgeschlossen werden (Chen et al., 2003). Moglicherweise wird die Kalzium-Sensitivitédt des
GC1/GCAP1-System nur auf3erhalb des Auflensegments von Sehzellen durch Magnesium
feinreguliert. Dies wére in Synapsen von Zapfensehzellen (Venkataraman et al., 2003), im
Riechkolben (Duda et al., 2001) und in bestimmten Pinealozyten der Fall (Venkataraman et
al., 2000). Dort konnte die GC1 und GCAPL1 nachgewiesen werden.
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4.4 Fluophore als  Monitor far Kalzium-abhangige
K onfor mationsander ungen

GCAP-Mutanten, die nur einen Cystein-Rest besal3en, ermdglichten mir, thiolreaktive
Fluophore ortspezifisch zu koppeln. Dadurch wollte ich Kalzium-abhangige
Konformationsdnderungen der GCAPs und Kalzium-abhangige Konformationsdnderungen
des GC/GCAP-Systems messen.

4.4.1 FluophorealsMonitor fur Konformationsanderungen von GCAP2

Ich koppelte die Fluophore Alexa-488 und Alexa-647 an die GCAP2-Mutanten ACA und
CAA. Daderen verbliebene Cystein-Reste in EF-Hand-Motiven lagen, in denen ich durch die
DTNB-Experimente Konformationséanderungen messen konnte, erwartete ich Kalzium-
induzierte Anderungen der Fluoreszenz. Dies konnte ich nicht beobachten. Eine mogliche
Erkldrung dieses negativen Ergebnisses wére, dald die Fluophore die Kalzium-Bindung des

jeweiligen EF-Hand-Motivs und damit eine Konformationsanderung unterbunden haben.

4.4.2 Fluophore als Monitor fir Kalzium-abhangige Interaktionen des
GCLUGCAP-Systems

Zwischen unterschiedlich fluoreszenzmarkiertem GCAP1 und GCAP2 wollte ich den Forster
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) in Gegenwart der hetGC1 messen. Dadurch wollteich die
Frage, ob beide GCAP-lIsoformen gleichzeitig an die GC1 binden, beantworten. Dazu
koppelte ich die GCAP1-Mutante AAAC mit dem Fluophor Alexa-488, der a's FRET-Donor
dienen sollte, und die GCAP2-Mutante AAC mit dem Fluophor Atto-590, der als
FRET-Akzeptor dienen sollte. Ich wahlte diese beiden GCAP-Mutanten, da die verbliebenen
Cystein-Reste in keiner der Regionen lagen, die fur die GC-Regulation wichtig sind. Beide
fluoreszenzmarkierten ~ GCAP-Mutanten  erfullten die  Grundvoraussetzung  des
FRET-Experiments, GCs aus ROS-Membranen Kalzium-abhéngig zu aktivieren (siehe 3.21).
Dennoch liefd sich kein FRET messen. Lediglich die Fluoreszenzintensitét des FRET-Donors,
AAAC-488, anderte sich Kalzium-abhangig und reversibel. Dieser Effekt beruhte auf einer
Kazium-abhangigen Wechselwirkung mit tsA-Membranen, da e auch be der
negativ-Kontrolle auftrat. Dennoch kann, trotz meines negativen Ergebnisses, die
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gleichzeitige Bindung beider GCAP-Isoformen an die GC1 nicht ausgeschlossen werden.
Zum einen, lagen die GCAP-Konzentrationen deutlich unter den ECsp-Werten fur die
hetGC1-Aktivierung. Hohere GCAP-Konzentrationen hétten jedoch die Wechselwirkungen
von GCAPL mit den tsA-Zellmembranen erhdht. Zum anderen verflgte ich Uber keine
positiv-Kontrolle, welche FRET zwischen Molekilen auf einer Matrize (hier: hetGC1) zeigte.
Wirden GCAP1 und GCAP2 gleichzeitig an die GC1 binden, wirde die Aktivierung starker
ausfallen, als wenn nur eine GCAP-Isoform binden wirde. Diesen Effekt der additiven
Aktivierung beobachteten Krishnan et al. (1998) an in COS-Zellen exprimierter GCL.

Um das Problem der Kalzium-abhéngigen Wechselwirkung der GCAPs mit Membranen zu
umgehen, versuchte ich ein 16sliches, enzymatisch aktives GC1-Konstrukt zu exprimieren und
zu reinigen. Dies erschien moglich, da die GCAP-Bindestellen in der intrazelluldren Doméane
der GC1 liegen (siehe 1.4.1). Ein Konstrukt, GClcyt, war enzymatisch aktiv und wurde von
beiden GCAP-Isoformen Kalzium-abhangig reguliert (siehe 3.23). Da ich dieses Konstrukt
nicht im Western Blot nachweisen konnte und nicht reinigen konnte, generierte ich
CitGClcyt. Dieses Konstrukt besal3? einen HisTag und Citrin, ein Derivat des
fluoreszierenden Proteins eYFP, besall. Dieses fluoreszierende Konstrukt sollte in
weiterfUhrenden FRET-Experimenten mit fluoreszenzmarkierten GCAPs verwendet werden.
CitGClcyt zeigte eine Citrin-typische Fluoreszenz (siehe 3.24), aber keine GCAP-vermittelte
GC-Aktivité. Dieser experimentelle Ansatz endete folglich in einem weiteren negativen
Ergebnis.

Anhand der negativen Ergebnisse aller Fluoreszenz-Experimente, konnte ich kein Modell der
GCAP-vermittelten GC1-Aktivierung (siehe 1.4.2) bestétigen oder ausschliefZen.
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45 Ausblick

In dieser Dissertation konnte ich zeigen, dal3 Magnesium den Kp-Wert fir Kalzium des
dritten EF-Hand-Motivs von GCAPL1 erhoht und dadurch auch den ICso-Wert. Fir GCAP2
konnte ich den Kp-Wert des dritten EF-Hand-Motivs nur in Abwesenheit von Magnesium
bestimmen. Der Kp-Wert sollte auch in Gegenwart von Magnesium bestimmt werden. Dies
wirde die Frage, ob Magnesium, dhnlich wie bei GCAP1, den [Csp-Wert durch eine
Erhéhung des Kp-Wertes beeinflufl3t, beantworten.

Die Fluoreszenzmessungen waren durch Wechselwirkungen von GCAPs mit Membranen
gestort. Durch den Einsatz von I6slichen, enzymatisch aktiven GC1-Konstrukten habe ich
versucht, diese Stérungen zu verhindern. Jedoch konnte keines dieser GC1-Konstrukte
eindeutig Uber einen Antikorper identifiziert oder gereinigt werden. Die FRET-Experimente
mufdten mit einem gereinigten GC1-Konstrukt wiederholt werden. Eine Voraussetzung daflr
ist alerdings, dal3 Protein in ausreichenden Mengen exprimiert wird. Dies sollte die Frage
beantworten, ob beide GCAP-1soformen gleichzeitig an die GC1 binden und falls ja, welche
Ka zium-abhéngigen Distanzveranderungen auftreten. Die 10slichen GC1-Konstrukte kdnnten
mit Hilfe der Oberflachenplasmon-Resonanz-Spektroskopie untersucht werden. Mit dieser
Technik lassen sich Protein-Protein-Wechselwirkungen direkt messen. So kodnnten
GC1/GCAP-Wechselwirkungen direkt gemessen werden. Durch den Einsatz von Peptiden,
die den Interaktionsstellen der GC1 mit GCAPs entsprechen, lief3e sich Uberprifen, an welche
Interaktionsstellen GCAPs bei welchen Kalzium-Konzentrationen binden.

Weitere Anwendungen der l6sichen GC1-Konstrukte waren cross-linking Experimente,

native Gelelektrophorese oder die Kristallisierung und dreidimensionale Strukturaufklarung.
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Anhang

AS-Sequenz der GC1

Die AS-Sequenz der GC1 aus dem Rind ist inklusive der /eader-Sequenz (grau hinterlegt)

dargestellt. Somit betrdgt die AS-Anzahl der GC1 1110 AS. Die Extrazelluldire Domine ist

cyan, die Transmembranale Doméne griin und die Intrazellulire Domine gelb hinterlegt. Die

Intrazelluldre Doméne enstspricht dem Konstrukt GClcyt und ist Bestandteil des Konstruktes

CitrinGClcyt.

Das Molekulargewicht von GClcyt betragt 69,5 kDa und das von

CitrinGClcyt betragt 97,3 kDa.
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Anhang

Vergleich der AS-Sequenzen von GCAP1 und GCAP2 aus dem
Rind

Der AS-Vergleich wurde mit dem Programm CLUSTAL / "PC/Gene" (A. Baroch, Universitit
Genf, V.6.7) durchgefiihrt. Identische AS werden durch einen Stern (*), dhnliche AS durch
einen Punkt (-) symbolisiert. Die Sequenzidentitit betrdgt 39 % und 31 % der AS sind

dhnlich. Die Cystein-Reste sind grau hinterlegt.

GCAP1 MGNIM--—-—--- DGKSVEELSSTECHOQWYKKFMTECPSGQLTLYEFRQFFG 44

GCAP2 MGQOFSWEEAEENGAVGAADAAQLQEWYKKFLEECPSGTLFMHEFKRFEFFEFK 50
**c - .o o c*cn e o o o c'*****ic***** * 'l**'-**

GCAP1 LKNLSPWASQYVEQMFETEFDENKDGY IDFMEYVAALSLVLKGKVEQKLRW 94

GCAP2 VPDNEE-ATQYVEAMFRAFDTNGDNTIDFLEYVAALNLVLRGTLEHKLKW 99

*.****.** .** * *. ***.******.***.*..*.**.*

GCAP1 YFKLYDVDGNGCIDRDELLTITIRAI-RAINPCS———————-— DSTMTAEEF 135

GCAP2 TFKIYDKDRNGCIDRQELLDIVESIYKLKKACSVEVEAEQQGKLLTPEEV 149
**.** * ******.***.*. .* . ..** .. .*.**

GCAP1 TDTVESKIDVNGDGELSLEEFMEGVQKDOMLLDTLTRSLDLTRIVRRLON 185

GCAP2 VDRIFLLVDENGDGQLSLNEFVEGARRDKWVMKMLOMDLNPSSWISQQRR 199
LKk ok ckkkk _kokk kk _kk ok kK

GCAP1 GEQDEEGASGRETEAAEADG 205

GCAP2 = =  ————mmmm——————— KSAMF 204

*



Anhang

DNA-Sequenz von GCAP2 mit Mutagenese-Primern

Der Sequenzvergleich zwischen GCAP2 und Mutagenese-Primern wurde mit dem Programm

PCSUPP (Dr. Wolfgang Bonigk) erstellt. Von der Originalsequenz abweichende Basen sind

grau hinterlegt.
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ATGGGGCAGCAGTTCAGCTGGGAGGAGGCGGAGGAGAACGGCGCAGTCGGTGCGGCGGAC
TACCCCGTCGTCAAGTCGACCCTCCTCCGCCTCCTCTTGCCGCGTCAGCCACGCCGCCTG

5'-GGAGGAGgecaCCCAGCGGC-3"' (34
GCGGCGCAGCTTCAAGAGTGGTACAAGAAGTTCCTGGAGGAGTGCCCCAGCGGCACGCTC
CGCCGCGTCGAAGTTCTCACCATGTTCTTCAAGGACCTCCTCACGGGGTCGCCGTGCGAG

3'-GGACCTCCTCegtGGGTCG-5" (3411)

TTCATGCACGAGTTCAAGCGCTTCTTCAAGGTCCCGGACAACGAGGAGGCCACCCAATAC
AAGTACGTGCTCAAGTTCGCGAAGAAGTTCCAGGGCCTGTTGCTCCTCCGGTGGGTTATG

GTAGAGGCCATGTTCCGAGCCTTCGACACGAATGGGGACAACACCATTGACTTCCTGGAG
CATCTCCGGTACAAGGCTCGGAAGCTGTGCTTACCCCTGTTGTGGTAACTGAAGGACCTC

TACGTGGCAGCCCTGAACCTTGTGCTGAGGGGCACCCTGGAGCACAAGCTCAAGTGGACC
ATGCACCGTCGGGACTTGGAACACGACTCCCCGTGGGACCTCGTGTTCGAGTTCACCTGG

5'-GCAATGGCgeCATCGACCGCC-3" (3412)
TTCAAGATCTACGACAAGGACCGCAATGGCTGCATCGACCGCCAGGAGCTGCTGGACATC
AAGTTCTAGATGCTGTTCCTGGCGTTACCGACGTAGCTGGCGGTCCTCGACGACCTGTAG

3'-GGCGTTACCGEgGTAGCTGG-5" (3413)

5'-GAAAGCCgeCAGTGTGGAGG-3" (3414)
GTGGAGTCCATCTACAAGCTGAAGAAAGCCTGCAGTGTGGAGGTGGAGGCCGAGCAGCAG
CACCTCAGGTAGATGTTCGACTTCTTTCGGACGTCACACCTCCACCTCCGGCTCGTCGTC

3'"-GACTTCTTTCGGEegGTCACAC-5" (3415)

GGCAAGCTGCTCACCCCCGAGGAGGTCGTGGACAGGATCTTCCTTCTGGTGGATGAAAAT
CCGTTCGACGAGTGGGGGCTCCTCCAGCACCTGTCCTAGAAGGAAGACCACCTACTTTTA

GGAGATGGTCAGCTGTCCCTGAATGAGTTCGTTGAAGGTGCCCGTCGTGACAAGTGGGTG
CCTCTACCAGTCGACAGGGACTTACTCAAGCAACTTCCACGGGCAGCACTGTTCACCCAC

ATGAAGATGCTGCAGATGGATCTGAACCCCAGTAGCTGGATCTCTCAGCAGAGGCGGAAA
TACTTCTACGACGTCTACCTAGACTTGGGGTCATCGACCTAGAGAGTCGTCTCCGCCTTT

AGTGCCATGTTCTGA
TCACGGTACAAGACT

10)



Anhang

Vergleich der AS-Sequenzen von eYFP und Citrin

Der AS-Vergleich wurde von dem Programm CLUSTAL / "PC/Gene" (A. Baroch,
Universitdt Genf, V.6.7) durchgefiihrt. Identische AS werden durch einen Stern (*), dhnliche

AS durch einen Punkt (-) symbolisiert. Das Citrin unterscheidet sich von EYFP durch den

AS-Austauch Q"M (grau hervorgehoben). Die Fluoreszenz des Citrins wird durch Chlorid

nicht beeinfluft und liegt doppelt so hoch wie die Fluoreszenz des eYFP. Das

Molekulargewicht beider Proteine betriagt 27,8 kDa.
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