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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erkrankungen des Herzkreislaufsystems

1.1.1 Arterielle Hypertonie

Arterielle  Hypertonie oder auch Bluthochdruck bezeichnet ein
Krankheitsbild bei dem der Blutdruck in den Arterien der Individuen erhdht
ist (Chobanian AV 2003 A). Eine zwischen 2005 und 2008 vom National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) durchgefihrte Studie
kam zu dem Ergebnis, dass schatzungsweise etwa 30 % der Erwachsenen
in den Vereinigten Staaten von Amerika an Bluthochdruck leiden (Egan
2010). Hochgerechnet entspricht dies somit alleine in dieser Industrienation
einer Zahl von 61,5 Millionen Erwachsenen (Wright 2011). Die NHANES
Studie zeigt aber auch, dass nur 46 % bis 51 % der betroffenen Personen
ihren Blutdruck durch Einnahme von Antihypertensiva normalisieren
konnten, also einen systolischen Druck von weniger als 140 mmHg und
einen diastolischen Druck von weniger als 90 mmHg erreichten (Chobanian
AV 2003 B). Angesichts dieser Zahlen stellt sich die Frage wie es moglich
ist, dass eine Krankheit mit so vielen Betroffenen persistent in der
Gesellschatft, insbesondere in Landern mit sehr guten
Gesundheitssystemen, existiert. Experten diskutieren hierzu eine Vielzahl
moglicher Grunde. Eine der wahrscheinlichsten Ursachen fur dieses
Phanomen konnte die Tatsache sein, dass diese Krankheit im
Anfangsstadium primar symptomlos verlauft und daher oft nicht als solche
wahrgenommen wird. Angesichts dieser Tatsache wundert es die Experten
auch nicht, dass betroffene Personen sich selbst nicht als krank erachten
und demzufolge oftmals auch nicht bereit sind eine
lebensqualitdtseinschrankende Therapie zu beginnen oder durchzuflhren
(Wang 2005 A). Aufgrund der fehlenden oder nur sehr schwachen
Symptome verspiuren Betroffene keine Notwendigkeit zu handeln. Eine

oftmals fatale Haltung, da die Nebenwirkungen und Folgen einer arteriellen
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Hypertonie schwerwiegend sind. Die Wahrscheinlichkeit eine Komplikation
zu entwickeln héangt dabei stark von der Hohe des Blutdrucks (Lewington
2002) sowie weiterer Risikofaktoren (Jackson 2005) ab. Eine der haufigsten
Befunde bei Patienten mit Hypertonie st die linksventrikulare
Herzhypertrophie (Lorell 2000) welche mit einem verstarkten Auftreten von
Herzinsuffizienz, ventrikulare Arrhythmien, Tod nach Myokardinfarkt sowie
plotzlichem Herztod assoziiert ist (Vakili 2001).

1.1.2 Herzhypertrophie als Folge arterieller Hypertonie

Die Herzhypertrophie ist eine kompensatorische Reaktion des Herzens auf
anhaltende Volumen- oder Druckbelastung. Wahrend Ausdauersport zu
einer physiologischen Herzhypertrophie fihrt, bei der sich die Wande des
linken als auch des rechten Ventrikels gleichmaRig verdicken, sorgen
Erkrankungen wie arterielle Hypertonie zu einer anhaltenden einseitigen
Druckbelastung und verursachen unbehandelt eine einseitige
Herzhypertrophie. Durch die Druckbelastung erhéht sich die
Wandspannung des betroffenen Ventrikels. Zur Kompensation dieser
Belastung verdickt sich die Ventrikelwand durch Zunahme von Volumen
und Querschnittsfliche der Myozyten. Der Durchmesser der Kammer
andert sich dabei nicht (konzentrische Hypertrophie) wodurch sich die
Wandspannung normalisiert. Neben der Zunahme der Muskelmasse kann
es im Zuge des Anpassungsprozesses auch zu Wachstum und
Vermehrung des  Bindegewebes  kommen. Ohne  geeignete
Gegenmalinahmen dilatiert der Ventrikel und die Wandspannung nimmt
wieder zu. Die Effizienz des Herzmuskels nimmt dadurch ab und erreicht
das Stadium der Herzinsuffizienz (Klinke 2005, Schmidt 2007).



Einleitung

1.2 Die Entdeckung des atrialen natriuretischen Peptids

Versuchsreihen an Hunden aus dem Jahre 1956 haben das erstaunliche
Ergebnis hervorgebracht, dass die Erhéhung des Drucks im linken Atrium
zu einer gesteigerten Diurese fuhrt (Henry 1956). Die Autoren nahmen an,
dass der Effekt durch dort lokalisierte Druckrezeptoren verursacht wird. Sie
schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, dass diese Rezeptoren Teil eines
Mechanismus zur Regulierung des Blutvolumens sind und somit zur
Homoostase beitragen. Erst 25 Jahre spater postulierte die Arbeitsgruppe
von de Bold im Jahre 1981 am Tierversuch mit Ratten einen im Atrium
gebildeten Botenstoff der fur die erhohte renale Ausscheidung von Natrium,
Kalium und Chlorid verantwortlich ist. Die Gruppe beobachtete im
Tierversuch mit Ratten, dass die Infusion homogenisierten Materials aus
den Atria der selben Spezies zu gesteigertem Ausscheidungsvolumen
fuhrt. Verglichen mit den Kontrolltieren fuhrte die Infusion von
homogenisierten Atria nicht nur zu einer vermehrten Bildung von Urin
sondern erniedrigte zudem auch den Blutdruck signifikant. Im Vergleich
dazu zeigte die Infusion von ventrikularem Homogenat keinen dieser
Effekte. Weiterhin wurde gezeigt, dass sich sowohl Ausscheidung als auch
Blutdruck nach Entfernen des atrialen Homogenates aus der
Infusionslésung wieder normalisierten (Bold 1981). Aufgrund der hohen
Dichte an Granula innerhalb der atrialen Myozyten folgerten die
Wissenschaftler, dass eine in diesen Zellen gebildete Substanz fir die
beobachteten Effekte verantwortlich ist. In den darauffolgenden Jahren
gelang der gleichen Arbeitsgruppe die Isolierung und Klonierung des
atrialen natriuretischen Peptides (ANP) das fur die zuvor beobachteten
Effekte verantwortlich war und erstmalig eine endokrine Verbindung
zwischen Herz und Niere herstellte (Bold 1985). In den folgenden Jahren
wurden noch weitere strukturell verwandte aber genetisch unterschiedliche

Peptide mit &hnlichen Eigenschaften charakterisiert (Lucas 2000).
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1.3 Bildung und Freisetzung von ANP

ANP wird in den Atria des Herzens, in der Lunge und der Niere (Potter
2006) zunachst als Préa-Pro-ANP mit einer Lange von 151 Aminosauren
gebildet. Durch Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz entsteht Pro-
ANP (126 Aminoséauren) das in Granula gespeichert wird (Oikawa 1984).
Die Sekretion des ANP beispielsweise aus dem Atrium erfolgt in erster
Linie als Reaktion auf mechanischen Stress. Ausgel6st werden kann diese
Reaktion beispielsweise durch ein erhdhtes Volumens das zur Dehnung
des Atriums und somit auch der atrialen Myozyten fihrt (Espiner 1995,
Edwards 1988). Obwohl beide Vorhofe in der Lage sind ANP als Reaktion
auf die Wanddehnung freizusetzen (Raine 1986), geben Studien an Ratten
Hinweise darauf, dass das rechte Atrium in Bezug auf die sezernierten
ANP-Mengen eine wichtigere Rolle spielt (Garcia 1987). Um das
gespeicherte Pro-ANP in seine aktive Form umzuwandeln, wird es
unmittelbar nach Freisetzung aus den Granula durch die membranstandige
Serinprotease Corin in das 28-Aminosauren umfassende Peptid gespalten
(Yan 2000). Die beiden Cysteine bilden Uber eine Disulfidbricke ein 17
Aminosauren umfassende Ringstruktur (vgl. Abbildung 1) die fur die
biologische Aktivitat erforderlich ist (Misono 1984).

Abbildung 1: Prozessierung und Struktur des biologisch aktiven ANP (modifiziert
nach Potter 2006)

Genetisch veradnderte Mause denen die transmembrane Serinprotease
Corin fehlt weisen erhdhte Level an Pro-ANP, jedoch keine nachweisbaren

Mengen an ANP im Plasma auf. Die Tiere sind hypertensiv und entwickeln
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im Laufe lhres Lebens eine Herzhypertrophie, verbunden mit einer milden
Reduzierung der Herzfunktion (Chan 2005). Mause mit einer kunstlich
herbeigefuhrten Deletion des Gens fur Pro-ANP weisen einen ahnlichen
Phanotyp auf (John 1995).

Das atriale natriuretische Peptid spielt eine bedeutende Rolle in der
Regulierung von Blutdruck und Blutvolumen (Kuhn 2012). Neben der
Freisetzung von ANP aus atrialen Myozyten zeigen Studien, dass eine
chronische Uberbelastung des Herzens, wie sie bei kongestiver
Herzinsuffizienz auftritt, dazu fihrt, dass ANP auch aus Myozyten der
Ventrikel freigesetzt wird (Yasue 1989, Saito 1989). Weitere Studien
belegen, dass ANP auch in Lungengewebe produziert wird und dort
vermutlich lokal eine physiologisch wichtige, protektive Rolle einnimmt
(Gutkowska 1989). Neben der lokalen Stimulation und Freisetzung von
ANP wurde auch gezeigt, dass die Stimulation der Druckrezeptoren in
Halsschlagader und Niere Uber afferente Signale zu erhdhten ANP-
Konzentrationen im Plasma fihrt (Antunes-Rodrigues 1992). Zahlreiche
Ergebnisse von Untersuchungen an Menschen und Ergebnisse aus
Tierversuchen zeigen, dass hypervolamische Zustdnde, die durch die
Aufnahme salzhaltiger Speisen (Homcy 1985), Hyperaldosteronismus
(Ballermann 1986, Cappuccio 1987), Nieren- (Saxenhofer 1987) oder
Herzinsuffizienz (Raine 1986, Yasue 1989) hervorgerufen werden, zu einer

erhohten Freisetzung von ANP fuhren.

Die Plasmakonzentrationen an immunreaktivem ANP liegt bei gesunden
Menschen zwischen 10 fmol/ml und 12 fmol/ml. Patienten mit
Herzinsuffizienz weisen hingegen eine signifikante Erh6hung dieses Wertes
auf. Die hier gemessenen Plasmakonzentrationen liegen zwischen 61
fmol/ml und 81 fmol/ml (Cody 1986). Durch erfolgreiche Behandlung einer
Erkrankung wie beispielsweise Herzinsuffizienz normalisieren sich die

Plasmalevel der Patienten wieder. Bei Vorliegen einer Niereninsuffizienz
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kbnnen durch Dialyse oder Reduzierung der Natriumaufnahme

vergleichbare Ergebnisse erzielt werden (Katoh 1986, Saxenhofer 1987).

Der spezifische cGMP-bildende Rezeptor fir das ANP (vgl. Abbildung 2,
Seite 7) ist der natriuretische Peptidrezeptor A (NPRA), auch bekannt als
die Guanylatzyklase A (GC-A). Durch die Bindung des Liganden ANP an
die extrazellulare Doméane wird die Iintrazellulare, katalytische
Zyklasedomane aktiviert und der sekundare Botenstoff cGMP gebildet
(Chinkers 1992).

1.4 Struktur und Funktion des GC-A-Rezeptors

Bei dem GC-A-Rezeptor handelt es sich um ein Transmembranprotein mit
einem Molekulargewicht von etwa 130 kDa das unter basalen Bedingungen
als Homodimer (vgl. Abbildung 2, Seite 7), Homotetramer oder
Homoquatramer vorliegt (Chinkers 1992, Lowe 1992, Robinson 2012). Der
GC-A-Rezeptor selbst besteht aus mehreren Doménen  mit
unterschiedlicher Funktion. Extrazellular ist die etwa 450 Aminosauren
umfassenden Bindungsdoméane fir den Liganden ANP lokalisiert. Daran
anschlieBend folgt eine etwa 21 Aminosauren grol3e hydrophobe
Transmembrandoméane. Die intrazellulare Doméne setzt sich aus einer
etwa 250 Aminosauren umfassenden kinasehomologen Domaéne, einer ca.
41 Aminosauren umfassenden Dimerisierungsdoméne sowie einer etwa
250 Aminoséauren umfassenden katalytischen Doméne (Zyklasedomane)
zusammen (Potter 2001). Der Dimerisierungsdomane kommt im Rahmen
der Aktivierung der Kkatalytischen Zyklasedomane eine besondere
Bedeutung zu. Strukturanalysen und Modellierungen lassen vermuten,
dass durch Bindung eines Liganden intrazellular Konformationsanderungen
ausgelost werden, die zur Aktivierung der katalytischen Zyklasedoméne
fuhren (Ogawa 2004, Ogawa 2009). Verschiedene Mutationsversuche an
Aminosauren der Dimerisierungsdoméane belegen deren Bedeutung fur die
Aktivierung (Huo 1999).
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Abbildung 2: Struktur des GC-A-Rezeptors mit Darstellung der Liganden ANP und
BNP (modifiziert nach Potter 2001 und Potter 2006)

Die Expression des GC-A-Rezeptors wurde in einer Vielzahl
unterschiedlichster Gewebe nachgewiesen. Neben Organen wie Lunge und
Niere findet sich mRNA fir den GC-A-Rezeptor auch im ZNS, in
Blutgefal3en, Nebeniere, Leber, Milz, Fettgewebe und der Aorta (Lowe
1989, Schulz 1989, Nagase 1997, Kuhn 2003).

1.4.1 Aktivierung und homologe Desensitisierung der GC-A

Es wird vermutet, dass die extrazellulare Ligandenbindung juxtamembrane
Konformationsanderungen verursacht (Huo 1999). Hierdurch nimmt die
katalytische Zyklasedomane des jeweiligen Monomers eine Orientierung
ein, die eine Synthese von cGMP aus dem Substrat GTP ermdglicht
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(Ogawa 2004). Der genaue Mechanismus durch den das Aktivierungssignal
Uber die Plasmamembran vermittelt wird, ist aber bisher noch nicht
vollstdndig verstanden (Potter 2006). Basierend auf einer Reihe von
Studien zum Aktivierungsmechanismus gibt es allerdings einige Hinweise
auf die intrazellularen Vorgange. Es wird vermutet, dass die
kinasehomologe Domane die Aktivitdt des GC-A-Rezeptors unter basalen
Bedingungen unterdriickt. Modifizierte Rezeptoren mit einer Deletion dieser
Doméane sind konstitutiv aktiv, was die regulierende Bedeutung
unterstreicht (Chinkers 1989, Koller 1992, Potter 2006). Es wird davon
ausgegangen, dass sich die kompakte intrazellulare Struktur die fiur die
Inhibition verantwortlich ist durch die Ligandenbindung auflockert. Somit
wird eine Orientierung der Zyklasedomanen ermdéglicht durch die zwei
aktive Zentren pro Dimer entstehen kodnnen. Dieser hypothetische
Mechanismus  beruht primar auf  Kristallstrukturanalysen  der
Adenylatzyklase, da fur Guanylatzyklasen bisher keine entsprechenden
Daten vorliegen. Mutationsversuche an Adenylat- und Guanylatzyklasen
stitzen diese Hypothese analoger Mechanismen allerdings (Tucker 1998,
Sunahara 1998). Durch die zuvor beschriebenen Veradnderungen sinkt
gleichzeitig auch die Affinitdt des Rezeptors ANP zu binden (Jewett 1993,
Koh 1992). Schlie3lich erfolgt die Dephosphorylierung bestimmter
Phosphorylierungsstellen innerhalb der kinasehomologen Doméne die den
Rezeptor desensitisiert (Potter 1992, Schroter 2010). Die fur die
Dephosphorylierung des Rezeptors verantwortlichen Enzyme in vivo sind
bis dato noch unbekannt. Allerdings gibt es durch entsprechende Studien
zumindest in vitro den Hinweis, dass die Dephosphorylierung des
Rezeptors nicht durch eine, sondern zumindest zwei unterschiedliche
Phosphatasen erfolgt (Bryan 2002). Die eine benétigt Magnesium oder
Mangan fur ihre Aktivitat und wird nicht durch Microcystein inhibiert. Dies
schrankt die mdglichen Proteinphosphatasen auf die Familien PP2C und

PP7 ein. Da sich die Mitglieder der PP7 Familie eher in hematopoetischen
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Zellen finden (Adachi 1992, Zanke 1992, Levy-Nissenbaum 2003) sind
diese, aufgrund der fur den GC-A-Rezeptor relevanten Zielgewebe wie
Herz oder Niere, zurzeit nicht in der Evaluierung. Die zweite Gruppe kann
wiederum durch Microcystein inhibiert werden, benétigt aber keinen
metallischen Kofaktor flr ihre Aktivitat. Aufgrund dieser Kriterien kbnnten
die Proteinphosphatasen PP1, PP2A, PP4, PP5 oder PP6 mogliche
Verursacher der Dephosphorylierung sein (Sheppeck 1997, Herzig 2000).

Durch eine Vielzahl von Studien konnte zumindest in vitro die Erkenntnis
gewonnen werden, dass die Aktivitait des GC-A-Rezeptors durch
chronische Inkubation mit dem Liganden ANP, nachfolgend zu
Dephosphorylierung des Rezeptors fihrt. Die Stimulation dieser ANP-
vorbehandelten Zellen fihrte zu einer signifikanten Reduzierung des
intrazellular gebildeten cGMP (Potter 1992, Koller 1993, Joubert 2001).
Auch konnte in vitro gezeigt werden, dass die Inkubation des GC-A-
Rezeptors mit der Proteinphosphatase PP2A zu Dephosphorylierung und
Desensitisierung fuhrt (Potter 1992).

Der Prozess der Aktivierung und Desensitisierung ist nachfolgend in
Abbildung 3 dargestellt (Potter 2006). Innerhalb dieser schematischen
Abbildung ist auch ein Ubergang von desensitisiert zu basal dargestellt.
Uber den genauen Prozess durch den der dephosphorylierte und somit
inaktive Rezeptor wieder durch seinen Liganden aktivierbar wird, ist bis
dato noch vollig unklar. Da wie zuvor beschrieben mdglicherweise beteiligte
Proteinkinasen oder Proteinphosphatasen (in Abbildung 3 mit Kinase oder
P-tase bezeichnet) noch unbekannt sind, haben die Autoren diese nur

unspezifisch angegeben.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aktivierung und Desensitisierung des
GC-A-Rezeptors (Potter 2006)

Die Erkenntnis Uber die Phosphorylierung und seine Bedeutung fir die
Aktivitat des GC-A-Rezeptors geht zurtick auf die Arbeit an metabolisch mit
[*P]Orthophosphat markierten Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Mutation der Aminosauren Sersg7, Thrsgo, Sersgz, Sersgs, Sersio und Thrs;s
zu Alanin, wodurch der dephosphorylierte Status simuliert wird, zum Verlust
der Aktivierbarkeit des GC-A-Rezeptors durch seinen Liganden ANP fihrt.
In  weiteren Versuchen wurden diese sechs Aminosduren durch
Glutaminsaure  ersetzt, wodurch die negative Ladung einer
Phosphorylierung simuliert wurde. Diese Rezeptorvariante zeigte in etwa
20 % der Aktivierbarkeit des Wildtyprezeptors, konnte aber weder durch
ANP noch Microcystein desensitisiert werden (Potter 1998, Potter 1999 A).

Die Rolle von ATP und dessen Interaktion mit dem GC-A-Rezeptor im
Aktivierungsprozess wurde in den vergangenen Jahren recht
unterschiedlich beschrieben. Bekannt war, dass ATP die Aktivitat der GC-A

erhoht (Kurose 1987), der zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch nicht
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vollstandig geklart. Es wurde vermutet, dass ATP im Rahmen des
Aktivierungsprozesses intrazellular an eine Position innerhalb der
kinasehomologen Domane bindet (Duda 2011). Diese Bindung und damit
verbundene Mechanismen erklarten aber nicht alle beobachteten Kinetiken
und Reaktionen des GC-A-Rezeptors. Ein neues Aktivierungsmodell
brachte urspringlich unvereinbare Erkenntnisse unterschiedlicher
Experimenten Uberein (Robinson 2012). Die Autoren schlussfolgerten aus
ihren Beobachtungen, dass es sich bei den Zyklasedomé&nen um
asymmetrische Homodimere handelt. Diese verfigen Uber ausgepragte
und wechselseitig geregelte katalytische und allosterische Zentren die
sowohl GTP als auch ATP binden. Aus ihren Beobachtungen haben die
Autoren den in Abbildung 4 dargestellte Mechanismus erarbeitet der die
Funktion und Bedeutung von ATP im Aktivierungsprozess unterstreicht
(Robinson 2012).

cGMP cGMP

Abbildung 4: Bedeutung von ATP fiir die Aktivierung von GC-A (Robinson 2012).
Schematische Darstellung des Aktivierungsmodells fir den GC-A-Rezeptor. ATP bindet an
ein allosterisches Zentrum innerhalb der katalytischen Doméne. Durch die extrazellulare
Bindung von natriuretischen Peptiden (NP) &ndert sich die Konformation und die
katalytischen Doméanen naheren sich an. Dabei wird ein einzelnes aktives Zentrum
gebildet.

11
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1.4.2 Inhibition der GC-A Rezeptoraktivitat

Wachstumsfaktoren sowie Hormone mit  vasokonstriktorischen
Eigenschaften oder der Fahigkeit das Wachstum oder die Proliferation von
Zellen zu stimulieren wirken den Effekten natriuretischer Peptide entgegen.
Exemplarisch seien an dieser Stelle Angiotensin Il, Vasopressin oder
Endothelin genannt (Haneda 1991, Jaiswal 1992, Abbey 2002). Diese und
weitere Hormone aktivieren die Phospholipase C (PLC), die
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) hydrolytisch in
Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) spaltet. DAG wiederum
aktiviert die Proteinkinase C (PKC) (Schmidt 2007). Versuche an
kultivierten Zellen belegen, dass die Aktivierung der PKC durch Phorbol-12-
myristat-13-acetate (PMA) zur Dephosphorylierung und Desensitisierung
des GC-A-Rezeptors fuhrt. Die Verwendung von spezifischen Blockern fir
die PKC (hier: GF-109203X) konnten die durch PMA induzierte
Dephosphorylierung und Desensitisierung verhindern. Das spezifische
Isozym der PKC das fir diesen Effekt verantwortlich ist, wurde bisher noch
nicht identifiziert. In vitro wurde die Veranderung des
Phosphorylierungsmusters des GC-A Rezeptors untersucht. Der Rezeptor
wurde hierzu mit dem Liganden ANP inkubiert, mit Trypsin verdaut und die
tryptischen Peptide untersucht. Interessanterweise weicht dieses
Phyosphorylierungsmuster von dem ab, das durch die direkte Aktvierung
der PKC mit PMA erzeugt wird (Potter 1994, Potter 2000).

1.4.3 Ergebnisse zur Internalisierung des GC-A-Rezeptors

In der Literatur dokumentierte Beobachtungen an membranstandigen
Rezeptoren zeigen, dass diese Rezeptoren nach Aktivierung mit ihrem
Liganden internalisieren und degradiert werden. Dieser Mechanismus dient
dazu die Signaltransduktion von der Zelloberflache zu beenden (Jalink
2010). Entsprechend wurde von einigen Gruppen untersucht, ob der GC-A-

Rezeptor internalisiert und dieser Mechanismus eine weitere Erklarung far
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die reduzierte intrazellulare cGMP-Antwort auf extrazellular appliziertes
ANP darstellen kann. Die hierzu durchgefuhrten Studien an Zelllinien
unterschiedlichster Spezies und Gewebe lieferten in der Vergangenheit
abweichende Ergebnisse. So deuten die Versuche einiger Gruppen darauf
hin, dass der GC-A-Rezeptor nach Bindung von ANP internalisiert. Dabei
lautet ein Ergebnis, dass der internalisierte Rezeptor wieder an die
Zellmembran zuriickgefihrt wird (Rathinavelu 1991). Andere Gruppen
zeigten ebenfalls eine Internalisierung durch ANP-Bindung, ermittelten aber
eine Degradierung des Proteins. In den Experimenten konnten nur eine
geringe Menge an zurltickgefuhrtem Rezeptor nachgewiesen werden
(Pandey 1986, Pandey 1992, Pandey 1993, Pandey 2000). Wieder andere
Gruppen konnten keine Anzeichen fir eine ANP-stimulierte Internalisierung
des GC-A-Rezeptors finden (Koh 1992, Jewett 1993, Vieira 2001, Fan
2005). Legt man die 2013 erschiene Arbeit von Somanna und Kollegen
zugrunde, gibt es, anhand der Ergebnisse an transfizierten HEK 293-
Zellen, die Erkenntnis, dass der GC-A-Rezeptor zusammen mit dem

gundenen Liganden ANP internalisiert (Somanna 2013).

1.5 Physiologische Bedeutung des ANP/GC-A-Signalwegs

Durch die Aktivierung des GC-A-Rezeptors kdnnen je nach Zielorgan bzw.
Zielgewebe eine Vielzahl physiologischer Effekte ausgeldst werden (Potter
2006):

Inhibition des Renin-Aldosteron-Systems (RAS) (Nebenniere),

Entspannung glatter Muskelzellen (periphere Gefal3e und Lunge),

Unterdruckung von Durst und sympathischer Aktivitat (Gehirn)

¢ Inhibition kardialer Hypertrophie und Fibrose (Herz).
Ausgeltst werden diese Effekte durch Bindung des Liganden ANP an den
GC-A-Rezeptor wodurch es zur intrazellularen Bildung von cGMP kommit.
Der sekundare Botenstoff kann weitere Proteinfamilien aktivieren oder
inhibieren (Tsai 2009, vgl. Abbildung 5 modifizierte nach Tsai 2009).

13
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Abbildung 5: ANP-GC-A-cGMP-Signalkaskade (modifiziert nach Tsai 2009).
Das nach ANP-induzierter Stimulation des GC-A-Rezeptors intrazellular gebildete cGMP
kann cGMP-abhéngige Proteinkinasen (PKG | und Il) sowie Phosphodiesterasen (PDE)
aktivieren bzw. inhibieren. Durch Aktivierung der PKG | werden Proteine wie
Phospholamban (PLB), Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein (VASP) oder Regulator of
G-Protein Signaling 2 (RGS2) phosphoryliert.

1.6 Bedeutung des ANP/GC-A-Signalwegs fir das Herz

Bei beginnender Hypertonie oder Herzinsuffizienz steigt die Expression der
natriuretischen Peptide ANP und BNP im Herzen an und sorgt fir eine
Erhohung der Konzentration im Plasma (Cody 1986). Zahlreiche Studien
und Kklinische Praxis belegen, dass der Bestimmung dieser Werte
diagnostische (Ambrosi 2002, Maisel 2002, Vasan 2002) wie auch
prognostische Bedeutung zukommt (Richards 1999, Berger 2002, Chen
2006, Schou 2007). Die erhohte kardiale Expression und Freisetzung der
natriuretischen Peptide ANP und BNP als Reaktion auf die erhohte
Volumenbelastung und den damit verbundenen erhdhten Fualldruck, wirkt
nicht nur endokrin. Insbesondere wirkt ANP auch lokal antihypertroph,

wohingegen BNP antifibrotische Wirkung entfaltet (Kuhn 2003). Mause mit
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einer globalen Deletion des GC-A-Rezeptors (Nprl -/- bzw. GC-A KO)
weisen einen erhodhten arteriellen Blutdruck und Herzhypertrophie auf. Die
Behandlung der Tiere mit einem ACE-Hemmer wie Enalapril normalisierten
den arteriellen Blutdruck auf das Niveau der Kontrolltiere (wt), hatte aber
keinen Einfluss auf das Verhaltnis von Herz- zu Koérpergewicht das in den
GC-A KO Tieren stark erhdht war. Gleiches gilt fur die Anwendung von
Diuretika (hier: Furosemid), Vasodilatoren (hier: Hydralazin) oder
Angiotensin-llI-Rezeptor-Subtyp-1-Antagonisten (hier: Losartan) (Knowles
2001). Mause mit einer konditionalen kardiomyozytenspezifischen Deletion
des GC-A-Rezeptors (CM GC-A KO) hingegen entwickeln eine leichte
Herzhypertrophie einhergehend mit einer erhdhten Expression von mRNA
fur ANP (5-fach), das Strukturprotein alpha-Aktin 1 (ACTA1) (1,7-fach) und
B-MHC (2-fach). Ferner wurden bei diesen Tieren erhéhte Konzentrationen
von ANP im Plasma ermittelt. Interessanterweise wiesen die Tiere einen,
im Vergleich zu den Kontrolltieren, etwas niedrigeren Blutdruck auf was
maoglicherweise mit den erhdhten Mengen im Plasma befindlichen ANPs
zusammenhangt (Holtwick 2003). Wie auch bei den GC-A KO Tieren zeigte
sich, dass die mittels transverser Aorten-Konstriktion (TAC) induzierte
linksventriuklare Hypertrophie einen deutlich schwereren Verlauf nimmt als
bei Kontrolltieren. Die Herzen  von Mausen mit  einer
kardiomyozytenspezifischen Uberexpression des GC-A-Rezeptors sind
etwas kleiner (Herzhypotrophie) als die der nicht transgenen Geschwister
und wiesen in den Ventrikeln, sowohl auf Protein- als auch mRNA-Level,
geringere Mengen an ANP auf (Kishimoto 2001). In vitro Experimente an
kultivierten Kardiomyozyten und Fibroblasten belegen, dass ANP das
Wachstum und Proliferation dieser Zellen unterdrickt (Cao 1995,
Calderone 1998).

Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz und protektiven Effekte des
ANP/GC-A-Systems fur das Herz. Interessanterweise kdnnen, wie zuvor

beschrieben, bei Patienten mit arterieller Hypertonie oder der spater
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auftretenden Komplikation der Herzinsuffizienz im Plasma erhohte
Konzentrationen an ANP und BNP detektiert werden. Jedoch scheinen die
protektiven Effekte vermindert zu sein. Massenspektrometrische Analysen
zeigen, dass Patienten mit Herzinsuffizienz erhéhte Plasmakonzentrationen
von proANP und proBNP aufweisen. Jedoch ist die Konzentration der
biologisch aktiven Peptide vermindet. Dies lasst vermuten, dass die
Prozessierung von proANP und proBNP zu den aktiven Hormonen
eingeschrankt ist (Miller 2011).

Analysen an humanen Gewebeproben zeigten bei bestimmten kardialen
Erkrankungen eine, im Vergleich zu gesunden Individuen, unverénderte
MRNA-Expression fur den GC-A-Rezeptor. Die mRNA Expression fur ANP
war bei Patienten mit kardialen Erkrankungen deutlich erhoht. Die
Stimulierbarkeit des GC-A-Rezeptors mit dem Liganden ANP war im
Vergleich zu den gesunden Individuen jedoch deutlich vermindert (Kuhn
2004, Dickey 2012). Bei Herzinsuffizenz handelt es sich somit um eine
Erkrankung mit einem abgeschwéachten bzw. defekten ANP/BNP-GC-A-
System.

Wie zuvor beschrieben hangt die Aktivierbarkeit des GC-A-Rezeptors von
der Phosphorylierung bestimmter Serin- und Threoninresten ab (Potter
1992, Potter 1994, Potter 2000). Diese Phosphorylierungsstellen des GC-
A-Rezeptors  wurden durch Arbeiten in der AG Kuhn
massenspektrometrisch ermittelt und deren Haufigkeit bestimmt. Insgesamt
konnten die sechs bereits postulierten Phosphorylierungsstellen innerhalb
der kinasehomologen Doméne des Rezeptors (Potter 1999 B), sowie eine
weitere an Sersgy nachgewiesen werden. Die homologe Desensitisierung
des Rezeptors mit dem Liganden ANP fluhrte interessanterweise zu einer
Abnahme der Phosphorylierung an den Aminosauren Sersg7, Thrsge, Sersoz,
Sersos, Sersip und Thrsiz sowie zu einer Zunahme der Phosphorylierung der
Aminosaure Sersg; (Schréter 2010). Dies kénnte ein Hinweis auf komplexe

posttranslationale  Modifikationen sein, die fur die verminderte
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Aktivierbarkeit des Rezeptors unter pathophysiologischen Bedingungen
verantwortlich ist. Die Schutzfunktion die das ANP-GC-A-System
moglicherweise initial ausubt, kdonnte mit fortschreitender Erkrankung seine

Wirkung verlieren.
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1.7 Motivation und Zielsetzung der Arbeit

Die Guanylatzyklase A (GC-A) ist der Rezeptor fir die Peptide ANP und
BNP. Durch die Bindung der Peptide an die extrazellulare Domane wird die
intrazellulare katalytische Domane des Rezeptors aktiviert und fuhrt zu
einem Anstieg der intrazellularen cGMP Konzentration (Chinkers 1991).
Kardial sezerniertes ANP vermittelt Gber diesen Signalweg parakrine
antihypertrophe und antifibrotische Effekte. Dartber hinaus wirkt ANP
endokrin hypotensiv, beispielsweise Uber die renale Ausscheidung von
Natrium und Wasser (Pandey 2011).

Die Plasmakonzentration von ANP ist unter pathophysiologischen
Bedingungen wie Herzinsuffizienz signifikant erhéht und korreliert dabei
starker mit dem atrialen Volumen als mit dem atrialen Druck (Globits 1998).
Ebenso weisen Patienten mit Herzinsuffizienz erhohte
Plasmakonzentrationen von BNP auf (Maisel 2002). Die physiologischen
Effekte der beiden Hormone sind jedoch stark abgeschwacht. Die Suche
nach dem Zusammenhang, warum trotz erhdhter Konzentration der
Liganden ANP und BNP der GC-A-Rezeptor die protektiven Effekte nicht
vermitteln kann, hat in diesem Kontext hochste Relevanz. Arbeiten an HEK
293-Zellen, die den GC-A-Rezeptor durch Transfektion Uberexprimieren,
zeigen, dass dieser Rezeptor Uber Phosphorylierungsstellen verfligt, die fir
die Aktivitat essentiell sind (Potter 1998, Schroter 2010). Hohe ANP-
Konzentrationen fihren zu Dephosphorylierung und somit homologen
Desensitisierung der GC-A (Potter 1992). Da bei kardiovaskularen
Erkrankungen erhohte Konzentrationen der Liganden ANP und BNP
gemessen werden, kdnnte die in vitro beobachtete Dephosphorylierung
eine Erklarung fur die verminderte Aktivitat der GC-A in vivo sein. Allerdings
kénnen auch heterologe Mechanismen fir die Desensitisierung der GC-A
verantwortlich sein. In vitro Versuche an NIH3T3-Zellen, die den GC-A-

Rezeptor stabil exprimieren, zeigen, dass diese Zellen durch die
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Vorbehandlung mit der Substanz Phorbol-12-myristat-13-acetate (PMA),
einem Aktivator der Proteinkinase C, ebenfalls eine reduzierte
Aktivierbarkeit des GC-A Rezeptors aufweisen (Potter 1994). Somit scheint
es moglich, dass die GC-A auch mit anderen Proteinen interagiert und
diese regulierend auf den Rezeptor wirken. Die Charakterisierung dieser
inaktivierenden posttranslationalen Modifikationen des GC-A-Rezeptors,
sowie  mdoglicher Interaktionspartner waren die Ziele dieser

Dissertationsarbeit.

Der erste Teil dieser Diessertationsarbeit beschaftigt sich mit der
Charakterisierung einer Isoform des GC-A-Rezeptors, die durch
alternatives Splei3en des Exons 4 entsteht. Dieses alternative Spleil3en
fuhrt zu einer, im Vergleich zum Wildtyp, um 51 Basenpaare kirzere
MRNA. Durch Translation dieser mRNA entsteht eine Isoform der GC-A,
der 17 Aminosauren in der extrazellularen Doméne fehlen (ALySzi4 —
Glnz30). Mittels Reverser Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurde hier gezeigt,
dass diese Isoform des GC-A-Rezeptors (GC-AAs “en>®) in einer
Vielzahl ganz unterschiedlicher Gewebe (u.a. Aorta, Herz, Lunge und
Niere) der Maus vorkommt (vgl. Abbildung 49, Seite 133). Verglichen mit
der mRNA des wildtypischen GC-A-Rezeptors war der mRNA-Anteil dieser
Isoform in keinem der Gewebe hoéher als 10 % (Hartmann 2008). Aufgrund
des ubiquitdren Auftretens von GC-AA,s>** > erschien es uns wichtig
die Funktion dieser Isoform zu untersuchen. Hierzu wurden ANP-
Stimulationsexperimente durchgefiihrt und die Bildung von intrazellularem
cGMP im cGMP-Radioimmunassay (cGMP-RIA) quantifiziert. Die cGMP-
Bildungskinetik wurde mittels Fdrster-Resonanzenergietransfer (FRET)
Experimenten, im Vergleich zum wildtypischen GC-A-Rezeptor, analysiert.
Um die Interaktion mit der wildtypischen FLAG-getaggten GC-A zu
untersuchen, wurde in das Plasmid fir die Expression der GC-A Isoform
die  kodierende  Sequenz fur ein HA-tag eingefigt und

Koimmunprézipitationsexperimente durchgefihrt. Um die potentielle
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biologische Funktion der Isoform bei der Inaktivierung der GC-A unter
pathophysiologischen Bedingungen zu untersuchen, wurden Mause mit
Angiotensin Il behandelt. Die Menge an mRNA fir GC-A wildtyp und die
Isoform der GC-A wurde mittels quantitativer Real-Time RT-PCR

guantifiziert.

Um posttranslationale Modifikationen zu charakterisieren sowie mdgliche
Interaktionspartner der GC-A in vitro und in vivo im Herzen zu identifizieren,
wurde im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit zunéchst ein Plasmid fur die
Expression einer GC-A generiert, die neben dem bereits vorhandenen
FLAG-Epitop (Wong 1995, Schréter 2010), zusatzlich tdber ein HA-tag
sowie eine Erkennungssequenz fur die Protease des Tobacco Etch Virus
(TEV) verfugt. Nach Prifung der Funktionsfahigkeit dieser FLAG-HA-TEV-
GC-A durch Western Blot Analysen und ANP-Stimulationsversuche,
wurden, basierend auf dieser cDNA sowie der cDNA fir eine FLAG-GC-A,
transgene Mauslinien mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression der
FLAG-HA-TEV-GC-A bzw. der FLAG-GC-A generiert. Nach erfolgreicher
Zucht der beiden Mauslinien wurde die Uberexpression der GC-A innerhalb
der jeweiligen Kolonie analysiert und eine Methode zur Aufreinigung und
Anreicherung der Epitop-getaggten GC-A aus adulten Kardiomyozyten tber
das HA-Epitop etabliert. Unter Angiotensin Il induzierter Hypertonie wurde
anschliel3end der Einfluss dieser Uberexpression unter

pathophysiologischen Bedingungen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Fir die Versuche wurden vornehmlich Chemikalien und Reagenzien der
Firmen Merck (Darmstadt) sowie Sigma-Aldrich Chemie (Taufkirchen)
verwendet. Die in der Arbeit angegebenen Restriktionsenzyme, Ligasen
sowie zugehorige Puffer (10-fach) und BSA (10-fach) wurden von
NewEngland BioLabs (Frankfurt am Main) bezogen. Fiur PCR-Reaktionen
wurden Tag DNA-Polymerase, 10-fach Reaktionspuffer und MgCl, (50 mM)
von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Ergdnzend hierzu wurden die

folgenden Chemikalien und Reagenzien sowie Kits verwendet:

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Produkt/Bezeichnung

Hersteller/Vertrieb

Firmensitz

125.cGMP

Immundiagnostik
AG

Bensheim

DNA Ladder (0.1-10.0 kb) NEB Frankfurt am Main
Acrylamid/N,N‘Methylen-

bisacrylamid Rotiphorese® Roth Karlsruhe

Gel 30 (37,5:1)

AcTEV™ Protease Invitrogen Karlsruhe

Agarose BioSell Feucht bei Nurnberg
Angiotensin Il Bachem Bubendorf, Schweiz
ANP (1-28, Ratte) Bachem Bubendorf, Schweiz
Avidin-Agarose Perbio Science Bonn
Bacto'-Tryptone CB;?:]::J?_? Dickinson Heidelberg

Biotin (NHS-LC-Biotin) Perbio Science Bonn

BSA GERBU Biotechnik | Heidelberg

CF-Cyt Puffer nanoTools Teningen
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Produkt/Bezeichnung Hersteller/Vertrieb | Firmensitz
CF-NE-Puffer nanoTools Teningen
cOmplete Mini, . . .
Proteaseinhibitor Roche Diagnostic Mannheim
DMEM Biochrom Berlin
DMEM-Ham’s Biochrom Berlin
EGTA Roth Karlsruhe
PAA Laboratories .
FCS GmbH Colbe
® .
FUGENE™ 6 Transfection Roche Diagnostic Mannheim
Reagent
HEPES Biochrom Berlin
ANTI-FLAG® M2 affinity gel Sigma-Aldrich Taufkirchen
Chemie
Magermilch Roth Karlsruhe
Natriumpyruvat Biochrom Berlin
NucleoBond® Xtra Midi Macherey-Nagel Diiren
- ®
NucleoSpin™ Gel and PCR Macherey-Nagel Diiren
Clean-up
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel Duren
One Shot®TOP10 chemisch .
. Invitrogen Karlsruhe
kompetente Bakterien
PageRuler Prestained Mbi Fermentas St Leon-Rot
Protein Ladder (10-170 kDa) | GmbH )
Phenol Roth Karlsruhe
PhosSTOP, , , :
Phosphataseinhibitor Roche Diagnostic Mannheim
Pierce® ECL Western — N
Blotting Substrate Thermo Scientific Dreieich
Protein A Agarose Roche Diagnostic Mannheim
Q-Solution (5-fach) QIAGEN Hilden
SERVA
SDS Electrophoresis Heidelberg
GmbH
TRIzol® RNA Isolation Life Technologies
Darmstadt

Reagent

GmbH
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2.1.2 Gerate

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Geréte

Produkt/Bezeichnung Hersteller/Vertrieb Firmensitz
Axiovert 200M Mikroskop .
. » X Carl Zeiss

mit 63x Ol-Immersions- Microsco Jena

Plan-Neofluar Objektiv Py

Biofuge Fresco Heraeus Instruments | Hanau

Echokardiokraphiegerat

Aplio mit offline Toshiba Niederlande

Analysesystem NICE

Elektrophoresekammer Werk_statt .d' Wirzburg
Physiologie

Feinwaage (TE214S) Sartorius Gottingen

FluorChem SP
Chemilumineszens
Detektions-System

Alpha Innotech
Corporation/
ProteinSimple

Santa Clara, USA

Gelkammer flr Werk_statt _d. Wiirzburg
Elektrophorese Physiologie

HERAcell® CO2-Inkubator | Heraeus Instruments | Hanau
Mikro-Dismembrator S Sartorius Gottingen
Multifuge 1S-R Heraeus Instruments | Hanau

Nicht invasive
Blutdruckmessung (Softron
Indirect Blood Pressure
Meter BP-98 A)

Softron Co. Ltd.

Tokyo, Japan

Semi-Dry Transferkammer
Whatman

Biometra

Gottingen

Gel Logic 100 Imaging
System

Kodak

Rochester, USA

Sonoplus Ultraschalllanze

Bandelin electronics

Berlin

Spannungsquelle E802 Consort nv Turnhout, Belgien
Spectrophotometer : .

SmartSpec™ 3000 Biorad Munchen
SpeedVac Concentrator BACHOFER Reutlingen

Swing Out Rotor TTH400 Heraeus Instruments | Hanau
Thermocycler Biometra Gottingen
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Produkt/Bezeichnung Hersteller/Vertrieb Firmensitz
Tischwaage Sartorius Gottingen
Viktor© 1420 Multilabel Perkin Elmer life Waltham USA

Counter

sciences

Warmeplatte fur

Blutdruckmessung (THC-

31)

Softron Co. Ltd.

Tokyo, Japan

y-Counter

Berthold
Technologies

Bad Wildbad

2.1.3 Plasmide

2.1.3.1 Vorhandene Plasmide

Tabelle 3: Liste der im Rahmen der Arbeit verwendeten Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

Quelle

pcDNA3

Expressionsvektor fir HEK 293-
Zellen der im Rahmen von
Kontrollen ,mock” transfiziert

AG Kuhn,
Physiologisches
Institut,

wurde Universitat
Wirzburg

Linearisierter Vektor mit TOPO®G;I'A

® ® einzelnen Deoxythymidin (T) Cloning™ Kit,
PCR72.1-TOPO Uberhangen am 3-Ende Invitrogen GmbH,

(kommerziell verfigbar) Karlsruhe
Dr. Michael
Chinkers

PFLAG-GC-A

cDNA eines FLAG-Epitop
getaggten GC-A-Rezeptors
(Spezies: Ratte) mit pCMV5-
Ruckgrat (Ampicillinresistenz)

(Department of
Pharmacology,
University of
South Alabama,
USA) (Chinkers
1992)

pGC-A AI_)18314_6"1330

Plasmid zur Expression einer
Isoform der GC-A der 17 AS in
der extrazellularen Doméane

AG Kuhn,
Physiologisches
Institut,

fehlen mit pCMV3-Ruckgrat Universitat
(Hartmann 2008) Wirzburg
cDNA des wildtyp GC-A- \[;;‘nRu(i%fcIIZ?nia
pGC-A wt Rezeptors (Ratte) mit pPCMV3.0- | .. g o
y L . Sinica, Taipei,
Ruckgrat (Ampicillinresistenz) Taiwan
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Bezeichnung

Information

Quelle

Plasmid zur Expression eines
FRET- basierten Sensors fur
cGMP zur Messung

Dr. Viacheslav
Nikolaev, Institut

PGES-DE2 intrazellularer cGMP- ngg{g&fmog'e’
Bildungskinetik in HEK 293- Wilirzburg
Zellen (Nikolaev 2006)
Alpha Myosin Heavy Chain Prof. Dr. Stefan
Promoter mit pBS Il SK (+)- Engelhardt, Inst.
paMHC Ruckgrat (clone 26) f. Pharmakologie,

(Ampicillinresistenz) (Gulick
1991; Engelhardt 1999)

Universitat
Wirzburg

2.1.3.2 Generierte Plasmide

Die in Tabelle 4 genannten Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit

generiert.

Tabelle 4: Ubersicht der im Rahmen der Arbeit generierten Plasmide

. : Quell-
Bezeichnung | Beschreibung Konstruki(e)
cDNA eines FLAG-HA-Epitop
pFLAG-HA- getaggten GC-A-Rezeptors (Ratte) mit
GC-A pCMV5-Riickgrat (Ampicillinresistenz) PFLAG-GC-A
als Zwischenprodukt
cDNA eines FLAG-HA-TEV-Epitop
getaggten GC-A-Rezeptors (Ratte) mit
pFLAG-HA- pCMV5-Ruckgrat (Ampicillinresistenz), | pFLAG-HA-
TEV-GC-A die N-terminalen Epitope kdnnen Gber | GC-A
eine TEV-Erkennungssequenz
abgespalten werden
Plasmid zur Expression einer HA- 314
KZ'A'%? " 33 | getaggten Isoform der GC-A p%%'AALyS )
Lys -Gl (Hartmann 2008) Gln
Plasmid mit der FLAG-GC-A unter dem
paMHC-FLAG- | aMHC-Promoter, pBS Il SK(+)- pFLAG-GC-A,
GC-A Ruckgrat wird durch Notl-Restriktions- | paMHC
enzym vor Injektion abgespalten
Plasmid mit der FLAG-HA-TEV-GC-A
unter dem aMHC-Promoter, pBS II pFLAG-HA-
ﬁiMT’éf/Fc';—éi SK(+)-Riickgrat wird durch Notl- TEV-GC-A,
Restriktionsenzym vor Injektion paMHC
abgespalten
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2.1.4 Oligonukleotide und Sequenzierung

Tabelle 5: Liste verwendeter Primer fur die PCR-Ansatze

Name Sequenz Verwendung
Sall-GC-A cgg tcg acc atg ccg ggc tcc | Generierung von Sall-
forward cga cg Schnittstellen
Sall-GC-A cgg tcg act cag cct cga gtg | Generierung von Sall-
reverse cta catc Schnittstellen
TEV rev gac tgg aag tac agg ttc tcg | Generierung der TEV-site

cca ccc gcg tag tct ggg acg | fur FLAG-HA-TEV-GC-A
TEV fwd gag acc ctg tac ttc cag tct Generierung der TEV-site

agc gac ctg acc gtg gc fur FLAG-HA-TEV-GC-A
FLAG Mut-f taa cca tac gac gtc cca gac | Generierung der HA-site
23807 tac gcg agc gac ctg acc gtg | fur FLAG-HA-GC-A
FLAG-Mut-r ggg acg tcg tat ggg taa cca | Generierung der HA-site
23807 Ccc ttg tcg tca tcg tct ttg fur FLAG-HA-GC-A

tct ggt acc ggc ccc ccc tga Forwardprimer fir die
pCMV5-fwd a Generierung der HA- und

gagg TEV-site

Reverseprimer fur die
FLAG-GC-A gcc agt gcg cgg tga ag Generierung der HA- und
rev :
TEV-site

rGC-A fwd1145 | tgc tct atg tcc agg cag tg Sonde Southern Blot fwd
rGC-A rev2625 | ctg gta aag caa ggc ctc ag Sonde Southern Blot rev
aMyHC Genotypisierun
fwdy200308 aga git tga gtc gac cat gc transg)gr)\er Tierg (fwd)
FLAG Genotypisierung
rev230807 gee agt geg cgg tga ag transgener Tiere (rev)
splice Mut- ctg gga cgt cgt atg ggt acg | Generierung der HA-site
r1128 cgt ggc cge ccc gga gta gc | fir GC-AALys™ ™ gin>>°

Alle verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG GmbH in Ebersberg
(MWG) bezogen. Sequenzierungen wurden ebenfalls bei MWG in Auftrag
gegeben. Die hierfur erforderliche DNA-Menge wurde flr den Transport im
Vakuum getrocknet und bei Raumtemperatur versendet. Sofern keine
verwendet werden konnten, wurden

Standardprimer spezifische

Oligonukleotide zur Sequenzierung entworfen und an MWG Ubermittelt.
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2.1.5 Zelllinien und Kulturbedingungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden HEK 293-Zellen (humane embryonale
Nierenzellen) der Firma ATCC (Manassas, USA) verwendet. Sofern nicht
anders angegeben, wurden die Zellen bei 37 °C in wasserdampfgesattigter,
funfprozentiger CO,-Atmosphére (v/v), unter Verwendung von DMEM-
Ham’s F12 (+ 10 % FCS) kultiviert.

2.2 Versuchstiere

Fur die Generierung von transgenen Mausen wurde der Stamm FVB/N
verwendet, da sich dieser sehr gut fur transgene Experimente eignet. Diese
Tiere zeichnen sich dabei durch hohe Reproduktionsraten und
gleichbleibend grof3e Wirfe aus. Die pronukleédre Injektion wird fir diesen
Mausstamm aufgrund der grol3en und deutlich sichtbaren Pronuclei
befruchteter Eier als einfach beschrieben (Taketo 1991). Die pronukleare
Injektion wurde gemal Protokoll (Hogan 1986) von Dr. Boris Skryabin im
Institut fur Experimentelle Pathologie der Universitat Minster durchgefihrt
(Khanam 2007). Im Rahmen der Versuchsreihen wurden auch Mause mit
einer globalen Deletion der GC-A (GC-A KO) der AG Kuhn als
Negativkontrolle verwendet (Lopez 1995).

2.2.1 Versuchstierhaltung

Die transgenen Tierlinien wurden durch die Verpaarung von transgenen
Foundern mit FVB/N wt (Quelle der Tiere: ZEMM der Universitat Wirzburg)
im Tierstall des Instituts fur Physiologie der Universitat Wirzburg (AG
Kuhn) gehalten. Die Tiere wurden bei einer Temperatur von 21 °C bis 23 °C
in  Standardkafigen gehalten. Freier Zugang zu Wasser und
Standardnahrung wurde jederzeit sichergestellt. Nachkommen wurden 19
Tage bis 23 Tage nach Geburt von der Mutter entwéhnt. Die Tierversuche
wurden durch die Regierung von Unterfranken genehmigt (Aktenzeichen:
55.2-2531.01-72/09).
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2.3 Bakterientransformation und Isolierung von Plasmiden

2.3.1 Transformation von Bakterien

Fir die Transformation wurden One Shot®TOP10 chemisch kompetente E.
coli Bakterien (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Gemald Vorgabe des
Herstellers wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1 pg Plasmid-
DNA vermischt. Das DNA-Bakterien-Gemisch wurde fiir weitere 30 min auf
Eis inkubiert und anschlieRend in einem Thermomixer fur 45 s bei 42 °C
inkubiert. Der Transformationsansatz wurde kurz auf Eis abgekihlt und mit
250 pl vorgewdrmtem SOC-Medium (vgl. Tabelle 6) fir 45 min bis 60 min
bei 37 °C in einem Schittler inkubiert.

Tabelle 6: Zusammensetzung des SOC-Mediums

Komponente Konzentration

Glukose 20,0 mM
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
KCI 2,5 mM
MgCl, 10,0 mM
MgSO, 20,0 mM
NaCl 10,0 mM
Tryptone 2,0 % (wiv)

Es wurden jeweils 10 pl der Bakteriensuspension auf Agarplatten
ausplattiert. Der Rest der Bakteriensuspension wurde mit Glycerol versetzt
und bei -80 °C gelagert. Je nach Resistenz wurden zur Selektion der
Bakterien Agarplatten (1,5 % Agar in LB-Medium, vgl. Tabelle 7)
verwendet, die mit 0,36 pg/ml Ampicillin versetzt waren. Im Rahmen von
DNA-Modifizierungen wurden haufig Ligationsansatze (vgl. bspw. 2.5.1.4,
Seite 37) zur Transformation verwendet. Aufgrund der zu erwartenden
geringen Ausbeute an transformierten Bakterien wurde stets der gesamte
Ligationsansatz ausplattiert. Die Agarplatten wurden tGber Nacht bei 37 °C

im Brutschrank inkubiert.
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Tabelle 7: Zusammensetzung des LB-Mediums (pH 7,0)

Komponente Menge

Hefeextrakt 59
NaCl 10g
Tryptone 10g
Aqua bidest ad 1|

2.3.2 Plasmidisolierung (Mini- und Midi-Praparation)

Fur die Mini-Praparation von Plasmiden wurde eine einzelne
Bakterienkolonie von der Agarplatte gepickt und in 5 ml LB-Medium, mit 1,8
Mg Antibiotikum (z.B. Ampicillin) tber Nacht, bei 37 °C in einem Schittler
inkubiert. Alternativ wurde anstelle der gepickten Kolonie etwas Material
aus dem Kryostock verwendet. Die Praparation der jeweiligen DNA erfolgte
mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit der Firma Macherey-Nagel gemaR

Anleitung des Herstellers.

Fur Midi-Praparationen wurde zunachst ein 5 ml-Ansatz vorbereitet und fir
8 h inkubiert. Diese Vorkultur wurde anschlie3en in 200 ml LB-Medium mit
72 ug Antibiotikum Gberflihrt. Das Wachstum der Bakterien erfolgte Uber
Nacht bei 37 °C unter standigem Schitteln. Die Praparation der DNA
erfolgte mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit der Firma Macherey-Nagel

gemal Anleitung des Herstellers.

2.3.3 Plasmidisolierung (Maxi-Praparation)

Fur die Generierung der transgenen Mause mittels pronuklearer Injektion
wurde eine Maxi-Praparation der jeweiligen DNA angefertigt. Aus einem
positiv getesteten und sequenzierten Klon wurde eine 5 ml Vorkultur
angelegt und nach 8 h in 500 ml LB-Medium uberfuhrt. Zur Bestimmung
einer ausreichenden Anzahl an Bakterien in der Suspension wurde die
optische Dichte des Mediums nach 12 h am Spektrophotometer bei 600 nm
gemessene (ODggp). Bei Erreichen eines Wertes von etwa 2 (ODggo = 2)
wurden die Bakterien durch Zentrifugation (5.000 g x 20 min, 4 °C)
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pelletiert. Fur die Isolation und Aufreinigung des Plasmids zur Verwendung
fur die Mikroinjektion in Oozyten und daraus resultierender Generierung
von transgenen Tieren (vgl. 2.14.6, Seite 61), wurde die Praparation gemaf
dem von Dr. Boris Skryabin (Institut fur Experimentelle Pathophysiologie,
Universitat Munster) Ubermittelten Protokoll durchgefiihrt. Hierzu wurden

die in Tabelle 8 genannten Losungen verwendet.

Tabelle 8: Losungen fir die Plasmidpraparation (Maxi-Praparation)

Bezeichnung Komponente Menge

NacCl (5 M stock) 2,0 ml
Lésung |, Tris-HCI (1 M stock, pH 8,0) 2,5ml
(autoklaviert, EDTA (0,5 M stock) 2,0 ml
Lagerung bei 4 °C) | Aqua bidest 93,5 ml

Lysozym (frisch zugegeben) 5,0 mg/ml
Lésung 1, NaOH (10 N) 2,0 ml
(vor Verwendung SDS (10 % stock) 10,0 ml
frisch angesetzt) Aqua bidest 88,0 mi
Losung Il Kaliumacetat (5 M stock) 60,0 ml
(Lagerung bei -20 | Essigsaure 11,5 ml
°C) Aqua bidest 28,5 ml

Zur Lyse der Bakterien wurde das Bakterienpellet zun&chst in 10 ml Lésung
| resuspendiert und nach Zugabe von 20 ml Lésung Il fir 10 min auf Eis
gelagert. Nach Zugabe von 15 ml eiskalter Losung Il und Inkubation auf
Eis fur 10 min wurde die bakteriele DNA sowie die Uberreste der
aufgebrochenen Bakterien pelletiert (5.000 g x 30 min, 4 °C) und der
Uberstand, in dem sich das Zielplasmid befindet, Uiber einen Papierfilter in
ein neues Plastikgefal® dberfuhrt. Die DNA wurde durch Zugabe von 0,6
Volumen Isopropanol (12 ml Isopropanol bei 20 ml vorhandenem Volumen)
fur 30 min bei RT préazipitiert und anschlie3end pelletiert (5.000 g x 30 min,
RT). Zur Reinigung der DNA wurde das Pellet mit Ethanol (80 %)
gewaschen, der Ethanol vollstdndig entfernt und das Pellet in 1,5 ml
Wasser (RNAse- und DNAse-frei) gelést. Nach Zugabe von 0,5 mi
Ammoniumacetat (10 M) und Inkubation auf Eis fur 15 min wurde das
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Gemisch zentrifugiert (5.000 g x 15 min, 4 °C) und der Uberstand mit der
DNA in ein neues GefaRR uberfuhrt. Eine kleine Probe des Uberstandes
wurde fur die Analyse im DNA-Gel aserviert. Zum Rest wurden 5 mi
Ethanol (-20 °C, 96 %) gegeben und das Gemisch tber Nacht bei -20 °C
gelagert. Die DNA wurde am Folgetag bei Raumtemperatur an Dr. Boris
Skryabin (Institut fur Experimentelle Pathologie, Universitat Minster) zur
Durchfihrung der pronuklearen Injektion versendet.

Bei allen Praparationen wurde abschlieRend die Konzentration der DNA
mittels Spektrophotometer (Absorption bei Wellenldnge 260 nm) bestimmit.
Zur Uberprifung der Qualitat der praparierten DNA wurde ein
konstruktspezifischer Restriktionsverdau angesetzt.

2.4 DNA-Gelelektrophorese

Um DNA-Fragmente bspw. nach Restriktionsverdau mit entsprechenden
Enzymen oder PCR sichtbar zu machen, wurde ein DNA-Agarosegel
hergestellt. Hierzu wurde 10 x TBE-Puffer (AfCS Solution Protocol
PS00000079, Angela 2001) 1:10 verdinnt (entspricht 1 x TBE-Puffer) und
unter Zugabe von Agarose (0,5 % bis 2 % (w/v)) aufgekocht. Zu der TAE-
Agarose-Ldosung wurde Ethidiumbromid (0,5 mg/ml stock) im Verhaltnis
1:1.000 hinzugegeben und diese Lo6sung in eine dafir vorgesehene
Vorrichtung der Gelelektrophoresekammer gegossen. Durch den Einsatz
entsprechender Kamme wurden Beladetaschen fur die erforderliche
Probenmenge hergestellt (zwischen 20 pl und 50 pl). Wéhrend das Gel
abkihlte und dabei polymerisierte wurden die Proben mit sechsfach
Ladepuffer (AfCS Solution Protocol PS00000077, Angela 2002) versetzt
und in das DNA-Agarosegel geladen. Als Grél3enstandard wurde die 2-Log
DNA Ladder (0,1 kb — 10,0 kb) von NEB aufgetragen und eine Spannung
von 80 V angelegt um die DNA/DNA-Fragmente in Richtung des Minuspols

nach ihrer GrolRe aufzutrennen.
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2.5 Modifizierung vorhandener Plasmide

Sowohl fir den ersten als auch fur den zweiten Teil der vorliegenden Arbeit
wurden Plasmide mittels PCR modifiziert. Im ersten Teil dieser Arbeit
wurde an transfizierten HEK 293-Zellen die Interaktion des wildtypischen
GC-A-Rezeptors mit der GC-A Isoform GC-AA,* 61> Uberpriift. Um
diese Isoform der GC-A im Rahmen von Koimmunprazipitationsversuchen
(Ko-IP) spezifisch nachweisen zu konnen, wurde in das vorhandene
Plasmid pGC-AALs>ain>’ die kodierende Sequenz fir ein HA-tag
eingefugt. Das HA-tag befindet sich im resultierenden Protein HA-GC-
AALys* 6n**° N-terminal, direkt hinter der Spaltstelle des Signalpeptids. Der
zweite Teil der vorliegenden Arbeit verfolgte das Ziel posttranslationale
Modifikationen der GC-A in vivo zu charakterisieren indem der Rezeptor
aus murinem Gewebe isoliert und unter unterschiedlichen physiologischen
und pathophysiologischen Bedingungen analysiert werden sollte. Um die
hierfir erforderliche Aufreinigung des Rezeptors zu optimieren und den
Reinheitsgrad, insbesondere fir die Proteomik, zu erhdhen ist die
Verwendung von mehrfach getaggten Proteinen (Tandem-Epitop) ein
anerkanntes Werkzeug (Zhang 2001). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde diese Tandem-Epitop-Strategie mit einem zusatzlichen HA-tag
umgesetzt. In das Plasmid pFLAG-GC-A wurde hierfur, direkt hinter der
kodierenden Sequenz fur das FLAG-Epitop, die kodierende Sequenz fir
das HA-Epitop eingefiigt. Um die Spezifitat etablierter Elutionen (bisher:
Verwendung von 3-fach FLAG-Peptid oder saure Elution) insbesondere fir
die geplanten massenspektrometrischen Analysen zu verbessern, wurde
direkt hinter die kodierende Sequenz fur das FLAG-HA-Tandem-Epitop
noch eine kodierende Sequenz fir eine sieben Aminosduren umfassende
Erkennungssequenz der TEV-Protease angefligt. Als TEV-Protease wird
die katalytische Domé&ne des Nuclear Inclusion a (Nla) Proteins (~27 kDa)

des Tobacco Etch Virus (TEV) bezeichnet. Dabei handelt sich um eine
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hochspezifische und gegeniber den meisten Proteaseinhibitoren
insensitive Protease (Parks 1994, Rigaut 1999).

2.5.1 Ubersicht tiber die Methode zur Modifizierung von Plasmiden

Die Modifikation der Plasmide pGC-AA,s>** cin>>° (Teil 1 dieser Arbeit) und
pFLAG-GC-A (Teil 2 dieser Arbeit) erfolgte durch Abwandlung eines in der
Literatur beschriebenen Verfahrens (Yang 2004). Das nachfolgend in
Abbildung 6 dargestellte Vorgehen wurde fir alle Modifikationen
gleichermalRen verwendet. Lediglich die eingesetzten Ausgangsplasmide

sowie Primer unterschieden sich je nach Anforderung.

Position der kodierenden Sequenz (z.B. HA-tag)

|

GC-A ALyssm_Glnsso

PCR2 Forwardprimer
PCR1 — >
Forwardprimer
DNA-Fragment
. f— e PCR2
Konzeptlon PCR1 Reverseprimer Reverseprimer

Umsetzung PCR {km PCR2

|
Fusions-PCR
PCR1

Fomrardprir? ‘
DNA-Fragment
PCR2

Restriktion sverdalu_hevefsemimef

~ pomvs GC-AL:5 "%
1

I Ligation I

ne|qy

w

314 330 A
G C'AALys -GIn

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Vorgehens durch das im Rahmen der
vorliegenden Arbeit Plasmide modifiziert wurden (hier: pGC-AALy5314—GIn33O).
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2.5.1.1 Konzeption

Im ersten Schritt wurde definiert welche kodierende Sequenz (z.B. fir ein
HA-tag) an welcher Stelle im Plasmid eingefligt werden soll. Von dieser
Stelle aus wurde etwa 300 bis 400 Basen up- und downstream nach
Schnittstellen fur Restriktionsenzyme gesucht, die das Plasmid nur einmal
schneiden wirden. Ausgehend von diesen Schnittstellen entsteht ein DNA-
Fragment in dem sich die einzufigende kodierende Sequenz (in etwa
mittig) befindet. Der Rest des Fragmentes besteht aus der kodierenden
Sequenz des Ausgangsplasmids (z.B. pFLAG-GC-A). Nun wurde anhand
der Sequenz des identifizierten DNA-Fragmentes der Forward- (PCR1
Forwardprimer) und Reverseprimer (PCR2 Reverseprimer) ermittelt. Der
PCR1 Forwardprimer lag knapp vor und der PCR2 Reverseprimer knapp
hinter den ermittelten Restriktionssequenzen um sicherzustellen, dass
diese nach PCR fehlerfrei im DNA-Fragment enthalten sind. Um die
Modifikation in das geplante DNA-Fragment einzufigen, wurde nun
innerhalb des DNA-Fragmentes ein Reverseprimer (PCR1 Reverseprimer)
gewahlt. Dieser PCR1 Reverseprimer begann an der Stelle, an der die
Modifikation im DNA-Fragment vorgesehen wurde. Er war zur Halfte
komplementar zum Ausgangsplasmid, wobei die zum Ausgangsplasmid
komplementadre Sequenz des Primers an der Stelle endete, an der die
Modifikation eingefligt werden sollte. Die andere Halfte wurde durch die
Modifikation (z.B. kodierende Sequenz fir das HA-tag) gebildet. Da dieser
Teil nicht komplementar zum Ausgangsplasmid war, wurde ein PCR-
Produkt mit frei Uberhdngenden Enden gebildet. Ebenso wurde innerhalb
des geplanten DNA-Fragmentes ein Forwardprimer (PCR2 Forwardprimer)
entworfen. Der PCR2 Forwardprimer trug am 5°-Ende die Sequenz der
einzufugenden Modifikation und bildete damit etwa die Halfte des
Oligonukleotids. Die andere Halfte des PCR2 Forwardprimers war zur

Sequenz des Ausgangsplasmids komplementar.
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2.5.1.2 Generierung von DNA-Fragmenten mittels PCR

Unter Verwendung der Primerpaarung ,PCR1 Forwardprimer® mit ,PCR1
Reversprimer® sowie ,PCR2 Forwardprimer® mit ,PCR2 Reverseprimer”
und 10 ng des Ausgangsplasmids (z.B. pFLAG-GC-A) wurden zunachst
zwei unabhéngige PCRs in einem 20 ul Ansatz (1 x PCR Reaktionspuffer, 1
x Q-Solution, 0,1 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1 U Tag-Polymerase)
angesetzt. Die jeweiligen Primer wurden in einer Endkonzentration von 1
MM eingesetzt und die Reaktionsansatze im Thermocycler nach dem in

nachfolgender Tabelle 9 dargestellten Programm prozessiert.

Tabelle 9: PCR Programm des Thermocyclers fir die Erzeugung der DNA-Fragmente
»PCR1“ und ,,PCR2“ zur Modifizierung von Plasmiden

Programmschritt Temperatur Zeit [s] Zyklen
Denaturierung (initial) 94,0 °C 120 1
Denaturierung 94,0 °C 30

Annealing 52,5°C 30 30
Elongation 72,0 °C 60

Finale Elongation 72,0 °C 180 1
Cool Down 4,0 °C 300 1

Die beiden erhaltenen DNA-Fragmente aus PCR1 und PCR2 wurden in
einem DNA-Agarosegel (1 % (w/v)) aufgetrennt und die Produkte unter UV-
Licht ausgeschnitten. Die Aufreinigung der beiden DNA-Fragmente aus
dem DNA-Agarosegel erfolgte mit dem NuleoSpin® Gel and PCR Clean-up
Extraction Kit gemafll Anleitung des Herstellers. Das jeweilige DNA-Pellet
wurde in 30 pl RNAse- und DNAse-freiem Wasser resuspendiert. Aufgrund
der komplementaren Uberhange der DNA-Fragmente aus PCR1 und PCR2
konnten diese in einer PCR an den freien Uberhangen fusioniert und mit

Primern amplifiziert werden.
2.5.1.3 Fusions-PCR und Aufreinigung des DNA-Fragmentes

Zur Fusion der beiden Fragmente wurde ein 50 ul PCR-Ansatz (1 x PCR-
Reaktionspuffer, 1 x Q-Solution, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1 U Tag-
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Polymerase) hergestellt. Zu diesem Ansatz wurde je 1 pl der zuvor
aufgereingten Produkte der PCR1 und PCR2 gegeben und das in
nachfolgender Tabelle 10 aufgefiihrte Programm im Thermocycler

gestartet.

Tabelle 10: PCR Programm des Thermocyclers fur die Fusions-PCR.
Im ersten Teil des Programms erfolgt die Fusion der Produkte aus PCR1 und PCR2 zu
dem DNA-Fragment mit der Modifikation. Im zweiten Teil wird dieses fusionierte DNA-
Fragment, durch Zugabe der flankierenden Primer, amplifiziert.

Programmschritt Temperatur Zeit [s] Zyklen
Denaturierung (initial) 94 °C 180 1
Denaturierung 94 °C 45

Annealing 50 °C 120 15
Elongation 72 °C 120

Cool Down 4°C Pause 1

Zugabe von frischer Tag-Polymerase (1 U) und der flankierenden Primer
(1 uM PCR1 Forwardprimer, 1 uM PCR2 Reverseprimer) um das
fusionierte DNA-Fragment zu amplifizieren

Denaturierung (initial) 94 °C 180 1
Denaturierung 94 °C 60
Annealing 50 °C 120 25
Elongation 72 °C 120
Finale Elongation 72 °C 600 1
Cool Down 4°C 300 1

Im ersten Teil des Programms wurde durch die gewahlten Bedingungen die
Fusion der Produkte aus PCR1 und PCR2 an den uberh&ngenden
Oligonukleotiden zum geplanten DNA-Fragment ermdglicht. Durch Zugabe
von je 1 uM der flankierenden Primer fur das DNA-Fragment (PCR1
Forwardprimer, PCR2 Reverseprimer) und frischer Tag-Polymerase (1 U)
wurde das Fusionsprodukt amplifiziert. Zur Aufreinigung des so generierten
DNA-Fragmentes wurden 50 pl eines Gemisches aus Chloroform und
Isoamylalkohol (Verhaltnis 49:1) zugegeben und nach Durchmischung
zentrifugiert (10.000 g x 5 min, 4 °C). Die obere Phase mit dem Produkt aus
der Fusions-PCR wurde mit 3 pl einer Natriumacetatlésung (3 M, pH 5,0)
sowie 75 ul Ethanol (100%, -20 °C) vermischt, fur 30 min bei -20 °C
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gelagert und das DNA-Fragment anschliel3end in der Zentrifuge (10.000 g x
8 min, RT) pelletiert. Das Pellet wurde zweimal mit Ethanol gewaschen, im
Vakuum getrocknet und in 25 pl RNAse- und DNAse-freiem Wasser

resuspendiert.

2.5.1.4 Restriktionsverdau und Ligation des modifizierten DNA-

Fragmentes

Das in der Fusions-PCR erzeugte und nachfolgend aufgereinigte DNA-
Fragment sowie das Plasmid in das dieses einzufiigen war (z.B. pFLAG-
GC-A), wurden einem Doppelverdau mit den Restriktionsenzymen Apal
und Kpnl unterzogen. Zu einem 20 pl-Ansatz (1 x NEBuffer 4, 1 x BSA) mit
5 U Restriktionsenzym Apal wurde 1 pg des Plasmids bzw. 5 ul des DNA-
Fragmentes aus der Fusions-PCR hinzugegeben. Der Verdau mit Apal
erfolgte flr 4 h bei 25 °C. AnschlielRend wurden 10 U des Enzyms Kpnl
zugegeben und die Temperatur auf 37 °C erhoht. Da die Reaktivitat des
Enzyms Kpnl in diesem Puffer nur 25 % betragt, erfolgte der Verdau tber
Nacht. Am Folgetag wurden beide Ansatze in einem 1 %igem DNA-
Agarosegel (w/v) aufgetrennt. Das etwa 8 kb grol3e, linearisierte Plasmid
(Ruckgrat), sowie das Fusionsprodukt wurden ausgeschnitten und mit dem
Extraktionskit der Firma Macherey-Nagel gemafld Anleitung des Herstellers
aus dem DNA-Agarosegel extrahiert. Die Ligation des erzeugten DNA-
Fragmentes (Insert) in das linearisierte Plasmid erfolgte in 1 x T4-
Ligasepuffer mit 10 U T4-Ligase uber Nacht bei 14 °C. Das
Ligationsprodukt wurde im Vakuum eingeengt und in Bakterien
transformiert (vgl. 2.3.1, Seite 28). Erhaltene Bakterienkolonien wurden
gepickt und in 5 ml LB-Medium mit Ampicillin dberfihrt. Die
Plasmidisolierung erfolgte wie unter 2.3.2 (Seite 29) beschrieben. Die
isolierte  DNA potentieller Klone wurde anschlieBend mit dem
Standardprimer CMV fwd (5°-cgc aaa tgg gcg gta ggc gtg-3‘) sequenziert
(Eurofins MWG GmbH, Ebersberg).
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2.5.2 Generierung von pHA-GC-AA ys*** ¢1n 3%

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde in das Plasmid pGC-AA ys> ™.
on- eine kodierende Sequenz fiir ein HA-Epitop (tac cca tac gac gtc cca
gac tac gcg) nach dem unter 2.5.1 (Seite 33) beschriebenen Vorgehen
eingefligt. Hierzu wurden die in nachfolgender Tabelle 11 aufgeflhrten
Primer verwendet um die PCR-Produkte PCR1 (~200 Basenpaare) und
PCR2 (~300 Basenpaare) zu amplifizieren.

Tabelle 11: Ubersicht tber die fiir die Modifikation von pGC-AA >
verwendeten Primer.

Bezeichnung | Sequenz Verwendung

PCR1

pCMV5-FLAG | tct ggt acc ggc ccc ccc tga gag g Forwardprimer

splice Mut- ctg gga cgt cgt atg ggt acg cgt ggc PCR1
r1128 cgc ccc gga gta gc Reverseprimer
FLAG Mut-f tac cca tac gac gtc cca gac tac gcg PCR2
23807 agc gac ctg acc gtg Forwardprimer
FLAG-GC-A PCR2

gcc agt gcg cgg tga ag

rev Reverseprimer

Die Uberlappenden Sequenzen der Oligonukleotide aus PCR1 und PCR2,
die verwendeten Primer fur dieses Fragment sowie der daraus

4

resultierende Sequenzabschnitt des Plasmids pHA-GC-AALs* 61> kann

nachfolgender Abbildung 7 enthommen werden.
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CCGCCGCTGCTGCTGCTCCGAAGCGGCCACGCG
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CGACCTGACCGTGGCCGTGGTGCTGCCGCTGACC

GGCGGCGACGACGACGAGGCTTCGCCGGTGLGL

T T

TCGCTGGACTGGCACCGGCACCACGACGGCEG

G ACTGG
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Primer: FLAG-Mut-f 23807

| 5-TACCCATACGACGTCCCAGACTACGCGAGCGACCTGACCGTG-3

Uberhang Produkt PCR1 | Uberhang Produkt PCR2

FUSION

3-CGATGAGGCCCCGCCGGTGCGCATGGGTATGCTGCAGGGTC-5'

Primer: splice Mut-r1128

TGCTGCTCCGAAGCGGCCACGCGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCGAGC GACCTGACCGTGGCCGTGGTGET

ACGACGAGGCTTCGCCGGTGCGCATGGGTATGCTGCAGGGTCTGATGCGCTCGCTGGACTGGCACCGGCACCACGA

_Signalpepiidﬁ

L L L R S G H A

Y

DY A

ECD
Vv
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D V

P Y P s D L T V A v oL

Abbildung 7: Darstellung der Position der kodierenden Sequenz fir das HA-tag in
pGC'AALySSl4-GIn330-

Die Darstellung enthalt daruber hinaus die Zuordnung der beiden Primer und die
Uberlappenden Sequenzabschnitte der Produkte PCR1 und PCR2 zur Generierung des
Inserts fur pHA-GC-AALy5314.G|n33°. Der Primer pCMV5-FLAG (PCR1 Forwardprimer) liegt
etwa 200 Basenpaare upstream, der Primer FLAG-GC-A rev etwa 300 Basenpaare
downstream. Beide Primer sind in dieser Abbildung nicht enthalten.

2.5.3 Generierung von pFLAG-HA-TEV-GC-A
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde in das Plasmid pFLAG-GC-A

die HA-tag, die TEV-
Erkennungssequenz gemal dem unter 2.5.1 (Seite 33) beschriebenen

kodierende Sequenz fir ein sowie

Verfahren, eingefiuigt. Um die Detektion des FLAG- und des HA-Epitops
durch die die

einzufigende kodierende Sequenz so gewahlt, dass das bestehende

entsprechenden Antikérper sicherzustellen, wurde
FLAG-Epitop durch zwei Glycine von dem HA-Epitop getrennt wurde.
Daraus resultiert die nachfolgend in Klammern angegebene kodierende
Sequenz fur die Aminosauresequenz GGYPYDVPDYA (ggt ggt tac cca tac
gac gtc cca gac tac gcg). Ebenso wurden zwei Gylcine zwischen dem HA-
die
Erkennungssequenz der TEV-Protease wurde die Aminosauresequenz
ENLYFQS gewahlt (Dougherty 1989). Somit resultiert die nachfolgend in

Epitop und der TEV-Erkennungssequenz vorgesehen. Fir

Klammern angegebene kodierende Sequenz fir die Aminosauresequenz
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GGENLYFQS (ggt ggt taa cca tac gac gtc cca gac tac gcg). Die kodierende
Sequenz fir das HA-TEV-Epitop umfasste fur diesen Ansatz insgesamt 66
Basen. Aufgrund dieser Anzahl wurde ein zweistufiger Ansatz gewahlt um
die Stabilitdit der Oligonukleotide und Fehlerfreiheit der PCR zu
gewéhrleisten. Basierend auf dem Plasmid pFLAG-GC-A wurde somit
zunachst das HA-Epitop eingefigt und das Plasmid pHA-FLAG-GC-A
erzeugt. Hierzu wurden die in Tabelle 12 genannten Primer verwendet um
die PCR-Produkte PCR1 (~200 Basenpaare) und PCR2 (~300

Basenpaare) zu amplifizieren.

Tabelle 12: Ubersicht iiber die fir die Modifikation von pFLAG-GC-A zu pFLAG-HA-
GC-A verwendeten Primer.

Bezeichnung | Sequenz Verwendung

PCR1

pCMV5-FLAG | tct ggt acc ggc ccc ccc tga gag g Forwardprimer

FLAG-Mut-r | ggg acg tcg tat ggg taa cca ccc ttg tcg | PCR1

23807 tca tcg tct ttg Reverseprimer
FLAG Mut-f tac cca tac gac gtc cca gac tac gcg PCR2
23807 agc gac ctg acc gtg Forwardprimer
FLAG-GC-A cc aqt aca cad taa a PCR2
rev g gtgcg cgg fga ag Reverseprimer

Die Uberlappenden Sequenzen der Oligonukleotide aus PCR1 und PCR2,
die verwendeten Primer flr dieses Fragment sowie der daraus
resultierende Sequenzabschnitt des Plasmids pFLAG-HA-GC-A kann
nachfolgender Abbildung 8 entnommen werden.
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ACTCCGAGGCGGCCACGCGGACTACAAAGACGATGACGACAAGAGCGACCTGACCGTGGCTGTGGTGCTGCCGCTGACCAACAC
I + Il + ! + Il + ] + ] + Il I Il + ]

TGAGGCTCCGCCGGTGCGCCTGATGTTTCTGCTACTGCTGTTOTCGCTGGACTGGCACCGACACCACGACGGCGACTGGTTGTG

mmm Signal peptide ) ja— F| AG ECD

L R GGHADY K DDTDIDIK|(SDLTV AV VLPLTNT

Primer: FLAG-Mut-f 23807

| 5'-TACCCATACGACGTCCCAGACTACGCGAGCGACCTGACCGTG-3'

Uberhang Produkt PCR1 | FUSION Uberhang Produkt PCR2

3 CTTTCTGCTACTGCTGTTCCCACCAATGGGTATGCTGCAGGG 5

Primer: FLAG-Mut-r 23807

CToCTGCT CGAH\JLGGC ACG(_GGGTGGTTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCGAGCL—:ACCTGACCGTGGCCGTGG

GH:\:HCGHGGCTTCSCCGuTGCuCCCACCAATGGGTATGCTGCAGGGTCTGATGCGCTCGLTGG CTGGC CEGGC CE

s Signalpeptid ﬁ [, HA | ECD

L L L RS GHA G GY PYDVZPDY A s DL T V A V

Abbildung 8: Darstellung der Position der kodierenden Sequenz fir das HA-tag in
pFLAG-GC-A.

Die Darstellung enthalt daruber hinaus die Zuordnung der beiden Primer und die
Uberlappenden Sequenzabschnitte der Produkte PCR1 und PCR2 zur Generierung des
Inserts fur pFLAG-HA-GC-A. Der Primer pCMV5-FLAG (PCR1 Forwardprimer) liegt etwa
200 Basenpaare upstream, der Primer FLAG-GC-A rev etwa 300 Basenpaare
downstream. Beide Primer sind in dieser Abbildung nicht enthalten.

Die Sequenz des erhaltenen Plasmids pHA-FLAG-GC-A wurde durch
Sequenzierung (Eurofins MWG GmbH, Ebersberg) mit dem Standardprimer
CMV fwd (5'-cgc aaa tgg gcg gta ggc gtg-3°) verifiziert. In das Plasmid
pFLAG-HA-GC-A wurde anschlieBend die zuvor ermittelte kodierende
Sequenz fiur die TEV-Erkennungssequenz eingefugt. Unter Verwendung
von 10 ng des Plasmids pFLAG-HA-GC-A wurden PCR1 und PCR2 mit
den in Tabelle 13 genannten Primer angesetzt und die PCR-Produkte
PCR1 (~250 Basenpaare) und PCR2 (~300 Basenpaare) amplifiziert.
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Tabelle 13: Ubersicht uber die fur die Modifikation von pFLAG-HA-GC-A zu pFLAG-
HA-TEV-GC-A verwendeten Primer.

Bezeichnung | Sequenz Verwendung

PCR1

pCMV5-FLAG | tct ggt acc ggc ccc ccc tga gag g Forwardprimer

gac tgg aag tac agg ttc tcg cca ccc PCR1

TEVrev gcg tag tct ggg acg Reverseprimer

TEV fwd gag aac ctg tac ttc cag tct agc gac ctg PCR2 _
acc gtg gc Forwardprimer

FLAG-GC-A cc agt gcg cgg tga a PCR2

rev 9 gtgcg cgg tga ag Reverseprimer

Die Uberlappenden Sequenzen der Oligonukleotide aus PCR1 und PCR2,
die verwendeten Primer fur dieses Fragment, sowie der daraus
resultierende Sequenzabschnitt des Plasmids pFLAG-HA-TEV-GC-A kann
nachfolgender Abbildung 9 entnommen werden.

CTCCGAAGCGGCCACGCGGGTGGTTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCGIAGCGACCTGACCGTGGCCGTGGTGLTG

TCGCTGGACTGGCACCGGCACCACGAC
ECD
S DL T V A V VvV L

GAGGCTTCGCCGGTGCGCCCACCAATGGGTATGCTGCAGGGTCTGATGCGC

m Signalpeptid d I HA i

L R S G H A G G Y PY DV P DY A

Primer: TEV fwd

| 5-GAGAACCTGTACTTCCAGTCTAGCGACCTGACCGTGGC-3'

Uberhang Produkt PCR1 | FUSION | Uberhang Produkt PCR2

3-GCAGGGTCTGATGCGCCCACCGCTCTTGGACATGAAGGTCAG-5' |

Primer: TEVrev

AAGCGGCCA C GCGGGTGGTTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCGGGTGGCGAGAACCTGTACTTCCAGTCT A G CGAC C TGAC C GTG

t

TTCGCCGGT G CGC CCACCAATGGGTATGCTGCAGGGTCTGATGCGCCCACCGCTCTTGGACATGAAGGTCAGA T C GCTG G CTG G CAC

m Signalpeptid * [} HA | I TEV i ECD
S G H A G G Y PY DV PDYAGGENLYF QS8 s DL T V

Abbildung 9: Darstellung der Position der kodierenden Sequenz fir die TEV-
Erkennungssequenz in pFLAG-HA-GC-A.

Die Darstellung enthalt daruber hinaus die Zuordnung der beiden Primer und die
Uberlappenden Sequenzabschnitte der Produkte PCR1 und PCR2 zur Generierung des
Inserts fur pFLAG-HA-TEV-GC-A. Der Primer pCMV5-FLAG (PCR1 Forwardprimer) liegt
etwa 250 Basenpaare upstream, der Primer FLAG-GC-A rev etwa 300 Basenpaare
downstream. Beide Primer sind in dieser Abbildung nicht enthalten.
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2.6 Transfektion von HEK 293-Zellen

Zur transienten Expression von Plasmiden in HEK 293-Zellen wurden zwei
verschiedene Methoden angewendet. Die Transfektion mit Polyethylenimin
(PEI) wurde vornehmlich fur die FRET-Experimente und die Herstellung
von Proteinlysaten fir Positivkontrollen im Western Blot verwendet. Die
PEI-Stammldsung (1 mg/ml) wurde in der AG Kuhn steril angesetzt und
lichtgeschutzt bei 4 °C gelagert. Zur Transfektion von Plasmiden mittels PEI
wurden HEK 293-Zellen bis zu einer Konfluenz von 30 % bis maximal 50 %
kultiviert und fur eine 10 cm Schale 10 pg DNA mit 30 pg PEl in 1 ml
DMEM (-) gemischt. Dieser Transfektionsansatz wurde auf die Zellen
verteilt und 8 h inkubiert. Anschlie@Rend wurde das DNA-PEI-haltige

Medium durch frisches Zellkulturmedium ersetzt.

Die Transfektion von HEK 293-Zellen mit dem kommerziell erhaltlichen
FUGENE®6 Transfektionsreagenz wurde vornehmlich fiir Versuche
verwendet, bei denen eine hohe und gleichmallige Anzahl transfizierter
Zellen erforderlich war. Die Anwendung erfolgte nach Vorgabe des

Herstellers.

2.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das BCA-Verfahren
verwendet. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer zuvor pipettierten
Eichkurve und der bei 562 nm gemessenen Absorption (Viktor? 1420

Multilabel Counter) bestimmt.
2.8 Western Blot Analysen

2.8.1 Verwendete Antikorper

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 14 genannten

Primarantikdrper sowie die hierzu korrespondierenden Sekundarantikorper

(val.
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Tabelle 15) in der dort angegebenen Verdinnung eingesetzt.

Tabelle 14: Verwendete Primarantikérper

. Eingesetzte
Bezeichnung Verdiinnung Herkunft Quelle
anti-HA 1:500 | Maus Covance, Miunchen
anti-FLAG 1:1.000 | Kaninchen | Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim
AG Kuhn (polyklonales
o _ : Serum, Peptide Specialty
anti-GC-A 1:1.000 | Kaninchen Laboratories GmbH,
Heidelberg)
anti-PMCA 1:750 | Maus Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim
anti-GAPDH 1:7.500 | Kaninchen | NeW England Biolabs,
Frankfurt/Main
anti-ERK %2 1:1.000 | Kaninchen New England_ Biolabs,
Frankfurt/Main
Tabelle 15: Verwendete Sekundéarantikdrper
Bezeichnung Eingesetzte Herkunft Quelle
Verdinnung
anti-Maus IgG 1:10.000 | Kaninchen | Bio Rad Hercules, USA
(HRP)
anti-
Kaninchen 1:10.000 | Ziege Bio Rad Hercules, USA
lgG (HRP)

2.8.2 Zielproteine und verwendete Proben

Unter Verwendung der unter 2.8.1 genannten Antikdrper wurden die in
nachfolgender Tabelle 16 aufgefihrten Zielproteine im Western Blot
nachgewiesen. Ergédnzend hierzu erfolgte im Western Blot der Nachweis
von Proteinen, die N-terminal Uber ein kiinstliches Epitop wie das FLAG-tag
(Aminosauresequenz: DYKDDDDK) bzw. HA-tag (Aminosduresequenz:
YPYDVPDYA) verfiugten (z.B. FLAG-GC-A, HA-GC-AA. s in>*%). Der
Nachweis dieser Proteine erfolgte mittels spezifischer Antikdrper gegen das

entsprechende Epitop.
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Tabelle 16: Ubersicht iber die im Western Blot nachgewiesenen Proteine, deren
Molekularmasse sowie die fir den Western Blot verwendeten Proben zur Analyse

Zielprotein Grole Nachweis in

o Zelllysat aus HEK 293-Zellen
e Herzlysat (Gesamtherz)

Guanylatzyklase A 130 kDa e Lungenlysat (Gesamtlunge)

GC-A : .
( ) e Nierenlysat (Gesamtniere)

e Lysat aus Kardiomyozyten
FLAG-GC-A 131 kDa o Zelllysat aus HEK 293-Zellen

e Herzlysat (Gesamtherz)

e Zelllysat aus HEK 293-Zellen
FLAG-HA-TEV-GC-A | 133 kDa e Herzlysat (Gesamtherz)
e Lysat aus Kardiomyozyten

Isoform der
Guanylatzyklase A 128 kDa e Zelllysat aus HEK 293-Zellen
(GC'AALy3314-GIn330)

HA-GC-AAL, 6in>° | 129 kDa o Zelllysat aus HEK 293-Zellen

Plasmamembran-
Kalzium-ATPase 140 kDa e Lysat aus Kardiomyozyten
(PMCA)

extrazellular geregelte
Kinasen 1 und 2
(ERK 1/2)

44 kDa (ERK 1)

42 kDa (ERK 2) e Lysat aus Kardiomyozyten

Glycerinaldehyd-3-
phosphat-
Dehydrogenase
(GAPDH)

36 kDa e Herzlysat (Gesamtherz)

2.8.3 Denaturierende Gel-Elektrophorese (SDS PAGE)

Die Denaturierung und Auftrennung von Proteinen erfolgte durch
diskontinuierliche, denaturierende Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
gelelektrophorese (Ausubel 2002). Das im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Gelsystem setzt sich aus einem Trenngel und einem daruber
liegenden Sammelgel mit Beladetaschen zusammen. Die zur Herstellung
der Gele verwendete Acrylamid-Stammlosung bestand zu etwa 97,4 % aus
Acrylamid (AA) und zu etwa 2,6 % aus N,N’-Methylenbisacrylamid (BAA).

Die Zusammensetzung der verwendeten Gele ist in
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Tabelle 17 dargestellt.
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Tabelle 17: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fur die SDS-PAGE

Geltyp Komponente Menge
AA/BAA (ca. 38:2) 1,95 ml
1 M Tris, pH 6,8 1,74 ml

Sammelgel (5% AA/BAA) H,O (Aqua bidest) 11,20 mi
10 % SDS 150,0 pl
TEMED 7,50
APS 10 % 150,0 pl
AA/BAA (ca. 38:2) 5,60 ml
1 M Tris, pH 8,8 11,20 mi

Trenngel (7,5% AA/BAA) H,0 (Aqua bidest) 12,80 ml
10 % SDS 300,0 pl
TEMED 15,0 pl
APS 10 % 300,0 pl

Proben fur die Western Blot Analysen wurden mit dreifach Laemmli (vgl.

Tabelle 18) versetzt (Ausubel 2002) und bei 72 °C fur 15 min inkubiert.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Laemmli-Puffers (3-fach)

Komponente Konzentration

Tris-HCI (pH 6,8) 187,5 mM
SDS 6,0 % (wW/v)
Glycerol 30,0 % (v/iv)

3-Mercaptoethanol

15,0 % (v/v)

Bromphenolblau

0,003 % (W/v)

Das Beladen des Gels sowie die sich anschlieRende Elektrophorese
erfolgte mit 1 x Laufpuffer (10 x stock: AfCS Solution Protocol PS00000054,
Artega 2002). Zunéchst wurde eine Spannung von 50 V angelegt bis die

Proben das Trenngel erreicht hatten. AnschlieBend wurde die Spannung

auf 200 V erhoht. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald eine

zielfuhrende Auftrennung des sichtbaren Proteinmarkers erreicht war.
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2.8.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Zum Nachweis der Zielproteine bzw. der daran gekoppelten Epitope
wurden die zuvor durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem
Gel mittels Semi-Dry-Methode (2,5 mA/cm? 1 h) auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet. Der Aufbau aus Whatmanpapier,
Nitrozellulosemembran und SDS-Gel erfolgte nach Angaben des
Herstellers unter Verwendung von Transferpuffer (25 mM Tris, 20 % (v/v)
Methanol, 192 mM Glycin).

Der erfolgreiche Transfer wurde mittels Ponceau-S-Farbung (0,1 % (v/v)
Ponceau S in 5 % (v/v) Essigsaure) verifiziert. AnschlieRend wurde die
Membran in 1 x TBS (10 x stock: 198 mM Tris, 946 mM NaCl, pH 7,4) mit
0,1 % Tween®20 (v/v) entfarbt. Unspezifische Bindungsstellen fir den
Primérantikdrper wurden durch die Inkubation der Membran (30 min, RT)
mit einer Magermilchpulverlésung (5 % (w/v) in 1 x TBS-T) geblockt und
der jeweilige Primarantikdrper (vgl. Tabelle 14, Seite 44) bei 4 °C Uber
Nacht appliziert. Die Membran wurde anschlielend dreimal mit 1 x TBS-T
gewaschen, um Reste von ungebundenem Primé&rantikdrper zu entfernen.

Die Inkubation der Membran mit dem Sekundarantikorper (vgl.

Tabelle 15, Seite 44) erfolgte fur etwa 2 h bei Raumtemperatur und unter
leichter Bewegung der Flissigkeit tber die Membran. Uberschissiger
Sekundarantikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit 1 x TBS-T

entfernt.

Durch die an den Sekundarantikérper gekoppelte Peroxidase wird ein auf
die Membran aufgebrachtes ECL Substrat umgesetzt. Die dabei
entstehende Chemilumineszenz schwarzt auf die Membran aufgelegte
Rontgenfiime an der entsprechenden Stelle. Unter Verwendung von
handelsublichem Entwickler und Fixierer wurden diese Belichtungen
sichtbar gemacht. Neben der Verwendung von Réntgenfilmen wurden auch

Bilder mit Hilfe eines Imagers der Firma Alpha Innotech (FluorChem SP
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Chemilumineszens Detektions-System) erzeugt. Die vorbereitenden
Schritte wurden analog zur Belichtung der Rontgenfilme durchgefihrt.
Abweichend wurde die Membran anschlie3end in die Belichtungskammer
unter eine hochsensitive Kamera gelegt und das Signal tUber definierte

Zeitraume aufgezeichnet.

2.8.5 Auswertung von Western Blots

Unter Verwendung der Analysesoftware ImageJ (Entwickelt vom National
Institutes of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html, abgerufen
am 31.01.2014) wurde die Proteinexpression durch Messung der Intensitat

der Banden, unter Bertcksichtigung des Hintergrunds, quantifiziert.

2.9 Biotinylierung der Zelloberflache

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Isoform des
GC-A Rezeptors (GC-AALys> ™ i), ebenso wie die wildtypische GC-A, an
der Zelloberflache von transient transfizierten HEK 293-Zellen prasentiert
wird oder ob das Fehlen der 17 Aminosauren Auswirkungen auf die
Lokalisation des Rezeptors hat. Hierzu wurden HEK 293-Zellen mittels
FuGENE®6 Transfektionsreagenz transient (vgl. 2.6, Seite 43) entweder mit
dem Plasmid pGC-A wt oder dem Plasmid pGC-AAL* 61> transfiziert.
Die Zellen wurden mit 1-fach PBS (stock: AfCS Solution Protocol
PS00000041, Grossoehme 2001) gewaschen und die Oberflachenproteine,
nach Vorgaben des Herstellers mit NHS-LC-Biotin (0,5 mg/ml in PBS)
inkubiert (30 min, 4 °C). Die Zellen wurden mit PBS (+ 0,1 % BSA)
gewaschen, geerntet und abzentrifugiert (1.000 g x 5 min, 4°C). Das Pellet
wurde in 500 pl Lysispuffer (1 % Triton und 1 mM EDTA in PBS, pH 7,4)
resuspendiert und durch eine 24 G Kanlle geschert. Die Zelltrimmer
wurden abzentrifugiert (1.000 g x 5 min, 4 °C) und der Proteingehalt
bestimmt. AnschlieRend wurden 300 pg Proteinextrakt zu 100 ul Avidin-

Agarose gegeben, um die biotinylierten Oberflachenproteine zu
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prazipitieren. Die Inkubation des Zelllysates mit der Avidinagarose erfolgte
fur 3 h bei 4 °C unter leichter Bewegung. AnschlieRend wurde die Agarose
mit dem gebundenen Protein zentrifugiert (2.000 g x 3 min, 4 °C),
gewaschen und in 60 pl Laemmli-Puffer aufgenommen. Die mit Laemmli-
Puffer versetzte Agarose wurde fur 30 min bei 37 °C inkubiert, zentrifugiert
(2.000 g x 3 min, RT) und 30 pl des Uberstandes sowie 20 pg Protein des
Gesamtlysates im Western Blot mit einem Antikbrper gegen GC-A

analysiert.

2.10ANP-Bindungsstudie an transient transfizierten HEK
293-Zellen

Im Rahmen des ersten Teils der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob
die Isoform GC-AAL in>>°, ebenso wie die wildtypische GC-A, in der
Lage ist, den Liganden ANP zu binden. Die hierflr erforderlichen
Experimente mit *?°I-ANP wurden von Frau Prof. Dr. Michaela Kuhn (Institut
fur Physiologie I, Universitat Wurzburg) durchgefuhrt. HEK 293-Zellen
wurden transient mit dem Plasmid pGC-A wt oder pGC-AA ™ gin>>°
transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen fiir 20 min in
serumfreiem Medium mit 100 pM *2°I-ANP und ANP in Konzentrationen von
10 pM bis 100 nM inkubiert. Die gemessene Radioaktivitat wurde auf den

Kontrollwert (100 pM **I-ANP ohne ANP) von GC-A wt normiert (100 %).

2.11Immunpréazipitation (IP) an transient transfizierten HEK
293-Zellen

2.11.1 Lyse transient transfizierter HEK 293-Zellen

Die Lyse von transfizierten HEK 293-Zellen erfolgte in IP-Puffer (vgl.

Tabelle 19) unter Zugabe von Protease- und/oder Phosphatase-Inhibitoren.
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Tabelle 19: Zusammensetzung des IP-Puffers

Komponente Konzentration
HEPES (pH 7,4) 50,0 mM
NacCl 150,0 mM
Na,H,PO4 10,0 mM
NaF 50,0 mM
EDTA (pH 8,0) 1,0 mM
Triton X100 1,0 % (v/v)
Glycerol 10,0 % (v/v)
SDS 0,1 % (w/v)
NazVO, 0,1 mM

Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in
1 ml IP-Puffer abgelost. Die Zellsuspension wurde fir 30 min auf Eis
inkubiert und alle 5 min mit dem Vortex® fir etwa 45 s gemischt sowie
mehrfach mit einer Tuberkulinspritze durch eine Nadel (24 G) geschert. Die
Zelltrummer wurden abzentrifugiert (2.000 g x 10 min, 4 °C) und verworfen.
Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde bestimmt und eine Probe

fur die Analysen im Western Blot aserviert.

2.11.2 Immunprazipitation (IP) mittels anti-FLAG-Agarosebeads

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Immunprazipitation unter
Verwendung einer kommerziell verfligbaren Agarosesuspension mit
gebundenem anti-FLAG Antikérper (z.B. ANTI-FLAG® M2 affinity gel,
Sigma-Aldrich) verwendet, um die Interaktion von FLAG-GC-A und HA-GC-
AALs* 6n*%° zu untersuchen. Hierzu wurden HEK 293-Zellen transient mit
den Plasmiden pFLAG-GC-A und pHA- AA.36®® kotransfiziert. Als
Kontrolle dienten HEK 293-Zellen, die transient mit den Plasmiden pcDNA3
und pFLAG-GC-A bzw. pcDNA3 und pHA- AAs™6in® kotransfiziert
wurden. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die
zuvor Uber den anti-FLAG Antikorper an die Agarose gebundene FLAG-
HA-TEV-GC-A mittels TEV-Protease, durch die enzymatische Reaktion,

abgetrennt werden kann. Dies diente der Untersuchung der
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Funktionsfahigkeit des zuvor im Rahmen dieser Dissertationsarbeit
generierten Plasmids pFLAG-HA-TEV-GC-A.

Fir die IP wurden 40 pl der anti-FLAG-Agarosesuspension (je 10 cm
Schale) zunachst gewaschen und mit BSA (10 mg/ml in PBS) rotierend fir
30 min bei 4 °C inkubiert, um die unspezifische Bindung von Proteinen an
die Agarosebeads zu reduzieren. AnschlieBend wurde das zuvor
praparierte Zelllysat zu den mit BSA-abgesattigten Agarosebeads gegeben.
Nach Inkubation (3 h, 4 °C) wurde der Uberstand entfernt und die
Agarosebeads mit IP-Puffer gewaschen. Aus jeder Fraktion wurden

Aliquots fur Proteinbestimmung und Analyse im Western Blot aserviert.

Fir den ersten Teil der Arbeit wurde zu den Agarosebeads mit dem
gebundenen Protein 30 pl Laemmlipuffer gegeben und fur 10 min bei 72 °C
gekocht. AnschlieBend wurden aus jeder Fraktion 20 pg sowie 10 pl der
gekochten Agarosebeads im Western Blot mit Antikrpern gegen GC-A,
das FLAG- und das HA-Epitop analysiert.

2.11.2.1 Enzymatische Abspaltung von FLAG-HA-TEV-GC-A mittels TEV-

Protease nach IP

Zum Nachweis der Funktionsfahigkeit der TEV-Erkennungssequenz wurde
das Protein FLAG-HA-TEV-GC-A zunachst, wie zuvor beschrieben, an anti-
FLAG-Agarose gekoppelt und die nachfolgenden unterschiedlichen

Bedingungen (A — E) zur enzymatischen Abspaltung des Proteins getestet:

e (A): 100 U AcTEV-Protease in 200 pl TEV-Puffer, 3 h, 4 °C

e (B): 100 U AcTEV-Protease in 200 pl TEV-Puffer, Gber Nacht, 4 °C
e (C): 200 U AcTEV-Protease in 200 ul TEV-Puffer, 3 h, 4°C

e (D): 200 U ACTEV-Protease in 200 ul TEV-Puffer, tber Nacht, 4°C
e (E): 200 ul TEV-Puffer ohne ACTEV, Uber Nacht, 4 °C

Hierzu wurden die angegebenen Mengen an AcTEV-Protease (Invitrogen,

Karlsruhe) nach Vorgabe des Herstellers in beigefigtem TEV-Puffer
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verwendet. Zum TEV-Puffer wurden Proteaseinhibitoren (cOmplete mini,
Roche Diagnostic, Mannheim), welche die Aktivitdt der TEV-Protease nicht
beeinflussen, gemall Vorgaben des Herstellers hinzugeben. Nach der
angegebenen Inkubationszeit wurden die Agarosebeads zentrifugiert
(2.000 g x 5min, 4°C), der Uberstand abgenommen und 30 pl (15 %) im
Western Blot mit Antikdrpern gegen GC-A und das FLAG-Epitop analysiert.
Die Agarose wurde in 40 pl dreifach Laemmlipuffer bei 72 °C fir 10 min
gekocht, zentrifugiert und 20 pl des Uberstandes ebenfalls mit den o.g.

Antikorpern im Western Blot analysiert.

2.12 Stimulationsexperimente an transfizierten HEK 293-
Zellen mit ANP

Die Stimulierbarkeit des GC-A-Rezeptors mit dem Liganden ANP wurde im
Rahmen dieser Arbeit mit zwei verschiedenen Methoden analysiert. Zum
einen wurden Fodrster-Resonanzenergietransfer (FRET) Experimente
durchgefuhrt und der intrazellulare Anstieg der cGMP-Konzentration mittels
eines Sensors fur cGMP in Echtzeit visualisiert und das Signal gemessen.
Ferner wurden Zellen in 24-Loch-Platten mit ANP stimuliert, lysiert und die
Menge an gebildetem cGMP im cGMP-Radioimmunassay (cGMP-RIA)

quantifiziert.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Methoden
verwendet um die Stimulierbarkeit der Isoform des GC-A-Rezeptors (GC-
AALys ™ 6in>®) zu untersuchen. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit
wurde die Funktionsfahigkeit der FLAG-HA-TEV-GC-A ebenso mit beiden
Methoden analysiert.

2.12.1 Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) Experimente

Der fur die FRET-Experimente verwendete Sensor fiur intrazellulares cGMP
liegt nach Transfektion von HEK 293-Zellen im Zytosol vor und verfligt tber

eine Bindungsstelle fur cGMP. Diese Bindungsstelle beruht auf der
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entsprechenden GAF-B Domane der Phosphodiesterase 2A und verfugt
sowohl Uber ein cyan-fluoreszierendes Protein (CFP) als Donor als auch
ein yellow-fluoreszierendes Protein (YFP) als Akzeptor. Durch die cGMP-
Bindung erfahrt das Konstrukt eine Konformationsanderung durch die sich
die beiden Fluorophore annahern. Dies fihrt zu einer Erhdéhung der
Energietbertragung von CFP auf YFP. Das Verhéltnis YFP/CFP wird somit
groRer und visualisiert die Bildung von cGMP (Nikolaev 2006). Diese
Messungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Viacheslav Nikolaev am

Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Wirzburg.

Fur den ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden HEK 293-Zellen
transient mit dem Plasmid fur den cGMP-Sensor (pGES-DEZ2) sowie dem
Plasmid pGC-AAL,s™ cin>° bzw. pGC-A wt kotransfiziert. Im zweiten Teil
der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen mit dem Plasmid pGES-DE2 und
pGC-A wt bzw. dem neu generierten Plasmid pFLAG-HA-TEV-GC-A
kotransfiziert (vgl. 2.6, Seite 43). Etwa 24 h nach Transfektion wurden die
Zellen trypsiniert, auf Polylysin-beschichtete Deckglaschen (Verhaltnis 1:25
- 1:50) ausgeséat und fur 24 h weiter inkubiert. Fur die FRET-Messungen
wurden etwa 0,5 ml FRET-Puffer (2 mM CaCl,, 20 mM HEPES, 5 mM KCl,
MgCl2, 144 mM NacCl, 1 mM, pH 7,3, RT) auf die Deckglaschen gegeben
und die Messungen gestartet. Das Donorprotein wurde im Rahmen der
Versuchsreinen alle 5 s bei 436 nm (x 10 nm) angeregt. Die
Energietbertragung von CFP auf YFP wurde als Verhaltnis YFP- zu CFP-
Emission wiedergegeben. Das basale FRET-Signal wurde zunéachst fir bis
zu 10 min in der FRET-Anlage des Instituts fur Pharmakologie und
Toxikologie der Universitdt Wirzburg aufgezeichnet (Nikolaev 2004,
Nikolaev 2006). Anschlielend wurde ANP in einer finalen Konzentration
von 10 nM zugegeben und die Veranderungen des FRET-Signals

analysiert.
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2.12.2 Stimulation der GC-A an transfizierten HEK 293-Zellen in 24-
Loch-Platten

Serumfreies Medium wurde mit 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) in einer
Endkonzentration von 0,5 mM versetzt und im Brutschrank aquilibriert.
IBMX hemmt Phosphodiesterasen und unterbindet somit den Abbau von
cGMP. Das auf den HEK 293-Zellen befindliche serumhaltige Medium
wurde durch das IBMX-haltige Medium ersetzt und die Zellen fir 30 min im
Brutschrank (37 °C, 5 % CO; (v/v)) inkubiert. Zuvor verdinntes ANP wurde
in Endkonzentrationen von 0,1 nM bis 100 nM appliziert. Die Reaktion
wurde nach einer Inkubation von exakt 10 min unterbrochen. Hierzu wurde
das Medium zugig abgesaugt und 300 pul eiskalter Ethanol (70 %) zu den
Zellen gegeben. Die Platten wurden anschlieBend tber Nacht bei -80 °C
eingefroren. Nach Abdampfen des Ethanols im Wasserbad wurden die
Zellreste jeweils in 300 pl Natriumacetat (50 mM, pH 6,0) resuspendiert.
Der cGMP-Gehalt der Proben wurde mittels cGMP-RIA) nach etabliertem
Protokoll bestimmt (Hartmann 2008, Schréter 2010).

2.12.3 Quantifizierung der cGMP-Menge je Probe mittels cGMP-RIA

Der cGMP-RIA wurde dankenswerterweise von Frau Birgit Gal3ner und
Frau Alexandra Gazinski (beide Physiologisches Institut I, Universitéat
Wirzburg) im Radioaktivlabor der AG Kuhn durchgefiihrt. Die Methode
basiert auf der immunologischen Fallung von cGMP das an einen
zugegebenen Antikorper gegen cGMP gebunden ist. Zur Quantifizierung
der cGMP-Menge wird zu jeder Probe ein radioaktiv markiertes cGMP-
Analogon, der so genannte Tracer, hinzugegeben. Das cGMP Analogon
konkurriert mit dem in der Probe vorhandenen cGMP um den Antikorper.
Folglich wird in einer Probe mit sehr hoher cGMP-Konzentration sehr wenig
Tracer detektiert (in counts per minute, kurz: CPM) und umgekehrt. Uber
eine zuvor erstellte Standardkurve kann der Gehalt an cGMP in der Probe

ermittelt werden.
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2.13Real-Time quantitative RT-PCR

Im Tierversuch mit Angiotensin 1l wurde beobachtet, dass isolierte
Zellmembranen aus Lungengewebe, im Gegensatz zu den Kontrolltieren,
mit einer reduzierten cGMP-Antwort auf die Stimulation mit ANP (vgl.
Abbildung 51, Seite 139) reagieren (Hartmann 2008). Um zu testen
inwieweit alternatives SpleiRen hierbei eine Rolle spielen kdnnte, wurde
Real-Time quantitative-RT-PCR eingesetzt um den Gehalt an mRNA fur
GC-AALys  6in>>® und wt GC-A in murinem Gewebe von Kontrolltieren und
Angiotensin ll-behandelten Tieren zu ermitteln. Die Arbeiten fanden in
Zusammenarbeit mit Dr. Boris Skryabin am Institut fur Experimentelle
Pathologie der Universitat Minster statt. Die Quantifizierung der mRNA
wurde mit Hilfe eines LightCycler® 480 (Roche Applied Science) von Dr.
Boris Skryabin durchgefihrt (Potthast 2001). Hierzu wurden 20 pl
Reaktionsansatze (LightCycler® 480 Master Mix, Roche Applied Science,
Mannheim), unter Verwendung von 200 nM Primer und 100 nM FAM- oder
YAK-markierte TagMan Sonde (TIB, Molbiol, Berlin) verwendet. Zur
Quantifizierung der eingesetzten Proben wurde eine Standardkurve mit
bekannter DNA-Konzentration der Ziel-DNA angefertigt. Als Referenzgen
wurde Cytochrom C1 mRNA (Maus) quantifiziert und die erhaltenen
Mengen auf dieses Produkt normalisiert. Die Berechnung der Mengen
erfolgte auf Basis der eingesetzten Proben mit der Roche Applied Science
LightCycler® 480 Software unter Verwendung der absoluten

Quantifizierung/,Second Derivative Maximum®-Methode.

2.13.1 Isolierung von mRNA aus murinem Gewebe mittels TRIzol®

Zur Isolation von mRNA aus murinem Gewebe mit TRIzol® (Life
Technologies GmbH, Darmstadt) fiir die Analysen im LightCycler® 480
wurden zwischen 50 mg und 100 mg Gewebe bei Raumtemperatur mit 1 ml
TRIzol® homogenisiert. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform wurden die

Proben geschuttelt und etwa 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
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anschlieBende Zentrifugation (12.000 g x 15min, 4 °C) konnte die in der
oberen, wassrigen Phase enthaltenen RNA abgenommen und nach
Vorgaben des Hersteller aufgereinigt werden.

2.14Generierung von Plasmiden fur transgene Mauslinien

Das Plasmid mit dem Promoter fur die kardiomyozytenspezifische
Expression des Zielgens in Mausen (aMHC-Promoter, vgl. Tabelle 3, Seite
24) verfugt Uber eine Linkersequenz mit einer Sall- und einer Hindlll-
Schnittstelle. Da Hindlll die Plasmide pFLAG-GC-A und pFLAG-HA-TEV-
GC-A innerhalb der GC-A-kodierenden Sequenz an zwei Stellen schneidet,
war es fir die KlonierungsmalRnhahmen nicht geeignet. Um die kodierende
Sequenz fur die FLAG-getaggte GC-A und die FLAG-HA-TEV-getaggte
GC-A lber die Sall-Schnittstelle in das Plasmid paMHC zu bringen, musste
zunéchst die kodierende Sequenz fur das Protein FLAG-GC-A mit jewells
einer Sall-Schnittstelle umrahmt werden (d.h. Einfigen vor dem Start- und

nach dem Stopcodon).

2.14.1 Einfugen von Sall-Schnittstellen in pFLAG-GC-A mittels PCR

Die Sall-Schnittstellen wurden flankierend vor dem Start- und nach dem
Stopcodon der kodierenden Sequenz fur die FLAG-getaggte GC-A mittels
PCR eingefugt. Hierzu wurde ein 100 pl PCR-Ansatz (1 x PCR
Reaktionspuffer, 1 x Q-Solution, 0,2 mM dNTPs, 0,2 mM MgCl,, 2,5 U Tag-
Polymerase) hergestellt und 1 ng des Plasmids pFLAG-GC-A als Template
zugegeben. Der Forward-Primer Sall-GC-A forward (cgg tcg acc atg ccg
ggc tcc cga cg) sowie der Reverse-Primer Sall-GC-A reverse (cgg tcg act
cag cct cga gtg cta cat c) wurden in einer Endkonzentration von 0,25 uM
eingesetzt. Der PCR-Ansatz wurde im Thermocycler gemafd dem in Tabelle
20 aufgefuihrte PCR-Programm prozessiert.
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Tabelle 20: Programm des Thermocyclers fir die Generierung der Sall-Schnittstellen

Programmschritt Temperatur Zeit [s] Zyklen
Denaturierung (initial) 94 °C 180 1
Denaturierung 94 °C 60

Annealing 60 °C 60 25
Elongation 72 °C 180

Finale Elongation 72 °C 600 1
Cool Down 4°C 300 1

Das erhaltene PCR-Produkt wurde in einem 1 %igem DNA-Agarosegel
(w/v) aufgetragen und gemdal vorgaben des Hersteller mit dem
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits (Macherey-Nagel, Diiren)

extrahiert.

2.14.2 Zwischenschritt zur Sequenzierung

Um die Sequenz des aufgereinigten PCR-Produktes zu verifizieren und far
die weiteren Schritte amplifizieren zu kénnen, wurde der Vektor pCR®2.1-
TOPO® verwendet um das PCR-Produkt darin zu integrieren. Dabei handelt
es sich um ein kommerziell verfligbares linearisiertes Plasmid mit einzelnen
3-Thymidin (T) Uberhangen und gebundener Typ | Topoisomerase. Durch
die Desoxyribonukleotidyltransferaseaktivitdt der verwendeten Tag-
Polymerase erhédlt das PCR-Produkt einzelne Deoxyadenosin (A)
Uberhange am 3’-Ende. Uber diese komplementéren Nukleinsdauren kann
ein PCR-Produkt in den Vektor integriert werden. Der Ansatz wurde gemaf}
Vorgaben des Herstellers mit 10 ng des Plasmids pCR®2.1-TOPO® sowie
25 ng des aufgereinigten PCR-Produktes vorbereitet und fur 15 min bei 22
°C inkubiert.

Das resultierende Plasmid pCR®2.1-TOPO®-Sall-FLAG-GC-A-Sall wurde,
wie unter 2.3.1 (Seite 28) beschrieben, in Bakterien transformiert. Die
erhaltenen Bakterienkolonien wurden gepickt und einzelne Mini-
Praparationen (vgl. 2.3.2, Seite 29) angefertigt. Das praparierte Plasmid der

jeweiligen Kolonie wurde mit dem Restriktionsenzym Sall nach Vorgabe
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des Herstellers verdaut und in einem 0,75 %igem DNA-Agarosegel (w/v)
analysiert. Der geringe Agaroseanteil wurde gewahlt um die beiden fast
gleichgroRen Fragmente aus dem Riickgrat (pCR®2.1-TOPO®) und Insert
(Sall-FLAG-GC-A-Sall) sauber trennen zu konnen. Plasmide mit einem
positiven Insertsignal wurden sequenziert. Neben den Standardprimern fir
das Plasmid pCR®2.1-TOPO® (M13 Forward (-20) und M13 Reverse)
wurden zur Sequenzierung auch mehrere interne Primer zur Amplifizierung

der kodierenden Sequenz der FLAG-GC-A angegeben.

2.14.3 Generierung des Plasmids pCR®2.1-FLAG-HA-TEV-GC-A

Die Plasmide pCR®2.1-TOPO®-Sall-FLAG-GC-A-Sall sowie pPCMV5-FLAG-
HA-TEV-GC-A wurden gleichzeitig mit den Restriktionsenzymen MIul und
Apal verdaut und in einem 1 %igem DNA-Agarosegel (w/v) aufgetrennt.
Das Enzym Mlul schneidet in beiden Plasmiden die kodierende Sequenz
der FLAG-GC-A sowie der FLAG-HA-TEV-GC-A innerhalb des Plasmids
spezifisch nur einmal direkt hinter dem ATG (nach ca. 15 Basen). Im
Doppelverdau mit Apal wird ein etwa 500 Basenpaare grof3es Fragment in
beiden Ansatzen ausgeschnitten. Dieses Fragment enthalt in der Spur des
Plasmids pCR®2.1-TOPO®-Sall-FLAG-GC-A-Sall die kodierende Sequenz
fur die FLAG-Epitop-Region und in der Spur des Plasmids pCMV5-FLAG-
HA-TEV-GC-A die kodierende Sequenz fir die FLAG-HA-TEV-Epitop-
Region. Um nun pCR®2.1-TOPO®-Sall-FLAG-HA-TEV-GC-A-Sall zu
generieren, also eine kodierende Sequenz flir FLAG-HA-TEV-GC-A, die
flankierend vor dem Start- und nach dem Stopcodon Uber eine Sall-
Schnittstelle verfugt, wurden aus dem Ansatz mit dem verdauten Plasmid
pCR®2.1-TOPO®-Sall-FLAG-GC-A-Sall das etwa achttausend Basenpaare
umfassende Fragment aus dem DNA-Agarosegel ausgeschnitten und
aufgereinigt. Aus dem Verdauansatz fur das Plasmid pCMV5-FLAG-HA-
TEV-GC-A wurde das etwa 500 Basenpaare umfassende Fragment mit der

kodierenden Sequenz fir die modifizierte FLAG-HA-TEV-Epitop-Region
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ausgeschnitten und ebenfalls aufgereinigt. Beide Fragmente wurden im
Verhdltnis 1:3 unter Verwendung von T4-Ligase nach Vorgabe des
Herstellers in einem 20 pl-Ansatz bei 14 °C dber Nacht ligiert. Der
Ligationsansatz wurde im Vakuum eingeengt und vollstandig in Bakterien
transformiert. Aus den entstandenen Bakterienkolonien wurden Mini-
Praparationen (vgl. 2.3.2, Seite 29) angefertigt und unter Verwendung des
Standardprimers M13 Forward (-20) das Vorhandensein der kodierenden

Sequenz fur die FLAG-HA-TEV-Epitopregion verifiziert.

2.14.4 Generierung des Plasmids paMHC-FLAG-GC-A

Das Plasmid mit der fehlerfreien FLAG-GC-A-kodierenden
Nukleotidsequenz und den erforderlichen Sall-Schnittstellen wurde mit dem
Restriktionsenzym Sall verdaut. Ebenso wurde das Plasmid paMHC durch
den Restriktionsverdau mit Sall linearisiert. Das linearisierte Plasmid
paMHC (Ruckgrat) wurde zusatzlich mit Phosphatase behandelt, um die
Wabhrscheinlichkeit einer erneuten Ringbildung im weiteren Prozess zu
reduzieren. Ruckgrat und Insert wurde in einem 0,75 %igem DNA-
Agarosegel (w/v) aufgetrennt und unter UV-Licht ausgeschnitten. Die
Aufreinigung aus dem Gelfragment erfolgte mit dem Extraktionskit der
Firma Macherey-Nagel gemaR Anleitung des Herstellers. Das etwa 3,5 kb
grol3e DNA-Fragment ,Sall-FLAG-GC-A-Sall“ wurde mit dem linearisierten
Plasmid paMHC (Verhdltnis 5:1), 15 U Ligase und 1 x T4-Ligasepuffer
versetzt. Die Ligation erfolgte Uber Nacht bei 14 °C. Der Ligationsansatz
wurde im Vakuum eingeengt und vollstandig transformiert. Mit den
erhaltenen Bakterienkolonien wurden Mini-Praparation (vgl. 2.3.2, Seite 29)
angefertigt und je 1 pg des isolierten Plasmids mit dem Restriktionsenzym
Sall verdaut. Geméall dem Versuchsansatz wurde eine positive Ligation
durch das Auftauchen von Ruckgrat und Insert im DNA-Agarosegel
nachgewiesen. Die richtige Orientierung des Inserts im Plasmid wurde

durch Sequenzierung (Eurofins MWG GmbH, Ebersberg) mit zwei internen
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Primern der kodierenden Sequenz fir GC-A analysiert. Die gewahlten
Sequenzen lagen etwa 200 Basen hinter dem Startcodon bzw. 200 Basen
vor dem Stopcodon der kodierenden Sequenz fir das Protein GC-A.
Ausgehend von diesen Primern wurde jeweils in Richtung des paMHC-

Ruckgrats sequenziert.

2.14.5 Generierung des Plasmids paMHC-FLAG-HA-TEV-GC-A

Analog zur zuvor beschriebenen Generierung des Plasmids paMHC-FLAG-
GC-A wurde aus den Plasmiden pCR®2.1-TOPO®-Sall-FLAG-HA-TEV-GC-
A-Sall und paMHC das Plasmid paMHC-FLAG-HA-TEV-GC-A durch
Ligation erzeugt. Erhaltene Klone und Verifizierung der Orientierung
erfolgten analog dem unter 2.14.4 (Seite 60) beschriebenen Vorgehen.

2.14.6 Generierung transgener Mause durch Mikroinjektion in Oozyten

Von den Plasmiden paMHC-FLAG-GC-A und paMHC-FLAG-HA-TEV-GC-A
wurde jeweils eine Maxi-Praparation hergestellt (vgl. 2.3.3, Seite 29). Die
DNA der Maxi-Praparation wurde an Dr. Boris Skryabin (Institut far
Experimentelle Pathologie, Universitat Minster) gesendet. Dieser reinigte
die erhaltene DNA auf und verdaute diese mit dem Enzym Notl. Hierdurch
wurde das DNA-Fragment mit der Ampicillinresistenz entfernt und die
linearisierte  DNA mit dem aMHC-Promoter und der anhangigen
kodierenden Sequenz fur FLAG-GC-A bzw. FLAG-HA-TEV-GC-A konnte in
befruchtete Oozyten von Mausen (FVB/N-Stamm) injiziert werden. Die
resultierenden Embryonen wurden in die Eileiter von Ammentieren
Ubertragen (Kirchhefer 2005, Cho 2009). Nach der Geburt der Tiere wurden
diese mittels Southern Blot genotypisiert. Die hierfur erforderliche Sonde

wurde wie nachfolgend beschrieben bereitgestellt.

2.14.7 Amplifizieren einer Sonde fur den Southern Blot

Um transgene Founder identifizieren zu kénnen wurde mit Hilfe der Primer
rGC-A fwd1145 (tgc tct atg tcc agg cag tg) und rGC-A rev2625 (ctg gta aag
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caa ggc ctc ag) sowie 10 ng des Plasmids pFLAG-GC-A bzw. pFLAG-HA-
TEV-GC-A mittels PCR ein etwa 1.500 Basenpaare grol3es Fragment der
kodierenden Sequenz fur das Protein FLAG-GC-A bzw. FLAG-HA-TEV-
GC-A erzeugt. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes sowie die PCR-
Bedingungen sind unter 2.5.1.2 (Seite 35) aufgefuhrt. Die Primer wurden in
einer finalen Konzentration von 1 pM eingesetzt. Das erhaltene PCR-
Produkt wurde, wie unter 2.14.2 (Seite 58) beschrieben, fir jedes
Ausgangsplasmid in den Vektor pCR®2.1-TOPO® ligiert, in Bakterien
transformiert (vgl. 2.3.1, Seite 28) und Mini-Praparationen (vgl. 2.3.2, Seite
29) angefertigt. Die erfolgreiche Ligation wurde durch EcoRI/Xhol-
Doppelverdau und Analyse in einem 1 %igem DNA-Agarosegel (w/v)
nachgewiesen. Fur Plasmide mit einem positiven Restriktionsschema
wurden Sequenzierungen (Eurofins MWG GmbH, Ebersberg) mit den
Standardprimern M13 und T7 fiir das Plasmid pCR®2.1-TOPO® in Auftrag
gegeben. Von Plasmiden mit Gbereinstimmender kodierender Sequenz fir
den entsprechenden Abschnitt der FLAG-GC-A bzw. FLAG-HA-TEV-GC-A
wurden jeweils Midi-Praparationen angefertigt. Die erhaltenen Plasmide
wurden an Dr. Boris Skryabin (Institut fir Experimentelle Pathologie,
Universitdt Minster) gesendet. Dieser isolierte das DNA-Fragment durch
Doppelverdau mit den Enzymen EcoRI und Xhol aus dem Plasmid und
fertigte damit einen Southern Blot mit der genomischen DNA der

transgenen Tiere an.

2.15Genotypisierung der Mauslinien

Die fur das Transgen durch Southern Blot identifizierten positiven Founder
der jeweiligen Kolonie, wurden im Tierstall des Physiologischen Institutes
der Universitdt Wirzburg mit wildtypischen FVB/N verpaart und die
Nachkommen mittels PCR genotypisiert (Sabrane 2003, Sabrane 2005).
Die initiale Genotypisierung mittels Southern Blot wurde im Institut fur

Experimentelle Pathologie der Universitat Minster in der AG von Dr. Boris
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Skyrabin durchgefihrt. Die fur diese Tierlinie erforderliche Genotypisierung
mittels PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit durch Auswahl geeigneter
Primer und Reaktionsbedingungen in der AG Kuhn etabliert. Nachfolgend

werden die relevanten Schritte kurz beschrieben.

2.15.1 DNA Extraktion aus Mausschwéanzen

Schwanzbiopsien der Mause wurden mit 500 pl Verdau-Puffer (100 mM
Tris, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl, 0,2 % (w/v) SDS in RNAse/DNAse freiem
Wasser) und 2,5 pl Proteinase K (20 mg/ml) Gber Nacht bei 55 °C verdaut.
Nach Zugabe von 700 ul Phenol wurden die Proben gemischt und
zentrifugiert (13.000 g x 5 min, RT). Zu der oberen Phase mit der
genomischen DNA wurden 700 pl Chloroform gegeben und die Proben
zentrifugiert (13.000 g x 5 min, RT). Der Uberstand wurde zu 500 pl
Isopropanol gegeben, gemischt und die DNA mittels Zentrifugation (13.000
g x 3 min, RT) pelletiert. Das Pellet wurde mit 1 ml hochreinem Ethanol (80
%) gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 50 pl — 100 pl TE-Puffer (10
mM Tris, 200 mM EDTA in RNAse/DNAse freiem Wasser) resuspendiert.

2.15.2 PCR zur Identifizierung transgener Tiere

Sowohl fur die FLAG-GC-A-Kolonie als auch fur die FLAG-HA-TEV-GC-A-
Kolonie konnten die gleichen Primer und Bedingungen zur Genotypisierung
verwendet werden. Der Forwardprimer aMyHC fwd 200308 (aga gtt tga gtc
gac cat gc) beginnt am Ende des aMHC-Promoters und amplifiziert mit dem
Reverseprimer FLAG rev230807 (gcc agt gcg cgg tga ag) nur aus
genomischer DNA transgener Tiere ein DNA-Fragment, das im DNA-
Agarosegel detektiert werden kann. Zur Genotypisierung der Tiere wurde
ein 20 pl PCR-Ansatz vorbereitet (0,1 mM dNTPs, 0,15 mM MgCl,, 1 U
Tag-Polymerase), dem jeweils 1 uM des Forward- bzw. Reverseprimers
zugegeben wurde. Der PCR Reaktionspuffer sowie die Q-Solution wurden

nach Vorgaben des Herstellers eingesetzt. Zu jedem Reaktionsansatz
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wurde 1 pl der isolierten genomischen DNA hinzugefugt und dieser im
Thermocycler nach dem in Tabelle 21 aufgefiihrten Programm prozessiert.
Das erhaltene PCR-Produkt wurde in einem 1,5 %igem DNA-Agarosegel

(w/v) aufgetrennt.

Tabelle 21: PCR-Programm flr die Genotypisierung

Programmschritt Temperatur Zeit [s] Zyklen
Denaturierung (initial) 94 °C 120 1
Denaturierung 94 °C 30

Annealing 56 °C 30 29
Elongation 72 °C 60

Finale Elongation 72 °C 180 1
Cool Down 4°C 350 1

2.16 Charakterisierung der transgenen Mauslinien

2.16.1 Homogenisierung von murinem Gewebe

Die Organe der Mause wurden unter tiefer Inhalationsnarkose (3 %
Isofluran) entnommenen, in flissigem Stickstoff schockgefroren, grob
zerstof3en und im Mikro Dismembrator mit 200 pl Homogenisierungspuffer
(3,2 mM NaHCOs3, 12,5 % (w/v) SDS) pulverisiert. Alle Lésungen wurden
mit Proteaseinhibitoren (cOmplete mini, Roche Diagnostic, Mannheim)
versetzt. Das aus dem Mikro Dismembrator erhaltene Pulver wurde
anschlieBend mit 1 ml Homogenisierungspuffer fur etwa 30 min auf Eis
inkubiert, alle 5 min gevortext und zusatzlich zweimal mit der
Ultraschalllanzette behandelt. Nach Abzentrifugieren der unldslichen
Bestandteile (30.000 g x 30 min, 4 °C) wurde der Uberstand mit einer
Kanule (GroRRe: 24 G) geschert. Der Proteingehalt der Proben wurde
bestimmt und die Proben in Portionen & 75 pg bei -80 °C gelagert.
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2.16.2 Isolierung von Kardiomyozyten

Murine adulte Kardiomyozyten wurden dankenswerterweise von Frau
Katharina Vdlker (Institut fir Physiologie I, Universitdt Wirzburg) gemaf
dem Protokoll ,Isolation of Adult Mouse Cardiac Myocytes from 1 Heart"
(AfCS Procedure Protocol PP00000125, O’'Connell 2002) isoliert.

2.16.3 Fraktionierung von isolierten Kardiomyozyten

Zum Nachweis der membranstandigen Expression des Proteins FLAG-GC-
A in Kardiomyozyten transgener Mause wurden isolierte Kardiomyozyten
lysiert und in Zytosol-, Membran- und Kernfraktion aufgetrennt. Hierzu
wurden die kommerziell verfigbaren Puffer CF-Cyt (Zytosolfraktion) und
CF-NE (Kernfraktion) nach Angaben des Herstellers (nanoTools, Teningen)
verwendet. Die Membranfraktion wurde im Puffer CF-Mem (vgl. Tabelle 22)
aufgenommen. Zu allen Puffern wurden Proteaseinhibitoren (cOmplete

mini, Roche Diagnostic, Mannheim) frisch zugesetzt.

Frisch praparierte Kardiomyozyten wurden zentrifugiert (300 g x 5 min, 4
°C) und das Zellpellet in insgesamt 225 pl CF-Cyt-Puffer resuspendiert.
Nach Inkubation fir 15 min (RT) wurden die Zellfragmente abzentrifugiert
(1.000 g x 5 min, 4 °C) und der Uberstand mit der Zytosolfraktion aserviert.
Um die Membranfraktion zu gewinnen wurde das Pellet in 375 pl CF-Mem-
Puffer resuspendiert und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zentrifugation (2.000 g x 5min, RT) wurde der Uberstand mit der
Membranfraktion aserviert. Das verbleibende Pellet wurde schlie3lich in
160 pl CF-NE-Puffer resuspendiert und fur 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Kernfraktion wurde nach Zentrifugation (12.000 g x 5min, RT)
aserviert. Von allen Fraktionen wurden Aliquots fur Proteinbestimmung und

Western Blots getrennt aufbewahrt.
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Tabelle 22: Zusammensetzung des CF-Mem-Puffers

Komponente Konzentration
Tris-HCI, pH 7,5 20 mM
NacCl 150 mM
Na,EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Triton X-100 1% (viv)
Natriumpyrophosphat 2,5 mM
NaszVO4 1 mM

2.16.4 Immunpréazipitation an Kardiomyozyten transgener Tiere

Kardiomyozyten von zwei transgenen Mausen der FLAG-HA-TEV-GC-A
Kolonie wurden wie zuvor unter 2.16.2 (Seite 65) beschrieben isoliert und
fraktioniert (vgl. 2.16.3, Seite 65). Fur die IP wurden die Membranfraktionen
gepoolt und fur 1 h bei 4 °C mit 75 pl Protein A Agarose inkubiert um die
unspezifische Bindung von Proteinen an die Agarose zu beseitigen. Nach
Zentrifugation (2.000 g x 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand auf die zuvor
mit BSA (10 mg/ml BSA in PBS, 20 min, 4 °C) abgesattigten Agarosebeads
mit dem gekoppelten anti-HA-Antikorper gegeben. Die Inkubation mit der
anti-HA-Agarose erfolgte fir 4 h bei 4 °C und unter leichter Rotation. Die
Protein A-Agarose (Praabsorption) wurde mit 150 pl Laemmli-Puffer (3-
fach) versetzt und bei 72 °C fur 10 min gekocht um die unspezifische
Bindung von FLAG-HA-TEV-GC-A an die Agarose im Western Blot
Uberprufen zu kdénnen. Die anti-HA-Agarose wurde dreimal mit 500 pl CF-
Mem-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte mittels pH-shift in einer
Lésung aus 0,1 M Glycin und HCI (pH 2,5). Der Uberstand mit der Elution
wurde in ein neues Gefald Uberfuhrt und mit einem Neutralisationspuffer
(0,5 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, pH 9,5) neutralisiert (pH 7,0). Dieser
Elutionsschritt wurde zweimal jeweils fir 10 min bei Raumtemperatur
ausgefuhrt. Zu 1 ml Elutionspuffer wurden 91,33 pl Neutralisationspuffer

gegeben. Die Methode des pH-shifts wurde gewahlt, da die enzymatische
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Trennung des Prazipitats mit Hilfe der TEV-Protease zu diesem Zeitpunkt

noch nicht zufriedenstellend etabliert war (vgl. 3.2.2, Seite 90).

2.16.5 Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit ANP

Nach Praparation adulter Kardiomyozyten (vgl. 2.16.2, Seite 65) wurden 20
pl der Zellsuspension tberfuhrt um die Zellzahl zu bestimmen. Wahrend
des Zahlvorgangs konnten sich die Kardiomyozyten fir 30 min absetzen.
Der Uberstand mit toten Zellen und Zelltrimmern wurde abgenommen und
das Pellet in 2 ml ,Myocyte stopping buffer 2“ (AfCS Solution Protocol
PS00000450, Kachura 2002) mit 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX) (final: 1
mM) resuspendiert. Je 250 pl der Zellsuspension wurden auf
ReaktionsgefaRe verteilt und mit IBMX fur 15 min inkubiert. Ein
ReaktionsgefaR mit Kardiomyozyten wurde zur Proteinbestimmung

verwendet.

Zu je 250 pl Zellsuspension wurde ANP in einer finalen Konzentration von
10 nM und 100 nM gegeben und fur 10 min inkubiert. Durch die Zugabe
von 550 ul Ethanol (100 %, -20 °C) wurde die Stimulation gestoppt und die
Reaktionsansatze tber Nacht bei -80 °C gelagert. Am Folgetag wurden die
Zelltrimmer abzentrifugiert (16.000 g x 5 min, 4 °C) und der Uberstand im
Vakuum getrocknet.

Fur den cGMP-RIA wurde der getrocknete Uberstand anschlieBend in 250
ul einer 50 mM Natriumacetat-Losung resuspendiert. Davon wurden 150 pl
acetyliert und 2 x 50 pl in den cGMP-RIA gegeben (vgl. 2.12.3, Seite 55).

2.17Behandlung von Tieren mit Angiotensin |l Uber
osmotische Minipumpen

Die Behandlung von Tieren mit Angiotensin Il iber osmotische Minipumpen

erfolgte sowohl im ersten als auch im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit

und wurde von der Regierung von Unterfranken genehmigt (Aktenzeichen:
55.2-2531.01-72/09). Fur alle Versuche mit osmotischen Minipumpen
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wurden nur mannliche Tiere (etwa 10 — 12 Wochen alt) ausgewahlt um
maogliche Varianzen aufgrund geschlechtsspezifischer Unterschiede
innerhalb der jeweiligen Gruppe auszuschliel3en.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob das alternative
Spleilen eine Rolle bei der Angiotensin Il-induzierten negativen
Regulierung des NP/GC-A-Systems durch Angiotensin Il spielt. Hierzu
wurden die Tiere (C57BL/6) Uber einen Zeitraum von 7 Tagen mit 300
ng/kg/min Angiotensin Il Uber osmotische Minipumpen (Model 2002, Fa.
Alzet, Charles River, Sulzfeld) behandelt.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Behandlung von Tieren
mit Angiotensin Il durchgefuhrt, um die Frage zu klaren, ob die transgenen
Tiere durch die kardiomyozytenspezifische Uberexpression der GC-A
gegen Angiotensin ll-induzierte Herzhypertrophie und Fibrose geschitzt
sind. Hierzu wurden Tiere der FLAG-GC-A-Kolonie ausgewahlt. Fur die
Applikation von Angiotensin Il (300 ng/kg/min oder 1.000 ng/kg/min) Uber
eine Dauer von 14 Tagen wurden osmotische Minipumpen (Model 2002,

Fa. Alzet, Charles River, Sulzfeld) verwendet.

2.17.1 Vorbereitung und Aktivierung der Minipumpen

Die Pumpen wurden nach den Angaben des Herstellers mit der
erforderlichen Menge an Angiotensin Il gefillt und tber Nacht in einer

sterilen 0,9 %igen NaCl-Lésung bei 37 °C aktiviert.

2.17.2 Implantation der Pumpen

Die Implantation der osmotischen Minipumpen wurde dankenswerterweise
von Frau Katharina Volker (Institut fir Physiologie I, Universitat Wrzburg)
vorgenommen. Das jeweilige Tier wurde mit 2 % Isofluran (Abbott,
Ludwigshafen) betaubt und mit dem Bauch nach unten auf einer
Warmeplatte (37 °C) fixiert. Der Operationsbereich wurde am Rucken

enthaart, desinfiziert und durch einen medialen Schnitt eréffnet. Entlang der
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Wirbelsaule wurde Uber diesen Schnitt unter der Haut ein Kanal in Richtung
Kopf freigelegt. Die zuvor aktivierte osmotische Minipumpe wurde in diese
subkutane Tasche geschoben und der Hautschnitt mit einem Faden
(Prolene 7-0, Ethicon, Norderstedt) verschlossen. Die Nahtstelle wurde mit
Bepanthen®-Creme versorgt und das Tier anschlieBend in einem
Einzelkafig unter eine Warmelampe gelegt. Die Warmelampe wurde
entfernt sobald das Tier wieder vollstdandig wach und mobil war. Der
Hautschnitt und der Sitz der Pumpe wurden mehrmals taglich kontrolliert.
Kontrolltiere wurden ebenfalls operiert ohne jedoch eine Pumpe

einzusetzen.

2.17.3 Blutdruckmessung an den Versuchstieren

Der Blutdruck der Versuchstiere aus der FLAG-GC-A-Kolonie wurde nicht
invasiv mittels Schwanzplethysmographie ermittelt. Bereits vor Beginn der
Messungen wurden die ausgewéhlten Tiere an die Versuchsapparatur
gewohnt. Die Apparatur bestand aus einer RoOhre und zugehdriger
Warmevorrichtung, in der die Maus bei 32 °C fixiert werden konnte.
Anschliel3end wurde die Blutdruckmanschette um den Schwanz der Maus
gelegt. Die Messungen erfolgten an funf aufeinanderfolgenden Tagen fur
maximal 15 min jeweils zur gleichen Tageszeit. Die Werte wurden sowohl
vor als auch nach Implantation von osmotischen Minipumpen erfasst. Die
Aufzeichnung der Parameter erfolgte nach einer  3-tagigen

Gewohnungsphase.

2.17.4 Beendigung der Versuchsreihen

Nach der vorgesehenen Behandlungsdauer von 7 bzw. 14 Tagen wurden
die Organe der Tiere unter tiefer Inhalationsnarkose (3 % Isofluran) zigig
entfernt. Das Herz wurde in Krebs-Henseleit-Lésung (113 mM NacCl, 4,8
mM KCI, 1,3 mM MgCl; x 6 H,0, 1,2 mM KH,PO,4, 25 mM NaHCO3, 2,5 mM
CaCly, 5,7 mM Glukose) uberfuhrt und das Gesamtgewicht (HG) sowie das
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Gewicht von linkem (LV) und rechten Ventrikel (RV) notiert. Fir
morphometrische und histologische Untersuchungen wurden
Gewebeproben von linkem und rechtem Ventrikel in Formalin (4 %) fixiert.
Neben dem Herz wurden auch Lunge, Nieren, teile der Leber sowie die
Milz entnommen. Alle Proben wurden anschliel3end in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.17.5 Extraktion von cGMP aus murinem Gewebe

Die tiefgefrorenen linken Ventrikel der FLAG-GC-A-Mause aus der
Angiotensin Il Studie wurden im Mikro Dismembrator homogenisiert (vgl.
2.16.1, Seite 64). Ein Teil des Homogenates wurde in eiskalten Ethanol (70
%) Uberflhrt und fir 30 min auf Eis inkubiert und mit der Ultraschalllanze
bearbeitet. Die Proben wurden zentrifugiert (12.000 g x 10 min, 4 °C) und je
250 pl des Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR uberfuhrt. Das Pellet
wurde zur Proteinbestimmung verwendet. Der Uberstand wurde im Vakuum
eingeengt, in 300 pl Natriumacetat (pH 6,0) aufgenommen und im cGMP-
RIA eingesetzt. Der cGMP-Gehalt jeder Probe wurde auf die zuvor

ermittelte Proteinmenge normiert.

2.17.6 Histologie und Morphometrie

Zur Erfassung moglicher Unterschiede zwischen transgenen und
wildtypischen Tieren in der Entwicklung einer Angiotensin ll-induzierten
Herzhypertrophie wurden die Durchmesser der Kardiomyozyten von Tieren
aus der Kontroll- und Angiotensin II-Gruppe erfasst. Hierzu wurden die
zuvor von transgenen und wildtypischen Tieren in Formalin (4 %) fixierten
Proben in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hideo Baba (Institut far
Pathologie und Neuropathologie, Universitatsklinikum Essen) in Paraffin
eingebettet und geschnitten. Um fir die Vermessung der
Kardiomyozytendurchmesser die lipidreichen Zellmembranen und den

Zellkern gut darzustellen wurden die Schnitte mittels PAS-Reaktion gefarbt
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(Klaiber 2010). Das Material aus dem linken Ventrikel wurde von Alexandra
Gazinski in einer als Blindstudie angelegten Auswertung analysiert. Hierzu
wurden zunachst unter dem Mikroskop, bei zwanzigfacher Vergrol3erung
mit einer aufgesetzten Farbkamera, Bilder der gefarbten Kardiomyozyten
aufgenommen und mit der cell®M Software (Olympus Europe, Hamburg)
ausgewertet. Der Durchmesser der Kardiomyozyten aus den linken
Ventrikeln wurde auf H6he des Zellkerns erfasst (Holtwick 2002).

2.18 Echokardiographie

Einen Tag vor und 2 Wochen nach Implantation der osmotischen
Minipumpen (1.000 ng/kg/min Ang II) wurden die Versuchstiere der FLAG-
GC-A-Kolonie dankenswerterweise von Frau Barbara Bayer (AG Prof. Dr.
S. Frantz, Medizinische Klinik und Poliklinik 1, Universitat Wurzburg)
untersucht. Fur die transthorakale Echokardiographie wurden die Tiere
unter leichter Inhalationsnarkose (2 % Isofluran) in Ruckenlage mit einem
Klebeband auf einer Warmeplatte fixiert und der linken Ventrikel
parasternal (PA) mittels zweidimensionaler Bildgebung vermessen. Die
enddiastolische (EDD) und der endsystolische (ESD) Durchmesser der
linken Ventrikelkammer erfasst und anhand der Formel

(EDD - ESD) / EDD
die fraktionelle Verkirzung (FS, engl. Fractional Shortening) errechnet
(Tanaka 1996, Frantz 2004, Grau 2009, Frantz 2013). Ebenso wurde auf
dieser Ebene die enddiastolische Wanddicke der Vorder- (EDVW) und
Hinterwand (EDPW) dokumentiert.

2.19 Datenauswertung und Darstellung der Ergebnisse

Die Erfassung und Auswertung sowie statistische Bewertung der Daten
erfolgte in Microsoft Excel™. Mit dieser Software wurden die Mittelwerte
(MW) und Standardabweichungen (SD) berechnet. Strichmarkierungen
innerhalb der im Ergebnisteil eingebetteten Diagramme kennzeichnen die
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Standardabweichung des Mittelwertes. Die Daten der FRET-Messungen
wurden mittels Origin (Origin Lab Corporation, Northampton, USA)
auswertet. Die graphische Aufbereitung der Ergebnisse erfolgte mittels
SigmaPlot (Systat Software, Erkrath) sowie Origin. Zur Bewertung der
erhaltenen Daten bei Vergleich von mindestens zwei Gruppen wurde der
ungepaarte t-Test in Microsoft Excel™ herangezogen. Fur alle Ergebnisse
des t-Tests wurde ein Wert von kleiner 0,05 (p < 0,05) als statistisch

signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung einer Isoform des GC-A-Rezeptors
(GC'AALy3314-GIn330)

3.1.1 GC-AALs™6n®® wird translatiert und als membranstandiges

Protein exprimiert

Im Rahmen des ersten Teils der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde die
Isoform des GC-A-Rezeptors (GC-AAL s> * ¢in>>%) untersucht. Dieser Isoform
des GC-A-Rezeptors fehlen 17 Aminoséduren in der extrazellularen
Doméne. Aufgrund dessen wurde zunachst tUberprift, ob die Isoform GC-
AALs Y 6n®®®,  ebenso  wie der wildtypische GC-A-Rezeptor, als
Transmembranprotein in transient transfizierten HEK 293-Zellen exprimiert
wird. Um dies zu Uberprifen wurden in zwei unabhangigen Experimenten
HEK 293-Zellen mittels FUGENE®6 Transfektionsreagenz transient mit dem
Plasmid pGC-A wt oder pGC-AA > cn®® transfiziert. Nach 2 Tagen
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur 30 min mit NHS-LC-Biotin
(Perbio Science, Bonn) inkubiert um die Oberflachenproteine zu
biotinylieren. Die Zellen wurden geerntet, aufgebrochen und die
biotinylierten Oberflachenproteine mittels Avidin-Agarose prazipitiert.
Sowohl das Zelllysat als auch das Eluat aus dieser Immunprazipitation (IP)
mit Avidin-Agarose wurden auf ein 7,5 %iges SDS-Gel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Zum Nachweis der Proteine wurde ein
Antikorper gegen GC-A (vgl. Tabelle 14, Seite 44) verwendet. Abbildung 10
zeigt, dass sowohl GC-A wt als auch GC-AALs>* 6> gleichermaRen an
der Oberflache der transient transfizierten HEK 293-Zellen prasentiert
werden. Die Auswertung der Bandenintensitat zeigte, dass das Verhaltnis
von biotinyliertem GC-A-Protein zur Menge an GC-A-Protein im Zelllysat fur

die untersuchten Rezeptorisoformen annahernd gleich ist.
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Abbildung 10: Western Blot nach Oberflachenbiotinylierung und Aufreinigung
biotinylierter Proteine mit Avidin-Agarose sowie Densiometrie

HEK 293-Zellen wurden transient mit dem Plasmid pGC-A wt oder pGC-AA " o>
transfiziert und die Oberflachenproteine anschliel3en biotinyliert. In einem 7,5 %igem SDS-
Gel wurden (A) 20 ug Proteinextrakt (Zelllysat) und (B) 30 ul der Elution nach Préazipitation
biotinylierter Oberflachenproteine mit Avidin-Agarose aufgetragen. Beide Proben wurden
mit einem Antikorper analysiert, der gegen den C-Terminus der GC-A gerichtet ist. Der
Western Blot zeigte, dass beide GC-A-Rezeptoren exprimiert und biotinyliert werden. Sie
werden somit an der Oberflache von transient transfizierten HEK 293-Zellen prasentiert.
(C) Die densiometrische Auswertung der Banden von Gesamtlysat (A) und Eluat (B)
zeigte, dass das Verhdltnis von biotinylierter GC-A zur Menge der GC-A im Gesamtlysat
annéhernd gleich ist. Das Fehlen der 17 Aminosauren in der extrazellularen Doméane
scheint daher keinen Einfluss auf die Oberflachenexpression der Isoform GC-AA s> ¢
zu haben.
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Erganzend Zu den Biotinylierungsexperimenten wurden
dankenswerterweise von Juliane Schroter (Institut fur Physiologie |,
Universitdt ~ Wirzburg)  Zellfraktionierungsversuche an  transient
transfizierten HEK 293-Zellen durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigen, dass
sowohl die Isoform der GC-A als auch der wildtypische GC-A-Rezeptor
gleichermalRen und Uberwiegend in der Membranfraktion transfizierter
Zellen lokalisiert ist (vgl. Abbildung 11, Seite 76). Ein deutlich geringerer
Anteil beider Rezeptoren wurde auch in der Zytosolfraktion dieser Zellen
nachgewiesen. Dies ist moglicherweise auf die kiinstliche Uberexpression
zuriick zu fuhren. Durch diese Experimente kann somit ausgeschlossen
werden, dass die Deletion der Aminosauren Lys®*'* bis GIn**° einen Einfluss
auf die Expression der Isoform GC-AA>cn®® sowie dessen

Membranlokalisation haben (Hartmann 2008).
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Abbildung 11: Zellfraktionierung an transient transfizierten HEK 293-Zellen zur
Uberprifung der membranstandigen Expression von GC-A und GC-AA*" ¢n*%°
(Hartmann 2008).

HEK 293-Zellen wurden transient mit den Plasmiden pGC-A wt oder pGC-AA > ain
transfiziert, lysiert und in Zytosol-, Membran- und Kernfraktion aufgeteilt. Die Fraktionen
wurden im Western Blot mit einem Antikdrper gegen GC-A analysiert. Zur
Charakterisierung der Zytosolfraktion wurde ein Antikérper gegen die zytosolischen
Proteine ERK 1/2 und fiir die Membranfraktion ein Antikérper gegen das membranstandige
Protein Plasmamembran-Kalzium-ATPase (PMCA) verwendet. Das Ergebnis dieses
Experimentes zeigt, dass sowohl GC-A wt, als auch die Isoform GC-AA " gn>>°
vornehmlich in der Zellmembran lokalisiert sind. Diese Experimente wurden von Juliane

Schroter (Institut fir Physiologie I, Universitat Wirzburg) durchgefihrt.

330

3.1.2 Stimulierbarkeit der Isoform GC-AALys>* i ®* mit ANP

Da durch die Biotinylierungsexperimente nachgewiesen werden konnte,
dass GC-AALin®*® an der Zellmembran von transient transfizierten
HEK 293-Zellen lokalisiert ist, wurde im nachsten Schritt untersucht, ob die
Isoform GC-AALys> 6in>>° mit ANP zur Bildung von cGMP stimuliert werden
kann. Hierzu  wurden Forster-Resonanzenergietransfer  (FRET)
Experimente durchgefihrt und der intrazellulare Anstieg der cGMP-
Konzentration mittels eines Sensors fur cGMP in Echtzeit visualisiert und

das Signal gemessen. Erganzend wurden Zellen in 24-Loch-Platten mit

76



Ergebnisse

ANP stimuliert und anschlieBend die Menge an gebildetem cGMP im

cGMP-Radioimmunassay (cGMP-RIA) quantifiziert.
3.1.2.1 Analyse der ANP-vermittelten Bildung von cGMP mittels FRET

Fur FRET-Experimente wurden HEK 293-Zellen mit dem Plasmid fir den
cGMP-Sensor (pGES-DE2) und dem Plasmid pGC-A wt oder pGC-AALys>™.
o> kotransfiziert. Am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der
Universitat Wirzburg wurde das FRET-Signal (YFP/CFP) basal, sowie
nach extrazellularer Applikation von 10 nM ANP, aufgezeichnet. Die
intrazellulare Bildung von cGMP konnte Uber diese Methode an einzelnen
Zellen in Echtzeit gemessen werden (vgl. Abbildung 12 A, Seite 78). Die
Auswertung der FRET-Signale (vgl. Abbildung 12 B, Seite 78) zeigte, dass
HEK 293-Zellen, die den wildtypischen GC-A-Rezeptor und den Sensor fir
cGMP koexprimieren, nach Zugabe von 10 nM ANP einen schnellen und
anhaltenden Anstieg des FRET-Signals aufweisen. Extrazellular
appliziertes ANP fuhrt somit in diesen Zellen zur intrazellularen Bildung von
cGMP. Im Vergleich dazu zeigen die Messungen an HEK 293-Zellen,
welche die Isoform GC-AAs*** 6> und den cGMP-Sensor koexprimieren,

keine Anderung des FRET-Signals.
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Abbildung 12: FRET-Experimente an transient transfizierten HEK 293-Zellen zur
Uberpriifung der ANP-vermittelten cGMP-Bildung.

(A) Ratiometrische Aufnahmen einzelner, transient transfizierter HEK 293-Zellen vor und 5
min nach Stimulation mit 10 nM ANP. (B) Reprasentative Aufzeichnungen der FRET-
Signale von einzelnen HEK 293-Zellen, die den Sensor fur cGMP und entweder den
wildtypischen GC-A-Rezeptor oder die Mutante GC-AA > g transient exprimieren.
Die Ergebnisse zeigen, dass HEK 293-Zellen, die GC-AA > ¢in>>° exprimieren mit 10 nM
ANP nicht zur intrazellularen Bildung von cGMP stimuliert werden kdnnen.

Die Auswertung mehrerer Versuchsreihen (n = 6) zeigt, dass nur HEK 293-
Zellen, die den Sensor fiur cGMP und den wildtypischen GC-A-Rezeptor

koexprimieren mit einem Anstieg des FRET-Signals (dargestellt als
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Verhéltnis YFP/CFP) reagieren. Dies konnte bei keiner der analysierten
HEK 293-Zellen, die GC-AA s> 6> und den Sensor fiir cGMP transient
koexprimieren, nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 13). Diese
Experimente lassen den Schluss zu, dass die Rezeptor-Mutante GC-

AALys M 61> inaktiv ist.

0,30
0,25 [
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00 [ .

[ 1 GC-Awt(n=6)
B GC-AA*" 5,3 (n=6)

AVerhaltnis YFP / CFP

Abbildung 13: Zusammenfassung der FRET-Experimente an transient transfizierten
HEK 293-Zellen.

Die Auswertung mehrerer Messungen (n = 6) an transient transfizierten HEK 293-Zellen,
die mit dem Sensor fir cGMP und dem wildtypischen GC-A-Rezeptor oder GC-AALy53l4_
an? kotransfiziert wurden, zeigen, dass GC-AA s> a2, im Vergleich zum wildtypischen
GC-A-Rezeptor, mit 10 nM ANP nicht zur intrazellularen Bildung von cGMP stimuliert
werden kann.

3.1.2.2 ANP-Stimulation und Quantifizierung des gebildeten cGMPs
mittels cGMP-RIA

Um die Ergebnisse der FRET-Experimente zu bestétigen, wurde die unter
ANP-Stimulation gebildete Menge an cGMP in transient mit dem Plasmid
PGC-A wt oder pGC-AALen®® transfizierten HEK 293-Zellen
quantifiziert. Die Expression des jeweiligen GC-A-Rezeptors wurde im
Western Blot mit einem Antikdrper gegen GC-A (vgl. Tabelle 14, Seite 44)
nachgewiesen. Wie in nachfolgender Abbildung 14 (Einschub) dargestellt,
ist die im Western Blot analysierte Expression von GC-A wt mit der von
GC-AAL 6in>° vergleichbar. Jedoch gibt es zwischen den beiden GC-A-

Isoformen deutliche Unterschiede in der im cGMP-RIA ermittelten Menge
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an cGMP. Wahrend HEK 293-Zellen, die transient den wildtypischen GC-A-
Rezeptor exprimieren, nach Applikation von ANP in Konzentrationen von
0,1 nM bis 100 nM einen konzentrationsabhangigen Anstieg des
gemessenen cGMPs aufweisen, zeigten Zellen, die GC-AALs ™ gn>

exprimieren, keine Reaktion.

MW

[kDa]

PO smmem  oGCA

50.000 95 —
S 40.000 1 o-
2
>~ 30.000
£
£ 20.000 1
=
5 10.000 |
(&]
0 1 @ L o

Vehikel 0,1 1 10 100 nM
[ANP]

—O— GC-Awt
—@— GC-AA 14 330

Abbilglamg%%m Aktivitat des wildtypischen GC-A-Rezeptors und der Isoform GC-
AALys -Gln -

Ermittelte Menge an cGMP (n = 4) nach Stimulation mit der angegebenen Konzentration
an ANP Uber 10 min. Die HEK 293-Zellen wurden transient mit dem Plasmid fir GC-A wt
bzw. GC-AAs™ > transfiziert und intrazellular gebildetes cGMP im cGMP-RIA
gemessen. Der Nachweis in etwa gleicher Proteinmengen fir GC-A wt und die Isoform
wurde mittels eines Antikorpers gegen GC-A (Einschub) im Western Blot nachgewiesen.
Nur der wildtypische GC-A-Rezeptor bildet durch Stimulation mit ANP
konzentrationsabhangige Mengen an cGMP. Dieser Effekt konnte fir die Isoform GC-
AALs M o nicht beobachtet werden.

3.1.2.3 Die Mutation zu GC-AALys 6> filhrt zum Verlust der ANP-
Bindungsfahigkeit

Mittels Biotinylierungsexperimenten an transient transfizierten HEK 293-

Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die Isoform GC-AALys>* > an
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der Zelloberflache prasentiert wird (vgl. 3.1.1, Seite 73). Jedoch zeigten die
Stimulationsexperimente mit dem Liganden ANP keine intrazellulare cGMP-
Bildung. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde Uberprift, ob das Fehlen von
17 Aminosauren in der extrazellularen Doméne die Bindung des Liganden
ANP an diese Domane negativ beeinflusst. Hierzu wurden in der AG Kuhn
330

ANP-Bindungsassays an transient mit pGC-A wt oder pGC-AA,** ain
transfizierten HEK 293-Zellen durchgefihrt.
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Abbildung 15: Bindung von ANP an den wildtypischen GC-A-Rezeptor und an die
Isoform GC-AALy5314.G|n33O (Hartmann 2008).

HEK 293-Zellen wurden transient mit dem Plasmid fur GC-A wt oder GC-AAL" g’
transfiziert und nachfolgend mit '*I-ANP, in Anwesenheit der angegebenen
Konzentrationen von nicht markiertem ANP, inkubiert. Die Menge an gebundenem |-
ANP wurde mit einem y-Counter quantifiziert (n = 4). Die Bindung von '*°I-ANP an den
wildtypischen GC-A-Rezeptor, in Abwesenheit von nicht markiertem ANP, wurde als 100
% gesetzt. Die spezifische Aktivitat von **°I-ANP lag bei 904 Ci/mmol.

Das Ergebnis dieser Bindungsstudien (vgl. Abbildung 15) zeigt, dass das
Protein GC-AALys> ™ ¢in > nicht in der Lage ist ANP zu binden und somit die
katalytische Zyklasedoméane uber diesen Weg auch nicht aktiviert werden
kann (Hartmann 2008).
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3.1.3 Der wildtypische GC-A-Rezeptor und die Mutante GC-AALys>™.

ain2 bilden Heterodimere

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war die Untersuchung
inaktivierender posttranslationaler Modifikationen des GC-A-Rezeptors. Im
Zuge der Charakterisierung der Isoform GC-AALys ™ ain>>C konnte durch die
zuvor geschilderten Ergebnisse gezeigt werden, dass dieses Protein zwar
an der Oberflache von transient transfizierten HEK 293-Zellen exprimiert
wird, jedoch nicht in der Lage ist den Liganden ANP zu binden. Da der
Isoform lediglich 17 Aminosauren in der extrazellularen Doméne fehlen und
somit keine strukturellen  Auswirkungen auf die intrazellulare
Dimerisierungsdomane vermutet wurden, erfolgte im nachsten Schritt die
Analyse, ob der wildtypische GC-A-Rezeptor mit der Isoform GC-AALyS314_
o> Heterodimere bilden kann. Da sich der wildtypische Rezeptor (~130
kDa) und die Isoform GC-AA > cn®® (~128 kDa) nur in wenigen
Aminosauren unterscheiden, war ein spezifischer Nachweis nach
elektrophoretischer Auftrennung im SDS-Gel mit einem Antikorper gegen
GC-A nicht realisierbar. Um diese eindeutige Unterscheidung zwischen
dem wildtypischen GC-A-Rezeptor und der Isoform GC-AALys ™ gin >
herbeifiihren zZu kénnen, wurde far die geplanten
Koimmunprazipitationsexperimente, im Rahmen der vorliegenden Arbeit,
das Plasmid pHA-GC-AA. s> cin®® generiert. Diesem Plasmid wurde,
analog zum Plasmid pFLAG-GC-A (Chinkers 1989), mittels PCR-
Mutagenese (vgl. 2.5.1, Seite 33 sowie 2.5.2, Seite 38) unmittelbar hinter
dem Signalpeptid die kodierende Sequenz fir ein HA-tag eingeflugt.

Die Hypothese der Bildung von Heterodimeren des FLAG-Epitop-
getaggten, wildtpyischen GC-A-Rezeptors mit der HA-Epitop-getaggten
Isoform GC-AALys ™ gin° wurde im Rahmen von
Koimmunprézipitationsversuchen tberprift. Hierzu wurden HEK 293-Zellen
mittels FUGENE®  Transfektionsreagenz  transient transfiziert.
Transfektionsansatz 1 (Trl) enthielt die Plasmide pFLAG-GC-A und
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pcDNA3, Transfektionsansatz 2 (Tr2) die Plasmide pFLAG-GC-A und pHA-
GC-AALys ™ 6in>>® und Transfektionsansatz 3 (Tr3) die Plasmide pHA-GC-
AALs Y 6n®®® und pcDNA3. Es wurde in allen Reaktionsansatzen eine
anndhernd gleiche Anzahl von Zellen mit der gleichen Menge an cDNA
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit IP-Puffer (vgl. 2.11.1, Seite 50)
lysiert und das Zelllysat fur die Immunprazipitation mit anti-FLAG-M2-
Agarosebeads (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet. Das Zelllysat sowie
das Eluat der IP wurden in einem 7,5 %igem SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Im Zelllysat wurden die Zielproteine (FLAG-GC-A, HA-GC-
AALys M 61n>*%) mit einem Antikorper gegen GC-A, das FLAG- sowie das HA-
Epitop nachgewiesen. Der Nachweis der Proteine FLAG-GC-A und HA-GC-
AALs* 6n®*° nach IP in den gekochten Agarosebeads erfolgte mit einem
Antikorper gegen das FLAG- sowie gegen das HA-Epitop. Mit dem in
Abbildung 16 dargestelltem Ergebnis der Koimmunprézipitation wurde der
Nachweis erbracht, dass der wildtypische GC-A-Rezeptor und die Isoform

GC-AAL™ 6in>>° Heterodimere bilden koénnen.
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Abbildung 16: Koimmunprazipitation von FLAG-GC-A und HA-GC-AA ™" >
HEK 293-Zellen wurden wie dargestellt transient mit den Plasmiden pFLAG-GC-A, pHA-
GC-AAL e oder pcDNA3  kotransfiziert. An den Zelllysaten der drei
Transfektionsansatze (Trl, Tr2, Tr3) wurde nachfolgend eine Immunprazipitation (IP) mit
anti-FLAG-Agarose durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Zelllysate und die gekochten
Agarosebeads mit Antikdrpern gegen GC-A, das FLAG- und das HA-Epitop im Western

Blot analysiert. Das Ergebnis zeigt, dass der FLAG-getaggte wildtypische Rezeptor mit der

HA-getaggten Isoform GC-AA s> i, Heterodimere bildet.

3.1.4 Einfluss der Bildung von Heterodimeren auf die Aktivierbarkeit
der GC-A durch den Liganden ANP

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Isoform GC-AAs*** ¢1n>*°, durch
die Deletion von 17 Aminosduren in der extrazellularen Doméne, die
Féahigkeit zur Bindung des Liganden ANP verloren hat, gleichzeitig aber in
der Lage ist Heterodimere mit dem wildtypischen GC-A-Rezeptor zu bilden,
wurde nachfolgend die Auswirkung der Heterodimerisierung, in Bezug auf
die Stimulierbarkeit des GC-A-Rezeptors mit ANP, analysiert. Hierzu
wurden HEK 293-Zellen transient mittels FUGENE®6 Transfektionsreagenz
in 24-Loch-Platten transfiziert. Transfektionsansatz 1 enthielt das Plasmid
pFLAG-GC-A, Transfektionsansatz 2 die Plasmide pFLAG-GC-A und pHA-
GC-AALs 6in>°. Die Zellen wurden 48 h nach Transfektion zur Inhibition

von Phosphodiesterasen (PDE) mit dem PDE-Inhibitor 3-Isobutyl-1-
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Methylxanthin (IBMX, final: 0,5 mM) fur 15 min vorbehandelt und danach
mit ANP in einer finalen Konzentrationen von 0,1 nM bis 100 nM fur weitere
10 min inkubiert. Das auf diesen Stimulus hin gebildete cGMP wurde im
cGMP-RIA quantifiziert. Zum Nachweis der Proteinmengen in den beiden
Ansatzen, wurden 10 g Proteinlysat im Western Blot mit einem Antikorper

gegen GC-A analysiert.
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Abbildung 17: ANP-induzierte Aktivitat der Guanylatzyklase an kotransfizierten HEK
293-Zellen.

Ermittelte Menge an cGMP (n = 3) nach Stimulation mit den angegebenen ANP-
Konzentrationen tber 10 min. Die HEK 293-Zellen wurden transient mit gleichen Mengen
der Plasmide pFLAG-GC-A bzw. pFLAG-GC-A und pHA-GC-AA ™ > transfiziert, mit
ANP stimuliert und intrazellular gebildetes cGMP im cGMP-RIA quantifiziert. Der Nachweis
gleicher Proteinmengen fur GC-A wurde mittels eines Antikdrpers gegen GC-A (Einschub)
im Western Blot erbracht. Das Experiment zeigt, dass die zuvor nachgewiesene Bildung
von Heterodimeren die Aktivierbarkeit des wildtypischen GC-A-Rezeptors beeintrachtigt.

Wie Abbildung 17 zeigt, fuhrt die Koexpression von wildtypischer FLAG-
GC-A mit HA-getaggter Isoform GC-AAL, 6> und nachfolgender
Stimulation mit unterschiedlichen ANP-Konzentrationen zu einer signifikant
verringerten Bildung von intrazellularem cGMP. HEK 293-Zellen, welche

die Plasmide pFLAG-GC-A exprimieren, zeigen einen
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konzentrationsabhangigen Anstieg des intrazellular gebildeten cGMPs. Aus
diesem Ergebnis kann abgeleitet werden, dass der wildtypische GC-A-
Rezeptor und die Isoform GC-AA s> ¢n>*° nicht-funktionale Heterodimere
bilden, wobei die Isoform GC-AALs *cn’® die Rolle eines dominant

negativen Regulators einnimmt.

3.1.5 Bedeutung von GC-AALs*¢n>° fir die negative Regulation
des NP/GC-A Systems durch Ang Il in vivo

Aus den durchgefuhrten in vitro Versuchen zur Charakterisierung der
Isoform GC-AAs> ain®® wurde abgeleitet, dass alternatives SpleiRen des
GC-A-Gens zur Isoform GC-AA s> ¢n>*° regulierend auf den wildtypischen
GC-A-Rezeptor wirken konnte. Um zu analysieren inwieweit das alternative
SpleiBen eine Bedeutung fir die negative Regulation des NP/GC-A-
Systems unter Angiotensin Il in vivo hat, wurden Mause (n = 10) Gber einen
Zeitraum von 7 Tagen mit einer Dosis von 300 ng/kg/min Uber osmotische
Minipumpen behandelt. Dieser Ansatz wurde gewéhlt, da anhand von in
vitro Studien gezeigt wurde, dass Angiotensin Il den GC-A-Rezeptor
desensitisiert (Arise 2006). Teilweise wird diese Beobachtung der
Dephosphorylierung intrazellularer Doménen des GC-A-Rezeptors
zugeschrieben (Potter 2001). Anhand dieses Experimentes sollte nun
geprift werden, ob Angiotensin Il alternatives Splei3en fordert und zum

Funktionsverlust der GC-A in vivo beitragt.

Nach Ende der Versuchsreihe wurde die mRNA aus dem Lungengewebe
von Tieren der Angiotensin II-Studie sowie von Kontrolltieren (Vehikel)
unter Verwendung von TRIzol® (Life Technologies, Darmstadt) extrahiert.
Mittels quantitativer Real-Time RT-PCR (LightCycler® 480, Roche,
Mannheim) wurde die Mengen an mRNA in der jeweiligen Probe bestimmt

und das Verhaltnis von GC-AA.,s*** ¢n>*° zu GC-A wt je Probe gebildet.
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Abbildung 18: Auswirkungen der chronischen Behandlung von M&usen mit
Angiotensin Il auf das alternative Splei3en der GC-A.

10 Mause erhielten fur 7 Tage Angiotensin 1l (300 ng/kg/min) Uber osmotische
Minipumpen. AnschlieBend wurde die mRNA aus den Lungen dieser Tiere, sowie von
Kontrolltieren (n = 10 je Gruppe) isoliert und mittels quantitativer Real-Time RT-PCR das
Verhéltnis der mRNA von GC-AA > ¢1>*° zu GC-A wt in beiden Gruppen ermittelt. Das
Ergebnis zeigt, dass unter chronischer Gabe von Ang Il das Verhaltnis der mRNA von GC-
AALs M o zu GC-A wt signifikant ansteigt (p < 0,05 gegen Vehikel).

Das Ergebnis der in vivo Studie (vgl. Abbildung 18, Seite 87) zeigte, dass
der Anteil von mRNA der Isoform GC-AA s> 1> unter Angiotensin Il im

Lungengewebe signifikant zunimmit.
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3.2 Charakterisierung des FLAG-HA-TEV-getaggten GC-A-

Rezeptors

Der zweite Teil der vorliegenden Dissertationsarbeit verfolgte insbesondere
das Ziel posttranslationale Modifikationen sowie mogliche
Interaktionspartner der GC-A in vivo im Herzen zu identifizieren. Aufgrund
der hohen Bedeutung des ANP/GC-A-Signalwegs im Herzen, wurden
deshalb zwei Mauslinien generiert, die entweder Uber eine
kardiomyozytenspezifische Uberexpression der FLAG-GC-A oder der
FLAG-HA-TEV-GC-A verfugten. In der AG Kuhn lag ein Plasmid flr einen
GC-A-Rezeptor vor, der N-terminal Gber ein FLAG-Epitop verfugte (pFLAG-
GC-A). Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. Michael Chinkers
(Department of Pharmacology, University of South Alabama, Mobile, USA)
zur Verfugung gestellt (Chinkers 1992). Dieser GC-A-Rezeptor wurde in
einer, innerhalb der AG Kuhn entstandenen, Arbeit charakterisiert. Dabei
wurde gezeigt, dass es keine funktionalen Unterschiede zwischen dem
FLAG-Epitop-getaggten GC-A Rezeptor und dem wildtypischen GC-A-
Rezeptor gibt (Schréter 2010). Zunéchst wurde, basierend auf diesem
Plasmid bzw. der darin enthaltenen cDNA-Sequenz fur eine FLAG-getaggte
GC-A, die kodierenden Sequenzen fur ein HA-tag sowie eine
Erkennungssequenz fir die TEV-Protease eingefigt (vgl. 2.5.3, Seite 39).

Das Einfugen der zusatzlichen Epitope wurde gewdahlt um die fur die
Charakterisierung in vivo erforderliche Aufreinigung des Rezeptors zu
optimieren. Der Reinheitsgrad, insbesondere fiir die Proteomik, sollte damit
erhoht werden. Die Verwendung von mehrfach getaggten Proteinen
(Tandem-Epitop) bildet dabei ein anerkanntes Werkzeug (Zhang 2001).

Die kodierende Sequenz fiur das HA-Epitop wurde in das Plasmid pFLAG-
GC-A direkt hinter der kodierenden Sequenz fur das FLAG-Epitop eingefligt
(FLAG-HA-Tandem-Epitop). Die Spezifitat der Abspaltung von den

Agarosebeads nach Immunprazipitation (bisher etabliert: Elution mit 3-fach
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FLAG-Peptid oder saure Elution) sollte durch das Einfligen der kodierenden
Sequenz, fur eine sieben Aminosauren umfassende Erkennungssequenz,
fur die TEV-Protease, insbesondere fur die geplanten
massenspektrometrischen Analysen, verbessert werden. Bei der TEV-
Protease handelt es sich um eine hochspezifische und gegentber den
meisten Proteaseinhibitoren insensitive Protease und ist die katalytische
Doméane des Nuclear Inclusion a (Nla) Proteins (~27 kDa) des Tobacco
Etch Virus (TEV) (Parks 1994, Rigaut 1999).

3.2.1 FLAG-HA-TEV-GC-A wird in HEK 293-Zellen exprimiert

HEK 293-Zellen wurden mittels PEI transient mit dem Plasmid pGC-A wt,
pFLAG-GC-A sowie dem neu generierten Plasmid pFLAG-HA-TEV-GC-A
transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die 10 cm-Schalen mit
den transfizierten Zellen lysiert (vgl. 2.11.1, Seite 50), der Proteingehalt des
Zelllysates wurde ermittelt, 10 pg Proteinlysat auf ein 7,5 %iges SDS-Gel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Detektion der Proteine
wurden Antikorper gegen GC-A (aGC-A), das FLAG- (aFLAG) sowie das
HA-Epitop (aHA) verwendet.

MW
[kDa] W F H

130— il oGC-A
130— GNP oFLAG

130— = aHA

Abbildung 19: Western Blot zur Uberpriifung der Expressionsfahigkeit der GC-A in
HEK 293-Zellen sowie Nachweis der Epitope.

10 pg Zelllysat aus transient transfizierten HEK 293-Zellen wurde im Western Blot
analysiert. In einem 7,5 %igem SDS-Gel wurden die Proteinextrakte aus HEK 293-Zellen,
die transient mit den Plasmiden pGC-A wt (W), pFLAG-GC-A (F) oder pFLAG-HA-TEV-
GC-A (H) transfiziert wurden, aufgetragen. Nach Expression des im Rahmen der
vorliegenden Dissertationsarbeit generierten Plasmids pFLAG-HA-TEV-GC-A in HEK 293-
Zellen kann das Protein GC-A, sowie die daran gekoppelten FLAG- und HA-Epitope, durch
Antikorper im Western Blot nachgewiesen werden.
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Wie in Abbildung 19 dargestellt, wurde in den Lysaten aus transient mit
pFLAG-HA-TEV-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen der GC-A-Rezeptor
sowie das FLAG- und das HA-Epitop nachgewiesen. Das neu generierte

Plasmid wurde somit wie vorgesehen translatiert.

3.2.2 Funktionsprifung der TEV-Schnittstelle

Nach der Uberpriifung der Expressionsfahigkeit des Plasmids pFLAG-HA-
TEV-GC-A wurde die Funktionsfahigkeit der Erkennungssequenz fiur die
TEV-Protease uberpruft. Hierzu wurde eine 10 cm Schale mit HEK 293-
Zellen transient mittels PElI mit dem Plasmid pFLAG-HA-TEV-GC-A
transfiziert, in 1 ml IP-Puffer lysiert (vgl. 2.11.1, Seite 50) und dieses Lysat
auf je 40 pl Agarosebeads mit gekoppeltem anti-FLAG-Antikorper
aufgeteilt. Die enzymatische Abspaltung der gekoppelten GC-A mit Hilfe
von TEV-Protease erfolgte im Rahmen dieses Tests unter
unterschiedlichen Bedingungen (A — E). Die Agarosebeads mit dem
gekoppelten Protein wurden mit 100 U oder 200 U AcTEV-Protease fir 3 h
(A, C) oder tiber Nacht (B, D) inkubiert. Zur Uberpriifung der Spezifitat der
enzymatischen Reaktion wurden Agarosebeads mit gebundener FLAG-HA-
TEV-GC-A lediglich mit TEV-Puffer (ohne AcTEV-Protease) uber Nacht
inkubiert (E). Alle Inkubationen wurden in Anwesenheit von
Proteaseinhibitoren durchgefuhrt. Im Western Blot wurden anschlieRend 20
ng Gesamtlysat (L) sowie eine Probe des Uberstandes nach Inkubation des
Lysates mit der Agarose (Unbound) aufgetragen. Aus den enzymatischen
Reaktionen (Bedingung A — E) wurden jeweils 30 pl (15 %) im Western Blot
aufgetragen. Zur Uberprifung der vollstandigen Elution wurden 20 pl (50
%) der abschlieRend in Laemmli-Puffer gekochten Agarosebeads im
Western Blot analysiert. Es wurden zwei 7,5 %ige SDS-Gele angefertigt
und Antikdrper gegen GC-A sowie gegen das FLAG-Epitop zur Detektion
eingesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung 20 dargestellt und zeigt, dass es
maoglich ist FLAG-HA-TEV-GC-A mit einem Antikorper gegen das FLAG-
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Epitop zu prazipitieren und anschlieRend mit Hilfe von TEV-Protease, in
Anwesenheit von Proteaseinhibitoren, von den Agarosebeads enzymatisch
abzuspalten. Zwischen den verwendeten Bedingungen A bis D konnte kein
guantitativer Unterschied festgestellt werden. Der Antikérper gegen GC-A
richtete sich gegen den C-terminalen Teil des Proteins. Durch die
Anordnung der N-terminalen Epitope konnte somit von einer
grundsatzlichen Funktionsfahigkeit der Schnittstelle fir die TEV-Protease
ausgegangen werden. Dies ist damit begriindet, dass GC-A, nicht aber das
FLAG-Epitop, in der Fraktion nachgewiesen werden konnte. In der
Negativkontrolle (Reaktionsansatz ohne TEV-Protease) wurde keine GC-A
nachgewiesen. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die
enzymatische Freisetzung der GC-A von den Agarosebeads sehr
spezifisch ist. Aufgrund des sehr starken Signals fur GC-A und das FLAG-
Epitop in den, nach Verdau mit TEV-Protease gekochten Agarosebeads,
kann davon ausgegangen werden, dass die Elutionsbedingungen noch
nicht optimal gewahlt waren. Die grundsatzliche Funktionalitat der
eingefigten Erkennungssequenz flr die TEV-Protease, auch in

Anwesenheit von Proteaseinhibitoren, wurde aber bewiesen.
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Abbildung 20: Nachweis der Funktionsfahigkeit der TEV-Erkennungsseuenz nach IP.
Western Blot mit der angegebenen Menge an Proteinlysat aus transient mit pFLAG-HA-
TEV-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen nach IP mit anti-FLAG-M2-Agarosebeads. Die
Bedingungen der enzymatischen Reaktion wurden, wie unter 2.11.2.1 (Seite 52)
beschrieben, gewahlt. Aufgetragen wurde zusatzlich: 20 pg Gesamtlysat transfizierter HEK
293-Zellen vor IP (L). Anhand des Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, dass
der FLAG-HA-TEV-GC-A-Rezeptor mittels IP (anti-FLAG) aufgereinigt und mit TEV-
Protease enzymatisch wieder abgespalten werden kann. Die Bedingungen der
enzymatischen Reaktion waren aufgrund des extrem starken Signals in den gekochten
Agarosebeads noch nicht optimal.

3.2.3 Uberprufung der subzellularen Lokalisation und

Stimulierbarkeit der Epitop-getaggten GC-A in vitro

Die Erweiterung der N-terminalen Epitopregion der GC-A zu FLAG-HA-TEV
erforderte die Uberpriifung, ob die Stimulierbarkeit des Rezeptors mit dem
Liganden ANP dadurch beeinflusst wird. Ferner wurde Uberpruft, ob dieser
FLAG-HA-TEV-GC-A-Rezeptor als Transmembranprotein in transient
transfizierten HEK 293-Zellen lokalisiert wird. Zur Klarung dieser Fragen
wurden  Stimulations- und FRET-Experimente unter Verwendung

unterschiedlicher ANP-Konzentrationen durchgefuhrt.

Fur die Quantifizierung der unter ANP-Stimulation gebildeten Menge an
cGMP wurden HEK 293-Zellen zunachst mit den ensprechenden
Plasmiden transient transfiziert. Zur Inhibition von Phosphodiesterasen
(PDE) wurden die Zellen mit dem PDE-Inhibitor 3-Isobutyl-1-Methylxanthin
(IBMX, final: 0,5 mM) dber 15 min vorbehandelt und danach mit

unterschiedlichen ANP-Konzentrationen fir weitere 10 min stimuliert. Das
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auf diesen Stimulus hin intrazellular gebildete cGMP wurde im cGMP-RIA

quantifiziert.
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Abbildung 21: Aktivitat wildtypischer und Epitop-getaggter GC-A-Rezeptoren.
Ermittelte Menge an cGMP (n = 2) nach Stimulation mit der angegebenen Konzentration
von ANP (Uber 10 min. Die HEK 293-Zellen wurden transient mit dem Plasmid fur den
angegebenen GC-A-Rezeptor (GC-A wt, FLAG-GC-A bzw. FLAG-HA-TEV-GC-A)
transfiziert und intrazellular gebildetes cGMP im cGMP-RIA gemessen. In etwa gleiche
Proteinmengen fur GC-A wurden mittels eines Antikdrpers gegen GC-A (Einschub) im
Western Blot nachgewiesen. Die betrachteten GC-A-Rezeptoren bilden durch Stimulation
mit ANP in etwa gleiche, konzentrationsabhangige Mengen an cGMP.

Die Stimulationsexperimente mit ANP an transient mit den Plasmiden pGC-
A wt, pFLAG-GC-A oder pFLAG-HA-TEV-GC-A transfizierten HEK 293-
Zellen zeigten einen konzentrationsabhangigen Anstieg der gebildeten
cGMP-Menge (vgl. Abbildung 21). Zwischen den verwendeten Plasmiden

wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt.

Fir die FRET-Experimente wurden HEK 293-Zellen mit dem Plasmid fur
den cGMP-Sensor (pGES-DE2) und pGC-A wt bzw. pFLAG-HA-TEV-GC-A
transient kotransfiziert. Die intrazellulare Bildung von cGMP nach
extrazellular appliziertem ANP wurde an einzelnen Zellen in Echtzeit

gemessen (Nikolaev 2006). Die Kinetik der intrazellularen cGMP-Bildung
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des neu generierten FLAG-HA-TEV-GC-A Proteins wurde ausgewertet und

mit dem des wildtypischen GC-A-Rezeptors verglichen (vgl. Abbildung 22).
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Abbildung 22: FRET-Experimente an transient transfizierten HEK 293-Zellen zur
Uberpriifung der ANP-vermittelten cGMP-Bildung.

(A) Ratiometrische Aufnahmen einzelner, transient transfizierter HEK 293-Zellen vor und 5
min nach Stimulation mit 10 nM ANP. (B) Reprasentative Aufzeichnungen der FRET-
Signale von einzelnen HEK 293-Zellen, die den Sensor fur cGMP und entweder den
wildtypischen GC-A-Rezeptor oder FLAG-HA-TEV-GC-A transient koexprimieren. Das
Ergebnis zeigt, dass beide Zellen mit einem vergleichbar starken Anstieg des
intrazellularen cGMPs auf Stimulation mit 10 nM ANP reagieren.

Dabei wurde nicht nur die absolute Anderung des YFP/CFP-Ratio als
Indikator fur die cGMP-Bildung (vgl. Abbildung 23 A, Seite 95), sondern
auch die Zeit ermittelt, bis sich das Verhéltnis von YFP zu CFP auf den
neuen Wert stabilisiert hatte (vgl. Abbildung 23 B, Seite 95).

94



Ergebnisse

A
3
o 0,5 g 7
S 0,41 E 3 ° ]
o NGS5
L% 0.3 I Efi“ 4
w | —
£ 0,2 83
— [
Huv = c 2
c (]
s 01 85 1
= 0
0,0/ £ o
10 nM ANP 10 nM ANP
B GC-A wt (n = 6) [0 FLAG-HA-TEV-GC-A (n = 6)

Abbildung 23: Ergebnisse der FRET-Experimente an transfizierten HEK 293-Zellen.
(A) Sowohl HEK 293-Zellen, die den wildtypischen GC-A-Rezeptor exprimieren, als auch
HEK 293-Zellen, die FLAG-HA-TEV-GC-A exprimieren, reagieren auf Stimulation mit 10
nM ANP mit einer deutlichen Anderung des YFP/CFP-Ratio. Dabei konnten hinsichtlich der
absoluten Anderung keine signifikanten Unterschiede zwischen GC-A wt und FLAG-HA-
TEV-GC-A festgestellt werden. (B) Die Kinetik des cGMP-Anstiegs, gemessen ab der
Applikation von 10 nM ANP bis zum Erreichen der Plateauphase, war bei beiden GC-A-
Rezeptoren gleich.

Die FRET-Experimente zeigen, dass der modifizierte, Epitop-getaggte GC-
A-Rezeptor Uber eine cGMP-Bildungskinetik verfugt, die mit der von GC-A
wt vergleichbar ist. Aufgrund des Versuchsaufbaus, bei dem mit
extrazellular appliziertem ANP einzelne Zellen gemessen werden, kann
davon ausgegangen werden, dass der FLAG-HA-TEV-GC-A-Rezeptor, wie
auch der wildtypische GC-A-Rezeptor in der Zellmembran lokalisiert ist. Die
ANP-Bindungsdoméne wird dabei extrazellular und die Zyklasedoméane

intrazellular prasentiert.

Zusammengefasst zeigte die Charakterisierung des neu generierten FLAG-
HA-TEV-GC-A-Rezeptors, dass das Protein sowie das HA-tag als auch die
Erkennungssequenz fur die TEV-Protease funktionsfahig exprimiert
wurden. Ebenso konnten keine Unterschiede hinsichtlich  der

Stimulierbarkeit mit dem Liganden ANP zwischen wildtypischen GC-A-

95



Ergebnisse

Rezeptor und der neu generierten FLAG-HA-TEV-GC-A festgestellt

werden.

3.3 Charakterisierung transgener Mause

Durch die Erweiterung der Epitopregion um das HA-Epitop stand somit ein
zusatzliches Werkzeug zur Verfugung, um den Epitop-getaggten GC-A-
Rezeptor anzureichern und aufzureinigen. Erganzend ermdglicht es die
TEV-Erkennungssequenz den zuvor mittels IP préazipitierten FLAG-HA-
TEV-GC-A-Rezeptor hochspezifisch von den verwendeten Agarosebeads
(z.B. mit gekoppeltem anti-FLAG- oder anti-HA-Antikdrpern) enzymatisch
abzuspalten und somit die Suche nach Interaktionspartnern sowie die
Analyse von Modifikationen des Rezeptors mittels Massenspektrometrie zu

optimieren.

Far die Generierung transgener Mause mit einer
kardiomyozytenspezifischen Uberexpression wurde ein Plasmid mit einem
a-MHC-Promoter (a-Myosin-Heavy-Chain-Promoter) aus der AG von Prof.
Engelhardt (Engelhardt 1999) verwendet. Es gibt in der Literatur viele
Referenzen fur die Verwendung dieses Promoters zur Generierung
transgener Tiere mit kardiomyozytenspezifischer Expression der inserierten
kodierenden Sequenzen (Milano 1994, Robbins 2000). Durch Studien
wurde belegt, dass der Promoter sowohl in embryonalen, als auch adulten
Kardiomyozyten der Atria (Herzvorhofe) exprimiert wird. Im Gegensatz
dazu wurde die Expression in ventrikularen Kardiomyozyten erst nach der
Geburt beobachtet (Ng 1991, Palermo 1996).

Vor der Uberpriufung der Uberexpression in Kardiomyozyten transgener
Tiere wurden zunachst die aus der Oocyteninjektionen hervorgegangenen
Tiere (,Founder®) sowie deren Nachkommen hinsichtlich des
Vorhandenseins des Transgens auf Ebene der genomischen DNA

analysiert.
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3.3.1 Genotypisierung der transgenen Mause

Die Oocyteninjektionen zum generieren transgener Mause wurde im Labor
von Dr. Boris Skryabin (Institut fur experimentelle Pathologie, Universitat
Munster) durchgefihrt. Zur Genotypisierung wurde ein Stick der
Schwanzspitze entnommen und die genomische DNA isoliert. Mit Hilfe der
erzeugten Sonde fur den Southern Blot (vgl. 2.14.7, Seite 61) wurden die
Tiere im Labor von Dr. Boris Skryabin initial genotypisiert. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden Bedingungen fur PCR entwickelt mit denen das
Transgen in der genomischen DNA der Tiere eindeutig nachgewiesen

werden konnte.

Wie Abbildung 24 zeigt, lieferte die PCR eindeutige positive und negative
Ergebnisse fir das Transgen. Somit konnte gezeigt werden, dass sich in
der genomischen DNA einiger Tiere die kunstlich inserierte DNA
nachweisen lasst. Im nachsten Schritt wurde nun an den Nachkommen der
jeweiligen Founder die kardiale Uberexpression und subzellulare
Lokalisation der Epitop-getaggten GC-A analysiert. Zum Aufbau einer
Kolonie fur experimentelle Versuchsreinen wurden Verpaarungen mit
wildtypischen Mausen des Stammes FVB/N vorgenommen und die
Nachkommen durch die etablierte PCR genotypisiert.
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Abbildung 24: PCR zum Nachweis des Transgens.

Die zuvor aus einer Gewebeprobe (Mausschwanzspitze) isolierte genomische DNA der
Tiere wurden in einer PCR (vgl. 2.15.2, Seite 63) fur das Transgen analysiert. Die hier
verwendete genomische DNA stammte von der ersten Generation transgener Tiere der
FLAG-GC-A-Kolonie. Das Ergebnis zeigte, dass ein spezifischer Nachweis des Transgens
in den Tieren mit der Nummer 18 und 21 mittels PCR mdglich ist. Das Ergebnis der PCR
fur das Tier mit der Nummer 31 ist in dieser Abbildung nicht enthalten, zeigte aber
ebenfalls ein positives Signal.

3.3.2 Expression der getaggten GC-A in murinem Gewebe

Aufgrund des gewahlten Ansatzes zur Generierung transgener Tiere wurde
erwartet, dass die Tiere eine deutliche Uberexpression der GC-A
ausschlief3lich im Herzgewebe zeigen. Dartiber hinaus sollte es moéglich
sein das FLAG-Epitop mit einem Antikérper gegen dieses Epitop in der
FLAG-GC-A-Kolonie nachweisen zu konnen. In der FLAG-HA-TEV-GC-A-
Kolonie sollte sowohl der Nachweis des FLAG- als auch des HA-Epitops im

murinen Herzen mdglich sein.

Zur Uberprufung der Annahme wurden Gewebeproben aus Herz, Lunge
und Niere der genotypisierten Tiere homogenisiert. Der Proteingehalt
wurde bestimmt und je 75 pg Protein im Western Blot analysiert. Als
Negativkontrolle fur GC-A diente Gewebe von globalen GC-A KO Mausen
der AG Kuhn. Als Positivkontrolle wurden, je nach Anforderung, 10 pg
Protein aus Zelllysat zuvor transient transfizierter HEK 293-Zellen im
Western Blot eingesetzt. Als Positivkontrolle fur das HA-tag wurde Zelllysat
aus transient mit dem Plasmid pHA-GC-AA s> ¢n®* oder pFLAG-HA-
TEV-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen verwendet. Zur Abschatzung der
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Expressionsmenge und Verifizierung  gleichméaRig aufgetragener
Proteinmengen wurde der untere Teil der Membran mit einem Antikdrper

gegen GAPDH als Referenzgen inkubiert.
3.3.2.1 Expression der GC-A innerhalb der FLAG-GC-A-Kolonie

Aus der Oozyteninjektion fur das Transgen ,FLAG-GC-A" gingen drei
Mause (Founder) hervor, bei denen das Transgen nachgewiesen wurde
(vgl. Abbildung 24, Seite 98, Tiere mit der Nummer 18 und 21, Nummer 31
nicht dargestellt). Diese drei Tiere wurden jeweils getrennt verpaart und
daraus wurden drei einzelne Linien gezichtet. In der F1-Generation jeder
Linie wurde zunachst die kardiale Uberexpression des GC-A-Rezeptors
Uberprift. Je Founder wurden anschlie3end vier transgene Nachkommen,
ein FVB/N wt sowie ein Tier aus der Kolonie der globalen GC-A KO unter
tiefer Inhalationsnarkose (3 % Isofluran) geopfert. Die Herzen wurden
homogenisiert und 75 pg des Herzlysats im Western Blot mit einem
Antikorper gegen GC-A analysiert. Der untere Teil der Membran wurde mit
einem Antikorper gegen GAPDH inkubiert, um die gleichméafige Beladung
des SDS-Gels zu verifizieren. Die Intensitat der Signale fir GC-A und
GAPDH wurde anschlieBend mit dem Programm ImageJ erfasst und
daraus die Steigerung der Expression von GC-A in den transgenen Tieren,
im Verhaltnis zu wildtypischen Geschwistertieren, errechnet. Abbildung 25
zeigt, dass sich die kardiale Expression der GC-A je Founder deutlich
unterscheidet, innerhalb der jeweiligen Linie jedoch homogen zu sein
schien. Neben der Bande fir GC-A, die in Hohe von etwa 130 kDa erwartet
wurde, detektierte der Antikdrper gegen GC-A zusatzlich noch ein etwa 110
kDa groRR3es Protein. Bei den vier Proben des Founder 18 sieht man sehr
deutlich, dass die Intensitat der kleineren Bande mit der bei 130 kDa

erwarteten korreliert.
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Abbildung 25: Nachweis der GC-A-Uberexpression im Herzen transgener Tiere der
FLAG-GC-A-Kolonie.

Im Western Blot wurden 75 pg Proteinlysat aus murinen Herzen (Gesamtlysat) analysiert.
Je Founder wurden vier Tiere geopfert und deren kardiale GC-A Expression mit FVB/N wt
(W) sowie einer globalen GC-A KO Maus (K) verglichen. Als Positivkontrolle (+) wurden 10
ug Zelllysat aus transient mit pFLAG-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen aufgetragen. Als
Referenz gleichmaRiger Proteinmengen diente der Nachweis des Proteins GAPDH. Der
Western Blot zeigt eine deutliche Uberexpression der GC-A im murinen Herzen der F1-
Generation von Founder 18. Die anderen Founder weisen eine deutlich geringere
Expression der GC-A auf. Neben der erwarteten Bande fur GC-A bei ~130 kDa wird durch
den Antikérper noch ein deutlich kleineres Protein (~110 kDa) detektiert (Pfeil), dessen
Signalstarke mit dem fur GC-A (~130 kDa) korreliert.

Wie Abbildung 25 und Abbildung 27 (vgl. S. 102) zeigen, ist das Signal fur
GC-A auch bei den eingesetzten 75 pg Proteinextrakt aus Herzen fir
wildtypische Tiere extrem schwach. Eine densiometrische Auswertung war
dennoch maoglich. Diese Auswertung des Western Blots (vgl. Abbildung 25)
zeigt, dass die Nachkommen von Founder 18 die etwa 12-fache Menge an
GC-A im Herzen, verglichen mit wildtypischen Geschwistertieren,
aufwiesen. Die Nachkommen der beiden anderen Founder wiesen, mit
einer, im Vergleich zu den wildtypischen Geschwistertieren, etwa 1,25-
fachen (Founder 21) bzw. 2-fachen (Founder 31) Menge, eine deutlich
geringere Uberexpression fiir GC-A im Herzen auf (vgl. Abbildung 26, Seite
101). Basierend auf diesem Ergebnis wurden die Linien der Founder 21

und 31 nicht weitergefthrt.
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Abbildung 26: Auswertung der Intensitdt des GC-A-Signals im Western Blot an
Herzen transgener und wildtypischer Tiere der FLAG-GC-A-Kolonie.

Die Signalstarke fiir GC-A im Herzen wurde fiir die Nachkommen der drei transgenen
Founder (#18, #21, #31) sowie von wildtypischen Tieren ermittelt und auf GAPDH
normiert. Das Ergebnis zeigte, dass die Nachkommen von Founder 18 die deutlichste
Uberexpression (etwa 12-fach) aufwiesen.

Nachdem der Nachweis erbracht wurde, dass die Nachkommen (F1-
Generation) des Founder 18 eine deutlich gesteigerte kardiale Expression
des GC-A-Rezeptors aufweisen, wurde die Expression des Epitop-
getaggten GC-A-Rezeptors in Lunge und Niere uUberpruft. Zudem wurde
untersucht, ob die bei etwa 110 kDa detektierte unspezifische Bande auch
in anderen Geweben nachgewiesen werden kann. Hierzu wurden 75 ug
Proteinlysat aus Herz, Lunge und Niere von wildtypischen (W1, W2, W3),
transgenen (T18, T31) und einer GC-A KO Maus (KO) in einem 7,5 %igem
SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis des GC-A-Rezeptors
erfolgte mit einem Antikdrper gegen GC-A. Als Positivkontrolle fir den GC-
A-Rezeptor (+) dienten 4,5 pg des Proteins FLAG-GC-A, das zuvor mittels
anti-FLAG IP aus transient mit pFLAG-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen

aufgereinigt wurde.
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Abbildung 27: Expression von GC-A in Herz, Lunge und Niere.

Im Western Blot wurden je 75 ug Lysat aus Herz, Lunge und Niere von FVB/N wt (W1, W2
und W3), transgenen (T18 und T31) sowie einer globalen GC-A KO Maus (KO) analysiert.
Neben der erwarteten Bande fur GC-A bei ~130 kDa wird im Herzen, durch den Antikdrper
gegen GC-A, auch hier ein deutlich kleineres Protein (~110 kDa) detektiert (schwarzer
Pfeil), dessen Signalstarke mit dem der GC-A (T18) korreliert. Auch im Gesamtlysat der
Lunge wird eine solche unspezifische Bande, insbesondere auch in der Lunge von GC-A
KO Méausen (roter Pfeil), detektiert.

Wie Abbildung 27 zeigt, wurde erneut im Gesamtlysat aus dem Herz von
transgenen Tieren (T18) eine mdglicherweise unspezifische Bande bei
etwa 110 kDa, die eine ahnliche Intensitat wie die bei 130 kDa (GC-A)
aufweist, detektiert. Eine vergleichbare Bande wurde auch im Gesamtlysat
der Lunge durch den Antikérper gegen GC-A detektiert. Allerdings hier
auch im Lysat aus Lungengewebe von Tieren der GC-A KO-Kolonie.
Aufgrund des Zusammenhangs der Intensitat der beiden Banden im
Herzen von transgenen Tieren (T18) wurde davon ausgegangen, dass es
sich bei der auf Hohe von ~110 kDa detektierten Bande ebenfalls um GC-A
handelt. Mdoglicherweise sind unterschiedliche Glykosilierungszustéande
(Miyagi 2000) fur diese Beobachtung verantwortlich. Das Auftreten der
Bande im Proteinextrakt aus Lungengewebe von Tieren der GC-A KO
Kolonie (roter Pfeil, Abbildung 27) lasst sich moglicherweise durch die
Generierung des Knockouts erklaren. Durch die Insertion der Neomycin-
Kassette im Exon 4 (Lopez 1995) kdnnte eine trunkierte Form des GC-A-

Rezeptors entstanden sein, die durch den Antikorper detektiert wird.
3.3.2.2 Expression der GC-A innerhalb der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie

Fur die FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie wurden die beiden positiven Founder
(Nr. 15 und Nr. 16) zur Etablierung von Kolonien mit FVB/N wt Tieren
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verpaart. Im Rahmen der Genotypisierung wurde festgestellt, dass Founder
15 das Transgen nicht weitergibt. Entsprechend konnte aus diesem
Founder keine Linie etabliert werden. Im ersten Schritt wurde auch fur
diese Kolonie die Expression der GC-A im Herzen analysiert. Hierzu
wurden drei transgene Tiere aus der F1-Generation des Founder 16, drei
FVB/N wt und eine globale GC-A KO Maus (KO) unter tiefer
Inhalationsnarkose (3 % Isofluran) geopfert und 15 pg Proteinlysat aus den
murinen Herzen im Western Blot aufgetragen. Als Positivkontrolle dienten
330

20 pg Lysat (+) aus transient, mit dem Plasmid pHA-GC-AALys>™ Gin
transfizierten HEK 293-Zellen.
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Abbildung 28: Nachweis der Uberexpression im Herzen transgener Tiere der FLAG-
HA-TEV-GC-A-Kolonie.

Im Western Blot wurden 15 pg Proteinlysat aus murinen Herzen (Gesamtlysat) analysiert.
Aus der Kolonie wurden drei transgene Tiere geopfert und deren GC-A Expression mit
FVB/N wt verglichen. Als Negativkontrolle diente Lysat aus dem Herz einer GC-A KO
Maus (KO). Um Uberlagerung der Signale zu vermeiden, wurde die Positivkontrolle (+)
nicht direkt neben der letzten Gewebeprobe aufgetragen. Als Referenz gleichmaliger
Beladung diente der Nachweis von GAPDH. Der Western Blot zeigt eine deutliche
Uberexpression der GC-A im murinen Herzen der F1-Generation des Founder 16 (FLAG-
HA-TEV-GC-A-Kolonie). Neben der erwarteten Bande fir GC-A bei ~130 kDa wird im
Herzen durch den Antikérper gegen GC-A noch ein deutlich kleineres Protein (~110 kDa)
detektiert (schwarzer Pfeil), dessen Signalstarke mit dem der GC-A korreliert.

Wie der Western Blot in Abbildung 28 zeigt, wiesen die Nachkommen des
Founder 16 aus der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie eine deutliche
Uberexpression der GC-A im Herzen auf. Zum Nachweis gleichmaRig
aufgetragener Proteinmengen wurde der untere Teil der Membran mit
einem Antikérper gegen GAPDH inkubiert. Neben der Bande fir GC-A, die
in Hohe von etwa 130 kDa erwartet wurde, wird durch den Antikorper

gegen GC-A zusatzlich noch ein etwa 110 kDa grol3es Protein detektiert.
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Bei den vier Proben des Founder 18 sieht man sehr deutlich, dass die
Intensitat der kleineren Bande mit der bei 130 kDa korreliert. Das Auftreten
des GC-A Rezeptors als Doppelbande wurde bereits zuvor in Arbeiten
anderer Gruppen beschrieben und mit unterschiedlichen
Glykosilierungsformen erklart (Koller 1993, Miyagi 2000). So besteht die
Moglichkeit, dass es sich bei der hier detektierten kleineren Bande
ebenfalls um GC-A, allerdings in unterschiedlichen

Glykosilierungszustanden, handelt.

Nachdem der Nachweis erbracht wurde, dass die Nachkommen (F1-
Generation) des Founder 16 eine deutlich gesteigerte kardiale Expression
des GC-A-Rezeptors aufweisen, wurde die Expression des GC-A-
Rezeptors in Lunge und Niere Uberprift. Auch hier wurde untersucht, ob
die bei etwa 110 kDa detektierte unspezifische Bande auch in anderen
Geweben nachgewiesen werden kann. Hierzu wurden 75 pg Proteinlysat
aus Herz, Lunge und Niere von wildtypischen (WT), transgenen (TG) und
einer GC-A KO Maus (KO), in einem 7,5 %igem SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Der GC-A-Rezeptor wurde mit einem Antikérper gegen GC-A
nachgewiesen. Als Positivkontrolle dienten auch hier 20 pug Lysat (+) aus
transient, mit dem Plasmid pHA-GC-AALys° 6> transfizierten HEK 293-

Zellen.
MW KO WT KO WT TG WT TG +
[kDa] -
130 — W ‘ - GC-A
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Abbildung 29: Vergleich der Expression von GC-A in Herz, Lunge und Niere.

Im Western Blot wurden je 75 pg Lysat aus Herz, Lunge und Niere sowie 20 pg Lysat aus
transient mit dem Plasmid pHA-GC-AA. G|n33° transfizierten HEK 293-Zellen als
Positivkontrolle (+) analysiert. Neben der erwarteten Bande fiir GC-A bei ~130 kDa wird im
Herzen durch den Antikérper gegen GC-A noch ein deutlich kleineres Protein (~110 kDa)
detektiert (schwarzer Pfeil), dessen Signal mit dem der GC-A korreliert. Auch im

Gesamtlysat der Lunge wird eine solche kleinere Bande (roter Pfeil) detektiert.
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Wie Abbildung 28 (vgl. Seite 103) und Abbildung 29 (vgl. Seite 104) zeigen,
ist das Signal fir GC-A auch bei den eingesetzten 75 pg Proteinextrakt aus
lysierten Herzen fur wildtypische Tiere extrem schwach. Eine
densiometrische Auswertung zur Quantifizierung der Uberexpression war
dennoch moglich. Diese Western Blot Analysen der Gesamtlysate aus
Herz, Lunge und Niere von transgenen, wildtypischen FVB/N sowie einer
globalen GC-A KO Maus (KO) zeigen, dass die transgenen Nachkommen
des Founders 16 aus der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie Uber eine deutliche
Uberexpression des GC-A-Rezeptors im Herzen (etwa 14-fach) verfiigen
(vgl. Abbildung 30).
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Abbildung 30: Auswertung der Intensitat des GC-A-Signals im Western Blot an
Herzen transgener und wildtypischer Tiere der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie.

Die Signalstérke fiur GC-A im Herzen wurde fur die Nachkommen des transgenen Founder
16, sowie von wildtypischen Tieren ermittelt und auf GAPDH normiert. Das Ergebnis zeigt,
dass die Nachkommen von Founder 16 ein etwa 14-fach so starkes Signal (verglichen mit
Wildtyp) fur GC-A im Herzlysat aufweisen.

Die Western Blot Analysen zeigen, dass im Herzen der transgenen Tiere,
ahnlich wie in der FLAG-GC-A-Kolonie, neben der Bande fur GC-A bei
etwa 130 kDa, zusatzlich eine unspezifische Bande bei etwa 110 kDa
detektiert wird. Diese kleinere Bande weist eine &hnliche Intensitat wie die
bei 130 kDa (GC-A) auf. Aufgrund des Zusammenhangs der Intensitat der
beiden Banden im Herzen von transgenen Tieren ist davon auszugehen,

dass es sich bei der bei ~110 kDa im Herzen detektierten Bande ebenfalls
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um GC-A handelt. Das Auftreten der Bande im Proteinextrakt aus
Lungengewebe von Tieren der GC-A KO Kolonie (vgl. Abbildung 29, roter
Pfeil) lasst sich moglicherweise durch die Generierung des Knockouts
erklaren. Durch die Insertion der Neomycin-Kassette im Exon 4 (Lopez
1995) kobnnte eine trunkierte Form des GC-A-Rezeptors entstanden sein,
die mit dem Antikorper gegen GC-A nachgewiesen wurde. In der Niere wird
diese kleinere Bande fiir die aufgetragenen Proben aus transgenen und
wildtypischen Tieren nicht detektiert. Eine Vergleichsprobe aus einem Tier
der GC-A KO-Kolonie liegt fir das Nierengewebe nicht vor. Basierend auf
den Ergebnissen der Western Blot Analysen, die eine deutliche
Uberexpression fiir den GC-A-Rezeptor im Herzen zeigten, wurde diese

Linie im Tierstall der AG Kuhn gezichtet.

3.3.2.3 Nachweis des FLAG-Epitops an GC-A innerhalb der FLAG-GC-A-
Kolonie

Ziel dieser Arbeit war es zwei transgene Mauslinien zu generieren, die
Epitop-getaggte GC-A-Rezeptoren im Herzen Uberexprimieren. Hierdurch
sollte es ermdglicht werden den Rezeptor mittels IP Uber das jeweilige
Epitop aufzureinigen und dartiiber im Mausmodell mdgliche Modifikationen
sowie Interaktionspartner unter (patho)physiologischen Bedingungen zu
charakterisieren. Die Uberexpression der GC-A konnte, wie zuvor
dargestellt, in beiden Kolonien nachgewiesen werden. Entsprechend wurde
nun geprift, ob das FLAG-Epitop im Herzen der transgenen Tiere der
FLAG-GC-A-Kolonie detektiert werden kann. Hierzu wurden 75 ug
Gesamtlysat aus Herz im Western Blot mit einem Antikérper gegen das
FLAG-Epitop (Kaninchen IgG) analysiert. Als Positivkontrolle (+) dienten
45 pg Uber anti-FLAG IP aufgereinigte FLAG-GC-A aus transient
transfizierten HEK 293-Zellen.
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Abbildung 31: Nachweis des FLAG-tag im Lysat von Herzen der FLAG-GC-A-
Kolonie.

Im Western Blot wurden je 75 pg Proteinlysat aus dem Herz von FVB/N wt (WT),
transgenen (TG) sowie einer globalen GC-A KO Maus (KO) analysiert. Als Positivkontrolle
(+) fur das FLAG-tag wurden 4,5 ug tber anti-FLAG IP aufgereinigte FLAG-GC-A aus
transient mit pFLAG-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen verwendet. Der Western Blot
zeigt starke unspezifische Banden, die im Herzen aller analysierten Mause mit dem
verwendeten anti-FLAG Antikérper nachgewiesen wurden. Ein eindeutiger Nachweis einer
Uberexpression der FLAG-GC-A konnte, mit dem verwendeten Antikorper, gegen das
FLAG-Epitop nicht erbracht werden.

Der Western Blot gegen das FLAG Epitop (vgl. Abbildung 31) zeigte eine
sehr starke unspezifische Bindung des verwendeten Antikdrpers im
Herzgewebe. Die unspezifische Bindung erfolgt sehr prominent in Hoéhe der
GC-A (ca. 130 kDa), sowie bei etwa 200 kDa. Das Signal entsteht sowohl
im Herzlysat von transgenen, wildtypischen als auch GC-A KO Tieren. Die
Detektion des FLAG-tag wurde zusatzlich im Labor von Prof. Dr. Axel
Godecke (Institut for Herz- und Kreislaufphysiologie, Universitat
Dusseldorf), unter Verwendung anderer Antikérper, versucht. Im Austausch
mit Prof. Dr. G6decke wurde dabei festgehalten, dass sich die Detektion
des FLAG-Epitops im Herzen schwierig gestaltet und fur IPs aus murinem
Herzen eher ungeeignet ist, da der anti-FLAG-Antikérper zumindest an
denaturierten Proben mit verschiedenen, unbekannten, kardialen Proteinen
interagiert. Madoglicherweise ist diese unspezifische Bindung auf die
Denaturierung im Laemmli-Puffer zurtick zu fihren. Unter nicht-
denaturierenden Bedingungen, wie sie beispielsweise nach IP Anwendung
finden wirde, kdonnte der spezifische Nachweis unter Umstanden moglich

sein. Dieser Ansatz wurde aber im Rahmen dieser Dissertationsarbeit nicht
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weiter verfolgt, da das HA-Epitop spezifisch nachgewiesen werden konnte
(vgl. Abbildung 33, Seite 109).

3.3.2.4 Nachweis der FLAG-tag GC-A innerhalb der FLAG-HA-TEV-GC-

A-Kolonie

Analog zu dem in 3.3.2.3 beschriebenen Vorgehen wurde der Nachweis
des FLAG-tag fur Lysat aus Herzen der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie
durchgefuhrt und ein vergleichbares Ergebnis (vgl. Abbildung 32) erhalten.
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Abbildung 32: Nachweis des FLAG-tag im Lysat von Herzen der FLAG-HA-TEV-GC-
A-Kolonie.

Im Western Blot wurden je 75 pg Proteinlysat aus dem Herz von FVB/N wt (WT),
transgenen (TG) sowie einer globalen GC-A KO Maus (KO) analysiert. Als Positivkontrolle
(+) fur das FLAG-tag wurden 4,5 pg tber anti-FLAG IP aufgereinigte FLAG-GC-A aus
transient mit pFLAG-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen verwendet. Der Western Blot
zeigt starke unspezifische Banden, die im Herzen aller analysierten Mause mit dem
verwendeten anti-FLAG Antikérper nachgewiesen wurden. Ein eindeutiger Nachweis einer
Uberexpression der FLAG-GC-A konnte mit dem verwendeten Antikdrpern gegen das
FLAG-Epitop nicht erbracht werden.

3.3.2.5 Nachweis des HA-tag innerhalb der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie

Zum Nachweis der GC-A Uber das angefuigte HA-tag im Herzen, wurden 75
Mg Protein aus Gesamtlysat von Herz, Lunge und Niere aus transgenen
(TG) und wildtypischen Mausen (WT) sowie einer globalen GC-A KO Maus
(KO) im Western Blot mit einem Antikdrper gegen das HA-Epitop,
analysiert. Als Positivkontrolle dienten 20 pug Lysat (+) aus transient, mit
dem Plasmid pHA-GC-AA ,s*** ¢n**® transfizierten HEK 293-Zellen.
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Abbildung 33: Nachweis des HA-tag im Lysat aus Herz, Lunge und Niere von
Méusen der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie.

Im Western Blot wurde die angegebene Proteinmenge der Lgsate aus Herz, Lunge und

Niere, sowie 20 pg Lysat aus transient mit pGC-AA g™ transfizierten HEK 293-

Zellen als Positivkontrolle (+), mit einem Antikérper gegen das HA-Epitop analysiert. Der
Western Blot zeigte ein deutliches Signal fir das HA-Epitop, das exklusiv im Herzlysat der
transgenen Mause (TG) nachgewiesen werden konnte. Neben der erwarteten Bande fir
GC-A bei ~130 kDa wird exklusiv im Herzen, durch den Antikorper gegen das HA-Epito,p
noch ein deutlich kleineres Protein (~110 kDa) detektiert (schwarzer Pfeil), dessen Signal
etwas schwaécher ist, aber mit dem der GC-A bei 130 kDa korreliert. Aufgrund dieses
Ergebnisses kann es als gesichert angesehen werden, dass es sich bei dieser Bande um
HA-getaggte GC-A handelt, die im Herzen exprimiert wird.

Im Gegensatz zum FLAG-Epitop konnte das HA-Epitop sehr sauber und
spezifisch im Lysat muriner Herzen transgener Tiere detektiert werden (vgl.
Abbildung 33). Interessanterweise konnte die zuvor in den Western Blot
Analysen der FLAG-GC-A- und FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie, mit dem
Antikorper gegen GC-A (vgl. Abbildung 25, Seite 100 und Abbildung 28,
Seite 103) nachgewiesene kleinere Bande (~110 kDa), ebenfalls mit dem
Antikbrper gegen das HA-Epitop detektiert werden. Somit kann mit
ziemlicher Sicherheit davon ausgegangen werden, dass es sich bei der
bisher im Herzen detektierten kleineren Bande (~110 kDa) auch um GC-A
handelt. Mdglicherweise sind unterschiedliche Glykosilierungszustande des
GC-A-Rezeptors, wie in der Literatur beschrieben, die Ursache fir den
Nachweis der GC-A als Doppelbande (Koller 1993, Miyagi 2000). Fur die
nachfolgenden Versuche zur Aufreinigung der GC-A aus transgenen Tieren
mittels IP  wurden die Tiere der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie
herangezogen und der Ansatz Uber das FLAG-Epitop vorerst nicht weiter

verfolgt.
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3.3.3 Uberexpression von  FLAG-HA-TEV-tagged GC-A in

Kardiomyozyten

Basierend auf den vorangegangenen Experimenten wurde die
Uberexpression der GC-A im Herzen transgener Tiere als erwiesen
erachtet. Jedoch erlaubte die Analyse des Gesamtlysates keine
Ruckschlisse auf die zellulare sowie subzellulare Lokalisation der Epitop-
getaggten GC-A innerhalb des Organs. Im nachsten Schritt wurden daher
Kardiomyozyten aus Herzen von einer globalen GC-A KO-Maus (K), drei
wildtypischen (A, B, C) und zwei transgenen (D, E) Tieren isoliert. Die
Zellen wurden anschlielend durch die Verwendung unterschiedlicher
Puffer in Zytosol- Membran- und Kernfraktion getrennt. Der Proteingehalt
jeder Fraktion wurde bestimmt und je 25 pg Protein der Zytosol- (C),
Membran- (M) und Kernfraktion (N) im Western Blot aufgetragen. Zum
Nachweis des GC-A-Rezeptors wurde ein Antikrper gegen GC-A
verwendet (vgl. Abbildung 34 A). Um den Nachweis einer erfolgreichen
Zellfraktionierung zu erbringen, wurden ebenfalls 25 pg Proteinlysat in
einem weiteren 7,5 %igem SDS-Gel elektrophoretisch getrennt und mit
spezifischen Antikérpern gegen zytosolische und membranstandige
Proteine analysiert. Die Zytosolfraktion wurde mit dem Antikdrper gegen die
Zytosolproteine  ERK 1/2 (extrazellular geregelte Kinasen 1 und 2)
analysiert (vgl. Tabelle 14, Seite 44). Zur Charakterisierung der
Membranfraktion wurde ein AntikOrper gegen das Transmembranprotein
Plasmamembran-Calcium-ATPase (PMCA) verwendet.
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Abbildung 34: Uberpriifung der Fraktionierung von Kardiomyozyten und Nachweis
des GC-A-Rezeptors in den Fraktionen.

(A) Im Western Blot wurden je 25 pg Protein nach Zellfraktionierung von isolierten
Kardiomyozyten einer GC-A KO Maus, drei wildtypischen und zwei transgenen Tieren der
FLAG-GC-A-Kolonie analysiert. Es wurden Zytosol- (C) und Membranfraktion (M) sowie
die Kernfraktion (N) aufgetragen. Fir GC-A (~130 kDa) wurde ein starkes Signal in der
Membranfraktion der transgenen Tiere, sowie ein deutlich schwécheres in deren
Kernfraktion (Np, Ng) detektiert. Dartiber hinaus wurde sowohl im Herzen von
wildtypischen als auch von transgenen Tieren eine etwas kleinere Bande (~110 kDa) (vgl.
Pfeile) mit dem Antikérper gegen GC-A exklusiv im Zytosol der Kardiomyozyten detektiert.
In Kardiomyozyten der globalen GC-A KO-Maus wurde diese Bande nicht nachgewiesen.
(B) Zum Nachweis einer erfolgreichen Fraktionierung der Kardiomyozyten wurden je 25 ug
Protein der Zytosol- (C) und Membranfraktion (M) mit Antikdrpern gegen ERKZ1/2
(zytosolprotein) und PMCA (Membranprotein) analysiert. In allen Zytosolfraktionen zeigte
sich ein sehr starkes Signal fur ERK1/2 sowie ein etwas schwéacheres Signal in der
Membranfraktion. Die PMCA wurde ausschlieBlich in der Membranfraktion detektiert. Fir
PMCA wurde in allen Fraktionen eine etwas groRRere, unspezifische Bande detektiert.
Grundsatzlich zeigt dieses Ergebnis aber eine erfolgreiche Fraktionierung.

Wie Abbildung 34 A zeigt, gab es fur GC-A (~130 kDa) ein sehr starkes
Signal in der Membranfraktion von transgenen Tieren sowie ein deutlich
schwacheres Signal in der Kernfraktion (Np, Ng). Wie die Ergebnisse der
Western Blot Analyse in Abbildung 34 B zeigen, wurde das starkste Signal
fur ERK1/2 in der Zytosolfraktion sowie ein signifikant schwécheres
ERK1/2-Signal in der Membranfraktion detektiert. Das Protein PMCA wurde
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ausschlie@Blich in der Membranfraktion detektiert. Somit kann die
Fraktionierung als erfolgreich erachtet werden. Das Auftauchen von GC-A
in der Kernfraktion transgener Tiere (Np, Ng) konnte auf eine nicht
vollstandige Fraktionierung fir diese beiden Proben hinweisen. Fur
nachfolgende Experimente wurden deshalb, zur Verbesserung der
Fraktionierung, die einzelnen Schritte haufiger (bis zu dreimal) und mit
kleineren Volumina der entsprechenden Puffer wiederholt.

Interessanterweise wurde die zuvor mit dem Antikérper gegen GC-A bereits
mehrfach nachgewiesene etwas kleinere Bande, in diesem Experiment
exklusiv in der Zytosolfraktion von transgenen und wildtypischen
Kardiomyozyten nachgewiesen. Eine entsprechende Bande fand sich
weder in der Zytosol-, der Membran- oder Kernfraktion der globalen GC-A
KO-Maus. Wobei sich fir die GC-A KO Maus die Banden insgesamt recht
schwach darstellten und der Nachweis fir PMCA bzw. ERK 1/2 in dieser
Spur auch nicht erfolgreich war (vgl. Abbildung 34 B, Seite 111).
Maoglicherweise handelt es sich bei der im Zytosol detektierten Bande um
GC-A die einen anderen Glykosilierungszustand aufweist als die in der
Membran lokalisierte Form (Koller 1993, Miyagi 2000). Um zumindest fur
die transgenen Tiere Uberprifen zu kénnen, ob es sich bei dieser kleineren
Bande in der Zytosolfraktion tatsdchlich um GC-A handeln kdnnte, wurde
die Fraktionierung an Tieren der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie, mit
anschlieBender Western Blot Analyse, mit einem Antikorper gegen das HA-
Epitop, durchgefihrt (vgl. Abbildung 35, Seite 113).

3.3.4 Immunprazipitation der GC-A aus Kardiomyozyten

Aus der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie wurden zwei transgene Tiere (A, B)
geopfert und die Kardiomyozyten isoliert. Diese wurden in Zytosol- (Ca, Cg)
und Membranfraktion (Ma, Mg) aufgeteilt. Von jeder Fraktion und jedem Tier
wurde eine Probe fur die Proteinbestimmung und Analyse im Western Blot

aserviert. AnschlieBend wurden die Membranfraktionen flr die IP vereinigt.
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Zunachst wurden die Proben einer Préaabsorption mit Agarose A
unterzogen, um die unspezifische Bindung von Proteinen an die Agarose
abzufangen. AnschlieRend wurde der Uberstand mit anti-HA-Agarose
inkubiert. Nach drei Waschschritten erfolgte die Elution mittels pH-shift in
einem Volumen von 100 pl. Von der enzymatischen Abspaltung mit Hilfe
der TEV-Protease wurde zu diesem Zeitpunkt abgesehen, da die Methode,
wie Abbildung 20 (vgl. Seite 92) zeigt noch nicht optimiert war. Von der
erhaltenen Elution wurden 30 pl und aus jedem Zwischenschritt 15 pg
Protein im Western Blot aufgetragen und analysiert. Die fur die
Praabsorption verwendeten Agarosebeads wurden in 100 pl Laemmli-
Puffer (dreifach) gekocht und 30 pl im Western Blot eingesetzt. Der
Nachweis der GC-A erfolgte mittels Antikérpers gegen das HA-Epitop. Als
Positivkontrolle dienten 10 pg Lysat aus zuvor transient mit pFLAG-HA-
TEV-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen.
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Abbildung 35: Western Blot der Zellfraktionierung und IP an Tieren der FLAG-HA-
TEV-GC-A-Kolonie mit anti-HA-Agarose.

Im Western Blot (anti-HA) wurden die einzelnen Fraktionen, sowie Proben der
Zwischenschritte der IP mit anti-HA-Agarosebeads analysiert. Es wurden Kardiomyozyten
von zwei transgenen Tieren der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie verwendet. Aufgetragen
wurden: Zytosolfraktion Tier 1 (C,) und Tier 2 (Cg), Membranfraktion Tier 1 (M,) und Tier 2
(Mg), Praabsorption (P), Unbound (U), Waschschritte (W1, W2 und W3) jeweils 15 pug;
Elution (E) 30 pl; Lysat transient mit pFLAG-HA-TEV-GC-A transfizierten HEK 293-Zellen
(+) 4,5 pg. Der Western Blot zeigt, dass die GC-A iber das HA-tag aufgereinigt und
angereichert werden kann. Dartber hinaus wurden die zuvor detektierten etwas kleineren
Banden (~110 kDa) (vgl. schwarzer Pfeil) exklusiv im Zytosol mit dem Antikdrper gegen
das HA-Epitop detektiert.

Wie in Abbildung 35 erkennbar, konnte die HA-getaggte GC-A mit einem
Antikorper gegen das HA-Epitop in der Membranfraktion detektiert werden.

Ebenso war die IP gegen das HA-tag erfolgreich und zeigte eine
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Aufreinigung und Anreicherung. Somit konnte gezeigt werden, dass es
grundsatzlich moglich ist, die Uberexprimierte FLAG-HA-TEV-GC-A mittels
IP gegen das HA-tag aus Kardiomyozyten aufzureinigen. Auch mit dem
Antikérper gegen das HA-Epitop wurde eine kleinere Bande (~110 kDa) in
der Zytosolfraktion detektiert. Unter Bericksichtigung der
vorangegangenen Western Blot Analysen mit dem Antikérper gegen GC-A
an Gesamtlysat aus Herzen sowie isolierter Kardiomyozyten, scheint
dieses Experiment, zumindest fur die transgenen Tiere, das Ergebnis zu
liefern, dass es sich bei der im Zytosol detektierten Bande (~110 kDa)
maoglicherweise um GC-A handelt. In der Literatur finden sich Studien zur
Glykosilierung des GC-A-Rezeptors die zeigen, dass der GC-A-Rezeptor
unterschiedlich glykosiliert sein kann und dementsprechend im Western
Blot in unterschieldicher Hohe detektiert wird (Koller 1993, Miyagi 2000).
Diese unterschiedliche Glykosilierung konnte eine Erklarung fir die hier
gemachten Beobachtungen sein.

Im Rahmen des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit wurde somit der
Nachweis erbracht, dass transgene Tiere beider Kolonien Uber eine
membranlokalisierte, kardiomyozytenspezifische Uberexpression der GC-A
verfugen, die, im Falle der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie, dazu verwendet
werden kann, den Rezeptor mittels IP gegen das HA-Epitop aus
Kardiomyozyten zu prazipitieren. Leider wurde unerwarteterweise auch
festgestellt, dass der verwendete Antikbrper gegen das FLAG-Epitop,
exklusiv im Herzen, mit anderen Proteinen interagiert. Aufgrund dessen
wurde festgehalten, dass dieses Epitop fur die Zielsetzung und das weitere
Vorhaben der Dissertationsarbeit ungeeignet war. Neben diesen
Erkenntnissen wurde bisher jedoch noch nicht der Nachweis erbracht, dass
der Uberexprimierte Epitop-getaggte GC-A-Rezeptor funktionsfahig ist.
Daher wurde im weiteren Verlauf des zweiten Teils der vorliegenden
Dissertationsarbeit der Fokus auf das Erbringen dieses Nachweises und

der Untersuchung der Auswirkungen unter pathophysiologischen
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Bedingungen auf das Herz der transgenen Tiere gelegt und der Ansatz
Uber Immunprazipitation Interaktionspartner zu identifizieren im Rahmen

dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

3.3.5 Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit ANP

In einem ersten Schritt wurden frisch isolierte Kardiomyozyten mit ANP
stimuliert und die Bildung von cGMP im cGMP-RIA quantifiziert. Hierdurch
sollte dberprift werden, ob adulte Kardiomyozyten transgener Tiere
aufgrund der Uberexpression von GC-A an der Zellmembran, auf
appliziertes ANP mehr intrazellulares cGMP bilden oder bereits basal tber

mehr cGMP verfugen.

Kardiomyozyten aus transgenen und wildtypischen Tieren wurden hierzu
isoliert, zur Inhibition von Phosphodiesterasen (PDE) mit dem PDE-Inhibitor
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX, final: 0,1 mM) tber 15 min vorbehandelt
und danach fur 10 min mit unterschiedlichen ANP-Konzentrationen
inkubiert. Die Stimulation mit ANP wurde durch die Zugabe von eiskaltem
Ethanol abgestoppt und die Zellen tber Nacht bei -80 °C eingefroren. Nach
Pelletieren der Zelltrimmer wurde der Uberstand Uberfiihrt, abgedampft
und in Natriumacetat (50 mM, pH 6,0) aufgenommen. Die Menge an
gebildetem cGMP wurde im cGMP-RIA quantifiziert. Die Zelltrdimmer
wurden fur die Proteinbestimmung verwendet und die ermittelte Menge an
cGMP auf die eingesetzte Menge an Protein in der Probe normiert (vgl.
Abbildung 36).

Die basal gemessenen Werte von intrazellularem cGMP unterscheiden sich
zwischen wildtypischen und transgenen Kardiomyozyten nicht. Durch
Stimulation mit 10 nM ANP konnte in beiden Gruppen kein signifikanter
Anstieg der intrazellularen cGMP Konzentration festgestellt werden. Erst
die Stimulation mit 100 nM ANP fuhrte zu einem cGMP-Anstieg, der sich
signifikant (p < 0,05 gegen Kontrolle, p < 0,05 gegen 10 nM ANP) von den

basalen Werten, sowie den Werten der Stimulation mit 10 nM ANP

115



Ergebnisse

unterscheidet (etwa 1,5-fach bezogen auf Kontrolle). Dieses Ergebnis
bestatigte nicht die aufgestellte Hypothese, dass die Uberexpression des
GC-A-Rezeptors zu einer signifikant hoheren Menge an cGMP, nach
Stimulation mit ANP fuhrt. Hierfur kommen ganz unterschiedliche Grinde in
Frage. Aufgrund der geringen Menge an detektierten cGMP nach
Stimulation mit 10 nM bzw. 100 nM in beiden Gruppen besteht die
Maoglichkeit, dass im Rahmen des Experimentes Fehler (z.B. Stress der
Zellen, technische Fehler im cGMP-RIA) gemacht wurden oder es
Unstimmigkeiten in der Ermittlung der Proteinmenge gab. Allerdings
besteht auch die Moglichkeit dass die transgenen Tiere, trotz
Uberexpression, nur einen geringen Anteil an funktionsfahigem, sprich
stimulierbaren Rezeptor an der Zellmembran der Kardiomyozyten
prasentieren. Um die Funktionsfahigkeit genauer zu untersuchen, wurden
nachfolgende Experimente zur Induktion kardialer Hypertrophie durch

chronische Gabe von Angiotensin Il durchgefihrt.
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Abbildung 36: Intrazellularer cGMP-Gehalt von Kardiomyozyten transgener und
wildtypischer Tiere basal und nach ANP-Stimulation.

Der cGMP-Gehalt nach Stimulation isolierter Kardiomyozyten mit den angegebenen ANP-
Konzentrationen tber 10 min, wurde im cGMP-RIA ermittelt. Die Ergebnisse zeigen keinen
signifikanten Unterschied der basalen cGMP Menge zwischen den beiden Gruppen. Die
Stimulation mit 10 nM ANP fiihrt im Experiment zu keinem signifikanten Anstieg der
gebildeten cGMP-Menge. Die Stimulation mit 100 nM ANP fihrt zu einer signifikant
héheren cGMP Menge, die sich zwischen den Gruppen aber nicht unterscheidet (p < 0,05
fur 200 nM ANP im Vergleich zu Vehikel).

3.4 Induktion kardialer Hypertrophie

Durch die Western Blot Analysen an adulten Kardiomyozyten gelang es die
membranstandige Uberexpression des GC-A-Rezeptors nachzuweisen.
Jedoch konnte durch die Stimulationsversuche mit ANP an frisch isolierten
Kardiomyozyten der direkte Nachweis der Funktionsfahigkeit der
Uberexpression des GC-A-Rezeptors nicht erbracht werden. Da
antihypertrophe Effekt des ANP/GC-A Signalweges in der Literatur bekannt
sind (Kishimoto 2009, Klaiber 2010, Pandey 2011), wurde daher im
nachsten Schritt die Aktivitat des GC-A-Rezeptors in vivo untersucht. Ziel
dieser Versuchsreihe war die Uberpriifung der Hypothese, dass transgene

Tiere durch die Uberexpression des GC-A-Rezeptors in der Zellmembran
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der Kardiomyozyten vor Hypertonie induzierter Herzhypertrophie geschutzt

sind.

3.4.1 Ergebnisse der Angiotensin II-Studien

Zur Induktion kardialer Hypertrophie in Folge von Hypertonie wurden
insgesamt 13 transgene und 17 wildtypische Tiere der FLAG-GC-A-Kolonie
in zwei Versuchsreihen, Uber implantierte osmotische Minipumpen mit
Angiotensin II (300 ng/kg/min bzw. 1.000 ng/kg/min), Uber einen Zeitraum
von 14 Tagen behandelt. Insgesamt wurden im Rahmen der Studien 47

Tiere, davon 26 wildtypische und 21 transgene Tiere untersucht.
3.4.1.1 Effekt von Angiotensin Il auf den arteriellen Blutdruck

Das Peptidhormon Angiotensin Il aktiviert den Angiotensin 1l Typ 1
Rezeptor und verursacht unter anderem eine Kontraktion der glatten
GefalBmuskulatur in den Arteriolen. Dadurch erhoéht sich der periphere
GefalRwiderstand und der Blutdruck steigt (Schmidt 2007). Um diesen
Effekt zu Uberwachen, wurde der arterielle Blutdruck der Versuchs- sowie
der Kontrolltiere mittels Schwanzplethysmographie nicht invasiv gemessen.
Zunachst erfolgte die Erfassung des basalen Blutdrucks von wildtypischen
und transgenen Versuchstieren um Auswirkungen des Genotyps auf den
basalen Blutdruck identifizieren zu konnen. Die Messung des Blutdrucks
wurde nach Implantation der osmotischen Minipumpen fortgesetzt, um die
hypertensive Wirkung von Angiotensin Il erfassen und auch hier mogliche
Effekte des Genotyps auf den Blutdruck darstellen zu kbnnen. Bereits vor
Beginn der eigentlichen Messungen wurden die ausgewahlten Tiere an die
Versuchsapparatur gewohnt. Die Apparatur bestand aus einer Réhre und
zugehdriger Warmevorrichtung, in der die Maus bei 32 °C fixiert werden
konnte. Anschliel3end wurde die Blutdruckmanschette um den Schwanz der
Maus gelegt. Die Messungen erfolgten an finf aufeinanderfolgenden Tagen
fur maximal 15 min jeweils zur gleichen Tageszeit. Die Ergebnisse der

Messungen sind nachfolgend in Abbildung 37 und Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 37: Arterieller systolischer Blutdruck von transgenen und wildtypischen
Tieren (basal und unter Angiotensin II-Gabe).

Sowohl transgene als auch wildtypische Tiere entwickelten unter chronischer Angiotensin
[I-Gabe einen signifikanten Anstieg (p < 0,05 gegen Vehikel) des systolischen Blutdrucks
(SBP). Zwischen transgenen und wildtypischen Versuchstieren gab es weder basal noch
nach Applikation von Angiotensin Il signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.
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Abbildung 38: Arterieller diastolischer Blutdruck von transgenen und wildtypischen
Tieren (basal und unter Angiotensin lI-Gabe).

Sowohl transgene als auch wildtypische Tiere entwickelten unter chronischer Angiotensin
[I-Gabe einen signifikanten Anstieg (p < 0,05 gegen Vehikel) des diastolischen Blutdrucks
(DBP). Zwischen transgenen und wildtypischen Versuchstieren gab es weder basal noch
nach Applikation von Angiotensin Il signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.

Unter basalen Bedingungen wurde zwischen wildtypischen (SBP: 117,23
mmHg + 10,31, n = 7) und transgenen Tieren (SBP: 117,56 mmHg + 6,57,
n = 5), kein signifikanter Unterschied in den systolischen Blutdruckwerten
festgestellt. Ebenso wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
ermittelten basalen diastolischen Werten von wildtypischen (DBP: 77,60
mmHg + 5,77, n = 7) und transgenen (DBP: 73,78 mmHg + 6,78, n = 5)
Tieren festgestellt. Die Applikation von Angiotensin Il in einer Dosis von 300
ng/kg/min Uber osmotische Minipumpen fiihrte sowohl bei wildtypischen
(SBP: 141,31 mmHg *= 10,96 n = 4) als auch transgenen (SBP: 142,10
mmHg * 7,43, n = 3) Tieren zu einem signifikanten (p < 0,05 gegen
Vehikel) Anstieg des systolischen Blutdrucks. Ebenso stieg der diastolische
Blutdruck bei wildtypischen (DBP: 93,92 mmHg = 13,11, n = 4) und
transgenen (DBP: 97,92 mmHg £ 10,08, n = 3) Tieren signifikant (p < 0,05

gegen Vehikel) an. Jedoch gab es zwischen wildtypischen und transgenen
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Tieren keine signifikanten Unterschiede. Die Applikation von Angiotensin I
in einer Dosis von 1.000 ng/kg/min fihrt bei wildtypischen (SBP: 162,10
mmHg £ 10,72, n = 7) und transgenen Tieren (SBP: 145,71 mmHg * 11,90,
n = 5) zu einem signifikanten (p < 0,05 gegen Vehikel) Anstieg des
systolischen Blutdrucks. Ebenso stieg der diastolische Blutdruck bei
wildtypischen (DBP: 107,84 mmHg * 6,83, n = 7) und transgenen Tieren
(DBP: 100,57 mmHg + 6,22, n = 5) signifikant (p < 0,05 gegen Vehikel) an.
Zwischen wildtypischen und transgenen Tieren wurden auch unter 1.000

ng/kg/min Angiotensin Il keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
3.4.1.2 Kardiale Effekte der chronischen Angiotensin II-Gabe

Zur Beurteilung einer mdglichen Herzhypertrophie, ausgeldst durch den
zuvor nachgewiesenen Anstieg des Blutdrucks unter chronischer Gabe von
Angiotensin Il, wurden die Herzen der Versuchstiere nach Abschluss der
Versuchsreihen untersucht. Ziel war es, anhand des Vergleichs der auf das
Korpergewicht (KGW) normierten Gewichte des Gesamtherzens und der
linken Ventrikel, mdgliche Unterschiede zwischen transgenen Tieren und
ihren wildtypischen Geschwistertieren aufzudecken. Die Herzen der Tiere
wurden hierzu unter tiefer Inhalationsnarkose (3 % Isofluran) zugig entfernt
und das Gewicht des vollstdndigen Herzens notiert. Anschliel3end wurden
die Atria des jeweiligen Herzens entfernt, das Herz in linken und rechten
Ventrikel geteilt und einzeln gewogen. Die Normierung der Gewichte
erfolgte auf das Korpergewicht des jeweiligen Tieres (vgl. Abbildung 39,
Seite 122 und Abbildung 40, Seite 123).
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Abbildung 39: Herzgewicht von wildtypischen und transgenen Tieren (basal und
unter Angiotensin II-Gabe).

Sowohl transgene als auch wildtypische Tiere entwickelten unter chronischer Angiotensin
[I-Gabe eine signifikante Zunahme des Herzgewichts (p < 0,05 gegen Vehikel). Zwischen
transgenen und wildtypischen Versuchstieren gab es weder basal noch nach Applikation
von Angiotensin |l signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.
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Abbildung 40: Gewicht der linken Ventrikel von wildtypischen und transgenen
Tieren (basal und unter Angiotensin lI-Gabe).

Sowohl transgene als auch wildtypische Tiere entwickelten unter chronischer Angiotensin
[I-Gabe eine signifikante Zunahme des Gewichts der linken Ventrikel (p < 0,05 gegen
Vehikel). Zwischen transgenen und wildtypischen Versuchstieren gab es weder basal noch
nach Applikation von Angiotensin Il signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.

Die Auswertung des Verhaltnisses von Herz- zu Kérpergewicht zeigte basal
keine signifikanten Unterschiede zwischen wildtypischen (4,75 £ 0,27, n =
9) und transgenen (4,61 * 0,34, n = 8) Geschwistertieren. Unter
Angiotensin Il in einer Dosis von 300 ng/kg/min erhéht sich gegeniber den
Kontrolltieren (Vehikel) das Herzgewicht wildtypischer (5,18 + 0,42, n = 9)
und transgener (5,18 + 0,46, n = 7) Tiere signifikant (p < 0,05 gegen
Vehikel). Ebenso fihrte die Applikation von Angiotensin Il in einer Dosis
von 1.000 ng/kg/min zu einer signifikanten (p < 0,05 gegen Vehikel)
Zunahme des Verhaltnisses von Herz- zu Korpergewicht bei wildtypischen
(4,86 + 0,32, n = 8) und transgenen (4,96 + 0,19, n = 6) Tieren. Zwischen
den Genotypen gab es allerdings in beiden Versuchsreihen keine

signifikanten Unterschiede.

Das ermittelte Verhéltnis des Gewichts des linken Ventrikels zum jeweiligen

Kdrpergewicht zeigte basal keine signifikanten Unterschiede zwischen
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wildtypischen (3,26 + 0,19, n = 9) und transgenen (3,10 + 0,15, n = 8)
Geschwistertieren. Unter Angiotensin |l in einer Dosis von 300 ng/kg/min
erhohte sich gegenuber den Kontrolltieren (Vehikel) das Verhéltnis der
Gewichte sowohl in wildtypischen (3,67 * 0,16, n = 9) als auch in
transgenen (3,72 + 0,26, n = 7) Tieren signifikant (p < 0,05 gegen Vehikel).
Ebenso fluhrte die Applikation von Angiotensin Il in einer Dosis von 1.000
ng/kg/min zu einer signifikanten (p < 0,05 gegen Vehikel) Zunahme des
Verhéltnisses der Gewichte in wildtypischen (3,54 + 0,41, n = 8) und
transgenen (3,39 £ 0,23, n = 6) Tieren. Zwischen den Genotypen gab es in

beiden Versuchsreihen keine signifikanten Unterschiede.

Die Ergebnisse der Auswertung fur die rechten Ventrikel sind in

nachfolgender Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Gewicht der rechten Ventrikel von wildtypischen und transgenen
Tieren (basal und unter Angiotensin llI-Gabe).
Weder transgene noch wildtypische Tiere entwickelten unter chronischer Angiotensin II-
Gabe eine signifikante Zunahme des Gewichts der rechten Ventrikel. Zudem gab es

zwischen transgenen und wildtypischen Versuchstieren weder basal noch nach Applikation
von Angiotensin Il signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.

Die Auswertung des Verhaltnisses des Gewichts der rechten Ventrikel zum
Korpergewicht des jeweiligen Tieres zeigte basal keine signifikanten
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Unterschiede zwischen wildtypischen (0,76 + 0,07, n = 9) und transgenen
(0,79 = 0,16, n = 8) Geschwistertieren. Es gab keine signifikanten
Anderungen dieses Verhéltnisses bei den Tieren, die lber 14 Tage
Angiotensin Il in einer Dosis von 300 ng/kg/min oder 1.000 ng/kg/min

erhalten hatten.
3.4.1.3 Kardiomyozytendurchmesser

Mittels Zellfraktionierung an isolierten Kardiomyozyten wurde zunachst
nachgewiesen, dass transgene Tiere eine Uberexpression des GC-A-
Rezeptors in der Membran von Kardiomyozyten aufwiesen (vgl. Abbildung
34 A, Seite 111). Anhand von Proben des linken Ventrikels wurde nun
untersucht, ob diese Uberexpression des GC-A-Rezeptors einen Einfluss
auf die GroRRe der Kardiomyozyten unter basalen Bedingungen und nach
Angiotensin llI-induzierter (300 ng/kg/min, 14 Tage) Herzhypertrophie hat.
Hierzu wurden die entnommenen Gewebeproben aus dem linken Ventrikel
in Formalin fixiert und in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hideo Baba
(Institut fur Pathologie und Neuropathologie, Universitatsklinikum Essen)
mittels PAS-Reaktion gefarbt. Abbildung 42 zeigt die erfassten
Kardiomyozytendurchmesser von wildtypischen und transgenen Tieren.
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Abbildung 42: Durchmesser der linksventrikularen Myozyten von wildtypischen und
transgenen Versuchstieren.

Sowohl wildtypische als auch transgene Tiere entwickelten unter chronischer Angiotensin
[I-Gabe (300  ng/kg/min, 14 Tage) eine signifikante ~ Zunahme  des
Kardiomyozytendurchmessers (p < 0,05 gegen Vehikel). Zwischen transgenen und
wildtypischen Versuchstieren gab es weder basal noch nach Applikation von Angiotensin I
signifikante Unterschiede in den gemessenen Werten.

Unter basalen Bedingungen konnten zwischen wildtypischen (13,69 pum +
4,26, n = 9) und transgenen (13,43 pym * 4,26, n = 8) Tieren keine
signifikanten Unterschiede der Kardiomyozytendurchmesser festgestellt
werden. Nach Applikation von Angiotensin Il Gber einen Zeitraum von 14
Tagen wurde sowohl in wildtypischen (15,06 um + 4,53, n = 9) als auch in
transgenen (15,05 um = 4,78, n = 7) Geschwistertieren ein signifikanter
Anstieg des Kardiomyozytendurchmessers (p < 0,05 gegen Vehikel)
verzeichnet. Basierend auf diesen Ergebnissen scheint die Uberexpression
des GC-A-Rezeptors weder basal noch nach chronischer Behandlung mit
Angiotensin Il in einer Dosis von 300 ng/kg/min, einen Einfluss auf den

Kardiomyozytendurchmesser zu haben.
3.4.1.4 cGMP-Gehalt im LV nach 300 ng/kg/min Angiotensin I

Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass die Applikation von Angiotensin
Il zu einem signifikanten Anstieg der im Plasma detektierten Konzentration
von ANP fuhrt (Focaccio 1993, Soualmia 1997, Dietz 2005). Da zuvor
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nachgewiesen wurde, dass der GC-A-Rezeptor in den Kardiomyozyten
transgener Mause Uberexprimiert wird, wurde vermutet, dass dies in
Anwesenheit einer erhdhten Konzentration frei zirkulierenden ANP zu mehr
detektierbarem cGMP im Herzen fihrt. Aufgrund dessen wurde das cGMP
aus Proben des linken Ventrikels von Angiotensin |l behandelten
transgenen und wildtypischen Tieren extrahiert und im cGMP-RIA
quantifiziert. Die ermittelte cGMP-Menge wurde auf die eingesetzte
Proteinmenge normiert. Das in Abbildung 43 dargestellte Ergebnis dieser
Auswertung zeigt allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen

wildtypischen und transgenen Tieren.
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N
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Abbildung 43: cGMP-Gehalt der Proben aus dem linken Ventrikel transgener und
wildtypischer Tiere nach Behandlung mit Angiotensin II.

Der cGMP-Gehalt in Proben der linken Ventrikel wurde nach Behandlung von transgenen
(n = 6) und wildtypischen (n = 8) Méausen der FLAG-GC-A-Kolonie mit 300 ng/kg/min
Angiotensin 1l fir 14 Tage ermittelt. Zwischen beiden Gruppen gibt es keine signifikanten
Unterschiede im ermittelten cGMP Gehalt.

3.4.1.5 Echokardiographie

Die Ultraschalluntersuchung des Herzens ist eine wichtige, nicht invasive
Methode um strukturelle und funktionale Veranderungen des Herzens
untersuchen zu konnen. Ziel dieser Untersuchungen war es, funktionale
Unterschiede der Herzen von transgenen und wildtypischen Tieren, unter

basalen Bedingungen und nach Angiotensin ll-induzierter Hypertonie, zu
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identifizieren und damit Ruckschlisse auf die Auswirkungen der
Uberexpression des GC-A-Rezeptors zu ermdglichen. Die 13 ausgewahlten
Tiere (wt: n = 7; tg: n= 6) wurden mittels Echokardiographie einen Tag vor
der Implantation von osmotische Minipumpen (vgl. 2.17.2, Seite 68)
untersucht. Anschlielend erhielten die Tiere Uber diese Minipumpen
Angiotensin Il in einer Dosis von 1.000 ng/kg/min Uber einen Zeitraum von
14 Tagen. Einen Tag vor Abschluss der Versuchsreihe erfolgte eine
erneute Untersuchung dieser Tiere mittels Echokardiographie. Nachfolgend

sind die pra- und postoperativ ermittelten Werte dargestellt.

a) Vergleich der Wandstarken
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Abbildung 44: Messung der enddiastolischen Vorderwanddicke (EDVW) mittels
Echokardiographie.

Die Auswertung der erfassten enddiastolischen Vorderwanddicke (EDVW) der Tiere ergab,
dass es basal keine signifikanten Unterschiede zwischen transgenen (n = 6) und
wildtypischen (n = 7) Tieren gibt. Die chronische Behandlung der Tiere mit Angiotensin I
(1.000 ng/kg/min) fuhrt nach 13 Tagen weder in der transgenen noch in der wildtypischen
Gruppe zu einer signifikanten Zunahme der enddiastolischen Vorderwanddicke.

Wie Abbildung 44 zeigt, wiesen die untersuchten transgenen und
wildtypischen Tiere unter basalen Bedingungen keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der ermittelten enddiastolischen Vorderwanddicke
auf. Die Applikation von Angiotensin 1l (1.000 ng/kg/min) Uber einen
Zeitraum von 13 Tagen fihrte weder in wildtypischen noch in transgenen

Tieren zu einer signifikanten Anderung der gemessenen enddiastolischen
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Vorderwanddicke. Ebenso zeigen die Ergebnisse der ermittelten
enddiastolischen Hinterwanddicke von transgenen und wildtypischen
Tieren (vgl. Abbildung 45) basal keine signifikanten Unterschiede. Auch
hier fuhrt die Applikation von Angiotensin Il Uber 13 Tage zu keiner
signifikanten Anderung der enddiastolischen Hinterwanddicke. Diese
Ergebnisse der Echokardiographie sind nicht mit den zuvor erhobenen
Daten der Nekropsie (vgl. 3.4.1.2, Seite 121) und Morphometrie (vgl.
3.4.1.3, Seite 125) konsistent. Beide Gruppen zeigten unter Angiotensin Il
(1000 ng/kg/min, 14 Tage) einen signifikanten Anstieg des Gewichtes des
linken Ventrikels. Ferner wurde eine Zunahme des Durchmessers
linksventrikularer Myozyten unter Angiotensin Il (300 ng/kg/min, 14 Tage)
beobachtet. Die abweichenden Ergebnisse resultieren moglicherweise
daraus, dass die Echokardiographie weniger sensitiv fir leichte

Verédnderungen der Morphologie des Herzens ist.
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Abbildung 45: Messung der enddiastolischen Hinterwanddicke (EDPW) mittels
Echokardiographie.

Die Auswertung der erfassten enddiastolischen Hinterwanddicke (EDPW) der Tiere ergab,
dass es basal keine signifikanten Unterschiede zwischen transgenen (n = 6) und
wildtypischen (n = 7) Tieren gibt. Die chronische Behandlung der Tiere mit Angiotensin I
(1.000 ng/kg/min) fuhrt nach 13 Tagen weder in der transgenen noch in der wildtypischen
Gruppe zu einer signifikanten Zunahme der enddiastolischen Hinterwanddicke.
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b) Fraktionelle Verkirzung des Durchmessers der linken Ventrikelkammer

Im Rahmen der Echokardiographie wurden der endsystolische (ESD, vgl.
Abbildung 46) sowie der enddiastolische (EDD, vgl. Abbildung 47, Seite
131) Durchmesser der linken Ventrikelkammer basal und 13 Tage nach
chronischer Behandlung mit Angiotensin Il (1.000 ng/kg/min) von

transgenen und wildtypischen Tieren mittels Echokardiographie erfasst.
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Abbildung 46: Messung des endsystolischen Kammerdurchmessers des linken
Ventrikels (ESD) mittels Echokardiographie.

Die Auswertung des erfassten endsystolischen Kammerdurchmessers ergab, dass
transgene Tiere basal Uber eine signifikant geringere Flache (p < 0,05 gegen wt) als ihre
wildtypischen Geschwistertiere verfiigen.

Transgene Tiere wiesen basal einen signifikant geringeren endsystolischen
Kammerdurchmesser (ESD) der linken Ventrikelkammer (p < 0,05 gegen
wt) auf als die wildtypischen Geschwistertiere. Dies konnte auf eine
bessere Kontraktilitat der Herzen hindeuten.
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basal Angll basal Angll

wt tg

Abbildung 47: Messung des enddiastolischen Kammerdurchmessers des linken
Ventrikels (EDD) mittels Echokardiographie.

Die Auswertung des erfassten enddiastolischen Kammerdurchmessers ergab, dass
transgene Tiere basal Uber eine signifikant geringere Flache (p < 0,05 gegen wt) als ihre
wildtypischen Geschwistertiere verfiigen.

Die erfassten Werte des enddiastolischen Kammerdurchmessers (EDD)
der transgenen Tiere zeigten allerdings, dass diese Flachen basal ebenfalls
signifikant kleiner sind (p < 0,05 gegen wt). Da bei diesen Tieren weder die
Vorder- noch Hinterwanddicke groRer ist, als bei den wildtypischen
Geschwistertieren, konnte dies bedeuten, dass die Herzen der transgenen
Tiere insgesamt etwas kleiner sind. Allerdings bestatigt sich dies anhand
der erfassten Gewichte des Gesamtherzens bzw. der linken Ventrikel (vgl.
Abbildung 39, Seite 122 sowie Abbildung 40, Seite 123) nicht. Die

Dimensionen der Herzen wurden allerdings nicht erfasst.

Zur Beurteilung der systolischen Linksventrikelfunktion wurde die
fraktionelle Verkirzung der linken Ventrikelkammer anhand der zuvor
erfassten Werte nach der Formel ((EDD - ESD) / EDD) errechnet. Wie
Abbildung 48 zeigt, gibt es weder basal noch nach chronischer Gabe von
Angiotensin Il signifikante Unterschiede bzw. Anderungen der

linksventrikularen Funktion des Herzens.
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Abbildung 48: Berechnete fraktionelle Verkiurzung des Durchmessers des linken
Ventrikels der transgenen und wildtypischen Tiere (basal und unter Angiotensin ).
Basierend auf den zuvor ermittelten Parametern (EDD, ESD) wurde die fraktionelle
Verkiirzung des Durchmessers des linken Ventrikels (FS) errechnet. Weder basal noch
unter 1.000 ng/kg/min Angiotensin Il konnten signifikante Unterschiede zwischen
wildtypischen und transgenen Tieren ermittelt werden.

Zusammengefasst zeigte die Echokardiographie, dass es basal keine
Unterschiede  der  systolischen Linksventrikelfunktion ~ zwischen
wildtypischen und transgenen Tieren gibt. Auch nach chronischer
Behandlung der Tiere beider Gruppen mit Angiotensin Il konnten nach 13
Tagen keine signifikanten Unterschiede zu den basalen Werten der
jeweiligen Gruppe oder zwischen transgenen und wildtypischen Tieren
mittels Echokardiographie ermittelt werden.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung einer neuartigen Isoform des GC-A-
Rezeptors (GC-AALys>" ¢ ™)

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine neuentdeckte Isoform
des GC-A-Rezeptors charakterisiert. Die mRNA dieser Isoform wurde in
einer Vielzahl von Mausgeweben mittels RT-PCR nachgewiesen (vgl.
Abbildung 49). Diese Isoform (GC-AALs *en®®) entsteht durch das

alternative Spleil3en des Exon 4 (Hartmann 2008).
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Abbildung 49: Nachweis von GC-A wt und GC-AA " ¢in>>° MRNA mittels Reverse
Transkriptase-PCR (modifiziert nach Hartmann 2008).

(A) Die mRNA wurde aus unterschiedlichen Geweben der Maus isoliert und in cDNA
umgeschrieben (reverse Transkription). Anschlielend durchgefihrte spezifische PCRs
wiesen die wildtypische GC-A (352 bp) und die Isoform (301 bp) in den entsprechenden
Geweben nach. (B) Mittels Southern Blot mit einer spezifischen Sonde fiir GC-A konnten
wildtypische GC-A und Isoform ebenfalls detektiert werden. Das Ergebnis zeigt, dass die
MRNA fur die Isoform in einer weit geringeren Menge in den untersuchten Geweben
vorliegt. Dieses Experiment wurde von Dr. Boris Skryabin (Institut fir experimentelle
Pathologie, Universitat Munster) durchgefuhrt.

Durch Translation der verkiirzten mRNA entsteht eine Isoform des GC-A-
Rezeptors dem, im Vergleich zum wildtypischen GC-A-Rezeptor, 17

4 330
-GIn ) Im

Aminoséauren in der extrazellularen Domane fehlen (GC-AA s>
Rahmen der Charakterisierung dieser Isoform wurde die extrazellulare

Doméne dieser Isoform von Prof. Dr. Thomas Mdller (Julius-von-Sachs-
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Institut fur Biowissenschaften, Universitat Wirzburg) modelliert und mit der

extrazellularen Doméane des wildtypischen Rezeptors verglichen. Als

Vorlage fiir die Modellierung der Struktur der Mutante GC-AA s> gin>>°

wurde die Kristallstruktur der Ektodomane des nativen GC-A-Rezeptors der
Ratte (MMDB ID: 13914) verwendet (vgl. Abbildung 50).

Zellmembran

Liganden-
bindungsdomane

GC-A

AK314-Q330

Abbildung 50: Molekulare Modellierung der extrazellularen Doméane von GC-A wt
und GC-AALs " 61> (Hartmann 2008).

(A) Durch die Deletion von 17 Aminoséauren fehlt ein Grol3teil der Helix 10 (in rot). Die Helix
9, die in die Position der Helix 10 riickt, ist violett dargestellt. (B) Anhand der Struktur der
wildtypischen GC-A ergibt sich die dargestellte finale Struktur der extrazellularen Doméne
der Isoform GC-AAy 1 &>, (C) Durch Uberlagerung der Struktur der extrazellularen
Doméne von GC-A wt und GC-AA s> ¢,>*° unter unterschiedlichen Betrachtungswinkeln
(D) zeigt sich, dass die Veranderungen primar keinen direkten Einfluss auf die
Ligandenbindungsdoméne des Rezeptors haben. Allerdings ist der membrannahe Tell
betroffen, der fir die Dimerisierung relevant ist (E). Diese Modellierungen wurden von Prof.
Dr. Thomas Miller (Julius-von-Sachs-Institut fiir Biowissenschaften, Universitat Wirzburg)
durchgefihrt.
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Die molekulare Modellierung zeigte, dass die Deletion der Aminosauren

34 bis GIn**° Auswirkungen auf die Bildung einer a-Helix im

Lys
membrannahen Teil des GC-A-Rezeptors haben (Hartmann 2008). Ein
direkter Einfluss auf die ANP-Bindungsfahigkeit der GC-A Isoform erschien
daher als unwahrscheinlich, da sich die Bindungsregion fur den Liganden
ANP im membranabgewandten Bereich der extrazellularen Domane
befindet. Jedoch ist dieser Bereich der extrazellularen Doméane an der
Bildung von Dimeren beteiligt und kénnte den Signalweg auf diesem Wege

beeinflussen (Akker 2000).

Die Experimente zur Charakterisierung dieser Isoform des GC-A-Rezeptors
an transient transfizierten HEK 293-Zellen zeigten, dass die Mutante,
ahnlich wie der wildtypische Rezeptor, an der Oberflache transient
transfizierter HEK 293-Zellen prasentiert wird (vgl. Abbildung 10, Seite 74
und Abbildung 11, Seite 76). Eine ANP-induzierte intrazellulare Bildung von
cGMP konnte jedoch nicht beobachtet werden (vgl. Abbildung 14, Seite 80;
Abbildung 12, Seite 78 und Abbildung 13, Seite 79). Nachfolgend
durchgefuhrte Experimente zur Bindungsféhigkeit zeigten, dass die
Mutante GC-AALys ™ 6in>>® den Liganden ANP nicht binden kann (vgl.
Abbildung 15, Seite 81) und lieferten somit die Erklarung fur die zuvor
gemachte Beobachtung der fehlenden ANP-vermittelten Aktivierung der
Guanylatzyklase. Anhand von Koimmunprazipitationsversuchen konnte
gezeigt werden, dass die Mutante Heterodimere mit dem wildtypischen GC-
A-Rezeptor bilden kann (vgl. Abbildung 16, Seite 84). Der Einfluss dieser
Heterodimerbildung auf die Aktivierbarkeit der GC-A mit dem Liganden
ANP wurde nachfolgend an transient transfizierten HEK 293-Zellen
untersucht. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Koexpression von
wildtypischer GC-A und der Isoform zu einem deutlich geringeren ANP-
induzierten, Anstieg des intrazellular gebildeten cGMPs fiihrt. Obwohl die
Isoform des GC-A-Rezeptors selbst nicht in der Lage ist ANP zu binden,

kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass GC-AA s> gin>>°
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maoglicherweise eine regulierende Rolle einnimmt. Durch das
Vorhandensein einer entsprechend grof3en Anzahl von Rezeptoren der
Isoform GC-AALys>*.cin®® wird die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass diese
nicht funktionale Heterodimere mit dem wildtypischen Rezeptor bildet und

somit den ANP/GC-A-Signalweg negativ reguliert.

Die Ergebnisse dieses Teils der Dissertationsarbeit sind konsistent mit
Arbeiten anderer Gruppen, die auch fur einige andere Mitglieder der
Familie der Guanylatzyklasen alternatives SpleiRen beschrieben haben.
Beispielsweise werden in der Arbeit von Tamura und Garbers (Tamura
2003) zwei Isoformen des Rezeptors fir das C-Typ natriuretische Peptid
(CNP), die membranstandige Guanylatzyklase B (GC-B) beschrieben. Die
grundlegende Struktur des GC-B-Rezeptors ist identisch mit dem von GC-A
(Potter 2006), jedoch spielt der CNP/GC-B-Signalweg eine besonders
wichtige Rolle fur Wachstum und Entwicklung von Zellen (Tamura 2003).
Wie Knockout-Studien fir GC-B zeigen, fuhrt die Deletion des GC-B-
Rezeptors in Mausen (GC-B KO) zu Kleinwuchs (Tamura 2004). Tamura
und Garbers beschreiben in ihrer Arbeit ebenfalls, dass die mRNA fur diese
Isoformen in einer Vielzahl von murinen Geweben nachgewiesen wurde.
Eine der Mutanten entsteht durch alternatives SpleiRen des Exons 9
(Deletion von 75 Basenpaaren) und fuhrt zu einer Isoform, der 25
Aminosauren der intrazellularen kinasehomologen Doméne fehlen (GC-
B2). Die andere Isoform besteht lediglich aus einem Grolteil der
extrazellularen Domane und ist mit einem Molekulargewicht von etwa 60

kDa nur halb so grol3 wie der wildtypische Rezeptor (~120 kDa).

Anders als im Rahmen des ersten Teils dieser Dissertationsarbeit fur die
Isoform GC-AALys ™ ain>>° beschrieben, verfiigt GC-B2 jedoch noch (iber die
Fahigkeit seinen Liganden CNP zu binden. Auch ist die basal gemessene
intrazellulare cGMP-Konzentration vergleichbar mit dem des wildtypischen
Rezeptors. Allerdings kann auch diese Isoform mit ihrem Liganden nicht zur

Bildung von cGMP stimuliert werden. Die Autoren begriinden dies damit,
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dass durch die Deletion drei von sechs potentiellen
Phosphorylierungsstellen sowie das vermutete ATP-Bindungsmotiv fehlen.
Vergleichbar mit den Ergebnissen dieses Teils der Dissertationsarbeit ist
die beschriebene Beobachtung, dass die Isoform GC-B2 mit dem
wildtypischen GC-B-Rezeptor Heterodimere bildet und dadurch die
Stimulierbarkeit des Rezeptors signifikant verringert (Tamura 2003).

Neben GC-B als Vertreter der partikularen Guanylatzyklasen wurde
alternatives SpleiBen auch fur die loésliche Guanylatzyklase (sGC)
beschrieben (Behrends 1995, Sharina 2008). Die sGC liegt als
zytosolisches Protein vor und wird durch Stickstoffmonoxid (NO) aktiviert.
Der NO/sGC/cGMP-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der
Vasodilatation und hat somit eine wichtige Funktion fur die
Blutdruckregulation (Gupta 1997). Anders als die membranstandigen
Guanylatzyklasen GC-A und GC-B liegt die sGC nicht als Homodimer
sondern als Heterodimer, bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit,
vor. In der Literatur sind insgesamt vier Varianten dieser Untereinheiten
beschrieben (a1, a2, B1, B2). Lediglich die Heterodimere a1/1 und a2/B1
werden durch NO aktiviert, wobei das a1/B1-Heterodimer am haufigsten
vorkommt und ubiquitar verbreitet ist (Sharina 2008). In der Literatur
wurden sowohl fur die a1-Untereinheit (Sharina 2008), als auch fir a2-
Untereinheit (Behrends 1995) Isoformen beschrieben. Beide Isoformen
bilden Heterodimere mit der 31-Untereinheit und wirken dabei als dominant
negative Form. Dies fihrt zu einer reduzierten NO-induzierten cGMP-
Bildung in vitro (Behrends 1995, Sharina 2008).

In Verbindung mit den, im Rahmen des ersten Teils dieser
Dissertationsarbeit, vorgestellten Ergebnissen besteht eine hohe
Wahrscheinlichkeit, dass alternatives Splei3en ein Mechanismus ist durch
den, fir die Familie der Guanylatzyklasen dominant negative Isoformen
hervorgebracht werden und die den entsprechenden Signalweg negativ

regulieren.
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Zahlreiche in vitro Studien zeigen, dass die Applikation chronisch hoher
Dosen des Hormons Angiotensin 1l den ANP/GC-A-Signalweg hemmt
(Smith 1987, Haneda 1991, Arise 2006). Beispielsweise fuhrt Angiotensin Il
in vitro zu Dephosphorylierung des GC-A-Rezeptors und damit
einhergehende Desensitisierung (Potter 1994, Schréter 2010). Um zu
ergrinden, ob das alternative Spleil3en des GC-A-Rezeptors auch in vivo
bei der negativen Regulierung des ANP/GC-A Signalweges durch
Angiotensin Il eine Rolle spielt, wurden Versuchstiere Uber osmotische
Minipumpen mit Angiotensin Il (300 ng/kg/min, 7 Tage) behandelt. Aus dem
Lungengewebe der Angiotensin ll-behandelten Tiere sowie der Kotrolltiere
(Vehikel), wurden die Zellmembranen isoliert, mit ANP stimuliert und die
Menge des gebildeten cGMPs im cGMP-RIA quantifiziert. Das Ergebnis
dieser Stimulationsversuche zeigte eine deutlich reduzierte ANP-induzierte
cGMP-Bildung im Lungengewebe Angiotensin ll-behandelter Tiere (vgl.
Abbildung 51, Seite 139).
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Abbildung 51: Auswirkung der chronischen Behandlung mit Angiotensin Il auf die
Stimulierbarkeit der Guanylatzyklase mit ANP in der Maus (Hartmann 2008).

Mause wurden mit Ang Il (300 ng/kg/min, 7 Tage) Uber osmotische Minipumpen behandelt.
Anschlielend wurden aus den Lungen der Tiere die Zellmembranen isoliert und im
Zyklase Assay mit den angegebenen Konzentration an ANP stimuliert. Anschliel3end
erfolgte die Quantifizierung des gebildeten cGMPs im cGMP-RIA. Das Ergebnis zeigt,
dass die chronische Behandlung der Tiere mit Angiotensin Il die Stimulierbarkeit der GC-A
hemmt. Diese Versuche wurden von Prof. Dr. Michaela Kuhn (Insititut fir Physiologie I,
Universitat Wirzburg) durchgefihrt.

Die Western Blot Analysen mit einem Antikérper gegen GC-A zeigten durch
die Behandlung der Tiere mit Angiotensin Il jedoch keine Unterschiede in

der Expression der GC-A im Lungengewebe (vgl. Abbildung 52, Seite 140).
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Abbildung 52: Auswirkung der chronischen Behandlung mit Angiotensin Il auf die
Expression der GC-A im Lungengewebe von Mausen (Hartmann 2008).

(A) Western Blot Analysen mit einem Antikdrper gegen GC-A sowie GAPDH an
Lungengewebe von Mausen zeigten, dass die Expression von GC-A durch die Behandlung
mit Angiotensin Il nicht verandert ist (B). Diese Versuche wurden von Prof. Dr. Michaela
Kuhn (Insititut fir Physiologie I, Universitat Wiirzburg) durchgefihrt.

Aufgrund der geringen Unterschiede in der Molekularmasse von
wildtypischer GC-A (~130 kDa) und der Isoform (~128 kDa) konnte auf
Basis dieser Western Blot Analyse allerdings keine Aussage uber das
Verhaltnis  wildtypischer GC-A  zur Isoform  GC-AALs ™ in®®  im
untersuchten Lungengewebe getroffen werden. Daher wurde mittels
quantitativer Real-Time RT-PCR die Menge an mRNA fir GC-A wildtyp und
die Isoform GC-AALs e’ quantifiziert. Interessanterweise zeigte das
Ergebnis dieser Analyse, dass das Verhéaltnis von mRNA der Isoform zu
MRNA der wildtypischen GC-A im Lungengewebe Angiotensin II-
behandelter M&use deutlich erhdht ist (vgl. Abbildung 18, Seite 87).

Da die vorangegangenen Versuche an HEK 293-Zellen gezeigt hatten,

dass die Isoform GC-AAL 6> als dominant negativer Regulator
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fungiert, kann zusammengefasst gesagt werden, dass Angiotensin II-
induziertes alternatives Spleien des GC-A-Rezeptors einen neuen
Mechanismus darstellt, der die Sensitivitdt des wildtypischen Rezeptors fur
den Liganden ANP reduziert (Hartmann 2008).

Basierend auf diesen Ergebnissen ergeben sich weitere Fragestellungen
um die Bedeutung von alternativem Spleil3en des GC-A-Rezeptors fur die
Entstehung von Bluthochdruck und Herzhypertrophie besser zu verstehen.
Im Rahmen dieser Studie wurde die mRNA aus homogenisiertem
Lungengewebe verwendet um das Verhéltnis von gespleildter zu
wildtypischer GC-A zu ermitteln. Somit bleibt an dieser Stelle unklar in
welchen Zelltypen das Angiotensin ll-induzierte alternative Splei3en fir den
GC-A-Rezeptor maglicherweise primar auftritt. Da der GC-A-Rezeptor sehr
dicht in den mikrovaskularen Endothelzellen der Lunge exprimiert wird
(Kuhn 2012), kdnnte in einem ersten Ansatz versucht werden diese Zellen
naher zu untersuchen. Dabei wére es erstrebenswert zu evaluieren, ob die
im Rahmen dieses ersten Teils der Dissertationsarbeit charakterisierte
Isoform des GC-A-Rezeptors in vivo als Protein nachgewiesen werden
kann. Aufgrund der geringen Differenz von 17 Aminosauren wére ein erster
maoglicher Ansatz den GC-A-Rezeptor aus den Endothelzellen der Lunge
mit dem in der AG Kuhn vorhandenen Antikorper gegen den C-Terminus
der GC-A zu prazipitieren und anschliel3end die tryptischen Peptide mittels
Massenspektrometrie zu analysieren. Basierend auf der putativen
Aminosauresequenz fir die Mutante wirde der Verdau mit Trypsin ein
Peptid liefern das mittels Massenspektrometrie eindeutig der Isoform
zuordenbar ware. In einem zweiten Schritt konnte moglicherweise ein
spezifischer Antikdrper gegen die Mutante erzeugt werden. Parallel dazu
ware es fur die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen
besonders relevant zu verifizieren, ob diese oder eine vergleichbare

Isoform des GC-A-Rezeptors auch in humanem Gewebe identifiziert
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werden kann. Basierend auf den vorliegenden Daten konnte die Analyse

von humanem Lungengewebe ein erster Ansatz sein.

Im Weiteren wére es ein lohnendes Ziel den Mechanismus aufzuklaren, der
fur das beobachtete alternative SpleiBen des GC-A-Rezeptors in vivo
verantwortlich ist. Unklar ist zum aktuellen Zeitpunkt, ob die Angiotensin IlI-
induzierte Erhéhung des systolischen Blutdrucks oder das Angiotensin I
selbst alternatives Splei3en induziert. Arbeiten zum alternativen Spleil3en
der cGMP-abhangigen Proteinkinase | (PKG I) in vivo zeigen bereits vier
Tage nach Applikation von Angiotensin Il Uber osmotische Minipumpen
eine signifikante Zunahme der gespleil3ten Isoform der PKG |. Da die
Versuchstiere zu diesem Zeitpunkt noch keinen signifikant erhohten
Blutdruck aufwiesen folgerten die Autoren, dass Angiotensin Il das
alternative SpleiRen auslost (Gerzanich 2003). Auch die Arbeit von Gao
und Kollegen zur Untersuchung von Isoformen kardialer Natriumkandale
(SCN5A) die durch alternatives Spleil3en entstehen, zeigen vergleichbare
Ergebnisse. Im Rahmen der Studie wurden von humanen embryonalen
Stammzellen abgeleitete Kardiomyozyten untersucht. Dabei zeigte sich,
dass Angiotensin Il oder Hypoxie alternatives Spleil3en induzieren kann
(Gao 2013 A). Die Ergebnisse dieser Studien konnen als Ausgangsbasis
herangezogen werden um den Mechanismus des alternativen Splei3ens fir

den GC-A-Rezeptor genauer zu ergrinden.

Durch die Identifizierung und insbesondere die Charakterisierung dieser
Isoform des GC-A-Rezeptors sowie seiner Bedeutung fur die Regulierung
des ANP/GC-A-Signalweges er6ffnen sich somit insgesamt weitere
Ansatzpunkte um alternatives Spleil3en als Regulationsmechanismus bei

der Entwicklung von Bluthochdruck und Herzhypertrophie zu erforschen.
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4.2 Charakterisierung der FLAG-HA-TEV-GC-A in vitro

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein GC-A-Rezeptor
generiert, der neben dem FLAG-Epitop zusatzlich tber ein HA-Epitop sowie
eine Erkennungssequenz fur die TEV-Protease verfugt. Die Expression der
FLAG-HA-TEV-GC-A in HEK 293-Zellen wurde mit Hilfe von Antikdrpern
gegen GC-A, das FLAG- sowie HA-Epitop im Western Blot erbracht (vgl.
Abbildung 19, Seite 89). Die Funktionalitéat der TEV-Restriktionsstelle in der
Epitopregion wurde durch IP-Experimente mit nachfolgender enzymatischer
Abspaltung, in Anwesenheit von TEV-Protease, belegt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Elution auch in Anwesenheit von
Proteaseinhibitoren mdglich ist. Die Anwesenheit dieser Inhibitoren spielt
bei den Experimenten zur Charakterisierung des Rezeptors sowie
moglicher Interaktionspartner eine wichtige Rolle, da Proteasen den
Rezeptor oder dessen Interaktionspartner degradieren oder die Interaktion
beenden konnten. Die innerhalb dieser Arbeit zum Test der
Restriktionssequenz verwendeten Elutionsbedingungen waren noch
unzureichend. Der Western Blot zeigte klar, dass noch sehr viel GC-A an
den Agarosebeads verblieben war (vgl. Abbildung 20, Seite 92). Fir
zuklUnftige Experimente, bei denen die Elution Uber die TEV-Protease
erfolgt, ware es zielfihrend im Vorfeld eine genaue Ermittlung der
zugegebenen Proteinmenge und darauf basierender Kalkulation der zu
verwendenden Menge an TEV-Protease durchzufiihren. Grundséatzlich
konnte aber durch das erzielte Ergebnis davon ausgegangen werden, dass
die Elution mittels TEV-Protease insbesondere in Anwesenheit der

verwendeten Proteaseinhibitoren maoglich ist.

Da sich die erweiterte Epitopregion N-terminal und somit nahe der
Bindungsstelle fur den Liganden ANP befindet, wurde die Funktionalitat des
Rezeptors durch Stimulationsexperimente Uberprift. Hierzu wurde, die
durch das Protein FLAG-HA-TEV-GC-A gebildete Menge an cGMP, mit der
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durch GC-A wt und FLAG-GC-A verglichen (vgl. Abbildung 21, Seite 93).
Nach Stimulation der Zellen Uber einen Zeitraum von 10 min konnte
festgestellt werden, dass die Gesamtmenge detektierten cGMPs pro
Versuchsansatz zwischen den analysierten GC-A-Rezeptoren ahnlich ist.
Eine Aussage Uber die Bildungskinetik von cGMP konnte dabei aber nicht
getroffen werden. Daher wurden erganzend, in Zusammenarbeit mit Dr.
Viacheslav Nikolaev, FRET-Experimente durchgefuhrt, um die Kinetik der
cGMP-Bildung zu untersuchen. Die FRET-Messungen mit einem transient
transfizierten, intrazellular exprimierten Sensor fir cGMP (Nikolaev 2006)
erfolgte an einzelnen intakten HEK 293-Zellen. Aufgrund dieses
Versuchsaufbaus kann durch eine intrazellulare Antwort des exprimierten
cGMP-Sensors auf die extrazellulare Applikation von 10 nM ANP der
Schluss zugelassen werden, dass der FLAG-HA-TEV-GC-A-Rezeptor
membranstandig prasentiert wird. Die betrachteten Rezeptoren GC-A wt
und FLAG-HA-TEV-GC-A reagierten mit einem deutlichen und konstanten
Anstieg intrazellularen cGMPs (vgl. Abbildung 22, Seite 94 und Abbildung
23, Seite 95). Es konnte zwischen den beiden Rezeptoren keine
signifikanten Unterschiede in der absoluten Anderung des YFP/CFP-Ratio
oder der bendtigten Zeit bis zum Erreichen der Plateauphase ermittelt
werden. Die Plateauphase stellt sich ein sobald eine vollstandige Sattigung
des kotransfizierten cGMP-Sensors erreicht ist. Basierend auf diesen
Ergebnissen fur den generierten Rezeptor FLAG-HA-TEV-GC-A sowie den
Arbeiten zur Charakterisierung der FLAG-GC-A innerhalb der AG Kuhn
(Schroter 2010) wurde aus der cDNA fur die beiden getaggten GC-A-
Rezeptoren je ein Plasmid erzeugt, mit denen die Generierung transgener
Mause mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des jeweiligen

Rezeptors moglich ist.
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4.3 Charakterisierung der Mauslinien mit herzspezifischer

Uberexpression epitopgetaggter GC-A

4.3.1 Nachweis der Uberexpression des modifizierten GC-A-

Rezeptors in Herzen transgener Mause

Die drei erhaltenen transgenen Founder der FLAG-GC-A-Kolonie brachten
Nachkommen mit unterschiedlich starker Expression des GC-A-Rezeptors
im Herzen hervor. Wir beschlossen eine Linie mit dem Founder 18 zu
etablieren, da dessen Nachkommen die starkste Uberexpression (vgl.
Abbildung 26, Seite 101) aufwies. Wir vermuteten, dass der protektive
Effekt nach Induktion von Herzhypertrophie hier am deutlichsten zu
identifizieren sein musste. Die Arbeit von Kishimoto und Kollegen zeigte
bereits, dass Tiere mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression des
GC-A-Rezeptors, verglichen mit ihren wildtypischen Geschwistertieren,
signifikant kleinere Herzen und geringere Kardiomyozytendurchmesser
aufweisen. Auswirkungen auf den arteriellen Blutdruck wurden durch die
Uberexpression nicht beobachtet (Kishimoto 2001). Tiere mit globaler
Deletion des GC-A-Rezeptors (GC-A KO) hingegen sind spontan
hypertonisch und entwickeln sehr friih eine Herzhypertrophie (Lopez 1995,
Kishimoto 2009). Kishimoto und Kollegen verpaarten die transgenen Mause
mit Tieren der GC-A KO Kolonie. Dies fiihrte zu Nachkommen mit
spontaner Hypertonie und einem unverandert hohem Verhaltnis von Herz-
zu Kopergewicht (verglichen mit Geschwistertieren der GC-A KO Kolonie).
Interessanterweise reduzierte sich durch die Expression des Transgens in
Tieren der GC-A KO Kolonie der Kardiomyozytendurchmesser signifikant.
Gleichzeitig zeigten in vitro Experimente an kultivierten Kardiomyozyten
und Fibroblasten, dass ANP das Wachstum und die Proliferation
unterdrickt (Ca0 1995, Calderone 1998). Zusammengefasst zeigten diese

Egebnisse, dass die kardiomyozytenspezifische Uberexpression des GC-A-
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Rezeptors die Tiere vor hypertonieinduzierter Herzhypertrophie und Fibrose
schutzt (Kishimoto 2001, Kishimoto 2009).

Die Erzeugung transgener Tiere fur die FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie
brachte zwei positive Founder hervor von denen nur einer der beiden in der
Lage war das Transgen weiterzugeben. Die resultierende FLAG-GC-A-
sowie die FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie wurden im Tierstall der AG Kuhn
durch Verpaarung mit FVB/N wt gezichtet und charakterisiert. Transgene
und nicht transgene Tiere entwickelten sich unauffallig und wiesen
aul3erlich keine Unterschiede auf. Im Western Blot wurde an beiden Linien
nachgewiesen, dass die Tiere die gewlnschte herzspezifische
Uberexpression der GC-A aufwiesen (vgl. Abbildung 25, Seite 100 und
Abbildung 28, Seite 103). Experimente an frisch isolierten Kardiomyozyten
deren zytosolische und membranére Proteine fraktioniert und im Western
Blot analysiert wurden, zeigten eine deutliche Uberexpression des GC-A-
Rezeptors (vgl. Abbildung 34 A, Seite 111) in der Membranfraktion der

Kardiomyozyten transgener Tiere.

Unerwarteterweise gelang der eindeutige und spezifische Nachweis des
FLAG-Epitops mit den zur Verfugung stehenden Antikdorpern gegen das
FLAG-Epitop weder in der FLAG-GC-A- noch in der FLAG-HA-TEV-GC-A-
Kolonie. Innerhalb des murinen Herzens wird offensichtlich ein Protein
exprimiert fir das die beiden getesteten Antikorper gegen das FLAG-Epitop
eine hohe Bindungsaffinitat aufwiesen. Eines der Proteine oder
Proteinkomplexe liegt mit einem Molekulargewicht von etwa 130 kDa exakt
auf der Hohe des GC-A-Rezeptors. Somit war es auch nicht mdglich durch
starke Auftrennung zumindest den Nachweis des FLAG-Epitops zu
erbringen (vgl. Abbildung 31, Seite 107). Arbeiten anderer Gruppen zeigen
allerdings, dass es mdglich ist Proteine mit FLAG-tag im Herzen zu
exprimieren und nachfolgend im Western Blot zu detektieren (Ruggiero
2013, Yang 2013). Moglicherweise zeichneten sich die denaturierenden

Bedingungen bei der Vorbereitung der Proben fir die Beobachtung
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verantwortlich. Aus diesen Grinden konnte versucht werden die
Bedingungen der Probenvorbereitung oder die eingesetzten Antikorper zu
andern und damit eine IP gegen das FLAG-Epitop zu entwickeln.Im
Gegensatz zum FLAG-Epitop konnte das HA-Epitop, im Herzen von
transgenen Tieren der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie, mit Hilfe eines
Antikorpers gegen das HA-Epitop sehr spezifisch nachgewiesen werden
(vgl. Abbildung 33, Seite 109). Es gelang mit Hilfe des HA-Epitops die HA-
Epitop-getaggte GC-A aus der Membranfraktion von zuvor isolierten
Kardiomyozyten mit einer Uberexpression des HA-getaggten GC-A-
Rezeptors anzureichern und aufzureinigen (vgl. Abbildung 35, Seite 113).
Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde diese Methode
jedoch nicht weiter verfeinert und fur die Identifizierung von mdglichen
Interaktionspartnern verwendet, da zunachst noch der Nachweis zu
erbringen war, dass der uberexprimierte Epitop-getaggte GC-A-Rezeptor
funktionsfahig ist. Es gelang jedoch, zusammen mit Mitarbeitern der AG
Kuhn, eine zuvor in vitro nachgewiesene Interaktion des GC-A-Rezeptors,
mit rezeptoraktivierten Kationenkanélen Transient Receptor Potential
Canonical Type 3 und Type 6 (TRPC3/TRPCB6), mit Hilfe dieser Tiere auch
in vivo (vgl. Abbildung 53) nachzuweisen (Klaiber 2011).
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Abbildung 53: Koimmunprazipitationsversuche an Herzlysat von transgenen Tieren
der FLAG-HA-TEV-GC-A-Kolonie zum Nachweis der Interaktion von TRPC3 und
TRPC6 mit GC-A in vivo (Klaiber 2011).

Die FLAG-HA-getaggte GC-A wurde aus Herzlysat transgener Mausen der FLAG-HA-
TEV-GC-A-Kolonie mit einem Antikdrper gegen das HA-Epitop prazipitiert und im Western
Blot mit Antikérpern gegen GC-A, TRPC3 und TRPC6 analysiert. Das Ergebnis zeigt, dass
die FLAG-HA-getaggte GC-A zusammen mit den beiden TRP-Kanalen prazipitiert werden
kann. Diese Experimente wurden von Beatrice Dankworth (Insititut fur Physiologie I,
Universitat Wirzburg) durchgefihrt.

Interessanterweise wurde durch Western Blot Analysen mit einem
Antikorper gegen GC-A im Herzlysat transgener Tiere eine zweite, etwas
kleinere Bande (~110 kDa) detektiert (vgl. Abbildung 25, Seite 100;
Abbildung 27, Seite 102 und Abbildung 29, Seite 104). Die Intensitat dieser
Bande korrelierte in den verschiedenen untersuchten Gewebetypen von
trangsgenen und wildtypischen Tieren mit dem Signal fir GC-A in der
erwarteten Hohe (~130 kDa). Auch in der Lunge von globalen GC-A KO
Tieren wurde eine solche Bande mit dem Antikérper gegen GC-A bei etwa
110 kDa detektiert (vgl. Abbildung 29, Seite 104). Hierbei besteht die
Mdoglichkeit, dass es sich um eine trunkierte Form des GC-A-Rezeptors
handelt, die bei der Generierung der Knockoutlinie entstanden sein kénnte.

Anhand der Western Blot Analysen an Herzlysat von transgenen Tieren der
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FLAG-HA-TEV-GC-A Kolonie mit einem Antikérper gegen das HA-Epitop
zeigte sich, dass diese zweite Bande ebenfalls mit dem Antikérper gegen
das HA-Epitop detektiert wurde (vgl. Abbildung 33, Seite 109). Aufgrund
der gezeigten hohen Spezifitdt des Antikdrpers deutet dieses Experiment
darauf hin, dass die zuvor bereits mit dem Antikérper gegen GC-A
detektierte kleinere Bande tatséachlich GC-A ist. Die
Zellfraktionierungsversuche an isolierten Kardiomyozyten unterstitzen die
Identifizierung der subzellularen Lokalisation dieses Proteins. Wie
Abbildung 35 (vgl. Seite 113) zeigt, wurde die FLAG-HA-Epitop-getaggte
GC-A (130 kDa) mit dem Antikdrper gegen das HA-Epitop exklusiv in der
Fraktion mit der Zellmembran nachgewiesen. Ein etwas kleineres Protein
(~110 kDa) wurde in diesem Experiment nur im Zytosol detektiert. Aufgrund
dieser Ergebnisse erscheint es mdglich, dass durch das Transgen ein Teil
der Epitop-getaggten GC-A im Zytosol lokalisiert ist. Dies ware in
weiterfihrenden Versuchen zu verifizieren. Die GréRenunterschiede lassen
sich unter Umstanden mit der Glykosilierung des GC-A-Rezeptors erklaren
(Miyagi 2000). Die Verifizierung dieser Hypothese kodnnte durch die
Aufreinigung des Rezeptors uber das HA-Epitop und nachfolgende Analyse
mittels Massenspektrometrie erfolgen. Alternativ kénnte ein Teil der
prazipitierten GC-A auch mit Glukosidase behandelt werden. Sofern die
Hypothese zutreffend ist, wirde dies im SDS-Gel zu einer Verlagerung der
groleren Bande nach unten (,down-shift) fihren, da sich die
Molekularmasse durch Abspaltung der Glykoside veringern wirde. In der

Folge ware dann mdglicherweise nur noch eine Bande erkennbar.

4.3.2 Auswirkung der Uberexpression auf die Bildung von cGMP

Basierend auf den zuvor ermittelten Ergebnissen, die eine klare
Uberexpression und Lokalisation des modifizierten GC-A-Rezeptors in den
Zellmembranen der Kardiomyozyten zeigten, wurde ermittelt, inwieweit

diese Uberexpression die intrazellulare cGMP-Konzentration beeinflusst.
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Hierzu wurden Kardiomyozyten von transgenen und wildtypischen
Geschwistertieren frisch isoliert und der Gehalt an cGMP unter basalen
Bedingungen, sowie nach Stimulation mit 10 nM bzw. 100 nM ANP
guantifiziert. Die Ergebnisse (vgl. Abbildung 36, Seite 117) zeigten
allerdings, dass, normiert auf die im Reaktionsansatz enthaltene
Proteinmenge, keine signifikanten Unterschiede zwischen Proben
wildtypischer und transgener Tiere ermittelt werden konnten. Weder die
basale noch die durch Stimulation mit ANP gebildete Menge an cGMP
unterschied sich zwischen wildtypischen und transgenen Tieren. Im
Verhaltnis zur Kontrolle bewirkte die Stimulation mit 10 nM ANP lber 10
min weder bei wildtypischen noch bei transgenen Tieren einen signifikanten
Anstieg des intrazellular gebildeten cGMP. Durch Stimulation mit 200 nM
ANP wurde in beiden Gruppen eine, im Vergleich zur Kontrolle, etwa 1,5-
fach héhere Menge gebildeten cGMP hervorgerufen. Verglichen mit der
Literatur (Kuhn 2004) ware bereits bei wildtypischen Tieren durch
Inkubation mit 10 nM ANP ein etwa 1,5-facher Anstieg erwartet worden.
Durch die zuvor nachgewiesene Uberexpression und membranstandige
Lokalisation des GC-A-Rezeptors in Kardiomyozyten transgener Tiere ware
zu erwarten gewesen, dass das Vorhandensein einer grof3en Anzahl an
GC-A-Rezeptoren an der Zellmembran der Kardiomyozyten durch
Stimulation mit ANP zu einem massiven Anstieg des detektierbaren cGMP
fuhrt. Die detektierte Menge hétte bei transgenen Tieren signifikant héher
sein mussen als bei wildtypischen Geschwistertieren. Aufgrund der
geringen Menge an vorhandenem Material war es nicht méglich zusatzlich
noch einen Western Blot je Versuchstier anzusetzen und damit die
Uberexpression zu verifizieren. Es lagen lediglich die Ergebnisse der
Genotypisierung vor. Daher kann letztendlich nicht mit absoluter Sicherheit
festgehalten werden, dass tatsachlich Kardiomyozyten mit einer deutlichen
Uberexpression analysiert wurden. Da es jedoch bei keinem der insgesamt

acht gemessenen Tiere eine cGMP-Antwort gab, die sich deutlich von den
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anderen abhebt, kommen verschiedene Ursachen fir das Ergebnis in
Betracht. Mdglicherweise war der Versuchaufbau nicht optimal gewahlt und
die Zellen wurden durch einen der durchgeflhrten Schritte gestresst.
Allerdings besteht auch die Mdoglichkeit, dass ein Grof3teil nicht-
funktionsfahiger, moglicherweise desensitisierter GC-A-Rezeptoren an der
Zellmebran prasentiert wurde. Um das erhaltene Ergebnis zu valideren
ware es zielfhrend einen Zyklase Assay (Potter 1999 A, Schroter 2010) an
Membranen zuvor isolierter Kardiomyozyten zu etablieren. Mit diesem
Ansatz konnte, aufgrund der zuvor ermittelten Proteinmenge, die
Genauigkeit der Ergebnisse verbessert werden. Sollte dieser
Versuchsaufbau das Ergebnis bestatigen, konnte im nachfolgenden Schritt
der Phosphorylierungszustand des Rezeptors nach Immunprazipitation

mittels Massenspektrometrie analysiert werden.

Ein indirekter Hinweis fur einen moglichen Einfluss der Uberexpression und
deren Auswirkung auf die intrazellularen cGMP-Spiegel lieferten die
innerhalb der AG Kuhn generierten Ergebnisse, die im Herzen von
transgenen Tieren eine signifikant geringere Expression von TRPC3 und
TRPC6 nachgewiesen haben (Klaiber 2011). In der Literatur wurde
beschrieben, dass erhohte intrazellulare cGMP-Konzentrationen nicht nur
einen inhibierenden Einfluss auf TRPC6 haben, sondern auch deren
Expression reduzieren (Koitabashi 2010). Unter der Annahme, dass die
transgenen Tiere durch die Uberexpression der GC-A unter basalen
Bedingungen Uber hohere cGMP-Spiegel verfigen, wéare dies eine
Erklarung fur den beobachteten Effekt der geringeren Expression der
Kationenkanédle. Basierend auf dieser Hypothese ware die
wahrscheinlichste Erklarung fir das vorliegende Ergebnis, dass der
Versuchsaufbau zur Ermittlung basal gebildeten cGMPs sowie Stimulation
der GC-A an ganzen Zellen nicht optimal war.
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4.3.3 Ergebnisse der Angiotensin Il induzierten Herzhypertrophie

Es ist bekannt, dass Tiere mit einer globalen, systemischen Deletion des
GC-A-Rezeptors (Lopez 1995) eine stabile arterielle Hypertonie mit
nachfolgender Herzhypertrophie und interstitieller Fibrose (Holtwick 2002)
entwickeln. Durch das in der AG Kuhn etablierte Mausmodell mit
konditioneller kardiomyozytenspezifischer Deletion des GC-A-Rezeptors
(Holtwick 2003) konnten die lokalen antihypertrophen Effekte des ANP/GC-
A-Systems nachgewiesen werden. Die Tiere entwickeln, trotz einer leichten
Hypotonie, eine spontane Herzhypertrophie. Die Induktion einer
Herzhypertrophie durch transverse Aorten-Konstriktion (TAC) resultiert in
diesen Tieren in einer signifikant hoheren  Zunahme des
Kardiomyozytendurchmessers, ohne dabei den Anteil interstitieller Fibrose
zu erhohen. Die Arbeiten von Kishimoto und Kollegen an M&usen mit
kardialer ~Uberexpression der GC-A, unter Verwendung eines
vergleichbaren Promoters, wie er auch in dieser Arbeit Anwendung fand,
zeigen, dass die Uberexpression der GC-A im Herzen zu einem signifikant
geringeren Verhdltnis von Herz- zu Koérpergewicht fuhrt (Kishimoto 2001).
Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Tiere wiesen diese Unterschiede
allerdings nicht auf (vgl. Abbildung 39, Seite 122; Abbildung 40, Seite 123
und Abbildung 41, Seite 124). Das Verhéltnis von Herz- zu Korpergewicht
war bei wildtypischen und transgenen Tieren unter basalen Bedingungen in
etwa gleich. Auch das Verhaltnis des Gewichtes von linkem Ventrikel zu
Korpergewicht wies keine Unterschiede auf. Die Beobachtung von
Kishimoto und Kollegen, dass der Kardiomyozytendurchmesser transgener
Tiere mit kardiomyozytenspezifischer Uberexpression der GC-A signifikant
geringer war (Kishimoto 2001), konnte bei den im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen nicht gemacht werden
(vgl. Abbildung 42, Seite 126). Die Ergebnisse der Echokardiographie
zeigten, dass zumindest basal die linksventrikularen systolischen und

diastolischen Kammerdurchmesser signifikant geringer waren als die der
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wildtypischen Geschwistertiere (vgl. Abbildung 46, Seite 130 und Abbildung
47, Seite 131). Anhand dieser Werte kdnnte mdglicherweise auf kleinere
Herzen geschlossen werden. Nach Behandlung mit Angiotensin Il gab es
allerdings keine signifikanten Unterschiede mehr fir diese Parameter. Zwar
wurde von Kishimoto und Kollegen ein anderer Mausstamm (C57BL/6)
verwendet, in der Literatur konnte aber kein Hinweis darauf gefunden
werden, dass der fur diese Arbeit herangezogene Mausstamm (FVB/N)
sich signifikant anders verhalt. Eine mdgliche Erklarung fur die
Unterschiede kénnte die exprimierte Menge an GC-A sein. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden drei Founder generiert, deren Nachkommen sich in
der exprimierten Menge an GC-A im Herzen deutlich unterschieden.
Moglich ware, dass einer der beiden in der Gruppe um Kishimoto
verwendeten Founder Uber eine deutlich hohere Menge an GC-A im
Herzen verfiigte als bei den hier generierten Tiere vorgefunden wurde. Da
in der Arbeit von Kishimoto und Kollegen nur ein Northern Blot gezeigt
wurde (Kishimoto 2001), kann daher kein Riuckschluss auf die
Proteinmenge und somit Vergleich zu den hier charakterisierten Tieren
gezogen werden. Wie auch bei Kishimoto und Kollegen gibt es bei den hier
charakterisierten Tieren basal keine Unterschiede zwischen systolischem
Blutdruck von transgenen und wildtypischen Geschwistertieren (vgl.
Abbildung 37, Seite 119).

Aufgrund der zahlreichen Beobachtungen in der Literatur, welche die
Bedeutung des ANP/GC-A-Systems fur das Herz zeigen (Pandey 2011),
wurde fir diese Arbeit postuliert, dass die Uberexpression des GC-A-
Rezeptors in den Membranen der Kardiomyozyten einen verstarkten,
lokalen kardioprotektiven Effekt ausibt. Um diese These zu uberpriifen
wurden transgene und wildtypische Geschwistertiere tber osmotische
Minipumpen mit Angiotensin Il Gber einen Zeitraum von 14 Tagen hinweg
behandelt. Zahlreiche im Rahmen der vorliegenden Arbeit benannten

Studien zeigten, dass die Gabe von Angiotensin Il Uber osmotische
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Minipumpen in den hier verwendeten Dosen von 300 ng/kg/min bzw. 1.000
ng/kg/min zu einer signifikanten Erhéhung des Blutdrucks und dadurch
induzierte Herzhypertrophi, insbesondere des linken Ventrikels, fuhrt (Kili¢
2007). Insbesondere das ANP/GC-A-System spielt bei der Induktion der
Herzhypertrophie mit Angiotensin Il eine bedeutende, protektive Rolle
(Klaiber 2010). Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen zeigen, dass
sowohl wildtypische als auch transgene Tiere gleichermalRen mit einem
signifikanten Anstieg des arteriellen systolischen (vgl. Abbildung 37, Seite
119) und diastolischen (vgl. Abbildung 38, Seite 120) Blutdrucks auf
Behandlung mit Angiotensin Il reagieren. Die Auswertung der Herzgewichte
(vgl. Abbildung 39, Seite 122 und Abbildung 40, Seite 123) und
Kardiomyozytendurchmesser (vgl. Abbildung 42, Seite 126) zeigten nach
Abschluss der Versuchsreihen, dass beide Gruppen gleichermal3en eine
linksventrikulare Herzhypertrophie entwickelten. Signifikante Unterschiede
gab es zwischen den beiden Gruppen allerdings nicht. Im rechten Ventrikel
gab es keine Anpassungen (vgl. Abbildung 41, Seite 124). Auch die
Auswertung der Echokardiographie (vgl. 3.4.1.5, Seite 127) zeigten keine
schlissigen Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Zusammengefasst reagierten die transgenen Tiere auf die Behandlung mit
Angiotensin 1l wie die wildtypischen Geschwistertiere und zeigten in Bezug
auf morphologische Anpassungen des Herzens, als Antwort auf die
Druckbelastung, keine Vorteile durch die Uberexpression von GC-A,
obwohl dies zu erwarten gewesen wére (Kishimoto 2001, Li 2002, Li 2009).
Mogliche Griinde fir die erhaltenen Ergebnisse werden nachfolgend
diskutiert. Die zugrundeliegende Hypothese setzt voraus, dass durch die
Gabe von Angiotensin Il und damit einhergehende Erh6hung des
Blutdrucks die Sekretion von ANP und BNP aus den Atria und den
Ventrikeln erhéht wird. In der Literatur finden sich entsprechende
Bestatigungen, dass es unter Angiotensin Il zu einer Hochregulierung des
Gens fur ANP im Herzen kommt (Wang 2005 B). Auch gibt es

154



Diskussion

entsprechende Arbeiten die zeigen, dass inshesondere Angiotensin Il Uber
den Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor die Sekretion von ANP stimuliert (Cha
2013, Gao 2013 B, Park 2013). Somit kann davon ausgegangen werden,
dass die Tiere in den hier beschriebenen Versuchsreihen gleichermal3en
Uber erhohte Plasmakonzentrationen von ANP und auch BNP verfligten.
Um dies zu verifizieren kénnte der Gehalt an mRNA fir ANP und BNP in
den aservierten Proben der Ventrikel quantifiziert und die Plasmaspiegel fur
ANP und BNP im Blut der behandelten Tiere ermittelt werden. Unter der
Annahme, dass die Tiere Uber eine erhdohte Menge an zirkulierendem ANP
verfugen, ware zu erwarten gewesen, dass die nachgewiesene,
membranstandige Uberexpression von GC-A in den Kardiomyozyten einen
protektiven Effekt hat. Dieser sollte zu signifikanten Unterschieden
zwischen wildtypischen und transgenen Tieren bei Induktion einer
Herzhypertrophie fuhren. Dies setzt allerdings voraus, dass der
Uberexprimierte GC-A-Rezeptor funktionsfahig ist. Da transgene Tiere
zumindest basal Uber eine reduzierte Expression von TRPC3 und TRPC6
verfugen (Klaiber 2011), kénnte unter diesen Bedingungen vom Vorliegen
einer erhohten Anzahl (im Vergleich zum Wildtyp) funktionsfahiger
Rezeptoren ausgegangen werden. Mdoglicherweise ist aber auch das
Angiotensin 1l selbst der Grund dafir, warum in den durchgefuhrten
Versuchsreihen kein protektiver Effekt durch die Uberexpression
festgestellt werden kann. Zahlreiche Studien zeigen zumindest in vitro,
dass GC-A nicht nur homolog durch ANP, sondern auch heterolog
beispielsweise durch Angiotensin Il desensitisiert werden kann (Potter
2006). Mdoglicherweise fiihrte die chronische Behandlung der Tiere mit
einer Dosis von 300 ng/kg/min bzw. 1.000 ng/kg/min Angiotensin |l tber
einen Zeitraum von 14 Tagen zur Desensitisierung eines Grol3teils der
vorhandenen Rezeptoren. Dies wirde eine Erklarung fur die erhaltenen
Ergebnisse liefern. Dies konnte bedeuten, dass die Uberexpression nicht

vor Angiotensin |l induzierter Hypertrophie schitzt, da die erhdhten
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Angiotensin ll-Plasmaspiegel zu heterologer Desensitisierung der GC-A
fuhren. In diesem Fall wére das Angiotensin II-Modell nicht das geeignetste
fur die Uberprufung der protektiven Effekte. Diese Vermutung steht
allerdings im Widerspruch zu den bisherigen Studien beispielsweise an
Tieren einer Mauslinie mit kardiomyozytenspezifischer Deletion (CM GC-A
KO) des GC-A-Rezeptors (Klaiber 2010) die zeigen, dass Tiere ohne den
GC-A-Rezeptor unter Angiotensin |l mehr Hypertrophie entwickeln.
Maoglicherweise liegt aber auch ein Grolteil der GC-A-Rezeptoren durch
die Uberexpression im inaktiven Zustand an der Zellmembran vor. Die
Analyse des Phosphorylierungszustandes wéare ein moglicher weiterer
Schritt, um die erhaltenen Ergebnisse besser interpretieren zu kdbnnen.

Ein sicherer Nachweis zur Uberprifung, ob die berexprimierten Epitop-
getaggten GC-A-Rezeptoren funktionsfahig sind, wéare die Durchfihrung
von Zyklase Assays an Membranen isolierter Kardiomyozyten von
transgenen und wildtypischen Tieren. Wurde sich hier zeigen, dass die
Stimulation der isolierten Zellmembranen von transgenen Tieren mit ANP
zu einer deutlich groBeren Menge an cGMP fihrt, kann von einer
Funktionsfahigkeit ausgegangen werden. Weiter besteht die Mdglichkeit die
transgenen Tiere in die GC-A KO Kolonie der AG Kuhn einzukreuzen und
analog zur Arbeit von Kishimoto und Kollegen Blutdruck und
Herzhypertrophie zu analysieren. Um moégliche Effekte der Anwendung von
Angiotensin Il auszuschlieen, wirde die Mdglichkeit bestehen die Tiere
einer, mittels transverse Aorten-Konstriktion (TAC) induzierten,
Druckbelastung auszusetzen und die Ergebnisse der Entwicklung einer

Herzhypertrophie mit denen der wildtypischen Tieren zu vergleichen.
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4.4 Ausblick

Im Rahmen des ersten Teils der vorliegenden Arbeit wurde eine Isoform
des GC-A-Rezeptors (GC-AAs>ain>) charakterisiert. Die in vitro
Ergebnisse zeigten, dass diese Isoform aufgrund des Fehlens von 17
Aminosauren in der extrazellularen Domane die Fahigkeit zur Bindung des
Liganden ANP und somit der ANP-vermittelten Bildung von intrazellularem
cGMP verloren hat. Allerdings konnte ebenso gezeigt werden, dass diese
Isoform Heterodimere mit dem wildtypischen Rezeptor bilden und dabei als
dominant negativer Regulator des ANP/GC-A-Systems fungieren kann. Die
Ergebnisse der in vivo Studien mit Angiotensin Il lassen den Schluss zu,
dass das alternative Spleil3en am Sensitivitatsverlust des GC-A-Rezeptors,
moglicherweise Uber den Mechanismus der Bildung von Heterodimeren,
beteiligt ist. Daher bieten die gewonnenen Erkenntnisse eine gute
Moglichkeit, diese Mechanismen weiter zu untersuchen und die Bedeutung
von alternativem SpleiRen des GC-A-Rezeptors fur die Entstehung von

Bluthochdruck und Herzhypertrophie im Menschen weiter zu ergriinden.

Im Rahmen des zweiten Teils der Arbeit wurde ein funktionsfahiger GC-A-
Rezeptor mit einer Epitopregion generiert, durch die der Rezeptor
angereichert und, insbesondere durch enzymatische Abspaltung mit TEV-
Protease, aufgereinigt werden kann. Dies bietet die Madglichkeit
Modifikationen und mogliche Interaktionspartner des Rezeptors
beispielsweise durch die Anwendung von 2D-Gelelektrophorese sowie
massenspektrometrischer Analysen, wie sie in der AG Kuhn etabliert
wurden, zu identifizieren. Basierend auf dem generierten GC-A-Rezeptor
mit FLAG-HA-TEV-Epitopregion, sowie des bereits in der AG Kuhn
vorhandenen GC-A-Rezeptors mit einem FLAG-Epitop (Schréter 2010),
wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei weitere Plasmide erzeugt, bei denen
die beiden Epitop-getaggten GC-A-Rezeptoren unter der Kontrolle des
aMHC-Promoters stehen. Mit Hilfe dieser Plasmide konnten und koénnen
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auch weiterhin transgene Mause mit kardiomyozytenspezifischer
Uberexpression der GC-A erzeugt werden. Obwohl die Studien mit
Angiotensin 1l die protektiven Effekte der Uberexpression von GC-A in
diesem Tiermodell nicht zeigen konnten, ergeben sich durch diese
Tierlinien vielfaltige Mdglichkeiten die Interaktion mit anderen Proteinen in
vivo zu analysieren. So konnte mit diesem genetischen Mausmodell
einmalig gezeigt werden, dass GC-A einen stabilen Proteinkomplex mit den
lonenkandlen TRPC3 und TRPC6 (englisch transient receptor potential
channels) bildet und dass ANP die Aktivitdt dieser Kanale moduliert. Wie
die Ergebnisse der Western Blot Analysen (vgl. Abbildung 25, Seite 100
und Abbildung 28, Seite 103) gezeigt haben, schwanken die
Expressionslevel der GC-A im Herzen der mittels Oozyteninjektion
erzeugten transgenen Tiere (Founder). Die Uberexpression sollte daher vor
einer Zucht und in jedem Versuchstier auf Proteinebene analysiert werden.
Es empfiehlt sich weitere Experimente an diesem Tiermodell
durchzufiihren, um ein besseres Verstandnis Uber die posttranslationalen
Modifikationen des GC-A-Rezeptors zu erhalten und mdogliche weitere

Interaktionspartner zu identifizieren.
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5 Zusammenfassung

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) wird infolge einer Zunahme des
atrialen Drucks aus den Myozyten des Atriums sezerniert. Es spielt lokal
eine bedeutende, protektive Rolle und wirkt der Entstehung von
Herzhypertrophie und Fibrose entgegen. Dartber hinaus kommt ANP vor
allem eine wichtige Rolle als endokrines Hormon zu, das den arteriellen
Blutdruck und das Blutvolumen regelt. Diese physiologischen Effekte
vermittelt  das Herzhormon durch seinen Rezeptor, das
Transmembranprotein Guanylatzyklase A (GC-A). Durch Bindung von ANP
an die extrazellulare Doméne der GC-A wird intrazellular, durch die
katalytische Domane des Rezeptors, der sekundare Botenstoff cGMP
gebildet. Patienten mit einer, durch Bluthochdruck verursachten
Herzhypertrophie  und  Herzinsuffizienz ~ weisen  erhdhte  ANP-
Konzentrationen im Plasma auf. Die durch ANP vermittelten, protektiven
Effekte sind allerdings vermindert. Zahlreiche Studien haben in vitro
gezeigt, dass die chronische Inkubation der GC-A mit ihrem Liganden,
sowie die Behandlung von GC-A exprimierenden Zellen mit Hormonen wie
Angiotensin Il, zur Desensitisierung des Rezeptors fuhren. Der Verlust der
Funktionsfahigkeit geht einher mit der Dephosphorylierung des Rezeptors
an spezifischen, intrazellular lokalisierten Aminosduren. Durch die
Erforschung dieses Mechanismus und Identifizierung mdoglicher
Interaktionspartner in vivo konnte der Grundstein fur neue oder verbesserte

Therapieformen gelegt werden.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde eine kirzlich identifizierte
Isoform des GC-A-Rezeptors identifiziert, die durch alternatives Splei3en
des Exons 4 entsteht und in einer Vielzahl untersuchter Gewebe der Maus
vorkommt. Die Deletion umfasst 51 Basenpaare und resultiert in einem um

330

17 Aminoséauren verkiirzten GC-A-Rezeptor (GC-AA s> cin>>°). Molekulare

Modellierungen der extrazellularen Doméanen des wildtypischen GC-A-
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Rezeptors und der Isoform zeigten, dass sich die Deletion im
membrannahen Bereich der extrazellularen Domane und damit deutlich
entfernt von der ANP-Bindungsdoméne befindet.
Oberflachenbiotinylierungs- und Zellfraktionierungsversuche zeigten, dass
die Isoform des GC-A-Rezeptors an der Oberflache von Zellmembranen
transient transfizierter HEK 293-Zellen prasentiert wird. Jedoch zeigten die
ANP-Stimulationsexperimente unter Anwendung von cGMP-
Radioimmunassay (cGMP-RIA) und Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET)-Messungen, dass die Isoform nicht zur ANP-vermittelten
intrazellularen cGMP-Bildung stimuliert werden kann. Im Rahmen von ANP-
Bindungsstudien mit '*I-ANP wurde gezeigt, dass GC-AAL,> i’ die
Fahigkeit zur Bindung des Liganden ANP verloren hat. Jedoch zeigten die
Koimmunprézipitationsversuche, dass die Isoform des GC-A-Rezeptors
Heterodimere mit dem wildtypischen GC-A-Rezeptor bilden und dadurch
die ligandeninduzierte Bildung von cGMP reduzieren kann. In vivo konnte
gezeigt werden, dass unter Angiotensin ll-induzierter Hypertonie die
mMRNA-Expression fiir GC-AALs> " ain>C in der Lunge gesteigert, und
gleichzeitig die ANP-vermittelte cGMP-Bildung deutlich reduziert ist. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass das alternative Spleil3en ein
regulierender Mechanismus ist, der auf den ANP/GC-A-Signalweg Einfluss
nimmt. Angiotensin ll-induziertes alternatives Spleilien des GC-A-Gens
kann daher einen neuen Mechanismus fiir die Verringerung der Sensitivitat

des GC-A-Rezeptors gegentber ANP darstellen.

Zitat:

Hartmann M*, Skryabin BV*, Muller T, Gazinski A, Schréter J, Gassner B,
Nikolaev VO, Binemann M, Kuhn M. (2008) Alternative splicing of the
guanylyl cyclase-A receptor modulates atrial natriuretic peptide signaling.
The  Journal of biological chemistry  283(42):28313-28320.
" Die genannten Autoren haben zu der jeweiligen Arbeit gleichermaRen

beigetragen
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Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden transgene Tiere mit
kardiomyozytenspezifischer Uberexpression eines Epitop-getaggten GC-A-
Rezeptors generiert. Durch dieses Modell sollte es ermdglicht werden, den
Rezeptor aus murinem Gewebe anreichern und aufreinigen zu kbnnen um
danach Analysen zu posttranslationalen Veranderungen und maoglichen
Interaktionspartnern durchzufiihren. Zunachst wurde in eine FLAG-Epitop-
getaggte GC-A zusatzlich ein HA-tag, sowie eine Erkennungssequenz fur
die Protease des tobacco etch virus (TEV) eingefugt. Die Expression und
Funktionsfahigkeit des modifizierten Rezeptors wurde durch ANP-
Stimulationsexperimente unter Anwendung von cGMP-RIA und FRET-
Messungen verifiziert. Die Funktionsfahigkeit der TEV-Erkennungssequenz
wurde durch die Elution mittels TEV-Protease nach Immunpréazipitation (IP)
nachgewiesen. In vivo wurde an Mausen die Expression und Lokalisation
der GC-A auf Proteinebene, unter Anwendung von
Zellfraktionierungsexperimenten und Immunprazipitationen, tberprift. Die
entstandenen transgenen Tiere zeigten eine deutliche, in den
Zellmembranen von Kardiomyozyten lokalisierte, Uberexpression des
Rezeptors. Dieser konnte Uber das HA-tag angereichert und aufgereinigt
werden. Um die Funktionsfahigkeit des modifizierten Rezeptors in vivo
nachzuweisen, wurde in zwei Versuchsreihen kardiale Hypertrophie durch
chronische Applikation von Angiotensin Il induziert. Es wurde postuliert,
dass die Uberexpression funktionsfahiger GC-A im Herzen die Tiere vor
Herzhypertrophie schiitzt. Die Ergebnisse der Studien zeigen allerdings,
dass die generierten transgene Tiere trotz kardiomyozytenspezifischer
Uberexpression des Rezeptors nicht den erwarteten Schutz vor
Herzhypertrophie aufwiesen, sondern ahnlich wie ihre wildtypischen
Geschwistertiere  reagieren. Jedoch gelang es mit Hilfe des
Uberexpressionsmodells zusammen mit anderen Mitarbeitern der AG Kuhn
eine zuvor in vitro beschriebene Interaktion des GC-A-Rezeptors mit den

Kationenkanalen TRPC3 und TRPCG6 in vivo nachzuweisen. Somit besteht
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die Moglichkeit die Epitope und das murine Uberexpressionsmodell auch

zukunftig zu nutzen, um Interaktionspartner der GC-A zu identifizieren.

Zitate:

Klaiber M", Dankworth B, Kruse M’, Hartmann M, Nikolaev VO, Yang RB,
Volker K, Gassner B, Oberwinkler H, Feil R, Freichel M, Groschner K,
Skryabin BV, Frantz S, Birnbaumer L, Pongs O, Kuhn M. (2011) A cardiac
pathway of cyclic GMP-independent signaling of guanylyl cyclase A, the
receptor for atrial natriuretic peptide. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 108(45):18500-18505.
" Die genannten Autoren haben zu der jeweiligen Arbeit gleichermaRen

beigetragen

Schroter J, Zahedi RP, Hartmann M, Galdner B, Gazinski A, Waschke J,
Sickmann A, Kuhn M. (2010) Homologous desensitization of guanylyl
cyclase A, the receptor for atrial natriuretic peptide, is associated with a
complex phosphorylation pattern. The FEBS journal 277(11):2440-2453.
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6 Abstract

Atrial natriuretic peptide (ANP) is released from cardiac atrialand less
ventricular myocytes in response to increased volume or pressure load. It
has crucial local functions preventing pathological cardiac hypertrophy and
fibrosis. Besides this ANP has a critical endocrine role in the maintenance
of arterial blood pressure and blood volume. The physiological actions of
this cardiac hormone are mediated through the transmembrane receptor
guanylyl cyclase A (GC-A). Upon binding of ANP to the extracellular
domain of the receptor the intracellular catalytic domain produces the
second messenger cGMP. Patients with hypertensive cardiac hypertrophy
and congestive heart failure show markedly increased levels of ANP but the
protective, GC-A mediated effects are markedly blunted. Several in vitro
studies have shown that chronic treatment of GC-A expressing cells with its
ligand or growth hormones, i.e. Angiotensin Il, lead to desensitization of the
receptor by dephosphorylation of specific intracellular amino acids.
Understanding the mechanisms of these posttranslational modifications and
possible involved proteins in vivo may help to design new therapeutic
approaches restoring GC-A activity in heart failure patients.

In the first part of this study a novel isoform of GC-A (GC-AALys>** cin>>0)
was characterized. This isoform was found ubiquitiously within the murine
organism and is the result of differential splicing of exon 4. The resulting
deletion of a 51-bp sequence is predicted to delete 17 amino acids in the
membrane-distal part of the extracellular domain. Molecular modelling of
the extracellular domain auf GC-A wt and the isoform suggested that the
deletion does not directly alter the ligand binding domain of the receptor.
Cell biotinylation assays and cell fractionation of transiently transfected
HEK 293 cells showed, that the isoform is predominantly expressed and
localized within the membrane of these cells. However functional studies in
transfected HEK 293 cells using FRET and cGMP-RIA to measure
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intracellular cGMP formation demonstrated that ANP-induced cGMP
formation was totally abolished for GC-AA,s*** 1>, Binding studies with
'2_ANP revealed that the isoform does not bind ANP. Co-
immunoprecipitation experiments showed the ability of the isoform to form
heterodimers with the wild type receptor, thereby inhibiting the ANP-
induced intracellular cGMP formation. In vivo studies with Angiotensin Il
resulted in enhanced MRNA expression of GC-AALys® > in the lungs of
Angiotensin |l treated mice. Notably the ANP-mediated formation of cGMP
by isolated membranes of the lung was significantly reduced. Therefore it
can be assumed that alternative splicing of GC-A might be a regulatory
mechanism inhibiting the ANP/GC-A signaling pathway. Angiotensin II-
induced alternative splicing of the GC-A gene may thus represent a novel

mechanism for reducing the sensitivity of GC-A for it's ligand.
Reference:

Hartmann M*, Skryabin BV*, Muller T, Gazinski A, Schréter J, Gassner B,
Nikolaev VO, Binemann M, Kuhn M. (2008) Alternative splicing of the
guanylyl cyclase-A receptor modulates atrial natriuretic peptide signaling.
The Journal of biological chemistry 283(42):28313-28320. (*Equally
contributed)

In the second part of this study transgenic mice with a cardiomyocyte
specific overexpression of an epitope tagged GC-A were generated to
enable enrichment and purification of the receptor from the heart for
biochemical analyses. First a FLAG-tagged GC-A receptor was modified by
inserting an additional HA-tag and a restriction site for the protease of
tobacco etch virus (TEV). The expression and function of the modified
receptor was verified using whole cell stimulation and FRET to determine
cGMP formation and IP experiments to test the elution with the protease of
TEV. The expression levels and localization of GC-A in cardiomyocytes

were analyzed using cell fractionation and immunoprecipitation experiments
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which showed a clear overexpression within the membranes of
cardiomyocytes. It was possible to enrich and purify the GC-A from isolated
cardiomyocytes using the HA-tag. Two cardiac hypertrophy studies using
chronic administration of Angiotensin 1l were performed to verify the
overexpression of a functional GC-A receptor. Based on the literature it was
postulated that transgenic mice are potentially protected from hypertension
induced cardiac hypertrophy. Despite verified overexpression of GC-A
within the cardiomyocytes of transgenic animals no differences, compared
to their littermates, could be found for the relevant hypertrophy parameters.
However by using the mice with overexpression of the HA-tagged GC-A we
could verify an interaction of GC-A with the cation channels TRPC3 and
TRPC6 in vivo. Therefore this model might be a useful tool to identify more
interaction partners and posttranslational modifications of the GC-A

receptor.
References:

Klaiber M", Dankworth B, Kruse M’, Hartmann M, Nikolaev VO, Yang RB,
Voélker K, Gassner B, Oberwinkler H, Feil R, Freichel M, Groschner K,
Skryabin BV, Frantz S, Birnbaumer L, Pongs O, Kuhn M. (2011) A cardiac
pathway of cyclic GMP-independent signaling of guanylyl cyclase A, the
receptor for atrial natriuretic peptide. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 108(45):18500-18505.
(*Equally contributed)

Schroter J, Zahedi RP, Hartmann M, Galiner B, Gazinski A, Waschke J,
Sickmann A, Kuhn M. (2010) Homologous desensitization of guanylyl
cyclase A, the receptor for atrial natriuretic peptide, is associated with a
complex phosphorylation pattern. The FEBS journal 277(11):2440-2453.
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