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Zusammenfassung

Das Guanylatzyklase-aktivierende Protein 2 (GCAP-@)n C&*-Bindeprotein aus der
Familie der Neuronalen Calciumsensoren (NCS), kdiert die Aktivitat der
Sehstabchenauliensegment-Guanylatzyklase (ROS-G@se DRegulation spielt eine
Schlusselrolle bei der Wiederherstellung des Dunlsgghnds nach Belichtung in
Photorezeptorzellen und damit bei der Feedbacka&gul der Lichtsignaltransduktion. Wie
alle NCS ist auch GCAP-2 an seinem N-Terminus royleert.

Der molekulare Mechanismus der Regulation der R@SdGrch GCAP-2 ist dabei genauso

wenig verstanden wie die Rolle der Myristoylierung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Membranbindung GCAP-2 naher charakterisiert
werden. Des Weiteren konnte die thermodynamischabil@ét, abhangig von der
Anwesenheit der Liganden Migund C&" bestimmt werden. Dabei wurde vor allem die von
Cc&* hervorgerufene Konformationsanderung charaktetisi#n besonderes Augenmerk bei
diesen Untersuchungen wurde auf die Rolle der hitealen Lipidmodifikation gelegt. Diese
Lipidmodifikation, die die Bindung an Membranen Htc erhdht, bewirkte eine
thermodynamische Stabilisierung und eine Erhéhungr dKooperativitat der
Faltung/Entfaltung in Anwesenheit von Caln Abwesenheit von G& wurden die
thermodynamische Stabilitdt und die Kooperativdét Faltung/Entfaltung nicht durch die
Myristoylgruppe verandert. Dennoch schien die Bettsmodifikation, sowohl im G&
gebundenem als auch im Céreien Zustand, l16sungsmittelzugéanglich zu seiresCkonnte
anhand der Zugéanglichkeit der SH-Gruppe eines &itligércaptododecansdure modifizierten
GCAP-2 gezeigt werden. Analog dazu gelang es, peotimarkierte Myristinsdure an den N-
Terminus zu knupfen. Dies ermdglichte die Lokalmatder Fettsaure sowohl in der
Membran als auch frei beweglich in Loésung.

Ein Peptid, das die Myristoylgruppe und die erst®nAminosauren von GCAP-2 tragt, ist
ausreichend, um die ROS-GC1 voll zu aktivieren.ichleeitig wirkt dieses Peptid auch als
Kompetitor der ROS-GC1-Aktivierung durch Cdreies GCAP-2.

Anhand dieser Erkenntnisse konnte ein Modell denAdeung der ROS-GC1 durch GCAP-2

entworfen werden.
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1. Einleitung

Calciumionen (C%) dienen als universelle, intrazellulare Botenstptfie zahlreiche zellulare
Prozesse regulieren. Dazu z&hlen langfristige RBemzewie z. B. die Kontrolle von
Transkription, Zellteilung und Apoptose, als aucinzfristige Ereignisse wie z. B. der Umbau
des Cytoskeletts oder die Sekretion von Botensiaifeéi. [1-3].

Dabei kontrollieren Eukaryonten den Zu- und Abfluses C&" in intrazellulare Speicher, wie
dem Endoplasmatischen Retikulum (ER), sowie dentaiseh mit extrazellularen Quellen
[4]. Bei der Kontrolle des G&Haushalts spielen Kanale, Pumpen und TranspdrterRolle.
Die freie C&"-Konzentration in der Zelle liegt bei etwa 200 niM,vielen Zelltypen sogar
darunter [5]. Die extrazellulare &aKonzentration bzw. die Konzentration in
Zellkompartimenten, wie dem ER oder den Mitochosalriiegt 1.000-10.000-mal hdher. Fur
die Funktionalitat der Zelle ist es essentiell, iigazellulare C&-Konzentration niedrig zu
halten. Eine langfristiger Anstieg der intrazelheld freien C&-Konzentration wiirde zu
Apoptose- bzw. Nekroseprozessen fihren [6;7].

Gleichzeitig birgt der steile GaGradient vom Cytosol zum extrazelluldren Raum bzw.
den Zellkompartimenten ein groRes Potential, unchileine kurzzeitige Anderung derGa
Konzentration ein Signal auszulésen.

Proteine, die den G&Zu- und Abfluss vermitteln, werden von T&ensoren durch
komplexe Ruckkopplungsmechanismen reguliert. D&=@soren kdnnen eine temporére oder
raumliche Anderung der &aKonzentration messen und ein Signal auf diversdprateine
weiterleiten. Als Zielproteine dienen, neben demtélinen die den GiHaushalt direkt
regulieren, auch nachgeschaltete Faktoren wie Kma3hosphatasen, Transkriptionsfaktoren
oder Proteine des Cytoskeletts. Ob und welche &igsieade ausgeldst wird, hangt von der
jeweiligen Affinitat des C&-Sensors, seiner Lokalisation und der Wechselwigkumnit
anderen Proteinen ab [8].

Andere C4'-Bindeproteine puffern die cytosolische’G&onzentration [3].

1.1 EF-Hand Proteine

Ein C&*-Bindemotiv haben viele G&Bindeprotein gemein. Es ist gut charakterisiertl un
wird als EF-Hand bezeichnet [9]. Das EF-Hand-Mdiesteht aus einer Heligop-Helix
Supersekundarstruktur und tritt haufig gepaart @ibildung 1.1 A). Beide EF-Hande
werden durch Wasserstoffbriicken stabilisiert undeli einen gemeinsamen hydrophoben
Kern aus [10]. Dartber hinaus erlauben diese Wéehrkangen eine Kooperativitat bei der
Cd*-Bindung. Einzelne EF-Hande, obaebunden oder Gfrei, sind weniger stabil [11].

1



Die loop-region ist dabei 12 bis 14 Aminoséuren lang®*@erd durch Carbonylsauerstoffe
der Seitenkette vorloop-Aminosédure 1, 3 und 5 Uber den CarbonylsauersttH#$
Peptidrickgrats der Aminosaure in Position 7 uncdh vowei Sauerstoffatomen der
Aminosaure 12 imoop, meist Glutamat, seltener Aspartat, koordinietbekJAminoséaure 9
ist meist noch ein Wassermolekul gebunden, welete®8ricke dient und damit die siebte
Koordinationsstelle des &abildet [12;13]. Eine solche Koordination wird irbBildung 1.1

B gezeigt.

A

Abbildung 1.1: C&*-Koordination im C&-Bindeprotein GCAP-2 (PDB: 1JBA) [14]. (A) zeigtedi
Supersekundarstruktur eines EF-Hand-Paares. Daligést die 3. (blau) und 4. (rot) EF-Hand von
GCAP-2. C&' (gelb) wird in dedoop-Region gebunden. Dieop-Region wird von Helices flankiert.
Zwischen den beiden EF-Handen wird ein antipaesiptFaltblatt ausgebildet. (B) In EF-Hand 3
wird C&* (gelb-transparent) dabei von Sauerstoffatomen @t 1., 3., 5., 7. und 12. Aminosaure des

loopskoordiniert (gestrichelt).

Die C&'-Affinitat von EF-Hand-Proteinen liegt meist im hevhnanomolaren Bereich. Die
Bindung von C& erfolgt haufig kooperativ und wird z. B. auch dudie freie Konzentration
an Magnesiumionen (MY beeinflusst. Mg kann selbst auch in EF-Handen binden. Durch
den kleineren lonenradius ist die 12. Aminosaurelasps meist zu weit weg, um Mg zu
koordinieren. Haufig findet man stattdessen Wad3is fuhrt zu einer geringeren Affinitat
fir Mg**. Dennoch werden die EF-Hande unter physiologisdBedingungen durch das
abundante MY okkupiert, wenn die C&Konzentration gering ist (zusammengefasst in
[15]).
Calmodulin (CaM), der Prototyp einer ubiquitdremiiliie von C&*-Sensoren, besitzt zwei
EF-Hand-Paare. Diese sind durch eine zentrale Hebeinander getrennt [16]. CaM
interagiert mit zahlreichen verschiedenen Zielpnate und ist an der Regulation diverser
zellularer Prozesse beteiligt. Haufig interagiedeMCUber seine zentralen Helix mit seinen
2



Zielproteinen und kann eine durch “G8indung hervorgerufene Konformationsanderung
Ubertragen [17]. Dabei wurden verschiedéhechanismen beschrieben, die abhangig vom

regulierten Zielprotein variieren [18].

1.1.1 Neuronale C&-Sensoren
Eine Unterfamilie der CaM-Superfamilie ist die Fhenider Neuronalen G&Sensoren
(NCS). In Saugern wurden 14 verschiedene NCS gefunidiese werden in den Zellen des
Nervensystems exprimiert — zum Teil nur in bestiemZelltypen [19].
Die Rolle, die verschiedene NCS in den jeweiligetitgpen einnehmen ist so divers, wie die
der durch sie regulierten Zielproteine (zusammeaggtfin [20;21]).
Wie CaM besitzen alle NCS zwei EF-Hand-Paare. Aifggs ist bei allen NCS die EF-Hand
1 nicht funktional. Die meisten NCS sind dahertimien C&-Konzentrationen mit drei Ga
beladen. Dennoch wurden auch NCS gefunden die wer €&* binden kénnen. Beispiele
daflr sind Recoverin [22] und KChIP1[23;24].
Alle NCS, aul3er KChIP2 bis 4, tragen an ihrem NATiaus eine Lipidmodifikation, wobei es
sich am haufigsten um eine Myristoylgruppe handeleinem kotranslationalen Prozess wird
Myristinsaure oder eine verwandte Fettsdure kovatem einem N-terminalen Glycinrest
verestert [25-27]. Fur diese Modifikation ist die yhstoyl-CoA:Protein  N-
Myristoyltransferase verantwortlich [28-30]. Besersl in der Retina werden auch

ungesattigte Fettsauren transferiert [31].

1.1.1.1  Ca**-Myristoyl- switch
In einigen Fallen ist die N-terminale Acylierungsestiell fur die Funktionalitat des
jeweiligen NCS. In diesen Fallen dient sie der Vigeung der NCS in der Membran. Diese
Membranlokalisation ist permanent im Falle von NC$2;33] und KChIP1 [34;35] bzw.
transient fur die Proteine Recoverin [36], Neurogeb [37], VILIP-1 [38] und Hippocalcin
[39].
Die transiente Cd-abhangige Membranlokalisation, die durch einen @#&'-Myristoyl-
switch bezeichneten Mechanismus ausgeldst wird, ist astebeiir Recoverin, einen €a
abhangigen Inhibitor der Rhodopsinkinase, der amn dehtadaptation wahrend des
Sehprozesses beteiligt ist, untersucht (Abbilduy. Bei niedrigen Cd-Konzentrationen ist
die Myristoylgruppe im Inneren des globularen Prieverborgen [22;40]. Dann ist

Recoverin im Cytosol lokalisiert. Nach €aindung liegt die Acylkette exponiert vor



[22;41;42]. Dies fuhrt zu einer Bindung von Recawvean die Membran. Dort findet es sein
Zielprotein, die Rhodopsinkinase und inhibiert dies

Abbildung 1.2: N-terminales EF-Hand-Paar von Recoverin. (A) Inf'@aeien Zustand ist die N-
terminale Myristoylgruppe (blau) zwischen den beideF-Handen (rot und grin) verborgen. (B)
Bindung von C& (orange) induziert einen €aMyristoyl-switch Durch Rotation um Glycin 42 in
EF-Hand 1 (rot) wird die Myristoylkette exponieg?].

1.1.1.2 Membranbindung
Eine Myristoylgruppe allein gilt als nicht ausregid, um ein Protein permanent in der
Membran zu verankern [43]. Haufig weisen myristeste Proteine noch ein zweites
Membranbindungsmotiv auf. So sind auch bei Recavahlreiche positiv geladene Reste an
der Membranbindung beteiligt. Diese bilden Salzkeic zu den negativ geladenen
Kopfgruppen einzelner Membranlipide aus [44]. De&te Untersuchungen zu einem
solchen hybriden Mechanismus sind von MARCKS, ddgristoylierten, Alanin-Reichen
ProteinKinase€-Substrat, bekannt. Sowohl die Myristoylgruppe alschalBereiche mit
mehreren benachbarten, positiv geladenen Seitenkestuch basisches Cluster genannt,
tragen hier zur Interaktion mit Membranen bei [45;4
Es sind auch Proteine bekannt, die nur Uber einsddass Cluster an negativ geladene
Kopfgruppen von Membranen binden. So ist beispieis/fir Annexin V beschrieben, dass
eine solche Bindung in Abhangigkeit von’Cgeschieht [47].
Die Kombination von hydrophoben und elektrostagscliVechselwirkungen mit Membranen
erlauben, die Membranbindung zu regulieren. Palyhi@ungen dagegen filhren zu einer
permanenten Verankerung des derartig modifiziertBnoteins in der Membran
(zusammengefasst in [48]).
Weitere Lipidmodifikationen von Proteinen sind nelsen beschriebenen Acylierungen auch
Isoprenylierungen. Auch sie dienen hauptsachlichMiEmbranbindung. Eine Farnesylierung

allein ist nicht ausreichend, um ein Protein peremaran eine Membran zu binden. Eine
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permanente Membranlokalisation wird erst durch K@mbination mit einem weiteren
membranbindenden Motiv erreicht. Geranyl-Geranyhgen dagegen sind, auch als alleinige
Membrananker, fur eine nahezu vollstdndige Membrghing ausreichend
(zusammengefasst in [49]).

Bei den hier beschriebenen Palmitoylierungen uraprenylierungen werden spezifische
Cysteinreste mit dem jeweiligen Lipid modifizietdm extrazellulare Proteine in der
Membran zu verankern, wird ein Glycosylphosphatithditol (GPI) —Anker an den C-

Terminus angehangen (zusammengefasst in [50]).

Welcher Mechanismus bei der Regulation eines Zogd#ons durch ein NCS auch immer eine
Rolle spielt, die meisten bekannten Zielproteine NES sind Membranproteine. Damit

missen die jeweiligen NCS, zumindest temporar,esrviembran lokalisiert sein.

1.2 Phototransduktion
Eine der am besten verstandenen Signaltransdukéiskaden, an der, neben der bereits
vorgestellten Regulation der Rhodopsinkinase duRatoverin, auch noch andere NCS
beteiligt sind, ist die Licht-Signaltransduktion esdPhototransduktion. Die Synthese von
zyklischem Guanosin-3":5-monophosphat (cGMP), d&mtenstoff der Phototransduktion,
wird tiber die C&-Konzentration in einem Riickkopplungssignal regtliBie Verschaltung
und wechselseitige Kontrolle dieser beiden Botdfestermoglicht zusammen mit anderen
Prozessen, die Lichtwahrnehmung und die Adaptadon Lichtintensitaten tber zehn
GroRRenordnungen.
Im Grundzustand ist eine hohe Konzentration von &&Mden Photorezeptorzellen prasent.
Dieses Molekil bindet an cGMP-gesteuerte Kanéle GCNMer Plasmamembran. Solange
cGMP gebunden ist, bleiben die Kanale geoffnet. ibar einstromende €&a und
Natriumionen (N& werden (iber ATP-verbrauchende Prozesse wiedeh raaen
transportiert. Die Ca-Konzentration in Photorezeptorzellen liegt bei 580 nM und ist
damit hoher als in anderen Zellen [51-53]. Ein Absdtt eines SehstabchenaulRensegments
im Dunkelzustand ist schematisch in Abbildung 1.8akgestellt.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung eines Ausschnitts eimdst&chenauBensegments im
(A) Dunkelzustand und (B) nach initiierter Photosduktion. (A) C& und N& strémen durch
cGMP-gesteuerte Kandle ein, solange cGMP gebursie(B) Absorption eines Lichtquants (Blitz)
initiiert eine Kaskade, die zur cGMP-Hydrolyse filhDie cGMP-gesteuerten Kandle schlieRen
daraufhin. N&¥C&", K*-Austauscher schleusen Nand C4" nach AuRen. Die G Konzentration
sinkt und die Zelle hyperpolarisiert. Die Céreien GCAP aktivieren die SehstéabchenauRensegment
Guanylatzyklase (ROS-GC), woraufhin cGMP neu gelbildrd.



Wird ein Lichtquant von Rhodopsin absorbiert, isosiert die prosthetische Gruppe ik
Retinal zumall-trans-Retinal. Eine daraus resultierende Konformatiodsamg beim G-
Protein-gekoppelten-Rezeptor Rhodopsin bewirkt rei@®P/GTP-Austausch im Trimeren
G-Protein Transducin. Die-Untereinheit von Transducin wird freigesetzt umadbt an die
inhibitorische Untereinheit der cGMP-spezifischdm$phodiesterase (PDEG6). Die dadurch
aktivierte PDEG6 hydrolysiert cGMP. Die Verringerudgs cGMP-Spiegels der Zelle bewirkt
ein SchlieRen der cGMP-gesteuerten Kanalé" Gad N& stromen nicht langer in die Zelle
ein, werden aber durch die weiterhin aktiven Pumgaender Zelle geschleust (Abbildung 1.3
B). Dies fuhrt zu einem Absinken der Spannung anRlasmamembraauf -70 mV. Diese
Hyperpolarisation fuihrt zu einer verringerten Auggtung des Neurotransmitters Glutamat
an der Synapse der Photorezeptorzelle. Die Veréndeder Neurotransmitterkonzentration
im postsynaptischen Spalt wird von den nachgesatiealtNervenzellen wahrgenommen und
|6st dort ein Aktionspotential aus. Dieses Signardwzum zentralen Nervensystem
weitergeleitet und verarbeitet [54].

Alle Schlisselenzyme dieser Kaskade sind in  Formn vemembrangebundenen
Proteinkomplexen organisiert (zusammengefasst i6]).[5Die kurzen Diffusionswege

ermoglichen eine schnelle Signaliibertragung zu jdeiligen nachgeschalteten Faktoren.
AulRerdem besitzen die beteiligten Enzyme bei deitéifleitung des Signals eine hohe
katalytische Effizienz. So liegt z. B. die katabgihe Effizienz der PDE6 nahe des
diffusionskontrollierten Limits [56-58]. Beide Faken ermoglichen eine schnelle Reaktion
auf einen Lichtreiz. So gelingt es der Photorezeglte, innerhalb von weniger als 0,1 ms ein

Lichtsignal in ein elektrisches Signal umzuwandeln.

Der mit der Hyperpolarisation einhergehende Abdalt C&*-Konzentration dient zusammen
mit anderen Prozessen als Ruckkopplungsmechanisomasden Dunkelzustand wieder
herzustellen und die Zelle an verschiedene Lichtisitaten zu adaptieren. So bewirkt die
niedrige CA&-Konzentration von 30-50 nM [52;53] unter andereiie @ktivierung der
Sehstabchenauliensegment-Guanylatzyklase (ROS-@@yretn der Dunkelzustand wieder
hergestellt wird (zusammengefasst in [54]).

1.3 Membranstandige Guanylatzyklasen
Die ROS-GC gehoért zur Familie der membranstandiGeranylatzyklasen (GC). Sieben

dieser GCs sind bisher im Saugergenom identifixientden und wurden in der Reihenfolge
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ihrer Entdeckung mit GC-A bis GC-G benannt. lhrariamenarchitektur wird schematisch in
Abbildung 1.4 gezeigt.

extrazelluldre Doméne

Transmembranhelix

Kinasechomologiedoméne
Dimerisierungsdoméne

Y katalytische Doméne

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Domanenarchitektur mbrenstéandiger

Guanylatzyklasen. Die Doméanen sind hier vom N- £iHherminus angeordnet.

Alle  membranstandigen GCs sind Typ-I-Transmembmaepre. Die einzelne
Transmembranhelix trennt die N-terminale extrai@ki Doméane vom intrazellularen
Bereich. Der intrazellulare Bereich beginnt mit exin Region, die eine starke
Sequenzhomologie zu Rezeptor-Tyrosin-Kinasen asgtweund wird deshalb als
Kinasehomologiedoméne (KHD) bezeichnet. ATP kanarayebunden werden, aufgrund von
ausgetauschten essentiellen Resten im aktiven ufentvird aber eine Kinaseaktivitat
ausgeschlossen [59;60].

Eine alscoiled-coil vorhergesagte Dimerisierungsdomane scheint fuDdwerisierung der
GC verantwortlich zu sein [59].

In der katalytischen Doméane (CCD) befindet sich kaislytische Zentrum, in dem cGMP

aus GTP gebildet wird. Es wird von jeweils zweiigien Untereinheiten geformt [59;61].

1.3.1 Durch extrazellulare Peptid-Liganden regulierte GCs

Die Aktivitat der GC-A, B und C wird durch Peptideguliert, die an den extrazellularen
Bereich binden. Die Bindung bewirkt vermutlich einReorientierung der beiden
Untereinheiten gegeneinander, die Uber den Transmagrinereich auf den cytosolischen Tell
der GC ubertragen wird. Dies resultiert in einerifiionalen Ausrichtung der aktiven Zentren
und ermdglicht die cGMP-Synthese [62].

Liganden, die an den extrazellularen Teil der G@BB] und G [64] sowie der beiden ROS-
GC [65] binden, sind nicht bekannt, werden abéekudiert.



1.3.2 Durch C&'*-Bindeproteine regulierte GC

Die Aktivitat der GC-D und der beiden ROS-GC wingtch intrazelluldre Ca-Bindeproteine
reguliert.

Die GC-D wurde im Riechepithel von Nagern idenidiz. Dort wird sie durch den NCS
Neurocalcind reguliert. Neurocalcirs aktiviert die GC-D im C&-gebundenen Zustand.
Keine Aktivitat konnte dagegen in Abwesenheit vai'@emessen werden [66]. Auch wurde
in diesem Zelltyp eine Regulation durch das Gudnykdase-aktivierende Protein 1 (GCAP-
1) vermutet, das die GC-D ebenfalls in Anwesentieit C&"* aktiviert [67]. Im Laufe der
Evolution ist die GC-D bei Primaten degeneriert wnadde zum Pseudogen [68].

Die GC-D wird auch im Hippocampus exprimiert. Eisgirkere Aktivierung durch €&
gebundenes NCS-1 [69] und Hippocalcin [70] als Hudée C&'-freien NCS konnte hier
gezeigt werden. Die physiologische Relevanz diBsgulationen ist bisher unklar.

1.3.21 ROS-GC1 wund 2 als C&-abhangig Schlisselenzyme  der
Phototransduktion

Am besten ist die Regulation der Sehstabchenau@emrse-Guanylatzyklase 1 (ROS-GC1),
oder GC-E, untersucht. Sie wurde aus dem Aul3engsggroa Stabchen und Zapfen isoliert
[71], kloniert [72] bzw. mittels Antikdrpern idefitiiert [73;74].
Dort wird sie durch GCAP-1 [75-77] und dessen IsofdSCAP-2 [78] bei niedrigen €&
Konzentrationen aktiviert. Fir GCAP-2 konnte gekzeiwgrden, dass es die ROS-GC1 bei
hohen C&'-Konzentrationen inhibiert [79]. Fiir GCAP-1 ist slieicht endgiiltig geklért.
Die SehstabchenaulRensegment-Guanylatzyklase 2 @2$- oder GC-F, wurde in
Sehstabchen und Zapfen nachgewiesen [80]. Sie warchutlich durch GCAP-1 und 2
reguliert [81], obwohl in anderen Arbeiten nur degulation durch GCAP-2 allein gezeigt
werden konnte [82;83].
Sinkt die C4&"-Konzentration mit der Hyperpolarisation der Phemeptorzelle, aktivieren die
GCAP die ROS-GC1 und 2 und bewirken die erhohteldi&toon von cGMP. Durch Bindung
von cGMP an die cGMP-gesteuerten Kanale werdere die$ffnet und der Dunkelzustand
wird wieder hergestellt. Die GCAP binden das eiivsende C& und werden vom Aktivator
der ROS-GC1 und ROS-GC2 zu deren Inhibitor.
Die Regulation der ROS-GC1 und ROS-GC2 durch GCABrH GCAP-2 ist der
physiologisch relevante Prozess def‘@bhangigen Kontrolle der cGMP-Konzentration und
damit ein Schlisselprozess der Phototransduktion.



Dariiber hinaus wurden noch weitere Wechselwirkungiesr ROS-GC1 mit C&
Bindeproteinen in Photorezeptorzellen beschrieBerkonnte in Menschen und Zebrafischen
eine dritte Isoform der GCAP, GCAP-3, nachgewiesarden, das die ROS-GC1 bei
niedrigen C&'-Konzentrationen aktiviert [82], jedoch lediglich Zapfen gefunden wurde
[74]. In Fischen konnten weitere GCAP Isoformen hgswiesen werden [84]. Weiterhin
wurden weiter GCAP-homologe Proteine im Leopardesdin nachgewiesen, die die ROS-
GCs zwar bei hohen €aKonzentrationen inhibieren, aber nicht aktiviekémnen [85].

Die ROS-GC1 kann auch durch S100-Proteine regwliertden [86]. S100-Proteine gehoren,
im Gegensatz zu den bisher erwdhnten Regulatompenteder GC, nicht zur Familie der
NCS. Die ubiquitaren S100 Proteine besitzen nurbBfrHand-Paar. Diese Proteine liegen
vermutlich ausschlief3lich als Dimere vor (zusamneéamgst in [87]). S100B und S100Al
werden in Photorezeptorzellen exprimiert [88] uiditken die ROS-GC1 in Anwesenheit von
Cd”* aktivieren [89].

1.3.2.2 Regulation der ROS-GC1 auf3erhalb des Sehstabchenagrfisegments
Die ROS-GC1 wurde, neben der Lokalisation im SddusténauRensegment, auch an den
bipolaren Synapsen der Photorezeptorzellen gefuridert scheint sie durch GCAP-1 [90],
S100B [91] oder Neurocalcih[92] reguliert zu werden.
Auch in den Geschmackszellen der Zunge wurde di8&Q1 nachgewiesen. Dort wird ein
Komplex von ROS-GC1 mit S100B postuliert [93].
AulRergewdhnlich scheint die Regulation der in debeldrise exprimierten ROS-GC1. Sie
wird entweder mit GCAP-1 oder S100B koexprimiemt. Falle der Koexpression mit GCAP-
1 wird die ROS-GC1 bei niedrigen €&onzentrationen aktiviert. Im Gegensatz dazu wird
sie bei Koexpression mit S100B bei hoheri’@onzentrationen aktiviert. Koexpression von
GCAP-1 und S100B in ein und derselben Zelle konitkt gezeigt werden [94].

Die physiologische Relevanz dieser Wechselwirkunigémicht ganz klar. Diese Beispiele
zeigen, dass die GC-D, ROS-GC1 und 2, je nachypelibh dem sie exprimiert werden, durch
verschiedene G&Bindeproteine reguliert werden. Durch Erhéhung @ef-Konzentration
kénnen diese eine Steigerung der GC-Aktivitat blkeevir wie im Falle von S100, Neurocalcin
3, NCS-1, Hippocalcin oder GCAP-1 (wenn mit es nat 6&C-D koexprimiert wird), oder
aber die Aktivitat herabsetzen, wie bei GCAP-1 G@AP-2. Dagegen wird die Aktivitat der
ROS-GC1 und 2 durch die Edreien GCAP-1-3 gesteigert.
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Zum Teil werden zwei reziproke operierende Effedtorm selben Zelltyp exprimiert [94].
Vermutlich erlaubt die Regulation durch die ?GBindeproteine mit so verschiedenen

Eigenschaften eine sehr genaue Kontrolle déf-CGmd cGMP-Konzentration.

Diese Beispiele zeigen, wie facettenreich versaried C4"-Bindeproteine die cGMP-
Konzentration regulieren und wie durch das Zusanspieh dieser beiden Botenstoffe hoch

spezifische Signale kreiert werden, von denen reuinenigsten im Detail verstanden sind.

1.3.2.3  Bindestellen verschiedener C4-Bindeproteine an die ROS-GC1
Einige Bereiche der ROS-GC1 konnten den verschi@tefd™-Bindeproteinen als
Bindemotive zugeordnet werden. Die Positionen dlmtifizierten Bereiche werden in
Abbildung 1.5 dargestellt.
So bindet GCAP-1 vermutlich an ein Motiv in der KHBwei Sequenzbereiche (1#, 2#)
wurden hierzu vorgeschlagen [95]. Sie befinden siathem Bereich, der als KHD vorgestellt
wurde. Diese, der Transmembrandomane benachbakgiorR weist allerdings keine
Homologie zu Rezeptor-Tyrosin-Kinasen auf. Zweitexed Bereiche (3#, 4#) wurden Uber
Quervernetzung von GCAP-1 mit der ROS-GC1 ermifési.
Interessanterweise wird fir die GCAP-1-Regulatioer ¢C-D eine C&d-unabhangige
Bindung in der CCD vorhergesagt (D#) [67].
Von GCAP-2 wird vermutet, dass es in der CCD bin&et konnten zwei Sequenzbereiche
(5#, 6#) dort als mdgliche Bindemotive identifiziarerden.
Der Kernbereich der CCD (N#) wurde fur die Bindwun Neurocalcin vorgeschlagen [92],
wogegen fur S100B unter anderem gezeigt werdentkpdass es die ROS-GC1 nicht mehr
aktivierte, wenn die letzten 90 Aminosauren detetaairden (S#) [91].

GCAP-1 GCAP-2 Neurocalcin 6 S100B

1#. 2%
34, 44

(D#) 5 N#

67

»

S#
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der putativen Bindebeeeider jeweiligen Ca&

Bindeproteine an die ROS-GCL1.
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Alle diese Erkenntnisse basieren auf Funktionssotdrungen von ROS-GC1-Mutanten,
sowie auf Kompetitionsstudien mit Peptiden bzweklien Wechselwirkungen mit Peptiden.
Direkte Wechselwirkungsstudien der gereinigten R&SE mit den verschieden €a
Bindeproteinen oder gar Kristallstrukturen der Kdexp stehen nicht zur Verfigung.

1.3.2.4 Regulation der ROS-GC1 durch GCAP
Die am besten charakterisierte Regulation der R@Q3-t die durch GCAP-1 und 2. Die
beiden Proteine weisen eine Sequenzhomologie vo 2$hd eine Sequenzidentitdt von
40 % auf. Bei neutralem pH sind GCAP-1 und 2 neggiaden.

Abbildung 1.6: Strukturen von GCAP-1 & 2 in Anwesenheit von?Céorange Kugeln). Die
Sekundarstruktur  (griin) ist bei beiden ProteinerHelix-dominiert. Die theoretische
Ladungsverteilung auf der Oberflache ist dargdasteflide Proteine sind stark negativ geladen (rot).
Dennoch akkumulieren einige positiv (blau) gelad®aste. Ungeladene oder hydrophobe Bereiche
sind grau dargestellt. (A) Die Kristallstruktur (2IR von myr-GCAP-1 zeigt die Myristoylgruppe
(schwarz) im Inneren des Proteins verborgen [9B]). Die NMR-Struktur von non-myr-GCAP-2
(1JBA) ist in der gleichen Orientierung dargestdit].
12



Von nicht-myristoyliertem GCAP-2 (non-myr-GCAP-2114] und vom myristoylierten
GCAP-1 (myr-GCAP-1) [97] wurde im Ghgebundenen Zustand eine NMR- bzw.
Kristallstruktur geltst. Diese sind in Abbildung6lgezeigt. Beide Strukturen zeigen die
Bindung von C& in den EF-Handen 2 bis 4. Zahlreiche unpolare&Risfinden sich auf der
Oberflache, wie fir GCAP-2 gezeigt. Die Myristoylgpe ist im C&-gebundenen Zustand
im Inneren von GCAP-1 verborgen. Die Sekundarstnukbn GCAP-1 und 2 wird von-
Helix-Anteilen dominiert. Eine Struktur des €dreien Zustands ist nicht bekannt.

Nach C&'*-Dissoziation ist das CD-Spektrum von GCAP-2 waiten-Helix-dominiert. Eine
durch C&" hervorgerufene Konformationsénderung wurde auchGGAP-2 gezeigt. In
Abhangigkeit von der freien GaKonzentration wird es von der Protease V8 in
unterschiedlich groBe Fragmente geschnitten [98hahd der Cd-abhangigen Anderung
der intrinsischen Proteinfluoreszenz wurde ebenfalf eine Konformationsanderung

geschlossen [77;99].

Die EGyWerte der C&-Konzentration der ROS-GC1 Aktivierung fir GCAP-hdu2
konnten bestimmt werden. Demnach aktiviert GCAR RIOS-GC1 erst, wenn die €a
Konzentration auf weniger als 50 nM sinkt. GCAP-dgegen wirkt bereits bei weniger als
600 nM aktivierend [100]. Vermutlich tragen beideC&P Isoformen zur Regulation der
ROS-GC1 bei. Die verschiedenen dg@Verte erlauben eine Aktivierung durch GCAP-1,
wenn die C&-Konzentration in den Photorezeptorzellen nur leigbfallen ist, wogegen
beide GCAP die ROS-GC1 aktivieren, wenn dié‘@nzentration stark gefallen ist [100].
Diese 1Gg-Werte hangen stark von der freien f¥Mgonzentration ab. Je hoher die Mg
Konzentration, desto geringer ist die Affinitat f0gf*. Unter physiologischen Bedingungen
wird erwartet, dass die EF-Hande von#gkkupiert sind. Das bedeutet, dass der eigentliche
Aktivator der ROS-GC1 und 2 nicht das Apoproteinssndern die Mg-gebundenen GCAP
[101;102]. Wird die Bindung von Mg durch Mutation der EF-H&énde unterbunden, wird die
ROS-GC1 nicht mehr durch GCAP-1 aktiviert. Gleidhigekonnte gezeigt werden, dass
durch Md*-Bindung in den EF-Handen 2 und 3 die Affinitit ZROS-GC1 und deren
maximale Aktivierbarkeit gesteigert wird. MgBindung in EF-Hand 4 bewirkt keine
Veranderung der Regulierbarkeit. Dagegen fiihrt #oeation in EF-Hand 4, die keine €a
Bindung mehr erlaubt, zu einer permanenten Aktisngrder ROS-GC [103]. Weiter konnte
gezeigt werden, dass sich Trp 94 durch VerdrangongMg™* durch C&" in EF-Hand 4 von
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einer unpolaren Umgebung in eine polare Umgebunggert. Durch Austausch von €au
Mg** wird auch Trp 21 l8sungsmittelexponiert [104].

Der N-Terminus von GCAP und die EF-Hand 1 geltenBereiche, die die Regulation mit
der ROS-GC1 vermitteln. Zum einen lasst sich diévidrung der ROS-GC1 durch GCAP-1
durch Zugabe des N-terminalen Peptids kompetier@h gum anderen fihren Mutationen
bei GCAP-2, die zwischen EF-Hand 1 und 2 eingefiilkerden, zu einer geringeren
Aktivierung der ROS-GC1 [105].

Auch andere Bereiche sind moglicherweise an demuRggn der ROS-GC1 beteiligt. So
konnte durch chemische Modifikation von GCAP-1 €iysteinrest identifiziert werden, der
nach CA&'-Dissoziation schneller mit DTNB umgesetzt wird. ligfindet sich in EF-Hand 3
[106].

Weiterhin sind zahlreiche Mutationen bekannt, die dominant vererbte Stéabchen-Zapfen-
Dystrophie, eine Krankheit, bei der Photorezepitereabsterben und die zur Erblindung
fuhrt, bedingen. Zum Beispiel fuhrt eine Mutaticer @9. Aminosaure beim GCAP-1 (Y99C)
zu diese Krankheit [107]. Der Austausch liegt unefiiar in der EF-Hand 3 und bewirkt eine
Aktivierung der ROS-GC1 auch noch bei hdherefi" ®®@nzentrationen. Die Aktivierung der
ROS-GC1 durch GCAP-1 Y99C lasst sich auch nichtldd€ompetition mit dem Wildtyp
von GCAP-1 unterdricken [108;109]. In transgenenudéd, die GCAP-1 Y99C trugen,
konnte ein erhohter Dunkelstrom in den Photorezeplien und eine damit einhergehende
Erhohung der Ca-Konzentration nachgewiesen werden. Diese fiihrteinem Absterben
der Photorezeptorzellen [110].

Ein ahnlicher Phanotyp wird fur GCAP-1 E155G bediteic Auch dieses Protein aktiviert
die ROS-GC1 noch bei erhohten’G&onzentrationen [111].

Uber welchen Mechanismus GCAP-1 und 2 ihr Zielprotaktivieren, ist nicht genau
bekannt. Zwei Modelle werden hierzu diskutiert.

Fur die Aktivitdt von Guanylatzyklasen ist, analeg Adenylatzyklasen, die funktionale
Ausrichtung des aktiven Zentrums essentiell. In Abenheit von GA liegt GCAP-2 zu
einem gréReren Anteil als Dimer vor, als in Anwéssnvon C&" [112]. AuRerdem ist eine
GCAP-2-Variante, die die ROS-GC1 konstitutiv aleigj ebenfalls hauptsachlich ein Dimer.
Basierend auf diesen Beobachtungen wurde gescblgedgf dass GCAP-2 durch seine
Dimerisierung die Dimerisierung der ROS-GC verntittfl13]. Zuvor konnte durch

chemische Quervernetzung und anschlieBende Immtekbide gezeigt werden, dass in
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Abwesenheit von G4 ein groRerer Anteil der ROS-GC1 und der GCAP-2 Rimere
vorliegt. GCAP-2 schien dabei nicht mit der ROS-Gfiervernetzt zu werden [114].

Im Gegensatz dazu konnte in einer anderen Arbegigewerden, dass GCAP-1 und ROS-
GC1 C&'*-unabhangig aneinander gekoppelt werden kénnendiBsén Experimenten wurde
auch eine Bande oberhalb von 220 kDa detektied, sdéiwohl von einem Anti-GCAP-1
Antikorper als auch von einem Anti-ROS-GC1 Antikérgrkannt wurde [115].

Auch kénnen Chiméren von CaM und GCAP-1, die peenaiDimere ausbilden, die ROS-
GC1 nicht aktivieren [116].

Abbildung 1.7: Postulierte Modelle zur Regulation der ROS-GCXHUWBCAP. (A) GCAP bindet in
Anwesenheit von Ca an die ROS-GC und verhindert dadurch eine funkfirusrichtung des
aktiven Zentrums. Wenig cGMP wird gebildet. Im ?CGheien Zustand bewirkt eine
Konformationséanderung von GCAP eine Umorientieraleg beiden ROS-GC Untereinheiten. Die
funktionale Ausrichtung des aktiven Zentrums fiauteiner verstarkten cGMP-Produktion. (B) Zwei
GCAP, die jeweils an eine Untereinheit der ROS-Gumden sind, verhindern eine funktionale
Ausrichtung des aktiven Zentrums. Wenig cGMP wiebitglet. Im C&'-freien Zustand dimerisieren
die GCAP und fuhren die beiden ROS-GC Untereinhettiesammen. Die funktionale Ausrichtung

des aktiven Zentrums fuhrt zu einer verstarkten &aRioduktion.

Anhand von quantitativen Western Blots konnte den&entration von ROS-GC1, GCAP-1
und GCAP-2 im Sehstabchenaul3ensegment abgeschétdeny Sie betragt 3,3 uM fur
GCAP-1 und 2,7 uM fiur GCAP-2. Die Konzentration de®S-GC1-Dimers wurde mit
5,8 UM angegeben [100]. Obwohl die geringere Kotraéion an GCAP gegen einen Dimer-
induzierten Aktivierungsmechanismus spricht, kai@ser nicht ausgeschlossen werden.

Alternativ kénnte eine Konformationsanderung inmdiohder GCAP genauso zu einer
Umorientierung der beiden ROS-GC1-Untereinheitehrdii. So kann CGagebundenes
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GCAP so an die ROS-GC hinden, dass weniger cGMRdgebvird. Durch Dissoziation von
cd" konnte sich die GCAP-Konformation derartig &ndettgss sich die ROS-GC-
Untereinheiten neu ausrichten und ein funktionaldésres Zentrum ausbilden.

Da die GCAPs die ROS-GC1 bei niedrigent@onzentrationen aktivieren und bei hohen
Cd*-Konzentration inhibieren, miissen sie in beiden tZhden mit der ROS-GC1
interagieren. Ein Mechanismus, wie fiir Recoverirscheieben, der Gaabhangig eine
Bindung an die Membran vermittelt und so den Effekdn sein Zielprotein koordiniert, ist
daher weniger wahrscheinlich.

Da die Myristoylierung fur die Funktionalitdt vonGAP-2 nicht essentiell ist, wurde der N-
terminalen Lipidmodifikation lediglich eine unteenete Rolle zugeschrieben. So konnte
bisher nur ein minimaler Einfluss der Acylierung die Membranbindung gemessen werden
[117]. Da GCAP-2 in Abwesenheit von €asogar starker an Membranen bindet als in
Anwesenheit von CG& wurde ein C&-Myristoyl-Switch fir GCAP-2 ausgeschlossen.
Allerdings ist myristoyliertes GCAP-2 ein deutliéffektiverer Aktivator der ROS-GC, als
das unmyristoylierte Protein [117;118]. Die Rolkr ddyristoylgruppe bei der Regulation der
ROS-GC bleibt aber unverstanden.

Die Isoform GCAP-1 zeigte in ihrer Kristallstruktulie Myristoylkette im Inneren des
Proteins verborgen, wenn €a gebunden war. In Wasserstoff-Deuterium- (H/D-)
Austauschexperimenten konnte gezeigt werden, d&&8P& durch die Myristoylierung
stabilisiert wird. In Abwesenheit von €ascheint die Myristoylgruppe allerdings zu einem
schnelleren H/D-Austausch zu fihren [119].

Durch  Modifikation mit  16-Palmitoyl-7-Nitrobenz-2¢xa-1,3-diazol anstelle von
Myristinsaure konnte gezeigt werden, dass sich Biaritat der Umgebung des
Fluoreszenzfarbstoffs durch An- und Abwesenheit @afi nicht anderte [97]. Obwohl nicht
gezeigt wurde, ob das derartig modifizierte Profeinktional ist, wird seitdem fur GCAP-1
vermutet, dass die Myristoylgruppe immer und®@mabhéngig im Inneren des Proteins
verborgen vorliegt. Zusétzlich wurde gezeigt, dask die chemische Verschiebung einer mit
3C  markierten Myristoylgruppe nicht durch Zugabe v@e* oder Md* andert.
Denaturierung allerdings bewirkte eine Veranderdegchemischen Verschiebung thi-*C
HMQC fur die 12. und 14. Kohlenstoffposition derttSé@ure. Die Autoren schlussfolgern,
dass die Myristoylgruppe unabhéngig vorfQand Md"* im Inneren des Proteins verborgen
liegt und nach Denaturierung I6sungsmittelexpongitl02].

Dass die Myristoylierung von GCAP-1 nicht der Memndsindung dient, sondern lediglich
strukturelle Funktionen erfillt, ist durchaus deakb Eine derartige Funktion der
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Myristoylierung ist auch fiir VP4 des Poliovirus l2und fir die katalytische Untereinheit
der Proteinkinase A [121] beschrieben.

Vergleiche derrH-NMR Spektren der Myristoylgruppe von GCAP-2 undcBverin lassen

allerdings vermuten, dass die Myristoylgruppe, ihnidem C&'-gebundenen Recoverin,
ldsungsmittelexponiert vorliegt, unabhangig von?CaSo &hnelt das Spektrum der
Myristoylgruppe von GCAP-2, unabhéngig von der Asamheit von Cd, dem der

Myristoylgruppe von Recoverin im €agebundenen Zustand [98].
Molekulare Details der G&abhéngigen Konformationsanderung der GCAP undidéurch

ausgeloste Mechanismus der GC-Regulation sind bisghigekannt. Welche Rolle dabei die

N-terminale Fettsduremodifikation spielt, ist biskbenfalls nicht verstanden.
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1.4 Zielstellung
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die durch?Causgeldste Konformationsanderung des
bovinen GCAP-2 naher untersucht werden. Im Mittekiusollte dabei die Rolle der N-
terminalen Lipidmodifikation stehen.
Da GCAP-2 ein Membranprotein reguliert, sollte diebkraft der Membranbindung von
GCAP-2 in den beiden physiologisch relevanten Zwdga, C&'-gebunden und Ghfrei,
untersucht werden. Der Beitrag, den dabei die NMyylgruppe leistet, sollte genauso gepruft
werden, wie die Lokalisation der Myristoylgruppenvan Membranen gebundenem GCAP-2.
Zur Klarung dieser Fragen sollten Inkubationsexperte mit Liposomen und Festkérper-
Deuterium-NMR durchgefiihrt werden.
Bislang ist fir GCAP-2 nicht geklart, ob der Myaglgruppe eine strukturelle Bedeutung
zukommt oder ob sie I6sungsmittelexponiert vorliégyin diese Frage zu beantworten, sollte
die thermodynamische Stabilitat abhangig von deysiplogisch relevanten Effektoren €a
und Md* und der Myristoylgruppe bestimmt werden. Zur Efrgeung der durch die
Myristoylierung ausgelosten Veranderung der hydolygm Oberflache sollte eine
Quantifizierung dieser vorgenommen werden.
Durch Vergleich der Reaktivitdt einer kinstlich gefilhrten Thiolgruppe an der
Fettsauremodifikation ~ sollte  deren “Gabhangige  Losungsmittelzugéanglichkeit
charakterisiert werden. Gleichzeitig sollten so t€yge, die an der CGhinduzierten
Konformationsanderung beteiligt sind, identifizieserden.
Aufbauend auf diesen Experimenten sollte die phggische Relevanz der

Konformationsanderung verifiziert werden.

Basierend auf einem detaillierten Verstandnis deurcdi C&" verursachten
Konformationsanderung, soll, mit Hilfe der bekamntStrukturen des Ghagebundenen
Zustands der GCAP, die Beschaffenheit deS-@aien Zustands charakterisiert werden. Die
Vorhersage struktureller Anderungen, die durch @iision von C& ausgeldst werden,
ermdglichen eventuell den bisher schlecht verstagmieMechanismus der Regulation der
ROS-GC besser zu verstehen.

GCAP und ROS-GC stellen eine Schaltstelle zweitrazellularer Botenstoffe dar. Die
molekulare Charakterisierung einer durch®'Causgelésten Konformationsanderung und
deren Ubertragung an einer solchen Schaltstellegdevidu einem besseren Verstandnis von
molekularen Mechanismen bei Signaltransduktionetnaagen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

Folgende aufgefiihrte Chemikalien, Enzyme, Standd&tismide, Stamme, Kits, Software,

sonstige Materialien und Gerate wurden im RahmesediPromotionsarbeit verwendet.

Zur Herstellung von wéassrigen Lésungen wurde hoohssWasser verwendet.

Alle nachfolgend aufgefihrten Chemikalien besaflen Reinheitsgrad p.A., sofern nicht

anders gekennzeichnet.

2.1.1 Chemikalien

1,2-Dimyristoylsn-glycero-3-phosphatidyl-
cholin, DMPC

Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al (USA)

12-Mercapto-1-dodecansaure
1-Palmitoyl-2-Oleoylsn-glycero-3-
phosphatidyl-cholin, POPC
1-Palmitoyl-2-Oleoylsn-glycero-3-
phosphatidyl-ethanolamin, POPE
1-Palmitoyl-2-Oleoylsn-glycero-3-
phosphatidyl-serin, POPS
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséaure, HEPES
2,7-Diamino-10-ethyl-9-
phenylphenanthridiniumbromid,
Ethidiumbromid

2-Mercaptoethanol
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-]
propansulfonat, CHAPS

30% Acrylamid/0.8%
Methylenbisacrylamid
3-Isobutyl-1-methylxanthin, IBMX

N,N

3-Morpholinopropansulfonsédure, MOPS
5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure), DTNB
8-Anilino-1-Naphthalensulfonsaure, ANS
Acetonitril, AcN

Sigma-Aldrich GmbH, &#isfen
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al (USA)

Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al (USA)

Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al (USA)

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen

LlRoth GmbH, Karlsruhe

-rRoth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmhHeisenhofen

Sigma-Aldriaimié}, Deisenhofen

Sigma-#dth GmbH, Deisenhofen

Sigma-AltriémbH, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
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Agar-Agar

Amidoschwarz 10B

Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat, APS

Ampicillin

Biorad Protein Assay (Bradford-Reagenz)
Bromphenolblau

Cacodylsaure

Calciumchlorid Dihydrat

Chloroform

Cholesterin

Coomassie Brilliant Blau G250
Dithiothreitol, DTT

Dulbecco’s PBS

Dulbecco's Modified Eagle Medium mit 4
g/l Glucose, DMEM

Essigséaure (96%)

Ethanol (96%)
Ethylendiamintetraacetat, EDTA
Ethylen-glycol-bis(2-aminoethyl)tetraacetat
EGTA

Fotales Kalberserum

Gentamicin

Glucose
GlutaMAX-I-Supplement
Glycerin

Glycin

Guanidiniumhydrochlorid, GUHCI

Guanosin-3':5’-monophosphat, cGMP
Guanosintriphosphat

Hefeextrakt

lodacetamid, I1AA

Isopropanol

Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Riedel-de-Haen, Seelze
Roth GmbH, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
BioRad, bhi@m
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al (UBA
Roth GmbH, Karlsruhe
MP Biomedicals, Eschwege
Invitrogen, Karlsruhe

mvitrogen, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
KMF Laborchemie GmbH, Lohmar
MP Biomedicals, Bsepe
,Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
Nigu Chemie GmbH, Mkxaiburg
MP Biomedicals, Eschwege
Sigma-Aldrich Ginbeisenhofen
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
KMF Laborchemie GmbH, Lohmar
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Isopropylf3-D-galaktopyranosid, IPTG
KCI

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kanamycin

L-Arginin

Lauryldimethylaminoxid, LDAO
Lipofectamin

Magnesiumchlorid

Manganchlorid Tetrahydrat

Methanol

Myristinsaure

Myristinsaure, deuteriert
N,N,N",N"-Tetramethyl-Ethylendiamin,
TEMED

Natriumbutyrat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat
Natriumdodecylphosphat, SDS
Natriumsulfat

Natronlauge

Pepton aus Casein oder Soja
Phosphorsaure (85%)

Salzsaure (37%)

Silbernitrat

Trichloressigsaure, TCA
Trifluoressigsaure, TFA
Tris(2-Carboxyethylphospin), TCEP
Tris-hydroxymethyl-aminomethan, Tris
Triton X-100

AppliChem, Darmstadt
Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Ajinomoto C. Inc., Tokyo; Japan
Sigma-Aldrich GmbH, Benhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisefen
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Aldrich Chem. Co., Milvkae US
Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
Riedel-de-Haen, Seelze
Merck, Darmiista
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
KMF Laborchemie GmbH, Lohmar
Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Deisefén
Sigma-Aldrich GmbHgigenhofen
MP Biomedicatschwege
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen
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2.1.2 Proteine und Standards

Proteine und Standards

Bezugsquell

e

1-kb-DNA-Leiter

Benzonase, >250 units/pl

LMW-Protein-Molekulargewichts-Standard

Lysozym aus Huhnereiweil3

Fermentas, S

t. Leon-Rot

Fermentds]| 8on-Rot
Merck, Darmstadt

New England Biolabs GmbH, Frankfurt/M

Merck, Darmstadt

2.1.3 Kits

Kits

Bezugsquelle

PegLab Miniprep Kit
Qiagen Plasmid Mega Kit

PEQLAB Biotechnologie GmbH, &tben
Qiagen, Hilden

2.1.4 Plasmide

Plasmide

Bezugsquelle

GCAP-2/pET11a
pBB131
pcDNA3.1 ROS-GC1

Duronicet al.[

Hwangt al [118]

122]

Langet al.[123]

2.1.5 E. coli Stamme & Zelllinien

E. coli Stamme & Zelllinien

Genotyp

Bezugsquelle

BL21 (DE3)

XL1-Blue

B FompT gal hsd$(rs" mg)
dcm (DE3)

recAl endAl gyrA96 thi-
hsdR17 supE44 relAl
[F'proAB laclgZDM15 Tnl(
(Tetr)]

|3

Novagen, Bad Soden

IStratagene, La Jolla, US

aqcC
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HEK 293 Amelogenin:

11,12; D13

D7S820: 11,1

D16S539: 9,13; D5S818: 8,

TPOX: 11; vVWA: 16,19

X; CSF1P( VA

S317: 12,14

DATCC,
1(USA)
0,
3;

Manassas,

2: THO1: 7,9.

2.1.6 Software

Software Hersteller

Phoretix 1D Nonlinear Dynamics, Newcastle; England

Aida 1D Raytest Isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt

2.1.7 Sonstige Materialien

Sonstige Materialien

Bezugsquelle

Sterilfilter Isopore

Rotilabo Spritzenfilter

Einmalspritzen 10 ml und 50 ml BD Plastip
VivaFlow 200

Amicon

pH-Indikatorstabchen

Dialyseschlauche und Klemmen

ZipTips C18

Vivaspin

BioTraceNitrocellulosemembran (0,45m)
Accu Jet Pipettierhelfer

Zellschaber

serologische Pipetten

Zellkulturflaschen (25 cfy 75 cnf, 150 cm)
Zellkulturtestplatten (6-Well)

Millipore, Schwalbach
Roth GmbH, Karlsruhe
dBecton-Dickinson, Heidelberg
Sartorius, Goéttingen
Millipore GmbH, Schwalbach
Merck, Darmstadt
Spectrapor, Ranchoippraz, US
Millipore GmbH, Schwalbach
Sartorius, Géttingen
Pall-Gelman, Dreieich
Brand GmbH, Wertheim
Laborbedarf llona Schubert, Leipzig
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingenh®eiz

23



2.1.8 Gerate und Zubehor

Gerate und Zubehor

Hersteller

Absorptionsspektroskopie
Ultrospec 4000 UV/VIS Spektrometer
10 mm QS-Halbmikrokutvetten

NanoPhotometer

Autoklaven

Varioklav

Circulardichroismus
J-810
PTC-423S
0,1; 0,5 mm & 1 mm QS-Klvetten

Chromatographie-Anlagen
Akta purifier

Fraktionssammler Frac-900

Chromatographiesdulen
HiTrap Q HP, 5 ml
Superdex 7prep gradeHiLoad 16/60
Superdex 200rep gradeHiLoad 16/60
HiTrap Phenyl HP, 5 mi
CFT keramisches Fluoroapatit
Tricorn 10/50

Elektroporationseinheit
Gene Pulser I

Elektroporationskivetten, 2 mm

Evaporatoren
Rotationsverdampfer
Jouan RC 10.10

GE HealthcM&nchen
Hellma GmbH & Co. Kléna

Implen GmbH, Minchen

H+P Labortechnik, OberschleiRheim

Jasco, GrofR-Umstadt
Jasco, Grof3-Umstadt
Hellma GmbH & ®&@s5, Jena

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

GE Healthcare, Minchen
BioRad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen

BioRad, Munchen
PEQLAB Bioteclogyé GmbH, Erlangen

IKA Werke GmbH & Co. KG, &&n

Jouan Inc., Winchester; USA
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Fluoreszenzspektroskopie
Fluoromax IIl und IV
10 mm QS-Halbmikroklvetten

Fermentation
Bioreaktor Biostat ED, 10 |
Digitales Mess- und Regelsystem C-DCU
Prozelleitsystem MCFSwin

Gelelektrophorese
EPS 200
EPS 600
SE 250

Heizblocke und Thermostate
Heizblock
K21 und W10

Thermomixer compact

Homogenisatoren
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Lab 60
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Micron
Lab 40
Ultra-Turrax T25

HPLC-Anlagen
P-460 HPLC-Pumpe
Gina 50 Autosampler
170S UV-Detektor

HPLC-Sdulen
Jupiter 250-4.6 300 A (5p) C18
Lichrospher 250-4 100 A (5p) C18
Nucleosil 250-10 300 A (5u) C18
Nucleosil 250-16 300 A (5u) C18

!

Security Guard Vorsaulensysteme

HORIBA Jobin Yvon GmbH, Wsrhachingen
Hellma GmbH & Co. Kigna

Sartorius, Goéttingen

GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Minchen
Hoefer Inc., Holliston, USA

Liebisch, Bielefeld
MedingLab, Freital
Eppendorf, Hamburg

APV, Lubeck
APV, Lubeck

Janke&Kunkel, IKA Labortechni®taufen

Dionex GmbH, Idstein
Dionex GmbH, Idstein

Dionex GmbH, Idstein

Phenomenex, Afsehlaurg
Merck, Darmstad
Macherey und &laDiren
Macherey und &laDiren
Phenomenex,affectburg
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Inkubatoren
Certomat BS-T
CGO Inkubator HERACcell

Laminarflowbox

Hera Safe

Mikroskop
TELAVAL 3

pH-Messgeridt
pH-Meter

Pumpen
Schlauchquetschpumpe 313U
P1 Peristaltikpumpe

Rotoren
JA 30.50
JA 25.50
JA 20
JLA 16.250
JLA 8.1000

Waagen
BP 4100S
MC1

Zentrifugen
Avanti J-20
Avanti J-25
Avanti J-30
Biofuge pico
Biofuge fresco
Kivettenschleuder
Ultrazentrifuge optima TLX
Universal 32R

Sartorius, Gottingen

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Carl Zeiss, Jena

WTW, Weilheim

Watson Marlow, Ronkinengn

GE Healthcare, Minchen

Beckmann, Minchen
Beckmann, Minchen
Beckmann, Minchen
Beckmann, Minchen

Beckmann, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Sartorius, Géttingen

Beckmann, Minchen
Beckmann, Minchen
Beckmann, Minchen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

ITS, Hattersheim
Beckmann, Minchen

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
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2.2 Methoden

Zur Anfertigung dieser Arbeit wurde auf nachfolgerMethoden zurtickgegriffen.

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Plasmidpréparation

Die Isolierung von Plasmiden mit dem Kit von PEQL&Btechnologie GmbH basiert auf
dem Protokoll der alkalischen Lyse der col+Zellen, gefolgt von der Adsorption der DNA
an eine Silikat-Matrix in Gegenwart hoher Salzkortzationen. Ausgehend von einer 2 ml
Ubernachtkultur erfolgte die Anwendung gemaR detgelieferten Beschreibung. Eluiert
wurde das Plasmid in 50 pul Wasser.

Alternativ wurden 500 ml Ubernachtkultur mittelssd®iagen Plasmid Mega Kits gemaR
Anleitung extrahiert und in 1,5 ml Wasser aufgen@anm

2.2.1.2 Analyse des Plasmids
Die DNA-Konzentration wurde spektrometrisch bestim@gf. wurde die Identitat des
isolierten Plasmids Uber einen Verdau und AnalyseldAgarosegelelektrophorese tberprift
und zur genauen Bestimmung der DNA-Sequenz zur édegerung zu Eurofins MWG

Operon, Martinsried, eingeschickt.

2.2.1.3 Herstellung chemokompetenter Zellen
Eine 100 ml Vorkultur wurde mit 1 ml einer Glycekiriture angeimpft und unter Schitteln
bei 37°C inkubiert. Bei einer Giob von 0,7 wurde die Inkubation abgebrochen, und die
Zellen fur 5 min bei 5000 rpm abzentrifugiert. DRsllet wurde in 25 ml eiskaltem CK1-
Puffer aufgenommen und fur 2 Stunden auf Eis inkiibDanach wurden die Bakterien wie
oben abzentrifugiert, in 4 ml eiskaltem CK2-Puffesuspendiert, in vorgekuhlte Eppendorf-

GefalRe aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Puffer und Losungen
CK1-Puffer (0,1 M CaG)
CK2-Puffer (0,1 M CaGlt 25% (v/v) Glycerin)

2.2.1.4 Transformation von E. coli-Zellen durch Hitzeschock
Ein Aliquot (100 ul) chemokompetentEr coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit ca. 80 ng
Plasmid-DNA versetzt und 15 min auf Eis inkubi®te Aufnahme der DNA erfolgte durch
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einen Hitzepuls von 42°C fir 60 sek im WasserbatschlieRend wurden die Zellen weitere
5 min auf Eis inkubiert und dann mit 800 ul LB-Meah versetzt und 30 min bei 37°C unter
Schitteln inkubiert. Auf LB-Agarplatten mit plasmsezifischem Antibiotikum (100 pg/ml
Ampicillin, 70 pg/ml Kanamycin) wurden 50 und 200 des Transformationsansatzes
ausplattiert und tber Nacht (14 — 16 h) bei 37%iimert.

Puffer und Losungen
LB-Medium (10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 gliaCl)
LB-Agar (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/la€l; 15 g/l Agar-Agar)

2.2.1.5 Kultivierung von E. coli
Fur Ubernachtkulturen wurden 2,5 ml (PlasmidprapanaMini) bzw. 200 ml LB-Medium
(Vorkultur fur Proteinexpression) bzw. 500 ml (Phadpraparation-Mega) mit Antibiotikum
versetzt und mit einer Einzelkolonie bzw. einer ¢&lynkultur angeimpft und bei 37°C fur
15-18 Stunden bei 150 rpm kultiviert

2.2.2 Proteinexpression

2.2.2.1 Heterologe Expression von GCAP-2 iit. coli im Erlenmeyerkolben

Die rekombinante Genexpression wurde in vier 5Skimeyerkolben mit je 1,21 LB-
Medium durchgefihrt, das mit Ampicillin in einer @wonzentration von 100 pg/ml versetzt
war. Pro Kolben wurden 10 ml einer Ubernachtkuitum Kulturmedium hinzugefiigt und
unter Schatteln bei 150 rpm und 37°C inkubiert. Dasllwachstum wurde durch
photometrische Messung der optischen Dichte beinB@0(ODso)in Abstanden von 30-
60 min verfolgt. Die Induktion erfolgte bei eineDgyo von 0,7-0,9 durch Zugabe von IPTG
zu einer Endkonzentration von 0,5 mM. AnschlieRenaden die Zellen fur 4 Stunden bei
37°C und 150 rpm weiter inkubiert. Die @ wurde vor Abbruch der Expression noch
einmal kontrolliert und lag zwischen 1,4 und 2,4e Bellernte erfolgte durch Zentrifugation
der Kultur fir 20 min bei 6500 rpm und 4°C.

Alternativ zur Expression von GCAP-2 als Koexpressnit pBB131

Die Expression von myristoyliertem GCAP-2 erfordelie Anwesenheit des Plasmids
pBB131. Dieses kodiert fur die N-Myristoyltransfeeal ausS.cervisiag[122] und eine
Kanamycinresistenz. Daher erfolgte die Koexpressun oben beschrieben mit zuséatzlich
70 pg/ml Kanamycin im Medium. Zusatzlich wurde 2@.min vor Induktion (bei einer Qi
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von 0,4-0,6) 50 pg/ml Myristinsdure zugesetzt, umsreichend Substrat fir die N-
Myristoyltransferase | zur Verfigung zu stellentehhativ wurde deuterierte Myristinsaure
bzw. 12-Mercapto-1-dodecanséure verwendet. Beir éigoo von 0,6 bis 0,9 wurde dann

induziert.

2.2.2.2 Koexpression von GCAP-2 mit pBB131 im Bioreaktor

Die Zellen aus einer 200-ml-Vorkultur wurden bei0BOpm abzentrifugiert und in 200 ml
frischem LB-Medium resuspendiert. Damit wurden @lieStartvolumen Hefeextraktmedium
inokuliert. Die Temperatur wahrend der Fermentati@trug 37°C, ein pH von 7,0 wurde
durch automatisch reguliertes Zupumpen von Natugdabzw. Phosphorsaure konstant
gehalten. Das Hefeextraktmedium enthielt 200 pgmpicillin und 140 pg/ml Kanamycin.
Das System wurde durch Variation der Rihrerdrehmall der Bellftungsrate so reguliert,
dass der Sauerstoffpartialdruck konstant bei 30&bbBei einer Oy von 11,4 wurde die
Zufutterung mit ca. 8-10 ml/mifeedingLdsung gestartet. Bei einer OD von 32,5 wurde das
Medium mit 12 ml Myristinsaure aus einer 50-mg/nmd8mliésung versetzt. 15 min spater
wurde bei einer OD von 37,5 mit 1 mM IPTG induziea. 1,5 Stunden nach Induktion
wurden ein weiteres Mal 12 ml Myristinsaure augeb0-mg/ml-Stammlésung zum Medium
zugeflgt, um zu gewdéhrleisten, dass weiterhin @lsrd Substrat fur die N-
Myristoyltransferase | zur Verfigung stand. Die Eegsion wurde 3,5 Stunden nach
Induktion abgebrochen und die Zellsuspension fumf0 bei 6500 rpm zentrifugiert. Die

Zellen wurden bei -80°C gelagert.

Puffer und Losungen

Hefeextraktmedium (50 g/l Hefeextrakt; 0,5 g/l Mt 5 g/l Glucose; 0,68 g/l MgSQO11 g/l
KoHPOy)

Feedinglosung (300 g/l Glucose, 25% (v/v) Glycerin)

10% NaOH

10% HPOy

2.2.3 Zellaufschluss, Praparation vorclusion bodiesind Renaturierung
2.2.3.1 Praparation von inclusion bodies
12-20 g Biofeuchtmasse wurden in 70 ml IB1-Puffesuspendiert, mit 15 mg Lysozym
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellstispion wurde mittels eines
Dispergiergerates (Ultra-Turrax G25) homogenisignd dann 3-mal durch den Gaulin-
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Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 passiert. Démmogenisat wurden 210 pl MgCl

und 10 pl Benzonase zugefugt. Nach Inkubation vom#h bei Raumtemperatur wurden
dem Homogenisat 35 ml IB2a-Puffer bzw. 35 ml IB2f& zugesetzt und 10 min bei 4°C
geruhrt. Die unléslichennclusion bodieswurden durch Zentrifugation fir 25 min bei
20000 rpm vom loslich exprimierten Anteil separidfom l6slichen Zellextrakt wurde eine
Probe entnommen. Durch dreimaliges Resuspendiereiid3-Puffer und anschlie3endes

Abzentrifugieren fiir 25 min bei 20000 g wurde dafid® gewaschen.

Alternativ wurde mit gro3en Mengen Biomasse wigtfekrfahren:

110 g Biofeuchtmasse wurden in 600 ml IB1-Puffesuspendiert, mit 100 mg Lysozym
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellstispion wurde mittels Ultra-Turrax
homogenisiert und dann in drei Passagen mitteldiisBlochdruckhomogenisator Lab 60
aufgeschlossen. Dem Homogenisat wurden 1,8 ml Mg@d 50 pl Benzonase zugeflgt.
Nach Inkubation von 45 min bei Raumtemperatur, wardem Homogenisat 300 ml IB2-
Puffer zugesetzt und 10 min bei 4°C gerlhrt. Digdnden Arbeitsschritte sind mit denen fur

dieinclusionbody-Praparation fir geringe Mengen Biomasse identisch.

Puffer und Losungen

IB1-Puffer (100 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0)

MgCl; (1 M MgClL)

Benzonase (2500 U)

IB2a-Puffer (6 % Triton X-100; 1,5 M NaCl; 60 mM HB,; pH 7,0)
IB2b-Puffer (1,5 % LDAO; 1,5 M NaCl; 60 mM EDTA,; pH0)
IB3-Puffer (100 mM Tris/HCI; 20 mM EDTA; pH 8,0)

2.2.3.2 Solubilisierung voninclusion bodies
Mittels eines Dispergiergerates (Ultra-Turrax G2a)rden 1-3,5 gnclusion bodiesn 10-
35 ml SL-Puffer resuspendiert und 2 Stunden gesckivénlosliche Bestandteile wurden

durch Zentrifugation fir 30 min bei 25000 rpm alogent und verworfen.

Puffer und Losungen
SL-Puffer (6 M GuaHCI; 100 mM Tris/HCI; 100 mM DTpH 8,0)
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2.2.3.3 Renaturierung von GCAP-2 aus solubilisierterinclusion bodies
Uber eine Kanlle wurden 10-35ml der solubilisiertanclusion bodies mit einer
Geschwindigkeit von 1ml/min zu 0.6-21 des mit &DO rpm gerthrten
Renaturierungspuffers zugetropft. Der Renaturiesangatz wurde flir weitere 6-16 Stunden
bei 4°C geruhrt. Danach wurden die Aggregate fumdbbei 16000 rpm abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei 4°C mittels einer Crossflow-Mean VivaFlow 200 auf 100-200 ml
eingeengt. Alternativ wurde das rickgefaltete GCARdirekt fur eine hydrophobe

Interaktionschromatographie eingesetzt.

Puffer und Lésungen
Renaturierungspuffer (100 mM Tris/HCI; 500 mM JS&,; 1 mM DTT; 0,1 mM CaGt
pH 8,5)

2.2.4 Chromatographische Reinigung der GCAPs

2.2.4.1 lonenaustauschchromatographie
Zur Vorbereitung der lonenaustauschchromatographweurde der eingeengte
Renaturierungsansatz tber Nacht zwei mal 1:20 ge¢feuffer dialysiert.
Pro Lauf wurden ca. 45-80 mg Protein auf eine $a8epharose HP Saule aufgetragen. Zur
Elution wurde der IX2-Puffer in einem linearen Geaden tber 15 S&ulenvolumen bis 60%

durch IX3-Puffer ersetzt und die Elution in 1,9 Rndktionen gesammelt.

Puffer und Losungen

IX1-Puffer (20 mM Tris/HCI; 1 mM CaGj pH 8,0)

IX2-Puffer (20 mM Tris/HCI; 50 mM NaCl; 1 mM Cagll mM DTT; pH 8,0)
IX3-Puffer (20 mM Tris/HCI; 1 M NaCl; 1 mM Cagll mM DTT; pH 8,0)

2.2.4.2 Praparative Grol3enausschlusschromatographie
Die vereinigten Fraktionen aus der lonenaustausohwtographie wurden mittels Amicon
Zentrifugalkonzentratoren auf 10-15 mg/ml aufkont@ert. Davon wurden dann 2,5-3 ml auf
eine Superdex 200-Saule aufgetragen. Die Sauleenmardl ml/min mit SX1-Puffer gesplilt.
Nach 38 ml wurde die Fraktionierung von 1,9 ml Fi@ken gestartet. Nach 110-120 ml

wurde die Fraktionierung beendet.

Puffer und Losungen
SX1-Puffer (20 mM NakPOy/NaOH; pH 7,0)
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2.2.4.3 analytische Grol3enausschlusschromatographie
Auf eine Superdex 75 5/150 GL (GE Healthcare) wari® pul gereinigtes GCAP-2 in einer
Konzentration von 20 uM aufgetragen. Alternativeradan 15 pl myristoyliertes in einer
Konzentration von 10 uM N-terminales Peptid von GCA (myr-NT) appliziert. Zur
Untersuchung der Koelution wurden 15 pl mit 20puMegagtes GCAP-2 und 10ul myr-NT
auf die Saule aufgetragen. Die Saule wurde mih@/Bin KoL-Puffer gespiilt.

Puffer und Losungen
KoL-Puffer (100 mM MOPS/KOH; 40 mM KCI; 10 mM Mg&l1l mM EGTA, pH 7,0)

2.2.4.4 reversed phaselochleistungsflissigchromatographie (HPLC)
Die vereinigten Fraktionen des myr-GCAP-2 aus daehaustauschchromatographie wurden
zur Trennung der myristoylierten und nicht-myridiesten Spezies von GCAP-2 auf eine
praparative bzw. semi-praparative rpHPLC-Sauledaer Flussrate von 3,5 ml/min (semi-
praparativ) bzw. 8,75 ml/min (praparativ) 5 min B8i% RP1 und 1 % RP2 aufgetragen. In
einem linearen Gradienten wurde nun innerhalb v auf 61.4 % RP2 erhéht. Ab
Minute 33 eluierte nicht-myristoyliertes GCAP-2,. @ane Minute spater das myristoylierte
bzw. 12-Mercaptododecansaure-modifizierte GCAP-Z2id8 Peaks wurden manuell
aufgefangen. Die Identitat der Proteine wurde tsittdassenspektrometrie bestatigt. Das
Losungsmittel wurde in einer Speedvac eingedampiid das myristoylierte GCAP-2
anschlieend in 2-10 ml SL-Puffer aufgenommen. Pasdein wurde erneut in 80-400 ml
Renaturierungspuffer zurtickgefaltet und mittels SSflow-Membran VivaFlow 200 bzw.
Amicons aufkonzentriert. Das aufkonzentrierte Rroteurde gegen SX1-Puffer dialysiert,

aliquotiert, in flussigem Stickstoff gefroren unelib80 °C gelagert.

Puffer und Losungen
RP1-Puffer (0,1% TFA)
RP2-Puffer (0,1% TFA in Acetonitril)

2.2.45 Chromatographie mit einer Fluoroapatit-Saule
Von Dr. Christian Lange (MLU) wurde eine mit kerachiem Fluoroapatit gepackte 5 ml -
Saule zur Verfigung gestellt. Auf diese, mit FAIffBuaquilibrierte, Sdule wurden ca. 10 mg
Protein aus den vereinigten Fraktionen der Gaddfibn bzw. der hydrophoben

Interaktionschromatographie bei einer Flussrate 8anl/min aufgetragen. Der Durchlauf,
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welcher das GCAP-2 enthielt, wurde aufgefangen.u@eééne Verunreinigungen wurden mit
0,1 M Kaliumhydroxid eluiert und nicht fraktioniert

Puffer und Lésungen
FAl-Puffer (20 mM NakPOJ/NaOH; 1 mM DTT; pH 7,0)

2.2.5 Methoden zur Analyse und Identifikation von Pro&gin

2.25.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die reduzierende SDS-PAGE ermoglicht eine Auftrerghuvon Proteinen nach
Molekulargewicht. Dazu wird das Protein denatunigrtl bekommt gleichzeitig eine negative
Nettoladung.
Fur die SDS-PAGE nach Laemmli [124] wurden Geletdleend aus Sammel- (6 % (w/v)
Acrylamid) und Trenngel (15% (w/v) Acrylamid) eirgggzt. Proteinproben wurden 5-10 min
bei 95°C in Probenpuffer inkubiert und kurz bei @@0pm zentrifugiert bevor sie auf das Gel
aufgetragen wurden. Als GroRRenstandard diente MW iMarker mit Proteinen von 14,4 bis
116 kDa GroRe.
Die Gele wurden mit der Methode nach Fairbagikal. [125] gefarbt. Alternativ wurde eine
Silbernitratfarbung nach Nestereni&bal.[126] oder eine modifizierte Kolloidalfarbung nach

Kanget al.[127] verwendet. Die Gele wurden in Entfarbelésentfarbt.

Puffer und Lésungen

30% Acrylamid/ 0,8% Bisacryl-amid

5x SDS Laufpuffer (15,1 g/l Tris; 5 g/l SDS; 94 Gllycin)

4x SDS Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCI; 0,8% (wBDS; pH 6,8)

4x SDS Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI; 0,8% (w/MPS; pH 8,0)

5x SDS-Probenpuffer (250 mM Tris/HCI; 5% (w/v) SD&005% (w/v) Bromphenolblau;
50% (v/v) Glycerol; 5% (v/v) 2-Mercaptoethanol; |8:0)

Entfarbeldsung (10% Essigsaure)

2.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mit der Methodenach Bradford
Die Bestimmung der Konzentration von Proteingengscivurde nach der Methode nach
Bradford [128] durchgefuhrt. Dazu wurden 200 plraab-Protein-Assay-Losung mit 1-20 pg
Protein versetzt und in einer reduzierten Kiuvette Wasser auf 1 ml Volumen aufgefullt.
Die Absorption bei 595 nm wurde bestimmt, mit Mesgen einer Eichreihe (BSA)

verglichen und so die Proteinkonzentration abgdstha
33



2.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mit Amidoschwar

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Prolua, Lipide enthielten, wurde nach
Schaffner und Weissmann [129] durchgefiihrt. Dazuden HEK293-Zellmembranen mit
Wasser auf ein Endvolumen von 2@dDaufgefillt, 30ul SW1 wurden zugesetzt und der
Ansatz gemischt. Nach Zugabe voni@®W?2 und wiederholtem Mischen wurde die gesamte
Losung auf eine mit Wasser befeuchtete Nitrocetleitoembran pipettiert und das
Losungsmittel mittels Vakuumpumpe durch die Membaibigezogen. Das Probengefald
wurde mit 300ul SW3 gespult und diese 300 wurden ebenfalls auf die Blotmembran
pipettiert. AnschlieRend wurde die Blotmembran zaai mit 2 ml SW3 gewaschen. Die
Farbung erfolgte durch Inkubation der Blotmembrair 8 min in 30 ml SW4 und
anschlieBendes Waschen fir 30 s mit Wasser, zwéimah mit SW5 und 2 min mit Wasser.
Die gefarbten Proteinflecken wurden ausgeschnitteth in ein Eppendorfgefal3 Gberfihrt.
Durch Zugabe von 1 ml SW6 und Inkubation fur 2 keumegelmafligem Vortexen wurde das
Protein von der Membran eluiert. Spektroskopischrnike dann die Absorption bei 630 nm
bestimmt werden. Zusatzlich zu den Proben wurde jbeér Messung eine Eichreihe
bestehend aus 6 Punkten mit 0-20 ug BSA erstetihewvauf die gleiche Weise verfahren

wurde.

Puffer und Losungen

SW1 (1 M Tris pH 7,5; 10 % (w/v) SDS)

SW2 (60 % (w/v) TCA)

SW3 (6 % (w/v) TCA)

SW4 (0,1 % (w/v) Amidoschwarz; 45 % (v/v) MethanbQ, % (v/v) Essigsaure)
SW5 (90 % (v/v) Methanol; 2 % (v/v) Essigsaure)

SW6 (25 mM NaOH; 0,05 mM EDTA; 50 % (v/v) Ethanol)

2.2.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV-Absorgtionsmessung
Zur Bestimmung der Konzentration von gereinigterot€in wurde ein Spektrum von 240-
340 nm gegen eine Referenz aus dem jeweiligen PwHtdgenommen. Der molare
Extinktionskoeffiziente des nativen GCAP-2 betragtcap-A280 nm) gleich 37512 Nem™*
(personliche Mitteilung von Prof. Dr. Koch (Univegt Oldenburg)). Daraus ergibt sich ein

spezifischer Extinktionskoeffizient fir 1 mg/ml vegcap-2, 280nm, 1mgm 1,58 cmi mg™.
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2.2.5.5 Analytische rpHPLC
Auf eine Jupiter 250-4.6 300 A (5u) C18-S&ule warbei einer Flussrate von 1 ml/min 20-
100 pg des zuvor mit 1 % AcN, 0,1 % TFA versetReoteins aufgetragen. Fur funf Minuten
blieb der Anteil an RP1 bei 99 %, der von RP2 b&b,1dann wurde mittels eines linearen
Gradienten tber 40 min auf 80 % RP2-Puffer erhBbti. Detektion eines Peaks wurde die
Elution aufgefangen und an Frau Dr. Schierhorn massenspektrometrischen Analyse

gegeben.

2.2.5.6 Entsalzen mittels ZipTip
Pipettenspitzen, die mit einem aefversed phasbasierenden Saulenmaterial versetzt waren
(ZipTips), wurden genutzt um 10-20 pg Protein gerAaleitung zu entsalzen. Die Proben

wurden an Frau Dr. Schierhorn zur massenspektrsoeén Analyse gegeben.

2.2.6 Nachweis der Aktivitat von GCAP-2

2.2.6.1 Kultivierung von HEK293 Zellen

Die Kultivierung der adharent wachsenden HEK293lgté in Zellkulturflaschen oder
Zellkulturtestplatten. Als Medium wurde ZK-Mediumemvendet, wovon 0,2 ml/cm
eingesetzt wurden. Die Inkubation der Zellen et®ig einem C@Inkubator HERAell bei
37°C und 5 % (v/v) C®in einer gesattigten Wasserdampfatmosphare. B&58iger
Konfluenz wurden das Medium abgesaugt und die @etét Dulbecco’s PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zeflabers abgeschabt und durch
mehrfaches auf- und abpipettieren in neuem ZK-Mmdgleichen Volumens suspendiert.
ZK-Medium einer neuen Zellkulturflasche wurde mitl-@,2 Volumen der suspendierten

Zellen inokuliert.

Puffer und Losungen
ZK-Medium (D-MEM; 10 % (v/v) FBS; 1 % (v/v) GlutaMal; 0,5 % (v/v) Gentamycin)

2.2.6.2 Etablierung der transienten Expression in HEK293 Zéen
Zunachst wurden verschiedene Mengen Lipofectamu20(Ql) in 400 pul ZK-Medium
gegeben. Nach ca. 10 min wurden dem Ansatz je@glgig pcDNA3.1 ROS GC1 zugefigt.
Nach weiteren 30 min Inkubation wurde das Trangfekgemisch auf die zu ca. 80 %
konfluenten Zellen in einer @ell-Platte (10 crhpro Well) gegeben. Die Zellen wurden fiir
24 h im CQ-Inkubator HERA&ell inkubiert und anschliel3end geerntet.
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Da ein Optimum in der produzierten Menge cGMP (@idkapitel 2.2.6.5) bei 4 ul
Lipofectamin pro pg Plasmid-DNA bestimmt wurde, deiim nachsten Schritt die optimale
Menge Plasmid-DNA bei diesem konstanten VerhéalinsLipofectamin ermittelt. Dazu
wurden 0-20 ul Lipofectamin mit 400 pul ZK-Medium gischt und fur 10 min inkubiert.
AnschlielRend wurden die entsprechenden Mengen pINROS GC1 zugegeben. Nach
weiteren 30 min Inkubation wurde das Transfektiemsigch auf die zu ca. 80 % konfluenten
Zellen in einer Bwell-Platte (10 crhprowell) gegeben. Die Zellen wurden fiir 24 h im £0
Inkubator HERAell bei 37°C und 5 % (viv) C£O in einer gesattigten
Wasserdampfatmosphare inkubiert und anschlieResthige.

Um den optimalen Zeitpunkt der Zellernte zu bestanmwurden 2,4 ml ZK-Medium mit
43,2 ul Lipofectamin gemischt. Nach 10 min wurdef,8lug pcDNA3.1 ROS GC1
zugegeben. Je 400 ul des Ansatzes wurden invelheiner 6well-Platte mit zu ca. 80 %
konfluenten Zellen gegeben. Die Zellen wurden farh2im CQ-Inkubator HERA&ell bei
37°C und 5 % (v/iv) CQ® in einer gesattigten Wasserdampfatmosphare inkulied
anschlieBend geerntet.

Nach 16 h und 24 h wurde Zellen aus jeweils eivesll geerntet. Ebenfalls 24 h Stunden
nach Beginn der Transfektion wurden zwuglls mit 7,5 mM Natriumbutyrat versehen. Je ein
well mit und ohne Natriumbutyrat wurde 40,5 h nach Begler Transfektion geerntet, je ein

weitereswell mit und ohne Natriumbutyrat 48 h nach Beginn dansfektion.

2.2.6.3 Transiente Expression im grol3eren Mal3stab
Als optimales Protokoll fir die transiente Expressivon ROS-GC1 in HEK293 Zellen
ergaben sich folgende Arbeitsschritte. In 3 ml bBaml ZK-Medium wurden 54 ul bzw.
108 pl Lipofectamin gegeben. Nach einer Inkubation 10 min wurden 13,5 ug bzw. 27 ug
pcDNA3.1 ROS GC1 zugefugt. Dieses Gemisch wurdé B8cmin auf Zellen mit ca. 80 %
Konfluenz in einer 75 cmbzw. 150 crh Zellkulturflasche gegeben. Nach 18-24 h wurde das
ZK-Medium abgesaugt und gegen neues ZK-Mediumzdaétzlich 7,5 mM Natriumbutyrat

enthielt, ersetzt. Die Zellen wurden 48-60 h naelgiBn der Transfektion geerntet.

2.2.6.4 Praparation der Zellmembran
Die HEK293 Zellen wurden mittels eines Zellschabalogeschabt und anschliel3end durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Diell@dn wurden fur 5 min bei 200 g
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, die &elin 5 ml PBS gewaschen und erneut fir
5 min bei 200 g pelletiert. Die Zellen wurden in 40pro cnf (Kulturschale) MP1-Puffer
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aufgenommen und zu 400 ul aliquotiert. Die Aliquatgden entweder direkt zur Praparation
der Zellmembran verwendet oder in flissigem Stafkggefroren und bis zur Verwendung
bei -80 °C gelagert.

Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Ultrasthabzu wurden 5 Pulse fur 0,5 s und mit
einer Amplitude von 50 % appliziert. AnschlielBendurden Zelltrimmer und nicht

aufgeschlossene Zellen in einer Zentrifuge bei gt@r 5 min pelletiert. Der Uberstand
wurde far 20 min bei 125000 g zentrifugiert. Dasbela entstandene Pellet, das die
Zellmembranen enthieltwurde in 200 ul MP2-Puffer aufgenommen und gridlic
resuspendiert. Jeweils 10 pl der Membransuspensiomnde flr einen Aktivitatstest

eingesetzt.

Puffer und Lésungen
MP1-Puffer (10 mM HEPES/KOH; 1 mM DTT; pH 7,5)
MP2-Puffer (10 mM HEPES/KOH; 250 mM KCI; 10 mM NaQlmM DTT; pH 7,5)

2.2.6.5 Bestimmung der Aktivitat der ROS-GC1 und Modulation dieser
Die Aktivitdit der ROS-GC1 wurde nach der Methoden vidoch [71] bestimmt. Zur
Bestimmung der Basalaktivitat wurden 10 pl suspameli Zellmembranen zu einem
Gesamtvolumen von 50 pl in Mn-GC-Puffer bzw. Mg-8Gfer aufgefulit.
Zur Bestimmung der Regulierbarkeit durch GCAP-2deur 10 pl suspendierte Zellmembran
mit verschieden Konzentrationen GCAP-2 versetzt zineéinem Gesamtvolumen von 50 pl
in Mg-GC-Puffer aufgefullt. Dabei waren entwedemM CaC} oder 1 mM EGTA im
Ansatz enthalten.
Zur Bestimmung des Einflusses des N-terminalen GQAPeptides auf die Aktivitat der
ROS-GC-1 wurden 10 ul suspendierte Zellmembrandnverschiedenen Konzentrationen
des N-terminalen GCAP-2 Peptides versetzt.
Zur Bestimmung des Einflusses des N-terminalen GRAReptides auf die Regulierbarkeit
der ROS-GC-1 durch GCAP-2 wurden 10 ul suspendggtienembranen mit 10 uM GCAP-
2 versetzt. Verschiedene Konzentrationen des Nutaien GCAP-2 Peptides wurden in
Anwesenheit von 1 mM Cagbzw. 1 mM EGTA dem Gemisch zugesetzt.

Die Proben wurden nach Zugabe des 5-fach konzdetrieMn-GC-Puffers bzw. Mg-GC-
Puffers, der auch das Substrat enthielt, bei 3@itC30 min inkubiert. Durch Zugabe von
50 ul 0,5M EDTA,; pH 7,5 wurde die Reaktion gestodpie Proben wurden 10 min bei
96 °C inkubiert. Das aggregierte Protein wurde hlns@end durch 10 min Zentrifugation bei
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13000 g pelletiert und der Uberstand zur Analyseee rpHPLC (Lichrospher 250-4 100 A
(5u) C18) appliziert. Die Flussrate betrug 1 ml/miis Elutionsmittel wurde Methanol/5
mM Kaliumdihydrogenphosphat verwendet. Zur Auswegtuwurde die Extinktion bei
259 nm verfolgt. Nach 3-mindtigem Einspilen mit BIrKH,PO, wurde in einem linearen
Gradienten von 0 % auf 70 % Methanol in weiteremili2 das Gemisch aufgetrennt. Dabei
eluierte das gebildete cGMP bei einer Retentiohsoei 9,4 -10,1 min. Die Peakflache wurde
integriert und die Menge des produzierten cGMP<Hdualen Vergleich mit einer Standard-

Eichgeraden bestimmt.

Puffer und Losungen

Mn-GC-Puffer (40 mM MOPS/KOH; 56 mM KCI; 8 mM NaCt, mM MnCh; 2 mM GTP;
0,4 mM IBMX; pH 7,1)

Mg-GC-Puffer (40 mM MOPS/KOH; 56 mM KCI; 8 mM NaCl0Q mM MgCh; 2 mM GTP;
0,4 mM IBMX; pH 7,1)

2.2.7 Lipidbindung

2.2.7.1 Praparation von unilamellaren Lipidvesikeln

Fur die Praparation von Liposomen wurden die jageil Lipide eingewogen und in
Chloroform geldst, so dass eine Konzentration vOrmM erreicht wurde. Ausgehend von
diesen Stammlésungen wurde ein entsprechendes geipidch hergestellt. In einem
Rundkolben wurde das Losungsmittel mittels einettmsverdampfers abgedampft, wobei
ein gleichmaliger Film aus den Lipiden im Kolbemimkblieb. Dieser Lipidfilm wurde mit
der entsprechenden Menge MOPS+Mg+Ca-Messpuffer Bd®@PS+Mg-Ca-Messpuffer
versetzt, so dass eine Konzentration von 20 mg/fpidLerreicht wurde. Durch intensives
Schitteln fur 10 min wurde der Lipidfilm gel6dst.eDEmulsion wurde 30 min im Wasserbad
bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Emulsion im &ryoréhrchen utberfuhrt. Die
Emulsion wurde mittels flissigen Stickstoffs eimge¢n und im Wasserbad wieder aufgetaut.
Dieser Vorgang wurde 10-mal wiederholt. AnschlieRevurde die Losung 10-mal durch
einen Extruder mit einer Filtermembran (100 nm Rgréfle) passiert, wobei vorrangig
unilamellare Liposomen mit einer definierten Gr@®éstanden.

Puffer und Losungen
MOPS+Mg+Ca-Messpuffer (100 mM MOPS/KOH; 40 mM K0 mM MgCh; 1 mM
CaCl; pH 7,0)
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MOPS+Mg-Ca-Messpuffer (100 mM MOPS/KOH; 40 mM KCIQ mM MgCh; 1 mM
EGTA; pH 7,0)

2.2.7.2 Probenvorbereitung
Vor dem Experiment wurden Aliquots von myr- bzw. nAroyr-GCAP-2 gegen
MOPS+Mg+Ca-Messpuffer bzw. MOPS+Mg-Ca-Messpuffatydiiert.

2.2.7.3 Liposomenbindungsassay

In einem Volumen von 50-200 ul wurden 5 mg/ml dswgiligen Liposomen mit 0,5 mg/ml
myristoyliertem bzw. unmyristoyliertem GCAP-2 in NAS+Mg+Ca-Messpuffer oder
MOPS+Mg-Ca-Messpuffer fir 4h bei 30°C unter Il&ch Schitteln inkubiert.
Anschlie3end wurden die Liposomen und daran gemesdgipid durch Ultrazentrifugation
fir 20 min bei 125000 g pelletiert. Der Uberstangrade abgenommen und mit ¥ Volumen
des 5x SDS-Probenpuffers versetzt. Entsprechendege des Uberstands wurde das Pellet
im gleichen Endvolumen aufgenommen und resuspandier Auswertung wurden vom
Uberstand und resuspendierten Pellet gleiche Valamuf ein SDS-Gel aufgetragen. Nach
einer SDS-PAGE wurden die Gele nach Fairbanks Igefamd gescannt. Durch
densitometrische Analyse der Gelbanden mittelsSddtware Phoretix 1D konnte der Anteil

von gebundenem und ungebundenem Protein ermittetten.

2.2.7.4 *H-Festkoérper-NMR-Spektroskopie
Die Probenvorbereitung und Aufnahme def-Festkorper-NMR-Spektren wurde von Dr.

Alexander Vogel (MLU) durchgefihrt und erfolgte vieVogelet al.[130] beschrieben.

2.2.8 Bestimmung der thermodynamischen Stabilitdt & Ckiarasierung

der hydrophoben Oberflache
2.2.8.1 Probenvorbereitung
1-5 ml des gereinigten Proteins mit einer Konzeianavon 0,5-1,3 mg/ml wurden zweimal
fur 6-12 Stunden gegen jeweils 20 Volumina des CK@+Ca-Messpuffer, CAC+Mg-Ca-
Messpuffer, CAC-Mg+Ca-Messpuffer oder CAC-Mg-Ca-Blagffer dialysiert. Um GCAP-2
zu denaturieren, wurde gegen CAC+Mg+Ca-Gua-Dialyjgep CAC+Mg-Ca-Gua-
Dialysepuffer, CAC-Mg+Ca-Gua-Dialysepuffer, CAC-Mgp-Gua-Dialysepuffer dialysiert.
Nach der Dialyse wurde die Proteinkonzentrationtitmest. Unmittelbar vor der Verwendung

wurde das denaturierte Protein mit 1 mM DTT versetz
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Puffer und Losungen

CAC+Mg+Ca-Messpuffer (100 mM Cacodylat/KOH; 40 mMCK 10 mM MgCh; 1 mM
CaCl; pH 7,0)

CAC+Mg-Ca-Messpuffer (100 mM Cacodylat/KOH; 40 mMCK 10 mM MgCh; 1 mM
EGTA; pH 7,0)

CAC-Mg+Ca-Messpuffer (100 mM Cacodylat/KOH; 40 mMNCK1 mM CaC}; pH 7,0)
CAC-Mg-Ca-Messpuffer (100 mM Cacodylat/KOH; 40 mMCK1 mM EGTA; pH 7,0)
CAC+Mg+Ca-Gua-Dialysepuffer (6 M GuHCI; 100 mM Cdgtat/KOH; 40 mM KClI,
10 mM MgCh; 1 mM CaC}; pH 7,0)

CAC+Mg-Ca-Gua-Dialysepuffer (6 M GuHCI; 100 mM Cdgtat/KOH; 40 mM KCI;
10 mM MgChb; 1 mM EGTA; pH 7,0)

CAC-Mg+Ca-Gua-Dialysepuffer (6 M GuHCI; 100 mM Cadgtat/KOH; 40 mM KCI; 1 mM
CaCh; pH 7,0)

CAC-Mg-Ca-Gua-Dialysepuffer (6 M GuHCI; 100 mM Cagtat/KOH; 40 mM KCI; 1 mM
EGTA; pH 7,0)

2.2.8.2 Chemisch induzierte Faltung/Entfaltung
Alle Messungen wurden in 0,1 M Cacodylat/KOH; 40 nk@l; pH 7,0 durchgefiihrt. Zum
Teil enthielt der Puffer noch 10 mM MgCIPuffer mit Calcium enthielt 1 mM Calcium,
Puffer ohne Calcium stattdessen 1 mM EGTA.
Das native bzw. denaturierte myr-GCAP-2 bzw. nom-@CZAP-2 wurde auf eine
Endkonzentration von 0,11 mg/ml mit den angegebdfmitkonzentrationen zwischen 0 M
und 7,76 M GuHCI verdinnt. Fir Messungen der Trmyb&mfluoreszenz wurde auf eine
Proteinendkonzentration von 16 pg/ml verdinnt. Nislebchung wurden die Proben 30 min
inkubiert und anschlieRend vermessen.
Ubergangskurven wurden ausgehend von nativem GCAM2Is Fluoreszenz vermessen.
Ubergangskurven ausgehend von nativem und denaémieGCAP-2 wurden mittels fern-
UV Circulardichroismus (CD) vermessen.
Fern-UV CD-Messungen wurden am Jasco J-810 miieRekment PTC-423S bei 25 °C
durchgefuhrt. Dazu wurde das Signal der Elliptizii@éi 222 nm in einer 1 mm Kiivette fur
40 s aufgenommen. Das Signal der letzten 20 s wgedettelt und als Messpunkt verwendet.
Tryptophanfluoreszenz-Messungen wurden an einenorditiax 11l oder IV bei 25 °C

durchgefuhrt. Die Probe in einer Halbmikroklvettaree dazu bei 295 nm angeregt. Ein
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Fluoreszenzemissionsspektrum zwischen 310 nm ur@nd0 wurde aufgenommen und
dreimal akkumuliert. Das Fluoreszenzemissionssigoal349-351 nm wurde gemittelt.

Die Messdaten aus den GuHCl-induzierten  Ubergdngegemessen  mit
Tryptophanfluoreszenz, und die Daten aus den Ubgeri gemessen mit Fern-UV CD,
wurden zwischen 0 und 1 normiert und anschliel3dobtaf) nach einen Zwei-Zustands-
Modell gefittet. Dabei wurde das CD-Signal des veti und denaturierten Zustands als
konstant angenommen. Fir das Fluoreszenzsignahategen und denaturierten Zustands

wurde ein linearer Zusammenhang zur GUHCI Konzgatrangenommen.

Puffer und Lésungen

CAC+Mg+Ca-Gua-Messpuffer (ca. 8 M GuHCI, 100 mM G@&dat/KOH; 40 mM KClI;
10 mM MgCh; 1 mM CaC}; pH 7,0)

CAC+Mg-Ca-Gua-Messpuffer (ca. 8 M GuHCI, 100 mM Gagat/KOH; 40 mM KCI;
10 mM MgCh; 1 mM EGTA; pH 7,0)

CAC-Mg+Ca-Gua-Messpuffer (ca. 8 M GuHCI, 100 mM Qadygat/KOH; 40 mM KClI;

1 mM CaC}; pH 7,0)

CAC-Mg-Ca-Gua-Messpuffer (ca. 8 M GuHCI, 100 mM Gdylat/KOH; 40 mM KCI;

1 mM EGTA,; pH 7,0)

Die exakte Konzentration an GuHCI der Puffer wureigaktrometrisch unmittelbar vor der

Messung bestimmt.

2.2.8.3 Thermisch & chemisch induzierte Faltung/Entfaltung

Temperaturiibergédnge wurden mittels fern-UV CD b22 @m in einer 0,5 mm Kivette
verfolgt. Dazu wurde 0,1 mg/ml GCAP-2 in den gleichPuffern wie in Abschnitt 2.2.8.2
gelost. Zusatzlich enthielt die Probe verschiedeleagen GuHCI (0, 2, 3, 4, 5 und 7 M).
Diese Proben wurden mit einer konstanten Tempeeatyre von 1 K/min von 1 °C — bis
80 °C geheizt. Diese Temperaturbergange waren sideérin Anwesenheit von &a In
Abwesenheit von G4 waren die Ubergangskurven nur bei GUHCI Konzeioimaton 3 M
oder mehr reversibel. Bei 2 M wurde eine Reveigdibis 70 °C festgestellt. In Abwesenheit
von C&" und GuHCI waren die Messkurven fiir GCAP-2 nur3fis$C reversibel.

Zur Auswertung der Daten wurde das Messsignal itaracElliptizitdt pro Aminosaurerest

umgerechnet.

Die gemessenen Kurven wurden global tber alle Gukttizentrationen nach einem Zwei-
Zustands-Modell gefittet. Dazu wurde angenommeass die Anderung der Warmekapagzitat
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ACpu zwischen nativem und denaturiertem Zustand unapgamon der Temperatur ist. Die
Anderung des intrinsischen fern-UV CD-Signals desiven und denaturierten Zustands
wurde als lineare Funktion der Temperatur angenamrdée Anderung der Enthalpie der
Faltung/Entfaltung AHy, die Anderung der Entropie der Faltung/Entfaltun§, und die
Anderung vonAC,y wurden als lineare Funktion der GUHCI Konzentratangenommen
[131].

Die vollstandige Gleichung, sowie die verwendettartBarameter sind im Anhang zu finden.

2.2.9 Bestimmung der hydrophoben Oberflache mit ANS

Zunachst wurde eine Titration von ANS bei einer &tanten GCAP-2 Konzentration
vorgenommen, um die bendtigte Menge an ANS zuidgséiy der hydrophoben Oberflache
des Proteins zu ermitteln. Dazu wurden 2,14 myr-82Abzw. non-myr-GCAP-2 in ANS-
Mg-Ca-Puffer mit 0-200 uM ANS versetzt. Die Anwekeit von 1 M GuHCI war
erforderlich, um zu gewahrleisten, dass GCAP-2 ruateen Bedingungen als Monomer
vorliegt. In einer Halbmikroktivette wurde die jelige Probe bei 350 nm angeregt und das
Fluoreszenzemissionsspektrum von 400-550 nm aufgerem und 2-mal akkumuliert. Das
Signal bei 479 nm wurde zur Auswertung verwendet.

Zum Vergleich der hydrophoben Oberflache zwischgm-@CAP-2 und non-myr-GCAP-2
unter verschiedenen Bedingungen wurden 2,14 uM GEZARIit 173 uM ANS in
ANS+Mg+Ca-Puffer, ANS+Mg-Ca-Puffer, ANS-Mg+Ca-Puffaind ANS-Mg-Ca-Puffer
inkubiert. In einer Halbmikrokivette wurde die jeligee Probe bei 350 nm angeregt und das
Fluoreszenzemissionsspektrum von 400-550 nm aufgerem und 2-mal akkumuliert. Die
gemessenen Signale bei 479 nm aus Dreifachbestiggnuwurden gemittelt. Diese Werte

wurden fur die Auswertung verwendet.

Puffer und Losungen

ANS+Mg+Ca-Puffer (1 M GuHCI; 100 mM Cacodylat/KOHO mM KCI; 10 mM MgC};
1 mM CaC}; pH 7,0)

ANS+Mg-Ca-Puffer (1 M GuHCI; 100 mM Cacodylat’/tKOMp mM KCI; 10 mM MgC;
1 mM EGTA; pH 7,0)

ANS-Mg+Ca-Puffer (1 M GuHCI; 100 mM Cacodylat/KOH0 mM KCI; 1 mM CaCj;
pH 7,0)

ANS-Mg-Ca-Puffer (1 M GuHCI; 100 mM Cacodylat/KOH0 mM KCI; 1 mM EGTA,;
pH 7,0)
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2.2.10Bestimmung zugéanglicher Thiol-Gruppen von GCAP-2

2.2.10.1 Bestimmung zuganglicher Thiol-Gruppen mittels DTNB
Myr-GCAP-2 und thio-GCAP-2 wurden gegen 100 mM MOPR® mM KCI; pH 7,0
dialysiert. Das Protein wurde auf 10,2 uM in Thibd-Ca-Puffer, Thiol-Mg+Ca-Puffer,
Thiol+Mg-Ca-Puffer oder Thiol+Mg+Ca-Puffer verdiinitie Reaktion wurde durch Zugabe
von 200 uM DTNB aus einer 12,5 mM Stammldsung gesteDadurch befanden sich 10 uM
GCAP-2 im Ansatz. Die Umsatzkinetik wurde bei 412 im einer rihrbaren 10 mm Kivette
verfolgt. Nach ca. 2-3 min, bzw. 25 min wurde demsAtz im Thiol-Mg-Ca-Puffer bzw.
Thiol+Mg-Ca-Puffer mit 2 mM CaGlaus einer 100 mM Stammldsung versetzt. Alternativ
wurde der Ansatz im Thiol-Mg+Ca-Puffer bzw. ThiolgMCa-Puffer mit 2 mM EGTA aus

einer 100 mM Stammldsung versetzt. Die Kinetik veungindestens 2 min weiter verfolgt.

Puffer und Lésungen

Thiol-Mg-Ca-Puffer (100 mM MOPS; 40 mM KCI; 125 uBGTA,; pH 7,0)
Thiol-Mg+Ca-Puffer (100 mM MOPS; 40 mM KCI; 125 p@aChb; pH 7,0)
Thiol+Mg-Ca-Puffer (100 mM MOPS; 40 mM KCI; 10 mMd@€l,; 125 uM EGTA,; pH 7,0)
Thiol+Mg+Ca-Puffer (100 mM MOPS; 40 mM KCI; 10 mMd&Zl; 125 uM CadJ, pH 7,0)

2.2.10.2 Bestimmung zuganglicher Thiol-Gruppen durch Modifikation und
massenspektrometrischer Analyse

In Thiol+Mg-Ca-Puffer bzw. Thiol+Mg+Ca-Puffer wundelO0 pM myr-GCAP-2 bzw. thio-
GCAP-2 mit 4 mM IAA inkubiert. Sofort nach BeginrerdReaktion wurden 20 pl Probe
entnommen und mit 0,4 % (v/v) TFA abgestoppt. Nach und 9 min wurden ebenfalls 20 pl
Probe entnommen und mit 0,4 % (v/v) TFA abgestdpptin wurde die Halfte des Ansatzes
mit 2 mM EGTA aus einer 100 mM Stammlosung versétas dem nun aufgeteilten Ansatz
wurden nach weiteren 3, 6 und 9 min jeweils 20 dbB entnommen und mit 0,4 % (v/v)
TFA abgestoppt. Die Proben wurden mit 30 pul Pepsimg (10 pug/ml) versetzt und fur
30 min bei 37 °C verdaut. Der Verdau wurde mit girlgberschuss an Pepstatin abgestoppt.

Die verdauten Proben wurden per LC-MS analysiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Proteinexpression, Isolierung vorinclusion bodiesund Rickfaltung
Fur die geplanten Untersuchungen war es erfordkeri@CAP-2 in Milligramm-Mengen
herzustellen. Dazu wurde GCAP-2 heterologeincoli exprimiert. Eine solche Expression
resultierte in nicht-myristoyliertem GCAP-2 (non-m@CAP-2). Die Myristoylierung von
GCAP-2 wurde durch Koexpression mit N-Myristoyltségrase 1 (NMT1) auS. cerevisiae
erzielt [122]. Die NMTL1 bezieht ihr Substrat ausnd®lyristoyl-CoA-Vorrat der Zelle. Dieser
Vorrat konnte durch externe Zugabe von Myristineaugrgrol3ert werden. Alternativ wurde
das Kulturmedium mit deuterierter Myristinsduresetrt, um deren Einbau zu bewirken. So
konnte mit deuterierter Myristinsaure modifiziert€CAP-2 exprimiert werden (myd>r-
GCAP-2). NMT1 besitzt eine gewisse Flexibilitat tigich ihres Fettsduresubstrats [28].
Dies ermdglichte die Expression von mitMercaptododecansaure modifiziertem GCAP-2
(thio-GCAP). Die Expression von myristoyliertem GEBR (myr-GCAP-2) war im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nicht erforderlich, da hieoch genlgend Biomasse aus der
Diplomarbeit [132] vorhanden war. Fur alle andeviamianten sind die Ausbeuten in Tabelle

3.1angegeben.

Da GCAP-2 unldslich exprimiert wurde, wurde einelusion-bodyPraparation durchgefuhrt.
Die aus der Biomasse erhaltene Mengeelnsion bodiesind in Tabelle 3.Angegeben.
Die inclusion bodies wurden solubilisiert und zurlckgefaltet. Dabei dem

Ruckfaltungsausbeuten von 40 bis 60 % Gesamtpreteialt.

Tabelle 3.1 Ausbeuten an Biomasse und die erhaltene Mengechrsion bodiesler Expression im
Schittelkolben. Der Erfolg der Koexpression ist aflurAngabe der per Massenspektrometrie

bestimmten Masse dokumentiert.

Exprimiertes Protein Ausbeute Biomasse (g/l) Auskeu inclusion bodies
(9/l)

non-myr-GCAP-2 2,4-369 0,32-0,48

thio-GCAP-2 1,6-3,2 ¢ 0,1-0,48

myr-d,~GCAP-2 16-2,4¢ 0,1-0,32

3.2 Proteinreinigung
Losliches Protein nach Rickfaltung bestand zu ba&6c7aus GCAP-2 (siehe [132]). Daher

mussten die verbleibenden Verunreinigungen chrognaphisch abgetrennt werden. Die
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Reinigung von non-myr-GCAP-2 und mgls-GCAP-2 erfolgte wie in der Diplomarbeit
[132] beschrieben.

Auf diese Weise konnte der unmyristoylierte Antmh GCAP-2 nicht abgereichert werden.
Bei Expression im Schittelkolben betrug der Angeil non-myr-GCAP-2 ca. 10 % (nicht

gezeigt), bei Verwendung der in einer Fermentagi@nwonnenen Biomasse betrug er ca. 20 %
(Abbildung 3.1A).
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Abbildung 3.1: Ergebnis der Reinigung von myr-GCAP-2. (A) Myr-GGA&Pwurde nach
lonenaustauschchromatographie auf emeersed phas€18 Saule gebunden und in einem linearen
Gradienten eluiert. Die Peaks wurden anhand ihrasdd zugeordnet. Der Peak bei 37,6 min (*)
entspricht non-myr-GCAP-2. Bei 39,4 min (**) eluermyr-GCAP-2. (B) Gereinigtes und erneut
zuriickgefaltetes myr-GCAP-2 wurde in An- (1) undw&senheit (2) von G4 einer SDS-PAGE

unterzogen. Das Gel wurde mit Coomassie-BrillamttBG-250 gefarbt. (C) Massenspektrometrische
Analyse des gereinigten myr-GCAP-2 mittels ESI-@&p.
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Durch Modifikation eines Protokolls nach Hwang & ¢fg die einen &hnlichen Anteil von
myr-GCAP-2 und non-myr-GCAP-2 beobachteten [118lrde die Reinigung von myr-
GCAP-2 etabliert. Das mittels lonenaustauschchrographie vorgereinigte GCAP-2, das
sowohl myr-GCAP-2 als auch non-myr-GCAP-2 enthiglirde auf eine praparativeversed
phaseC18 Saule aufgetragen. In einem Gradienten vonAkcétonitril auf 61,4 % Acetonitril
Uber 35 min konnten die beiden Spezies aufgetréhioibildung 3.1 A) werden. Die zwei
dominantesten Peaks wurden gesammelt. Anhand delekiMargewichts des darin
enthaltenen Proteins konnten non-myr-GCAP-2 und-G$AP-2 in den einzelnen Peaks
identifiziert werden. Durch anschlieRendes Abdampdes Losungsmittels, Solubilisierung
und erneute Ruckfaltung, wurde zu >98 % homogengsGTCAP-2 erhalten. Der Erfolg der
Reinigung wird in Abbildung 3.1 B gezeigt. Dabeigmért das C&-gebundene myr-GCAP-2
weiter im Gel als das Gafreie myr-GCAP-2. Dies deutet auf eine funktiopiede CA'-
Bindung und damit auf die korrekte Faltung von m}@CAP-2.

Das korrekte Molekulargewicht wurde massenspekttosed bestimmt (Abbildung 3.C).

Auf diese Weise konnten 0,8-2,3 mg myr-GCAP-2 prg Biofeuchtmasse gewonnen

werden.

3.3 Charakterisierung von GCAP-2
GCAP-2 wurde zu mehr als 95 % rein erhalten. AneBeind musste untersucht werden, ob
das Protein auch korrekt gefaltet und in der Lage, vseine biologischen Funktion, die
Regulation der ROS-GC, zu erftillen.

3.3.1 Spektroskopische Eigenschaften
Um den Sekundarstrukturanteil abzuschatzen, wurdém- und Abwesenheit von Eafern-
UV-CD-Spektren aufgenommen. Am Beispiel von myr-GG2 sind solche Spektren in An-
und Abwesenheit von Gagezeigt. Durch Bindung von &avergroRerte sich die Amplitude
im Minimum bei 222 nm von -14700 auf -16200 ded@mol*. Diese Veranderung um ca.
9 % deutet auf eine Erhdhung des Anteils @&flelix hin. Dennoch wurde auch in
Abwesenheit von C4 eina-Helix dominiertes Spektrum gemessen.
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Abbildung 3.2: Typische &rn-UV CD-Spektren von myr-GCAP-2 in An- und Abwekeit von
ca*. Von 0,75 mg/ml myr-GCAP-2 in 20 mM Natriumphosfghdfer pH 7,0 wurde ein CD-
Spektrum aufgenommen und anschlieRend das SpektesnPuffers korrigiert. Die Probe mit Ta

(schwarz) enthielt zuséatzlich 1 mM Ca@lie Probe ohne Ga(rot) enthielt zuséatzlich 1 mM EGTA.

Die Spektren wurden mittels CD-Pro und den dreiindamplementierten Algorithmen
(CONTINLL, SELCON3 und CDSSTR) [133] auf ihre Selénstrukturzusammensetzung
untersucht. Dabei ergab sich eimmHelix-Anteil von 58,4 % (CONTINLL), 61,6 %
(SELCONS3) bzw. 63,2 % (CDSSTR) in Anwesenheit va@'Gn Abwesenheit von Gawar
dieser Anteil kleiner. Es wurden 53,9 % (CONTINLLI95,4 % (SELCON3) und 56,9 %
(CDSSTR) bestimmit.

3.3.2 Oligomerisierungszustand

Fur die geplante Bestimmung der thermodynamischiahil®at war es notwendig zu klaren,
ob das Protein oligomerisiert vorlag. In Anwesehhein C&" ist GCAP-2 als Monomer

beschrieben. In Abwesenheit von“Callerdings wurden Oligomere beobachtet [105;113].

Dr. habil. Hauke Lilie fihrte mit myr-GCAP-2 und manyr-GCAP-2 Gleichgewichts-

Ultrazentrifugations-Experimente in Abwesenheit vB&* durch. Die dabei bestimmten
apparenten Molekulargewichte werden in Tabelleda@estellt. In Abwesenheit von GuHCI
wurde ein leicht vergroRertes apparentes Molekelaicht bestimmt, das 2,7 bis 5,4 kDa
groRer war, als das fur ein Monomer erwartete Mdhkaigewicht von 23,8 kDa. Dennoch war
es deutlich kleiner, als fur ein Dimer erwartet.r&u Zugabe von 1 M GuHCI wurde die
Assoziation von GCAP-2 zu Oligomeren vollstandigewdriickt. Eine Ausnahme stellte non-
myr-GCAP-2 in Anwesenheit von Mg dar. In Abwesenheit von GuHCI wurde ein
apparentes Molekulargewicht von 83 kDa bestimmst Bratspricht der Grol3e eines Trimers

bzw. Tetramers. Auch durch Zugabe von 1M GuHCI rten die Oligomere nicht
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vollstandig dissoziiert werden. Erst Zugabe vorb I\ GUHCI fiihrte zu einer vollstandigen

Dissoziation.

Tabelle 3.2 Apparentes Molekulargewicht aus den Gleichgewithtsazentrifugations-

Experimenten in Abwesenheit vona

[GUHCI] | non-myr-GCAP-2 myr-GCAP2  non-myr-GCAP-2 myr-GCAP2
(M) —Mg?* (kDa) -Mg?* (kDa) +Mg®* (kDa) +Mg** (kDa)
0 28,7 26,5 83 29,9

1 24,0 24,0 29,0 24,3
1,25 23,3 22,5 22,5 --

3.3.3 Aktivitatstest

Das hergestellte GCAP-2 war homogen und hatte lgskalische Eigenschaften, wie sie
bereits in der Literatur beschrieben sind [98; 8. Kontrolle der Funktionalitat von GCAP-
2 wurde Uberpriift, ob es rekombinant hergestel@SFGC1 C&-abhangig zu modulieren
vermochte. Die Etablierung der transienten Exposssion ROS-GC1 in HEK293 wird im
Kapitel 2.2.6.2 beschrieben.
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Abbildung 3.3: Aktivitatstest von myr-GCAP-2. In HEK293 exprimierROS-GC1 wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen von myr-GCAP-2An- (¢) und Abwesenheito) von C&
inkubiert. Die gebildete Menge cGMP wurde mittgidiPLC quantifiziert und auf die Menge an
gebildetem cGMP in Abwesenheit von myr-GCAP-2 nemti

Unterschiedliche Mengen GCAP-2 wurden in An- undwabenheit von Ca mit
rekombinanter ROS-GC1 inkubiert und die produzieMdenge cGMP quantifiziert. In
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Abwesenheit von Ga wurde eine ca. 8-fache Steigerung der Basalaktigémessen, wenn
GCAP-2 anwesend war. Dabei war bei einer Konzeatraton ca. 5 uM GCAP-2 die
halbmaximale Aktivierung erreicht. In Anwesenheibnv C&* wurde keine signifikante

Modulation der Basalaktivitdt gemessen.

3.4 Membranbindung von GCAP-2

Da die haufigste Rolle der Lipidmodifikation von oRrinen die Vermittlung einer
Membranbindung ist, wurde diese Mdglichkeit austither untersucht. Dazu wurde sowohl
myr-GCAP-2 als auch non-myr-GCAP-2 mit Lipidvesikeinkubiert. Die verwendeten
Lipide waren entweder DMPC oder ein physiologisekelipidgemisch, das der Membran
der Retina &hneln sollte (Retina-Mix). Der Retina«Mvestand zu 95 % aus Palmitoyl-
Oleoyl-Lipiden (PO-Lipide) und 5 % Cholesterin. Di@pfgruppen der PO-Lipide wurden
entsprechend ihrer Haufigkeit in der Retina gewfl8t4]. Der Anteil an Phosphatidylcholin
(PC) im Retina-Mix betrug 40 %, der an Phoshaéthdnolamin (PE) 40 % und der an
Phosphatidylserin (PS) 15 %.

3.4.1 Bindung an LUVs

Um den Einfluss der Myristoylierung auf die Memisardung von GCAP-2 zu untersuchen,
wurde die Bindung von myr-GCAP-2 bzw. non-myr-GCAPan Modellmembranen
untersucht. Als Modellmembranen dienten unilamellaipidvesikel (LUV). Diese LUVs
hatten einen Durchmesser von 100 nm. Die LUVs bésta entweder aus DMPC oder dem
Retina-Mix. Das molare Verhaltnis von Protein zpiden war 1:300.

In Abbildung 3.4 wird der Anteil an gebundenem Bitgezeigt. In Abwesenheit von €a
lagen ca. 38 % des non-myr-GCAP-2 an DMPC-LUVs geéeua vor. Myr-GCAP-2 band
unter gleichen Bedingungen mit ca. 44 %. Bei Anwbsé von C& war die Bindung
signifikant kleiner. Nur noch 17 % des non-myr-GG2Bzw. 20 % des myr-GCAP-2 waren
an die DMPC-LUVs in Gegenwart von 1 mM Ca@kbunden. Etwas geringere Bindungen
wurden bei Inkubation mit dem Retina-Mix erhalt€a. 32 % des non-myr-GCAP-2 und
29 % des myr-GCAP-2 banden in Abwesenheit vofi’ @a die LUVs. Bei Anwesenheit von
Cd"* reduzierte sich die Bindungsausbeute auf 10 %néii-myr-GCAP-2 und auf 9 % fiir
myr-GCAP-2.
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Abbildung 3.4: Bindungsausbeuten von GCAP-2 an DMPC- und RetinedMiVs. Myr-GCAP-2
(myr) bzw. non-myr-GCAP-2 (non-myr) wurde in Anclsvarze Balken) und Abwesenheit (graue
Balken) von C& mit Liposomen bestehend aus DMPC oder POPC/PORE3REholesterin im
molaren Verhaltnis von 40/40/15/5 (Retina-Mix) geafit. GCAP-2 und die Liposomen wurden fir
4 h bei 37°C inkubiert. Die Bindungsausbeuten warger SDS-PAGE quantifiziert. Werte und
Fehler wurden anhand von Mittelwerten zweier unagtger Experimente erstellt.

3.4.2 Bindung an LUVs mit verschiedenen Anteilen an POPS
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Myristaplge keinen signifikanten Beitrag zur
Membranbindung leistet, wurde untersucht, ob ewdhaine elektrostatische Bindung positiv
geladener Bereiche auf der Proteinoberflache aativegeladene Kopfgruppen der Membran
die Bindung von GCAP-2 an LUVs bewirkt.
Dazu wurden LUVs mit verschieden hohen Anteilen BO&as netto negativ geladen ist,
hergestellt. Die Konzentration an Cholesterin wuki@stant gehalten und der Anteil an
POPC und POPE im gleichen Mal3e veréndert.
Die Ausbeute an gebundenem GCAP-2 liel3 sich dumhzE&ntrationserhéhung der negativ
geladenen Kopfgruppen nicht erhéhen. Abgeschagabessich ein Anteil von ca. 40 %
gebundenem GCAP-2 im E€dreien Zustand (siehe Abbildung 3.5). In Anwesénken
C&* veranderte sich die Bindung durch Erhéhung der $®Bnzentration ebenfalls nicht
und blieb konstant bei ca. 10 %. Auch die Verwemduon myr-GCAP-2 bzw. non-myr-
GCAP-2 beeinflusste die Bindung nicht. Die Bindumgsbeuten sind mit denen in Kapitel

3.4.1 vergleichbar. Ein elektrostatischer Bindungshanismus von GCAP-2 ist daher
unwahrscheinlich.
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Abbildung 3.5: An LUVs gebundenes und ungebundenes GCAP-2. CograsBant-Blau G-250
gefarbtes 15 %iges Acrylamidgel nach SDS-PAGE.,3ar@/ml (A) myr-GCAP-2 und (B) non-myr-
GCAP-2 wurden mit 5 mg/ml LUVs 4 h bei 30 °C in Aesenheit von 1 mM Cagl(1-6) und
Abwesenheit (7-12) von Gainkubiert. Die Spuren 1, 3, 5, 7, 9 und 11 en#ratias Pellet nach 20-
mindtiger Zentrifugation bei 100000 g, die Spuren4? 6, 8, 10 und 12 den Uberstand. Die
Zusammensetzung der LUVs aus POPC/POPE/POPS/Gholestar in den Spuren 1, 2, 7 und 8
jeweils 47,5:47,5:0:5, in den Spuren 3, 4, 9 ungeW®ils 40:40:15:5 und in den Spuren 5, 6, 11 und
12 jeweils 32,5:32,5:30:5.

3.4.3 Festkdrper-NMR
GCAP-2 bindet an Membranen, aber die Myristoylgeigpheint zu dieser Bindung keinen

Beitrag zu leisten. Dennoch ware interessant zahegh, ob die Myristoylgruppe in der
Membran vorliegt, wenn GCAP-2 an die LUVs gebund#nDazu wurde mythb~-GCAP-2
mit LUVs inkubiert. Die Liposomen und daran gebumeke myrd,-GCAP-2 wurden durch
Ultrazentrifugation pelletiert. Ein Festkorpa-Spektrum wurde aufgenommen. Sowohl die
Bindung als auch die Messung wurden bei 30 °C dyaftthrt. Die Membranlipide sollten
dann in der fliissig ungeordneten Phase vorliegei in solches Festkorpér Spektrum
ist in Abbildung 3.6A dargestellt. Lediglich die Myristoylgruppe von @E-2 tragt’H.
Damit repréasentieren alle Signale lediglich die Bglichkeit der Myristoylgruppe. Ist die
Myristoylgruppe im LUV verankert, bewegen sich did langsam. Dadurch wird eine
Quadrupolaufspaltung verursacht, die umso starkstr je weniger beweglich die
Kohlenstoffposition mit den daran gebundefkhist. Eine Quadrupolaufspaltung zwischen
-15 und 15 kHz wurde fiir digH der Myristoylgruppe gemessen. Auch zeigt das Spek
ein isotropes Signal bei 0 kHz. Aufgrund von sclereBewegungen déH mitteln sich die

Signale aus. Deshalb wird fir hoch flexible Kohleffpositionen keine
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Quadrupolaufspaltung fiir die daran gebundéhtgemessen. Da sowohl ein isotropes Signal
als auch eine Quadrupolaufspaltung beobachtet wurddeutet das, dass sowohl frei
bewegliche, nicht membrangebundenen Myristoylgrapmds auch in der Membran
verankerte Myristoylgruppen vorliegen. Die Existemn frei beweglichen Myristoylgruppen
deutet darauf hin, dass nicht alle Myristoylgruppen membrangebundenem GCAP-2 in den
LUVs verankert sind.

i
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Abbildung 3.6: FestkérpeH-NMR-Spektrum von (A) DMPC/myd,~-GCAP-2, (B) DMPC-
ds4/myr-GCAP-2, (C) DMPGds4/non-myr-GCAP-2, and (D) DMP@s, in der La Phase
aufgenommen bei 30 °C. Die Probe enthielt 50 % YWwiffer (100 MM MOPS/KOH, 40 mM KCl,
10 mM MgCh, 1 mM EGTA, pH 7,0).
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Alternativ konnte dieses Signal durch die deutesrerMyristoylgruppen ungebundenen
Proteins hervorgerufen worden sein. Zum Vergleieinden in Abbildung 3.6 die Festkorper-
’H Spektren fiir deuterierte DMPC-LUVs gezeigt, anateentweder myr-GCAP-2 (B), non-
myr-GCAP-2 (C), oder der LUVs alleine (D) gezeigtds Diesen drei Spektren waren nicht
von einem isotropen Signal tberlagert. Sowohl dgseb der Membranlipide als auch das
Signal der Myristoylgruppe zeigten eine Quadrupfsipaltung von -15-15 kHz. Da die
gleiche Breite der Spektren fir die Membranlipidés auch fur die deuterierte
Myristoylgruppe bestimmt wurde, kann von einer st@hdigen Insertion letzterer in die
Membran ausgegangen werden.

Nimmt man eine zunehmende Beweglichkeit hin zeniinde der Acylreste an und ordnet die
zu erwartende Flache dén der jeweiligen Kohlenstoffpositiori)(zu, kann man aus der
zugehdrigen Quadrupolaufspaltung einen Ordnungspetea bestimmen. Dabei steht ein
Ordnungsparameter von 1 fur maximale Rigiditat. INdhgegen reprasentiert isotrope
Bewegung. Da es sich bei dem Acylrest am Proteoh denen des LUV beide Male um
Myristoylreste  handelt, erhielt man sehr &hnliche rdfdngsparameter. Die
Ordnungsparameter der Membranlipide erhéhten scimgfiigig durch Bindung von GCAP-
2. Dabei war kein Unterschied durch Bindung von 48@AP-2 und non-myr-GCAP-2 zu
erkennen. Die Myristoylkette des Proteins dageg#erachied sich vor allem zwischen den
Kohlenstoffpositionen 5 und 12 von den MembrankpidEin geringerer Ordnungsparameter

wurde hier beobachtet.
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Abbildung 3.7: Ordnungsparameter und Kettenausdehnung als Fun#iéorKohlenstoffposition,
die anhand der Festkorpét Spektren berechnet wurden. (A) zeigt die erhalte@rdnungsparameter
fur DMPC-ds, ([1), DMPC-d54/non-myr-GCAP-24¢), DMPC-dsJ/myr-GCAP-2 (A), and DMPC/ myr-
d.-GCAP-2 ¢).
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Anstelle der artifiziellen DMPC-LUVs wurde anscifdend eine physiologischere
Membranzusammensetzung gewahlt. GCAP-2 wurde ansLbdstehend aus dem Retina-
Mix gebunden. Anschlieend wurden die Liposomen dad daran gebundene nug-
GCAP-2 mittels Ultrazentrifugation separiert undn eFestkérpefH-NMR-Spektrum
aufgenommen. In Abbildung 38 wird ein solches Festkorpér-NMR-Spektrum gezeigt.
Zusatzlich sind die Festkdrp&t-NMR-Spektren von deuterierten Retina-Mix-LUVs gigt.
Dabei wurde myr-GCAP-2 an Retina-Mix-LUVs gebunddme entweder deuteriertes POPC
(B), POPE (C) oder POPS (D) enthielten. Die Feg#ttH-NMR-Spektren B-D
unterscheiden sich kaum fur die einzelnen Lipide.zZ8igten eine Quadrupolaufspaltung von
-18-18 kHz. Obwohl die Membranlipide eine ungegidtiKomponente enthielten, die zu
groerer Flexibilitat und damit zu geringeren Omggparametern fuhrten, waren die
Spektren etwas breiter als die mit DMPC-LUVs gerames. Dies liegt am Cholesterinanteil
im Retina-Mix, der die Membran starrer macht.

Das FestkorpefH-NMR-Spektrum der deuterierten Myristoylgruppe VBECAP-2 dagegen
war schmaler. Lediglich eine Quadrupolaufspaltuag wa. -15-15 kHz wurde hier bestimmt,
wahrend die Membranlipide der LUVs ein etwas bregeSpektrum von ca. -18-18 kHz
zeigten. Auch hier wurde ein isotropes Signal dettjt obwohl ein grol3er Teil der
Lipidmodifikation vollstandig in der Membran veraatk war. Damit ergab sich fir mye-
GCAP-2, gebunden an Retina-Mix-LUVs, ein dhnlickestkorpeH-NMR-Spektrum, wie
fur an DMPC-LUVs gebundenes.

Unabhangig von den verwendeten Membranlipiden wumeo sowohl frei bewegliche als

auch vollstandig in der Membran der LUVs verankéftgistoylgruppen nachgewiesen.
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Abbildung 3.8: FestkoérpefH-NMR-Spektrum von (A) POPC/POPE/POPS/Cholestenntg-
GCAP-2, (B) POPC/POPE/PORIs/Cholesterin/myr-GCAP-2, (C)
POPC/POPHEL,/POPS/Cholesterin/myr-GCAP-2 und (D) POBGPOPE/POPS/Cholesterin/myr-
GCAP-2, La Phase,aufgenommen bei 30 °C. Die Probe enthielt 50 % Ywpuffer (100 mM
MOPS/KOH, 40 mM KCI, 10 mM MgGJ 1 mM EGTA, pH 7,0). Die Lipide waren in einem ran
Verhaltnis von 40:40:15:5 gemischt.

Die aus den Spektren resultierenden Ordnungspagammeigten, dass die Myristoylkette des
Proteins beweglicher war, als die Acylketten dernmMeanlipide. Verglichen mit den
Ordnungsparametern von mgs-GCAP-2 gebunden an DMPC-LUVs wurden nahezu
identische Werte erhalten.
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Abbildung 3.9: Ordnungsparameter und Kettenausdehnung, die artearigestkdrpefH-Spektren
berechnet wurden, als Funktion der Kohlenstoffpmsit(A) zeigt die erhaltenen Ordnungsparameter
fur POPCd;)/POPE/POPS/Cholesterin, (B) fur POPC/PQREPOPS/Cholesterin und (C) fur
POPC/POPE/POP&;/Cholesterin  jeweils im molaren Verhdaltnis von 4D¥6:5. Die
Ordnungsparameter fur den jeweiligen Retina-Mix elrotein (1), flir den Retina-Mix/non-myr-
GCAP-2 (), fur Retina-Mix/myr-GCAP-2 ) und den ungelabelten Retina-Mix/mys~-GCAP @)

sind gezeigt.

Die einzelnen Lipide der Retina-Mix-LUVs zeigtemen héheren Ordnungsparameter (siehe
Abbildung 3.9) als die der DMPC-LUVs. Alle zeigtember nahezu identische
Ordnungsparameter, was auf eine ideale Mischunged®elnen Lipide hindeutet. Die
Ordnungsparameter wurden durch die Bindung von GZAfenig beeinflusst. Fir POPC
erhohten sie sich nach der Bindung von GCAP-2. @idnungsparameter von POPE und
POPS verringerten sich. Der Einfluss von myr-GCA&R#@ non-myr-GCAP-2 war identisch
fur POPC und POPE. Die Ordnungsparameter von POBSlew durch myr-GCAP-2
weniger stark reduziert als durch non-myr-GCAP-Re Anterschiede waren sehr gering und
nahe am Auflésungsvermdgen des Experiments. Einverbegte Bindung an eine der
Membrankomponenten, wie POPS, oder gar eine Entonigc der Membran wurde nicht
festgestellt. Hervorzuheben ist, dass auch da® metyativ geladene POPS keine grol3e
Anderung des Ordnungsparameters zeigte, was dieren Beobachtungen bestatige, dass

es vermutlich keine Rolle bei der Bindung von GC2Bpielt.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dassviestoylierung keinen Einfluss auf die
Starke der Membranbindung von GCAP-2 hat. Die Bigdwurde durch die N-terminale
Acylierung nicht signifikant beeinflusst. Auch amdesich die Ordnungsparameter der
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Membranlipide durch Bindung von myr-GCAP-2 und mog~GCAP-2 im gleichen Mal3e.
Dennoch liegt ein Anteil der Myristoylgruppen vadiadig in der Membran verankert vor.
Gleichzeitig konnten keine Hinweise gefunden werdaba auf einen Bindungsmechanismus
Uber eine Ansammlung positiv geladener Reste aufoderfliche von GCAP-2 (basisches
Cluster) deuten. Das legt den Schluss nahe, da€dimliiung hauptsachlich durch hydrophobe

Wechselwirkungen vermittelt wird.

3.5 Einfluss der Myristoylgruppe auf die Stabilitat
Da der Myristoylierung kein signifikanter BeitragrzMembranbindung zugeordnet werden
konnte, kam eine strukturelle Bedeutung in Frage wie fur GCAP-1 zumindest in
Anwesenheit von G4 nachgewiesen wurde [97]. Um eine solche strukei@&deutung der
Myristoylierung zu untersuchen, wurden Stabilitéteusuchungen von myr-GCAP-2 und
non-myr-GCAP-2 in den beiden biologisch relevaresstanden, dem Gagebundenen und

dem C&'-freien, durchgefiihrt. Zusatzlich wurde der Einflw®n Md* untersucht.

3.5.1 Chemisch induzierte Faltung/Entfaltung
Es sollte ermittelt werden, ob die Myristoylgrupmighangig von der Anwesenheit von*Ca
einen stabilisierenden Einfluss hat. Gleichzeitilits der Einfluss von G4 auf die Stabilitat
Uberprift werden. Dazu wurden myr-GCAP-2 und nom-@G€AP-2 in An- und
Abwesenheit von G4 mit verschiedenen Konzentrationen an Guanidinhgfilosid (GuHCI)
versetzt. Dieses chaotrope Salz verschiebt daslgiewicht, das zwischen nativem und
entfaltetem Zustand herrscht. Nimmt man einen te®aZusammenhang zwischen der
Konzentration des Denaturierungsmittels und deerfr&nthalpie an, lasst sich durch lineare
Extrapolation die freie Enthalpie der Faltung/Eltthag in Abwesenheit von
Denaturierungsmittel berechnen [131].
Eine solche normierte Kurve mit dem zugehdérigenniitt am Beispiel von non-myr-GCAP-
2 in Anwesenheit von Gain Abbildung 3.10 A gezeigt. Die Erhdhung der Kenization an
GUHCI fiihrte zu einem einzigen kooperativen Ubeggaon nativem non-myr-GCAP-2. Das
deutet darauf hin, dass neben dem nativen undltet¢fa Zustand keine weiteren Zustande
populiert werden. Um zu zeigen, dass sich ein Gigwicht eingestellt hatte, wurde diese
Ubergangskurve noch einmal, ausgehend von dendémieProtein in 6 M GuHCI,
gemessen. Der Entfaltungsprozess war vollig retveksda die Ruckfaltung des non-myr-
GCAP-2 in einer nahezu identischen Kurve resuétiert
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Weiterhin sollte Uberprift werden, ob sich durch rMendung einer anderen
spektroskopischen Sonde die gleiche Ubergangskbesehreiben lasst. Dies wiirde die
Auswertung der Daten nach einem Zwei-Zustands-Maodehtfertigen. Neben dem CD-
Signal bei 222 nm wurde auch das intrinsische Dpipan-Fluoreszenzsignal von non-myr-
GCAP-2 mit ansteigender GuHCI-Konzentration verfoRer gleiche Ubergangsmittelpunkt,
auch bei Auswertung bei anderen Wellenlangen (rgelzeigt), wurde hier bestimmt. Diese
Ubergangskurve wurde bei einer 6-fach niedrigeneneihkonzentration aufgenommen. Der
nahezu identische Ubergang bei verschiedenen Rkotgentrationen und zwei
unabhangigen Messsonden (Tryptophan-FluoreszenzSehkdndarstrukturanteil) bestatigte
das fUr die Auswertung verwendete Zwei-Zustands-&llod

Diese Messungen wurden auch in Abwesenheit vdi @achgefiihrt. Auch fir myr-GCAP-
2 wurden in An- und Abwesenheiten von*Célbergangskurven ermittelt. In allen Féallen
waren diese Ubergangskurven reversibel (nicht gézdiediglich der mittels Fluoreszenz
ermittelte Ubergangsmittelpunkt lag fir non-myr-G&& in Abwesenheit von €abei einer
etwas Kkleineren GuHCI-Konzentration (bei ca. 2,5&mstatt 2,8 M). Alle anderen
Ubergangsmittelpunkte waren jedoch identisch.

Die ermittelten Parameter eines globalen Fit deergéinge von myr-GCAP-2 und non-myr-
GCAP-2 in An- und Abwesenheit von €aind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Dabei konnte kein Einfluss der Myristoylierung adie thermodynamische Stabilitat in
Abwesenheit von CA festgestellt werden, ca. 12 kJ/mol wurden hierbiden Féllen
ermittelt. Auch die Kooperativitaten der Ubergangegrasentiert im m-Wert, unterschieden
sich in Abwesenheit von &akaum fiir myr-GCAP-2 und non-myr-GCAP-2. Der m-Wert
korreliert mit der Anderung der I6sungsmittelex@stén hydrophoben Oberflache zwischen
nativem und entfaltetem Zustand [135;136]. Fiur @@AP-2 wurden -3,64 kJ/mol*M
bestimmt, fir non-myr-GCAP-2 waren es -4,12 kJ/rivbl*

In Anwesenheit von GAwar myr-GCAP-2 mit 19,6 kdJ/mol stabiler als nonrr®BCAP-2 fiir
das nur eine thermodynamische Stabilitdt von 14/8&l bestimmt wurde. Auch die m-
Werte unterschieden sich in Anwesenheit voR*Gédhangig von der Myristoylierung. Fir
myr-GCAP-2 wurde mit -4,76 kJ/mol*M ein gré3erer M/ermittelt als fir non-myr-GCAP-
2, fur das 3,55 kJ/mol*M berechnet wurden.
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Abbildung 3.10: Chemisch induzierter Ubergang von non-myr-GCAP-Aimvesenheit von 1 mM
cd". (A) Reprasentative Ubergangskurve von GCAP-2 aeisfiel von non-myr-GCAP-2 in
Anwesenheit von CA Natives ¢) und in 6 M GuHCI entfalteteso] non-myr-GCAP-2 in einer
Konzentration von 0,11 mg/ml wurde 1 h bei den gepenen GuHCI Konzentrationen inkubiert. Das
CD-Signal bei 222 nm wurde aufgenommen und Ubes gémittelt. Alternativ wurden 16 pg/ml
natives non-myr-GCAP-2X) 1 h bei den angegebenen GuHCI Konzentrationembiekt. Ein
Fluoreszenzemissionsspektrum wurde nach Anregurig 26 nm aufgenommen und dreimal
akkumuliert. Das Signal von 349-351 nm wurde geshitind fur den Plot verwendet. Die Daten
wurden normalisiert und global nach einem Zwei-Aods-Modell gefittet (). (B) Einziger
irreversibler Ubergang der untersuchten Bedingungjtives @) und in 6 M GuHCI denaturiertes
(o) non-myr-GCAP-2 in einer Konzentration von 0,11/migwurde in Anwesenheit von €aund
Mg 1 h bei den angegebenen GuHCI Konzentrationerbiekiu Das CD-Signal bei 222 nm wurde
aufgenommen und Uber 24 s gemittelt. Alle Messungamlen bei 25 °C durchgefihrt.

Unter physiologischen Bedingungen okkupiert “fMdie EF-Hande von GCAP, wenn die
Cd*-Konzentration nach Auslésung der Phototransduktigedrig ist [101;104]. Um zu
untersuchen, ob die Anwesenheit von “Mginen Einfluss auf die thermodynamische
Stabilitat von GCAP-2 hat, wurde eine chemisch meltte Ubergangskurve in Anwesenheit
von 10mM MgC} aufgenommen. Diese Messungen resultierten in et
Ubergangskurven, wie in Abwesenheit von #MgDie Resultate sind in Tabelle 3.4
zusammengefasst. Auch in Anwesenheit vorf Mgurde kein Einfluss der Myristoylgruppe
festgestellt, wenn kein &aprasent war. Thermodynamische Stabilitaten vorit# kJ/mol
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und ein m-Wert von ca. -3,5 kJ/mol*M wurden hier filyr-GCAP-2 und non-myr-GCAP-2
bestimmt. In Anwesenheit von Eawurden einAGy von 18,8 kJ/mol und ein m-Wert von

-3,95 kJ/mol*M von myr-GCAP-2 gemessen.

Tabelle 3.3 Ermittelte thermodynamische Parameter aus den sleenmduzierten Ubergéngen in
Abwesenheit von Mg. Die normierten Daten wurden global gefittet. Bitaltenen Werte fiAG,

und m sind gezeigt. Die angegebenen Fehler entsgmetem Standardfehler des Fits.

thermodynami- +Cat” -Cat
sche Parametef -Mg* -Mg**
myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2 myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2
AGo (kJ/mol) 19,6:0,9 14,80,9 12,211 12,30,8
m (kJ/mol*M) -4,76+0,21 -3,55%0,22 -3,640,29 -4,150,23

Die in Anwesenheit von Mg bestimmten thermodynamischen Stabilitdten sindagtw
niedriger als die in Abwesenheit bestimmten. Besosnidn Abwesenheit von &aist dies
Uberraschend, da eine bessere Bindung vorf'Mm den nativen Zustand zu einer
Stabilisierung fuhren sollte. Die Bestimmung dearthodynamischen Stabilitat von non-myr-
GCAP-2 war nicht méglich, da die Anwesenheit von*’Cand Md"* bei gleichzeitiger
Abwesenheit der Myristoylgruppe zu einer Irreveidgdd der Faltung/Entfaltung fuhrte.
Dieser Ubergang ist in Abbildung 3.10 B gezeigte Dienaturierungskurve gleicht noch der
Ubergangskurve im Teil A der Abbildung. Fir die Riatung von non-myr-GCAP-2 wurde
jedoch eine Kurve mit einem niedrigeren Ubergangsipunkt und auch einer geringeren

Kooperativitat erhalten.

Tabelle 3.4 Ermittelte thermodynamische Parameter aus den slebninduzierten Ubergangen in
Anwesenheit von Mg. Die normierten Daten wurden global gefittet. Bitaltenen Werte fihG,

und m sind gezeigt. Die angegebenen Fehler entgmetem Standardfehler des Fits.

thermodynami- +Cat" -cat
sche Parametef +Mg** +Mg**
myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2 myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2
AGo (kJ/mol) 18,8t1,1 -- 11,%0,6 11,40,9
m (kJ/mol*M) -3,95+0,25 -- -3,45:0,17 -3,5@0,27
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Diese Daten zeigen, dass die Myristoylkette in Absvéneit von C3d, unabhangig von Mg,
keinen Beitrag zur thermodynamischen Stabilitététi Vermutlich liegt die Myristoylgruppe
ldsungsmittelexponiert vor. Die erhdhte Stabiliiat Anwesenheit von CGa durch die
Myristoylierung deutet darauf hin, dass die Fettsandglicherweise im Inneren des Proteins
verborgen vorliegt oder zumindest auf einem hydotygm Bereich aufliegt.

Die VergroRerung des m-Werts durch die Myristoyiigg in Anwesenheit von &adeutet
ebenfalls darauf hin, dass die Myristoylgruppe mndren des Proteins vorliegt. Liegt die
Myristoylgruppe im entfalteten Zustand l6sungsnettponierten vor, tragt dies zu einer
Erhéhung der Anderung der lésungsmittelexponiergarophoben Oberflache bei der
Faltung/Entfaltung bei. Dagegen ist die Anderungldsungsmittelexponierten hydrophoben

Oberflache bei der Faltung/Entfaltung im*Géreien Zustand in etwa gleich.

3.5.2 Thermisch und chemisch induzierte Faltung/Entfajtun

Die ermittelten thermodynamischen Parameter auscdemischen Ubergangskurven sollten
mittels einer zweiten Methode bestéatigt werden.td¥st thermisch induzierter Entfaltung
sollte der Einfluss der Myristoylgruppe auf die nthedynamische Stabilitat von GCAP-2
abhangig von der Anwesenheit von?Ciberpriift werden. Gleichzeitig sollte bei diesen
Experimenten die Warmekapazitat bei konstantem QmCpU, von myr-GCAP-2 und non-
myr-GCAP-2 bestimmt werdem\CpU gilt als zuverlassiger Parameter, die Anderung de
l6sungsmittelexponierten hydrophoben Oberflache Haltung/Entfaltung zu bestimmen
[136].

Dazu wurde GCAP-2 in Anwesenheit verschiedener Qukt@zentrationen einer konstanten
Temperaturrampe ausgesetzt. Das CD-Signal bei @2%urde verfolgt. Diese Experimente
wurden aufgrund der Irreversibilitat des chemisoduizierten Ubergangs von non-myr-
GCAP-2 in Abwesenheit von M§durchgefiihrt.

Eine solche Ubergangskurve wird in Abbildung 3.&ejgt. In Abwesenheit von GuHCI war
zwischen 0 und 80 °C kein Ubergang zu beobachtest.diirch Zugabe von GuHCI kam es
zu einer Erhohung des Anteils denaturierten Pretelder entfaltete Zustand war bei
Temperaturen unter 20 °C und tber 40 °C starkeulppals bei 30 °C. In Anwesenheit von
ca&* waren diese Temperaturilbergange véllig reversitrelAbwesenheit von Ga und
GuHCI waren die Temperaturiibergange nur bis 50e¥@rsibel. In Abwesenheit von €a
und Anwesenheit von 2 M GuHCI waren die Ubergangeensibel bis 70 °C. Waren 3 M
GUuHCI oder mehr in der Losung, waren die Tempeiienmgange in Abwesenheit von“Ca

reversibel bis 80 °C.
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Abbildung 3.11: (A) typischer temperaturinduzierter Ubergang am Beiisma 0,1 mg/ml non-
myr-GCAP-2in0M ¢),2M (©),3M ), 4M @), 5M (A) und 7 M @A) GuHCI. Das CD-Signal
wurde bei 222 nm von 1-80 °C verfolgt, bei einenzrige von 1 °C/min. Die Daten wurden global
nach einem Zwei-Zustands-Modell gefittet. (B) Diasaden Fitparametern dieses Experiments
resultierende Stabilitat bei 0 M GuHCGHY, 3 M GuHCI () oder 6 M GuHCI ) und der jeweiligen

Temperatur.

Die ermittelten Parameter der Kurvenanpassung wurde AG, und dem m-Wert
zusammengefasst, um sie mit den Ergebnissen deristie induzierten Faltung/Entfaltung
besser vergleichen zu kdnnen. Diese Werte sindalrelle 3.5 gezeigt. Die Parameter, aus
denen sich diese Werte ergeben, sind im Anhanggieze
Die Parameter der Kurvenanpassung wurden benutetie temperaturabhangige Stabilitat
zu berechnen, wie sie fur verschiedene GuHCI Kamagonen in Abbildung 3.11 B
dargestellt ist. Beides, Temperatur und Konzemmatian GuHCI, verschieben das
Gleichgewicht zwischen nativem und denaturierterstZind. Es ergeben sich glockenférmige
Kurven, deren Krimmung sich an€pU ergibt.
In Abwesenheit von G& wurden fiir myr-GCAP-2 ei\CpU von 0,76 kJ/mol*K und fiir
non-myr-GCAP-2 ein Wert von 0,72 kJ/mol*K bestimrdugabe von CA fiihrte zu einer
Erhbhung von ACpU. Diese Erhdhung war starker fur myr-GCAP-2. Hieurden
1,68 kJ/mol*K bestimmt. Fur non-myr-GCAP-2 wurdetmi, 12 kJ/mol*K ein geringerer
ACpU-Wert bestimmt.
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Tabelle 3.5 Ermittelte thermodynamische Parameter aus den thelnund chemisch induzierten
Ubergéngen in Abwesenheit von MgDie ermittelten Parameter fiNG, und m bei 25 °C sind als

Mittelwerte einer Doppelbestimmung mit Standardéeldargestellit.

thermodynami- +Cat" -Cat

sche Parameter

myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2 myr-GCAP-2 non-myr-GCAP-2

AGq (kJ/mol) 18,5:3,4 15,50,3 11,50,5 10,20,9
m (kJ/mol*M) -4,35+0,60 -3,9%0,05 -3,330,14 -3,630,26
ACpU (kJ/mol*K) 1,68:0,00 1,120,17 0,760,36 0,720,02

Die ermittelten Werte fuAGy und den m-Wert bei 25 °C ergaben &ahnliche Wenterfyr-
GCAP-2 und non-myr-GCAP-2 in An- und Abwesenheit @&*, wie zuvor. Wieder wurde
fiur myr-GCAP-2 in Abwesenheit von €aein AG, von 11,5 kJ/mol und ein m-Wert von
-3,33 kJ/mol*M ermittelt. Fir non-myr-GCAP-2 wurdem AGg von 10,7 kJ/mol und ein m-
Wert von -3,63 kJ/mol*M errechnet.

Die Anwesenheit von Gafiihrte zu einer Erhéhung vakGy und des m-Werts. Dabei war
der fur myr-GCAP-2 ermitteltAGo Wert mit 18,5 kJ/mol hoher als der fir non-myrA&FC

2 fur das sich 15,5 kJ/mol ergaben. Auch fir deWert wurde beobachtet, dass dieser mit
-4,35 kJ/mol*M fir myr-GCAP-2 hoher war als fur nronwyr-GCAP-2, flir das nur

-3,97 kd/mol*M bestimmt wurden.

Tabelle 3.6 Anderung der (hydrophoben) I6sungsmittelexponie@erfliche zwischen nativem
und entfaltenem ZustandASA), berechnet Anhand varCsU und m-Wert Tabelle 3.3, unter der

jeweiligen Bedingung

Grundlage +C&" -Ca’
myr-GCAP-2 non-myr-GCAP-2 myr-GCAP-2 non-myr-GCAP-2
m (nach [136]) 826 A 413 R 282 K 43 K
ACpU (nach [136]) 2602 A 1933 K 1502 &K 1455 K
ACpU (nach [135]) 2486 A 1950 & 1606 & 1568 K

Die Bindung von C3# filhrte zu einer groReren thermodynamischen Stabilluch wurde
bei Anwesenheit von Gadie thermischeACpU) als auch chemische (m) Kooperativitat der
Faltung/Entfaltung erhéht. Dies gilt nicht fur den-Wert von non-myr-GCAP-2. Hier

wurden etwa gleiche m-Werte bestimmt.
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Die Myristoylgruppe beeinflusst die thermodynamies@tabilitdt und die Kooperativitat der
Faltung/Entfaltung des €&freien Zustands nicht. In Anwesenheit vorf Gaar myr-GCAP-
2 thermodynamisch stabiler. Auch die Parameter Kigoperativitat der Ubergange (m,
ACpU) wurden durch die Myristoylgruppe vergrof3ert.

Die Anderung der (hydrophoben) I6sungsmittelexpaeieOberflacheXASA) ist in Tabelle
3.6 dargestellt. Im CAgebundenen Zustand wurde fiir myr-GCAP-2 eine gedRASA
bestimmt als fir non-myr-GCAP-2. In Abwesenheit vB&" wurde eine kleinera\ASA
ermittelt. Die Anhand vom\CpU errechneteAASA ist grol3er fur myr-GCAP-2 als fiir non-
myr-GCAP-2. Die Unterschiede sind aber wesentligminger als im Cd-gebundenen
Zustand. Die anhand von m errechn&fSA ist in Abwesenheit von Gasogar groRer fiir
non-myr-GCAP-2 als fur myr-GCAP-2.

3.6 Konformationsanderungen durch C&*-Bindung
Die groRere thermodynamische Stabilitdt und erh#laeperativitat der Faltung/Entfaltung
im C&'-gebundenen Zustand deuten darauf hin, dass digstelylgruppe unter dieser
Bedingung mdoglicherweise im Inneren des Proteinbargen vorliegt. Dagegen scheint sie
im Cd*-freien Zustand dem Lésungsmittel exponiert voemgin und keinen Beitrag zur
Stabilitat zu leisten. Um diese Hypothese zu pri$efite zunachst die Zuganglichkeit dieses

zusatzlichen hydrophoben Restes nachgewiesen werden

3.6.1 Titration der hydrophoben Oberflache
Der Fluoreszenzfarbstoff 8-Anilino-1-Naphthalinsuigaure (ANS) bindet an hydrophobe
Oberflachen auf Proteinen. Dabei andert ANS seinerészenzeigenschaften und kann so
zur Quantifizierung hydrophober Oberflachen genutztden. Sollte die Myristoylgruppe in
Abwesenheit von Ca dem Lésungsmittel exponiert sein, wiirde mehr ANSrgr-GCAP-2
als an non-myr-GCAP-2 binden. In Anwesenheit vorf*Cadre kein Unterschied zu
erwarten, sollte die Myristoylgruppe vollstandiglvergen vorliegen.
Eine Titration mit ANS wurde bei konstanter Konzatibn an GCAP-2 durchgefihrt. Diese
Titration wurde in Anwesenheit von 1 M GuHCI dureffighrt, um zu gewéahrleisten, dass das
Cd*-freie GCAP-2 als Monomer vor liegt. Das Ergebmsisin Abbildung 3.12 gezeigt. Die
Erhéhung der ANS Konzentration fuhrt zu einem Aegtides Fluoreszenzsignals von
gebundenem ANS bei 479 nm. Sowohl fur myr-GCAPs2aaich fur non-myr-GCAP-2 ergab
sich eine hyperbole Kurve. Bis zu einer Konzentratvon 50 uM ANS verlaufen beide

Kurven parallel. Danach wurden hohere Werte der AN@®reszenz fur myr-GCAP-2
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gemessen. Bei ca. 120 uM ANS erreichte das ANS&abigm non-myr-GCAP-2 ein Plateau
bei ca. 2,1*18, Fur myr-GCAP-2 wurde dieses Plateau bei ca. M0NNS erreicht. Es lag

bei ca. 2,4*18 Das fiir myr-GCAP-2 ein hoherer Wert gemessen ajudeutet bereits auf
die Zuganglichkeit der Myristoylgruppe hin.
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Abbildung 3.12: ANS-Titration von GCAP-2. Myr-GCAP-20) und non-myr-GCAP-24«) in einer

Konzentration von 2,14 pM wurden in Abwesenheit @#" und Anwesenheit von 1 M GuHCI mit

unterschiedlichen Mengen ANS versetzt. Das Fluem

wignal bei 479 nm ist, nach Anregung bei
350 nm, gegen die Konzentration an ANS aufgetragen.

Alle weiteren Versuche zur ANS-Fluoreszenz wurden bei 173 uM ANS durchgefihrt,
einer Konzentration, bei der das Plateau erreicit #ier wurde nun myr-GCAP-2 und non-
myr-GCAP-2 in An- und Abwesenheit der beiden Ligam€&* und Md¢* untersucht.

Die Resultate sind in Abbildung 3.13 und Tabelle Aisammengefasst.

In Abwesenheit von Gawurden fiir myr-GCAP-2 2,74-i@rmittelt. Fiir non-myr-GCAP-2
nur 2,11-18 Anwesenheit von Mg filhrte zu bei myr-GCAP-2 zu einer Reduktion der$\N
Fluoreszenz auf 2,43-30bei non-myr-GCAP-2 dagegen zu einem Anstieg g26-26.
Auch im C&'-gebundenen Zustand wurde fiir myr-GCAP-2 ein h&hetéNS-Signal
gemessen als fir non-myr-GCAP-2. In Abwesenheit Mgf" wurden fir myr-GCAP-2
2,54-16 bestimmt, in Abwesenheit von Kig2,55-16. Fir non-myr-GCAP-2 wurden mit
2,38-16 in Abwesenheit von Mg und 2,47-1®0in Anwesenheit von Mg kleinere Werte
bestimmt. Uberraschenderweise wurde durch™8idung das ANS-Signal nicht in allen

Fallen verringert.
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Abbildung 3.13: ANS-Fluoreszenz bei 479 nm von GCAP-2 in An- undva@benheit der Liganden
ca&* und Md*. ANS-Signal von je 2,14 uM myr-GCAP-2 (myr) bzvammyr-GCAP-2 (non-myr) in
(A) Abwesenheit von M. Die Messungen wurden Anwesenheit von 1 M GuHGhM EGTA
(-C&") bzw. 1 mM CaGl (+C&") in 100 mM Cacodylat; 40 mM KCI; pH 7,0 durchgefiih(B)
Analog dazu verlief die Messung in Anwesenheit Magt" mit zuséatzlich 10 mM MgGl

Tabelle 3.7 Fluoreszenzsignal bei 479 nm von 173 uM ANS und R GCAP-2 in Abhangigkeit
der Liganden Cd und Md".

+Cat* _Ca
myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2  myr-GCAP-2 non-myr-GCA&P-
-Mg** (-10) 2,54+0,06 2,380,06 2,740,05 2,1%0,05
+Mg** (-16) 2,55+0,03 2,4#0,05 2,430,03 2,250,04

Unabhangig von Ga wurde jeweils ein signifikanter Unterschied der 4Rluoreszenz von
myr-GCAP-2 und non-myr-GCAP-2 beobachtet. Dabei ehsesg ANS-Signal von myr-GCAP-
2 immer grol3er als das von non-myr-GCAP-2. Dasiftigmzniveau dieses Unterschieds ist

unter der jeweiligen Bedingung in Tabelle 3.8 ggtizei
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Tabelle 3.8 Signifikanzniveau (p-Werte) aus den Sechsfachbestingen des ANS-Signals von
myr-GCAP-2 und non-myr-GCAP-2 unter den jeweiliggedingungen.

+Cat" -cat

_M92+ +M92+ _M92+ +M92+
p-Wert 8,8*10" 9,3*10° 1,7*10° 2,9*10°

Alle p-Werte waren deutlich kleiner als 0,05. Atlargs waren die p-Werte in Abwesenheit
von C&" noch mindestens drei GréRenordnungen geringer.dBetliche Unterschied im

ANS-Signal bestatigte, dass die Myristoylgruppe @& -freien Zustand vermutlich

l6sungsmittelexponiert vorlag. Gleichzeitig deutetie p-Werte in Anwesenheit von €a

darauf hin, dass die Myristoylierung auch hier zoee VergréRerung der hydrophoben
Oberflache fiihrt. Diese ist etwas schwacher alsQdi'-freien Zustand, aber dennoch
signifikant.

Soweit unterstitzen die Ergebnisse der ANS-Messyndass die Myristoylgruppe von
GCAP-2 im Cé&'-freien Zustand ldsungsmittelexponiert vorliegt.e®ischeint, zumindest
partiell, auch im C&-gebundenen Zustand der Fall zu sein.

3.6.2 Zuganglichkeit von SH-Gruppen
Eine weitere Mdglichkeit, die durch &ahervorgerufenen Konformationsanderungen zu
untersuchen, ist die Zuganglichkeit von Cysteineih @der Oberflache von Proteinen zu
messen. Dazu kann der thiolreaktive Farbstoff Sihi®bis(2-nitrobenzoesaure), DTNB,
verwendet werden. Ein freies Cystein reagiert daimi Thionitrobenzoesaure unter
Ausbildung einer Disulfidbriicke. Dabei wird ein weges Thionitrobenzoesaure-Molekl, das
eine gute Abgangsgruppe ist, freigesetzt. Es iertigm Wasser und andert dabei seine
chromophoren Eigenschaften. So kann die Anzahl mylgher Thiolgruppen quantifiziert
werden.
Diese Methode ermdglicht es, zu untersuchen, ob dliech C&" hervorgerufene
Konformationsdnderung sich nur auf die Myristoyjgpa beschrankt oder auch andere
Bereiche im Protein beeinflusst.
Gleichzeitig wurde diese Methode genutzt, um digahglichkeit einer SH-Gruppe an der
Position der Fettsaure zu untersuchen. Dazu wur@ARG2 mit einem artifiziellen

Fettsaurederivat modifiziert.
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3.6.2.1 Einfihrung einer zusatzlichen Thiolgruppe an die ®-Position der
Fettsauremodifikation

Um eine solche SH-Gruppe an der-Position der N-terminalen Lipidmodifikation

einzufihren, wurde wahrend der Koexpression von BQA mit NMT1 12-

Mercaptododecanséure anstelle von Myristinsaure Expnessionsmedium gegeben.

B

800 M.W.
D 600 | 116 =
< -
é 66
ut 400 45 ==
R
S 200 ) 3% -
2 _
Q 25  —
< O -t

'S
-200 ‘ ‘ ‘ ‘ . 18 =—
20 25 30 35 40 45 50 o
Zeit (min)
23810,87
100+
3 C

90
P 80—:
= -
= 70
s -
2 s0
=5 -
(0 7
I 50
[1}] -
= 3
o 40
@ 3

30

207

103

-\

20000 22000 Sato0 26000 | 28000
Masse / Ladung (Da)

Abbildung 3.14: Erfolg der Reinigung von thio-GCAP-2. (A) Thio-GCAP wurde nach
lonenaustauschchromatographie auf eswersed phas€18 Saule gebunden und in einem linearen
Gradienten eluiert. Die Peaks wurden anhand ihres9d zugeordnet. Der Peak bei 36,9 min (*) ist
non-myr-GCAP-2. Bei 37,7 min (**) eluierte thio-G®A2. (B) Das gereinigte, native Protein wurde
in An- (2) und Abwesenheit (1) von Eainer SDS-Page unterzogen. Das Gel wurde mit Cssima
Brillant-Blau G-250 gefarbt. (C) Die molare Massesdgereinigten Proteins wurde mittels ESI-

Orbitrap bestimmt.
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Die NMT1 akzeptierte 12-Mercaptododecansédure alsbstat und mit 12-
Mercaptododecansdure am N-terminalen Glycin vetest&SCAP-2 (thio-GCAP-2) konnte
erfolgreich exprimiert werden. Die Aufreinigung @dte analog zur Reinigung von myr-
GCAP-2. Auch non-myr-GCAP-2 und thio-GCAP-2 konnterolgreich getrennt werden,
wenngleich auch die Retentionszeiten um wenigereade Minute differierten (Abbildung
3.14 A). Die beiden zusétzlichen Peaks enthieltEmfalls Protein. Diesem wurde die Masse
von thio-GCAP-2 zugeordnet. Aufgrund des abweicke@ndRetentionsverhaltens wurden
diese Spezies verworfen. Der Erfolg der Reiniguimgym Abbildung 3.14 B gezeigt. Der fir
GCAP-2 typische C&-shift der auf Funktionalitit der EF-Hande hindeutet,rdeu
beobachtet. Der erfolgreiche Einbau der 12-Meragdecansaure anstelle der Myristinsaure
wurde massenspektrometrisch verifiziert. Dabei kerkein myr-GCAP-2 detektiert werden.
Die erzielten Ausbeuten beliefen sich auf 0,9-1tmg-GCAP-2 pro 1 g Biofeuchtmasse.

Sowohl die Expression als auch die Reinigung liefesomit &hnliche Ergebnisse wie bei der
Produktion von myr-GCAP-2.

3.6.2.2 Charakterisierung von thio-GCAP-2
Um zu uberprifen, ob durch die Acylierung mit dertifiaiellen Fettsaure 12-
Mercaptododecansaure die Struktur von GCAP-2 gestivd, wurde jeweils ein fern-Uv-
CD-Spektrum in An- und Abwesenheit von°’Caufgenommen. Es wurden ebenfalls fiir ein

Protein mit hohena-Helixgehalt typische Spektren gemessen (AbbildBirid).
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Abbildung 3.15: Fern-UV-CD-Spektren von thio- GCAP-2 in An- und Atseaheit von Ca. Von
0,81 mg/ml thio-GCAP-2 in 20 mM NatriumphosphateuffpH 7,0 wurde ein CD-Spektrum
aufgenommen und anschlieBend mit dem Spektrum défer® korrigiert. Die Probe mit Ga

(schwarz) enthielt zuséatzlich 1 mM Ca@lie Probe ohne Ga(rot) enthielt zuséatzlich 1 mM EGTA.
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C&*-Bindung fithrte zu einer signifikanten Anderung @3-Spektrums. Damit wurden fir
thio-GCAP-2  identische  Spektren gemessen wie fur r-G@AP-2. Der
Sekundarstrukturanteil wurde also durch die Acwigy mit 12-Mercaptododecangruppe
anstelle von Myristinsaure nicht beeinflusst. Gieigitig bewirkte C#-Bindung eine
Erh6hung des-Helixgehalts.

Um auszuschlielen, dass die zusatzliche Thiolgrupgeen Einfluss auf die
thermodynamische Stabilitdt hatte, wurde die Fagltiintfaltung von thio-GCAP-2 in
Abwesenheit von Mg chemisch induziert. Als Beispiel ist die Faltungtfaltung von thio-
GCAP-2 in Anwesenheit von €agezeigt (Abbildung 3.16). Dabei wurde eine freie
Enthalpie der Faltung/EntfaltungGo, von 20,4 kJ/mol und ein m-Wert von 4,47 kJ/mol*M
bestimmt. In Abwesenheit von €awurde einAG, von 12,3 kJ/mol und ein m-Wert von
3,5 kJ/mol*M bestimmt. Diese Werte entsprachen dédiie myr-GCAP-2, wie in Abschnitt
3.5.1 ermittelt.

Weder der Sekundarstrukturanteil noch die StabiiitiAn- und Abwesenheit von €a

wurden durch die Einfihrung der artifiziellen Fétise verandert.
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Abbildung 3.16: Chemisch induzierte Faltung/Entfaltung von thio-G&2 in Anwesenheit von
1 mM C&". Natives ¢) und in 6 M GuHCI entfalteteso] thio-GCAP-2 in einer Konzentration von
0,11 mg/ml wurde 1 h bei den angegebenen GuHCI &urationen inkubiert. Das CD-Signal bei
222 nm wurde aufgenommen und tber 24 s gemittérifativ wurden 12 pg/ml natives thio-GCAP-
2 (¥) 1h bei den angegebenen GuHCI Konzentrationeabiekt. Ein Fluoreszenzspektrum nach
Anregung bei 295 nm wurde aufgenommen und dreirkirauliert. Das Signal von 349-351 nm
wurde gemittelt und fur den Plot verwendet. Die ddatvurden normalisiert und global nach einem
Zwei-Zustands-Modell gefittet).

Als nachstes wurde Uberprift, ob der Einbau defizaetlen Fettsaure die Fahigkeit von
GCAP-2 beeinflusst, die Aktivitat rekombinant hestgiter ROS-GC1 zu modulieren.
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Die Aktivitat von thio-GCAP-2 entsprach in etwa demn myr-GCAP-2. Eine Aktivierung
der Guanylatzyklaseaktivitat in Abwesenheit vorf'Gan ca. Faktor 12 wurde ermittelt. Die
Konzentration, bei der die Aktivierung halbmaximst (EGsg), war kleiner als 2,5 uM. In
Anwesenheit von G4 wurde die Basalaktivitat der Guanylatzyklase aaf&5 % reduziert.
Damit wird GCAP-2 nicht durch die Modifikation mder artifiziellen Fettsdure negativ
beeintrachtig. Im Gegenteil, fur thio-GCAP-2 wurdesongar leicht hohere EgWerte
gemessen. Auch die Steigerung bzw. VerringerungBdsalaktivitat war grof3er als fir myr-

GCAP-2.
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Abbildung 3.17: Aktivitatstest von thio-GCAP-2. In HEK293 exprimierROS-GC1 wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen von thio-GCAPa2AN- (o) und Abwesenheite) von C&"
inkubiert. Die gebildete Menge cGMP wurde mittedsersed phaselPLC quantifiziert und auf die
Menge an gebildetem cGMP in Abwesenheit von thicAB normiert.

Da weder Sekundarstruktur, Stabilitat noch Aktivida@rch die artifizielle Fettsaure apparent
beeinflusst wurden, wurde thio-GCAP-2 als représerds Modell fur myr-GCAP-2

angenommen.

3.6.2.3 Reaktion mit DTNB

Da sich myr-GCAP-2 und thio-GCAP-2 sowohl strukturals auch funktionell nicht
unterschieden, konnten sie nun bezuglich der ZUgdukgit ihrer Thiolgruppen untersucht
werden. Dazu wurde der Umsatz von DTNB zeitabhangid abhangig von den Liganden
c&* und Md* bestimmt. Myr-GCAP-2 besitzt drei freie Cysteirieesund damit drei
Thiolgruppen die, sofern sie zuganglich sind, vohNB umgesetzt werden. Thio-GCAP-2
besitzt vier Thiolgruppen.

Eine DTNB-Umsatzkinetik von beiden Proteinen istAhbildung 3.18 gezeigt. War kein

Cd&* an myr-GCAP-2 gebunden, reagierten alle drei Fnigipen innerhalb von 2,5 min.
71



Zugabe von C# filhrte nicht zur Freisetzung weiterer ThiolgruppEime nahezu identische
Kinetik wurde fur thio-GCAP-2 beobachtet. Allerdsigeagierten hier vier Thiolgruppen
innerhalb der ersten 2,5 min des Experimentes. Beigan C4' filhrte auch hier nicht zur
Freisetzung weiterer Thiolgruppen.

In Anwesenheit von CGareagierten nur ca. 1,4 Thiolgruppen von myr-GCAR#2rhalb von
2,5 min. Wurde C& durch einen Uberschuss an EGTA entfernt, wurdesiitzliche SH-
Gruppen zugéanglich und reagierten beschleunigt.e EAmplitude von weiteren 1,2
Thiolgruppen reagierte innerhalb der nachsten 2t6 Burch die Dissoziation von &aund
die damit einhergehende Konformationsdnderung derd® mindestens ein Cystein seine

Umgebung so, dass es verstarkt mit DTNB reagierte.
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Abbildung 3.18 DTNB-Umsatz von 10 uM myr-GCAP-2 (A) und 10 uM t#@&CAP-2 (B). Die
Kinetik wurde durch Zugabe von 200 uM DTNB in Argepunktete Linie) bzw. Abwesenheit
(durchgezogene Linie) von &agestartet. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkti tem die
0,125 mM Cadl bzw. 0,125 mM EGTA mit 2 mM EGTA bzw. 2 mM CaQlbertitriert wurden.
Sowohl die Absorption bei 412 nm als auch die darasultierende Anzahl umgesetzter SH-Gruppen

sind dargestellt.

Wurde thio-GCAP-2 in Anwesenheit von Tanit DTNB inkubiert, reagierten innerhalb der
ersten 2,5 min ca. 2,1 Thiolgruppen. Zugabe einesréthusses an EGTA fiihrte zu einem
beschleunigten Umsatz weiterer 1,5 Thiolgruppese. Zdisatzlich eingefihrte Thiolgruppe an

der Fettsaure reagierte also bereits in AnweserbaiC&" durch DTNB.
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Ein vollstandiger Umsatz aller drei Thiolgruppen nvanyr-GCAP-2 und aller vier
Thiolgruppen von thio-GCAP-2 wurde auch in Anwessihtion C4" beobachtet. Nach mehr
als 20 min wurde ein Plateau bei drei Thiolgruppgeaw. vier Thiolgruppen erreicht
(Abbildung 3.19 A). Zugabe von EGTA nach 25 min rféhdann nicht mehr zu einem

verstarkten Umsatz von DTNB (nicht gezeigt).
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Abbildung 3.19: DTNB-Umsatz von myr-GCAP-2 und thio-GCAP-2 im Vesigh. (A) In
Anwesenheit von Careagieren alle SH-Gruppen von myr-GCAP-2 (rot) tlid-GCAP-2 (schwarz)
mit DTNB. Im Inset sind die beiden Kinetiken ohrie thngsame Phase dargestellt. (B) Vergleich der
Kinetik bei der Reaktion mit DTNB von myr-GCAP-2ofy und thio-GCAP-2 (schwarz) in
Abwesenheit von C& (C) Der Beitrag der zusatzlichen SH-Gruppe an &ettsaure zur

Umsatzkinetik von DTNB wurde in An- (durchgezogdtirie) und Abwesenheit (gestrichelt) durch
Subtraktion der Kinetik fir myr-GCAP-2 von der Kiikevon thio-GCAP-2 errechnet.
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In Abwesenheit von Gaunterschieden sich die Kinetiken von thio-GCAPR2I myr-GCAP-

2 nicht (Abbildung 3.19 B). Dagegen offenbarte smh Unterschied der Kinetiken in
Anwesenheit von G4 In einer langsamen Phase wurden bei myr-GCAPEZgsteine mit
DTNB umgesetzt. Fur thio-GCAP-2 ergaben sich 2,5t€ige. In beiden Fallen wurde eine
Geschwindigkeitskonstante von 0,1 mhiermittelt. Um die schnelle Phase der Kinetik besse
vergleichen zu kénnen, wurde daher die langsamseP$isbtrahiert. Die daraus resultierende
Kurve ist als Inset in Abbildung 3.19 A gezeigteBe Kurve kann fur myr-GCAP-2 durch
eine monophasische Kinetik beschrieben werden. Hneplitude von 1,0 und eine
Geschwindigkeitskonstante von 6,5 thiwurden bestimmt. Fir thio-GCAP-2 dagegen
konnten zwei Phasen aufgelost werden. Eine Phaggere tiber eine Amplitude von 1,0 mit
einer Geschwindigkeitskonstante von 8,2 imd ist damit vergleichbar zu der Kinetik von
myr-GCAP-2. Die zweite Phase wurde durch eine Amg@gé von 0,7 und einer
Geschwindigkeitskonstante von 2,0 fhibeschrieben. Es ist anzunehmen, dass es sich bei
dieser langsameren Phase um die Reaktion der Thpgg an der Fettsdaure handelt.
Bestatigt wurde dies durch Subtraktion der Kinetth myr-GCAP-2 von der Kinetik von
thio-GCAP-2 unter der jeweiligen Bedingung (Abbidu3.19 C). Da sich beide Proteine nur
um die eine zusatzliche SH-Gruppe an der Fettsénterscheiden, konnte deren Reaktion
auch direkt dargestellt werden. Auch hier zeigtéh,stass in Anwesenheit von Caliese
Gruppe mit einer Geschwindigkeitskonstante vonndif®* reagierte. Die Amplitude betrug
0,88. In Abwesenheit von &a wurde nahezu die gleiche Kinetik gemessen. Eine
Geschwindigkeitskonstante von 2,2 thiwurde bestimmt. Die Amplitude betrug 0,89. Somit
konnte fir die zusatzliche SH-Gruppe an der Fetés&eine Beschleunigung im Umsatz

festgestellt werden.

Zusammengefasst bedeutet das, dass GCAP-2 nacKk’-DiBaoziation eine
Konformationsanderung erfahrt. Durch diese Konfdromsanderung wurden vermutlich
zwei Cysteine so orientiert, dass sie schnelleD#iiB reagieren konnte. Dennoch reagieren
alle Thiolgruppen auch in Anwesenheit von?®CaGleichzeitig erfahrt die zusétzliche
Thiolgruppe an der Fettsaure durch Entzug vofi" ®armutlich keine Beschleunigung im

Umsatz.

3.6.2.4  Zuordnung der Thiolgruppen beziglich ihrer Reaktivitat
Die drei Cysteine von GCAP-2 befinden sich in dérHand 1 (Cys 35), in EF-Hand 3 (Cys
111) und in einenpbop zwischen EF-Hand 3 und 4 (Cys 131). Dabei sind3yand Cys 111
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besonders interessant. Die EF-Hand 1 wurde als ¥édghikungsregion mit der ROS-GC
beschrieben, und Cys 111 ist direkt an der Kootitinaeines C& beteiligt. Thio-GCAP-2
besitzt eine weitere SH-Gruppe an der N-termin&kettsduremodifikation.

Um den C4'-freien Zustand von GCAP-2, der die Aktivierung (R®S-GC bewirkt, besser
zu charakterisieren, sollten die Thiolgruppen ideamrt werden, deren jeweilige
Umsatzraten sich durch €&Dissoziation verandern.
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Abbildung 3.20: Modifikation einzelner SH-Gruppen in thio-GCAP-2ttals 4 mM IAA. Der IAA-
modifizierte Anteil verschiedener reprasentativetitie (siehe Legende im Anhang) die Cys 35 (A)
und Cys 111 (B), Cys 131 (C) und diE2-Mercaptododecansaur@®) enthielten, sind in

Anwesenheit von C4 (schwarz) dargestellt. Fiir A-C wurde die Probehr@enin, fiir D bereits nach

2 min, aufgeteilt und das €zaentzogen (rot).

Dazu wurde GCAP-2 mit dem thiolreaktiven Agens tmetamid (IAA) inkubiert. Cysteine
bzw. die zusatzliche Thiolgruppe an der artifizall Fettsaure wurden so kovalent und
irreversibel modifiziert. Diese Reaktion wurde naadrschiedenen Zeiten durch Absenken
des pH-Wertes abgestoppt. Aufgrund des sauren ptdemMdepsin zur Proteolyse von myr-
GCAP-2 und thio-GCAP-2 eingesetzt. Die entstandeReptide wurden mittelseversed
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phaseHPLC aufgetrennt. Mittels ESI-Orbitrap wurden diarboxyamidomethylierten und
unmodifizierten Peptide quantifiziert. Zur Auswerguwurden pro Cystein vier verschiedene
Peptide ausgewertet. Der Anteil carboxyamidomethids Peptid ist fur die jeweilige SH-
Gruppe in Abbildung 3.20 dargestellt. Dieses Experit wurde zusammen mit Dr. Christian
Ihling (MLU) durchgefthrt.

Wieder zeigte sich, dass alle Cysteine auch in Asewkeit von Cd umgesetzt werden. Die
Thiolgruppen von Cys 35 und Cys 111 erfuhren einescBleunigung der
Umsatzgeschwindigkeit nach Dissoziation vorf'Cavahrend Cys 131 und die zusétzliche
SH-Gruppe an der Fettsdure unabhangig von der Aer dbwesenheit von Gagleich
schnell modifiziert wurde. Obwohl im DTNB-Assay §2.3) die zusatzliche SH-Gruppe sehr
schnell reagiert, wurde mittels der semi-quantiati Methode LC/MS nur ein 25 %iger
Umsatz nach 25 min detektiert.

Die C&"-abhangige Modifikation der Cysteine war fir myr&&2- und thio-GCAP-2
identisch (nicht gezeigt).

3.6.3 Bedeutung des N-Terminus fur die Regulation der R30S
Die bisherigen Experimente belegen, dass sich dufefi-Bindung/Dissoziation eine
Konformationsédnderung vollzieht, die sich auf varedene Bereiche von GCAP-2 auswirkt.
Davon betroffen ist unter anderem der N-Terminwey, eine Fettsduremodifikation tragt.
Dieser scheint zwar auch im €aebundenen Zustand zugénglich zu sein, verlaget a
seine Position nach €aDissoziation in eine weniger hydrophobe Umgebufsg. ist
anzunehmen, dass dieser Mechanismus eine Rolteb&egulation der GC spielt.
Um zu Uberprifen, ob der N-Terminus an der Aktivigy der ROS-GC1 beteiligt ist, wurde
ein Peptid, das den ersten 19 Aminosauren von GEA#Inschlie3lich Myristoylgruppe,
entsprach (myr-NT), zu rekombinant hergestellterSR&C1 gegeben. Myr-NT war in der
Lage, die Aktivitdt der ROS-GC1 zu stimulieren. Beier Konzentration von 500 uM wurde
die gleiche Steigerung der Basalaktivitait gemessee, sie durch 10uM GCAP erreicht
wurde. Myr-NT war also in der Lage, allein die RGE&- voll zu aktivieren. Der Ef§gWert
der Aktivierung lag bei einer Peptidkonzentratiam\ca. 200 pM.
Gleichzeitig wurde untersucht, ob myr-NT in der eagar, bei Anwesenheit von myr-GCAP-
2 im C&-freien sowie im C&-gebundenen Zustand die Aktivitat rekombinant hetejter
ROS-GC1 zu modulieren.
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Abbildung 3.21 Einfluss des N-terminalen Peptids auf die Aktividdr ROS-GC1. Gebildete
Menge an cGMP durch in HEK 293 exprimierte ROS-GiDich Inkubation der Membranfraktion
mit myr-NT allein @), zusatzlich mit 10 uM myr-GCAP-2 in Anwesenhejp AM CaC} (o) oder
zusatzlich mit 10 uM myr-GCAP-2 in Anwesenheit 0)d EGTA (V).

In Anwesenheit von 10 uM GCAP-2 und‘Cavurde die gleiche Menge cGMP gebildet, wie
in  Anwesenheit von myr-NT allein. Allerdings wurdehier, gerade bei ho6heren
Peptidkonzentrationen, etwas geringere ROS-GClvid&ten bestimmt. Dies kdnnte durch
die inhibitorischen Eigenschaften von°’Ggebundenem GCAP-2 begriindet sein.

In Abwesenheit von G4 ist die Aktivitat der ROS-GC1 durch 10 uM GCAP-2réits
maximal. Uberraschenderweise fiihrte die Zugabe mgnNT zu einer Verringerung auf
nahezu Basalaktivitat. Der dgdieser Inhibierung lag bei 10 uM und damit &queanadum
eingesetzten GCAP-2. Bei hoheren Konzentrationemieodie ROS-GC1 wieder maximal
aktiviert werden.

Somit ist myr-NT fur die Aktivierung der ROS-GC1 saeichend, kann aber auch die
Wirkung von C&'-freien GCAP-2 unterdriicken. Diese Kompetition famothon bei 20-fach

niedrigerer Konzentration als der g@er vollen Aktivierung durch myr-NT statt.

Um zu untersuchen, ob es sich bei der Kompetitien ROS-GC1-Aktivierung um eine
Bindung des myr-NT an GCAP-2 selbst handelt, wumlae Koelutionsexperiment
durchgefiihrt. Dazu wurde GCAP-2 in Abwesenheit @afi" mit myr-NT inkubiert und tiber
eine Grollenausschlusschromatographie getrennElDasnsprofil wurde mit denen gleicher
Mengen von GCAP-2 bzw. myr-NT allein verglichen D&agebnis ist in Abbildung 3.22
gezeigt.
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Abbildung 3.222 myr-NT koeluiert mit GCAP-2 in einer Groéf3enaudasbchromatographie.
(A) Myr-GCAP-2 allein (rot), myr-NT allein (grin) und yrGCAP-2 und myr-NT zusammen
(schwarz) wurden in Gegenwart von 1 mM EGTA aufeeits75 separiert. (B) Das erwartete,
theoretische Profil bei unabhangiger Migration def Séule (gestrichelt) ist dem experimentellen

Elutionsprofil (schwarz) gegeniibergestellt.

Durch eine abgeschatzten Anteil von ca. 20 % Diaret eintailing eluierte GCAP-2 uber
ein relativ groRes Retentionsvolumen. Das Maximas Blutionsprofils von GCAP-2 wurde
mit 1,83 ml bestimmt, das Retentionsvolumen von-Myrmit 2,56 ml. Bei der Trennung
einer Mischung aus GCAP-2 und myr-NT war die Signehsitat des Peaks bei der
Retentionszeit von 1,83 ml erhdht. Die Peakformelbidentisch. Der Peak bei 2,56 ml wurde
nicht mehr detektiert. Es ist also anzunehmen, dgssNT mit dem etwa zehnfach gro3eren
GCAP-2 koeluierte.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden myr-GCAP-2, myGCAP-2, non-myr-GCAP-2 und thio-GCAP-2
erfolgreich hergestellt. Die N-terminale Acylierungurde dabei durch Koexpression mit
NMT1 und Zugabe der jeweiligen Fettsdure ins Mediemeicht. Dass es gelingt, durch
Zugabe von deuterierter Myristinsaure bzw. 12-Mptododecansdure fast ausschlief3lich
damit modifiziertes GCAP-2 zu erhalten, deutet datan, dass der zelleigene Myristoyl-
CoA-Pool relativ klein ist.

Des Weiteren ist die Substratspezifitat der NMTdhhauf Myristinsdure beschrankt. So wird
auch der Einbau anderer, vor allem kurzerer, Ratsaerlaubt [137]. Daher Uberrascht es
nicht, dass die NMT1 auch 12-Mercaptododecansélgré&Sabstrat akzeptiert. Gleichzeitig
fallt kein myr-GCAP-2 als Verunreinigung an.

Der Einbau einer Dodecansaure ist durchaus nicHizesll. Auch mit kiirzeren, zum Tell
ungesattigten Fettsduren modifiziertes GCAP wirden Retina gefunden. Die Modifikation
mit Dodecansaure macht dabei mehr als 10 % aus V8&iterhin konnte fir Neurocalci®
gezeigt werden, dass sein Myristeylitchund seine membranbindenden Eigenschaften nicht

durch Modifikation mit einer kiirzeren oder langeFattsédure verandert werden [138].

4.1 Eigenschaften der GCAP-2-Varianten

Das erstmalig hergestellte thio-GCAP-2 unterscisiet! funktionell nicht von myr-GCAP-2.
Sowohl myr-GCAP-2 als auch thio-GCAP-2 entsprachianihren biophysikalischen
Eigenschaften denen fur myr-GCAP-2 in der Literdteschriebenen. So konnte fur beide
Proteinvarianten eine durch Bindung von®Chervorgerufene Erhéhung des Helixanteils
mittels fern-UV-CD-Spektroskopie gezeigt werdene$ais Verhalten ist fir GCAP-2 bereits
beschrieben [98] und wurde u.A. auch fiir Recovbenbachtet [139]. Dass GCAP-2°Ga
abhangig seine Konformation &ndert, belegt auBelerdurch C&-induzierte Veranderung
der Mobilitat im SDS-Gel [76], die auch in dieserbait beobachtet wurde. Auch konnten
myr-GCAP-2 und thio-GCAP-2 die Aktivitat rekombirtanhergestellter ROS-GC1
modulieren. Dabei wurden ahnliche Werte bestimn,iwder Literatur beschrieben [118].
Eine Oligomerisierung von GCAP-2 in Abwesenheit VB&*, wie sie in der Literatur
beschrieben ist [113;114], wurde ebenfalls beolecHdavon ausgehend, dass nur zwei
Spezies, Monomer und Dimer, vorlagen, ergab sichdam apparenten Molekulargewicht
unter den physiologisch relevanten Bedingungen [@imeranteil von 25 %. Die dabei

verwendete Proteinkonzentration entsprach mit &4)4giwa der vermuteten Konzentration
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von GCAP-2 in der Zelle [100]. Dennoch kodnntemolecular crowding sowie
Wechselwirkungspartner in der Zelle zu einem haheketeil an Dimeren GCAP-2 flihren,
weshalb ein dadurch induzierter Aktivierungsmecsiamis der ROS-GC [113] nicht ganzlich
ausgeschlossen werden kann. Genausogut kénnteligmm@risierung eirin-vitro-Artefakt
sein. Durch Zugabe von 1,25 M GuHCI liel3 sich gt Oligomerisierung unterdriicken.
Zusammen mit der vollstdndigen Reversibilitat daltung/Entfaltung und der Tatsache, dass
mit zwei verschieden spektroskopischen Methoden @id derselbe Ubergangsmittelpunkt
ermittelt wurde, erlaubte dies die Verwendung eife®i-Zustands-Modell zur Auswertung
der Ubergangskurven.

Dass sich die Faltung/Entfaltung eines Proteineti€rdl3e durch ein Zwei-Zustands-Modell
beschreiben lasst, ist ungewohnlich. Fur CaM, dmszavei Domanen aufgebaut ist, wurden
zwei Ubergange beobachtet [140]. Verglichen mit JdB] weist GCAP-2 [14] auch eine
deutlich kompaktere Struktur auf. Es ist durchaeskthar, dass die Domanen, die in CaM
durch die zentrale Helix getrennt sind, durch ilmBaimliche Nahe in GCAP-2 stark
miteinander interagieren und deshalb nicht mehbb@agig voneinander entfalten. Bei NCS-
1 allerdings, dessen Struktur ahnlich kompaktligt], lie3 sich die Faltung/Entfaltung durch
ein Drei- bzw. Vier-Zustands-Modell im &agebundenen Zustand am besten beschreiben
[142:143)].

Die thermodynamische Stabilitat war fir GCAP-2 tlelatgeringer als fir CaM und NCS-1.
Fir CaM ergibt sich in Abwesenheit von“aine globale thermodynamische Stabilitat von
21,4 kJ/mol [140]. Das ist fast doppelt so viel e GCAP-2 ermittelt. Auf die einzelnen
Domanen entfallen dabei 6 kJ/mol bzw. 15,4 kJ/rthdD].

Auch die Parameter, die die Kooperativitat der dsem (m-Wert) und thermischACpU)
induzierten Faltung/Entfaltung ausdriicken, warentldd geringer als fir CaM und NCS-1
[140;142]. Diese gelten auRerdem als MaR fiur diedetmng der (hydrophoben
[135;136;144]) I6sungsmittelzugénglichen OberfladdASA) zwischen den nativen und
entfalteten Zustand [136;145], woh&CpU als genaueres Mal3 gilt. Anhand wb8pU kann
nach Myers et al. [136] di®ASA berechnet werden. In Abwesenheit vorf'‘Gageben sich
hier ~1500 &. Dies ist ein sehr kleiner Wert fiir ein Proteies#ir GréRe. Erwarten wiirde
man eineAASA von mehr als 18.000%iir ein Protein mit 204 Aminosauren [136]. Geht
man davon aus, dass im entfalteten Zustand allee Resungsmittelexponiert vorliegen, sind
demnach bereits im nativen Zustand zahlreiche Ipjtbbe Reste auf der Oberflache von
GCAP-2 exponiert. Das erklart die starke Membrard ANS-Bindung.
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4.1.1 Einfluss der Liganden Gaund Md"*
Durch C&*-Bindung erhoht sich die thermodynamische Stabilittn GCAP-2. Diese

Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit Stabditatersuchungen an CaM [140] und
NCS-1 [142:143]. Die Bindung eines Liganden, z.Be’C die im entfalteten Zustand
schwacher ist, tragt zur Erhéhung der thermodynameis Stabilitat bei [146]. Dabei ist
jedoch der Beitrag zur thermodynamischen Stabilisig durch C&-Bindung bei GCAP-2
kleiner als bei NCS-1 oder CaM. Insgesamt wird stgsliertes NCS-1 durch &aBindung
um mehr als 14,5 kJ/mol stabilisiert [142], CaM a&ogm fast 21 kJ/mol [140]. Dagegen ist
die Stabilisierung von myr-GCAP-2 durch*G8indung mit ca. 7,5 kd/mol eher gering, was
wahrscheinlich daran liegen konnte, dass die Hatigl nicht oder nur partiell zum Verlust
der C&*-Bindung fiihrt.

Durch C&'"-Bindung erhéht sich auch die Kooperativitat dedtufay/Entfaltung. Diese
Erhohung deutet darauf hin, dass durch®*@®indung die l6sungsmittelzugangliche,
hydrophobe Oberflache im nativen Zustand verringért, verglichen mit der Cafreien
Form. Bestatigt wird das dadurch, dass GCAP-2 iffi-Gebundenen Zustand schlechter an
Liposomen bindet. Im Gegensatz dazu wurde beohiaadss sich das ANS-Signal nicht
deutlich durch die Bindung von €averkleinert. Dies wurde auch von Gorczyca et al.
beobachtet [99]. Mdglicherweise sind die zusataickexponierten hydrophoben Reste nicht
in grélReren, hydrophoben Bereichen assoziiert. ¢S nicht an einzelne hydrophobe
Reste, sondern nur an gréfl3eren, hydrophoben Beréicldet, kann als Erklarung dienen,
erklart aber trotzdem nicht die Diskrepanz zu deterschiedlichen Kooperativitaten im Ca
freien und C&-gebundenen Zustand.

Obwohl durch Bindung von Ghdie Kooperativitat der Faltung/Entfaltung erhohtrde,
waren die bestimmten m- umtiCpU-Werte immer noch vergleichsweise gering. Fur myr-
GCAP-2 ergab sich aus deiCsU-Wert eineAASA von ca. 2.600 A Das bedeutet nicht,
dass GCAP-2 wenig hydrophobe Reste besitzt. Im @ede GCAP-2 besitzt zahlreiche
hydrophobe Reste. Diese Reste sind bereits imarmatdustand auf der Protein-Oberflache
exponiert [14]. Das und die geringe thermodynanasstabilitéat, die weit geringer ist als fur
globulare Proteine dieser Grol3e, deutet darauf dass GCAP-2 einen Bindungspartner
misst. Die ROS-GC, an die GCAP-2 unter physioldugsc Bedingungen Gaunabhangig

gebunden zu sein scheint, kdnnte dieser Binduntyspasein.

Obwohl Md¢* im C&*-freien Zustand an GCAP-2 bindet [101], erhéht essén Stabilitat
nicht. Ahnliches wurde fir NCS-1 beobachtet. Da®-ALS-1 unterscheidet sich in seiner
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thermodynamischen Stabilitat nicht vom fgebundenen NCS-1 [143]. Dies kann durch die
um ca. drei GréRenordnungen niedrigeren®Vaffinitaten im Vergleich zu den CG&
Affinitaten begriindet werden. Eine deutlich klem&tabilisierung als fir Gawird erwartet,

falls es durch Denaturierung zum Verlust der Birglkammt.

4.1.2 Einfluss der Myristoylgruppe

In Abwesenheit von CGA tragt die Myristoylgruppe weder zu einer Erhdhudgr
thermodynamischen Stabilitat bei, noch wird die pem@tivitat der Faltung/Entfaltung durch
diese Gruppe verandert. Fir non-myr-GCAP-2ABS5A unter dieser Bedingung identisch.
Deshalb wird in Abwesenheit von €alie gleiche Kooperativitét als auch thermodynahesc
Stabilitat gemessen. Es ist daher anzunehmen, dias$lyristoylgruppe im CH-freien
Zustand nicht im Inneren des Proteins verborgetiegir Auch wurde ein starkeres ANS-
Signal fiur das Cé-freie myr-GCAP-2 gemessen, als fiir non-myr-GCAFBZes deutet
ebenfalls darauf hin, dass die Myristoylgruppe =ngigh ist. Weiterhin kann die
Myristoylgruppe in Membranen vorliegen. Zusatzlidnn anhand des isotropen Signals im
FestkdrpeH Spektrum vermutet werden, dass die Myristoylgeyppenn sie nicht in der
Membran vorliegt, vermutlich I6sungsmittelexponi&t. Auch kann die zusatzliche SH-
Gruppe an der Fettsdure von DTNB und IAA modifiziwerden. Dass die Myristoylgruppe
zumindest partiell I6sungsmittelexponiert ist, wairbdereits anhand von Vergleichen mit
NMR-Spektren der Myristoylgruppe von Recoverin agchlagen. Allerdings wurde auch
gezeigt, dass keine der theoretisch moéglichen HEnkegsstellen am N-Terminus tatsachlich
durch limitierte Proteolyse mit V8-Protease gesttaniwird [98], was gegen einen freien N-
Terminus spricht. Es ist also anzunehmen, dasMgiestoylgruppe auf der Oberflache des
Proteins aufliegt und in ihrer Zuganglichkeit mimlrbeschrankt ist, was sich auch in den
reduzierten Umsatzraten der zuséatzlichen Thiolggupp Vergleich zur voll zugéanglichen
Thiolgruppe des Cys 131 widerspiegelt.

Bisherige Untersuchungen zur Lokalisation der Betts im C&'-freien Zustand
beschrankten sich auf GCAP-1 und dabei auf die ¥edung der Fluoreszenzsonde 7-
Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol, die mit dem terminalerKohlenstoffatom eines
Palmitinsaurerestes verbunden war. Leider bleiberAdtoren den Beweis der Funktionalitat
des derartig modifizierten Proteins schuldig [9Durch den Einbau einer derart grof3en
Fluoreszenzsonde sind sterische Behinderungengestiei Stérung des hydrophoben Kerns

mehr als wahrscheinlich. Selbst eine N-terminalg/lidoung mit Palmitinsdure wurde fir
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native GCAP nicht gefunden [31] und gilt aufgrundr dSubstratspezifitat der NMT1 als
unwahrscheinlich [137]. Dennoch wurde anhand derorélszenzspektren des markierten
Proteins postuliert, dass die Acylgruppe von GCABth in Abwesenheit von &aim
Inneren des Proteins verborgen vorliegt [97].

GCAP-2 ware nicht das einzige Protein, dass setygfuppe dem Losungsmittel exponiert.
So ist zum Beispiel im G&gebundenen Zustand die Myristoylgruppe von Rednver
l6sungsmittelexponiert [22]. Auch die Palmitoylgpgpvon FCaBP, einem €aBindeprotein

ausTrypanosama cruzscheint Idsungsmittelexponiert zu sein [147].

Im Cé&*-gebundenen Zustand wurde durch die Myristoylgrupgee Erhdhung der
thermodynamischen Stabilitat und der Kooperativitét Faltung/Entfaltung von GCAP-2
beobachtet. Obwohl es darauf hindeutet, dass digsppe mehr hydrophobe Oberflache
bedeckt und starker in der Struktur eingebundenwsirde keine signifikant langsamere
Modifizierung der SH-Gruppe an der Fettsaure egtitAuch war der Unterschied der ANS-
Bindung von myr-GCAP-2 und non-myr-GCAP-2 signifikawenn auch geringer als in
Abwesenheit von G4 Eine Erhthung der thermodynamischen Stabiliték Kinoperativitat
der Faltung/Entfaltung durch Myristoylierung wurdech fir NCS-1 beschrieben. Diese trat
sowohl in An- als auch in Abwesenheit von?Cauf. In Anwesenheit von Gawar sie
deutlicher [142]. Die Myristoylkette von NCS-1 gdber als I6sungsmittelexponiert, da sie
einer permanenten und €ainabhangigen Membranlokalisation in der Zelle t[&8], aber
auch keinen Einfluss auf d&N-'H HSQC-Spektrum von NCS-1 hat [141].

Demnach ist es durchaus méglich, dass sich durch*-Bladung/Dissoziation die
Myristoylgruppe in einer ahnlichen chemischen Umgepb befindet. Diese kdnnte in
Anwesenheit von CGA etwas hydrophober sein, was die thermodynamisdP@mmeter
erklaren wirde, aber dennoch partiell zuganglichmid wirde sich GCAP-2 strukturell von
GCAP-1 unterscheiden, dessen Myristoylgruppe gicder Kristallstruktur abgeschirmt im

Inneren des Proteins befindet [97].

4.2 Konformationsanderung nach C&*-Dissoziation

Mehrere Faktoren bestimmen die Umsatzgeschwindigkai Thiolgruppen. Zum einen ist es
erforderlich, dass die Thiolgruppe dem Reaktiornsgarzuganglich ist. Zum anderen kann
eine Thiolgruppe nur reagieren, wenn sie deprotgniglso als Thiolat vorliegt. Die

Reaktionen wurden bei neutralen pH durchgefiihre Dmsatzgeschwindigkeit hing also
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stark vom lokalen pk-Wert der Thiolgruppe ab. So wiirde eine Anderung plé,-Werts
von ca. 0,7 zu einer 5-fach schnelleren Reaktiohreft. Fir Thiolgruppen, die an
Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind, wirdeedrigere Umsatzgeschwindigkeiten
erwartet werden [148]. Die jeweilige Lokalisatiorrd3 Cysteinreste in der raumlichen
Struktur von GCAP-2 ist in Abbildung 4.1 dargestell

A i)

Abbildung 4.1: Molekulare Umgebung der Cysteine im°Ggebundenen Zustand von GCAP-2
(1JBA) [14]. (A) Cys 35 gticks links) befindet sich inboop der nicht funktionalen EF-Hand | (griin)
und bildet eine Wasserstoffbriickenbindung (gestitgizu Glu 44 gticks rechts) (B) Cys 111sficks
rechts) befindet sich in EF-Hand 3 (blau) und lilelee Wasserstoffbriickenbindung (gestrichelt) zu
GIn 164 §ticks links) in EF-Hand 4 (rot) aus. Beide Reste kouigtien ein C& (gelbe Kugeln) tiber
den Carbonylsauerstoff im Peptidrickgrat. (C) C§% fstickg befindet sich in einertoop zwischen
EF-Hand 3 (blau) und EF-Hand 4 (rot). Es ist nioh¢iner Wasserstoffbriickenbindung eingebunden
und befindet sich zuganglich auf der OberflacheliriIBA [14]).

Cys 35 wird beschleunigt in Abwesenheit vorf Gaodifiziert. Im C&*-gebundenen Zustand
liegt es in einer Wasserstoffbriickenbindung mit &uvor. In GCAP-1 entsprechen diese
Positionen dem Cys 28 und Glu 37. In def‘@gebundenen Struktur von GCAP-1, sowie von
GCAP-2, ist eine Wasserstoffbriickenbindung zwisathemThiolgruppe des Cysteins und der
Carboxylgruppe der Glutamatseitenkette ausgebji&07]. Sowohl bei GCAP-1 [106] als
auch bei GCAP-2 [149] wurde gezeigt, dass der DTNBsatz dieses Cysteins nach’Ca

Dissoziation gesteigert wird. Mdglicherweise brichei der durch Ca-Dissoziation
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ausgelosten Konformationséanderung diese Wassdimsiokenbindung auf. Anschlief3end
steht die Thiolgruppe als Substrat fur die DTNBwbiAA-Modifikation zur Verfligung.

Im C&*-gebundenen Zustand befindet sich der N-Termines dbr C-terminalen Helix der
EF-Hand 2 (sieh@bbildung 4.2). Diese Helix enthalt ein Peptid, d&schrieben wurde die
GCAP-2-abhéngige Aktivierung der ROS-GC1 zu kongreh [150]. Diese Helix konnte
nach C&'-Dissoziation freigelegt werden. Der N-Terminusdghdann an eine andere Stelle
im Protein, bzw. kann aus sterischen Griinden muoélir an diese Helix binden. Dagegen
konnte das myristoylierte, N-terminale Peptid voICAR-2 (myr-NT) an diese Helix
assoziieren und so eine Bindung an die ROS-GClindgm. Deshalb ist myr-NT ein
Kompetitor der ROS-GC1-Aktivierung.

Folgendes Modell ist denkbar. Eine durch?@Rissoziation in EF-Hand 2 ausgeldste
Konformationsanderung wird auf EF-Hand 1 Ubertragere EF-Hand 1 ist dabei eine
potentielle Scharnierstelle fur diese Konformatémderung. So kdnnte der N-Terminus von
der C-terminalen Helix der EF-Hand 2 entfernt werde

Abbildung 4.2: Der N-Terminus von GCAP-2 bedeckt die C-terminaldixivon EF-Hand 2. Die
Sequenz die myr-NT reprasentiert (rot) bedeckt@ieerminale Helix von EF-Hand 2 (orange) in
Anwesenheit von Ca (gelb). Die nicht funktionale EF-Hand 1 (grau) isine potentielle
Scharnierstelle  einer Konformationséanderung nach *-Dissoziation, bei der die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Cys 35 und @l(stickg bricht (nach 1JBA [14]).

Dass sich in diesem Bereich eine Konformationsamdgvollzieht, wurde auch durch andere
Methoden belegt. So wird nach Gissoziation vor Glu 44 eine Schnittstelle fiir V8-
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Protease zuganglich. Eine weitere Schnittstelledesim der N-terminalen Helix von EF-Hand
2 identifiziert [98].

Ein weiterer Hinweis fur dieses Modell ist, dasp 26 von GCAP-1, das homolog zu Trp 28
in GCAP-2 ist, nach C&Dissoziation l6sungsmittelexponiert wird [104]. Ii&&*-
gebundenen Zustand bildet dieser Rest aus der nralen Helix von EF-Hand 1
hydrophobe Wechselwirkungen mit Resten aus der@italen Helix von EF-Hand 2 [14].

Die durch C&'"-Dissoziation ausgeldste Konformationsanderungistlader nicht allein auf
den N-Terminus beschrankt zu sein. So wird nacH'-Dissoziation auch Cys 111
beschleunigt umgesetzt. Cys 111 ist an der direkteordination von C& in EF-Hand 3
beteiligt. Die Thiolgruppe befindet sich in Anwekeit von C&" sehr nahe dem GlIn 164,
einem Rest in EF-Hand 4. Die Thiolgruppe liegt wvetlibth in einer
Wasserstoffbrickenbindung zur Carboxylgruppe dertaBhinseitenkette vor und bildet eine
Kontaktstelle des EF-Hand-Paares [14]. Nach Dissiozi von C& wird auch diese
Thiolgruppe schneller umgesetzt, weil sie vermhtlioicht mehr so stark in die
Wasserstoffbriickenbindung eingebaut ist. Die DTNfRsdtzrate dieses Restes wird nach
Cd*-Dissoziation gesteigert [149]. In GCAP-1 ist de<®ystein homolog zu Cys 105. Es
wurde beschrieben, dass dieser Rest ebenfalls @ackDissoziation schneller von DTNB
umgesetzt wird [106]. Zwischen der Thiolgruppe dieRestes wird im Gagebundenem
Zustand ebenfalls eine Wasserstoffbriickenbindungizem Rest in EF-Hand 4 ausgebildet
[97].

Die Umsatzkinetik von Cys 131 wird nicht beeinflusBs liegt I6sungsmittelexponiert in
einem flexiblenloop der EF-Hand 3 und EF-Hand 4 verbindet [14]. Cys Ehdert
vermutlich seine molekulare Umgebung nicht. Damiirden Cystein-Mutationsstudien
bestatigt, bei denen ebenfalls keine Anderung desdifikationsrate dieses Cysteins

festgestellt wurde [149].

Auch die Umsatzrate der zusatzlichen Thiolgrupp&emFettsaure unterschied sich nicht in
Abhangigkeit von CH. Diese Gruppe ist zuganglich fiir die Reaktion BItNB und IAA,
scheint aber langsamer abzulaufen als die Modifikatvon dem C&-unabhangig
exponierten Cys 131. Das deutet darauf hin, dassGduppe in ihrer Zugéanglichkeit, bzw.

Reaktivitat leicht beschrankt ist.
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Ein Modell, das die CGainduzierten Konformationsanderungen zusammenfasst,in
Abbildung 4.3 dargestellt.

A B
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Abbildung 4.3: Modell des C&-gebundenen und Eafreien Zustandes von GCAP-2. (A) In
Anwesenheit von Cabedeckt der N-Terminus von GCAP-2 einen hydrophdbereich (orange). An

der Wechselwirkung ist auch der N-terminale Acyl{esange gezackt) beteiligt. Thiolgruppen (griine
Dreiecke) weisen je nach ihrer Zugénglichkeit odlr Ausbildung von Wasserstoffbricken
(gestrichelt) zu Akzeptoren (rotes Funfeck) unteiestliche Reaktivitdten auf (*=langsam, **=mittel,
***=gchnell). (B) Nach C&'"-Dissoziation kommt es zu zahlreichen Konformatiorterungen. Dabei
brechen Wasserstoffbriickenbindungen auf und Thiplgen werden reaktiver. Der N-Terminus legt
einen hydrophoben Bereich frei.

4.3 Mechanismus der Membranbindung

Die Myristoylierung dient nicht der Membranbindungas auch in dieser Arbeit bestatigt
wurde. Anders als Recoverin, das in Anwesenhetir aicht in Abwesenheit von &a an
Membranen bindet, assoziiert GCAP-2 verstarkt ivvégenheit von Gaan Lipidvesikel.
Dass GCAP-2 keinen klassischen bzw. inversen Myistwitch vollzieht, bei dem die
Myristoylgruppe in Anwesenheit von €averborgen und im CGafreien Zustand exponiert
ist, wurde bereits von anderen Gruppen vorgeschlfiger;151].

Die Bindung an Membranen wird vermutlich ebenfailsht durch ionische Wechselwirkung
basischer Aminosauren mit negativ geladenen Lipétkoppen vermittelt, da die Erhéhung
der Konzentration an negativ geladenen POPS in ailegesetzten Modellmembranen zu
keiner verbesserten Bindung fuhrte.

Die spezifische Anderung der Ordnungsparametersdiigids im Gemisch wurde im Falle
der Bindung von Saposin C an Membranen beobadtiet.fihrte die Inkubation dieses, an
negativ geladene Kopfgruppen bindenden, lysosomBlezyms mit Membranen zu einer
starkeren Verringerung der Ordnungsparameter fuP3CDie spezifische Bindung von

Saposin C an die Phosphatidylserin-Kopfgruppe fiatrgrol3erer Flexibilitat der Acylketten
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und verringert dadurch den Ordnungsparameter. Dim@gsparameter von POPC wurden
weniger verandert [152]. Auch bei Bindung von NKe&em antimikrobiellen Peptid, an
Membranen wurde eine Verringerung des Ordnungspieasder Lipide errechnet. Dabei
verringern sich die Ordnungsparameter der negagladgnen Membranlipide ebenfalls
starker als die der neutral geladenen [153].

Bei der Bindung von GCAP-2 wurden allerdings diedi@mgsparameter von POPS nicht
signifikant beeinflusst. Generell wurde keiner @rdnungsparameter der Lipide im Retina-
Mix durch GCAP-2-Bindung verandert, was gegen aipezifische Interaktion GCAP-2 mit
einer oder mehrerer Kopfgruppen der Membranlippiecht.

GCAP-2 hat einen theoretischen isoelektrischen Punik ~4,8. Unter physiologischen bzw.
den Messbedingungen ist es also negativ geladdrerlascheint es plausibel, dass GCAP-2
nicht tGber elektrostatische Wechselwirkungen an bramen bindet, die die gleiche Ladung
tragen. Ahnliches wurde fir NCS-1 beobachtet, dasesintrinsische Fluoreszenz starker
andert, wenn es mit POPC-Liposomen inkubiert wald, mit POPS [154]. NCS-1 hat einen
isoelektrischen Punkt von ~4,7.

Zusammen mit der Beobachtung, dass auch die Mylistang nicht zur verbesserten
Membranbindung beitragt, kann vermutet werden, ddiss Bindung von GCAP-2 an
Membranen von hydrophoben Seitenketten vermittel.v60 bindet das myr-NT an LUVSs.
Die Bindungsausbeuten wurden mit ca. 75% angegebérsind damit fast doppelt so hoch,
wie fur myr-GCAP-2. Die Aminosauren Gly 1, Phe 4ukla 9 des gebundenen myr-NT sind
in der Lipid-Wasser-Grenzflache lokalisiert. Obstie Peptid auch ohne die Myristoylgruppe
an Membranen bindet, wurde nicht untersucht [155].

Das GCAP-2 zahlreiche hydrophobe Reste auf der flabke prasentiert, die fir eine
Membranbindung in Frage kommen, wurde im Kapitell dereits dargelegt. Die
VergroRerung der hydrophoben Oberflache nach Dissoz von C&', um bis zu zwei
Dritteln (Tabelle 3.6), fuhrt zu einer verstarktstembranbindung. Da GCAP-2 bereits im
Cd*-gebundenen Zustand partiell an Membranen bindetstarken die zusatzlichen
exponierten, hydrophoben Reste die MembranbinduAgch eine Umorientierung

hydrophober und geladener Reste kdnnte zur vetstilembranbindung fihren.

Obwohl die Membranbindung durch hydrophobe Seitgéeke vermittelt wird, ist die
beobachtete partielle Quadrupolaufspaltung der edienten Myristoylgruppe von
membrangebundenem GCAP-2 ein Anzeichen fur einertioa der Lipidmodifikation in die

Membran. Dabei waren die Ordnungsparameter allerhldfstoffpositionen der
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Myristoylgruppe deutlich kleiner als die der Memfirpide aus Retina-Mix-Vesikeln. Dies
ist auf die unterschiedliche Kettenlange der Mpgkiruppe im Vergleich zu den Lipidketten
im Retina-Mix zurlickzufiihren. So waren die Ordnyagameter der Myristoylgruppe mit
denen bei Bindung an DMPC und von DMPC selbst e&hbar. Die Dynamik der
Myristoylgruppe war also nicht von den verwendetdnpiden abhangig. Die
Ordnungsparameter der Myristoylgruppe waren bed@&ng an DMPC zwischen der 5. und
11. Kohlenstoffposition geringer als die der Menmmiide. Das ist identisch zu den
Ordnungsparametern des myr-NT alleine [155]. DassLgpidmodifikation von Proteinen
eine groRere Flexibilitat als die Membranlipide veeisen kann, wurde auch fir Ras
beobachtet. Fur die Palmitoylierung, die N-Ras @remt an Membranen bindet, wurden
deutlich kleinere Ordnungsparameter bestimmt algitiMembranlipide [156]

Ein weiterer Anteil der Myristoylgruppen schienifi@weglich vorzuliegen. Dieses Signal
konnte von ungebunden GCAP-2 verursacht werden, siels zusammen mit seiner
Myristoylgruppe so schnell bewegt, dass sich dieadpupolaufspalpaltung nivelliert.
Alternativ koénnte es sich dabei um LUV gebundene€AB-2 handeln, dessen
Myristoylgruppenicht in der Membran verankert vorliegt, sonder fi@veglich ist.

Dieses isotrope Signal wurde auch fur membrangeimesl Recoverin beobachtet, das ein
sehr ahnliche$H-NMR-Spektrum aufweist [44]. Damit unterscheidishsdas?H-Spektrum
der Myristoylgruppe dieser beiden NCS véhtSpektrum des myr-NT, das kein isotropes
Signal zeigt [155].

Auf den ersten Blick erscheint es sehr widerspiidtbhdass die Myristoylgruppe von GCAP-
2 zwar keinen signifikanten Beitrag zur Membraniimgl leistet, aber trotzdem zu einem
gewissen Anteil darin verankert vorliegt. Dies kfinrdamit begrindet sein, dass zwei
potentiell membranbindende Motive existieren. EBiadung Uber beide Motive zugleich
konnte sterisch gehindert sein. Der Energiebeigsngr inserierten Myristoylkette in der
Membran konnte durch andere Konformationsanderukgempensiert werden. Das erklart
auch, warum das myr-NT, das vermutlich lediglichesi der beiden membranbindenden

Motive darstellt, kein isotropes Signal zeigt [155]

4.4 Regulation der ROS-GC1 durch GCAP-2

Offensichtlich wird durch dieMyristoylgruppe, selbst wenn sie sich partiell zugjich auf
der Proteinoberflache befindet, nicht die Membradbng vermittelt [117]. GCAP-2 erfillt
in An- und Abwesenheit von &aeine Aufgabe. Es kann die ROS-GC sowohl inhibieten
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auch aktivieren. Demnach ist es wahrscheinlich peent an die ROS-GC, ein
Membranprotein, gebunden. Dagegen dient der Myilistvitch von Recoverin der G
abhangigen Membranlokalisation und damit def*@dhangigen Kontrolle der Aktivitat
seines Zielproteins.

Die Aktivierung der ROS-GC1 wird durch den N-Termsnvermittelt. So konnte gezeigt
werden, dass myr-NT die ROS-GC1 im gleichen Malliaken kann wie 10 uM GCAP-2.
Das ist eine volle Aktivierung. Wahrend der g@Vert der ROS-GC1-Aktivierung durch
GCAP-2 bei weniger als 5 uM liegt, wurde fur myr-Hih EGe-Wert von 200 uM bestimmt.
Die Affinitdt des myr-NT fur die ROS-GCL1 ist alsergqhger als die des gesamten GCAP-2.
Das ist nicht Uberraschend, da das myr-NT wenidgerl@ % der Sequenz von GCAP-2
reprasentiert.

Gleichzeitig war myr-NT auch in der Lage die ROS4a&ktivierung durch GCAP-2 zu
kompetieren. Der I6g-Wert der Inhibition lag bei ca. 10 uM und damit umehr als eine
GroRRenordnung unter dem E&Wert der Aktivierung durch myr-NT allein. Eine librerung
der GCAP-abhangigen ROS-GC-Aktivierung wurde bertit ein N-terminales Peptid von
GCAP-1 beschrieben. Dabei wurde ein nahezu iddmid&s-Wert bestimmt [77].
Zusammengefasst bedeutet das, dass myr-NT dieigktng der ROS-GC1 auf zwei Weisen
beeinflusst. Der eine Prozess hat eine vergleiciseweohe Affinitat und beeinflusst die
Aktivierung durch GCAP-2. Der zweite Prozess isahimingig von GCAP-2 und fihrt zu
einer Aktivierung der ROS-GC1. Dieser beruht vefioltauf der direkten Wechselwirkung
des myr-NT mit dem ROS-GC1-Komplex.

Dagegen findet die Inhibierung der GCAP-2-abhangiB®©S-GC1-Aktivierung durch myr-
NT bei einer &quimolaren Konzentration statt. Hesdm Prozess scheint es sich nicht um die
Bindung an die ROS-GC1 und damit um die VerdrangtorgGCAP-2 zu handeln. Vielmehr
scheint myr-NT an GCAP-2 zu binden. So kénnte eReste der C-terminalen Helix von EF-
Hand 2 assoziieren und dadurch die Affinitat vonABPE2 zur ROS-GC1 reduzieren. Die C-
terminale Helix von EF-Hand 2 ware der Bereich, ideiC& -gebundenen Zustand mit dem
myristoylierten N-Terminus interagiert. Dies wéarebkpg zur Wirkungsweise von Recoverin,
das nach Exposition der membranbindenden Myristaplge mit Resten, die im Eafreien
Zustand die Myristoylgruppe koordinieren, sein gretein bindet [157].

Da der N-Terminus eine vergleichsweise geringe nitdit zur ROS-GC1 hat, sind noch
andere Motive notwendig, um eine Bindung von GCARBr2 damit eine Regulation der

ROS-GC1 zu gewabhrleisten. Dabei ist denkbar, dask weitere Bereiche von GCAP-2 an
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der Bindung beteiligt sind. Ein Modell zur Aktivierg der ROS-GC1 ist in Abbildung 4.4

dargestellt.

Abbildung 4.4: Modell der Aktivierung der ROS-GC1 durch GCAP-2 utid Kompetition durch
myr-NT. (A) Die Konformationséanderung nach “GRissoziation legt einen Bereich (orange) von
GCAP-2 (hellblau) frei der an die ROS-GC1 bindB). Per N-Terminus (rot) kann nun an die ROS-
GC1 binden und aktiviert diese. (C) Myr-NT (rot)nbet an den Bereich von GCAP-2, der die
Interaktion mit der ROS-GC1 vermittelt. Dadurchsdiziert GCAP-2. (D) Wird myr-NT in hohen

Konzentration eingesetzt, bindet es an die ROS-@tllaktiviert diese.

Eine intermolekulare Protein-Protein-Wechselwirkudge u.a. von einer Myristoylgruppe
vermittelt wird, scheint auch fir die Wechselwirguvon Recoverin und Caldendrin
verantwortlich zu sein [158]. Analog dazu kann veteh werden, dass die N-terminale
Acylierung von GCAP-2 nicht der Membranbindung, cem der direkten Wechselwirkung
mit dem Zielprotein dient. Da gezeigt wurde, dasg-@CAP-2 ein besserer Aktivator der
ROS-GC als non-myr-GCAP-2 ist [118], kdnnten duBthdung der Myristoylgruppe an die
ROS-GC1 beide Untereinheiten in eine Orientierungirzander gebracht werden, die eine

effektiver Produktion von cGMP gewabhrleistet.
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4.5 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten zahlreiche famankte fir weitere Studien. Dabei sind
vor allem Experimente zur Aufklarung des Aktivieggmechanismus von grolden,
wissenschaftlichen Interesse. So wére es sehr tsesewzu klaren, welchen Einfluss der
nicht-myristoylierte N-Terminus von GCAP-2 auf diktivitat der ROS-GC1 und deren
Aktivierbarkeit durch GCAP-2 hat. Analog dazu kd@mtiese Experimente auch fur GCAP-
1 durchgefihrt werden. Interessant ware in diesesaimenhang, ob sich die Aktivierung
der ROS-GC1 durch GCAP-1 auch durch das N-termiRa&letid von GCAP-2 inhibieren
lasst und umgekehrt.

Fur ein detailliertes Verstandnis der Wirkungsweider Inhibierung der ROS-GC1-
Aktivierung durch myr-NT sind Wechselwirkungsstudieron myr-NT und GCAP-2
interessant. Dabei konnte man den Einfluss der dityylgruppe am myr-NT auf die Bindung
an GCAP-2 untersuchen, indem man auch die Bindwegy rdcht-myristoylierten Peptids
charakterisiert. Dazu bieten sich z.B. ITC-Untehsugen an.

Da durch Zugabe von myr-NT die Loslichkeit von Gieien GCAP-2 erhéht wird
(personliche Mitteilung von Stephan Theisgen, Ursitat Leipzig), konnte dieser
physiologisch relevante, aber auf struktureller iebenverstandene Zustand charakterisiert

werden.

Fur ein besseres Verstandnis des Mechanismus d&r@&DRegulation sind zwangslaufig
Wechselwirkungsstudien mit ROS-GC oder deren Dom&adorderlich. Dabei sollte
langfristig ein strukturelles Verstandnis des Koexgls aus ROS-GC und GCAP angestrebt
werden. Um dieses Ziel zu erreichen, ist die Expoesund Reinigung der ROS-GC oder

deren Domanen in grof3en Mengen erforderlich.
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Abbildung 6.1: Chemisch induzierter Ubergang von (A) myr-GCAP-2Aimwesenheit von 1 mM
Cd* und (B) mit zusatzlich 10 mM Mgg!l(C) myr-GCAP-2 in Anwesenheit von 1 mM EGTA und
(D) mit zusatzlich 10 mM MgG] (E) non-myr-GCAP-2 in Anwesenheit von 1 mM EGTAdUF) mit
zusatzlich 10 mM MgGINatives @) und in 6 M GuHCI entfalteteso] non-myr-GCAP-2 in einer

Konzentration von 0,11 mg/ml wurde 1 h bei den gepenen GuHCI Konzentrationen inkubiert. Das

CD-Signal bei 222 nm wurde aufgenommen und ubes Bémittelt. Alternativ wurden 16 pg/ml

natives non-myr-GCAP-2X) 1 h bei den angegebenen GuHCI Konzentrationembiekt. Ein

Fluoreszenzemissionsspektrum wurde nach Anregurig 2B6 nm aufgenommen und dreimal

akkumuliert. Das Signal von 349-351 nm wurde gestittind fir den Plot verwendet. Die Daten

wurden normalisiert und global nach einem Zwei-Zods-Modell gefittet-{).
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Abbildung 6.2: temperaturinduzierter Ubergang und Duplikat von @g/ml (A+B) myr-GCAP-2
in Anwesenheit von 1 mM Cagl(C+D) myr-GCAP-2 in Anwesenheit von 1 mM EGTA u(itF)
non-myr-GCAP-2 in Anwesenheit von 1 mM EGTA bei O#),2M (0),3M (m),4 M (@), 5M (4A)
und 7 M (\) GuHCI. Das CD-Signal wurde bei 222 nm von 1-80v&Efolgt, bei einer Heizrate von
1 °C/min. Die Daten wurden global nach einem Zwestands-Modell gefittet).
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Tabelle 6.1 Fitparameter der kombinierten Temperatur- und [GiHit@uzierten Ubergange. Die
angegebenen Werte entsprechen dem Mittelwert usmad&tdabweichung einer Doppelbestimmung.
Dabei istAH, die Entfaltungsenthalpie in Abwesenheit von Denatungsmittel bei 25°CAS, die

Entfaltungsentropie in Abwesenheit von Denaturigamittel bei 25°CAC,U wurde bereits in einem
vorherigen Kapitel erklart, mH ist die Abhangigkeiton AH, von der Konzentration an
Denaturierungsmittel, mS ist die Abhangigkeit vonS, von der Konzentration an
Denaturierungsmittel und mC ist die AbhangigkeitnvdC,U von der Konzentration an

Denaturierungsmittel.

Fitparameter +C&" -Cat

-Mgz+ -Mgz+

myr-GCAP-2 non-myr-GCAP-2 myr-GCAP-2  non-myr-GCAP-2

AHo (3/mol) 20885628 260088172 10282932 191055668
ASy (J/mol*K) 8.0£9.3 35.426.4 -4.@4.9 28.315.9
ACyU (I/mol*K) 16771 1125172 764365 72323
mH (J/mol*M)  |-618QGt1705 -801%2211 -4494442 -80732196
mS (J/mol*K*M) |-6.1+3.7 -13.6¢7.3 -3.%2.0 -14.96.5
mC (J/mol*K*M) | -181+118 -2461 -63122 14:35
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Erganzung zu Abbildung 3.20 Die analysierten Peptide in (A) sind)(WYKKFLEECPSGTLF
(2-fach geladen), ¥) YKKFLEECPSGTLF (2-fach geladen)m) YKKFLEECPSGTLF (1-fach
geladen), €) WYKKFLEECPSGTL (2-fach geladen)A() LEECPSGTLF (1-fach geladen) un@)

LEECPSGTLF (2-fach geladen), in (B)e)( KIYDKDRNGCIDRQEL (2-fach geladen), Y)

KIYDKDRNGCIDRQEL (3-fach geladen), ) KIYDKDRNGCID (2-fach geladen), &)

KIYDKDRNGCIDRQELLD (2-fach geladen), &) KIYDKDRNGCIDRQELLD (3-fach geladen)
und (@) KIYDKDRNGCIDRQELL (2-fach geladen), in (C»} KLKKACSVE (1-fach geladen),X)

KLKKACSVE (2-fach geladen),W) KLKKACSVEVE (2-fach geladen),4) SIYKLKKACSVE (2-

fach geladen), &) SIYKLKKACSVE (3-fach geladen),®) SIYKLKKACSVEVE (2-fach geladen)
und (%) SIYKLKKACSVEVE (3-fach geladen) und in (D»§ Mercatododecanyl-GQQ.
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