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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die NO/cGMP/PKG-Signalkaskade

1.1.1 Signaltransduktion

Fiir die Entdeckung des gasformigen Molekiils Stickstoffmonoxid (NO) als Signalmolekiil im
kardiovaskuldren System erhielten die Forscher R. F. Furchgott, L. J. Ignarro und F. Murad
1998 den Nobelpreis fiir Medizin [ 102]. Die Bedeutung und die Funktionen dieses Botenstoffes
sind noch heute von grolem Interesse und Gegenstand aktueller Forschung. NO entfaltet seine
Wirkung im Korper durch eine Dilatation von Gefdfen. Einige Pharmaka, die NO freisetzen,
stehen bereits seit Jahren zur Verfiigung. Der wohl bekannteste Wirkstoff ist dabei der NO-
Donor Nitroglycerin, welcher vor allem in der Therapie der Angina pectoris Anwendung findet

[55, 79].

Die endogene Bildung des gasformigen Radikals NO wird durch die Enzymfamilie der NO-
Synthasen (NOS) katalysiert. Diese setzen das Substrat L-Arginin unter Verbrauch von
Sauerstoff und Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) zum Botenstoff NO und
L-Citrullin um (s. Abbildung 1-1). Von den NO-Synthasen sind bislang drei Isoformen bekannt:
die endotheliale NOS (eNOS, NOS3), die induzierbare NOS (iNOS, NOS2) sowie die
neuronale NOS (nNOS, NOS1). Die eNOS und die nNOS werden konstitutiv exprimiert,
weshalb diese als konstitutive NO-Synthasen bezeichnet werden. Die iNOS hingegen ist auf
transkriptioneller Ebene induzierbar. Urspriinglich bezog sich die Namensgebung der NO-
Synthasen dabei auf die Gewebe, in denen die jeweiligen Isoformen erstmals beschrieben
wurden [34, 35].

Als gasformiges Molekiil mit kurzer Halbwertszeit kann NO sehr schnell durch die
Zellmembran in das Zytosol diffundieren. Dort ist der wichtigste NO-Rezeptor die 16sliche
Guanylylzyklase (NO-GC, sGC). Bei diesem Enzym handelt es sich um ein Heterodimer, von
dem je eine ai- und ax- sowie eine Bi- und B2-Untereinheit beschrieben sind. Die ai/Bi1- sowie
die oo/Pi-Isoform sind dabei am weitesten verbreitet. Ein funktionelles Dimer, das die
B2-Untereinheit enthélt, wurde allerdings noch nicht beschrieben [36, 63, 83]. An der
B-Untereinheit befindet sich eine prosthetische Him-Gruppe. Durch Bindung von NO an diese
Ham-Gruppe kommt es zu einer katalytischen Umwandlung von Guanosin-5°-triphosphat
(GTP) in das zyklische Guanosin-3¢,5‘-monophosphat (cGMP) [3, 36, 57, 83, 133]. Neben der

Bildung tiber die NO-GC kann cGMP auch iiber die partikuldre Guanylylzyklase (pGC), die in
4
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der Zellmembran verankert ist, gebildet werden. Bei der pGC handelt es sich um einen Rezeptor
fiir die natriuretischen Peptide — atriales natriuretisches Peptid (ANP), B-Typ natriuretisches
Peptid (brain natriuretic peptide, BNP) und C-Typ natriuretisches Peptid (CNP) [36, 68].
cGMP ist ein bedeutender Botenstoff, der an der Regulation einer Vielzahl von zelluldren
Prozessen beteiligt ist. Zielstrukturen dieses Molekiils sind beispielsweise zyklische Nukleotid-
gesteuerte  Kationenkandle (CNG-Kanidle) und Phosphodiesterasen (PDEs). Die
Haupteffektoren von cGMP stellen jedoch die cGMP-abhingigen Proteinkinasen (PKG, cGK)
dar [12, 53, 55]. Diese werden in Kapitel 1.1.2 néher beschrieben.

L-Arginin

NOS Natriuretische @
L-Citrullin

Peptide @ ® ©

Abbildung 1-1: Der NO/cGMP/PKG-Signalweg

Das gasformige Stickstoffmonoxid (NO) wird durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin gebildet und
diffundiert durch die Zellmembran ins Zytosol, wo es an die 16sliche Guanylylzyklase (NO-GC) bindet. Die
aktivierte NO-GC katalysiert anschlieBend die Umwandlung von Guanosin-5°‘-triphosphat (GTP) in das
zyklische Guanosin-3°,5°‘-monophosphat (cGMP). cGMP kann aulerdem durch die partikuldre Guanylylzyklase
(pGC) gebildet werden. Diese wird durch die natriuretischen Peptide (NP) aktiviert. Zielstrukturen von cGMP
sind vor allem die cGMP-abhingigen Proteinkinasen (PKGI und PKGII), sowie zyklische Nukleotid-gesteuerte
Kationenkanéle (CNG) und Phosphodiesterasen (PDEs). Die weitere Beschreibung befindet sich im Text.

Die Wirkdauer des gebildeten cGMP héngt von den PDEs ab. Bei diesen handelt es sich um
Enzyme, die zyklische Nukleotide, wie cGMP oder zyklisches Adenosin-3¢,5‘-monophosphat
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(cAMP), durch Hydrolyse spalten konnen. Dabei wird cGMP zu Guanosin-5‘-monophosphat
(GMP) und cAMP zu Adenosin-5‘-monophosphat (AMP) abgebaut. Bislang konnten elf
Familien von PDEs identifiziert werden, die durch alternatives Spleiflen entstehen. cGMP wird
hauptsdchlich durch die PDES,6 und 9 spezifisch hydrolysiert, wihrend die spezifische
Hydrolyse von cAMP iiberwiegend {iber die PDE4,7 und 8 vermittelt wird. Alle anderen PDEs
sind in der Lage sowohl cGMP als auch cAMP abzubauen [26, 64]. Weiterhin kann cGMP die
Aktivitdt der PDE2 und 3 modulieren, welche ebenfalls cAMP spezifisch hydrolysieren, indem
cGMP entweder die PDE2 aktiviert oder die PDE3 hemmt. Uber diesen sogenannten crosstalk
kann cGMP somit Einfluss auf die cAMP-Konzentration in einer Zelle nehmen [7, 117, 146].

1.1.2 c¢GMP-abhingige Proteinkinasen

Die cGMP-abhéngigen Proteinkinasen (PKG, cGK) gehdren zur Klasse der Serin/Threonin-
Kinasen und stellen die mit Abstand wichtigsten Effektoren von cGMP dar. Nach Aktivierung
durch cGMP katalysieren sie die Ubertragung einer Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat
(ATP) auf die Aminosduren Serin (Ser) oder Threonin (Thr) bestimmter Zielproteine [55, 73,
114]. Es existieren zwei Gene, die filir diese Enzyme codieren. Das Gen Prkgl codiert fiir die
PKGI, von der aufgrund von alternativem Spleiflen zwei Isoformen exprimiert werden — PKGla
und PKGIP. Diese beiden PKGI-Isoformen sind als losliche Proteinkinasen im Zytosol
lokalisiert. Die PKGII hingegen wird von dem Gen Prkg2 codiert und liegt durch eine N-
Myristoylierung fest verankert an der Zellmembran vor [32, 127, 136].

Generell sind die PKGs aus drei funktionellen Doménen aufgebaut: eine N-terminale Doméne,
eine katalytische Domine sowie eine regulatorische Domédne (s. Abbildung 1-2). Die
N-terminale Doméne beinhaltet sowohl das Leucin-Zipper-Motiv, das fiir die Dimerisierung
des Enzyms von Bedeutung ist, als auch eine autoinhibitorische Domine, durch die die
Aktivierung des katalytischen Zentrums kontrolliert wird. An der C-terminalen katalytischen
Domine befindet sich je eine Bindungsstelle fiir ATP und fiir das Substratprotein, auf das die
Phosphatgruppe iibertragen wird. In der regulatorischen Doméne sind zwei cGMP-
Bindungsstellen lokalisiert, die sich in ihrer Affinitdt zu cGMP unterscheiden. Eine Bindestelle
weist dabei eine hohe Affinitidt zu cGMP auf, wihrend die andere eine niedrige Affinitit zeigt.
Durch die Bindung von ¢cGMP kommt es zu einer Konformationsinderung des Enzyms,
wodurch die Inhibierung durch die autoinhibitorische Domédne aufgehoben wird und die

Phosphorylierung des Substrates ermoglicht wird [54, 55].
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N-terminale D. regulatorische D.  katalytische D.
PKGlat (671 A5) HN— |tz | |a] | ecemPi | cevpi |ATP| substrat |— cooH
PKGIB (686 AS) HN— [z | [a] | eempi | campii |ATP| substrat f— cooH
PKGII (76245) H,N—] | iz | |a] | cempi | cempi [atp| substrat |— coon

Abbildung 1-2: Aufbau der cGMP-abhéngigen Proteinkinasen

Die N-terminale Domidne (N-terminale D.) beinhaltet das Leucin-Zipper-Motiv (LZ) sowie die
autoinhibitorische Doméne (Al). In der regulatorischen Doméne (regulatorische D.) befinden sich zwei
Bindestellen fiir zyklisches Guanosin-3°,5‘-monophosphat (¢cGMP I und ¢cGMP II). In der katalytischen
Doméne sind sowohl die Bindestellen fiir Adenosintriphosphat (ATP) als auch fiir die Substratproteine
(Substrat) lokalisiert. Die verschiedenen cGMP-abhédngigen Proteinkinasen (PKGla, PKGIf und PKGII)
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Aminoséuren (AS). Eine weitere Erlduterung befindet sich im Text.

Die PKGs werden in vielen verschiedenen Geweben exprimiert. Eine starke Expression der
PKGI kann in Thrombozyten, in der glatten Muskulatur, in der Niere, im Cerebellum, in den
Spinalganglien, im Hippocampus und in der neuromuskuldren Endplatte gezeigt werden. Die
beiden Isoformen der PKGI unterscheiden sich dabei hinsichtlich ihrer Expression in den
unterschiedlichen Geweben. Wéhrend die PKGla vor allem in der Lunge, im Herz, in den
Spinalganglien sowie im Cerebellum lokalisiert ist, kann die PKGIP vor allem in Thrombozyten
und in Neuronen des Hippocampus nachgewiesen werden. Eine Co-Expression von PKGIa und
PKGIB liegt in glattmuskuldren Geweben wie Uterus, Blutgefdlen sowie Darm und Trachea
vor [44, 54]. Die PKGII ist dagegen im Gehirn, in der Niere, in der Lunge, in Chondrozyten, in
der Nebennierenrinde und in der Darmmukosa lokalisiert [31, 54, 73, 130, 135].

Fir die PKGI ist eine Vielzahl von Substraten bekannt. Einige konnen dabei von beiden
Isoformen phosphoryliert werden, andere nur spezifisch von einer der beiden Isoformen. Von
vielen Substratproteinen ist die Spezifitdt hingegen noch nicht bekannt [55, 110]. Das
Vasodilatator-stimulierte Phosphoprotein (VASP), das an der Regulation des Aktin
Zytoskeletts und am Transport von Vesikeln beteiligt ist, wird ubiquitidr exprimiert und kann
sowohl iiber die PKGla als auch iiber die PKGIP phosphoryliert werden [18, 51]. Die
Untereinheit der Myosinphosphatase myosin phosphatase targeting subunit 1 (MYPT1) wird
spezifisch iiber die PKGIa phosphoryliert. Durch die Phosphorylierung von MYPT1 wird die
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP) aktiviert, was eine Abnahme der Ca?*-Sensitivitit
zur Folge hat [142]. Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat

1 (IRAG1) hingegen, welches die Ca®'-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern moduliert,
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interagiert spezifisch mit der PKGIB und wird auch durch diese phosphoryliert [45, 109].
IRAG1 wird in Kapitel 1.1.3 ndher beschrieben.

Ein Substrat der PKGII ist beispielsweise der cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR). Bei diesem Protein handelt es sich um einen Chloridkanal, der unter
anderem in der Lunge lokalisiert ist und fiir die Entstehung der Mukoviszidose von Bedeutung
ist [128]. Weiterhin soll durch Aktivierung der PKGII die Renin-Sekretion aus den

juxtaglomeruldren Zellen der Niere unterdriickt werden [131].

1.1.3 Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat 1

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat 1 (IRAG1) wurde
erstmals im Jahr 2000 von Schlossmann et al. beschrieben. Bis vor kurzem wurde es auch IRAG
genannt und dessen humanes Homolog trigt die Bezeichnung MRVI1 (murine retrovirus
integration site 1) [109]. IRAG1 besitzt an seinem C-terminalem Ende eine
Transmembrandoméne, liber die es am endoplasmatischen Retikulum (ER) verankert ist.
Zudem weist es eine coiled-coil-Doméne auf, die eine Protein-Protein-Wechselwirkung mit
dem Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 1 (IP3R1) ermdglicht (s. Abbildung 1-5).
Weiterhin sind zwei Phosphorylierungsstellen fiir die PKGIP vorhanden. IRAGI liegt dabei mit
der PKGIB und dem IP;R1 in einem trimiren Komplex vor [1, 109]. Eine Interaktion von
IRAG1 mit der PKGIla oder der PKGII konnte bisher jedoch nicht gezeigt werden. Die
Interaktion zwischen der PKGIB und IRAG1 findet zwischen der Leucin-Zipper-Region am N-
Terminus der PKGIPB und der Peptidsequenz zwischen den Aminoséuren 152 und 184 des
IRAG1-Proteins statt. Diese stabile Interaktion erfolgt dabei unabhingig von cGMP. Die Folge
dieser Interaktion ist eine cGMP-abhidngige Phosphorylierung von IRAG1 an der Aminoséure
Ser696, was wiederum in einer Hemmung der durch den IP;R1 vermittelten Ca**-Freisetzung
aus dem ER resultiert (s. Abbildung 1-3) [1, 19, 45, 109].

IRAG1 konnte bereits in einigen Organen und Geweben lokalisiert werden. Eine hohe
Expression ist dabei in der glatten Muskulatur zu finden. Dazu zéhlen zum Beispiel Magen,
Lunge, Uterus und Harnblase. Auch in Thrombozyten kann eine grole Menge an IRAGI
nachgewiesen werden. In der Milz hingegen ist IRAG1 nur in geringen Mengen vorhanden [44,

109]. Neuere Arbeiten zeigen auch eine Expression von IRAG1 im murinen Sinusknoten [97].
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Abbildung 1-3: Trimérer Signalkomplex aus IRAG1, PKGIf und IP:;R1

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat 1 (IRAG1) liegt zusammen mit der
cGMP-abhingigen Proteinkinase I (PKGIf) und dem Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 1 (IPsR1) in
einem trimdren Komplex vor. Nach Stimulation mit zyklischem Guanosin-3°,5‘-monophosphat (cGMP)
kommt es zu einer Phosphorylierung von IRAG1, was in einer Hemmung der Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)
vermittelten Calcium (Ca®")-Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) resultiert. Die weitere
Erkldrung befindet sich im Text.

Die (patho-)physiologischen Funktionen von IRAG!1 sind noch zu einem gro3en Teil unbekannt
und Gegenstand aktueller Forschung. Untersucht wurde die Funktion von IRAG1 erstmals an
IRAG1417A12_M4usen, bei denen das Exon 12 des Iragl-Gens, das fiir den N-terminalen
Bereich der coiled-coil-Doméne codiert, deletiert wurde. Durch diese Mutation wurde die
Interaktion mit dem IPsR1 unterbunden. In IRAG14!1%212_Tieren konnte dabei ein vergroBerter
Gastrointestinaltrakt sowie eine verminderte Darmmotilitit beobachtet werden. Auch an
globalen IRAG1-KO Maiusen, bei denen das Exon 3 des /rag/-Gens deletiert wurde, konnte
eine Vergroferung des Gastrointestinaltraktes gezeigt werden. Zudem war in beiden KO-
Mauslinien die gastrointestinale Relaxation verringert [28, 45].

Eine grofle Bedeutung kommt IRAG1 in Thrombozyten zu, wo es nach Stimulation mit cGMP
die Ca®"-Freisetzung und damit die Thrombozytenaggregation hemmt. In Untersuchungen
zeigten IRAG1-KO Thrombozyten eine erhdhte Ca®*-Freisetzung sowie eine erhdhte
Aggregationsrate. Bei Stimulation mit cGMP ist die Aggregationshemmung in IRAG1-KO
Tieren nahezu aufgehoben. IRAG1 vermittelt somit die NO/cGMP-abhingige Hemmung der
Thrombozytenaggregation. Bei Deletion von IRAGI1 kann weiterhin eine erhohte
Thrombusbildung nachgewiesen werden. Somit wird auch die Bildung von Thromben durch

IRAGI beeinflusst [2, 107].
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1.1.4 Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptoren

Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptoren (IP3R) sind Ca**-lonen-Kanile, die am ER lokalisiert
sind und eine bedeutende Rolle in den Ca®’-Signalwegen einnehmen. Bei Stimulation der
Phospholipase C (PLC) kommt es zur Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP; kann darauthin an die
IP3;-Rezeptoren binden, was zu einer Freisetzung von Calcium (Ca?") aus dem ER fiihrt [9, 10,
50].

In Sdugetieren existieren drei Isoformen des IP3-Rezeptors, die von drei verschiedenen Genen
codiert werden — IP3R 1, IP3R2 und IP3;R3 [118]. Diese zeigen grundsitzlich einen dhnlichen
Aufbau mit einer ausgepriagten Homologie in ihren Aminosduresequenzen, unterscheiden sich
jedoch in ihrem Expressionsmuster sowie in ithrer Affinitét zu IP; und Calcium [60, 87, 123].
Generell sind die IP3-Rezeptoren als Tetramere aufgebaut, die sich aus vier IP3R-
Untereinheiten zusammensetzen und dabei eine Kanalpore formen [21, 85]. Jede Untereinheit
kann zunichst klassisch in drei funktionelle Dominen unterteilt werden: eine N-terminale
Ligand-Bindungsdoméne, eine modulatorische Domine und eine C-terminale
Transmembrandoméne, welche die Kanalpore bildet [38, 39, 86, 87]. Neuere Untersuchungen
des IP3R1 postulieren jedoch ein sogenanntes Filinf-Doménen-Strukturmodell, bei der durch

IPs-Bindung verursachte Konformationsédnderungen beriicksichtigt werden (s. Abbildung 1-4).

IP;R H,N —K/S| IP; Innere Kopplungsdomane ™ GD |[— COOH

Abbildung 1-4: Fiinf-Domiinen-Strukturmodell des IP3-Rezeptors

Postulierter struktureller Aufbau des Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptors (IP;R) aus der N-terminalen
Kupplungs-/Suppressordoméne (K/S), der Inositol-1,4,5-trisphosphat-Bindungsdoméne (IP3), der inneren
Kopplungsdoméne, der Transmembrandomine/kanalbildenden Doméne (TM) sowie der C-terminalen
Gatekeeper-Domine (GD). Eine weitere Erlduterung befindet sich im Text.

In diesem Modell werden die IP3-Rezeptoren somit in fiinf funktionelle Doménen eingeteilt:
eine N-terminale Kupplungs-/Suppressordomine, eine IP3-Bindungsdomine, eine innere
Kopplungsdoméne, eine Transmembrandoméne/kanalbildende Doméne sowie eine
Gatekeeper-Doméne. Bindet IP3 an die IP3-Bindungsdomine, so wird das Signal iiber die
innere Kopplungsdoméne und die Transmembrandoméne/kanalbildende Doméne an die
Gatekeeper-Doméne weitergeleitet. Diese bewirkt wiederum eine Konformationsdnderung der
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Transmembrandomine/kanalbildenden Doméne, wodurch es zu einer Kanaloffnung kommt.
Wird jedoch die Suppressordomine aktiviert, kommt es durch eine Konformationsédnderung zur
Hemmung der Bindung von IP; an die IP3-Bindungsdomine. Neben der Signalweiterleitung
kann an der inneren Kopplungsdomine beispielsweise eine Phosphorylierung der IP3-
Rezeptoren durch Proteinkinasen und somit eine Modulation der IP3;-Rezeptor Aktivitit
erfolgen [65, 87].

Das AusmaB der Beteiligung der verschiedenen IPs;-Rezeptor Subtypen an den Ca*'-
Signalwegen ist noch weitgehend unbekannt [50]. Eine bedeutende Rolle kommt den IP3-
Rezeptoren bei sekretorischen Prozessen zu. Im exokrinen Pankreas beispielsweise scheinen
vor allem die IP3-Rezeptor Subtypen 2 und 3 von Bedeutung zu sein [40]. Der IP;R1 hingegen
kommt in grolen Mengen im Gehirn vor, wo er eine bedeutende Rolle bei Lernprozessen, bei

bestimmten Verhaltensweisen sowie bei der Gedédchtnisleistung einnimmt [37, 59, 81, 93].

1.2 Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte 2

1.2.1 Struktur von IRAG?2

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte 2 (IRAG2) wird auch als Jawl oder
lymphoid restricted membrane protein (LRMP) bezeichnet und wurde erstmals im Jahr 1994
von Behrens et al. beschrieben [5]. Bei IRAG2 handelt es sich um ein Membranprotein, das aus
539 Aminoséduren besteht und iiber eine C-terminale Transmembrandoméne am ER lokalisiert
ist. Das Targeting an das ER erfolgt dabei posttranslational. Aufgrund seiner N-terminalen
zytosolischen Domiéne und der luminalen C-terminalen Transmembrandomédne wird es den
Typ-II Membranproteinen zugeordnet. Der hydrophobe, C-terminale Membrananker von
IRAG2 =zeigt dabei strukturelle Ahnlichkeiten mit den SNAP-Rezeptoren (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein), die fiir Vesikeltargeting sowie
Vesikelfusion von Bedeutung sind. Aullerdem weist IRAG2 im mittleren Drittel des Proteins
eine coiled-coil-Domine auf, durch die Protein-Protein-Wechselwirkungen moglich sind [5, 6].
Vor allem innerhalb dieser coiled-coil-Doméne ist eine ausgepriagte Homologie von 44 %
zwischen IRAG2 und TIRAGI erkennbar, wodurch &dhnliche Interaktionspartner der beiden
Proteine denkbar wiren [97, 115, 116]. Vergleicht man die Struktur von IRAG1 und IRAG2,
so fehlt bei IRAG2 jedoch die Sequenz, die fiir eine stabile Interaktion mit der PKGIP
notwendig ist (s. Abbildung 1-5) [1, 19].
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IRAG1 H,N— [ coiled-coil-Doméne ™ — COOH

IRAG2 H,N— coiled-coil-Domane ™ COOH

Abbildung 1-5: Strukturmodell von IRAG1 und IRAG2

Vergleich des strukturellen Aufbaus des Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierten cGMP Kinase
Substrats 1 (IRAG1) und des Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierten 2 (IRAG2). Beide Proteine
besitzen eine C-terminale Transmembrandoméine (TM) sowie eine coiled-coil-Domine. IRAG1 weist zudem
eine Interaktionsdoméne (I) fiir eine stabile Interaktion mit der PKGIp auf, die bei IRAG?2 fehlt. Die weitere
Beschreibung befindet sich im Text.

1.2.2 Expression von IRAG2

Die Expression von IRAG2 konnte zundchst in lymphoiden Geweben gezeigt werden. Dabei
war die mRNA von IRAG2 in humanen B- und T-Zelllinien sowie in den murinen Geweben
von Milz und Thymus nachweisbar. Auf Proteinebene konnte die IRAG2-Expression in der
Milz und im Thymus von Méusen nachgewiesen werden [5]. In humanen Geweben und Zellen
konnte die Proteinexpression von IRAG2 in der Zunge, in den Mandeln, in Zymogen-
produzierenden Zellen des Magens, in der Milz sowie in neoplastischen Geweben, wie zum
Beispiel in B-Zell-Lymphomen, detektiert werden [124].

Spater konnte IRAG2 auch in nicht-lymphoiden Geweben und Zellen lokalisiert werden. So
war in den circumvallaten, foliaten und fungiformen Geschmackspapillen vom Typ siiB3, bitter
und umami, in Biirstenzellen des Darms und im Sinusknoten eine IRAG2-Expression

nachweisbar [23, 97, 116].

1.2.3 Funktion von IRAG2

Die molekularen und physiologischen Funktionen von IRAG2 sind noch zu groflen Teilen
unerforscht. Bereits bekannt ist jedoch, dass IRAG2 in den circumvallaten Geschmackspapillen
der Zunge mit dem IP3R3 colokalisiert. AuBerdem konnte eine Interaktion mit dem IP3R3 in
heterolog transfizierten COS7-Zellen festgestellt werden. Da die IP3-Ca**-Signalkaskade eine
wichtige Rolle bei der Signaltransduktion der Geschmacksrichtung siif3, bitter und umami
spielt, liegt die Vermutung nahe, dass IRAG2 eine Rolle bei der Geschmacksweiterleitung
spielt [116].
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Chang et al. wiesen in co-transfizierten MEF-Zellen (mouse embryo fibroblast) eine Interaktion
von IRAG2 mit dem IP3R2 nach, welcher der dominierende IP3-Rezeptor Subtyp in intestinalen
Biirstenzellen ist. Dabei konnte festgestellt werden, dass IRAG2 den Ca**-Flux in den MEF-
Zellen fordert. Dieser Ca®'-Flux ist wiederum in den intestinalen Biirstenzellen fiir die
Interleukin-25-Freisetzung von Bedeutung und damit fiir die Typ-II Immunantwort. Nach
parasitiren Infektionen wiesen IRAG2-KO Tiere daher eine gestorte Immunantwort sowie eine
erhohte Menge an Parasiten im Darm auf. Zudem konnte im Rahmen dieser Untersuchungen
gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor p53 eine hohe Expression von IRAG2 in
intestinalen Biirstenzellen gewihrleistet und somit dessen Transkription reguliert. Eine p53-
Defizienz fiihrte hierbei zu einer verminderten IRAG2-Expression, zu vermindertem Ca?*-Flux
in Zellen sowie zu einer verminderten Immunreaktion. IRAG2 scheint daher ein wichtiger
Mediator in der pS3-vermittelten Typ-II Immunantwort in intestinalen Biirstenzellen nach
parasitiren Infektionen zu sein [23].

Auch Okumura et al. untersuchten die Auswirkungen von IRAG2 auf Ca**-Signalwege. Dabei
konnte in heterolog transfizierten HEK-Zellen (human embryonic kidney) festgestellt werden,
dass IRAG2 die Ca**-Freisetzung fordert. AuBerdem wurde in diesem Rahmen auch gezeigt,
dass IRAG?2 {iber dessen coiled-coil-Domine mit allen IP3-Rezeptor Subtypen interagiert und

damit deren Aktivitit auf unterschiedliche Weise fordert [95].

Neben der Interaktion mit den IP3-Rezeptoren ist eine Interaktion von IRAG2 — sowie von
IRAGI — mit den HCN4-Kanélen (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel
4) beschrieben. Hierbei zeigen IRAG1 und IRAG2 jedoch unterschiedliche Effekte auf diese
Kanile. Wiahrend IRAG1 die Kanalfunktion fordert, bewirkt IRAG?2 einen Funktionsverlust der
Kanile [97].

Weiterhin zeigt der C-Terminus von IRAG2 eine partielle Homologie zu dem PPPX-Motiv der
KASH-Proteine (Klarsicht/ANC-1/Syne/homology), das aus vier Aminosduren besteht [56].
AuBerdem konnte IRAG2 an der duB3eren Kernmembran detektiert werden, wo es mit SUN-
Proteinen (Sad-1/UNC-84) sowie mit den Mikrotubuli interagiert. In diesem Zusammenhang
konnte nachgewiesen werden, dass IRAG2 an der Aufrechterhaltung der Form des Zellkerns
beteiligt ist, da ein Knockdown von IRAG2 zu starken Deformationen des Zellkerns fiihrt. Aus
diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass IRAG2 als KASH-Protein innerhalb eines
sogenannten LINC-Komplexes (linker of nucleus and cytoskeletons) fungieren kénnte und

somit die Form der Zellkerne stabilisiert [66].
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Auch an der Organisation und Formation der Struktur des ER scheint IRAG2 beteiligt zu sein.
IRAG2 hemmt dabei iiber dessen N-terminale Doméne die Formation eines OSER (organized
smooth endoplasmic reticulum), wodurch die Lokalisation der Interaktionspartner von IRAG2

am ER beibehalten wird [67].

1.3 Die Thrombozyten

1.3.1 Morphologie und Funktion der Thrombozyten

Thrombozyten sind hochspezialisierte Zellen, die eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung,
der Wundheilung sowie der Bildung von Thromben spielen. Auch bei inflammatorischen
Prozessen sind diese von Bedeutung. Unter normalen physiologischen Bedingungen zirkulieren
die Thrombozyten dabei im Blut, ohne in Kontakt mit dem Endothel zu stehen oder mit anderen
Thrombozyten zu interagieren. Kommt es jedoch zu GefdBverletzungen, wird eine Kaskade
ausgelost, die letztlich zur Entstehung eines Aggregates aus Thrombozyten fiihrt. Dadurch
konnen Endothelschdden im Rahmen der primidren Hdmostase repariert werden. Allerdings
kann diese Aggregation auch zur Bildung von Thromben — mit schwerwiegenden
kardiovaskuldren Folgen — fiihren [25, 61].

Generell handelt es sich bei Thrombozyten um kleine, kernlose Plattchen mit einer Dicke von
etwa 0,5-0,75 um und einem Lingendurchmesser von ca. 1-4 um. Ein erwachsener Mensch
besitzt im Schnitt etwa 150.000-400.000 Thrombozyten/ul Blut. Liegt die Thrombozytenzahl
unter 50.000 Thrombozyten/pl spricht man von einer Thrombozytopenie [15]. Gebildet werden
die Thrombozyten durch Abschniirung aus den Vorlduferzellen — den sogenannten
Propléttchen. Diese entstehen wiederum durch Abschniirung des Zytoplasmas aus den
Megakaryozyten des Knochenmarks. Der gesamte Vorgang wird auch als Thrombopoese
bezeichnet. Die Bildung der Thrombozyten aus den Vorlduferzellen erfolgt dabei sowohl unter
dem Einfluss von Zytokinen als auch unter Kontrolle des Megakaryozytenwachstumsfaktors
Thrombopoietin. Dieser stellt ein Gykoproteinhormon dar und wird in den Hepatozyten der
Leber gebildet. Die Verweildauer der Thrombozyten im Blut liegt etwa bei sieben bis zehn
Tagen. AnschlieBend werden sie in der Leber, der Milz und der Lunge abgebaut [15, 25, 49,
111].
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Strukturell lassen sich die Thrombozyten in verschiedene Zonen unterteilen: die periphere

Zone, die strukturelle Zone (So/-Gel Zone), die Organellen-Zone sowie das Membransystem

[46].

Die periphere Zone besteht aus der inneren und &dulleren Zellmembran
(Phospholipiddoppelschicht), die aus Glykoproteinen aufgebaut und von einer
Glykokalyx umgeben ist. Die Glykoproteine dienen dabei als Oberflichenrezeptoren,
welche fiir die Adhdsion und Aktivierung der Thrombozyten von Bedeutung sind [43,
46, 99].

Unterhalb der Zellmembran befindet sich die strukturelle Zone. Diese ist aus dem
Zytoskelett aufgebaut, das aus Aktin, Myosin und Tubulin gebildet wird. Die
Glykoproteinrezeptoren an der Oberfldche sind dabei iiber Linkermolekiile mit dem
Zytoskelett verbunden. Durch diese Verbindung behélt der Thrombozyt seine diskoide
Ruheform und wird stabilisiert. Zudem wird die Verschmelzung der Granula mit der
Zellmembran und somit die Sekretion von gerinnungsfordernden Stoffen verhindert.
Nach Aktivierung der Thrombozyten dissoziieren die Oberflichenrezeptoren vom
Zytoskelett ab, wodurch die Granula mit der Zellmembran verschmelzen und somit
Exozytosevorginge  stattfinden = konnen. = Auch die  Verdnderung  der
Thrombozytenoberfliche — der sogenannte shape-change — wird durch das Zytoskelett

ermdglicht [43, 46, 99].

Die Zone der Organellen befindet sich im Zentrum der Zelle im Zytoplasma. Darin sind
die verschiedenen Speichergranula zu finden, bei denen zwischen elektronendichten
Granula, a-Granula und Lysosomen unterschieden wird. Die elektronendichten Granula
enthalten unter anderem ATP, Adenosindiphosphat (ADP) und Serotonin. Die
Elektronendichte ist dabei vor allem auf Ca*-Ionen sowie anorganische Phosphate
zuriickzufiihren. In den a-Granula sind Proteine des Blutplasmas, wie beispielsweise
Fibrinogen, Albumin oder der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)
gespeichert, aber auch Plittchen-spezifische Proteine, wie der von-Willebrand-Faktor
(VWF) oder der Plattchenfaktor 4 (PF4). Die Lysosomen beinhalten dagegen vor allem
saure Hydrolasen [15, 43, 46, 99].

Das Membransystem besteht zum einen aus dem sogenannten offenen kanalikuldren
System (open canalicular system, OCS). Dieses ist flir die Freisetzung der sezernierten
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Molekiile aus den Thrombozyten nach dem Aktivierungsprozess verantwortlich. Das
OCS ist aus Kanélen aufgebaut, die mit der Zellmembran verbunden sind und weit ins
Zellinnere reichen. Somit wird eine OberflaichenvergroBerung der Thrombozyten
gewihrleistet. Zum anderen beinhaltet das Membransystem das dichte tubuldre System
(dense tubular system, DTS), das sich aus dem glatten ER der Megakaryozyten bildet
und den Hauptspeicherort der Ca*>*-Ionen in Thrombozyten darstellt [43, 46].

1.3.2 Mechanismen der Thrombozytenaggregation und Aggregationshemmung

Die Bildung eines Pldttchen-Aggregates im Rahmen der primdren Hamostase lduft im
Wesentlichen in drei Schritten ab: der Adhésion, der Aktivierung und der Aggregation der
Thrombozyten. Bei allen Schritten nehmen die Oberflichenrezeptoren der Thrombozyten eine
bedeutende Funktion ein. Kommt es zu einer Verletzung von Gefédf3en, ist der erste Schritt die
Adhidsion von Thrombozyten am defekten Endothel. Dies geschieht durch Interaktion der
thrombozytiren Glykoproteinrezeptoren mit Bestandteilen der subendothelialen Matrix
(Laminin, Fibronektin, Kollagen, vWF), die durch die GefdBverletzung freigelegt werden.
Wichtig fiir die Adhésion ist initial vor allem der von-Willebrand-Faktor-Rezeptor (vVWEF-
Rezeptor, GP Ib/IX/V), der einen Komplex aus den Glykoproteinen GP Iba, GP Ibp, GP IX
und GP V darstellt, wobei die Bindestelle fiir den vWF dabei in der GP Ib Einheit liegt. Die
Bindung von Kollagen-gebundenem vWF an den vWF-Rezeptor ermdglicht die Interaktion von
Kollagen mit dem Kollagen-Rezeptor GP VI. Hierdurch wird eine intrazelluldre Signalkaskade
ausgelost, die in der Aktivierung des Kollagen-Rezeptors GP Ia/lla (Integrin a2/B1) sowie des
Fibrinogen-Rezeptors GP IIb/Illa (Integrin ou/P3) miindet. Die Interaktion von Kollagen mit
dem Kollagen-Rezeptor GP Ia/lla resultiert wiederum in einer stabilen Adhédsion der
Thrombozyten am Endothel [24, 92, 94, 105].

Nach der Adhésion der Thrombozyten erfolgt deren Aktivierung. Diese wird initial vermittelt
tiber die Interaktion von Kollagen mit dem Kollagen-Rezeptoren GP VI. Dabei wird die
Phospholipase Cy2 (PLCy2) aktiviert, wodurch es zu einer Spaltung von PIP> in DAG und IP3
kommt. Durch DAG wird daraufhin der Ca*'-Einstrom iiber Ca**-Kanile ins Zellinnere
stimuliert, wihrend durch IP; die Ca®’-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern vermittelt
wird. Als Folge dieses intrazelluliren Ca*"-Anstieges werden Mediatoren, wie beispielsweise
ADP oder Thromboxan A, (TxA»), aus den thrombozytiren Granula sezerniert, die durch

Bindung an ihre Rezeptoren weitere Thrombozyten aktivieren konnen [92, 94, 129]. Die
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Aktivierung der Thrombozyten durch ADP kann dabei liber die ADP-Rezeptoren — die
purinergen Rezeptoren P2Y; (P2Y Purinozeptor 1) und P2Yi> (P2Y Purinozeptor 12) —
vermittelt werden, wiahrend die Aktivierung durch TxA> iiber den Thromboxan-Rezeptor
(TxA>-Rezeptor) ablduft. Bei diesen Rezeptoren handelt es sich jeweils um G-Protein-
gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) [94].

An der Oberfldche der aktivierten Thrombozyten wird aulerdem Thrombin, ein sehr potenter
Thrombozyten-Aktivator, gebildet. Die Thrombin-Rezeptoren sind ebenfalls G-Protein-
gekoppelt und werden als Protease-aktivierte-Rezeptoren (PAR) bezeichnet. In humanen
Thrombozyten werden vor allem der PAR1 und der PAR4 exprimiert, in murinen
Thrombozyten hingegen der PAR3 und der PAR4 [27, 94].

Nach Bindung von ADP, TxA, und Thrombin an ihre Rezeptoren kommt es sowohl zur
Aktivierung weiterer Thrombozyten als auch zur Aggregation der bereits aktivierten
Thrombozyten. Bindet ADP an den P2Yi>-Rezeptor fiihrt dies zu einer Hemmung der
Adenylylzyklase und somit zu einer Verringerung der cAMP-Bildung, was in einer Forderung
der Thrombozytenaggregation resultiert [62, 90, 94]. Bei Interaktion von ADP mit dem P2Y-
Rezeptor, bei Stimulation der PAR durch Thrombin sowie durch Bindung von TxA; an den
TxAz-Rezeptor wird die PLCP aktiviert. In der Folge kommt es zur Spaltung von PIP> zu IP3
und DAG. IP; wiederum fiihrt zu einer IP;R-vermittelten Ca®’-Freisetzung aus dem ER,
wodurch die Sekretion weiterer Botenstoffe wie ADP, vWF, aber auch Fibrinogen induziert
wird. DAG kann auBBerdem die Proteinkinase C aktivieren, was zusétzlich zu einer Aktivierung
des Fibrinogen-Rezeptors fiihrt. Weiterhin wird durch den erhéhten Ca?*-Spiegel die Myosin-
Leichtketten-Kinase aktiviert, die die Myosin-Leichtkette phosphoryliert. Dies bewirkt eine
Umlagerung des Zytoskeletts und damit den sogenannten shape-change, bei dem die
Thrombozyten ihre Oberflache verdndern und es zur Ausstiillpung von Pseudopodien kommt
[27, 90, 94, 122]. Zum einen wird dadurch eine VergroBerung der Oberfliche und damit eine
Erhohung der Interaktionsmoglichkeit mit anderen Thrombozyten ermdglicht, zum anderen die
Freisetzung der sezernierten Stoffe durch Verschmelzung der Granula mit der Zellmembran.
Das freigesetzte Fibrinogen kann letztlich als Briickenmolekiil zwischen zwei aktivierten
Fibrinogen-Rezeptoren fungieren und somit mehrere Thrombozyten miteinander verbinden.
Dadurch  entsteht eine  Ansammlung aus  Thrombozyten, was auch als

Thrombozytenaggregation bezeichnet wird [8, 94, 105].

Die Erhohung der intrazelluliren cAMP- und cGMP-Spiegel ist der effektivste Mechanismus,

die Funktion der Thrombozyten zu hemmen [112]. So kann beispielsweise durch Inkubation
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von Thrombozyten mit NO-Donoren oder Prostacyclin die Ca**-Freisetzung und damit die
Thrombozytenaggregation verhindert werden. Bei Stimulation mit NO wird die NO-GC
aktiviert, was zur Bildung von c¢GMP fiihrt. Prostacyclin stimuliert dagegen die
Adenylylzyklase und somit die cAMP-Bildung. Erhhte cAMP- und cGMP-Spiegel regulieren
wiederum ihren jeweiligen Effektor — die Proteinkinase A (PKA) bzw. die PKG. Durch diese
Kinasen kann eine Vielzahl an Substraten phosphoryliert werden, die an der
Thrombozytenfunktion beteiligt sind [20, 78, 112]. So kommt es beispielsweise nach
Phosphorylierung von IRAG1 durch die PKGIB zu einer Hemmung der Ca**-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern, was in einer verminderten Thrombozytenaggregation resultiert [2,
107, 109]. Auch die PKA- und PKG-abhingige Phosphorylierung des IP3-Rezeptors fiihrt zu
einer verminderten Ca?’-Freisetzung und damit zu einer Einschrinkung der

Thrombozytenfunktion [20, 78].

1.3.3 Pathophysiologische Bedeutung der Thrombozyten

Storungen in der Thrombozytenfunktion (Thrombozytopathien) oder eine Verminderung der
Thrombozytenzahl im Blut (Thrombozytopenien) konnen zu schwerwiegenden Blutungen
fiihren. Man spricht dabei von hdmorrhagischen Diathesen. Typische Symptome fiir
hdamorrhagische Diathesen sind punktformige Einblutungen in Haut und Schleimhaut —
sogenannte thrombozytopenische Purpura. Diese sind bedingt durch spontane Einblutungen aus
den Kapillaren. Als Folge dieser erhohten Blutungsneigung konnen beispielsweise Himatome
an Druckstellen, Menorrhagien mit dadurch bedingtem Eisenmangel oder Komplikationen
durch Blutungen wihrend und nach Operationen auftreten [15, 99].

Von einer Thrombozytopenie spricht man, wenn weniger als 50.000 Blutpléttchen/ul Blut
vorhanden sind. Die Ursachen der Thrombozytopenie konnen dabei verschiedenen Ursprungs
sein. Als Beispiele hierfiir konnen ein Mangel an Thrombopoietin oder grofe Blutverluste
genannt werden. Auch eine Knochenmarkschddigung, beispielsweise durch Therapie mit
Zytostatika, ionisierende Strahlung oder bedingt durch Neoplasien, kann zu einer Verringerung
der Thrombozytenzahl fithren [15, 99].

Im Gegensatz zu den Thrombozytopenien ist bei den Thrombozytopathien die Anzahl der
Thrombozyten im Blut im normalen Bereich. Hier liegt dagegen eine Storung der
Thrombozytenfunktion vor, die verschiedene Phasen der Thrombozytenaggregation betreffen

kann. Diese Stérungen konnen sowohl angeboren sein als auch durch Therapie mit bestimmten
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Medikamenten erworben werden. So kann unter anderem die Adhésion der Thrombozyten
gestort sein, wenn bestimmte Oberflachenrezeptoren unzureichend exprimiert werden.
Weiterhin sind Defekte in der Granulasekretion moglich, wenn entweder deren Inhaltsstoffe
fehlen oder die Freisetzung dieser Substanzen beeintrachtigt ist [15, 99].

Neben den hdmorrhagischen Diathesen existieren Erkrankungen, bei denen es zu einer
gesteigerten Bildung von Thromben kommt, was schwerwiegende kardiovaskulédre Risiken fiir
den Patienten zur Folge haben kann. Die Thrombozyten spielen dabei eine entscheidende Rolle.
An geschidigten Gefialen konnen sich Thromben aus Fibrin und Thrombozyten bilden und
atherosklerotische Plaques formen, die zu teilweisen oder ganzen GefaB3verschliissen fiihren.
Folglich kann es unter anderem zu Herzinfarkten oder Schlaganfillen kommen — den hiufigsten
Todesursachen der westlichen Welt [104]. Ein intaktes Endothel ist in der Lage iiber
Regulationsmechanismen, beispielsweise durch Freisetzung von Prostacyclin oder NO, die
Aktivitdt der Thrombozyten zu reduzieren und somit die Thrombusbildung zu regulieren.
Untersuchungen zeigen jedoch, dass sich Thrombozyten nicht nur an ein defektes Endothel mit
freiliegenden subendothelialen Oberfldchen anlagern konnen. Liegen inflammatorische oder
apoptotische Prozesse in Endothelzellen vor, werden proinflammatorische Stoffe sezerniert,
welche die Adhésion und Aktivierung von Thrombozyten fordern. Dies stimuliert wiederum
die Freisetzung weiterer proinflammatorischer Substanzen aus den Thrombozyten, wodurch die
inflammatorischen Prozesse am Gefall weiter verstarkt werden. In der Folge kommt es zu einer
gesteigerten Bildung von Thromben, was in atherosklerotischen Erkrankungen resultiert [13,

41,42, 104].

1.4 Das Pankreas

1.4.1 Aufbau und Funktion des Pankreas

Das Pankreas, das auch als Bauchspeicheldriise bezeichnet wird, ist mit einer Lange von etwa
14-23 cm und einem Gewicht von etwa 100 g das grofite Driisengewebe im menschlichen
Korper [74]. Es befindet sich im oberen Abdomen auf Hohe des ersten bis zweiten
Lendenwirbels, eingebettet zwischen Magen und den groflen Bauchgefden Aorta und Vena
cava inferior. Zudem besteht eine Verbindung mit dem Duodenum, in das der gebildete
Verdauungssaft abgegeben wird. Anatomisch kann man das Pankreas in Pankreaskopf,
Pankreaskorper und Pankreasschwanz unterteilen, wobei die Grenzen nicht immer eindeutig

definiert werden kdnnen. Der Pankreaskopf ist dabei der dickste Teil, besitzt eine hakenférmige
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Struktur und wird umgeben vom Duodenum. Der Pankreaskorper schlie3t sich an den Kopf an
und zieht sich quer durch das Abdomen, bis er in den Pankreasschwanz iibergeht. Dieser
erstreckt sich wiederum bis zur Milz [4, 14, 74].

Der Hauptausfiihrungsgang des Pankreas wird auch als Wirsung-Gang oder Ductus
pancreaticus bezeichnet. Dieser hat einen Durchmesser von etwa 2 mm und durchzieht der
Lénge nach das gesamte Organ. Gemeinsam mit dem Gallengang miindet er schlieBlich an der
Vater-Papille in das Duodenum. Funktionell 1dsst sich das Pankreas in zwei Bereiche einteilen:
das exokrine und das endokrine Pankreas. Wahrend das endokrine Pankreas fiir die Sekretion
von Hormonen zustindig ist, werden aus dem exokrinen Pankreas die Verdauungsenzyme
sezerniert und der Verdauungssaft gebildet [4].

Beim exokrinen Pankreas handelt es sich um eine rein serése Driise, die mit einem Anteil 95—
98 % den grofBten Teil des Pankreasgewebes ausmacht. Das Pankreas-Parenchym ist dabei von
einer diinnen Bindegewebskapsel umgeben. Von dieser gehen Septen aus, die das Gewebe in
Léppchen von 1-3 mm Durchmesser unterteilen. Diese Léppchen bestehen wiederum aus
mehreren hunderten Azini, die zu Azinus-Zellkomplexen zusammengesetzt und {iiber
Schaltstiicke mit dem Ausfiihrungssystem verbunden sind. In den Azinus-Zellen findet die
Produktion und Sekretion der proteolytischen Enzyme statt, die das Pankreassekret bilden.
Diese Verdauungsenzyme werden in ihrer inaktiven Form in sekretorischen Granula — den
Zymogengranula — gespeichert und auf Stimulation hin freigesetzt. Lokalisiert sind die Granula
dabei am apikalen Pol der Zelle, der in das Lumen ragt. Die eigentliche Aktivierung der Enzyme
erfolgt erst im Duodenum, um den Pankreas vor einem Selbstverdau zu schiitzen. Téglich
werden dabei etwa 1,5-21 Pankreassekret in das Duodenum sezerniert. Der enzymreiche,
alkalische und diinnfliissige Verdauungssaft besteht vor allem aus Wasser, a-Amylase, Trypsin,
Lipase sowie Ribo- und Desoxyribonukleasen. Ein weiterer wichtiger Bestandteil ist
Hydrogencarbonat (HCO3), das in den Epithelzellen der Schaltstiicke und der intralobuldren
Ausfiihrungsgéinge gebildet und sezerniert wird. Dieses stellt den basischen pH-Wert (pH 8)
des Sekretes und dadurch die Neutralisation des Magensaftes im Duodenum sicher. Der
sezernierte Verdauungssaft ermoglicht die Spaltung von Nukleinsduren, Proteinen, Fetten und
Kohlenhydraten und somit die Verdauung von Nahrungsbestandteilen im Duodenum [4, 14,
74, 77].

Mit einem Anteil von etwa 2 % der Gesamtmasse macht das endokrine Pankreas nur einen
kleinen Teil des Organs aus und wird aus den Pankreas-Inseln, auch Langerhans-Inseln
genannt, gebildet. Das humane Pankreas besitzt mehr als eine Million Inseln, die im exokrinen

Gewebe verstreut vorliegen. Man unterscheidet hier zwischen verschiedenen Zelltypen, die
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verschiedene Hormone (in Klammern genannt) produzieren: den a-Zellen (Glukagon), den (-
Zellen (Insulin), den 9-Zellen (Somatostatin), den PP-Zellen (Pankreatisches Polypeptid) und
den e-Zellen (Ghrelin). Den grofften Teil machen dabei die B-Zellen aus, welche das zur
Regulation des Blutzuckers lebensnotwendige Insulin produzieren und dieses bei einem

Anstieg des Blutzuckerspiegels in die Blutbahn freisetzen [77].

1.4.2 Sekretion von Verdauungsenzymen aus dem exokrinen Pankreas

Die wichtigsten hormonellen Regulatoren der Freisetzung von Verdauungsenzymen und HCO3
sind Cholecystokinin (CCK) und Sekretin. Bei Aufnahme von Lipiden, Peptiden und
Aminosduren durch die Nahrung wird vor allem die CCK-Freisetzung stimuliert, was zur
Proteinsekretion aus den Azini fiihrt. HCI, Gallensalze und Fettsduren fordern dagegen die
Freisetzung von Sekretin — den wichtigsten Stimulus fiir die Sekretion von Fliissigkeit und
HCO3 [96]. Auch das vegetative Nervensystem reguliert die Freisetzung: Acetylcholin (Ach)
fiihrt nach Aktivierung des Parasympathikus zu einer Sekretion von Verdauungsenzymen und
HCO3 [22,77].

Im unstimulierten Zustand werden konstitutiv Verdauungsenzyme in niedriger Rate sezerniert.
Bei Stimulation erhoht sich die Sekretion um das 5-10-fache. Allerdings wird auch unter
langerer Stimulation nicht der Gesamtinhalt an Enzymen aus den Granula abgegeben. Die
Abgabe ist dabei auf ca. 10-20 % pro Stunde begrenzt. Sowohl durch Bindung von CCK an
den CCKa-Rezeptor als auch durch Stimulation des M3-Muskarinrezeptors durch Ach, kommt
es zur Aktivierung der PLC, was in der Bildung von IP3 und DAG resultiert. IP3 stimuliert
wiederum die Ca**-Freisetzung aus dem ER und DAG aktiviert die PKC. Bei Stimulation im
physiologischen Bereich kommt es dadurch zu Ca?*-Oszillationen, was zu einer rhythmischen
Aktivierung der Calmodulin-abhidngigen Proteinkinase flihrt und somit die Enzym-Sekretion
aus den Granula der Azinus-Zellen frequenzabhingig anregt. Die Freisetzung der Enzyme
erfolgt dabei durch Exozytose in das Lumen der Azini. Kédme es bei diesem Prozess zu einer
dauerhaften Ca?**-Freisetzung, wiirde die Enzym-Sekretion letztlich gehemmt werden, da die
Architektur des Zytoskeletts zerstort wiirde [22, 52, 96, 103]. Uber das Ausfiihrungssystem
werden diese Enzyme schlieBlich als Verdauungssaft zusammen mit Wasser und HCO3 in das
Duodenum abgegeben. Um wéhrend dieses Prozesses einen Selbstverdau durch die
Verdauungsenzyme zu vermeiden, besitzt das Pankreas einige Schutzmechanismen. Zum einen

herrscht in den zymogenen Granula ein saurer pH, wodurch die Enzym-Aktivitit gehemmt
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wird. Weiterhin werden die Verdauungsenzyme als inaktive Vorstufen (Zymogene) in den
Granula gespeichert. Eine Aktivierung erfolgt erst nachfolgend im Duodenum durch die
Enteropeptidase, die Trypsinogen zu Trypsin aktiviert. Aktiviertes Trypsin kann wiederum die
iibrigen Zymogene aktivieren. Aullerdem befinden sich in den Granula Trypsin-Inhibitoren, die
bereits vorzeitig aktiviertes Trypsin hemmen sollen. Zuletzt kdnnen frithzeitig aktivierte

Enzyme durch Nicht-Verdauungsproteasen erkannt und abgebaut werden [4, 96].

1.4.3 Pathophysiologische Bedeutung des exokrinen Pankreas

Eine lebensbedrohliche Erkrankung, die das exokrine Pankreas betrifft, ist die akute
Pankreatitis. Im Zuge dieser kommt es zu einer Schidigung der Azini und damit zur vorzeitigen
Aktivierung der Verdauungsenzyme. Die Folge davon ist eine enzymatische Selbstzerstorung
des Pankreasgewebes. Bei Ubergang ins Blut kénnen die Enzyme dabei auch andere Organe,
wie Lunge oder Niere schiadigen. Zudem konnen Blutgefile angedaut und
Entziindungsmediatoren freigesetzt werden, wodurch es zu einem erhohten Austritt von
Flissigkeiten aus dem Gefdllsystem kommt und somit die Gefahr eines hypovoldmischen
Schocks besteht. Charakteristische Symptome sind dabei starke Schmerzen im Oberbauch
sowie Ubelkeit, Erbrechen und Meteorismus. Im Serum kénnen zudem die Lipase und die a-
Amylase erhoht sein [4, 77]. Mogliche Ausloser der akuten Pankreatitis sind beispielsweise
eine zu fettreiche Nahrung in Kombination mit chronischem Alkoholabusus. In den meisten
Féllen liegt jedoch eine Behinderung des Abflusses des Verdauungssaftes iiber den
Hauptausfiihrungsgang vor, beispielsweise durch einen Gallenstein [15].

Neben der akuten Pankreatitis existiert eine chronische Form dieser Erkrankung, deren
haufigste Ursache langjahriger Alkoholabusus ist. Die Azini werden dabei direkt durch den
Alkohol und seine Abbauprodukte geschiadigt. Weiterhin kommt es zu einer Verdnderung der
Zusammensetzung des Verdauungssaftes und damit zu einer Proteinprézipitation in den
Gangepithelien [15]. Die chronische Pankreatitis kann letztlich in einer Pankreasinsuffizienz
enden, durch die Verdauungsenzyme nicht mehr ausreichend sezerniert und dadurch
Nahrungsbestandteile nicht mehr ausreichend verdaut werden konnen. Dies hat eine starke
Gewichtsabnahme der Patienten zur Folge. Dieses Verdauungsdefizit tritt allerdings erst bei
einem Verlust von 80-90 % des Pankreasgewebes auf. Da zunéchst vor allem die Verdauung

der Lipide durch die Lipase eingeschréinkt ist, kommt es initial hdufig zu Fettstiihlen [96].
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Als weitere bedeutende Erkrankung des exokrinen Pankreas ist die zystische Fibrose zu nennen,
die auch als Mukoviszidose bezeichnet wird. Es handelt sich dabei um eine Erbkrankheit, durch
die es zu Defekten des CFTR-Kanals (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
kommt. Dieser stellt einen Chloridkanal dar, der auch den Transport anderer Ionen, wie HCO3
reguliert. Der CFTR-Kanal wird in der Plasmamembran Muzin bildender Epithelien von
beispielsweise Pankreas und Lunge exprimiert. Bei Funktionsverslust gelangt weniger Cl” und
damit auch weniger Wasser in das Driisenlumen. Dadurch kann CI" in den nachfolgenden
Ausfiihrungsgédngen nicht ausreichend durch Transporter gegen HCO; ausgetauscht werden,
womit auch die HCO3 -Sekretion eingeschrinkt ist. Die Folge ist zum einen eine verringerte
Neutralisation der Magensdure, zum anderen bleiben die Pankreas-Enzyme, vor allem die
Lipase, inaktiviert, was zu einer Verdauungsstérung und Fettstiihlen fiihrt. Weiterhin fehlt dem
Pankreassekret Wasser, womit dieses sehr zdhfliissig wird und die Ausfiihrungsgiange verstopft.
Folglich kommt es zu einer chronischen Entziindung des Pankreas, einer Atrophie der Azini

sowie zu fibrotischen Vernarbungen des Pankreasgewebes [4, 77].

1.5 Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte unter anderem die Lokalisation von IRAG2 in Thrombozyten
sowie im exokrinen Pankreas. Aufgrund der Homologie zwischen IRAG2 und IRAG1 sollte
daraufhin untersucht werden, ob IRAG2 in diesen Geweben und Zellen mit den IP3-Rezeptoren
interagiert und ob dieses — ebenso wie IRAG1 — iiber die PKGI phosphoryliert wird.

Mit Hilfe von IRAG2-KO Tieren sollte auBerdem die physiologische Funktion von IRAG?2 in
Thrombozyten und im exokrinen Pankreas aufgeklart werden. Dabei wurde in Thrombozyten
der Einfluss von IRAG2 auf die Ca?'-Freisetzung, die Thrombozytenaggregation sowie die
NO/cGMP-abhingige Hemmung der Thrombozytenfunktion analysiert.

Das Ziel der Untersuchung des Pankreas war die Aufklirung der Rolle von IRAG2 bei der Ca?*-
Freisetzung sowie dessen Bedeutung fiir exokrine pankreatische Funktionen, wie der Amylase-

Sekretion.
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2 Materialien

2.1 Gerite

Alle verwendeten Gerdte, die nicht zur Standardlaborausriistung gehoren, sind in der

nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt (s. Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Verwendete Geriite

Gerit Bezeichnung Hersteller/Lieferant

Acoresometer Chrono-Log Aggregometer | Probe & Go

gereg Modell 490 Labordiagnostika GmbH
Detektionssystem ChemiDoc™ MP Imaging . .
(Western Blot) System Bio-Rad Laboratories, Inc.
Elektrodenplatten . ®
(Western Blot) Semi-Dry-Blotter MAXI Carl Roth™ GmbH
Elektropho?esekammer Cgstmg System Compact Biometra GmbH
(Genotypisierung) Biometra
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® Tetra Bio-Rad Laboratories. Tnc
(SDS-PAGE) Vertical Electrophoresis Cell e

Gewebe-Homogenisator

Ultra-Turrax®

IKA®-Werke GmbH & Co.

KG

Inkubator CO-150 New Brunswick Scientific
Co., Inc.

Kamera-System CoolSnap HQ CCD Kamera Roper Scientific/ Visitron

Systems

Leica CM3050S (AG Prof.

Kryotom Neumann, Neurobiologic) Leica Biosystems
. . Carl Zeiss Microscopy
Zeiss Primo Star Deutschland GmbH
. Carl Zeiss Microscopy
Mikroskope Axio Observer.Z Deutschland GmbH
Axiovert 5100 Carl Zeiss Microscopy
(AG Prof. Kunzelmann,
. . Deutschland GmbH
Physiologie)
Tecan Sunrise Remote™ Tecan Deutschland GmbH
Mikrotiterplatten- FLUOstar® Omega
Photometer (AG Prof. Gopferich, BMG Labtech GmbH
Pharm. Technologie)
PCR Thermocycler Biometra T1 Thermocycler | Biometra GmbH
: ®
Eﬁﬁendorf BioPhotometer Eppendorf AG
Photometer Shimadzu™ Uvmini-1240 .
Shimadzu Europa GmbH
Model
Priparierbesteck Fine Science Tools GmbH

Polychromator-System

high-speed polychromator
system

VisiChrome

24



Materialien

Reinstwasser- arium® basic Sartorius Lab Instruments
Aufbereitungsanlage GmbH & Co. KG
Rotationsmikrotom Microm HM355S ThermoFisher Scientific
®_
IKA® KS 260 Basic E(GA Werke GmbH & Co.
. ®_
Schiittler IKA® S 260 Basic E(GA Werke GmbH & Co.
Sarstedt M 2000 Sarstedt AG & Co. KG
Spiegelreflexkamera EOS 1200D Canon Inc.
Strom-/Spannunesquelle Biometra PS 305 T Biometra GmbH
p £54 PowerPac™ 200 Bio-Rad Laboratories, Inc.
BANDELIN electronic

Ultraschall-Homogenisator | Sonopuls UW 2070 GmbH & Co. KG

UV-Transluminator Biometra TI 1 Biometra GmbH, DE
Centrifuge 5415D Eppendorf AG
Centrifuge 5417R Eppendorf AG

Kiihlzentrifuge, Mikro 220R | Hettich Zentrifugen

Zentrifugen Heraeus Multifuge 1 L-R Heraeus
Zentrifuge mit Vortexer, .
CM-70M neoLab Migge GmbH
2.2 Software
Tabelle 2.2: Verwendete Software
Software Hersteller

Aggro/Link Version 5.1

Chrono-log Corporation

Axio Vision Release 4.8

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH

BioDocAnalyze 2.67.5.0

Biometra GmbH

GraphPad Prism 5.01

GraphPad Software, Inc.

Image Lab 6.1.0

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Magellan 5 Tecan Deutschland GmbH
MARS 2.4.1 BMG Labtech GmbH
MetaFluor 6.2r6 Universal Imaging
MetaMorph 7.7 Molecular Devices GmbH
Microsoft Office Microsoft Corporation

Omega 3.00 R2 (Firmware Version 1.41) BMG Labtech GmbH

2.3 Antikorper

Die fiir Western Blot (WB) (s. 3.4.5), (Co)-Immunprizipitation (s. 3.4.3) und
Immunhistochemie (IHC) (s. 3.9.4) verwendeten primdren Antikdrper sind in Tabelle 2.3

gelistet. Die sekunddren Antikorper sind in Tabelle 2.4 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.3: Verwendete Primérantikorper

Antikorper Spezies ver- Ver- Blockier- Hersteller
wendung | diinnung Losung
WB 1:1000 5 % Milch SantaCruz-
Anti-Amylase Maus 10 % Horse- | Biotechnology
IHC 1:200 Serum (#sc-46657)
Anti-p3- .
. Huhn WB 1:1000 5 % Milch Abcam (#ab9361)
Galactosidase
Cell Signaling
Anti-GAPDH Kaninchen | WB 1:1000 5 % Milch Technology
(#2118)
(Aglit)l_IRAGl Kaninchen | WB 1:200 5 % Milch AG Schlossmann
Anti-IRAG2 . .
. ) . Sigma-Aldrich®
= - . 0
(=Anti .LRMP Kaninchen | WB 1:1000 5 % Milch (#SAB1306900)
C-terminal)
. ) ) Novusbio
- . 0
Anti-IP3R1 Kaninchen | WB 1:1000 5 % Milch (#NBP1-21398)
SantaCruz-
Anti-IP3R2 Ziege WB 1:200 3 % BSA Biotechnology
(#sc-7278)
BD Transduction
Anti-IP3R3 Maus WB 1:100 5 % Milch Laboratories™
(#610313)
é%i:g( GIp Kaninchen | WB 1:200 5 % Milch AG Schlossmann
Anti-Phospho- Cell Signaling
(Ser/Thr) PKA | Kaninchen | WB 1:1000 5 % Milch Technology
Substrat (#9621)
Tabelle 2.4: Verwendete Sekundiirantikorper
Antikorper Spezies | Verwendung | Verdiinnung Hersteller
Anti-Ziege ) Dianova GmbH
(HRP-gekoppelt) Esel WB 1:10000 (#705-035-003)
Anti-Huhn . ) Dianova GmbH
(HRP-gekoppelt) Ziege | WB 1:3000 (#DABS7304)
Anti-Maus . ) Sigma-Aldrich®
(HRP-gekoppelt) Ziege | WB 1:10000 (#A4416)
Anti-Kaninchen . ) Dianova GmbH
(HRP-gekoppelt) Ziege | WB 1:10000 (#111-035-003)
Anti-Maus ) ThermoFisher
(Alexa 647-gekoppelt) | 25! HC 1:200 Scientific (#162542)
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2.4 Allgemeines Verbrauchsmaterial und versuchsspezifische Materialien

2.4.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten gingigen Verbrauchsmaterialien oder Standardlaborchemikalien wurden,

sofern nicht gesondert aufgefiihrt, von folgenden Firmen bezogen:

e AppliChem GmbH

e Carl Roth® GmbH & Co. KG

e Fluka Chemie AG

e Gerbu Biotechnik GmbH

e Merck KgaA

e Sarstedt AG & Co. KG

e Sigma Aldrich® Chemie GmbH
e ThermoFisher Scientific

e VWR International

2.4.2 Genotypisierung

Die fiir die Genotypisierung (s. 3.2) verwendeten Substanzen und Materialien sind in Tabelle

2.5 aufgefiihrt, wihrend die verwendeten Primer in Tabelle 2.6 gelistet sind.

Tabelle 2.5: Verwendete Substanzen und Materialien fiir die Genotypisierung

Produkt Hersteller/Lieferant
PCR Reaktionspuffer Sigma-Aldrich®
Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH

dNTP Set 100 mM

ThermoFisher Scientific

GeneRuler 100 bp DNA Ladder

ThermoFisher Scientific

(GroBenstandard)

MIDORI Green Advance NIPPON Genetics EUROPE
ROTI® Load DNA (Gelladepuffer) Carl Roth® GmbH

Taq DNA Polymerase Sigma-Aldrich®

Titriplex® III (EDTA) Merck KgaA

Trizma®-Base (Tris)

Sigma-Aldrich®
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Tabelle 2.6: Verwendete Primer fiir die Genotypisierung

Primer Sequenz
Primer LRMP Wt+Ko 5-AGTTTAGGCTAGTATGGGC-3¢
Primer Jaw1 forcritical 5‘-CAGAACCACAGAAAACGGAGG-3¢
Primer Jaw1 reverse 5¢-TTATTATAGTCAACTCTCCATTTCAA-3¢
Primer Jaw1 forward 5°-GTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCT-3¢

2.4.3 Organentnahmen und proteinbiochemische Methoden

Tabelle 2.7: Verwendete Substanzen und Materialien fiir die Organentnahme

Produkt

Hersteller/Lieferant

Acrylamid-Losung 40 % (AA)

Sigma-Aldrich®

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

VWR Life Science

Benzamidin

Nacalai Tesque, Inc.

Bio-Rad DC Protein Assay (Lowry)

Bio Rad Laboratories, Inc.

biostep® Glasplatte biostep® GmbH

biostep® Glasplatte mit 0,75 mm Spacer biostep® GmbH

Bovines Serumalbumin (BSA) Gerbu Biotechnik GmbH
Clarity™ Western ECL Substrate Bio Rad Laboratories, Inc.
Leupeptin Carl Roth® GmbH

J.M. Gabler-Saliter Milchwerk GmbH &

Magermilchpulver CoKG
Natriumdodecylsulfat (SDS) ultrapure AppliChem GmbH
Nonaethylene glycol monododecyl ether Sigma-Aldrich®
(Lubrol)

N,N’-Methylenbisacrylamid (BisAA) Fluka Chemie GmbH

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

ThermoFisher Scientific

PageRuler™ Unstained Protein Ladder

ThermoFisher Scientific

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich®

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich®

PhosSTOP™

Roche Diagnostics GmbH

Ponceau S

Sigma-Aldrich®

Protein A Sepharose® 4, Fast Flow aus
Staphylococcus aureus

Sigma-Aldrich®

Transfermembran ROTI® PVDF 0.45

Carl Roth® GmbH

Whatman™ Chromatographie Papier

GE Healthcare Life Sciences

2.4.4 Analyse von Thrombozyten

Materialien, die zur Isolation von Thrombozyten (s. 3.5.1), zur Messung der Ca?’-Freisetzung

in Thrombozyten (s. 3.5.5), zur Thrombozytenaggregation (s. 3.5.4) sowie fiir die in vitro und

ex vivo Phosphorylierung (s. 3.5.2 und 3.5.3) verwendet wurden, sind in Tabelle 2.8 aufgelistet.
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Tabelle 2.8: Verwendete Substanzen und Materialien fiir die Analyse von Thrombozyten

Produkt Hersteller/Lieferant
5 ml Polypropylen R6hrchen Greiner Bio One International GmbH
8-Br-cGMP BIOLOG Life Science Institute
8-pCPT-cGMP BIOLOG Life Science Institute

Alsever’s Losung

Sigma-Aldrich®

BD Plastipak™ 3 ml Luer-Lock Spritzen

BD Bioseciences

Corning™ 96-Well weiBe Polystyrol-
Mikrotiterplatte

ThermoFisher Scientific

Distanzstiicke Aggregometer (Gummi)

Probe & Go Labordiagnostika GmbH

Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2-AM)

Biomol GmbH

Glaskiivetten Aggregometer (450 pl)

Probe & Go Labordiagnostika GmbH

Kollagen [1 mg/ml]

Probe & Go Labordiagnostika GmbH

Neolus Kaniile 0,5 x 6mm 25G

Terumo® Deutschland GmbH

Nitroprussid-Natrium (SNP)

Merck KgaA

PhosSTOP™

Roche Diagnostics GmbH

Riihrstédbchen fiir den Einmalgebrauch
(silikonisiert) fiir Glaskiivetten

Probe & Go Labordiagnostika GmbH

Thrombin human [10E]

Probe & Go Labordiagnostika GmbH

Zahlkammer Neubauer Improved Brightline

LO-Laboroptik

2.4.5 Blutabnahme aus dem retrobulbiren Plexus und Bestimmung der Amylase-

Aktivitit

Tabelle 2.9: Verwendete Substanzen und Materialien fiir die Gewinnung von Blut aus dem retrobulbiren

Plexus sowie zur Bestimmung der Amylase-Aktivitat

Produkt Hersteller/Lieferant
Amylase Assay Kit (#ab102523) Abcam
Heparinisierte Microvetten® CB 300LH Sarstedt AG & Co. KG
Mikrohdmatokrit-Kapillare (heparinisiert) BRAND GMBH + CO KG

2.4.6 Analyse von pankreatischen Azini

Die zur Isolation von Azini (s. 3.8.1), zur Bestimmung der Amylase-Sekretion (s. 3.8.2) und

fiir die Ca®"-Freisetzung in Azini (s. 3.8.3) verwendeten Materialien sind in Tabelle 2.10

gelistet.
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Tabelle 2.10: Verwendete Substanzen und Materialien zur Analyse pankreatischer Azini

Produkt

Hersteller/Lieferant

BD Microlance™ 3 (27G, 0,4 x 19 mm)
Kaniilen

BD Bioseciences

Bovines Serumalbumin (BSA) Gerbu Biotechnik GmbH
Braun Injekt® 5 ml Luer Solo Spritzen B. Braun SE
Carbamoylcholinchlorid (Carbachol) Sigma-Aldrich®

Corning® Matrigel® Basement Membrane
Matrix

Corning®, Inc.

Corning® Nylon Filter 100 um (Zellsieb)

Corning®, Inc.

Deckglidschen rund 18 mm Borosilikatglas

VWR International

Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2-AM)

Biomol GmbH

Kollagenase Typ II

Worthington Biochemical Corporation

Korasilon-Paste mittelviskos

Kurt Obermeier GmbH & Co. KG

L-Glutamin 200 mM

Merck KgaA

Nicht essentielle Aminosduren-Losung
(MEM) 100x

Sigma-Aldrich®

Phadebas® Amylase Test

Phadebas® AB

Pluronic® F 127

Sigma-Aldrich®

Rundfilterpapier 595 19 mm

Schleicher & Schuell GmbH

Trypsin-Inhibitor (soybean)

SantaCruz-Biotechnology

2.4.7 Histologie

Tabelle 2.11: Verwendete Substanzen und Materialen

fiir histologische Untersuchungen

Produkt Hersteller/Lieferant
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D- . .
Galactopyranosid (X- Gai,) p GERBU Biotechnik GmbH
Bovines Serumalbumin (BSA) Gerbu Biotechnik GmbH
Dako Glycergel® Mounting Medium Agilent Technologies
Deckglidser rechteckig (Glas), 24 x 50 mm VWR International
DePeX Mounting Medium SERVA Electrophoresis GmbH
Einbettformen Macro Carl Roth® GmbH
Einbettkassetten Macrosette™ Carl Roth® GmbH

Embedding Ring (Einbettring)

Simport® Scientific Inc.

Eosin Y Sigma-Aldrich®
Farbetrog VWR International
Férbezylinder VWR International
Formaldehyd-Losung 37 % Merck KgaA

Gibco™ Horse Serum hitzeinaktiviert ThermoFisher Scientific
Himatoxylin Losung Carl Roth® GmbH

High Profile Microtome Blades (Klingen
Kryotom)

Leica Biosystems

ImmEdge™ Hydrophobic Barrier Pen

Vector Laboratories

Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Losung 0,1 %

Merck KgaA

Microm SEC35™ (Klingen Mikrotom)

ThermoFisher Scientific
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Objekttriiger Polylysine® ThermoFisher Scientific
Objekttriiger Superfrost Plus® ThermoFisher Scientific
Paraplast X-TRA® (Paraffin) Sigma-Aldrich®

PBS Tablette Sigma-Aldrich®
Tissue-Tek® O.C.T. Compound A. Hartenstein GmbH
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3 Methoden

3.1 Tierhaltung

3.1.1 Haltung von Miusen

Alle fiir diese Arbeit verwendeten Tiere wurden in den Zentralen Tierlaboratorien (ZTL) der
Universitdt Regensburg gemall den Richtlinien der Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA) in der konventionellen Haltung am Standort Vorklinikum
geziichtet und gehalten. Die Zucht und Haltung der Tiere wurde durch die zustdndige
Uberwachungsbehdrde (Regierung von Unterfranken) genehmigt (DMS 2532-2-326) und
erfolgte unter Einhaltung aller tierschutzrechtlicher Vorgaben geméf des Tierschutzgesetzes.
In den Haltungsraumen erfolgte ein Lichtprogramm von 12 Stunden hell und 12 Stunden
dunkel im Wechsel. Die Temperatur lag bei 21 °C + 2 °C, bei einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 50 % £ 10 % sowie einer Luftwechselrate von > 8 AC/h. Gehalten wurden die Tiere in
Macrolon Kéfigen Typ II und Typ III, wobei die Typ [I-Kéfige mit maximal fiinf und die Typ
I1I-Kéfige mit maximal acht Tieren besetzt waren. Den Tieren standen iiber den gesamten

Haltungszeitraum Futter und Wasser ad libitum zur Verfiigung.

3.1.2 Zucht von Irag2-defizienten Miusen

Die Zucht Irag2-defizienter Méuse erfolgte in Anlehnung an Chang et al. [23]. In der
vorliegenden Arbeit wurde mit zwei verschiedenen IRAG2-Knockout (KO) Mauslinien
gearbeitet, die mittels Cre/loxP und Flp/FRT System generiert wurden [30, 84, 91]. Im
Ursprungsvektor fiir beide Mauslinien wird das Exon 8 des murinen /rag2-Gens von zwei loxP-
Sequenzen flankiert. Diese dienen als Erkennungsstellen fiir die cyclization recombination
(Cre)-Rekombinase [84, 91]. Zudem ist eine loxP-Neomycin-Resistenzkassette und das lacZ-
Gen, das zusammen mit der Neomycin-Resistenzkassette von einer FRT-Sequenz flankiert ist,
enthalten (s. Abbildung 3-1). Die FRT-Sequenzen dienen dabei als Erkennungssequenzen fiir
die Flippase (Flp)-Rekombinase [30, 84], wihrend die lacZ-Sequenz fiir eine B-Galactosidase
kodiert, die unter Kontrolle des /rag2-Promotors exprimiert wird. Der Ursprungsvektor wurde
von der Firma EUCOMM generiert (Klon-ID: EPDO0371 2 GOl und B04) und daraus
JM8A1.N3 ES-Zellen hergestellt. Durch die Firma Polygene (Riimlang, Schweiz) wurden die
ES-Zellen, die diesen Vektor enthielten, in C57Bl/6 Blastozyten injiziert und schlieBlich in
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Empfangermiuse transferiert. Die daraus resultierende heterozygote, ,,gefloxte” Maus wurde
in den Tierlaboratorien der Universitit Regensburg zu einer homozygoten Maus
weitergeziichtet. Alle weiteren Zuchtschritte, die in den jeweiligen IRAG2-Knockout und
Wildtyp (WT)-Varianten resultierten, erfolgten ebenso in den Tierlaboratorien der Universitét

Regensburg.

-{ lacZ |--| neo |———@—

Kritisches
Exon

| §

Irag2"™" —Heh—oF —oF  lacz xIrag2”

Kritisches
Exon

I

trag2 ———-B-

Abbildung 3-1: Generierung der beiden IRAG2-Knockout Mauslinien

Cre: cyclization recombination (Cre-Rekombinase)-Maus; Flp: Flippase-Rekombinase (Flp-Rekombinase)-
Maus; loxP: Erkennungsstelle fiir die Cre-Rekombinase; FRT: Erkennungsstelle fiir die Flp-Rekombinase;
neo: Neomycin-Resistenzkassette; lacZ: LacZ-Gen, das firr die f-Galactosidase kodiert; kritisches Exon 8:
Exon, welches das /rag2-Gen enthilt. Die weitere Beschreibung erfolgt im Text.

Kreuzt man nun die Maus, die den urspriinglichen Vektor enthilt, mit einer CMV-Cre-Maus,
die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV)-Promotors ubiquitér
exprimiert [113], wird sowohl die Neomycin-Resistenzkassette als auch das kritische Exon 8
deletiert, jedoch nicht das lacZ-Gen. Eine Deletion des markierten Exon 8 fiihrt dabei zu einer
Frameshift-Mutation, wodurch ein funktionsloses IRAG2 entsteht. Diese Verpaarung resultiert
somit in einer lacZ x IRAG2-KO Maus (Genotyp: lacZ x Irag2”"), bei der unter Kontrolle des
Irag2-Promotors eine B-Galactosidase exprimiert wird. Verpaart man die Ursprungsmaus
jedoch zunéchst mit einer Flp-Maus, die ubiquitédr die Flp-Rekombinase exprimiert, so erhalt

man die IRAG2"™ Maus, da sowohl das lacZ-Gen als auch die Neomycin-Resistenzkassette
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deletiert werden. Diese Maus wurde fiir den weiteren Verlauf der Arbeit als ,,gefloxte* Wildtyp-
Maus angesehen. Wird die IRAG2" Maus nachfolgend mit einer CMV-Cre-Maus verpaart, so
entsteht die IRAG2-KO Maus (Genotyp: Irag2”"). Diese Maus enthilt kein /acZ-Gen mehr und
exprimiert damit keine B-Galactosidase (s. Abbildung 3-1).

Fir die Zuchten wurden jeweils zwei heterozygote Weibchen mit einem heterozygoten
Mainnchen in einem Macrolon Typ III-Kifig verpaart. Die Nachkommen wurden ab einem
Alter von 21 Tagen von den Elterntieren abgesetzt, nach Geschlechtern getrennt und mittels
Ohrlochung gekennzeichnet. Die Genotypisierung der Tiere erfolgte mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) ausgehend von den gewonnenen Ohrbiopsien (s. 3.2). Fiir die Versuche
wurden sowohl ménnliche als auch weibliche IRAG2-Knockout Tiere (IRAG2-KO und
lacZ x IRAG2-KO, Genotypen: Irag2” und lacZ xIrag2”") oder IRAG2-Wildtyp Tiere
(IRAG2-WT, Genotypen: Irag?"" und Irag2*") ab einem Mindestalter von 10 Wochen
verwendet. Die Verwaltung, Dokumentation und Austragung aller Tiere erfolgte dabei iiber die
Software TiBUR. Die interne Bezeichnung der lacZ x IRAG2-KO Mauslinie in TIBUR lautete
»Jaw1-KO (alt)* und die der IRAG2-KO Mauslinie ,,Jaw1-KO (neu)*.

3.1.3 Bestimmung der Mausgewichte

Minnliche sowie weibliche Nachkommen der IRAG2-KO Mauslinie (Genotyp KO: Irag2”,
Genotyp WT: Irag2™") erhielten ab einem Alter von 10 Tagen nach der Geburt einen
nummerierten Ohrclip, der zur Identifizierung der Tiere diente. Ab diesem Tag wurden die
Mause alle zwei bis drei Tagen gewogen und das Gewicht der IRAG2-WT und IRAG2-KO
Tiere bis zum Absetzalter sowie 10-15 Tage dariiber hinaus bestimmt. Die Genotypisierung der

entsprechenden Tiere erfolgte nach dem Absetzen aus dem Elternkéfig (s. 3.2).

3.2 Genotypisierung der Versuchstiere

Die Bestimmung des Genotyps der Versuchstiere erfolgte mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) anhand der Ohrlochbiopsien. Diese Biopsien
wurden bei der Ohrlochmarkierung der Tiere nach dem Absetzen (s. 3.1.2) gewonnen. Aus dem
gewonnenen Material musste zunédchst die Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid,
DNA) isoliert und mittels PCR amplifiziert werden. AnschlieBend wurde die DNA

elektrophoretisch in einem Agarose-Gel aufgetrennt.
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3.2.1 Gewinnung genomischer DNA aus Biopsien

Die Isolation der DNA aus den Biopsien erfolgte im alkalischen Milieu unter Verwendung von
Natronlauge. Dabei wurden 25 pl 1x Lysepuffer zu dem aus der Ohrlochung gewonnenen
Material gegeben, das sich in einem 1,5 ml Reaktionsgefa3 befand. Der Reaktionsansatz wurde
fiir eine Stunde bei 95 °C lysiert und durch Zugabe von 25 ul 1x Tris-Puffer pH 5,5
neutralisiert. Nach anschliefender Zentrifugation bei 15000 x g zur Abtrennung von nicht
lysierten Gewebeteilen wurde der Uberstand, der die DNA enthilt, in ein 0,2 ml Reaktionsgefif

iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Lysepuffer 10x Tris-Puffer pH 5,5 10x

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
NaOH lg 250 mM Tris 49¢g 400 mM
EDTA 74 mg 2 mM ddH>O ad 100 ml
ddH,O ad 100 ml Einstellen auf pH 5,5

Lysepuffer 1x: 1:10 verdiinnen Tris-Puffer pH 5,5 1x: 1:10 verdiinnen

3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion ist es moglich, ausgewéhlte DNA-Abschnitte zu
vervielfiltigen und somit die Existenz bestimmter Gene im Genom einer Probe nachzuweisen
[89]. Durch zwei Primer kann dabei ein DNA-Abschnitt eingegrenzt und mit Hilfe einer
Polymerase der komplementére Strang dazu gebildet werden. Die PCR lduft in mehreren
Schritten ab. Zunédchst muss die doppelstringige DNA auf 94 °C erhitzt werden, sodass die
Wasserstoftbriicken zwischen den Basenpaaren gespalten werden und die DNA einzelstrangig
vorliegt. Hier wird im ersten Zyklus oft ldnger erhitzt als in den darauf folgenden Zyklen, um
sicherzustellen, dass sich sowohl die Primer als auch die DNA-Doppelstrange vollstindig
voneinander trennen und nur noch Einzelstringe vorliegen. Dieser Vorgang wird auch als
Initialisierung bezeichnet. Im nichsten Schritt findet das sogenannte Annealing statt, bei dem
die beiden Primer an die jeweiligen Sequenzen der DNA hybridisieren. Der Forward-Primer
hybridisiert dabei an das 3‘-Ende des DNA-Abschnitts auf dem codierenden Strang, wihrend
der Reverse-Primer an die entsprechende Sequenz des komplementdren Strangs bindet.
Nachfolgend schlieB3t sich die Elongation an, bei der mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-

Polymerase, ausgehend von den Primern und unter Verbrauch von Desoxyribonukleotiden
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(dNTPs), die komplementdren DNA-Stringe gebildet werden. Die notwendigen Temperaturen
fiir die einzelnen Schritte hingen von den verwendeten Primern sowie der verwendeten DNA-
Polymerase ab. Dieser gesamte Zyklus wird so lange wiederholt, bis der zu untersuchende

DNA-Abschnitt ausreichend amplifiziert ist und somit nachgewiesen werden kann.

Zur Durchfiihrung der PCR wurde zunichst ein Mastermix hergestellt, der gemaf3 folgendem

Schema pipettiert wurde:

Mastermix fiir die Genotypisierung der Mastermix fiir die Genotypisierung der
lacZ x IRAG2-KO Mauslinie (Jawl KO (alt)) IRAG2-KO Mauslinie (Jawl KO (neu))
Substanz Volumen [pl] Substanz Volumen [pl]
H,O (PCR-grade) 18,8 H,0O (PCR-grade) 18,8
10x PCR Puffer 2,5 10x PCR Puffer 2,5
dNTP-Mix 0,5 dNTP-Mix 0,5
Primer Jawl forward 0,3 Primer LRMP Wt+Ko 0,3
Primer Jaw] forcritical 0,3 Primer Jawl forcritical 0,3
Primer Jawl reverse 0,3 Primer Jawl reverse 0,3
Taq DNA-Polymerase 0.3 Taq DNA-Polymerase 0.3
5 U/ul ’ 5 U/ul ’
dNTP-Mix H,0 (PCR-grade)
Substanz Volumen [pl] [e] 1. Autoklavieren
ddH,O
ATP 100 mM 100 10 mM 2. Sterilfiltrieren
CTP 100 mM 100 10 mM
GTP 100 mM 100 10 mM
TTP 100 mM 100 10 mM
H,O
(PCR-grade) 600 10 mM

Aliquotieren, Lagerung bei -20 °C

Zu dem jeweiligen Mastermix wurden in einem 0,2 ml Reaktionsgefa3 2 pl der isolierten DNA
hinzugefiigt (s. 3.2.1). Um Verunreinigungen auszuschlieen, wurde eine Negativkontrolle
durchgefiihrt, bei der statt der DNA 2 ul H,O (PCR-grade) zu dem Mastermix gegeben wurden.
Als Positivkontrollen wurde fiir die lacZ x IRAG2-KO Mauslinie die DNA einer Irag2*", einer
lacZ x Irag2”" sowie einer lacZ x Irag2™ Maus verwendet. Fiir die IRAG2-KO Mauslinie

dienten die DNA einer Irag2™", einer Irag2"" sowie einer Irag2”- Maus als Positivkontrollen.
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Die Kontrollen wurden jeweils in einem separaten Reaktionsgefdl durchgefiihrt, wobei jeweils
2 ul der Kontroll-DNA zum Mastermix hinzugefiigt wurden.

Die Ansdtze wurden kurz gemischt, zentrifugiert und anschlieBend in den Thermocycler
gestellt. Die PCR lief nach folgenden, auf die einzelnen Mauslinien angepassten,

Amplifizierungs-Protokollen ab:

Amplifizierungsprotokoll der lacZ x IRAG2-KO Mauslinie (JawI-KO (alt))

Phase Temperatur [°C] Dauer Zyklen

1. Aufheizen 80 Pause

2. Initialisierung 95 3 min

3. Denaturierung 95 30s

4. Annealing 57 30s 35x
5. Elongation 72 30s

6. Elongation 72 5 min

7. Lagerung 4 Pause

Amplifizierungsprotokoll der IRAG2-KO Mauslinie (Jawl-KO (neu))

Phase Temperatur [°C] Dauer Zyklen
1. Aufheizen 80 Pause
2. Initialisierung 95 3 min
3. Denaturierung 95 45s
4. Annealing 58 45s 35x
5. Elongation 72 60 s
6. Elongation 72 5 min
7. Lagerung 4 Pause

Im Anschluss an die PCR wurden die Proben bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die in der PCR amplifizierten DNA-Abschnitte wurden zur Identifikation der Genotypen
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte dabei in einem 2%igem
Agarose-Gel, an dem ein elektrisches Feld angelegt wurde. Aufgrund der negativen Ladung der

Phosphatgruppen, die Bestandteil der DNA sind, konnen die PCR-Produkte zum Minuspol
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wandern. GroBle Produkte wandern dabei langsamer als kleinere Produkte, wodurch eine
Auftrennung anhand der GroB8e der PCR-Produkte mdglich ist. Durch Zugabe von MIDORI
Green, einem Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert, konnten die PCR-Produkte
unter UV-Licht detektiert werden. Um die GroB3e der erhaltenen Produkte zu bestimmen, wurde
zusitzlich ein GrofBenstandard auf dem Gel aufgetragen.

Zur Herstellung der Agarose-Gele wurde der Ansatz in einem Erlenmeyerkolben eingewogen
und in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis die Agarose vollstindig gelost war. Nachdem der
Ansatz auf etwa 60 °C abgekiihlt war, wurden 5 ul MIDORI Green zugegeben und gemischt.
Die noch fliissige Agarose wurde anschlieBend zum Auspolymerisieren in einen Gelschlitten
gegossen.

Zu den PCR-Proben und den Kontrollen (s. 3.2.2) wurden 5 ul des 3x Gelladepuffers gegeben
und jeweils 14 ul aus diesen Ansétzen oder des GroBenstandards in jeweils eine Geltasche
pipettiert. Anschlieend wurde das beladene Gel mit 1x TAE-Puffer iiberschichtet und fiir
35 min eine Spannung von 150 V angelegt. Nach Abschluss der Elektrophorese erfolgte die
Auswertung des Gels unter UV-Licht mittels UV-Transluminator und der BioDocAnalyze

Software.
Agarosegel 2 % TAE-Puffer 50x
Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
Agarose 3g 2% Tris 242 g 2M
1x TAE- Essigsédure o
Puffer 150 ml (c>99.8 %) 57,1 ml 5,7 %
In der Mikrowelle erhitzen EDTA 0,5 M 100 ml 50 mM
pH 8,0
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen mit Essigsiure auf pH 8,0

Gelladepuffer 3 x TAE-Puffer 1x: 1:50 verdiinnen
Substanz Volumen [e]

gixelladepuffer 750 ul 3

gﬁgR—grade) 750l
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3.3 Organentnahme

Zur Untersuchung der Funktion von IRAG2 im Pankreas wurden ménnliche sowie weibliche
IRAG2-WT, IRAG2-KO und lacZ x IRAG2-KO Tiere ab einem Alter von 10 Wochen mittels
zervikaler Dislokation getotet. Nach der Eroffnung des Abdomens wurden die Pankreata der
Tiere entnommen, mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und fiir die
entsprechenden Versuche vorbereitet. Zur Vorbereitung auf histologische Untersuchungen
erfolgte nach der Organentnahme eine Fixierung fiir 24h bei 4°C in 1000 pul 3 %
Paraformaldehyd (PFA)-Losung und eine anschlieBende Lagerung in 10 ml 70 % Methanol bei
4 °C bis zur weiteren Verwendung (s. 3.9). Fiir proteinbiochemische Methoden wurden die
Organe in ein 2 ml Reaktionsgefdf iiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis
zur weiteren Nutzung bei -80 °C gelagert (s. 3.4). Um pankreatische Azini zu isolieren, wurden
die entnommenen Pankreata unter Verwendung von Kollagenase Typ II enzymatisch verdaut
(s.3.8.1).

Zur Isolation muriner Thrombozyten und zur Gewinnung von Blut aus dem retrobulbiren
Plexus wurden die Tiere mittels Inhalation von Kohlenstoffdioxid getotet. Sofort nachdem der
Tod eingetreten war, erfolgte entweder eine Blutabnahme durch Punktion des retrobulbédren

Plexus (s. 3.6) oder zur Isolation der Thrombozyten eine Punktion des Herzens (s. 3.5.1).

PBS 10x PFA-Lésung 3 %

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
KCl 2g 26,83 mM EGTA 0,38¢g 1 mM
KH,PO,4 2g 14,70 mM K:HPO, 342¢ 15 mM

-3H,0

MgCl,
NaCl 80 g 1,37 M 6H,0 041 g 2 mM
Na:HPO, 1434 ¢ 80,58 mM NaCl 537 ¢ 90 mM
-2H,0
ddH,O ad 1000 ml Saccharose 342 ¢g 100 mM

Einstellen auf pH 7,4 PFA 30g 3%
PBS 1x: 1:10 verdiinnen ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 7,4
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3.4 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Proteinisolierung aus Geweben/Thrombozyten/Azini

Um Proteine aus murinem Gewebe zu isolieren, wurden in das 2 ml Reaktionsgefal3, in

welchem sich das Pankreas befindet (s. 3.3), 600 pl 2 % Lubrol-Lysepuffer hinzugefiigt. Der

verwendete Lysepuffer enthielt dabei sowohl Protease- als auch Phosphatase-Inhibitoren.

Mittels Ultra-Turrax® wurden die Pankreata anschlieBend in den 2 ml ReaktionsgefiBen auf Eis

homogenisiert. Fiir die Proteinisolierung aus Thrombozyten oder Azini wurden diese nach der

Isolation (Thrombozyten: s. 3.5.1, Azini: s. 3.8.1) in einem 1,5 ml Reaktionsgefal mit 150 pl

Lysepuffer versetzt und nachfolgend mit Hilfe eines Ultraschall-Homogenisators auf Eis

lysiert. Die Zell- und Gewebe-Lysate wurden anschlieBend fiir 15 min mit 18000 % g bei 4 °C

zentrifugiert und die Uberstiinde in 1,5 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde vor der Lagerung der Lysate bei -80 °C ein

Aliquot entnommen und die Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt (s. 3.4.2).

2 % Lubrolpuffer (Stammlosung)

2 % Lubrolpuffer (Lysepuffer)

Substanz Menge .
Lubrol 20g o
Nt 877 mg 150 mM
Tris 243 mg 20 mM
ddH,O
(autoklaviert) ad 100 ml

Einstellen auf pH 8,0
Lagerung bei 4 °C
Benzamidin (100 mM)

Substanz Menge »
Benzamidin-

HCI-2H,O 15,7 mg 100 mM
ddH,O
(autoklaviert) ad 1 ml

Substanz Menge [e]
Benzamidin
100 mM 50 pl 1 mM
Leupeptin
| mg/ml 2,5 ul 0,5 pg/ml
PhosSTOP
20% 250 pul 1x
PMSF
200 mM 7,5 ul 300 uM
Lubrolpuffer
2 % (Stamm- ad 5 ml
16sung)
Leupeptin (1 mg/ml)

Substanz Menge [e]
Leupeptin
0.5H,S04 I mg 1 mg/ml
ddH,O
(autoklaviert) ad 1 ml
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PMSF (200 mM) PhosSTOP 20 %

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
PMSF 174,2 mg 200 mM PhosSTOP 1 Tablette 20%
Isopropanol ddH,O
100 % p.a. ad 5 ml (autoklaviert) | 200 M

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Um die Proteinkonzentration der Lysate (s. 3.4.1) zu bestimmen, wurde die Proteinbestimmung
nach Lowry durchgefiihrt [75]. Die Gesamtreaktion beruht dabei auf zwei Schritten. Zunachst
kommt es im ersten Schritt zur Bildung eines blau-violetten Komplexes zwischen den
Peptidbindungen der Proteine und Cu**-Ionen im alkalischen Milieu. Diese Reaktion wird als
Biuretreaktion bezeichnet. Im nichsten Schritt werden die Cu?*-Ionen zu Cu’-Ionen reduziert,
welche wiederum das gelbe Folin-Ciocalteau-Reagenz (Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-
Heteropolyséduren) zu Molybdénblau reduzieren. Dieser Schritt fiihrt zu einer Intensivierung
der Blaufdrbung. Zur Quantifizierung der Proteinmenge wird diese Blaufarbung photometrisch
bei einer Wellenlinge von A =1595nm vermessen. Anhand einer Standardgeraden aus
verschiedenen Konzentrationen bovinem Serumalbumin (BSA) ist es anschlieBend moglich,
die Proteinkonzentrationen der jeweiligen Proben zu bestimmen. Die Durchfiihrung der
Proteinbestimmung erfolgte nach Anleitung des DC™ Protein Assay Kits 1.

Zundchst wurden die BSA-Standards (125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 1000 pg/ml,
2000 pg/ml) und die Verdiinnungen der Lysate hergestellt:

Probenverdiinnungen Proteinbestimmung nach Lowry

Lysate Verdiinnung
Thrombozyten 1:10-1:20
Azini 1:10-1:30
Pankreas 1:30 - 1:50

Je 10 pl der Standards oder der verdiinnten Proben sowie 10 ul ddH»O, das bei der Vermessung
am Photometer als Nullabgleich dient, wurden jeweils in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3
vorgelegt. Von Reagenz A‘ wurden in jedes Reaktionsgefall 50 ul hinzugegeben und dieses gut
gemischt. Anschlieend wurden zu allen Reaktionsgefdlen 400 ul Reagenz B zugefiigt und

nochmals gut durchmischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur (RT)
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erfolgte zunidchst die Vermessung der Standards in aufsteigender Konzentration und
nachfolgend die der Proben bei einer Wellenldnge von A = 595 nm gegen den Nullabgleich.

Aus den gemessenen Werten der Standards wurde eine Standardgerade erstellt, bei der die
Konzentration des Standards gegen die jeweilige Extinktion aufgetragen wurde. Anhand dieser
Standardgeraden konnte die unbekannte Proteinkonzentration der verdiinnten Probe berechnet

werden.

Reagenz A*

Substanz Menge
Reagenz A 1 ml
Reagenz S 20 ul

3.4.3 (Co)-Immunprizipitation

Durch eine Immunprizipitation ist es moglich Proteine anzureichern. Weiterhin kénnen mit
Hilfe der Co-Immunprézipitation Protein-Protein-Wechselwirkungen analysiert werden und so
Interaktionspartner von Proteinen identifiziert werden. Fiir das Verfahren der (Co)-
Immunprézipitation wird das Prinzip der Antigen-Antikorper-Reaktion genutzt. Das zu
analysierende Protein (Antigen) wird dabei, zusammen mit seinen Interaktionspartnern, iiber
einen spezifischen Antikorper (AK) an eine stationdre Phase gebunden und anschlieBend von
dieser eluiert. Als stationdre Phase konnen hier Sepharose-Beads verwendet werden, die mit
Protein A beschichtet sind. Protein A wird aus der Zellwand von Staphylococcus aureus
gewonnen und besitzt die Féhigkeit, Antikorper verschiedener Séugetierarten, vor allem der
Klasse IgG zu binden.

Fiir die Analyse der Interaktionspartner von IRAG2 in Thrombozyten und Pankreas wurden
1000 pg Thrombozyten-Lysat oder 1500 pg Pankreas-Lysat verwendet. Die Anséitze wurden
jeweils mit 2 pul IRAG2-Antikérper (IRAG2-AK) versetzt und mit (Co)-
Immunprézipitationspuffer ((Co)-IP-Puffer) ad 500 pl aufgefiillt. Anschlieend erfolgte eine
Inkubation fiir 90 min auf Eis. Fiir die Co-Immunprézipitation von IRAG1 aus Thrombozyten
wurden die Ansitze stattdessen mit 2 ul IRAG1-Antikorper (IRAG1-AK) versetzt.

Die Immunprézipitation von phosphoryliertem IRAG2 nach in vitro oder ex vivo
Phosphorylierung von Thrombozyten erfolgte analog. Bei der in vitro Phosphorylierung (s.
3.5.2) wurden die phosphorylierten Lysate mit 300 pul (Co)-IP-Puffer sowie mit 2 ul IRAG2-

AK versetzt. Bei der ex vivo Phosphorylierung (s. 3.5.3) wurden die erhaltenen Lysate mit
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350 pl (Co)-IP-Puffer und 2 ul IRAG2-AK versetzt. Die Inkubation der Ansidtze erfolgte
ebenso fiir 90 min auf Eis.
Als Kontrollen der (Co)-Immunprizipitation wurden folgende Ansédtze pipettiert, die analog zu

den zu untersuchenden Proben inkubiert wurden:

Kontroll-Ansdtze der (Co)-Immunprizipitation

Bestandteil Antikérper- Lysat- Beads- Puffer-
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Lysat + -
Antikorper + - -
(Co)-IP-Puffer + + + +
Beads + + + -

Die Vorbereitung der Beads erfolgte wihrend der Probeninkubation. Pro Ansatz wurden 15 pl
der Protein-A-Sepharose-Beads in ein 1,5 ml Reaktionsgefall gegeben, je dreimal mit 500 pl
Waschpuffer gewaschen und nachfolgend fiir 20 min bei 4 °C unter langsamer Rotation auf
dem Uberkopfschiittler mit 3 % BSA-Waschpuffer blockiert. AnschlieBend wurden die Beads
nochmals dreimal mit je 500 pul Waschpuffer gewaschen. Fiir das Waschen und das Blockieren
der Beads erfolgte eine Zentrifugation fiir 60 s mit 105 x g bei 4 °C.

Nach der 90-miniitigen Inkubation der Ansétze wurden diese fiir 10 min mit 18000 x g bei 4 °C
zentrifugiert, die Uberstiinde auf die Beads gegeben und diese iiber Nacht bei 4 °C auf dem
Uberkopfschiittler inkubiert. Am niichsten Tag wurden die Proben fiir 60 s mit 105 x g bei 4 °C
zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Die Beads wurden erneut dreimal mit je 500 ul
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend die gebundenen Proteine eluiert. Die Elution
erfolgte durch Zugabe von 25 pl 2x Laemmli-Puffer und dreiminiitigem Erhitzen bei 94 °C.
Nach Zentrifugation der Beads bei 960 x g fiir 5 min, wurde der erhaltene Uberstand mittels
SDS-Page (s. 3.4.4) analysiert.
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(Co)-Immunprdzipitationspuffer

Waschpuffer

Substanz Menge [e]
Tris 6,057 g 50 mM
EGTA 5,705 g 15 mM
NaCl 5,844 ¢ 100 mM
Triton X-100 1 ml 0,1 %
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 7,5

((Co)-1P-Puffer)

Substanz Menge [c]
Benzamidin
100 mM 100 pl 2,5 mM
Leupeptin
| mg/ml 4 ul 1 pg/ml
PMSF
200 mM 12 pl 0,6 mM
PhosSTOP
20% 160 pul 0,8x
DTT
100 mM 40 pl 1 mM
Waschpuffer ad 4 ml

3 % BSA-Waschpuffer (Blockier-Losung)

Herstellung Benzamidin 100 mM, Leupeptin
1 mg/ml, PMSF 200 mM, PhosSTOP 20x: s.

Substanz Menge [c]
BSA 150 mg 3%
Waschpuffer 5 ml

34.1
DTT (100 mM)

Substanz Menge [c]
DTT 15,43 mg 100 mM
ddH,O 1 ml
(autoklaviert)

Laemmli-Puffer 2 x

Substanz Menge
Harnstoff 28,8 g
SDS 15¢g
DTT 1.8¢g
T |1
?gyozeml 6,0 ml
1t]?1ra(ilmphenol- 6 mg
ddH,O 27 ml

3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit dem von Ulrich Laemmli

entwickelten Verfahren der Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es mdglich, Proteine anhand ihrer Grof3e im

elektrischen Feld aufzutrennen [72].

Dabei werden zur Auftrennung der Proteine

Polyacrylamidgele verwendet, die aus zwei Schichten bestehen und durch Vernetzung aus
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Acrylamid (AA) und Bisacrylamid (BisAA) unter Zugabe des Radikalstarters
Ammoniumperoxodisulfat (APS) entstehen. Das Sammelgel dient dabei dem Sammeln und der
Aufkonzentrierung der Proben. Im Trenngel, welches sich unter dem Sammelgel befindet, ist
die Porengrofle engmaschiger und es findet die eigentliche Auftrennung der Proteine statt.
Durch die Anderung des Vernetzungsgrades von Acrylamid und Bisacrylamid lassen sich hier
die Trenneigenschaften beeinflussen. Die Gele enthalten zudem SDS, das dazu dient, die
Eigenladung der Proteine zu maskieren und somit eine negative Ladung der Proteine zu
erzeugen. Dadurch bewegen sich die Proteine im elektrischen Feld Richtung Pluspol (Anode).
Kleineren Proteinen ist es dabei moglich, weiter in Richtung Anode zu laufen, da diese die
Poren des Polyacrylamidgels leichter durchdringen konnen als groBere Proteine. Somit erfolgt
die Auftrennung anhand der GroBe der Proteine, unabhingig von deren Eigenladung. Dem
Trenngel wird zusétzlich Trichlorethanol hinzugefiigt. Wird das Gel am Ende der
Elektrophorese mit UV-Licht bestrahlt, werden die Indolreste der Aminoséure Trypthophan,
die in den Proteinen enthalten ist, durch den Trichlorethanol halogeniert. Dies ermdglicht
spater, nach dem erfolgtem Western Blot, eine Aufnahme der gesamten Menge an Protein einer
Probe (Totalprotein) und dient somit der Quantifizierung aller in der Spur aufgetrennten
Proteine. Das zu untersuchende Protein kann somit auf das Totalprotein der jeweiligen Spur
normiert werden. Mit diesem Verfahren wird die Verwendung eines Housekeeper-Proteins

umgangen, welches moglichen Schwankungen unterliegen konnte [70, 71].

Probenvorbereitung

Die zu untersuchenden Proben (s. 3.4.1) wurden mit ddH>O und 6% Laemmli-Puffer so
eingestellt, dass die Proteinmenge pro Auftragung — abhingig von Gewebe/Zelltyp und
untersuchtem Protein — zwischen 50—70 pg betrug und der 6x Laemmli als 1x Laemmli vorlag.
Das Probenvolumen betrug pro Geltasche 12 pl. Anschlieend wurden die Proben fiir 5 min
bei 95 °C denaturiert. Das im Laemmli-Puffer enthaltene Dithiothreitol (DTT) dient zur
Denaturierung und Spaltung der Disulfidbriicken der Proteine. Zudem enthélt der Laemmli-
Puffer Bromphenolblau, wodurch die Visualisierung der Lauffront wéhrend der
Gelelektrophorese ermoglicht wird. Des Weiteren ist Glycerol enthalten, welches die

Auftragung der Proben erleichtert und diese besser in die Geltaschen absinken l4sst.
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Laemmli-Puffer 6% Tris-SDS-Puffer pH 6,8 4 x

Substanz Menge Substanz Menge
4x Tris-SDS- .
Puffer pH 6.8 7,0 ml Tris 3,02¢g
Glycerin 3,6 ml SDS 02¢g
SDS 10g ddH,O ad 50 ml
DTT 093 g Einstellen mit HCI auf pH 6,8
Bromphenolblau 12¢g

Gieflen der Gele

Fir das Gielen der Gele wurden zwei Glasplatten in eine spezielle Gievorrichtung
eingespannt, sodass zwischen den beiden Platten ein Spalt blieb, in dem anschlieBend die Gele
gegossen werden konnten. Zundchst wurde das 11,5 % Trenngel hergestellt, ziigig nach der
Herstellung bis ca. 2 cm unter den Rand der GieBvorrichtung gegossen und anschlieBend mit
100 % Isopropanol iiberschichtet. Der Isopropanol dient dabei der Bildung einer glatten
Oberflache des Gels und schirmt dieses vor Luftsauerstoff ab. Nachdem das Trenngel
auspolymerisiert ist, wurde das 5 % Sammelgel hergestellt. Der Isopropanol wurde abgekippt,
das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und bis zum oberen Rand der GieBvorrichtung
aufgefiillt. Direkt nach dem Gie3en wurden die Gel-Kdmme, die die Geltaschen bildeten, in das

noch fliissige Sammelgel eingesetzt.

Trenngel 11,5 % (Ansatz fiir 4 Gele) Sammelgel 5 % (Ansatz fiir 4 Gele)

Substanz Menge Substanz Menge
ddH,0 6,5 ml ddH-O 3,6 ml
Tris-Puffer Tris-Puffer
(Trenngel) 3,6 ml (Sammelgel) S00ul
30 % AA + 30 % AA +
0,2 % BisAA 6,5 ml 0,2 % BisAA 830 ul
SDS 10 % 167 ul SDS 10 % 50 ul
Trichlorethanol 255 ul TEMED 10 pl
TEMED 20 pl APS 10 % 50 ul
APS 10 % 200 pl
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Tris-Puffer (1,8 M) Trenngel

Substanz Menge [e]
Tris 182 ¢ 1,8 M
SDS 10 % 40 ml 0,4 %
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 8,8
30 % AA + 0,2 % BisAA (m/V)

Substanz Menge [e]
AA 40 % 75 ml 30%
BisAA 02¢g 0,2 %
ddH,0 ad 100 ml

Durchfiihrung der Gelelektrophorese

Tris-Puffer (0,6 M) Sammelgel

Substanz Menge [e]
Tris 60g 0,6 M
SDS 10 % 40 ml 0,4 %
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 6,8

Die Gele wurden, nachdem sie aus der GieBvorrichtung entnommen und die Kdmme vorsichtig

entfernt wurden, in die Elektrophoresekammer eingespannt und der Bereich zwischen den

Gelen sowie die Kammer mit 1x Running Buffer aufgefiillt. In die Geltaschen wurden

anschliefend entweder die Proben oder der Proteinstandard eingebracht. Nach Verschluss der

Kammer mit einem Deckel, der mit der Spannungsquelle verbunden war, wurde die

Elektrophorese gestartet, iiber deren gesamte Dauer eine Spannung von 120 V anlag. Die

Laufzeit war dabei abhédngig von den zu untersuchenden Proteinen. Nach Abschluss der

Elektrophorese wurden die Gele fiir 5 min mit UV-Licht im ChemiDoc™ MP Imaging System

aktiviert.

Running-Buffer 10 %

Substanz Menge [c]
Tris 300 g 0,25 M
Glycin 144,0 g 1,92 M
SDS 10,0 g 1%
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 8,3

Running Buffer 1x: 1:10 verdiinnen
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3.4.5 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots konnen die aufgetrennten Proteine im Anschluss an die SDS-
PAGE aus dem Gel direkt auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran {ibertragen werden.
Diese Membran kann anschliefend mit Antikérpern inkubiert werden, wodurch es moglich ist,
bestimmte Proteine zu identifizieren. Zur Ubertragung der Proteine wird das sogenannte Semi-
Dry Verfahren angewandt. Bei diesem Verfahren wird das Gel, von Filterpapieren umgeben,
zwischen zwei Elektroden positioniert und ein konstanter Strom angelegt. Der Proteintransfer
erfolgt dabei horizontal aus dem Gel auf die PVDF-Membran — von der Kathode in Richtung
Anode. Das bei der Gelelektrophorese aufgetrennte Proteinmuster bleibt bei der Ubertragung
erhalten [69]. Im Anschluss an den Transfer wird die Membran entweder mit 5 % Milchpulver-
Losung oder 3 % BSA-Losung blockiert, um unspezifische Bindungen des bei der

anschliefenden Immundetektion verwendeten Antikorpers zu verhindern.

Durchfiihrung Western Blot

Zunichst wurden die Filterpapiere in die jeweiligen Puffer eingelegt (s. Abbildung 3-2) und die
PVDF-Membran aktiviert. Zur Aktivierung wurde die Membran fiir 20 s in 100 % Methanol
(MeOH) eingelegt und anschlieBend kurz in demineralisiertes Wasser getaucht. Die
Anodenplatte der Blotting-Apparatur wurde mit demineralisiertem Wasser benetzt und die
Filterpapiere, die Membran und das Gel in folgender Reihenfolge aufeinandergelegt (s.
Abbildung 3-2):

Kathode | - -~ =-=-=-=-=-=== === =~ =
80 . . S
c 5 Filterpapiere - Getrinkt in Kathodenpuffer
£
9 | Gel |
E I PV DF-Membran
“~ . .
i 2 Filterpapiere -> Getrinkt in Anodenpuffer 2
<
—
= 3 Filterpapiere - Getrinkt in Anodenpuffer 1
Anode | ++++++++++++

Abbildung 3-2: Proteintransfer mittels Semi-Dry Verfahren

Schematischer Aufbau des Western Blots mittels Semi-Dry Verfahren. PVDF: Polyvinylidenfluorid. Die
weitere Beschreibung erfolgt im Text.
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Die Kathodenplatte wurde ebenfalls mit etwas demineralisiertem Wasser benetzt und auf die
Filterpapiere gelegt. AnschlieBend wurden die beiden FElektroden mit der Stromquelle
verbunden und pro Gel, das sich in der Blotting-Apparatur befand, eine Stromstiarke von 60 mA
angelegt. Die Gesamtstromstirke, die angelegt werden musste, berechnete sich somit

folgendermaf3en:

I

ges = 60mA X n

Lges steht dabet fiir die Gesamtstromstirke in [mA] und n fiir die Anzahl der Gele, die sich in
der Blotting-Apparatur befinden.

Nach dem Blot wurde die PVDF-Membran aus der Blotting-Apparatur entnommen und mittels
ChemiDoc™ MP Imaging System das Totalprotein aufgenommen, welches spiter der

Quantifizierung der zu untersuchenden Proteine diente.

Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2

Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
Tris 36,3 g 0,3M Tris 36g 30 mM
MeOH o MeOH o
100 % 200 ml 20 % 100 % 200 ml 20 %
ddH,O ad 1000 ml ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 10,4

Ponceau S-Féirbung

Einstellen auf pH 10,4

Kathodenpuffer

Substanz Menge [e]
Tris 30g 25 mM
6-Amino- 58¢ 4421 mM
capronsiure
MeOH o
100 % 200 ml 20 %
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 7,6

Zur Identifizierung und Markierung der Banden des Proteinstandards wurde die Membran, nach
Aufnahme des Totalproteins, in Ponceau S-Lésung inkubiert. So konnte die Membran
zugeschnitten werden, um verschiedene Proteine auf den verschiedenen Membranstreifen

analysieren zu konnen. Bei Ponceau S handelt es sich um einen Azofarbstoff, welcher an die
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positiv geladenen Aminogruppen der Proteine bindet und diese dadurch auf der PVDF-
Membran sichtbar macht. Im Anschluss an das Zuschneiden wurden die Membranstreifen so

lange unter demineralisiertem Wasser ausgewaschen, bis die Farbung verschwunden war.

Ponceau S-Losung 0,2 % (m/V)

Substanz Menge [e]
Ponceau S 1,0g 0,2 %
Trichloressigsdure 10g 2%
ddH,O ad 500 ml

Blockieren der Membran und Immundetektion

Direkt im Anschluss an die Ponceau S-Farbung wurden die Membranen — je nach verwendetem
Primérantikdrper — fiir 2 h in 5 % Milchpulver-1x TBST oder in 3 % BSA-1x TBST bei RT
auf dem Schiittler blockiert (s. Tabelle 2.3), um unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-
Membran zu blockieren. Danach wurden die Membranstiicke dreimal je 5 min bei RT mit
1x TBST gewaschen, anschlieBend in die entsprechenden Primirantikorper (verdiinnt in
Primédrantikdrper-Verdiinnungslosung) gegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert (s. Tabelle
2.3). Der Primérantikorper bindet dabei spezifisch an das auf der Membran befindliche Protein.
Am folgenden Tag wurden die Membranstreifen — je nach vorheriger Blockier-Losung —
dreimal flir je Smin bei RT mit 1 % Milchpulver-1x TBST oder 1% BSA-1x TBST
gewaschen. Im ndchsten Schritt erfolgte eine zweistiindige Inkubation mit dem gegen den
Primédrantikorper gerichteten Sekundirantikorper (s. Tabelle 2.4) bei RT auf dem Schiittler. An
diesen ist zudem das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Die Verdiinnung der
Sekundérantikorper erfolgte entweder in 1 % Milchpulver-1x TBST oder in 1 % BSA-1x
TBST, je nach =zuvor verwendeter Blockier-Losung. Nach der Inkubation im
Sekundérantikorper wurden die Membranen nochmals dreimal je 5 min mit 1x TBST
gewaschen, um den tiberschiissigen Sekundarantikdrper zu entfernen. Die Detektion erfolgte
mittels Chemolumineszenz, da die HRP in der Lage ist das Substrat Luminol in Anwesenheit
von Wasserstoffperoxid zu oxidieren. Dadurch kommt es zur Chemolumineszenz, die detektiert
werden kann. Hierzu wurden die Membranabschnitte auf eine Kopierfolie gelegt, mit Clarity™
Western ECL Substrat benetzt, mit einer weiteren Folie bedeckt und fiir 4 min im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Detektion mit dem ChemiDoc™ MP Imaging System und

der Software Image Lab™,
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5 % Milchpulver-1x TBST (Blockieren)

1 % Milchpulver-1x TBST (Waschen)

Substanz Menge [e]
Milchpulver 250¢g 5%
TBST 1x ad 500 ml
3 % BSA-1x TBST (Blockieren)

Substanz Menge [e]
BSA 30g 5%
TBST 1x ad 100 ml

Primdrantikorper-Verdiinnungslésung

Substanz Menge [e]
Milchpulver 50¢g 1%
TBST 1x ad 500 ml
1 % BSA-1x TBST (Waschen)

Substanz Menge [e]
BSA 30g 1%
TBST 1x ad 300 ml
TBS 10

Substanz Menge [c]
Tris 2423 g 200 mM
NaCl 80 g 1,37 M
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 7,6

Substanz Menge [c]
BSA 30¢g 3%
NaN; 10 % 500 pl 0,05 %
TBST 1x ad 100 ml
TBST I x

Substanz Menge [c]
TBS 10x 100 ml 1x
Tween® 20 500 pl 0,05 %
ddH>O ad 1000 ml

Strippen der Membran

Zur Detektion von weiteren Proteinen, die sich ebenfalls auf einem bereits untersuchten

Membranstiick befinden, mussten sémtliche vorherigen Antikorper von der Membran entfernt

werden. Dazu wurde die PVDF-Membran zweimal je 5 min in 1x TBST gewaschen und

anschliefend fiir 20 min bei RT in der Stripping-Losung auf dem Schiittler inkubiert. Die

Membranen wurden nachfolgend fiir je zweimal 5 min in 1x TBST gewaschen. Im Anschluss

erfolgte eine erneute Inkubation in der Blockier-Losung, die dem nun verwendeten Antikorper

entsprach, und die Immundetektion.
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Stripping-Losung

Substanz Volumen
NaOH 1 M 20 ml
DTT 100 mM 64,82 ul
SDS 10 % 64,82 ul
ddH,O ad 500 ml

3.5 Analyse von Thrombozyten

3.5.1 Isolation muriner Thrombozyten

Die Isolation muriner Thrombozyten erfolgte durch kardiale Punktion des Herzens. Dazu
wurden 200 pl Alsever’s Losung in einer 3 ml Spritze mit Einmal-Kaniilen (0,5 x 16 mm, 25G)
vorgelegt. Die Alsever’s Losung dient dazu, das Calcium in den Blutproben zu komplexieren
und so eine vorzeitige Thrombozytenaggregation sowie Gerinnung des Blutes zu verhindern.
Die Miuse wurden zunéchst mittels Inhalation von Kohlenstoffdioxid getdtet. Unmittelbar
nachdem der Tod eingetreten war, wurde das Fell iiber dem Thorax aufgeschnitten, sodass
dieser frei lag. Das Herz wurde punktiert, indem der Thorax mit der Kaniile zwischen der
zweiten und dritten Rippe durchstochen wurde. AnschlieBend wurde das Blut durch langsames
und vorsichtiges Aufziehen der Spritze entnommen. Beim Herausziehen der Spritze sollte der
Aspirationszug dabei so klein wie mdglich sein, um eine unerwiinschte vorzeitige Aggregation
der Thrombozyten zu vermeiden. Der Inhalt der Spritze wurde durch vorsichtiges Schwenken
gemischt und in ein 5 ml Polypropylenréhrchen, in dem sich bereits 500 ul Puffer B befanden,
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Rohrchen mit 70 % g fiir 15 min bei RT zentrifugiert. Die
Bremse der Zentrifuge war dabei bei allen Zentrifugationsschritten ausgeschaltet, um eine
vorzeitige Aggregation der Thrombozyten durch zu starkes Bremsen zu vermeiden. Der
Uberstand, der das plittchenreiche Plasma (PRP) und somit die Thrombozyten enthilt, wurde
mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in ein 2 ml Reaktionsgefdll iberfiihrt. Dieser
Uberstand wurde erneut fiir 5 min mit 600 x g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das erhaltene Thrombozytenpellet mit einer abgeschnittenen 1 ml Pipettenspitze
in 500 pl HEPES-Puffer resuspendiert. Um die Thrombozyten fiir die Ca*>*-Messung (s. 3.5.5),
die Thrombozyten-Aggregation (s. 3.5.4) oder die ex vivo Phosphorylierung (s. 3.5.3) auf die

gewiinschte Konzentration einzustellen, wurde ein Aliquot der Thrombozytensuspension
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entnommen, 1:30 mit HEPES-Puffer verdiinnt und daraus die Thrombozytenzahl mittels
Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Fiir die Herstellung von Thrombozyten-Lysaten fiir die SDS-PAGE und Western Blot Analyse
(s. 3.44 und 3.4.5) oder die in vitro Phosphorylierung (s. 3.5.2) wurde das erhaltene
Thrombozytenpellet direkt, wie unter 3.4.1 beschrieben, mit 150 ul 2 %-Lubrolpuffer
(Lysepuffer) lysiert und die Proteinkonzentration nach Lowry bestimmt (s. 3.4.2).

Puffer B HEPES Puffer

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
HEPES 2,383 ¢ 20 mM HEPES 2,383 ¢ 20 mM
NaCl 4,032 ¢ 138 mM NaCl 4,032 ¢ 138 mM
KCl1M 1450 pl 2,9 mM KCl1M 1450 pl 2,9 mM
MgCl 1| M 500 ul 1 mM MgCl, | M 500 pl 1 mM
NaH2P04 NaH2P04
M 180 ul 0,36 mM M 180 pl 0,36 mM
ddH,O ad 1000 ml ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 6,2 Einstellen auf pH 7,4

KCl I M MgClL I M

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
KCl1 3,728 g 1M MgCl,-6H,O 10,165 g IM
ddH,O ad 50 ml ddH,O ad 50 ml
NaH>PO4 1 M

Substanz Menge [e]
NaH2P04
H0 6,8995 g 1M
ddH,O ad 50 ml

3.5.2 Invitro Phosphorylierung muriner Thrombozyten-Lysate

Die PKG katalysiert nach Aktivierung durch cGMP die Ubertragung der y-Phosphatgruppe von
ATP auf verschiedene Substratproteine. Diese Phosphorylierung kann mit Hilfe von Phospho-
Antikorpern detektiert werden. Um die in vitro Phosphorylierung von IRAG?2 in Thrombozyten
zu analysieren, wurden Thrombozyten-Lysate (s. 3.4.1) von IRAG2-WT und IRAG2-KO

Tieren mit dem cGMP-Analogon 8-Br-cGMP inkubiert. Dazu wurden 500 pg Protein
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(Thrombozyten-Lysat) verwendet und in einem 1,5 ml Reaktionsgefill mit 100 uM 8-Br-cGMP
fiir 20 min bei 37 °C gemél folgendem Ansatz stimuliert:

Stimulationsansatz in vitro Phosphorylierung von Thrombozyten

Substanz Menge [c]
Protein
(Thrombozyten-Lysat) Xul 500 pg
MES 5x 40 1 .
PhosSTOP 10x 20 ul 1x
ATP 10 mM 20 ul -
8-Br-cGMP 1 mM 20 pl 100 uM
ddH,0 (mit
Proteaseinhibitoren) ad 200 pl

Inkubation fiir 20 min bei 37 °C
danach direkt auf Eis

Als Kontrolle wurde in einem Ansatz ddH>O anstelle von 8-Br-cGMP hinzugefiigt. Dieser
Ansatz diente als unstimulierte Kontrolle und wurde sowohl fiir IRAG2-WT als auch fiir
IRAG2-KO Thrombozyten-Lysate verwendet. Im Anschluss an die Stimulation wurden die
Proben auf Eis gestellt und direkt eine Immunprézipitation durchgefiihrt, um eine IRAG2-
spezifische Phosphorylierung zu untersuchen. Dazu wurden zu den stimulierten Proben sowie
unstimulierten Kontroll-Proben je 300 ul (Co)-IP-Puffer und 2 ul IRAG2-AK gegeben und die
Immunprézipitation, wie unter Abschnitt 3.4.3 beschrieben, durchgefiihrt. Die Analyse der
Phosphorylierung erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot (s. 3.4.4 und 3.4.5). Zur
Detektion der IRAG2-Phosphorylierung wurde ein Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrat-
Antikorper verwendet. Dieser detektiert PKA-, PKC- und PKG-vermittelte Phosphorylierungen
an Serin- und Threonin-Resten von Proteinen. Es ist somit mdglich nach cGMP-Stimulation
und anschliefender Immunprézipitation von IRAG2, eine PKG-abhingige Phosphorylierung

von IRAG?2 zu untersuchen.
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MES-Puffer 5 % ddH>0 mit Proteaseinhibitoren
Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
Benzamidin
MES 488,00 mg 250 mM 100 mM 10 pl 1 mM
Leupeptin
EGTA 7,61 mg 2 mM | mg/ml 0,5 ul 0,5 pg/ml
Mg(Oac), 712 mg 5 mM ESQSSTOP 50 ul 1x
PMSF
NaCl 29,22 mg 50 mM 200 mM 1,5 ul 300 uM
ddH,O
ddH>,O ad 10 ml (autoklaviert) ad 1000 pl
Herstellung Benzamidin 100 mM, Leupeptin
Einstellen auf pH 6,9 1 mg/ml, PMSF 200 mM, PhosSTOP 20x: s.
3.4.1
PhosSTOP 10x% ATP 10 mM
Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
gg‘x’SSTOP 500 ul 10% ATP 10,144 mg 10 mM
ddH,O ddH.O
(autoklaviert) >00 pl (autoklaviert) ad 2000 pl

Herstellung PhosSTOP 20x: s. 3.4.1

3.5.3 Exvivo Phosphorylierung intakter muriner Thrombozyten

Neben der in vitro Phosphorylierung in bereits lysierten Thrombozyten kdnnen Proteine auch
ex vivo in intakten Thrombozyten phosphoryliert werden. Dazu wurden die Thrombozyten, wie
unter 3.5.1 beschrieben, isoliert und mittels Neubauer-Zahlkammer ausgezihlt. Mit HEPES-
Puffer pH 7.4 (s. 3.5.1) wurden diese anschlieBend auf eine Zellzahl von
3,5 x 10® Thrombozyten/ml eingestellt. Pro Ansatz wurden 500 ul der eingestellten
Thrombozytensuspension verwendet — was 1,75 x 10% Thrombozyten entspricht — und mit
100 uM des cGMP-Analogons 8-pCPT-cGMP fiir 20 min bei 37 °C gemil folgendem Ansatz

stimuliert:

Stimulationsansatz ex vivo Phosphorylierung von Thrombozyten

Substanz Menge [e]
Thrombozytensuspension 500 ul 1,75 x 10®
3,5 x 10® Thrombozyten/ml K Thrombozyten
8-pCPT-cGMP 10 mM 50l 100 uM

20 min Stimulation bei 37 °C
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Fiir die unstimulierten Kontrollen wurden die Ansétze anstelle von 8-pCPT-cGMP mit der
entsprechenden Menge ddH>O ebenfalls fiir 20 min bei 37 °C inkubiert.

Nach der Stimulation wurden die Ansétze fiir 5 min mit 2000 % g bei 4 °C zentrifugiert und das
erhaltene Thrombozytenpellet in 150 ul 2 % Lubrolpuffer (Lysepuffer) (s. 3.4.1) mit dem
Ultraschall-Homogenisator auf Eis lysiert. Im nichsten Schritt wurde das Lysat fiir 20 min mit
18000 x g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein 1,5 ml Reaktionsgefif iiberfiihrt.
AbschlieBend wurde phosphoryliertes IRAG2 mittels Immunprézipitation ausgefdllt. Dazu
wurden zu allen stimulierten und unstimulierten lysierten Proben 350 pl (Co)-IP-Puffer (s.
3.4.3) sowie 2 ul IRAG2-AK zugegeben und die Immunprézipitation wurde, wie in 3.4.3
beschrieben, durchgefiihrt. Die anschlieBende Detektion der ex vivo Phosphorylierung von
immunprazipitiertem IRAG2 erfolgte nach SDS-PAGE (s. 3.4.4) und Western Blot (s. 3.4.5)
mittels Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrat-Antikérper analog zur Analyse der in vitro
Phosphorylierung von IRAG2 in Thrombozyten (s. 3.5.2).

3.5.4 Messung der Thrombozytenaggregation mittels Aggregometer

Die Messung der Thrombozytenaggregation ist eine effektive Methode zur Bestimmung der
Thrombozytenfunktion. Mit Hilfe des Zwei-Kanal-Aggregometers von Chronolog (Modell
490) kann optisch, durch Bestimmung der Lichttransmission einer Thrombozytensuspension,
die Messung der Thrombozytenaggregation erfolgen. Bei diesem Typ von Aggregometer ist es
dabei moglich, zwei Proben parallel zu vermessen. Fiir die Bestimmung der
Thrombozytenaggregation nach Stimulation mit einem Agonisten wurde in Kanal 1 IRAG2-
WT und in Kanal 2 IRAG2-KO vermessen. Um die NO/cGMP-abhingige
Aggregationshemmung zu bestimmen, wurden in Kanal 1 IRAG2-WT oder IRAG2-KO
Thrombozyten ohne Hemmstoftf (Kontrolle) vermessen, wéihrend in Kanal 2 IRAG2-WT oder
IRAG2-KO Thrombozyten mit Hemmstoff vermessen wurden. Die Messungen erfolgten mit
einer Zellzahl von 1 x 10® Thrombozyten/ml. Durch die Verwendung von Distanzstiicken war
es dabei mdéglich, nur 250 pl Probenvolumen einzusetzen anstelle von 500 ul. Die 250 pl der
Thrombozytensuspension wurden in spezielle Glaskiivetten pipettiert und vor Beginn der
Messung fiir 5min bei 37 °C é&quilibriert. Um den Einfluss eines Inhibitors auf die
Thrombozytenaggregation zu untersuchen, wurde dieser zu der Thrombozytensuspension in die
Kiivette hinzugefiigt, gefolgt von der Inkubation des Reaktionsansatzes. Die Inkubationszeit

war dabei abhdngig vom verwendeten Inhibitor (s. Tabelle 3.1). Fiir die Kontrollen ohne
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Hemmstoff wurde die gleiche Menge des jeweiligen Losungsmittels, in dem der Hemmstoff
gelost war, zugefligt. Nach Ende der Inkubationszeit erfolgte die Messung. Dazu wurden die
Glaskiivetten in einer Offnung zwischen einer Lichtquelle und einer Photozelle platziert, sodass
der Verlauf der Aggregation detektiert werden konnte. In den Kiivetten befand sich auflerdem
ein Riihrstidbchen, das die Thrombozyten wihrend der Messung mit einer Geschwindigkeit von
1200 rpm in Bewegung hielt und zur Nachahmung der physiologischen Scherbedingungen
diente. Zudem wurde ein Referenzrohrchen, das 250 ul HEPES-Puffer pH 7,4 (s. 3.5.1) enthielt,
in einer speziell dafiir vorgesehenen Offnung platziert. Wihrend der Messung wurde dabei die
Lichttransmission der Thrombozytensuspension gegen die Lichttransmission der Referenz
gemessen. Da die Referenzlosung keine Thrombozyten enthilt, ist diese klar und besitzt
dementsprechend eine Lichtdurchldssigkeit von 100 %. Die Lichtdurchldssigkeit der
Thrombozytensuspension ist aufgrund der Triibung durch die Thrombozyten eher gering.
Nachdem Abgleichen der Lichttransmission der Thrombozytensuspension auf 0 % gegen das
Referenzrohrchen, konnte die Aggregation der Thrombozyten durch Zugabe eines Agonisten
gestartet werden (s. Tabelle 3.1). Die durch die Thrombozyten triibe Suspension besall anfangs
nur eine geringe Lichttransmission (0 %). Wurde die Aggregation durch Zugabe eines
Agonisten gestartet, kam es zundchst zum sogenannten ,shape change, bei dem die
Thrombozyten ihre Oberfliche vergroBern und somit die Lichttransmission zundchst noch
weiter abnimmt. Anschlieend lagern sich die Thrombozyten zu immer gréBer werdenden
Aggregaten zusammen, wodurch die Losung klarer wird und die Lichtdurchladssigkeit zunimmt.
Diese Verdnderung der Lichttransmission kann photometrisch bestimmt und in Form einer
Kurve dargestellt werden (Skalierung der y-Achse: 0 %-100 %). So kann die Zunahme der
Lichttransmission als ein MaB fiir die Aggregabilitidt der Thrombozyten angenommen werden.
Die Auswertung der Thrombozytenaggregation erfolgte mit Hilfe der Aggro/Link Software.
Dabei wurde die maximale Steigung der Aggregationskurve (,,slope®) berechnet, was die
Aggregationsgeschwindigkeit der Thrombozyten widerspiegelt und somit als Mal zur
Bestimmung der Aggregationsrate [%/min] dient. Bei Verwendung von Hemmstoffen wurde

die maximale (max.) Aggregationsrate [%] nach folgender Formel bestimmt:

)
Aggregationsrate [m/l?n] mit Hemmstof f
max. Aggregationsrate [% | = o %X 100 %
Aggregationsrate m_lon] ohne Hemmstof f
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Die Aggregationsrate der Kontrollen (ohne Hemmstoff) wurde als maximal (100 %) festgelegt
und daraus die Aggregationsrate mit Hemmstoff als Prozent der Aggregationsrate ohne
Hemmstoff berechnet. Je hoher die maximale Aggregationsrate [%)] war, desto schwécher war

somit die Aggregationshemmung.

Tabelle 3.1: Konzentrationen und Inkubationszeiten von Agonisten und Hemmstoffen der
Thrombozytenaggregation

Agonist + Hemmstoff + . .
[Lésemittel] lc] [Losemittel] [c] Inkubationszeit
Thrombln 0,05 U/ml [gelost in ddH>0] 200 uM 10 min
[geldst in 0,9 % - -
NaCl] Nitroprussid-
0,1 U/ml Natrium (SNP) 2,5 uM 2 min
[gelost in ddH,0]
Kollagen
[verdiinnt in 5 ug/ml
ddH,O]

3.5.5 Messung der Ca**-Freisetzung in Thrombozyten

Die Untersuchung der Ca**-Freisetzung in Zellen kann mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen
erfolgen, die Ca®*-Ionen komplexieren. Eine hiufig dafiir verwendete Substanz ist Fura-2
Acetoxymethylester (Fura-2-AM), welches 1985 von Grynkiewicz et al. entwickelt wurde [48].
Fura-2-AM ist durch seine Bindung an den Acetoxymethylester sehr gut membrangéngig und
wird in der Zelle durch Esterasen in das Ca®'-sensitive, witksame Fura-2 gespalten (s.
Abbildung 3-3). Dieses ldsst sich bei den Wellenldingen 340 nm und 380 nm anregen, wobei
Ca?"-gesiittigtes Fura-2 bei 340 nm und Ca®'-freies Fura-2 bei 380 nm angeregt wird. Wird
Calcium in der Zelle freigesetzt, nimmt die Menge an Ca?’-gebundenen Fura-2 und somit die
Fluoreszenz bei 340 nm zu. Gleichzeitig nimmt die Menge an Ca?"-freiem Fura-2 ab und somit
kommt es auch zu einer Abnahme der Fluoreszenz bei 380 nm. Die freigesetzte Ca**-Menge

wird schlieBlich anhand des Verhiltnisses (Ratio) 340 nm/380 nm bestimmt.
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Abbildung 3-3: Beladung von Zellen mit Fura-2-AM

Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2-AM) ist aufgrund seiner Lipophilie gut membrangéingig und wird in der
Zelle durch Esterasen in das wirksame Fura-2 gespalten, das in der Lage ist, Calcium zu komplexieren. Weitere
Erlduterungen befinden sich im Text.

Zur Messung der Ca**-Freisetzung in Thrombozyten wurden die isolierten Thrombozyten mit
HEPES-Puffer pH 7,4 (s. 3.5.1) in einem 5 ml Polypropylenréhrchen auf eine Zellzahl von
1 x 10® Thrombozyten/ml eingestellt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der entsprechenden
Menge Fura-2-AM, sodass die Konzentration des Fura-2-AM 1 uM betrug. Die Thrombozyten
wurden dann fiir 45 min im Dunkeln bei RT und unter leichtem Schiitteln auf dem
Kreisschiittler inkubiert. Nach Ende der Beladungszeit wurden die Thrombozyten fiir 10 min
mit 600 x g bei RT zentrifugiert, um das Beladungsmedium zu entfernen. Dabei musste darauf
geachtet werden, dass die Behandlung der beladenen Thrombozyten mdoglichst lichtgeschiitzt
erfolgte. Das Thrombozytenpellet wurde nun vorsichtig wieder in der entsprechenden Menge
HEPES-Puffer pH 7,4 (s. 3.5.1) resuspendiert, sodass die Konzentration wieder bei
1 x 10® Thrombozyten/ml lag. Die Thrombozytensuspension wurde anschlieBend in eine 20 ml
Braunglasflasche iiberfiihrt und die Ca®'-Freisetzung am FLUOstar® Omega Plattenleser
(Lehrstuhl Pharmazeutische Technologie, Universitit Regensburg) gemessen. Die Auswertung

erfolgte mit Hilfe der MARS Analysesoftware sowie Microsoft Excel.
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Fir die Messung wurden 10 ul einer Thrombin-Losung (s. Tabelle 3.2) zehnfach
iiberkonzentriert in jeweils eine Vertiefung einer 96-Lochplatte vorgelegt. Uber das
Pumpsystem des FLUOstar® Omega Plattenlesers wurden in jede der Vertiefungen 90 ul
Thrombozytensuspension zu pipettiert, sodass die Konzentration der Thrombin-Lésung wieder
einfach vorlag. Nach Zugabe der Thrombozytensuspension, erfolgte eine Messung iiber 30 s,
bei der alle 1,5 s die Fluoreszenz bei 340 nm und 380 nm gemessen wurde. Daraus konnte
anschliefend das Ratio aus 340 nm/380 nm berechnet und eine Freisetzungskurve erstellt
werden, aus der der die maximale Freisetzung bestimmt wurde. Fiir jede Konzentration erfolgte
dabei eine Dreifachbestimmung. Neben der Stimulation mit Thrombin-Ldsungen, wurde zudem
der Leerwert und somit die basale Ca’-Menge bestimmt, indem nur das Losemittel der
Thrombin-Losung vorgelegt wurde. Ebenso wurden, in jeweils separaten Vertiefungen, die
minimalen und maximalen Werte der Ca*’-Mengen in der Zelle bestimmt, um spiter die
erhaltenen Ratios mit Hilfe der Formel nach Grynkiewicz et al. in die entsprechenden Ca**-
Konzentration [nM] umzurechnen [48]. Fiir die Bestimmung der maximalen Werte (Max-
Proben) wurde eine 1 % Triton X-100 Lésung verwendet, wodurch das gesamte Calcium in der
Zelle freigesetzt wurde. Um die minimalen Werte (Min-Proben) zu bestimmen, wurde eine 1 %
Triton X-100/Ethylenglykoltetraessigsdure (EGTA) Losung verwendet, die durch das
enthaltene EGTA das gesamte freigesetzte Calcium komplexiert.

Die Umrechnung der erhaltenen Ratios in die entsprechenden Ca**-Konzentrationen erfolgte

nach der folgenden Formel:

E.; R—R,_;
Ca2*[nM] = ky x ( mln,380> . < mm)
Fmax,380 Rmax —R

kq. Dissoziationskonstante Fura-2-AM (= 224 nM)
Fminzso: Fluoreszenz der Min-Proben bei 380 nm
Fmax380: Fluoreszenz der Max-Proben bei 380 nm
R: gemessenes Fluoreszenzratio 340/380
Rmax: Fluoreszenzratio bei maximaler Ca*>*-Konzentration (maximales Fluoreszenzratio der
Max-Proben)
Rmin: Fluoreszenzratio bei minimaler Ca?*-Konzentration (minimales Fluoreszenzratio der
Min-Proben)

60



Methoden

Tabelle 3.2: Verwendete Konzentrationen der Thrombin-Losungen fiir die Ca?*-Messung in Thrombozyten

Agonist + [c] 10x
[Losungsmittel] iiberkonzentriert
. 0,024 U/ml 0,24 U/ml
Thrombin
[gelost in 0,9 % 0,05 U/ml 0,5 U/ml
NaCl]
0,1 U/ml 1 U/ml
Min-Proben Max-Proben
Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
EGTA . o
90 mM/NaOH 2 ml 45 mM Triton X-100 50 pul 1%
Triton X-100 2 ml 1% PBS ad 5 ml
2 %
EGTA 90 mM/NaOH 2 % Triton X-100
Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
EGTA 68,5 mg 90 mM Triton X-100 40 pl 2%
NaOH 0,1 M ad 2 ml PBS ad 2 ml

3.6 Blutabnahme aus dem retrobulbiren Plexus

Die Blutabnahme aus dem retrobulbiren Plexus erfolgte direkt nach Eintritt des Todes durch
Inhalation von Kohlenstoffdioxid. Dazu wurde mit Hilfe einer heparinisierten
Hamatokritkapillare der retrobulbdre Plexus am Auge verletzt und das austretende Blut in
heparinisierte Microvetten® aufgenommen. Diese wurden fiir 8 min mit 2000 x g bei RT
zentrifugiert und das Plasma (Uberstand) in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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3.7 Bestimmung der Amylase-Aktivitit im Plasma und in Pankreas-

Lysaten

Die Bestimmung der Amylase-Aktivitdt im Plasma (s. 3.6) und in Pankreas-Lysaten (s. 3.4.1)
erfolgte mit Hilfe eines kolorimetrischen Amylase-Assay Kits (Abcam) nach Angaben des
Herstellers.

Das Testprinzip beruht darauf, dass durch die a-Amylase das Substrat Ethyliden-4-nitrophenyl-
a-D-maltoheptaosid (Ethyliden-pNP-G7) in kleinere Spaltprodukte wie p-Nitrophenol
umgesetzt wird, welches bei 405 nm am Mikrotiterplatten-Photometer Tecan Sunrise

Remote™ photometrisch bestimmt werden kann.

Zunichst erfolgte die Herstellung der Standardverdiinnungen aus p-Nitrophenol (0 nmol/Loch,
4 nmol/Loch, 8 nmol/Loch, 12 nmol/Loch, 16 nmol/Loch, 20 nmol/Loch) durch Verdiinnung
der Stammlosung (2 nM) mit dem Assay-Puffer sowie die Herstellung des Reaktionsgemisches.
Fiir das Reaktionsgemisch wurden Assay-Puffer und Substratmix im Verhiltnis 1:1 gemischt.
Pro Reaktion wurden davon 100 ul benétigt.

Von den Proben und Standards wurden je 50 pl in die Vertiefungen einer 96-Lochplatte
pipettiert. Die Plasma-Proben (s. 3.6) wurden dabei unverdiinnt eingesetzt. Fiir die Bestimmung
der Amylase-Aktivitdt in Pankreas-Lysaten (s. 3.4.1) wurden die Lysate 1:100 vorverdiinnt und
die Amylase-Aktivitdt spiter auf die Proteinkonzentration der Lysate (s. 3.4.2) normiert.
Anschlieend wurden zu allen Proben und Standards 100 pl des Reaktionsgemisches pipettiert
und sofort bei A = 405 nm kinetisch am Mikrotiterplatten-Photometer iiber einen Zeitraum von
30 min vermessen, wobei alle 30 s eine Messung erfolgte. Die Messung erfolgte dabei mit Hilfe
der Magellan 5 Software.

Fiir die Berechnung wurde anhand der Standards und der gemessenen Extinktionen eine
Standardgerade erstellt und daraus die Menge an gebildetem p-Nitrophenol innerhalb zweier

Zeitpunkte t; und t2 bestimmt:

AAsosnm = Az — Ay

A1l: Extinktion zum Zeitpunkt t;
A2: Extinktion zum Zeitpunkt t»
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Aus dem Wert fiir AAsosnm wurde durch Einsetzen in die Geradengleichung die gebildete
Menge an p-Nitrophenol im Zeitraum t; bis t> berechnet. Anschlie3end erfolgte die Berechnung

der entsprechenden Amylase-Aktivitit nach der folgenden Formel:

Amyl Aktivitat [ ] —< ) D
— = X
mylase ivita l A%

B: Menge an gebildetem p-Nitrophenol [nmol]
AT: Reaktionszeit (t2-t1)
V: eingesetztes Probenvolumen in ml

D: Verdiinnungsfaktor der Probe

Bei den Pankreas-Proben wurde die Amylase-Aktivitét auf die Proteinkonzentration der Lysate

[mU/mg] normiert.

3.8 Analyse isolierter pankreatischer Azini
3.8.1 Isolation pankreatischer Azini

Zur Untersuchung der Amylase-Sekretion und der Ca?-Freisetzung wurden pankreatische
Azini isoliert. Dies erfolgte durch enzymatischen Verdau der entnommenen Pankreata (s. 3.3)
mit Hilfe von Kollagenase Typ II nach einer von J. A. Williams beschriebenen Methode [140].
Nach der Entnahme der Pankreata (s. 3.3) wurden diese kurz in PBS gewaschen
(Zusammensetzung s. Kapitel 3.3) und dabei von Blutgefia3en, Fettgewebe sowie Lymphknoten
befreit. Das gewaschene Pankreas wurde kurz auf einem Rundfilterpapier abgedriickt, um lose
Blutgefifle zu entfernen und anschlieBend direkt in eine 60 mm sterile Petrischale, die mit 5 ml
Verdauungsmedium (Medium D) gefiillt war, iiberfithrt. Das Medium D wurde dabei
unmittelbar vor Gebrauch auf 37 °C erwdrmt und nochmals fiir 15 s mit Carbogen (Gemisch
aus 95 % Oz und 5 % CO.) begast. Mit einer 5 ml Spritze wurde das Medium D aufgesaugt,
tiber eine Nadel (0,4 x 19 mm, 27G) in das Pankreas-Parenchym injiziert und in der Petrischale
aufgefangen. Dieser gesamte Vorgang erfolgte iiber 10 min. Das Pankreas wurde anschlieSend
mit einer Schere in 3-4 Teile zerkleinert und zusammen mit dem Medium D, das nochmals fiir
15 s mit Carbogen begast wurde, in einen 25 ml Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Der mit Parafilm-

Verschlussfolie abgedichtete Erlenmeyerkolben inkubierte anschlieBend fiir 10 min auf dem
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Wasserbad mit 120 rpm bei 37 °C. Nach der Inkubation wurde das Medium D gegen 5 ml
frisches, Carbogen-begastes Medium D ausgetauscht. Der Kolben wurde wieder verschlossen
und das Pankreas auf dem Wasserbad fiir weitere 45 min mit 120 rpm bei 37 °C verdaut. Kurz
vor Ende des Verdaus erfolgte die Begasung des Mediums C und des Mediums R fiir 15 s mit
Carbogen. Das Pankreas wurde nach dem Verdau in einer 10 ml serologischen Pipette sechsmal
auf- und abgezogen, sodass das Gewebe in kleine Teile zerfiel. Anschliefend wurden die
Gewebestiicke nochmals sechsmal in der 5 ml Pipettenspitze einer 5 ml-Einkanalpipette auf-
und abgezogen, um das Gewebe noch weiter zu zerkleinern. Das Pankreas sollte dabei schon
so gut zerkleinert sein, dass die Stiicke durch die Offnung der Pipettenspitze aufgezogen werden
konnten. Bei diesem Vorgang musste vorsichtig pipettiert werden, da die Azini durch zu
schnelles Auf- und Abpipettieren zerstort werden. Die Pankreassuspension wurde durch ein
100 um Nylon-Zellsieb in ein 50 ml konisches Zentrifugenréhrchen filtriert, wobei die Azini
den Filter passieren konnten und ins Filtrat gelangten. Sehr grofe Azini, unverdaute Stiicke
sowie Pankreas-Inseln, Ausfiihrungsgénge und Blutgefile blieben jedoch im Filter hingen. Der
Filter wurde abschlieBend mit 10 ml Medium R gespiilt, wobei das Filtrat im selben konischen
Zentrifugenrohrchen aufgefangen wurde, in dem sich die Azini befanden. Fiir alle
nachfolgenden Schritte wurde das verwendete Medium C kurz vor Gebrauch fiir 15 s mit
Carbogen begast. In jeweils vier 15 ml konische Zentrifugenrohrchen wurden je 5 ml
Medium C vorgelegt und die filtrierten Azini auf diese vier Rohrchen verteilt. Dazu wurde die
Zellsuspension vorsichtig mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze auf das Medium C pipettiert,
sodass es zu keiner Vermischung der beiden Phasen kam. Anschlieend wurde 10 min gewartet,
bis sich die Azini aus der oberen Schicht liber das Medium C auf den Boden des Rohrchens
abgesetzt hatten. Der Uberstand aus den Réhrchen (iiberschiissiges Medium) wurde
abgenommen und die Zellen wieder in 5 ml frischem Medium C aufgenommen. Danach wurde
die Azini-Suspensionen aus je zwei Rohrchen in einem Réhrchen vereint, sodass sich die Azini
— aus urspriinglich vier R6hrchen — nun in zwei Rohrchen befanden. Die Azini setzten sich in
diesen beiden Rohrchen wieder fiir etwa 10 min ab, das Medium wurde abgenommen, gefolgt
von einer Resuspension der Zellen in 5 ml frischem Medium C. Die Azini-Suspension aus den
letzten beiden R6hrchen wurden wieder in einem Rohrchen vereint, sodass alle Azini — aus den
urspriinglich vier R6hrchen — nun in einem vereint waren. Nachdem sich die Zellen in diesem
Rohrchen abgesetzt hatten, wurde das Medium entfernt. Im Fall einer anschlieBenden Ca?*-
Messung, wurden die Azini in 2 ml Ringer-Losung (s. 3.8.3) aufgenommen und anschlieBend
wie in Kapitel 3.8.3 beschrieben in Matrigel® eingebettet. Erfolgte eine Untersuchung der

Amylase-Sekretion, wurden die Azini in 25 ml frisch begastem Medium I aufgenommen, in
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einen 125 ml Erlenmeyerkolben tiberfiihrt und der Kolben mit Verschlussfolie abgedichtet. Die
Azini ,,ruhten® anschlieend im Kolben fiir 30 min auf dem Wasserbad bei 37 °C und 60 rpm,

bis die Stimulation der Amylase-Sekretion erfolgte (s. 3.8.2).

Grundmedium fiir die Isolation von Azinus-Zellen

Substanz Menge [e]
HEPES 1,908 g 20 mM
NaCl 22¢g 95 mM
KCl 0,14 ¢ 4,7 mM
MgCl, 0,0488 g 0,6 mM
CaCl, 0,0764 g 1,3 mM
Glucose 0,7928 g 10 mM
Nicht—essentielle 4 ml 1
Aminosduren 100x
L-Glutamin 200 mM 4 ml 2mM
ddH,0 (autoklaviert) ad 400 ml

20 min Begasung mit Carbogen
Zugabe von Trypsin-Inhibitor 0,04 g [0,1 mg/ml]
Einstellen auf pH 7,4

Medium D (Verdauungsmedium)

Menge Substanz [e]
Kollagenase
Typ II 0,0066 g 100 U/ml
BSA 0,05¢g 2,5 mg/ml
Grund- ad 20 ml
medium

Medium C (Absetzmedium)

Menge Substanz [e]
BSA 4¢g 40 mg/ml
Grund- ad 100 ml
medium

Medium R (Waschmedium)

Menge Substanz [e]
BSA 02¢g 10 mg/ml
Slg‘(lirllgm ad 20 ml
Medium I (Inkubationsmedium)

Menge Substanz [e]
BSA 02¢g 1 mg/ml
Slg‘(lirllgm ad 200 ml

Vor Gebrauch wurden alle verwendeten Medien auf 37 °C erwarmt.
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3.8.2 Amylase-Sekretions-Assay

In den isolierten pankreatischen Azini (s. 3.8.1) wurde unter Verwendung von Carbachol die
Amylase-Sekretion stimuliert. Diese isolierten Azinus-Zellkomplexe weisen unterschiedliche
GroBen auf und enthalten daher unterschiedliche Mengen an Amylase. In groBBeren
Zellkomplexen kann somit auch eine groflere Menge an Amylase freigesetzt werden. Aus
diesem Grund ist es nicht moglich, die Zellen auf eine Zellzahl einzustellen, um anschlieend
die Amylase-Freisetzung zu vergleichen. Deshalb erfolgte die Berechnung der freigesetzten
Amylase hier prozentual des Totalinhaltes an Amylase in den Azini. Dafiir wurden 1 ml
Aliquote der Azini-Suspension stimuliert und die sezernierte Menge an Amylase als
Prozentsatz der Totalmenge an Amylase in diesem 1 ml Aliquot berechnet.

Fiir die Stimulation der Amylase-Sekretion wurden die isolierten Azini, nachdem sie nach der
Isolation fiir 30 min auf dem Wasserbad geruht haben, in ein 50 ml konisches
Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nachdem sich die Zellen fiir 10 min abgesetzt haben, wurde
das tiberstindige Medium entfernt und die Azini wurden in 15 ml frisch begastem Medium I (s.

3.8.1) aufgenommen.

Stimulation der Amylase-Sekretion

Wihrend sich die Azini absetzten, wurde eine 6-Lochplatte mit den Stimulantien vorbereitet.
Die Stimulation erfolgte dabei mit 1 uM und 10 uM Carbachol, wobei fiir jede Konzentration
eine Doppelbestimmung durchgefiihrt wurde. Dafiir wurden jeweils 10 ul des Carbachols
hundertfach {iberkonzentriert in die Vertiefungen der 6-Lochplatte vorgelegt und diese dabei
jeweils an den Rand des Bodens der Vertiefung pipettiert. Zudem wurde die basale Amylase-
Sekretion bestimmt, indem anstelle des Stimulans 10 ul ddH,O vorgelegt wurden.
Anschlieend erfolgte die Zugabe der Azini-Suspension. Mit Hilfe einer Pipettenspitze mit
groBer Offnung wurden jeweils 1 ml der Suspension entnommen und an den Rand der
Vertiefung der 6-Lochplatte pipettiert, sodass es erst durch Schwenken der Platte zu einer
Vermischung mit dem Carbachol kam. Beim Pipettieren musste darauf geachtet werden, dass
langsam und vorsichtig pipettiert wurde, um ein vorzeitiges Freisetzen der Amylase aus den
Azinus-Zellen zu vermeiden. AuBlerdem musste die Zellsuspension permanent vorsichtig
geschwenkt werden, um eine gleiche Verteilung der Azini und dadurch eine gleichbleibende
Konzentration der entnommenen 1 ml Aliquote zu gewihrleisten. Nachdem alle Aliquote
entnommen waren, wurde die 6-Lochplatte vorsichtig geschwenkt, um das Stimulans mit der

Azini-Suspension zu vermischen. Anschlieend wurde die Platte fiir 30 min bei 37 °C und
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60 rpm auf dem Wasserbad eingespannt, sodass die Unterseite des Plattenbodens mit dem 37 °C
warmen Wasser in Kontakt war.

Wihrend der Inkubationszeit der stimulierten und unstimulierten Proben, wurden die
sogenannten Total- und ,,Zero“-Werte bestimmt. Dazu wurde ein 1 ml Aliquot der Azini-
Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefdll pipettiert und sofort mit 2300 x g fiir 30 s bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort abgenommen, in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefif3
iiberfiihrt und auf Eis gestellt. Dieser Uberstand wird als sogenannter ,,Zero“-Wert bezeichnet
und stellt die Amylase-Menge dar, die sich nach dem Zentrifugieren im Medium befindet.
Dieser Wert wird anschlie8end bei der Berechnung von den sezernierten Proben abgezogen.
Das bei dieser Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde mit 1 ml Medium I versetzt, mit dem
Ultraschall-Homogenisator lysiert und so die gesamte Amylase aus den Zellen freigesetzt.
Diese Proben stellten die Totalproben dar, bei denen der Gesamtinhalt an Amylase in 1 ml der
Azini-Suspension bestimmt wurde. Die Totalproben mussten fiir die spatere Bestimmung der
Amylase-Menge verdiinnt werden. Dazu wurden 100 pl der lysierten Totalproben in 900 pl
eiskaltes Medium I gegeben und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gestellt. Bei den Total-
und ,,Zero“-Proben erfolgte eine Dreifachbestimmung, aus denen anschlieBend der Mittelwert
gebildet wurde.

Nach Ende der 30-miniitigen Inkubation der mit Carbachol stimulierten sowie der
unstimulierten Proben, wurden die Azini vorsichtig und mit abgeschnittener Pipettenspitze aus
der 6-Lochplatte in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und direkt mit 2300 x g fiir 30 s bei
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefil pipettiert
und auf Eis gestellt. Diese Uberstéinde stellten die sezernierten Amylase-Mengen dar und

wurden als sezernierte Proben bezeichnet.

Carbachol-Stammlosung 100 mM Carbachol-Losung 1 mM
Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
Carbachol
Carbachol 0,018 g 100 mM 100 mM 10 pl 1 mM
ddH,O 1 ml ddH.O ad 1000 pl
Carbachol-Losung 100 uM
Substanz Menge [e]
Carbachol
100 mM Sul 100 uM
ddH,O ad 5 ml
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Bestimmung der Amylase-Menge mittels Phadebas® Amylase Test

Zur quantitativen Bestimmung der a-Amylase-Aktivitit und damit der Amylase-Menge in den
Proben wurde der Phadebas® Amylase Test verwendet. Dieser beruht auf der Umsetzung eines
blau gefiarbten, wasserunloslichen Stirkepolymers zu blauen, wasserloslichen Fragmenten
durch die a-Amylase. Die Intensitit der Blaufirbung kann anschlieBend bei 620 nm
photometrisch bestimmt werden.

Eine Test-Tablette wurde dazu in einem Erlenmeyerkolben in 14 ml ddH>O unter stindigem
Riihren suspendiert und stellte das Phadebas®-Reagenz dar. In einer 12-Lochplatte wurden
jeweils 10 pl der zu analysierenden Total-, ,,Zero*- und sezernierten Proben vorgelegt und mit
1 ml Phadebas®-Reagenz versetzt. Zudem wurde ein Nullwert, bei dem 10 pl ddH,O verwendet
wurden, bestimmt. Bei der Entnahme des Phadebas®-Reagenz musste der Erlenmeyerkolben
stindig geschwenkt werden, um eine gleichméBige Verteilung des unldslichen Starkepolymers
zu gewihrleisten. Anschliefend wurden die Proben fiir 20 min bei 37 °C auf dem Wasserbad
mit 150 rpm inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von
300 pl 0,5 M NaOH gestoppt, die Proben in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt, bei 5000 x g
fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand bei 620 nm photometrisch gegen den Nullwert
vermessen. Die Berechnung erfolgte, indem zunéchst der ,,Zero“~-Wert, der die Amylase-Menge
des Mediums nach Zentrifugation der Proben darstellte, von den Extinktionen der sezernierten

Proben abgezogen wurde:
A'sez = Asez — Azero

Ase, stellt dabei die gemessene Extinktion der sezernierten Proben bei 620 nm dar. Azero
bezeichnet die Extinktion der ,,Zero““-Proben bei 620 nm.
Die anschlieBende Berechnung der Amylase-Sekretion erfolgte als Prozent des Totalinhaltes an

Amylase nach der folgenden Formel:

. A
sezernierte Amylase [%] = —= x 100 %
Total

A‘sez stellt dabei die Extinktion der sezernierten Proben dar, bei denen bereits der ,,Zero“-Wert
abgezogen wurde. Artoa bezeichnet die Extinktion der Totalproben. Von den
Doppelbestimmungen der sezernierten Proben und den Dreifachbestimmungen der Total- und

,»Zero“-Proben wurde jeweils der Mittelwert der Extinktionen verwendet.

68



Methoden

3.8.3 Messung der Ca**-Freisetzung in isolierten pankreatischen Azini

Zur Messung der Ca*'-Freisetzung wurden die isolierten Azini (s. 3.8.1) direkt nach der
Isolation in 2 ml Ringer-Ldsung aufgenommen und in Matrigel® eingebettet. Bei Matrigel®
handelt es sich um eine extrazelluldre Matrix, die fiir in vitro Experimente in 2D, aber auch fiir
3D Zellkulturen geeignet ist. Durch Einbetten der Azini in die Matrix konnten diese auf einem
Deckglischen fiir die anschlieBende Messung aufgebracht werden. Das Matrigel® wurde
zunéchst langsam auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden 50 pl des fliissigen Gels mit 30 pl
der Azini-Suspension vorsichtig mit abgeschnittener Pipettenspitze gemischt, sodass die Azini
dabei nicht zerstort wurden. 10 pl dieser Mischung wurden auf ein 18 mm Deckglédschen, das
sich in der Vertiefung einer 12-Lochplatte befand, pipettiert. Die 12-Lochplatte wurde fiir
20 min im CO,-Inkubator (5 % CO.) bei 37 °C inkubiert, wodurch das Matrigel® fest werden
konnte. Nach dem Aushérten wurde je 1 ml Ringer-Losung auf jedes Deckgldschen pipettiert
und die Zellen ruhten fiir weitere 30 min bei 37 °C im CO»-Inkubator. Die Azini wurden
anschlieBend mit 1 pM Fura-2-AM (s. 3.5.5) und zusitzlich 0,02 % Pluronic® (Poloxamer 407),
welches die Membran der Azinus-Zellen fiir Fura-2-AM permeabler macht, beladen und fiir
1,5 h bei RT im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Ca**-Freisetzung nach Stimulation
mit 1 uM und 10 uM Carbachol am Axiovert S100-Mikroskop (Lehrstuhl Physiologie II,
Universitit Regensburg) gemessen. Dazu wurde das Deckgldschen aus der Vertiefung der 12-
Lochplatte genommen und mit Hilfe einer Klebepaste auf eine Kammer aufgeklebt, sodass sich
die in Matrigel® eingebetteten Zellen in der Offnung der Kammer befanden. Die Zellen wurden
mit 500 pl Ringer-Losung tiberschichtet und die Kammer am Mikroskop eingespannt. Die
Kammer besitzt dabei sowohl einen Zulauf, {iber den das Carbachol oder die Ringer-Losung
durch einen Schlauch eingebracht werden kann sowie einen Ablauf, der an eine Pumpe
angeschlossen ist und iiberschiissige Fliissigkeit in der Kammer wieder absaugt. Uber dieses
System konnen die Zellen permanent mit den jeweiligen Konzentrationen an Carbachol oder
mit Ringer-Losung gespiilt werden. Die Schlduche des Zulaufsystems werden dabei durch ein
Wasserbad so temperiert, dass die Losungen auf 37 °C erwdrmt werden. Die Anregung von
Fura-2 erfolgte bei 340 nm und 380 nm durch Verwendung eines high-speed Polychromator-
Systems und die Aufnahme der Emission bei 510 nm mit Hilfe einer CoolSnap HQ CCD
Kamera. Dabei erfolgte jede Sekunde eine Messung. Fiir die Messung und Auswertung wurde
die Software MetaFluor verwendet.

Die Azini wurden bei der Messung zundchst fiir 2 min mit Ringer-Losung &dquilibriert,

anschliefend fiir 2 min mit 1 uM Carbachol stimuliert und wieder fiir 2 min mit Ringer-Losung
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gespiilt. Nachfolgend wurde nochmals mit 10 pM Carbachol stimuliert. Die Berechnung der
Ratios erfolgte direkt durch das Programm MetaFluor. Die Ratios konnten nachfolgend in eine
Excel-Datei konvertiert werden und daraus eine Freisetzungskurve erstellt werden. Fiir die
Auswertung wurde das maximale Fluoreszenz-Ratio 340/380 nach Stimulation mit Carbachol
sowie das basale Ratio unter Ringer-Perfusion bestimmt. Weiterhin konnte die area under the
curve (AUC) der Freisetzungskurve iiber einen Zeitraum von 2 min — als MaB fiir die insgesamt
freigesetzte Ca**-Menge — sowie die Steigung der Kurve — als MaB fiir die Geschwindigkeit der

Ca*"-Freisetzung — nach Stimulation mit Carbachol berechnet werden.

Carbachol-Stammlésung 100 mM Carbachol-Losung 1 mM
Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
Carbachol-
Carbachol 0,018 g 100 mM Losung 50 pl I mM
100 mM
Ringer- I ml Ringer- ad 5 ml
Losung Losung
Carbachol-Losung 1 uM Carbachol-Losung 10 uM
Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
Carbachol- Carbachol-
Losung 200 pl 1 uM Losung 2 ml 10 uM
1 mM 1 mM
Ringer- ad 200 ml Ringer- ad 200 ml
Losung Losung
Ringer-Losung Pluronic 10 % (m/V)
Substanz Menge [e] Substanz Menge [c]
L ®
NaCl 8,474 g 145 mM Pluronic 200 mg 10 %
F127
KH,PO4 0,054 g 0,4 mM ddH,O 2 ml
K>HPO4-3H,O 0,365 g 1,6 mM
Glucose 0,901 g 5mM
MgCl,-6H,O 0,203 g 1 mM
Ca-Gluconat
1H,0 0,583 ¢ 1,3 mM
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 7,4
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3.9 Histologische Methoden

3.9.1 Herstellung histologischer Priparate (Paraffinschnitte)

Die Herstellung histologischer Priparate erfolgte in Anlehnung an Schinner et al. [108].

Entwdssern und Einbetten der Gewebe

Die nach der Organentnahme in 3 % PFA fixierten und in 70 % Methanol (MeOH) gelagerten
Pankreasstiicke (s. 3.3) wurden in Einbettkassetten liberfiihrt und durch eine Methanolreihe in
aufsteigender Konzentration (70 % MeOH, 75 % MeOH, 80 % MeOH, 85 % MeOH, 90 %
MeOH, 95 % MeOH, zweimal 100 % MeOH) dehydriert. Dabei erfolgte eine jeweils 30-
miniitige Inkubation in den Methanol-Losungen bei RT unter Schiitteln. AnschlieBend wurden
die Gewebe zweimal fiir je 30 min bei RT in 100 % Isopropanol eingelegt. Zum Abschluss der
Entwisserung erfolgte eine Inkubation in 100 % Isopropanol fiir 30 min bei 60 °C. Um das
Gewebe mit Paraffin zu durchsetzen, wurden die Pankreata zunéichst fiir 30 min bei 60 °C in
einer Mischung aus gleichen Teilen 100 % Isopropanol und fliissigem Paraffin gelagert. Im
Anschluss erfolgte eine Inkubation iiber Nacht in reinem fliissigem Paraffin bei 60 °C. Am
nichsten Tag wurde dieses gewechselt, gefolgt von einer abschlieBenden 24-stiindigen
Inkubation bei 60 °C.

Nach der Durchsetzung mit Paraffin erfolgte die Einbettung des Gewebes. Hierfiir wurden
spezielle Schélchen auf einer Heizplatte erwdrmt und die Vertiefung der Schilchen mit
fliissigem Paraffin aufgefiillt. Auf diesen Schilchen wurde ein Einbettring positioniert, der die
Form des Paraffinblocks bildet. Das Gewebe wurde aus den Einbettkassetten entnommen und
auf den Schilchen in der Mitte der Einbettrings positioniert. AnschlieBend wurde das gesamte
Gewebe in dem Einbettring mit fliissigem Paraffin komplett ausgegossen. Nachdem der Block
erstarrt war, kiihlte dieser fiir 1 h auf Eis weiter ab, bevor er anschlieend bei 4 °C bis zur

weiteren Verwendung lagerte.

Anfertigen von Paraffinschnitten

Zum Anfertigen der Gewebeschnitte wurde der Paraffinblock zunidchst fiir 1 h bei -20 °C
gekiihlt, damit der Block hart genug war, um ihn zu schneiden. Darauthin wurde dieser in das
Rotationsmikrotom eingespannt und 2,5 um dicke Schnitte des Pankreas angefertigt. Die
Schnitte wurden in ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad tiberfiihrt, um sie dort zu strecken.
Danach konnten diese moglichst faltenfrei auf einen Polylysin-beschichteten Objekttriager

aufgezogen und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank getrocknet werden.
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Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebe

Fiir die anschlieBende Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung (s. 3.9.5) oder fiir immunhistochemische
Untersuchungen (s. 3.9.4) mussten die Gewebe entparaffiniert und rehydriert werden. Dazu
wurden die Objekttrager zweimal fiir 10 min in Xylol, dreimal 5 min in 100 % Isopropanol und
zweimal 5 min in 100 % MeOH inkubiert. Abschliefend wurden die Schnitte fiir 2 min in
ddH>O getaucht.

3.9.2 Herstellung histologischer Priparate (Kryoschnitte)

Kryprotektion der Gewebe

Die Kryoprotektion erfolgte geméll der Anleitung nach Straubinger et al. [120]. Um eine
Zerstorung des Gewebes durch das Einfrieren zu verhindern, musste eine Kryoprotektion
durchgefiihrt werden, bei der den Geweben durch einen Saccharose-Gradienten Wasser
entzogen wurde. Nach der Organentnahme (s. 3.3) erfolgte eine vierstiindige Fixierung in 3 %
PFA, gefolgt von dreimaligem Waschen mit PBS pH 7,4 fiir je 20 min in einem 15 ml
konischem Zentrifugenréhrchen und nachfolgender Inkubation fiir 1 h in einer 5 % Saccharose-
Losung. AnschlieBend wurden die Gewebe iiber Nacht in eine 10 % Saccharose-Losung
tiberfilhrt. Am nichsten Tag wurden die Gewebe in eine 20 % Saccharose-0,05 % NaNs3-
Losung gegeben, wo diese nochmals fiir 24 h inkubierten. Alle Schritte ab der Organentnahme
fanden bei 4 °C und auf dem Schiittler statt. Damit war die Kryoprotektion abgeschlossen und

die Gewebe konnten in Tissue-Tek® Medium eingebettet werden.

Natriumazid-Losung 10 % (m/V) PBS pH 7,4
Substanz Menge [c] Substanz Menge
NaNj; lg 10 % PBS 1 Tablette
ddiO ad 10 m! ddH,0 200 ml
(autoklavier)
Losung sterilfiltrieren Einstellen auf pH 7,4
Lagerung bei 4 °C L6sung sterilfiltrieren
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Saccharose-Losung 5 % (m/V) Saccharose-Léosung 10 % (m/V)

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
D-(+)- 0 D-(+)- 0
Saccharose 0.5¢ > % Saccharose 1.0g 10%
PBS pH 7,4 ad 10 ml PBS pH 7,4 ad 10 ml

Losung sterilfiltrieren Losung sterilfiltrieren

Saccharose-Léosung 20 % (m/V)

Substanz Menge [e]
D-(+)- 0
Saccharose g 20%
NaNj3 10 % 50 ul 0,05 %
PBS pH 7,4 ad 10 ml

Losung sterilfiltrieren

Einbetten der Gewebe in Tissue-Tek®™ Medium

Fiir das Einbetten der Gewebe wurden aus Alufolie kleine Formen hergestellt. Der Boden der
Form wurde mit Tissue-Tek® Einbettmedium befiillt und dieses bei -70 °C angefroren.
Anschlieend wurde das Gewebe in dem Formchen auf dem Medium platziert und mit Tissue-
Tek® iiberschichtet, bis alles bedeckt war. Die Formchen wurden zum Aushérten und bis zur

weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert.

Herstellung der Kryoschnitte

Die Blocke wurden zunichst 24 h vor dem Schneiden bei -20 °C aufgetaut. Zum Schneiden
wurden diese im Kryotom mit Hilfe von Tissue-Tek® auf einer speziellen Platte angefroren und
diese anschlieBend in die daflir vorgesehene Schneidevorrichtung eingespannt. Die
Temperaturen, bei denen das Pankreas geschnitten werden konnte, wurden dabei so gewihlt,
dass die Kiihltemperatur im Kryotom bei -20 °C und die Temperatur des Objekttisches, auf dem
das Gewebe eingespannt war, bei -15 °C lag. Die Anfertigung der Schnitte erfolgte mit einer
Schnittdicke von 8 pm. AnschlieBend wurden die Kryoschnitte auf Superfrost Plus®

Objekttrager aufgebracht und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
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3.9.3 X-Gal Farbung

Die X-Gal Farbung dient als Nachweis fiir die /acZ-Reportergen-Expression. Das lacZ-Gen,
das fiir eine B-Galactosidase kodiert, ist hierbei der Reporter fiir IRAG2 und wird unter
Kontrolle des Irag2-Promotors exprimiert. Im IRAG2-Knockout wird somit in Organen oder
Zellen, in denen eigentlich IRAG2 vorhanden ist, die B-Galactosidase exprimiert (s. 3.1.2).
Diese B-Galactosidase kann in histologischen Prédparaten dargestellt werden, indem sie das
Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid) zu 5-Brom-4-Chlor-3-
Indoxyl und Galactose umsetzt. 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl wird wiederum durch
Luftsauerstoff zum tiefblauen, unloslichen 5,5°-Dibrom-4,4‘-Dichlor-Indigo oxidiert (s.

Abbildung 3-4) [16].

OH

OH —i"
OH H [3 -Galactosidase
+H2O

5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl- 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl 5,5"-Dibrom-4,4’-Dichlor-Indigo (blaw)
B-D-galactopyranosid (gelb)

OH

OH 0 OH
OH H

H
H OH

Galactose

Abbildung 3-4: Prinzip der X-Gal Fiirbung

Eine weitere Erlauterung befindet sich im Text.

Die X-Gal Farbung wurde an Kryoschnitten (s. 3.9.2) in Anlehnung an die Publikationen von
Lukowski et al., West et al. und Schelter et al. durchgefiihrt [76, 106, 137]. Die Schnitte tauten
30 min vor der Farbung auf und wurden in einer Féarbekiivette fiir 20 min in eiskaltem Aceton
fixiert. Fiir den weiteren Ablauf der Farbung befanden sich die Objekttréger in einer mit Wasser
befiillten Feuchtkammer, die mit einem Deckel verschlossen werden konnte. Die
Gewebeschnitte wurden mit einem Fettstift umrandet und mit 3 % Triton X-100-Lésung fiir
30 min bei RT permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Schnitte dreimal 5 min mit PBS
gewaschen und nachfolgend mit der X-Gal Gebrauchslosung fiir 20 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Pro Objekttrdger wurden, je nach Schnittgroe, 600 ul der Gebrauchslosung

verwendet. Am néchsten Tag wurden die Objekttrager dreimal je 5 min mit PBS gewaschen
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und in einer 10 % Formaldehyd-Losung fiir 5 min bei RT nachfixiert. Vor der Gegenfarbung
wurden die Schnitte jeweils zweimal 5 min mit PBS und zweimal 5 min ddH>O gewaschen.
Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte mit Kernechtrot-Losung fiir 60 s. Diese dient dazu, dass
die Strukturen des Gewebes besser erkennbar waren. Zum Abschluss wurden die Schnitte
dreimal 5 min mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Glycergel® und einem Deckgléschen
eingebettet. Die Objekttrager wurden bei 4 °C gelagert und am néchsten Tag am Mikroskop
ausgewertet. Die Bildverarbeitung erfolgte mit Hilfe der Software AxioVision Rel. 4.8.

PBSpH 7,7 Triton X-100-Lésung 0,3 % (V/V)
Substanz Menge Substanz Menge [e]
PBS 1 Tablette Triton X-100 300 pl 0,3 %

ddH,O
(autoklaviert) 200 ml PBS 100 ml
Einstellen auf pH 7,7

Liisung sterilfiltrieren

Formaldehyd-Lésung 10 % X-Gal Gebrauchslosung

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
Formaldehyd- N X-Gal .
Losung 37 % 2,5 ml 10% Stammldsung 150 I Teil
PBS ad 10 ml Féarbelosung ad 6 ml 39 Teile

Losung sterilfiltrieren

X-Gal Stammlosung Firbelosung
Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
X-Gal 6 mg 40 mg/ml Ka[Fe(CN)q] 13 mg 5 mM
-:3H,0
DMSO 150 pl K;3[Fe(CN)s] 9,9 mg 5 mM
MgCh 1 M 12 pl 2 mM
PBS ad 6 ml

MgClr-Losung 1 M

Substanz Menge [c]
MgCl,-6H,0O 2g IM
PBS 10 ml
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3.9.4 Immunhistochemische Firbungen des Pankreas

Bei der Inmunhistochemie kdnnen bestimmte Antigene in Geweben mit Hilfe von Antikorpern
detektiert werden. Dadurch ist es moglich, die Expression und Lokalisation ausgewdhlter
Proteine zu analysieren. Fiir die Immunfluoreszenz werden dabei Sekundirantikorper
verwendet, an die ein Fluorophor gekoppelt ist. Die Fluoreszenz kann anschlieBend detektiert
sowie deren Intensitéit quantifiziert werden.

Die immunhistochemischen Untersuchungen des Pankreas wurden an den entparaffinierten und
rehydrierten Paraffinschnitten durchgefiihrt (s. 3.9.1). Um die, durch die Fixierung zerstorte,
Immunreaktivitdt der Antigene des Gewebes teilweise wiederherzustellen, erfolgte zunichst
eine Antigendemaskierung. Dazu wurden die Schnitte fiir 30 min in Tris/EDTA-Puffer gekocht,
diese auf RT abgekiihlt und in einer Fiarbekiivette fiir zweimal 5 min mit PBS
(Zusammensetzung s. 3.3) gewaschen. Nachdem die Fliissigkeitsreste mittels
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Schnitte mit einem Fettstift umrandet wurden, erfolgte
eine Blockierung der Gewebe mit 600 pl 10 % Horse-Serum (in 1 % BSA-PBS) fiir 2 h bei RT
in einer Feuchtkammer. Nach dem Entfernen der Blockier-Losung wurden 600 pl des in 1 %
BSA-PBS verdiinnten Primérantikorpers (s. Tabelle 2.3) auf die Gewebeschnitte verteilt und
diese iiber Nacht in der Feuchtkammer bei 4 °C inkubiert. Um den iiberschiissigen
Primérantikdrper zu entfernen, wurden die Gewebe am nichsten Tag dreimal fiir 5 min mit 1 %
BSA-PBS gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine zweistiindige Inkubation im Dunkeln bei RT
mit dem Fluorophor-gekoppelten Sekundirantikérper, der gegen den Primirantikorper
gerichtet ist. Der Sekundérantikorper (s. Tabelle 2.4) wurde in 1 % BSA-PBS verdiinnt, das
zusitzlich mit 1 pg/ml DAPI (4¢,6-Diamidin-2-phenylindol) versetzt war. Bei DAPI handelt es
sich dabei um einen Fluoreszenzfarbstoff, der im Zellkern in die DNA interkaliert und somit
die Zellkerne unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar macht. AbschlieBend wurden die
Schnitte nochmals fiir dreimal 5 min mit PBS gewaschen und kurz in ddH>O eingetaucht. Nach
Absaugen der iliberschiissigen Fliissigkeit mittels Wasserstrahlpumpe wurden die Gewebe mit
Glycergel® und einem Deckglischen eingebettet und bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

Nach dem Aushirten des Eindeckmediums konnten die Gewebeschnitte am
Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Die Bildverarbeitung erfolgte mit Hilfe der Software
AxioVision Rel. 4.8, wihrend die Quantifizierung der Fluoreszenzintensitit mit der Software

MetaMorph® durchgefiihrt wurde.
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Tris/EDTA-Puffer 1 % BSA-PBS (m/V)

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
Tris 12¢g 10 mM BSA 05g 1%
EDTA 0,372 g 1,3 mM PBS ad 50ml
ddH,O ad 1000 ml

Einstellen auf pH 8,5

3.9.5 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung des Pankreas

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung) dient der morphologischen Darstellung von
Gewebestrukturen in einem histologischen Préparat. Durch Hdmatoxylin kdnnen saure
Strukturen blau und durch Eosin die basischen Strukturen rot gefarbt werden. Die HE-Farbung
wurde an Paraffinschnitten durchgefiihrt, die zuvor entparaffiniert und rehydriert wurden (s.
3.9.1). Zunéchst wurden die Schnitte fiir 20 s in Hamatoxylin-Ldsung inkubiert, fiir 10 s in
ddH>O gewaschen und zweimal kurz in 0,1 % Ammoniumhydroxid-Losung getaucht.
Anschlieend wurden die Objekttrager wieder fiir zweimal 2 min in ddH>O gewaschen und fiir
1,5 min in 0,1 % saurer Eosin Y-Losung inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen der Schnitte
fiir 2 min mit ddH>0O, erfolgte eine dreiminiitige Inkubation in 80 % Ethanol. AbschlieSend
mussten die Gewebe fiir das spétere Einbetten wieder dehydriert werden. Dazu wurden die
Schnitte fiir 3 min in 100 % Ethanol und darauffolgend fiir 5 min in Xylol inkubiert. Nachdem

das Xylol verdampft war, wurden die Gewebeschnitte mit DePeX eingebettet.

0,1 % Ammoniumhydroxid-Losung (V/V) 0,5 % Eosin Y-Losung (m/V)

Substanz Menge [e] Substanz Menge [e]
NH; 25 % 2 ml 0,1 % Eosin Y lg 0,5 %
ddH,O ad 500 ml ddH,O ad 200 ml
0,1 % saure Eosin Y-Lésung (V/V)

Substanz Menge [c]

Eosin Y-

Losung 40 ml 0,1%
0,5 %

ddH,0 ad 200 ml

Ansiuern mit 6 Tropfen Eisessig
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3.10 Statistische Auswertung

Fiir alle Berechnungen wurden Microsoft Excel oder GraphPad Prism 5.01 verwendet.
Statistische Auswertungen erfolgten dabei mittels GraphPad Prism 5.01. Alle Ergebnisse sind
als Mittelwert mit dem Standardfehler angegeben (SEM). Fiir die statistischen Berechnungen
von Signifikanzen wurde zunédchst der Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung durchgefiihrt.
Normalverteilte Parameter wurden durch einen zweiseitigen ungepaarten Students t-Test
analysiert. Fiir nicht normalverteilte Parameter wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney Test
angewandt. Statistisch signifikante Unterschiede sind wie folgt dargestellt: (*) (p <0,05),
(**) (p < 0,01) und (***) (p < 0,001).
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4 Ergebnisse

4.1 Funktion von IRAG2 in Thrombozyten

4.1.1 Expression von IRAG2 in Thrombozyten

Aufgrund der Expression von IRAG1 in Thrombozyten stellte sich die Frage, ob auch dessen
Homolog IRAG2 in murinen Thrombozyten lokalisiert ist [2]. Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurden lacZ x IRAG2-KO Maiuse verwendet, welche unter Kontrolle des /rag?2-
Promotors eine B-Galactosidase exprimieren. Diese wiederum kann als Reporter fiir die
IRAG2-Expression genutzt werden (s. 3.1.2). Bei der Western Blot Analyse der Thrombozyten-
Lysate war eine Expression der B-Galactosidase in Thrombozyten der lacZ x IRAG2-KO
Mause zu erkennen, jedoch nicht in denen der IRAG2-WT Maiuse (s. Abbildung 4-1 A).

A

120 kDa — - — === |«— [-Galactosidase

35 kD2 — e . — e - —_— GAPDH

WT KO WT KO WT KO WT KO

Thymus Thrombo- Pankreas  Milz
zyten

70 kDa — <«— |[RAG2

35602 —[ W W |<— GAPDH

WT KO

Thrombozyten

Abbildung 4-1: Expression von IRAG2 in Thrombozyten

A: Reprisentativer Western Blot der Expression der B-Galactosidase als Reporter fiir IRAG2 in Thrombozyten
von IRAG2-WT (WT) und lacZ x IRAG2-KO (KO) Miusen. B: Représentative Proteinexpression von IRAG2
in Thrombozyten von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren. Als Ladungskontrolle wurde GAPDH
verwendet (A, B).

IRAG2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes 2; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Als Kontrollen wurden Lysate von Thymus, Pankreas und Milz verwendet, bei denen ebenfalls

eine PB-Galactosidase-Expression in den jeweiligen Organen der lacZ x IRAG2-KO Tiere
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beobachtet werden konnte. In den Organen der IRAG2-WT Tiere war hingegen keine
B-Galactosidase detektierbar (s. Abbildung 4-1 A). Die Expression von IRAG2 wurde zudem
direkt durch einen IRAG2-Antikorper mittels Western Blot iiberpriift. Dabei war eine
Expression von IRAG2 in Thrombozyten der IRAG2-WT Maéuse zu sehen, jedoch nicht in
denen der IRAG2-KO Miéuse (s. Abbildung 4-1 B).

Zusammenfassend war IRAG2 somit direkt tiber den IRAG2-Antikérper in IRAG2-WT
Thrombozyten, als auch indirekt {iber die B-Galactosidase-Expression in lacZ x IRAG2-KO

Thrombozyten nachweisbar.

4.1.2 Analyse der Interaktionspartner von IRAG2 in Thrombozyten

Interaktionspartner von Proteinen konnen mit Hilfe der Co-Immunprizipitation identifiziert
werden. Da IRAG1 in Thrombozyten einen triméren Komplex mit dem IP;R1 sowie der PKGIP
bildet [2], wurden nun die Interaktionspartner von IRAG2 in Thrombozyten analysiert. Bei der
Immunprézipitation von IRAG2 mittels IRAG2-spezifischem Antikdrper und anschlieBender
Detektion der co-immunprizipitierten Proteine kam es zu einer Anreicherung von IRAG2 im
immunprazipitierten IRAG2-WT, verglichen mit den Input-Proben des Wildtyps. Keine
IRAG2-Bande war dagegen erkennbar in den Input-Proben oder in den mit IRAG2-
spezifischem Antikorper prézipitierten Proben des IRAG2-KO. Zudem zeigte sich in IRAG2-
WT Thrombozyten eine Féllung von IRAG2 zusammen mit allen IP3-Rezeptor Subtypen
(IP3R1, IP3R2 und IP3R3). Der in den IRAG2-WT Proben co-immunprézipitierte IP3R2 verlief
dabei jedoch etwas tiefer als in den Input Proben. In IRAG2-KO Thrombozyten wurde dagegen
kein IRAG2 ausgefillt und somit waren keine Banden fiir [P;R 1, [P3R2 und IP3R3 detektierbar.
Zudem wurde keine direkte Interaktion von IRAG2 mit der PKGIP oder IRAG1 festgestellt (s.
Abbildung 4-2 A). Bei der Detektion der PKGIP war sowohl im immunprazipitierten IRAG2-
WT als auch im mit IRAG2-Antikdrpern gefillten IRAG2-KO eine unspezifische Bande zu
sehen, die unterhalb der Input Banden der PKGIf verlief. Diese Bande ist auf den bei der
Féllung verwendeten IRAG2-Antikorper zuriickzufiihren, da diese auch bei der Antikorper-
Kontrolle auftrat, bei der sich nur der Antikérper und kein Lysat im Ansatz befand. Bei
Detektion mit den anderen verwendeten Antikdrpern war hingegen keine unspezifische Bande
detektierbar, die auf den IRAG2-Antikorper zuriickzufiihren ist (s. Abbildung 4-2 B).

Um auszuschliefen, dass IRAG?2 direkt mit IRAG1 interagiert und somit moglicherweise einen

Makrokomplex in Thrombozyten bildet, wurde zusétzlich eine Fallung von IRAG1 mit IRAGI-
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spezifischem Antikorper durchgefiihrt und anschlieBend die Interaktionspartner von IRAG1 im
Western Blot analysiert (s. Abbildung 4-2 C).

A B

250 kDa —|—~ |& IPsR1 250 kDa _E IP;R1

130 kDa _}. oy |<—IRAGl 130kba E IRAG1

LI — PKGIB 70kDa — b “— PKGIP
A0KDS — B3 |« IRAG2 70 kDa E IRAG2
Lysat: WT KO WT KO Lysat: WT - -
Anti-IRAG2: - - + + Anti-IRAG2: - + -
Beads: - - + + Beads: + + +
Input P Kontrollen
250 kDa _I.. — — -._|<— IP;R1
130kDa _-I-- - —‘|<—IRAGl
70kDa — - «— IRAG2
s ]
Lysat: WT KO - - WT KO

Anti-IRAG1: + + o+ - - -

Beads: + + + + - -

IP Input

Abbildung 4-2: Interaktionspartner von IRAG2 in murinen Thrombozyten

A: Reprisentative Western Blot Analyse der co-immunprézipitierten Interaktionspartner von IRAG2 nach
Féllung von IRAG2 mittels IRAG2-spezifischem Antikorper (Anti-IRAG2). Fiir die Immunprézipitation (IP)
wurden 1000 pg Thrombozyten-Lysat von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren verwendet. Als
Input Proben wurden 70 pg ungefilltes Thrombozyten-Protein von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO)
Tieren aufgetragen. B: Der Kontroll-Blot zeigt die Lysat-Kontrolle, die IRAG2-Antikorper-Kontrolle und die
Beads-Kontrolle. C: Représentative Western Blot Analyse der co-immunprézipitierten Interaktionspartner von
IRAG] nach Féllung von IRAG1 mittels IRAG1-spezifischem Antikorper (Anti-IRAG1). Weiterhin sind die
IRAGI1-Antikérper-Kontrolle und die Beads-Kontrolle aufgetragen. Fiir die Immunpréizipitation wurden
1000 pg Thrombozyten-Lysat von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren verwendet. Als Input
Proben wurden 70 pg ungefilltes Thrombozyten-Protein von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren
aufgetragen. Aufnahmen des Totalproteins sind in Kapitel 8.4 (s. Abbildung 8-1) zu finden.

IRAGI: Insitol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes cGMP Kinase Substrat 1; IRAG2: Inositol-1,4,5-
trisphosphat Rezeptor assoziiertes 2; PKGIB: cGMP-abhéngige Proteinkinase IB; IPsR1: Inositol-1,4,5-
trisphosphat Rezeptor Typ 1; IP3R2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 2; IP3R3: Inositol-1,4,5-
trisphosphat Rezeptor Typ 3.

Die Fillung von IRAGI ergab, wie zu erwarten, eine Interaktion von IRAG1 mit dem IP;R1
sowohl in Thrombozyten von IRAG2-WT als auch von IRAG2-KO Méiusen. Es wurde jedoch
weder im IRAG2-WT, noch im IRAG2-KO bei Fillung mit dem IRAGI1-Antikdrper eine

81



Ergebnisse

IRAG2 Bande detektiert (s. Abbildung 4-2 C). In murinen Thrombozyten findet somit eine
Interaktion von IRAG2 mit allen IP3-Rezeptor Subtypen statt, jedoch zeigt sich keine direkte
Interaktion von IRAG2 mit der PKGIP oder mit IRAGI.

4.1.3 Expression von Proteinen des NO/cGMP/PKG-Signalweges in Thrombozyten

Da IRAG2 mit den verschiedenen IP3-Rezeptor Subtypen interagiert (s. 4.1.2), wurde die
Expression der IP3-Rezeptor Subtypen 1, 2 und 3 sowie anderer Signalproteine des
NO/cGMP/PKG-Signalweges in Thrombozyten-Lysaten von IRAG2-WT und IRAG2-KO
Tieren mittels Western Blot analysiert. Dazu wurde die Intensitét der Banden quantifiziert und
auf das Totalprotein der jeweiligen Spur normiert. Die Expression von IP3R1, IP3R2 und IP3R3
zeigte dabei keine Unterschiede zwischen Thrombozyten von IRAG2-WT und IRAG2-KO
Mausen (s. Abbildung 4-3 A, B, C, F).

A F

=3

250kDa —| W= M. m— s — |P;R1 Expression von Proteinen des NO/cGMP/PKG-Sinalweges
in IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten

WT KO WT KO

B BB IRAG2-WT
IP.R1 @l IRAG2-KO
250kDa —| W w. e @ <— |P;R2 3
WT KO WT KO IP;R2
C IP;R3
oo — -+
WT KO WT KO PKGIp
D s <+ ¢ 9

130 kDa Proteinexpression
—_EI'_ IRAG1 [normalisiert auf TP]

WT KO WT KO

WT KO WT KO

Abbildung 4-3: Expression von Signalproteinen des NO/cGMP/PKG-Signalweges

A-E: Reprisentative Proteinexpressionen von IP3;R1 (A), IP;R2 (B), IPsR3 (C), IRAG1 (D) und PKGIB (E) in
Thrombozyten von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Maiusen. F: Statistische Auswertung der
Expression von IP3R1 (WT:n=11; KO:n=11), [IP3R2 (WT:n=5; KO:n=15), IPsR3 (WT:n=5; KO:n=15),
IRAGI (WT:n=11; KO: n=11) und PKGIB (WT: n=17; KO: n = 17). Die Intensitit der einzelnen Banden
(A-F) wurde normalisiert auf das Totalprotein (TP) der jeweiligen Spur. Dargestellt ist jeweils der
Mittelwert = SEM. Aufnahmen des Totalproteins sind in Kapitel 8.4 (s. Abbildung 8-2) zu finden.

IRAGI: Insitol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes cGMP Kinase Substrat 1; PKGIB: cGMP-abhingige
Proteinkinase IB; IP3R1: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 1; IP3R2: Inositol-1,4,5-trisphosphat
Rezeptor Typ 2; IP3R3: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 3.
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Fiir IRAG1 und PKGIP waren ebenso keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der Expressionsmenge bei beiden Genotypen zu beobachten (s. Abbildung 4-3 D, E, F).

Zusammenfassend sind also keine Expressionsunterschiede der analysierten Signalproteine des
NO/cGMP/PKG-Signalweges zwischen IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten

erkennbar.

4.1.4 Phosphorylierung von IRAG2 in Thrombozyten

Es ist bekannt, dass IRAG1 nach Stimulation mit cGMP durch die PKGI phosphoryliert wird
[2]. Obwohl keine stabile Interaktion zwischen IRAG2 und der PKGIf festgestellt wurde (s.
4.1.2), ist es dennoch moglich, dass IRAG2 iiber diese Kinase phosphoryliert wird. Um dies zu
untersuchen, wurden sowohl Thrombozyten-Lysate als auch intakte Thrombozyten von
IRAG2-WT und IRAG2-KO Maiusen in vitro bzw. ex vivo mit cGMP-Analoga stimuliert.

Die Thrombozyten-Lysate beider Genotypen wurden fiir die in vitro Phosphorylierung zunéchst
mit 8-Br-cGMP inkubiert und IRAG2 anschlieBend durch eine Immunprizipitation mittels
IRAG2-Antikorper ausgeféllt (s. 3.5.2). Nach der Fillung wurde die IRAG2-spezifische
Phosphorylierung unter Verwendung eines Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrat-Antikdrpers im
Western Blot detektiert. Dieser Antikorper ermoglicht es, PKA-, PKC- sowie PKG-abhéngige
Phosphorylierungen an Serin- und Threonin-Resten von Proteinen zu analysieren. Die in vitro
Phosphorylierung von Thrombozyten-Lysaten zeigte dabei eine phosphorylierte IRAG2-Bande
(Phospho-IRAG2, P-IRAG2) in den mit 8-Br-cGMP stimulierten IRAG2-WT Proben. In
IRAG2-KO Proben war hingegen keine Phospho-IRAG2 Bande zu sehen (s. Abbildung 4-4 A).

A L B ex vivo
in vitro
-
70kDa — N pRAG2 70k0a —| — P-IRAG2
WT KO WT KO WT WT KO KO
8Br-cGMP: - - 4+ + 8-pCPT-cGMP: -+ - +

Abbildung 4-4: Phosphorylierung von IRAG2 in Thrombozyten

A: Reprisentativer Western Blot der in vitro Phosphorylierung von Thrombozyten-Lysaten der IRAG2-WT
(WT) und IRAG2-KO (KO) Tiere nach Stimulation mit 8-Br-cGMP. B: Représentativer Western Blot der ex
vivo Phosphorylierung von intakten Thrombozyten der IRAG2-WT und IRAG2-KO Tiere nach Stimulation
mit 8-pCPT-cGMP. A, B: Phosphoryliertes IRAG2 (P-IRAG2) wurde nach erfolgter Immunprézipitation mit
dem Phospho-(Ser/Thr) PKA Substrat-Antikorper detektiert.

8-Br-cGMP: zyklisches 8-Bromo-Guanosin-3‘,5°-monophosphat; 8-pCPT-cGMP: zyklisches 8-(para-
chlorophenylthio)-Guanosin-3°,5‘-monophosphat.

83



Ergebnisse

Die unstimulierten Kontroll-Proben von IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten wiesen
ebenfalls keine phosphorylierten IRAG2 Banden auf (s. Abbildung 4-4 A).

Fiir die ex vivo Phosphorylierung wurden die intakten Thrombozyten von IRAG2-WT und
IRAG2-KO Tieren zunichst mit 8-pCPT-cGMP stimuliert und anschlieend lysiert (s. 3.5.3).
Nachfolgend erfolgte die Immunprizipitation von IRAG2 mittels IRAG2-Antikorper und, wie
bereits oben beschrieben, eine Western Blot Analyse mit dem Phospho-(Ser/Thr) PKA
Substrat-Antikorper. In IRAG2-WT Proben, die mit 8-pCPT-cGMP inkubiert wurden, war eine
phosphorylierte IRAG2-Bande detektierbar. Die stimulierten IRAG2-KO Proben sowie die
unstimulierten IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten zeigten dagegen keine Phospho-
IRAG2 Banden (s. Abbildung 4-4 B).

Es ldsst sich daher festhalten, dass IRAG2 in Thrombozyten sowohl in vitro in Lysaten als auch

ex vivo in intakten Thrombozyten abhéngig von cGMP phosphoryliert wird.

4.1.5 Einfluss von IRAG2 auf die Ca**-Freisetzung in Thrombozyten

IRAG] bildet zusammen mit der PKGIP und dem IP3R1 einen trimédren Komplex und hemmt
nach Phosphorylierung iiber die PKGIP die Ca®'-Freisetzung aus dem ER. IRAG1-KO
Thrombozyten weisen daher nach Stimulation mit Agonisten, wie zum Beispiel Thrombin, eine
héhere Ca?*-Freisetzung auf, als IRAG1-WT Thrombozyten [1, 2, 109]. IRAG2 interagiert mit
den drei verschiedenen IP3:-Rezeptor Subtypen, die fiir die Freisetzung von Calcium aus
intrazelluldren Speichern von Bedeutung sind (s. 4.1.2). Aus diesem Grund wurde der Einfluss
von IRAG2 auf die Ca**-Freisetzung in Thrombozyten analysiert. Die Untersuchung erfolgte
mit Hilfe des Ca*>"-Chelators Fura-2-AM, der in Ca?*-gebundener Form bei 340 nm und in Ca**-
freier Form bei 380 nm angeregt werden kann. Nach der Beladung der Thrombozyten mit
Fura-2-AM, wurde die Ca®'-Freisetzung durch Zugabe von Thrombin in verschiedenen
Konzentrationen (0,024 U/ml, 0,05 U/ml und 0,1 U/ml) stimuliert und {iber einen Zeitraum von
30 s gemessen. Zur Bestimmung des basalen Calciums wurde stattdessen 0,9 % NaCl
verwendet. Dabei wurde das Ratio R (340/380) aus Ca?*-gebundenem Fura-2 und Ca*’-freiem
Fura-2 ermittelt und dieses daraufhin in die entsprechende Ca*-Menge [nM] umgerechnet (s.
3.5.5). Das im Messzeitraum freigesetzte Calcium wurde anschliefend auf die basalen Ca*'-
Mengen normiert und daraus die widhrend des Messzeitraums maximal freigesetzten

Ca’"-Mengen bestimmt.
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Abbildung 4-5: Ca**-Freisetzung in Thrombozyten

A, B: Basale Calcium (Ca*")-Freisetzung in Thrombozyten iiber einen Messzeitraum von 30 s (A) und
Vergleich der Maximalwerte des basalen Calciums (Ca®"1ax) von IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten
(B). C-E: Ca*-Freisetzungskurven normiert auf basale Ca**-Mengen iiber einen Messzeitraum von 30 s in
Thrombozyten von IRAG2-WT und IRAG2-KO Maiusen nach Stimulation mit Thrombin 0,024 U/ml (C),
0,05 U/ml (D) und 0,1 U/ml (E). F: Maximal (max.) freigesetzte Ca*>"-Mengen X-fach von basalem Calcium
nach Stimulation mit 0,024 U/ml, 0,05 U/ml und 0,1 U/ml Thrombin. G: Vergleich der area under the curve
(AUC) der Freisetzungskurven (C, D, E) beider Genotypen nach Stimulation mit Thrombin 0,024 U/ml,
0,05 U/ml und 0,1 U/ml. B, F, G: Die einzelnen Datenpunkte symbolisieren je eine Messung (IRAG2-WT: 18
Messungen; IRAG2-KO: 18 Messungen). Pro Maus (pro n-Zahl) wurden dabei insgesamt drei Messungen
durchgefiihrt IRAG2-WT: n = 6; IRAG2-KO: n = 6). Alle Graphen sind mit Mittelwert + SEM dargestellt und
statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als (*) (p < 0,05), (**) (p <0,01) und (***) (p <0,001).

85



Ergebnisse

Bei der Stimulation mit allen Thrombin-Konzentrationen, war die maximal freigesetzte Ca?'-
Menge X-fach des basalen Calciums in Thrombozyten von IRAG2-KO Tieren signifikant
verringert im Vergleich zu IRAG2-WT Tieren (s. Abbildung 4-5 F).

Fiir die Freisetzungskurven (s. Abbildung 4-5 C, D, E) wurde zudem die area under the curve
(AUC) tiber die Dauer der Messung berechnet, die 30 s betrug. Die AUC dient dabei als Mal3
fiir die im Messzeitraum insgesamt freigesetzte Ca*-Menge. Die AUC der auf basales Calcium
normierten Freisetzungskurven der IRAG2-KO Thrombozyten war, bei Stimulation mit allen
Thrombin-Konzentrationen (0,024 U/ml, 0,05 U/ml und 0,1 U/ml), signifikant geringer als die
der IRAG2-WT Thrombozyten (s. Abbildung 4-5 G). Der Vergleich der basalen Ca’>"-Menge
ergab hingegen keine Unterschiede zwischen den beiden Genotypen (s. Abbildung 4-5 A, B).
Es lasst sich somit festhalten, dass in IRAG2-KO Thrombozyten nach Stimulation mit dem
Agonisten Thrombin weniger Calcium freigesetzt wird als in Thrombozyten von IRAG2-WT

Mausen.

4.1.6 Einfluss von IRAG2 auf die Thrombozytenaggregation

IRAGl hemmt die Ca®"-Freisetzung aus dem ER wund damit auch die
Thrombozytenaggregation. IRAGI-KO Thrombozyten weisen daher eine erhohte
Aggregabilitit auf, verglichen mit den IRAGI-WT Thrombozyten [107, 109]. Da in IRAG2-
KO Thrombozyten weniger Calcium freigesetzt wird als in IRAG2-WT Thrombozyten (s.
4.1.5), wurde die Auswirkung der verringerten Ca?’-Freisetzung auf die
Thrombozytenaggregation getestet. Dazu wurden Thrombozyten von IRAG2-WT und IRAG2-
KO Tieren mit Thrombin in verschiedenen Konzentrationen (0,024 U/ml, 0,05 U/ml und
0,1 U/ml) sowie mit Kollagen (5 pg/ml) stimuliert. Die Steigung der erhaltenen
Aggregationskurven wurde berechnet und spiegelte die Aggregationsgeschwindigkeit wider,
die als MaB fiir die Aggregationsrate der Thrombozyten diente. IRAG2-KO Thrombozyten
zeigten dabei eine signifikant verringerte Aggregabilitit im Vergleich zu IRAG2-WT
Thrombozyten, bei Stimulation mit den verschiedenen Konzentrationen von Thrombin (s.
Abbildung 4-6 A-D). Dieser Effekt war auch bei der Stimulation der Thrombozytenaggregation
mit 5 pg/ml Kollagen in beiden Genotypen zu beobachten.
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Abbildung 4-6: Einfluss von IRAG2 auf die Thrombozytenaggregation

A: Reprisentative Aggregationskurve von IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten nach Stimulation mit
Thrombin (0,1 U/ml). B-D: Aggregationsrate [%/min] der Thrombozyten nach Stimulation mit 0,1 U/ml
Thrombin (IRAG2-WT: n=15; IRAG2-KO: n=15) (B), 0,05U/ml Thrombin (IRAG2-WT: n=S§;
IRAG2-KO: n=38) (C) und 0,024 U/ml Thrombin (IRAG2-WT: n=18; IRAG2-KO: n=18) (D). E:
Représentative Aggregationskurve von IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten nach Stimulation mit
5 pg/ml Kollagen. F: Aggregationsrate [%/min] der Thrombozyten nach Stimulation mit 5 pg/ml Kollagen
(IRAG2-WT: n=22; IRAG2-KO: n=22). Die einzelnen Datenpunkte symbolisieren je eine Maus. Alle
Graphen sind mit Mittelwert + SEM dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als
(*) (p <0,05) und (**) (p <0,01).
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Thrombozyten von IRAG2-KO Tieren wiesen auch hier eine signifikant verringerte
Aggregationsrate auf als Thrombozyten von IRAG2-WT Tieren (s. Abbildung 4-6 E, F).
Zusammenfassend ldsst sich daher sagen, dass die Thrombozytenaggregation bei Stimulation
mit Kollagen und Thrombin in IRAG2-KO Tieren verringert ist, verglichen mit dem IRAG2-
WT, und IRAG2 somit die Thrombozytenaggregation fordert.

4.1.7 Einfluss von IRAG2 auf die NO/cGMP-abhingige Hemmung der

Thrombozytenaggregation

Eine Inkubation von Wildtyp-Thrombozyten mit cGMP verursacht eine Hemmung der Ca**-
Freisetzung durch Phosphorylierung von IRAGI1. Daraus resultiert eine Hemmung der
Thrombozytenaggregation [2, 107, 109]. In IRAG1-KO Thrombozyten ist daher keine oder nur
eine sehr schwache NO/cGMP-abhingige Aggregationshemmung zu beobachten [2, 107]. Wie
in Kapitel 4.1.4 beschrieben, wird IRAG2 in Thrombozyten sowohl in vitro als auch ex vivo
nach Stimulation mit den cGMP-Analoga 8-Br-cGMP und 8-pCPT-cGMP phosphoryliert.
Zudem ist die Aggregabilitit der IRAG2-KO Thrombozyten, verglichen mit dem Wildtyp,
signifikant verringert (s. 4.1.6). Im Folgenden wurde daher der Einfluss von IRAG2 auf die
NO/cGMP-abhingige Aggregationshemmung untersucht. Dazu wurden Thrombozyten von
IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren vor der Messung entweder fiir 2 min mit dem NO-Donor
Nitroprussid-Natrium (SNP) oder fiir 10 min mit dem cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP
vorinkubiert. Die Aggregation wurde anschlieend durch Zugabe von Thrombin oder Kollagen
gestartet. Mit Hilfe des Zwei-Kanal-Aggregometers war dabei eine parallele Vermessung von
Thrombozyten mit und ohne Inhibitor méglich.

Zur Bestimmung der Aggregationsrate wurde, ebenso wie in Kapitel 4.1.6 beschrieben,
zunéchst die Steigung der Aggregationskurve berechnet, die ein MaB fiir die Aggregationsrate
der Thrombozyten darstellt. Die Berechnung der Aggregationshemmung erfolgte anschlieBend
als maximale (max.) Aggregationsrate in Prozent der Kontrolle, wobei IRAG2-WT und
IRAG2-KO Thrombozyten, die nicht mit dem Hemmstoff vorinkubiert wurden, als Kontrollen
dienten und als 100 % gesetzt wurden. Je hoher somit die max. Aggregationsrate [%] nach
Vorinkubation mit einem Inhibitor ist, desto schwécher ist die Aggregationshemmung.

Bei Vorinkubation der Thrombozyten mit 2,5 uM SNP und anschlieBender Stimulation der
Aggregation mit 0,024 U/ml Thrombin zeigte sich eine signifikant verringerte maximale

Aggregationsrate in IRAG2-KO Thrombozyten, verglichen mit IRAG2-WT Thrombozyten (s.
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Abbildung 4-7 A-C). Gleiches war bei Vorinkubation mit 150 pM 8-pCPT-cGMP und
anschlieBender Stimulation mit 0,05 U/ml Thrombin zu beobachten. Auch hier war die

maximale Aggregationsrate signifikant geringer im IRAG2-KO, verglichen mit dem IRAG2-

WT (s. Abbildung 4-7 D-F).
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Abbildung 4-7: NO/cGMP-abhiingige Aggregationshemmung in IRAG2-WT und IRAG2-KO
Thrombozyten bei Stimulation der Aggregation mit Thrombin

A, B: Reprisentative Aggregationskurven nach Vorinkubation der Thrombozyten mit 2,5 uM SNP und
Stimulation der Aggregation durch 0,024 U/ml Thrombin. C: Statistische Auswertung der Aggregationskurven
von IRAG2-WT (A) und IRAG2-KO (B) Thrombozyten (IRAG2-WT: n=11; IRAG2-KO: n=11). D, E:
Représentative Aggregationskurven nach Vorinkubation der Thrombozyten mit 150 uM 8-pCPT-cGMP und
Stimulation der Aggregation durch 0,05 U/ml Thrombin. F: Statistische Auswertung der Aggregationskurven
von IRAG2-WT (D) und IRAG2-KO (E) Thrombozyten (IRAG2-WT: n= 6; IRAG2-KO: n=5). C, F: Fiir
die Berechnung der maximalen (max.) Aggregationsrate [%] wurden die Kontrollen (Aggregation von IRAG2-
WT und IRAG2-KO ohne Vorinkubation mit Inhibitor) als 100 % gesetzt und die maximale Aggregationsrate
der mit Hemmstoff vorinkubierten Proben prozentual der Aggregation der Kontrollen berechnet. Die einzelnen
Datenpunkte in den Graphen symbolisieren je eine Maus. Alle Graphen sind mit Mittelwert + SEM dargestellt.
Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als (*) (p < 0,05).

SNP:  Nitroprussid-Natrium;  8-pCPT-cGMP:  zyklisches 8-(para-chlorophenylthio)-Guanosin-3°¢,5°-
monophosphat

Wurden die Thrombozyten mit 2,5 uM SNP oder 200 uM 8-pCPT-cGMP vorinkubiert und die
Aggregation anschliefend durch Zugabe von 5 pg/ml Kollagen gestartet, war hingegen weder
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fiir SNP noch fiir 8-pCPT-cGMP ein Unterschied in der maximalen Aggregationsrate zwischen
beiden Genotypen erkennbar (s. Abbildung 4-8 A-F).
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Abbildung 4-8: NO/cGMP-abhiingige Aggregationshemmung in IRAG2-WT und IRAG2-KO
Thrombozyten bei Stimulation der Aggregation mit Kollagen

A, B: Reprisentative Aggregationskurven nach Vorinkubation der Thrombozyten mit 2,5 uM SNP und
Stimulation der Aggregation durch 5 ng/ml Kollagen. C: Statistische Auswertung der Aggregationskurven von
IRAG2-WT (A) und IRAG2-KO (B) Thrombozyten (IRAG2-WT: n=11; IRAG2-KO: n=11). D, E:
Repridsentative Aggregationskurven nach Vorinkubation der Thrombozyten mit 200 pM 8-pCPT-cGMP und
Stimulation der Aggregation durch 5 pg/ml Kollagen. F: Statistische Auswertung der Aggregationskurven von
IRAG2-WT (D) und IRAG2-KO (E) Thrombozyten (IRAG2-WT: n = 10; IRAG2-KO: n = 10). C, F: Fiir die
Berechnung der maximalen (max.) Aggregationsrate [%] wurden die Kontrollen (Aggregation von IRAG2-
WT und IRAG2-KO ohne Vorinkubation mit Inhibitor) als 100 % gesetzt und die maximale Aggregationsrate
der mit Hemmstoff vorinkubierten Proben prozentual der Aggregation der Kontrollen berechnet. Die einzelnen
Datenpunkte in den Graphen symbolisieren je eine Maus. Alle Graphen sind mit Mittelwert + SEM dargestellt.
SNP:  Nitroprussid-Natrium;  8-pCPT-cGMP:  zyklisches  8-(para-chlorophenylthio)-Guanosin-3°,5¢-
monophosphat

Es ldsst sich somit festhalten, dass IRAG2-KO Thrombozyten eine stirkere NO/cGMP-

abhingige Aggregationshemmung, nach Stimulation der Aggregation durch Thrombin,

aufweisen als IRAG2-WT Thrombozyten.
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4.2 Funktion von IRAG2 im Pankreas
4.2.1 Expression von IRAG2 in Azinus-Zellen des exokrinen Pankreas

Zur Untersuchung der Expression und Lokalisation von IRAG2 im Pankreas wurden
lacZ x IRAG2-KO Tiere verwendet, die unter Kontrolle des /[rag2-Promotors eine
B-Galactosidase exprimieren (s. 3.1.2). Uber deren Expression kann IRAG2 somit indirekt in

der lacZ x IRAG2-KO Maus nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-9: Expression und Lokalisation von IRAG2 im Pankreas

A-D: Reprisentativer Western Blot der Expression von Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertem 2
(IRAG2) im Pankreas (A) sowie in pankreatischen Azinus-Zellen (C) von IRAG2-WT (WT) und
lacZ x IRAG2-KO (KO) Tieren. Quantifizierung der IRAG2-Expression im Pankreas (WT: n=12, KO:
n=12) (B) sowie in Azinus-Zellen (WT: n= 6; KO: n = 6) (D) normiert auf das Totalprotein der jeweiligen
Spur. Die Graphen sind dargestellt mit Mittelwert £ SEM. Aufnahmen des Totalproteins sind in Kapitel 8.4 (s.
Abbildung 8-3) zu finden. E: Représentative Expressionsanalyse der B-Galactosidase in Pankreata und Azinus-
Zellen von IRAG2-WT (WT) und lacZ x IRAG2-KO (KO) Méusen. F: Représentative Aufnahmen der X-Gal
Férbung in histologischen Schnitten von IRAG2-WT und lacZ x IRAG2-KO Mausen. Die Blaufarbung (Pfeil)
zeigt die Expression der B-Galactosidase und gibt somit Riickschluss auf die Lokalisation von IRAG2.
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Die Expression von IRAG2 und der $-Galactosidase wurde dabei zunichst mittels Western Blot
im Gesamt-Pankreas untersucht und anschlieend die Zelltypen, die IRAG2 exprimieren, mit
Hilfe der X-Gal Farbung identifiziert.

Die Expression von IRAG2 und B-Galactosidase wurde durch Verwendung spezifischer
Antikorper in Pankreas-Lysaten von IRAG2-WT und lacZ X IRAG2-KO Tieren im Western
Blot analysiert. Dabei war in den Pankreata der IRAG2-WT Tiere eine Expression von IRAG2
detektierbar, jedoch nicht in den Pankreata der lacZ x IRAG2-KO Tiere (s. Abbildung 4-9 A,
B). Die Expression der B-Galactosidase, die als Reporter fiir IRAG2 dient, konnte in den
Pankreata der lacZ x IRAG2-KO Miuse nachgewiesen werden, jedoch nicht in denen der
IRAG2-WT Miuse (s. Abbildung 4-9 E).

Da in der Western Blot Analyse eine Expression von IRAG2 im Pankreas zu beobachten war,
wurde im nédchsten Schritt untersucht, wo IRAG2 im Pankreas lokalisiert ist. Dazu wurde an
histologischen Schnitten der Pankreata von IRAG2-WT und lacZ x IRAG2-KO Maiusen eine
X-Gal Farbung durchgefiihrt, mit deren Hilfe die B-Galactosidase-Aktivitdt in histologischen
Schnitten nachgewiesen werden kann. Durch Bildung blauer Prézipitate in den Geweben kann
so der Expressionsort lokalisiert werden. In lacZ x IRAG2-KO Tieren war dabei eine
B-Galactosidase-Aktivitidt in den Azinus-Zellen des exokrinen Pankreas detektierbar (s. Pfeil in
Abbildung 4-9 F), die in den IRAG2-WT Tieren nicht beobachtet werden konnte. In den
Langerhans-Inseln konnte im Pankreas der beiden untersuchten Genotypen keine
B-Galactosidase-Aktivitit nachgewiesen werden (s. Abbildung 4-9 F). Auch in den
Ausfiihrungsgidngen des exokrinen Pankreas konnte keine -Galactosidase-Aktivitit in beiden
Genotypen detektiert werden (s. Abbildung 4-10). Es ldsst sich somit feststellen, dass IRAG2

im Pankreas in den Azinus-Zellen des exokrinen Pankreas exprimiert wird.

el RN

Abbildung 4-10: Expression von IRAG2 im exokrinen Pankreas

Analyse der B-Galactosidase-Aktivitdt mittels X-Gal Fiarbung in pankreatischen Ausfiihrungsgingen (Pfeil)
von lacZ x IRAG2-KO Miusen.
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Um dieses Ergebnis zu bestétigen, wurden pankreatische Azini isoliert und in diesen die
Expression der B-Galactosidase sowie von IRAG2 mittels Western Blot untersucht. Dabei war
in den Azinus-Zellen der lacZ x IRAG2-KO Tiere eine Expression der B-Galactosidase
nachweisbar, jedoch nicht in denen der IRAG2-WT Tiere (s. Abbildung 4-9 E). Zudem wurde
eine IRAG2-Expression in IRAG2-WT-Zellen detektiert, jedoch nicht in lacZ x IRAG2-KO
Zellen (s. Abbildung 4-9 C, D). Diese Resultate bestétigen ebenfalls die vorherigen Befunde

zur Expression von IRAG2 in den Azinus-Zellen des exokrinen Pankreas.

Aufgrund der Lokalisation und Expression von IRAG2 im Pankreas, wurde auch die Expression
dessen Homologs IRAG1 mittels Western Blot untersucht. Dabei konnte IRAG1 weder in
Lysaten des gesamten Pankreas, noch in Azinus-Zellen von Wildtyp und IRAG2-KO Maiusen
nachgewiesen werden. Als Kontrollen fiir die IRAG1-Expression wurden Thrombozyten von
Wildtyp, IRAG2-KO und IRAGI-KO Tieren verwendet. Bei diesen war eine IRAGI-
Expression in Thrombozyten von Wildtyp und IRAG2-KO Miusen zu sehen, jedoch nicht in
den Thrombozyten der IRAG1-KO Tiere (s. Abbildung 4-11).

L «— |[RAG1

120 kDa ——
WT KO WT KO WT KO WTIRAG1-
KO
Pankreatische Pankreas Thrombozyten

Azinus-Zellen

Abbildung 4-11: Expression von IRAG1 im Pankreas

Repridsentativer Western Blot der Expressionsanalyse von IRAGI in Pankreas-Lysaten und in Azinus-Zellen
von Wildtyp (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren. Als Positivkontrolle fiir die IRAG1-Expression wurden
Thrombozyten von Wildtyp (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren verwendet. Als Negativkontrolle wurden
Thrombozyten von IRAG1-KO Tieren verwendet. Die Aufnahme des Totalproteins ist in Kapitel 8.4 (s.
Abbildung 8-4) zu finden.

IRAGI: Insitol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes cGMP Kinase Substrat.
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4.2.2 Interaktion von IRAG2 mit IP3-Rezeptoren im Pankreas

Die Interaktion von IRAG2 mit den verschiedenen IP3-Rezeptor Subtypen konnte im Rahmen
dieser Arbeit bereits in Thrombozyten nachgewiesen werden (s. 4.1.2). Auch im Pankreas
erfolgte durch Co-Immunprizipitation mittels IRAG2-Antikdrper eine Analyse der
Interaktionspartner von IRAG2. Dabei wurde speziell die Interaktion von IRAG2 mit den IP3-
Rezeptor Subtypen 1, 2 und 3 untersucht. Die Immunprézipitation fiihrte dabei zu einer
Anreicherung von IRAG2 in den immunprézipitierten Pankreas-Lysaten des IRAG2-WT,
verglichen mit den Input-Proben des IRAG2-WT, bei denen IRAG2 nicht gefillt wurde. In den
IRAG2-KO Proben war IRAG2 hingegen weder in den immunprézipitierten Proben noch in
den Input-Proben detektierbar. Die Analyse der co-immunprézipitierten Interaktionspartner
ergab dabei in den immunprézipitierten IRAG2-WT Proben Banden fiir den IP3R1, den IP3R2
sowie den IP3R3, die in den immunprézipitierten IRAG2-KO Proben nicht detektierbar waren
(s. Abbildung 4-12).

Somit konnte auch im Pankreas eine Interaktion von IRAG2 mit allen IP3-Rezeptor Subtypen

nachgewiesen werden.

250 kDa — [ J «— IP;R1

250 kDa —f 4 «— IP;R2

250 kDa —| s . - “— IP,R3

70 kDa _| - |<— IRAG2
Lysat: WT KO WT KO
Anti-IRAG2: - - + +
Beads: - - + +

Input IP

Abbildung 4-12: Interaktion von IRAG2 mit IP3-Rezeptoren im Pankreas

Repridsentativer Western Blot der Immunprézipitation von IRAG2 mittels IRAG2-Antikdrper (Anti-IRAG2). Fiir
die Immunprézipitation (IP) wurden 1500 pg Pankreas-Lysat von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO)
Tieren verwendet. Als Input Proben wurden 70 pg ungefilltes IRAG2-WT und IRAG2-KO Pankreas-Lysat
aufgetragen. Aufnahmen des Totalproteins sind in Kapitel 8.4 (s. Abbildung 8-5) zu finden.

IRAG2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes 2; IP3R1: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 1;
IP;R2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 2; IP3;R3: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 3.
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4.2.3 Expression der IP3-Rezeptoren in Pankreata von IRAG2-WT und IRAG2-KO

Miusen

Da IRAG2 mit den verschiedenen IP3-Rezeptor Subtypen im Pankreas interagiert (s. 4.2.2),
wurde im Folgenden mittels Western Blot Analyse untersucht, ob sich die Expressionsmengen
von IP3;R1, IP3R2 und IP3R3 in den Pankreata der IRAG2-WT und IRAG2-KO Maiuse

voneinander unterscheiden.
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Abbildung 4-13: Vergleich der Expression der IP3-Rezeptor Subtypen in Pankreas-Lysaten

A, C, E: Reprisentative Western Blots der Proteinexpressionen von IP3R3 (A), IP3R2 (C) und IP3;R1 (E) in
Pankreas-Lysaten von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Miusen. B, D, F: Die Intensitéten der einzelnen
Banden des IP3R3 (WT: n = 22; KO: n =22) (B), IP3R2 (WT: n=22; KO: n=22) (D) und IP;R1 (WT: n=22;
KO: n=22) (F) wurden quantifiziert und normiert auf das Totalprotein der jeweiligen Spur. Die Expressionen
der einzelnen Proteine im IRAG2-KO wurden als X-faches der Expression im IRAG2-WT angegeben. Alle
Graphen sind mit Mittelwert = SEM dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als
*) (p<0,05) und (**) (p <0,01). Aufnahmen des Totalproteins sind in Kapitel 8.4 (s. Abbildung 8-6) zu
finden.

IP;R1: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 1; IP3R2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 2; IP3R3:
Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor Typ 3.
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Dazu wurde die Intensitdt der Protein-Banden quantifiziert und auf das Totalprotein der
jeweiligen Spur normiert. Die Expression des jeweiligen Proteins im IRAG2-KO wurde
anschliefend auf die Expression im IRAG2-WT Pankreas normiert.

Die Expression des IP3R3 war dabei im IRAG2-KO signifikant erhoht, verglichen mit dem
IRAG2-WT (s. Abbildung 4-13 A, B). Die Proteinlevel des IP;R2 hingegen waren in den
Pankreas-Lysaten der IRAG2-KO Tiere signifikant reduziert im Vergleich zu denen der
IRAG2-WT Tiere (s. Abbildung 4-13 C, D). In der Expression des IP3R1 war kein Unterschied
zwischen den beiden Genotypen erkennbar (s. Abbildung 4-13 E, F).

4.2.4 Vergleich der Ca**-Freisetzung in isolierten pankreatischen Azini von IRAG2-WT
und IRAG2-KO M:iusen

IRAGI interagiert mit IP3-Rezeptoren und hemmt die Ca**-Freisetzung aus intrazelluliren
Speichern [45, 109]. Da auch dessen Homolog IRAG2 mit den verschiedenen IP3-Rezeptor
Subtypen im murinen Pankreas interagiert und in den Azinus-Zellen des exokrinen Pankreas
exprimiert wird (s. 4.2.2 und 4.2.1), wurde die Ca**-Freisetzung in isolierten Azini von IRAG2-
WT und IRAG2-KO Maiusen untersucht. Die Zellen wurden dazu fiir 1,5 h mit Fura-2-AM
beladen und anschlieBend die Ca?‘-Freisetzung durch Verwendung von Carbachol in den
Konzentrationen 1 uM und 10 uM stimuliert.

Zu Beginn der Messung wurden die Azini zundchst flir 2 min mit Ringer-Lésung dquilibriert,
gefolgt von einer zweiminiitigen Stimulation mit 1 uM Carbachol. Nachdem die Zellen
anschlielend zur Regeneration wieder fiir 2 min mit Ringer Losung gespiilt wurden, erfolgte
die Zugabe von Carbachol in der héheren Konzentration von 10 uM. Wéhrend der Messung
wurden die Ca®*-Transienten durch das Fura-2 Fluoreszenz-Ratio R (340/380) bestimmt. Je
hoher das Fluoreszenz-Ratio war, desto mehr Calcium wurde freigesetzt (s. Abbildung 4-14 A).
Das maximale basale, unstimulierte Ratio R (340/380)max unter Ringer-Perfusion war dabei in
den IRAG2-KO Azini signifikant geringer als in denen der IRAG2-WT Tiere, was darauf
hindeutet, dass die basale Ca®*-Freisetzung im IRAG2-KO verringert ist (s. Abbildung 4-14 B).
Bei Stimulation mit 1 uM oder 10 uM Carbachol war das maximale Ratio R (340/380)max und
damit die maximale Ca*"-Freisetzung im IRAG2-KO etwas verringert, verglichen dem IRAG2-
WT. Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant (s. Abbildung 4-14 B).
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Abbildung 4-14: Ca%*-Freisetzung in pankreatischen Azinus-Zellen

A: Reprisentative Ca>*-Freisetzungskurven fiir die Stimulation der Fura-2-AM beladenen Azini von IRAG2-
WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Méusen mit 1 puM Carbachol und 10 uM Carbachol. Das Fluoreszenz-Ratio
R (340/380) diente dabei als MaB fiir die Ca*'-Freisetzung. B: Maximale Ratios R (340/380)max und damit
maximal freigesetztes Calcium unter unstimulierten Bedingungen (basal) (WT: n =13 Messungen von 5
Tieren; KO: n= 14 Messungen von 5 Tieren) sowie nach Stimulation mit 1 pM Carbachol (WT: n=13
Messungen von 5 Tieren; KO: n = 14 Messungen von 5 Tieren) und 10 pM Carbachol (WT: n = 13 Messungen
von 5 Tieren; KO: n= 14 Messungen von 5 Tieren). C: Maximal freigesetztes Calcium R (340/380)max bei
Stimulation mit 1 uM Carbachol (WT: n = 13 Messungen von 5 Tieren; KO: n = 14 Messungen von 5 Tieren)
und 10 pM Carbachol (WT: n = 13 Messungen von 5 Tieren; KO: n = 14 Messungen von 5 Tieren) normiert
auf die basale Ca’*-Freisetzung (AR/Ry). D: Die area under the curve (AUC) der Ca®*-Freisetzungskurven von
IRAG2-WT und IRAG2-KO Zellen (WT: n= 13 Messungen von 5 Tieren; KO: n= 14 Messungen von 5
Tieren) wurde {iber den Stimulationszeitraum von 2 min berechnet. B-D: Jeder Datenpunkt stellt eine Messung
dar, pro Messung wurde jeweils der Mittelwert aus allen Zellen gebildet. Graphen sind dargestellt mit
Mittelwert £ SEM. Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als (*)(p <0,05) und
(***) (p < 0,01).

Wurde das maximale Ratio R (340/380)max normiert auf das basale Ratio Ro (AR/Ry), so war
bei Stimulation mit 1 uM Carbachol ein erhdhtes AR/Ro, und damit eine erhdhte
Ca?"-Freisetzung als X-faches der basalen Freisetzung in Azini von IRAG2-KO Tieren zu
beobachten, verglichen mit dem IRAG2-WT. Bei Stimulation mit 10 uM war jedoch fiir AR/Ro
kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen erkennbar (s. Abbildung 4-14 C).

Neben der maximalen Ca?"-Freisetzung wurde zudem die area under the curve (AUC)
bestimmt, die als MaB fiir die freigesetzte Ca’*'-Menge diente. Diese wurde iiber den
Stimulationszeitraum von 2 min mit 1 pM Carbachol und 10 uM Carbachol berechnet. Die

AUC bei Stimulation mit 1 pM Carbachol war bei den IRAG2-KO Zellen signifikant erhoht,
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verglichen mit den IRAG2-WT Zellen. Bei Stimulation mit 10 pM Carbachol hingegen war
kein Unterschied ersichtlich (s. Abbildung 4-14 D). Die durch 1 uM Carbachol freigesetzte
Ca’"-Menge war somit im IRAG2-KO héher als im IRAG2-WT.

Um die Geschwindigkeit der Ca*'-Freisetzung in den Azinus-Zellen von IRAG2-WT und
IRAG2-KO Tieren zu beurteilen, wurde die Steigung der Freisetzungskurven bei Stimulation
mit 1 uM Carbachol und 10 uM Carbachol berechnet. Dabei ergaben sich fiir keine der beiden
Konzentrationen signifikante Unterschiede in der Steigung und damit in der Geschwindigkeit
der Ca’'-Freisetzung beider Genotypen (s. Abbildung 4-15 A). Zum Vergleich der
Stimulierbarkeit der Zellen mit 10 uM Carbachol nach vorheriger Stimulation mit 1 uM
Carbachol, wurde das maximale Ratio R (340/380)max bei Stimulation mit 10 uM Carbachol als
X-faches des maximalen Ratios R (340/380)max bei Stimulation mit 1 uM Carbachol berechnet.
Dadurch lieB sich feststellen, wie gut sich die Zellen, bei vorheriger Stimulation mit einer
niedrigeren Carbachol-Konzentration, nach einer anschlieBenden Regenerationszeit von 2 min,
erneut mit einer hoheren Carbachol-Konzentration stimulieren lieBen. Beide Genotypen wiesen
dabei die gleiche Stimulierbarkeit mit Carbachol in hoherer Konzentration auf (s. Abbildung

4-15 B).
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Abbildung 4-15: Geschwindigkeit der Ca’'-Freisetzung und Stimulierbarkeit der pankreatischen
Azinus-Zellen

A: Steigung der Ca**-Freisetzungskurven von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Azinus-Zellen (WT:
n=13 Messungen von 5 Tieren; KO: n= 14 Messungen von 5 Tieren). B: Stimulierbarkeit der Zellen bei
Stimulation mit 10 uM Carbachol (CCh) nach vorheriger Stimulation mit 1 uM Carbachol und einer
Regenerationszeit von 2 min unter Ringer-Perfusion. Das maximale Ratio R (340/380)max bei Stimulation mit
10 uM Carbachol wurde dabei als X-faches des maximalen Ratios R (340/380)max bei Stimulation mit 1 uM
Carbachol berechnet (WT: n = 13 Messungen von 5 Tieren; KO: n = 14 Messungen von 5 Tieren). A, B: Jeder
Datenpunkt stellt eine Messung dar, pro Messung wurde jeweils der Mittelwert aus allen Zellen gebildet.
Graphen sind dargestellt mit Mittelwert £ SEM.
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Bei niedrigeren Carbachol-Konzentrationen zeigen Azinus-Zellen Ca®’-Oszillationen. Diese
oszillierenden Signale sind das Resultat einer Ca>*-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern
und anschlieBender ATP-abhéngiger Wiederaufnahme des freigesetzten Calciums [125, 144].
Ca?"-Oszillationen waren bei der Stimulation der Zellen mit 1 uM Carbachol sowohl in den
Azinus-Zellen der IRAG2-WT Tiere (s. Abbildung 4-16 A) als auch in denen der IRAG2-KO
Tiere (s. Abbildung 4-16 B) detektierbar. Die Peaks der oszillierenden Signale wurden iiber
einen Zeitraum von einer Minute ausgezéhlt und als Oszillationen/min angegeben. IRAG2-KO

Azini zeigten dabei eine signifikant hohere Frequenz an Oszillationen als Azini von IRAG2-

WT Tieren (s. Abbildung 4-16 C).
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Abbildung 4-16: Ca**-Oszillationen in Azinus-Zellen

A, B: Ca’?"-Oszillationen in pankreatischen Azinus-Zellen von IRAG2-WT (A) und IRAG2-KO (B) Miusen
bei Stimulation mit 1 uM Carbachol. C: Peaks der oszillierenden Signale von IRAG2-WT (n = 11 Messungen
von 5 Tieren) und IRAG2-KO (n =13 Messungen von 5 Tieren) wurden pro Minute ausgezdhlt und die
Frequenz der Oszillationen angegeben als Oszillationen/min. Jeder Datenpunkt stellt eine Messung dar, pro
Messung wurde dabei der Mittelwert aus allen oszillierenden Zellen gebildet. Graphen sind dargestellt mit
Mittelwert £ SEM. Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als (***) (p < 0,001).
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4.2.5 Vergleich der Amylase-Sekretion in isolierten pankreatischen Azini von IRAG2-

WT und IRAG2-KO Miusen

Die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern bewirkt in pankreatischen Azinus-
Zellen eine Exozytose der Zymogengranula und somit eine Sekretion von Amylase [52, 82, 98].
Da die Ca?'-Freisetzung durch IRAG2 in den Azinus-Zellen des exokrinen Pankreas beeinflusst
wird (s. 4.2.4), wurde nun die Amylase-Sekretion und damit die Funktion des exokrinen
Pankreas in Azini von IRAG2-WT und IRAG2-KO Miusen untersucht. Die isolierten Azini
wurden dazu fiir je 30 min mit ddH>O (fiir die basale Sekretion) und mit 1 uM oder 10 uM
Carbachol stimuliert, um anschlieend die in diesem Zeitraum sezernierte Amylase mittels
Amylase-Assay zu bestimmen. Die Berechnung der Menge an sezernierter Amylase erfolgte
dabei prozentual des Totalinhaltes an Amylase in den Azini.

Die unstimulierte, basale Amylase-Sekretion im Zeitraum von 30 min war in den Azini der
IRAG2-KO Tiere signifikant verringert, verglichen mit denen der IRAG2-WT Méuse. Bei
Stimulation mit 1 uM und 10uM Carbachol war die Amylase-Sekretion im IRAG2-KO zwar
geringer im Vergleich zum IRAG2-WT, jedoch war dieser Effekt nicht signifikant (s.
Abbildung 4-17 A).
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Abbildung 4-17: Amylase-Sekretion in pankreatischen Azinus-Zellen

A: Amylase-Sekretion in Prozent des Totalinhaltes an Amylase in Azini von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-
KO (KO) Miusen (basal: WT:n= 11, KO:n=11; 1 uM Carbachol: WT:n = 8; KO: n = 8; 10 uM Carbachol:
WT: n=35; KO: n=15). B: Amylase-Sekretion in IRAG2-WT und IRAG2-KO Azini als X-faches der basalen
Amylase-Sekretion (WT: n=8; KO: n=_8; 10 uM Carbachol: WT: n=5; KO: n=5) nach Stimulation mit
1 uM Carbachol und 10 uM Carbachol. A, B: Die einzelnen Datenpunkte in den Graphen symbolisieren je
eine Maus. Alle Graphen sind mit Mittelwert + SEM dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede sind
angegeben als (*) (p <0,05).
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Die stimulierte, prozentuale Amylase-Sekretion wurde anschlieBend auf die basale, prozentuale
Amylase-Sekretion normiert. Hier zeigte sich bei Stimulation mit 1 uM Carbachol eine leicht
erhohte, jedoch nicht signifikante, Amylase-Sekretion X-fach der basalen Sekretion in den
IRAG2-KO Zellen, verglichen mit den IRAG2-WT Zellen. Bei Stimulation mit 10 uM
Carbachol war dies nicht zu beobachten (Abbildung 4-17 B).

4.2.6 Vergleich der Amylase-Aktivitit in Lysaten und im Plasma von IRAG2-WT und
IRAG2-KO Miusen

Die Aktivitit der Amylase wurde sowohl in Pankreas-Lysaten als auch im Plasma von IRAG2-
WT und IRAG2-KO Maiusen mit Hilfe eines Amylase-Aktivitdts-Assay Kits bestimmt. Die
Amylase-Aktivitit in den Pankreas-Lysaten wurden dabei auf die Proteinmenge der Lysate
normiert. In den Pankreas-Lysaten war kein signifikanter Unterschied in der Amylase-Aktivitét
zwischen den beiden Genotypen feststellbar (s. Abbildung 4-18 A). Auch im Plasma wurden
keine Unterschiede zwischen IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren beziiglich der Aktivitéat der
Amylase detektiert (s. Abbildung 4-18 B).
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Abbildung 4-18: Amylase-Aktivitiit in Pankreas-Lysaten und im Plasma

A: Amylase-Aktivitit in mU/mg in Pankreas-Lysaten von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren
(WT: n=6; KO: n=7). B: Amylase-Aktivitdt in mU/ml im Plasma von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO
(KO) Tieren (WT: n=7; KO: n= 7). Die einzelnen Datenpunkte symbolisieren je eine Maus. Die Graphen sind
mit Mittelwert + SEM angegeben.
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4.2.7 Immunhistochemische Analyse der Amylase-Menge in den Pankreata von IRAG2-

WT und IRAG2-KO Miusen

Wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben, ist die basale Amylase-Sekretion in den Azinus-Zellen der
IRAG2-KO Miuse im Vergleich zu denen der IRAG2-WT Maiuse signifikant verringert.
Unterschiede in der Aktivitit der Amylase sind dabei jedoch nicht feststellbar (s. 4.2.6). Mittels
Immunhistochemie wurde die Gesamt-Amylase-Menge in den Pankreata beider Genotypen

analysiert (s. Abbildung 4-19).
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Abbildung 4-19: Immunhistochemische Analyse der Amylase-Expression im Pankreas

A: Représentative Aufnahmen der immunhistochemischen Analyse der Amylase-Expression an
Paraffinschnitten der Pankreata von IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren (50x VergroBerung). B: Statistische
Auswertung der Amylase-Expression nach Quantifizierung der Expression in IRAG2-WT (WT) und
IRAG2-KO (KO) Pankreata (WT: n=7; KO: n=7). Die Expressionsmenge der Amylase wurde dabei
angegeben als X-fache Anderung der Amylase-Expression normiert auf den IRAG2-WT. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SEM. Statistisch signifikante Unterschiede sind angegeben als (*) (p < 0,05).
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Dazu wurde die Expression der Amylase anhand eines Amylase-Antikdrpers in
Paraffinschnitten der Pankreata untersucht und quantifiziert. Die Amylase-Expression im
IRAG2-KO wurde dabei als X-fache Anderung der Expression bezogen auf den IRAG2-WT
angegeben. Es zeigte sich hierbei eine signifikante Erhohung der Expression von Amylase in
den Azini der IRAG2-KO Tiere, verglichen mit der Expression in den Azini der IRAG2-WT
Tiere (s. Abbildung 4-19 A, B).

4.2.8 Histologische Untersuchung der Pankreata mittels HE-Firbung

Die Amylase wird im Pankreas in den Zymogengranula der Azinus-Zellen gespeichert und bei
Stimulation mit sekretionsférdernden Substanzen freigesetzt [52, 82]. Da die Expression von
Amylase in den IRAG2-KO Tieren erhoht ist (s. 4.2.7), wurde die Morphologie der Azini sowie
die Menge an zymogenen Granula bei beiden Genotypen néher betrachtet (s. Abbildung 4-20).

100x 200x

IRAG2-WT

IRAG2-KO

Abbildung 4-20: Himatoxylin-Eosin-Firbung der Pankreata

Reprdsentative Aufnahmen der Héamatoxylin-Eosin-Farbung an Paraffinschnitten der Pankreata von
IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren (100x Vergroferung und 200x VergroBerung).
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Dazu wurde eine Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung an Paraffinschnitten der Pankreata von
IRAG2-WT und IRAG2-KO Méusen durchgefiihrt, mit deren Hilfe die basischen Strukturen
der Zymogengranula, die in den apikalen Polen der Azinus-Zellen lokalisiert sind, rot angeféarbt
werden konnten. Saure Strukturen hingegen, wie die Zellkerne im basalen Teil der Azinus-
Zellen, erschienen blau.

Bei der HE-Farbung war dabei weder in der Menge der Zymogengranula noch in der
Morphologie der Azini ein Unterschied zwischen IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren
erkennbar (s. Abbildung 4-20).

4.2.9 Analyse der Gewichte von IRAG2-WT und IRAG2-KO Miusen bis zum Absetzen

Eine Storung der Sekretion von Verdauungsenzymen aus dem exokrinen Pankreas kann die
Verdauung von Nahrungsbestandteilen beeintrachtigen und sich somit auf das Korpergewicht
von Tieren auswirken [40, 96].

Da die Deletion von IRAG2 zu einer Verringerung der basalen Amylase-Sekretion fiihrt (s.
4.2.5), wurde der Einfluss dieser Sekretions-Verringerung auf die Korpergewichte der Tiere
betrachtet. Dazu wurden die Tiere ab einem Alter von 10 Tagen nach der Geburt zur
Markierung mit einem nummerierten Ohrclip versehen und anschlieend alle 2-3 Tage bis etwa
Tag 45 nach der Geburt gewogen. Die Entwicklung der Gewichte von IRAG2-WT und IRAG2-
KO Maiusen wurde anschliefend graphisch dargestellt. Es konnten dabei {iber den zeitlichen
Verlauf keine Unterschiede zwischen den beiden Genotypen festgestellt werden (s. Abbildung
4-21 A). Die Auswertung der Gewichte ergab keine signifikanten Unterscheide zwischen
IRAG2-WT und IRAG2-KO Miusen bis hin zu einem Absetzalter von etwa 21-27 Tagen (s.
Abbildung 4-21 B, C). Kurz nach dem Absetzen der Tiere aus dem Elternkifig zeigten jedoch
die IRAG2-KO Tiere zwischen Tag 33-35 nach der Geburt eine Tendenz zu einem erniedrigten
Korpergewicht, verglichen mit IRAG2-WT Tieren (s. Abbildung 4-21 D). Dieses normalisierte
sich jedoch bis Tag 45 nach der Geburt wieder. Ab Tag 45 nach der Geburt waren wiederum
keine Unterschiede in den Korpergewichten zwischen den beiden Genotypen erkennbar (s.

Abbildung 4-21 E).
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Abbildung 4-21: Gewichte der Tiere ab Tag 10 nach der Geburt

A: Verlauf der Korpergewichte der IRAG2-WT und IRAG2-KO Tiere von Tag 10 bis Tag 47 nach der Geburt.
B-E: Direkter Vergleich der Korpergewichte von IRAG2-WT (WT) und IRAG2-KO (KO) Tieren an Tag 9-
11 nach der Geburt (WT: n=6; KO: n=7) (B), Tag 24-26 nach der Geburt (WT: n=15; KO: n=7) (C), Tag
33-35 nach der Geburt (WT: n = 6; KO: n = 5) (D) und élter als Tag 45 nach der Geburt (WT: n=6; KO:n=7)
(E). Die einzelnen Datenpunkte symbolisieren je eine Maus. Alle Graphen sind mit Mittelwert + SEM
angegeben.
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5 Diskussion

5.1 Analyse der Expression von IRAG2 und dessen Interaktionspartnern

5.1.1 Expression von IRAG2 in Thrombozyten und im Pankreas

In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem die Expression des Inositol-1,4,5-trisphosphat
Rezeptor assoziierten 2 (IRAG2), das auch als Jaw1 oder lymphoid restricted membrane protein
(LRMP) bezeichnet wird, in verschiedenen Organen und Zelltypen untersucht. Diese wurde
bereits zuvor in einigen murinen und humanen Organen beschrieben, vor allem in
lymphatischen Geweben und Zellen. Erstmals erfolgten Nachweise der Proteinexpression im
Thymus und der Milz von Miusen. In murinen B-Zelllinien und T-Zelllinien konnte zudem die
Expression der mRNA nachgewiesen werden [5]. Weiterhin konnte in humanen Geweben eine
Expression des IRAG2-Proteins in der Zunge, in der Milz und in neoplastischen Geweben, wie
zum Beispiel in B-Zell-Lymphomen, mittels Immunhistochemie gezeigt werden [124]. Auch
in anderen nicht-lymphoiden Geweben, wie im Sinusknoten, in Biirstenzellen des Darms oder
in circumvallaten, foliaten und fungiformen Geschmackspapillen der Zunge war eine
Expression von IRAG2 in Méusen zu beobachten [23, 97, 116].

Zur Detektion von IRAG2 in weiteren Geweben und Zellen wurde eine Mauslinie generiert
(lacZ x IRAG2-KO), die unter der Kontrolle des [rag2-Promotors eine B-Galactosidase
exprimiert (s. 3.1.2). Mit Hilfe dieser war es moglich, IRAG2 indirekt iiber die Expression der
B-Galactosidase in den lacZ x IRAG2-KO Tieren zu lokalisieren. Dafiir wurde die Expression
der B-Galactosidase — als Reporter fiir IRAG2 — sowohl histologisch, anhand der X-Gal
Féarbung zur Detektion der B-Galactosidase-Aktivitdt, als auch proteinbiochemisch, mit Hilfe
des Western Blots, analysiert. Zudem konnte IRAG2 auch direkt iiber einen IRAG2-
spezifischen Antikorper im Western Blot nachgewiesen werden.

Eine Expression von IRAG2 wurde in dieser Arbeit sowohl in Thrombozyten als auch im
Pankreas nachgewiesen (s. Abbildung 4-1 und Abbildung 4-9). Zudem konnte die schon zuvor
von Behrens et al. beschriebene IRAG2-Expression in Thymus und Milz bestitigt werden (s.
Abbildung 4-1 A) [5].

Im humanen Protein Atlas (www.proteinatlas.org) wird bereits eine Expression von IRAG2 im

humanen Pankreas beschrieben [126]. Dabei zeigt sich eine schwache Expression in den
Ductus-Zellen und eine starke in den Azinus-Zellen des humanen Pankreas, wo IRAG2 vor
allem am apikalen Pol der Zelle lokalisiert ist. In den humanen Inselzellen ist hingegen kein

IRAG2 zu finden. Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmals die Expression von IRAG2 in
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murinen pankreatischen Azinus-Zellen nachgewiesen (s. Abbildung 4-9), was mit der
Expression im humanen Pankreas korreliert. Im Gegensatz zu den Daten des humanen Protein
Atlas wird IRAG2 jedoch hier nicht in den Ductus-Zellen des murinen exokrinen Pankreas
detektiert (s. Abbildung 4-10). Eine Lokalisation von IRAG2 in den Langerhans-Inseln des
murinen Pankreas wird ebenso nicht beobachtet (s. Abbildung 4-9 F), was wiederum mit dem
humanen Pankreas iibereinstimmt.

IRAG2 weist, vor allem in der coiled-coil-Domine, eine ausgeprigte Homologie von 44 % zum
Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierten cGMP Kinase Substrat 1 (IRAG1) auf [97,
115, 116]. Aufgrund der Expression von IRAG2 in den murinen pankreatischen Azinus-Zellen,
wurde auch tberpriift, ob dessen Homolog IRAG1 darin exprimiert wird. Eine IRAGI-
Expression kann hierbei weder in den murinen Azinus-Zellen noch im gesamten
Pankreasgewebe beobachtet werden (s. Abbildung 4-11), womit auch eine direkte Interaktion
von IRAG1 und IRAG2 ausgeschlossen werden kann. Dieses Ergebnis steht jedoch in Kontrast
zum Expressionsmuster von IRAG1 im humanen Pankreas. Im humanen Protein Atlas ist eine
Expression von IRAG1 in humanen pankreatischen Azinus-Zellen detektierbar. Wihrend
IRAG?2 dabei am apikalen Pol der humanen Azinus-Zellen lokalisiert ist, zeigt sich bei IRAGI
eine vermehrte Expression im basalen Teil der humanen Azinus-Zellen. Auch in den
endokrinen Zellen und den Ausfithrgingen konnte eine schwache IRAGI1-Expression im
humanen Pankreas nachgewiesen werden [126]. Somit stimmt das Expressionsmuster von
IRAG2 und IRAGI1 in verschiedenen murinen Zellen des Pankreas nicht komplett mit dem in

humanen Pankreas-Zellen liberein.

Da IRAGI in humanen sowie in murinen Thrombozyten exprimiert wird [2], wurde zundchst
auch die Expression von IRAG2 in murinen Thrombozyten untersucht. Makhoul et al. zeigten
im Rahmen eines quantitativen Phosphoproteom-Ansatzes, zur Analyse moglicher
Phosphoproteine in humanen Thrombozyten, bereits mdgliche Phosphorylierungsstellen von
IRAG2 auf. Dies spricht dementsprechend fiir eine Expression von IRAG2 in humanen
Thrombozyten [78]. In der vorliegenden Arbeit wird nun erstmalig eine Expression von IRAG2

auch in den murinen Thrombozyten nachgewiesen (s. Abbildung 4-1).

Die Auswirkung der Expression von IRAG2 in Thrombozyten und in pankreatischen Azinus-
Zellen auf die Funktion dieser Zellen war dabei bislang weitgehend unbekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Fragestellung untersucht und in den folgenden Kapiteln

erortert.
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5.1.2 Interaktionspartner von IRAG2 in Thrombozyten und im Pankreas sowie

Bedeutung der Interaktion mit den IP3-Rezeptoren

Wie bereits zu Beginn erwéhnt, handelt es sich bei IRAG2 um ein Homolog zu IRAGI1, mit
ausgepragter Homologie in der coiled-coil-Doméne [97, 115, 116]. IRAGI bildet sowohl in
Thrombozyten als auch in Glattmuskelzellen einen Makrokomplex, bestehend aus IRAG1, der
cGMP-abhingigen Proteinkinase If (PKGIB) und dem Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor
Typ 1 (IP3R1). Dabei ist die coiled-coil-Doméne von IRAG1 entscheidend fiir die Interaktion
mit dem IP3R1 [2, 45, 109]. Die stabile Interaktion von IRAG1 mit der PKGIP erfolgt iiber die
Leucin-Zipper-Region am Aminoterminus der PKGIP und zwar unabhingig von der coiled-
coil-Doméne des IRAG1-Proteins sowie auch cGMP-unabhéngig [ 1]. Aufgrund der Homologie
zwischen IRAG1 und IRAG2 wire es denkbar, dass beide Proteine dhnliche Interaktionen
zeigen. Daher wurden die Interaktionspartner von IRAG2 in Thrombozyten und im Pankreas
untersucht, wo IRAG2 im Rahmen dieser Arbeit lokalisiert wurde. Interaktionen von IRAG2
mit [P3-Rezeptoren wurden bereits in einigen anderen Organen und Zelllinien analysiert. Bei
heterologer Expression von IRAG2 in COS7-Zellen und anschlieBender Immunprézipitation,
konnte eine Interaktion von IRAG2 mit dem IP;R3 gezeigt werden. Zudem wird IRAG2 in
Geschmackszellen vom Typ sii, bitter und umami mit dem IP3R3 co-exprimiert [116]. In co-
transfizierten MEF-Zellen (mouse embryo fibroblast) wird eine Interaktion von IRAG2 mit
dem IP3R2 beschrieben [23]. Allerdings konnte bisher noch keine Interaktion mit dem IP3;R1
nachgewiesen werden. Auch in Thrombozyten und im Pankreas war bislang nichts iiber
Protein-Protein-Wechselwirkungen von IRAG2 bekannt. In dieser Arbeit erfolgte daher die
Analyse der Interaktionspartner von IRAG?2 mittels Co-Immunprézipitation.

Die Untersuchung der zusammen mit IRAG2 gefillten Proteine in Thrombozyten zeigt eine
Interaktion von IRAG2 mit dem IP3R1, dem IP3R2 sowie dem IP3R3 (s. Abbildung 4-2 A). Bei
der co-immunprézipitierten Bande des IP3R2 fiel dabei auf, dass diese bei einem niedrigeren
Molekulargewicht und somit etwas tiefer verlief als die Bande in den jeweiligen Input-Proben.
Dies konnte darauf hindeuten, dass IRAG2 mit einem kleineren Fragment des IP3R2 interagiert,
welches ein niedrigeres Molekulargewicht aufweist und nur bei einer Fallung detektierbar ist.
Weiterhin ergab die Analyse keine direkte Interaktion von IRAG2 mit IRAGI1. Auch konnte
zwischen der PKGIp und IRAG2 keine feste Interaktion in Thrombozyten festgestellt werden.
Die Bildung eines Makrokomplexes aus IRAG1, IRAG2, IP3R1 und PKGIPB kommt in murinen
Thrombozyten somit nicht zustande. Das Ergebnis, dass es zwischen IRAG2 und der PKGI

zu keiner stabilen Interaktion kommt, war dabei auch nicht i{iberraschend, da die stabile
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Interaktionsstelle des IRAG1-Proteins mit der Leucin-Zipper-Region der PKGIB zwischen den
Aminoséduren 152 und 184 des N-terminalen Teils von IRAG1 lokalisiert ist. Dieser Teil fehlt
jedoch im IRAG2-Protein [1, 19].

Die Analyse der Interaktionspartner von IRAG2 im Pankreas zeigt, genau wie in
Thrombozyten, eine Interaktion von IRAG2 mit den IP3-Rezeptor Subtypen 1, 2 und 3 (s.
Abbildung 4-12). Die IP3-Rezeptoren sind in den pankreatischen Azinus-Zellen dabei am
apikalen, sekretorischen Pol der Zelle lokalisiert, wo auch im humanen Protein Atlas die
Expression von humanem IRAG2 beschrieben wurde [126, 145]. Da IRAG2 im murinen
Pankreas nur in den Azinus-Zellen exprimiert wird (s. Abbildung 4-9 und Abbildung 4-10) und
im Pankreas stabil mit den IP3-Rezeptoren interagiert (s. Abbildung 4-12), fiihrt dies zu der
Annahme, dass IRAG2 ebenso am apikalen Pol der Azinus-Zellen im murinen Pankreas
lokalisiert ist. Zudem war im Rahmen der X-Gal Farbung die B-Galactosidase-Aktivitét, welche
als Reporter fiir IRAG2 dient, am apikalen Pol der Azinus-Zelle zu beobachten (s. Abbildung
4-9 F).

IP3-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in humanen und murinen Organismen. Es handelt
sich hierbei um Ca?*-Kanile, die fiir intrazellulire Ca?*-Signalwege von zentraler Bedeutung
sind. Die Bindung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) an die IP3-Rezeptoren fiihrt dabei zu
einer Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern. Das Ausmal} der Beteiligung der
einzelnen Subtypen an diesen Signalwegen ist jedoch noch weitgehend unerforscht [50, 121].
Im Gehirn beispielweise liegt eine hohe Expression des IP3R1 vor. Dort wird diesem Rezeptor
Subtyp eine Rolle bei Lernprozessen, bei bestimmten Verhaltensweisen sowie bei der
Gedichtnisleistung zugeschrieben [37, 59, 81, 93]. In Thrombozyten kommt es durch die
Bildung eines Makrokomplexes aus IP3R1, PKGIB und IRAGI, nach ¢cGMP-abhiangiger
Phosphorylierung von IRAGI, zu einer Hemmung der Ca®'-Freisetzung aus dem
endoplasmatischen = Retikulum (ER) und damit zu einer Hemmung der
Thrombozytenaggregation [1, 2, 107, 109]. Die IP3-Rezeptor Subtypen 2 und 3 hingegen zeigen
eine wichtige Funktion bei exokrinen Sekretionsmechanismen [40]. Anderungen der
Expressionslevel dieser Rezeptoren konnten sich damit auch auf physiologische Prozesse
auswirken. Aufgrund der Interaktion von IRAG2 mit den verschiedenen IP3-Rezeptor
Subtypen, wurden in Thrombozyten und Pankreata von IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren
daher die Expressionsmengen dieser Rezeptoren analysiert.

In IRAG2-KO Tieren kommt es in den Thrombozyten zu keiner Anderung in der Expression

der verschiedenen IP3-Rezeptor Subtypen. Die Expression der PKGIB und von IRAGI in
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IRAG2-KO Thrombozyten unterscheidet sich ebenfalls nicht von der in IRAG2-WT
Thrombozyten (s. Abbildung 4-3). Diese Interaktion von IRAG2 mit den IP3-Rezeptoren
ermdglicht jedoch eine Modulation der Rezeptoren durch IRAG2, wodurch die Ca*'-

Freisetzung beeinflusst wird. Dies wird in Kapitel 5.2.2 ndher diskutiert.

Im Pankreas zeigt sich in den IRAG2-KO Tieren eine Hochregulation der IP3R3-Expression
sowie eine Verminderung der IP3R2-Expression, verglichen mit den IRAG2-WT Tieren. Eine
Verdanderung der IP3R1-Expression ist dabei jedoch nicht zu sehen (s. Abbildung 4-13). Die
Auswirkungen dieser Interaktion und der damit verbundenen Regulation der IP3R-Expression
auf die Ca®'-Freisetzung in den pankreatischen Azinus-Zellen wird in Kapitel 5.3.1 weiter

erortert.

5.2 Funktion von IRAG2 in Thrombozyten

5.2.1 NO/cGMP-abhingige Phosphorylierung von IRAG2

IRAG]1 bildet sowohl in Thrombozyten als auch in Glattmuskelzellen einen trimdren Komplex
mit dem IP;R1 und der PKGIB. Innerhalb dieses stabilen Komplexes kommt es nach
Stimulation mit cGMP zu einer Phosphorylierung von IRAGI1 durch die PKGIB und
infolgedessen zu einer Hemmung der Ca?*-Freisetzung aus dem ER [1, 2, 45, 109]. Wie bereits
in Kapitel 5.1.2 erldutert, findet in Thrombozyten zwar eine Interaktion von IRAG2 mit den
IPs-Rezeptoren statt, jedoch kann keine stabile Interaktion mit der PKGIp gezeigt werden. Die
Bildung eines Makrokomplexes, in dem sich IP;R1, IRAG1, PKGIB sowie IRAG2 befinden,
ist somit nicht nachweisbar. Dieses Ergebnis schlie3t jedoch nicht aus, dass IRAG2 nach
Stimulation mit cGMP iiber die PKGI phosphoryliert werden kann. Makhoul et al. konnten
bereits im Rahmen eines Phosphoproteom-Ansatzes, zur Analyse von Phosphoproteinen in
humanen Thrombozyten, Phosphorylierungsstellen von humanem LRMP aufzeigen. Nach
Stimulation mit NO-Donoren oder dem sGC-Stimulator Riociguat wurden dabei die
Aminoséduren Ser363, Thr375 und Ser418 des humanem LRMP als Phosphorylierungsstellen
detektiert [78]. Dabei zeigen die Phosphorylierungsstellen Ser363 und Thr375 (Konsensus-
Sequenzen: RSAS*® und RRVT?”) des IRAG2-Proteins eine ausgeprigte Homologie zu den
identifizierten Phosphorylierungsstellen Ser664 und Ser677 (Konsensus-Sequenzen: RSMS®%
und RRVS®7) des IRAG1-Proteins [78, 109].
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In der vorliegenden Arbeit kann sowohl in vitro in lysierten Thrombozyten, also auch ex vivo
in noch funktionsfdhigen Thrombozyten, eine Phosphorylierung von murinem IRAG2, nach
Stimulation mit den ¢cGMP-Analoga 8-Br-cGMP und 8-pCPT-cGMP, gezeigt werden (s.
Abbildung 4-4). Die genauen Phosphorylierungsstellen blieben dabei jedoch noch unklar und
miissen zukiinftig weiter analysiert werden. Zur Detektion der IRAG2-Phosphorylierung wird
dabei ein Antikorper genutzt, der PKA-, PKC- und PKG-abhingige Phosphorylierungen an
Serin- und Threonin-Resten der Proteine erkennt. Nach Immunféllung von IRAG2 kann mit
Hilfe dieses Antikorpers die IRAG2-spezifische Phosphorylierung detektiert werden. Da die
Stimulation mit cGMP oder dessen Analoga 8-pCPT-cGMP und 8-Br-cGMP iiberwiegend eine
Aktivierung der PKGI bewirkt, ist es so moglich, die PKGI-abhéngige Phosphorylierung von
IRAG2 zu betrachten [17, 80]. Welche Isoform der PKGI — PKGIa oder PKGIP — fiir die
Phosphorylierung von IRAG2 verantwortlich ist, konnte dabei nicht abschlieBend geklart
werden. Es ist allerdings bekannt, dass in murinen Thrombozyten vorwiegend die PKGIpB
exprimiert wird und die PKGIa nur in geringen Mengen vorliegt. In humanen Thrombozyten
hingegen wird nur die PKGIP exprimiert [2, 44]. Zudem wird IRAG1 in Thrombozyten durch
die PKGIB phosphoryliert und die Phosphorylierungssequenzen von IRAG2 und IRAGI
zeigen, wie bereits weiter oben in diesem Kapitel erwihnt, ausgeprigte Homologien [2, 78,
109]. All diese Fakten fiihren letztlich zu der Annahme, dass auch die IRAG2-
Phosphorylierung durch die PKGIB vermittelt wird. Fiir eine abschlieende Bestdtigung dieser

Annahme, sind jedoch weitere Untersuchungen nétig.

5.2.2 Einfluss von IRAG2 auf die Ca**-Freisetzung in Thrombozyten

Den Thrombozyten kommt eine bedeutende Rolle bei der Blutungsstillung zu. Nach einer
GefaBlverletzung kommt es zur Adhision, zur Aktivierung und nachfolgend zur Aggregation
der Thrombozyten. Durch diese Schritte kann der schnelle Verschluss eines Gefid3es
gewihrleistet und somit ein groBBer Blutverlust vermieden werden. Allerdings konnen die selben
Vorgéinge auch dazu flihren, dass durch Thrombozyten gebildete Plaques rupturieren und es
somit zum Verschluss ganzer Gefdlle und dementsprechend zu Herzinfarkten, Schlaganféllen
oder anderen Organinfarkten kommt [104]. Ein wichtiger second-messenger bei diesen
Prozessen ist dabei das Calcium. Eine Erhoéhung von zytosolischem Calcium fiihrt zur

Aktivierung von Thrombozyten sowie zur Degranulation der sekretorischen Granula und damit
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zur Freisetzung weiterer Botenstoffe, die letztlich zur Aggregation der Thrombozyten fiihren
[129].

Die Freisetzung von Calcium kann unter anderem durch Thrombin stimuliert werden. Dieses
bindet an die sogenannten PAR-Rezeptoren (Protease-aktivierte-Rezeptoren), bei denen es sich
um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) handelt und die auf der Oberfliche der
Thrombozyten exprimiert werden. Durch Bindung von Thrombin an diese Rezeptoren wird die
Phospholipase C (PLC) aktiviert, wodurch es zu einer Bildung von IP; kommt. Das gebildete
IP; stimuliert wiederum die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern {iber die
Bindung an IP3-Rezeptoren, was in einer Aktivierung des GP IIb/Illa-Rezeptors resultiert und
damit zur Fibrinogen-induzierten Thrombozytenaggregation fiihrt [8, 94, 122, 129].

In Thrombozyten sind alle IP3-Rezeptor Subtypen vertreten. Die hochste Expression ist dabei
fiir den IP3R 1 und den IP3R2 beschrieben. Verschiedene Kinasen regulieren dabei die Aktivitat
der IP3-Rezeptoren durch deren Phosphorylierung [129]. Wie bereits in Kapitel 5.1.2 diskutiert,
interagiert IRAG2 mit allen IP3-Rezeptor Subtypen in murinen Thrombozyten. Aus diesem
Grund wurden die Auswirkungen dieser Interaktion auf die Ca®'-Signalwege in murinen
Thrombozyten im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Dazu wurde die Ca**-Freisetzung in
Thrombozyten von IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren nach Stimulation mit verschiedenen
Konzentrationen an Thrombin verglichen. Es wird dabei, verglichen mit den IRAG2-WT
Tieren, eine verringerte Ca®"-Freisetzung in Thrombozyten von IRAG2-KO Tieren beobachtet.
Dies bedeutet somit, dass IRAG2 die Freisetzung von Calcium in Thrombozyten fordert (s.
Abbildung 4-5). Damit zeigt IRAG2 den gegenteiligen Effekt zu IRAG1. Da IRAGI nach
Phosphorylierung durch die PKGIp die Ca**-Freisetzung in Thrombozyten hemmt und IRAG2
ebenso iiber die PKGI phosphoryliert wird, wire eine denkbare Theorie, dass die PKGI-
abhiingige Phosphorylierung von IRAG2 die Ca?'-Freisetzung fordert [1, 2, 109]. Um diese
These zu stiitzen, muss jedoch im Rahmen zukiinftiger Messungen noch der Einfluss von
NO/cGMP auf die Ca**-Freisetzung in IRAG2-WT und IRAG2-KO Thrombozyten analysiert
werden.

Ob die Interaktion mit dem IP3R 1, dem IP3R2 oder dem IP3R3 fiir den Einfluss von IRAG2 auf
die Ca*"Freisetzung verantwortlich ist, bleibt hierbei jedoch unklar. Bei IRAG] ist vor allem
der trimire Komplex aus PKGIB, IRAG1 und IPsR1 fiir die Hemmung der Ca**-Freisetzung
von Bedeutung. Daher wire es denkbar, dass auch bei IRAG2 die Modulation des IP3R1 durch
IRAG?2 fiir die Férderung der Ca?*-Freisetzung verantwortlich ist. Da IRAG2 jedoch mit allen
Subtypen interagiert, ist auch ein Zusammenspiel der Interaktion von IRAG2 mit allen IP3-

Rezeptoren nicht auszuschlieBen. Aufgrund der geringen Expression des IP3R3 in
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Thrombozyten [129], scheint die Interaktion von IRAG2 mit dem IP3R3 dabei aber eher von
untergeordneter Bedeutung zu sein.

Andere Arbeitsgruppen untersuchten bereits die Auswirkung von IRAG2 auf die Ca®*'-
Freisetzung in verschiedenen Zelllinien. Chang et al. beschreiben dabei nach Stimulation mit
Ionomycin eine verminderte Ca’’-Freisetzung in murinen Embryo-Fibroblasten, die kein
IRAG?2 enthalten. Wird jedoch IRAG2 transfiziert, ist die Ca’*-Freisetzung nach Stimulation
erhoht. IRAG2 fordert somit den Ca®*-Flux in diesen Zellen [23]. Auch Okumura et al. zeigen
eine verminderte Freisetzung von Calcium in HEK-Zellen (human embryonic kidney), die kein
IRAG2 enthalten, verglichen mit Zellen, in denen IRAG2 exprimiert wird [95]. Diese
Erkenntnisse stiitzen damit die These, dass IRAG2 die Ca?*-Freisetzung aus intrazelluliren

Speichern in das Zytosol fordert.

IRAG]1 bildet in Thrombozyten einen trimiren Komplex mit dem IP;R1 und der PKGIf. Nach
Phosphorylierung durch die PKGIB, bewirkt IRAG2 dabei eine Hemmung der IP3-vermittelten
Ca*"-Freisetzung aus dem ER [1, 2, 109]. Somit haben IRAG1 und IRAG2 gegenteilige
Auswirkungen auf die Ca**-Freisetzung in Thrombozyten, da IRAG2 die Ca**-Freisetzung in
diesen Zellen fordert. Dies lédsst die These aufstellen, dass IRAG2 den Gegenspieler zu IRAG1
in murinen Thrombozyten darstellt. Die verminderte Ca**-Freisetzung in den IRAG2-KO
Thrombozyten bewirkt dabei auch eine verringerte Aggregation der Thrombozyten. Somit sind
auch in Bezug auf die Thrombozytenaggregation die gegenteiligen Effekte von IRAGI1 zu

beobachten (weitere Erorterung s. 5.2.3).

Die Untersuchung der basalen Ca’>-Mengen in murinen Thrombozyten zeigt keine
Unterschiede zwischen IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren (s. Abbildung 4-5 A, B). Dies steht
im Gegensatz zu den Ergebnissen in den pankreatischen Azinus-Zellen, bei denen im IRAG2-
KO eine geringere basale Ca**-Menge detektiert wurde als in IRAG2-WT Zellen (s. Abbildung
4-14 B). Eine Begriindung hierfiir konnte die Co-Expression von IRAG1 und IRAG2 in
Thrombozyten darstellen. Moglicherweise findet in Zelltypen, in denen beide Proteine
exprimiert werden, keine Regulation des basalen Calciums durch IRAG?2 statt. Jedoch scheint
auch in pankreatischen Azini, in denen nur IRAG2 und kein IRAG1 lokalisiert ist, die basale
Ca?*-Freisetzung durch IRAG2 gefordert zu werden (hierzu s. 5.3.1). Der genaue Einfluss der
Co-Expression von IRAG1 und IRAG2 auf die Modulation der IP3-Rezeptoren sowie auf die
Ca*"-Freisetzung, bleibt jedoch unklar und muss zukiinftig — am besten anhand von

IRAG1/IRAG2-Doppel-KO Mausmutanten — untersucht werden.
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5.2.3 Einfluss von IRAG2 auf die Thrombozytenaggregation und die NO/cGMP-

abhiingige Aggregationshemmung

Thrombozyten von IRAG1-KO Tieren weisen nach Stimulation mit den Agonisten Kollagen
oder Thrombin eine hohere Aggregationsrate auf als Thrombozyten von Wildtyp-Tieren.
Dementsprechend besitzt IRAG1 einen hemmenden Effekt auf die Agonist-induzierte
Thrombozytenaggregation [107]. Thrombin fordert dabei, wie bereits im vorherigen Kapitel
beschrieben, die Thrombozytenaggregation liberwiegend iiber eine Aktivierung der PLC und
einer damit verbundenen IPs-abhingigen Ca®*-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern. Die
Wirkung von Kollagen hingegen kann iiber verschiedene Mechanismen zustande kommen, wie
zum Beispiel liber Bindung an den Kollagen-Rezeptor GP VI, was zu einer Integrin-
vermittelten Adhédsion der Thrombozyten an subendothelialen Oberflédchen fiihrt [94, 122, 129].
Nach Stimulation mit diesen Agonisten zeigen Thrombozyten von IRAG2-KO Tieren,
gegenteilig zu IRAGI, eine reduzierte Aggregabilitit, verglichen mit Wildtyp-Thrombozyten
(s. Abbildung 4-6). Die verminderte Ca®*-Freisetzung, die nach Stimulation mit Thrombin in
Thrombozyten der IRAG2-KO Tiere beobachtet werden konnte (s. 5.2.1), geht somit mit einer
verringerten ~ Thrombozytenaggregation  einher.  Wihrend IRAGI  damit  die
Thrombozytenaggregation hemmt, fordert IRAG2 diese und scheint daher der Gegenspieler zu
IRAG1 in Thrombozyten zu sein [107]. Gegenteilige Effekte von IRAG1 und IRAG2 konnten
bereits von Peters et al. festgestellt werden. Dabei wurde eine Interaktion beider Proteine mit
HCN4-Kanélen (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-sensitiv isoform 4) beobachtet,
jedoch iiben IRAG1 und IRAG?2 unterschiedliche Effekte auf diese Kanéle aus [97]. HCN4-
Kandle konnen spannungsabhdngig aktiviert werden. Die Bindung von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP) an diese Kanidle fiihrt zu einer Erhéhung der
Offnungswahrscheinlichkeit, indem die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung in Richtung
depolarisierender Potentiale verschoben wird [29, 132, 138]. Durch die Interaktion mit IRAGI
kommt es hierbei zu einer Erh6hung der Kanalfunktion, indem es, unabhéngig von der cAMP-
Bindung, die Aktivierung der Kanile in Richtung depolarisierender Potentiale verschiebt.
IRAG?2 hingegen bewirkt einen Funktionsverlust der Kanéle, indem es die cAMP-abhéngige
Verschiebung der spannungsabhéngigen Aktivierung in Richtung depolarisierender Potential
reduziert und somit die Sensitivitdt der Kanéle fiir die cAMP-abhingige Aktivierung verringert
[97]. Diese Daten stiitzen damit die These, dass es sich bei IRAG2 um den Gegenspieler zu
IRAGI handelt.
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Wie bereits beschrieben, wird IRAG2 in Thrombozyten durch die Stimulation mit den cGMP-
Analoga 8-pCPT-cGMP und 8-Br-cGMP phosphoryliert (s. 5.2.1). Um den Effekt der cGMP-
abhéngigen Phosphorylierung von IRAG2 auf die Thrombozytenaggregationshemmung zu
untersuchen, wurden die Thrombozyten vor der Aggregation entweder mit dem NO-Donor
Nitroprussid-Natrium (SNP) oder mit dem cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP inkubiert. Durch
Aktivierung der NO/cGMP/PKG-Signalkaskade verursachen diese Substanzen eine Hemmung
der Thrombozytenaggregation [17, 54, 80, 134]. Die Wirkung wird dabei iiber eine
Phosphorylierung von IRAG1 vermittelt, was zu einer Hemmung der Ca**-Freisetzung aus dem
ER fiihrt und in der Folge die Aggregation der Thrombozyten hemmt [2, 107, 109]. In IRAG2-
KO Thrombozyten wird dabei, nach Vorinkubation mit den Inhibitoren, eine verringerte
maximale Aggregationsrate beobachtet, verglichen mit den IRAG2-WT Thrombozyten, wenn
die Aggregation durch Thrombin gestartet wurde (s. Abbildung 4-7 A-F). Bei Stimulation der
Aggregation mit Kollagen, nach vorheriger Inkubation mit den Inhibitoren, war dieser Effekt
jedoch nicht zu sehen (s. Abbildung 4-8 A-F). Dies bedeutet, dass die Aggregationshemmung
durch NO/cGMP bei Deletion von IRAG2 stirker ist, wenn die Aggregation mit Thrombin
induziert wird. Es ldsst sich hierbei festhalten, dass es sich bei Thrombin um einen der
effektivsten Agonisten der Thrombozytenaggregation handelt, der seine Wirkung vorwiegend
iber die Stimulation von PAR-Rezeptoren ausiibt, durch die es letztlich zu einer erhéhten IP3-
Bildung und zur Ca**-Freisetzung kommt. Die Wirkungen von Kollagen hingegen kann iiber
verschiedene Mechanismen zustande kommen, wodurch sich die verstirkte NO/cGMP-
abhingige Aggregationshemmung in IRAG2-KO Thrombozyten moglicherweise mit
Thrombin besser hervorheben ldsst als durch Kollagen [94, 129].

Auch dieser Effekt ist gegensdtzlich zum Effekt von IRAG1 auf die Hemmung der
Thrombozytenaggregation. IRAG1-KO Thrombozyten zeigen nach Vorinkubation mit cGMP-
Analoga oder SNP keine oder nur eine schwache Aggregationshemmung [107]. Es liegt somit
die Vermutung nahe, dass die Phosphorylierung von IRAG2, durch Aktivierung des
NO/cGMP/PKG-Signalweges, die Ca®'-Freisetzung aus dem ER und folglich die
Thrombozytenaggregation fordert. Auch diese Resultate unterstiitzen weiter die Annahme, dass
es sich bei IRAG2 moglicherweise um einen Gegenspieler von IRAG1 handelt.

In Wildtyp-Tieren konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Thrombusbildung nach einer
Gefédlverletzung durch die NO/cGMP-abhdngige Phosphorylierung von IRAG1 gehemmt
wird. Nach Stimulation mit NO/cGMP weisen IRAG1-KO Thrombozyten dadurch eine erhdhte
Bildung von Thromben auf, verglichen mit dem Wildtyp. IRAG1wirkt sich somit praventiv auf
die Bildung einer arteriellen Thrombose aus [2]. Da IRAG2 hingegen die
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Thrombozytenaggregation fordert, konnte dies dementsprechend in einer vermehrten
Thrombusbildung resultieren. Somit wére es denkbar, dass IRAG2 eine Rolle bei der
Pathogenese der Atherosklerose oder von kardiovaskuldren Erkrankungen spielt. Auch diese

These sollte in Zukunft noch genauer untersucht werden.

5.3 Funktion von IRAG2 im Pankreas

5.3.1 Einfluss der IRAG2-Defizienz auf die Ca**-Freisetzung und auf Ca?*-Oszillationen

in pankreatischen Azinus-Zellen

Aufgrund der hohen Menge an endoplasmatischem Retikulum und sekretorischen Granula, sind
Azini des exokrinen Pankreas sehr gut geeignet, um den Zusammenhang zwischen Ca’'-
Freisetzung und sekretorischen Prozessen zu untersuchen. Ist die Ca®'-Freisetzung verindert,
so konnen sich daraus Anderungen in der Sekretion von Verdauungsenzymen ergeben. Eine
erhohte Freisetzung von Calcium kann dementsprechend zu einer erhohten Sekretion von
Amylase fiihren, was schwerwiegende Erkrankungen des Pankreas, wie beispielsweise eine
Pankreatitis, auslosen kann [98]. Im exokrinen Pankreas vermitteln vor allem die IP3-Rezeptor
Subtypen 2 und 3 die Freisetzung von Calcium nach Stimulation mit Sekretagoga. Doppel-
Knockouts des IP3R2 und des IPsR3 zeigen daher eine stark eingeschriinkte Ca®*-Freisetzung
und daraus folgend eine Dysfunktion des exokrinen Pankreas [40]. Das Ausmal} des IP;R1 auf
die Ca*"-Signalwege in pankreatischen Azinus-Zellen ist weitgehend unbekannt. Bekannt ist
allerdings, dass dessen Expression in den Azinus-Zellen eher gering ist, verglichen mit der
Expression des IP3R2 und des [P3R3 [141]. In dieser Arbeit kann eine Interaktion von IRAG2
mit allen IP3-Rezeptor Subtypen im Pankreas detektiert werden (s. Abbildung 4-12). Bei
Deletion von IRAG?2 ist dabei eine Hochregulation der IP3R3- sowie eine Verringerung der
IP3R2-Expression zu beobachten. Die Proteinexpression des IP;R1 hingegen ist nicht verdndert
(s. Abbildung 4-13). Zudem ist die basale Ca**-Freisetzung in den Azinus-Zellen des IRAG2-
KO verringert, verglichen mit dem IRAG2-WT. Auch die maximal freigesetzten Ca’"-Mengen
nach Stimulation mit Carbachol waren etwas verringert im IRAG2-KO im Vergleich zum
IRAG2-WT. Wird jedoch die Ca**-Freisetzung nach Stimulation mit 1 uM Carbachol als ein
X-faches der basalen Ca?"-Freisetzung sowie die AUC als MaB fiir die insgesamt freigesetzte
Ca’"-Menge berechnet, so war diese, trotz der verringerten basalen Ca®-Freisetzung, im
IRAG2-KO hoher als im IRAG2-WT (s. Abbildung 4-14). Fiir hohere Carbachol-

Konzentrationen kann dieser Effekt jedoch nicht beobachtet werden. IRAG2 scheint somit vor
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allem die basalen Ca*"-Level zu beeinflussen, indem es unter unstimulierten Bedingungen die
Aktivitit der IPs-Rezeptoren und somit die basale Ca’'-Freisetzung fordert. Wird IRAG2
deletiert und dadurch, aufgrund verminderter Aktivitit der IP3-Rezeptoren, basal weniger
Calcium freigesetzt, wire es moglich, dass es als Folge dieser Aktivititsverminderung zu einer
Down-Regulation der IP;R2-Expression kommt (s. Abbildung 4-13 B). Dies wiirde zu der
These fiihren, dass der IP3R2 an der basalen Freisetzung von Calcium in pankreatischen Azinus-
Zellen beteiligt ist. Die nach Stimulation mit Carbachol erhohte Menge an insgesamt
freigesetztem Calcium, konnte durch eine Erhéhung der IP3R3-Expression im IRAG2-KO
erklart werden (s. Abbildung 4-13 A). Die Hochregulation des IP3R3 wire somit ein
Kompensationsmechanismus des IRAG2-KO, um die verringerte basale Ca’*’-Menge
auszugleichen und somit die Ca®'-Freisetzung nach Stimulation mit Sekretagoga
aufrechtzuerhalten.

Andererseits konnte die Ursache fiir die verringerten basalen Ca**-Mengen im IRAG2-KO auch
die verringerte Expression des IP3R2 sein. Wird durch die Deletion von IRAG2, aufgrund deren
Interaktion, auch die IP3R2-Expression verringert, so wird basal weniger Calcium freigesetzt.
Auch dies wiirde zu der Theorie fiihren, dass der IP3R2 an der basalen Ca®*-Freisetzung in den
pankreatischen Azinus-Zellen involviert ist.

Es ist gezeigt, dass die zytosolische Ca?>"-Konzentration die Aktivitit der IP3-Rezeptoren in
einigen Zelltypen auf zweierlei Weise beeinflusst. Ist diese niedrig, so wird die Aktivitit der
IP;-Rezeptoren und somit die IPs;-vermittelte Freisetzung von Ca®" erhoht. Ist die Ca**-
Konzentration jedoch hoch, kommt es zu einer Abnahme der IP3R-Aktivitdt, was in einer
verringerten Ca®’-Freisetzung resultiert [11, 33, 58]. Folglich wiire eine weitere Theorie, dass
die verringerte basale Ca**-Menge im IRAG2-KO zu einer Erhéhung der Aktivitit der IP3-
Rezeptoren fiihrt, wodurch es zu einer Erhéhung der nach Stimulation freigesetzten Ca**-
Menge in den Azinus-Zellen des IRAG2-KO kommt.

Hinsichtlich der Geschwindigkeit der Ca**-Freisetzung sind keine Unterschiede zwischen
IRAG2-WT und IRAG2-KO feststellbar (s. Abbildung 4-15 A). Nach Stimulation sind Azinus-
Zellen von IRAG2-KO Tieren somit in der Lage, Calcium genauso schnell freizusetzen wie die
Azinus-Zellen der Wildtyp-Tiere. Auch in der Stimulierbarkeit der Zellen zeigen sich keine
Unterschiede bei beiden Genotypen (s. Abbildung 4-15 B). Die Azinus-Zellen von IRAG2-KO
Tieren konnen, nach vorheriger Stimulation und einer anschliefenden Regenerationszeit von
2 min, ebenso wieder stimuliert werden wie Azinus-Zellen von IRAG2-WT Tieren. Es kommt
somit im IRAG2-KO zu keiner Verdnderung der Sensitivitit gegeniiber dem Stimulans,

verglichen mit dem IRAG2-WT.
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Bei niedrigen Konzentrationen an Carbachol zeigen pankreatische Azinus-Zellen Ca?'-
Oszillationen. Dieses Phdnomen kommt zustande durch eine Freisetzung von Calcium aus
intrazelluldren Speichern und dessen anschlieBender ATP-abhéngiger Wiederaufnahme in die
Speicher [125, 144]. Die Frequenz der Ca**-Oszillationen ist dabei hoher in den Azinus-Zellen
der IRAG2-KO Tiere, als in denen der IRAG2-WT Tiere (s. Abbildung 4-16). Dies konnte
ebenso ein Mechanismus der Zellen sein, die verringerten basalen Ca**-Mengen im IRAG2-
KO auszugleichen, um eine addquate Freisetzung von Calcium, nach Stimulation mit
Sekretagoga, zu gewéhrleisten.

In welchem AusmaB die einzelnen IP3-Rezeptor Subtypen die Ca**-Freisetzung sowie die Ca**-
Oszillationen beeinflussen ist noch immer zu einem grof3en Teil unerforscht [50]. Was jedoch
bereits gezeigt werden konnte ist, dass ein Knockdown des IP;R1 in COS7-Zellen und in Hela-
Zellen zu einer Verringerung der Gesamt-Ca®*-Menge fiihrt und die oszillierenden Ca?*-Signale
aufhebt. Ein Knockdown des IP3R3 fordert hingegen ausgeprigtere Peak-Amplituden und
langer andauernde Oszillationen. Der IP3R3 wurde dabei als ,,anti-oszillatorische-Einheit*
beschrieben [50]. In B-Zelllinien, die so generiert wurden, dass nur der IP3R2 exprimiert wird,
konnte gezeigt werden, dass die Oszillationen eher lang andauernd und sehr gleichmafBig sind.
B-Zelllinien, die nur IP3R1 oder IP3R3 exprimieren, weisen hingegen Oszillationen auf, die
sich sehr schnell auflosen und damit sehr kurzweilig sind [88]. Diese Daten stehen in Kontrast
zu dem, was im Pankreas von IRAG2-KO Tieren beobachtet wird. Durch den Knockout von
IRAG2 kommt es hier zu einer Hochregulation der IP3R3-Expression, aber auch zu einer
Erhohung der Frequenz an Oszillationen. Eine mogliche Erklérung dafiir wire, dass IRAG2
zwar die Aktivitit der IP3-Rezeporen und damit die Ca®'-Oszillationen beeinflusst, jedoch
unabhingig von der Expressionsmenge des IP3R3 und anderer IP3;-Rezeptor Subtypen.
Andererseits wurde flir pankreatische Azinus-Zellen bereits beschrieben, dass in diesen vor
allem der IP3R3 an der Entstehung der Agonist-induzierten Ca?"-Oszillationen beteiligt ist [47,
119, 143]. Daher liegt die Vermutung nahe, dass IRAG2 in pankreatischen Azinus-Zellen die
Aktivitit des IP3R3 moduliert und dadurch sowohl den Rezeptor als auch die Ca**-Oszillationen
stabilisiert.

Wie bereits zuvor geschildert, beeinflusst die zytoplasmatische Ca?"-Konzentration die
Aktivitit der IP3-Rezeptoren und damit die Ca**-Freisetzung in bivalenter Weise [11, 33, 58].
Basierend auf diesem Mechanismus wiire es ebenso denkbar, dass die verringerte basale Ca**-
Menge in den Azinus-Zellen des IRAG2-KO zu einer Aktivierung der IP3-Rezeptoren fiihrt und
dies in einer erhdhten Frequenz an Ca**-Oszillationen resultiert. Dabei konnte die Aktivitit des

IP3R3 beeinflusst werden, flir den in pankreatischen Azinus-Zellen eine wichtige Rolle bei der
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Entstehung der oszillatorischen Ca?*-Signale postuliert wird [47, 119, 143]. Denkbar wire aber
auch die Beteiligung anderer IP3;-Rezeptor Subtypen, mit einer hdheren Affinitidt zu
zytosolischem Calcium, wie der IP3R2 oder der IP3R1 [88]. Da der IP3R1 aber nur eine sehr
geringe Expressionsmenge im Pankreas aufweist [141, 143], ist eine Beteiligung des IP3R1 an
den oszillatorischen Signalen in IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren eher unwahrscheinlich.
Durch die verringerte Expression des IP3R2 im IRAG2-KO wire jedoch eine Beteiligung des
IP3R2 an den Oszillationen denkbar, da dieser Rezeptor Subtyp lang andauernde, regelméfige
Oszillationen fordert [88]. Um einen genauen Einblick in die IRAG2-abhidngige Modulation
der verschiedenen IP3-Rezeptor Subtypen zu erhalten und um herauszufinden in welchem
AusmalB diese Modulation die Ca®'-Freisetzung und die Ca?*-Oszillationen beeinflusst, sind

jedoch noch weitere Untersuchungen nétig.

5.3.2 Einfluss der IRAG2-Defizienz auf die Funktion des exokrinen Pankreas sowie auf

die Gewichte der Miuse

Die Freisetzung von Calcium und die Sekretion von Verdauungsenzymen in pankreatischen
Azinus-Zellen sind eng miteinander verbunden. So bewirkt eine Ca?‘-Freisetzung nach
Stimulation mit Sekretagoga eine Sekretion von Amylase aus den zymogenen Granula [52, 82,
98]. Wie bereits in Kapitel 5.3.1 dargelegt, wird im Rahmen dieser Arbeit eine reduzierte basale
Ca*"-Freisetzung in Azinus-Zellen der IRAG2-KO Tiere beobachtet, was auch in einer
reduzierten basalen Amylase-Sekretion resultiert (s. Abbildung 4-17 A). Die Menge an
sezernierter Amylase nach Stimulation mit 1 uM Carbachol — normalisiert auf die basale
Amylase-Sekretion — war dabei jedoch etwas erhoht im IRAG2-KO, verglichen mit dem
IRAG2-WT (s. Abbildung 4-17 B). Dennoch war die maximal prozentual sezernierte Amylase-
Menge nach Stimulation mit Carbachol etwas geringer im IRAG2-KO im Vergleich zum
IRAG2-WT (s. Abbildung 4-17 A). Die Sekretion von Amylase korreliert somit mit der
Freisetzung von Calcium. Damit lisst sich festhalten, dass IRAG2 die basale Ca?*-Freisetzung
und somit auch die basale Amylase-Sekretion fordert. Eine Deletion von IRAG2 hingegen fiihrt
zu verringerter basaler Ca®"-Freisetzung und damit zu einer geringeren Amylase-Sekretion.
Ebenso bewirkt ein Knockout von IRAG2, dass nach Stimulation mit 1 uM Carbachol eine
hohere Ca**-Menge — normiert auf die basale Menge — freigesetzt, und somit auch eine groBere
Amylase-Menge — normiert auf die basale Menge — sezerniert wird. Dabei konnte es sich um

einen Kompensationsmechanismus des IRAG2-KO handeln, bei der die — durch die
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verminderte basale Ca*'-Freisetzung bedingte — verringerte Amylase-Sekretion ausgeglichen
werden soll. Die maximal freigesetzten Mengen an Calcium und Amylase waren dabei im
IRAG2-KO dennoch noch etwas geringer als im IRAG2-WT (s. Abbildung 4-14 A, B und
Abbildung 4-17 A).

Eine Akkumulation und vorzeitige Aktivierung von Verdauungsenzymen, unter anderem der
Amylase, kann im Pankreas zu schwerwiegenden Erkrankungen, wie akuter Pankreatitis,
fiihren [98]. In den Azinus-Zellen von IRAG2-KO Tieren ist eine Akkumulation der Amylase
in den immunhistologischen Schnitten des Pankreas zu sehen (s. Abbildung 4-19). Unterschiede
in der Aktivitét der Amylase konnen jedoch nicht beobachtet werden (s. Abbildung 4-18 ). Die
Anreicherung der Amylase in IRAG2-KO Azinus-Zellen kdnnte mdglicherweise eine Folge der
verringerten Ca”’-Freisetzung und der damit verringerten basalen Amylase-Freisetzung sein.
Die Theorie wire somit, dass bei der Deletion von IRAG2 basal weniger Amylase aus den
Azinus-Zellen freigesetzt wird, weshalb mehr Amylase in den Zellen zuriickbleibt. Das Risiko
der Entwicklung einer akuten Pankreatitis konnte somit im IRAG2-KO Tier, vor allem in
Kombination mit Risikofaktoren, die diese Erkrankung begiinstigen, erhoht sein. Folglich wire
es moglich, dass IRAG2 einen protektiven Effekt auf die Entwicklung einer akuten Pankreatitis
zeigt. Um dies zu analysieren, sind jedoch zukiinftig weitere Untersuchungen nétig, bei denen
diese These anhand von Krankheitsmodellen am Tier untersucht wird.

Die Amylase wird in sekretorischen Granula gespeichert, die sich vor allem im apikalen Teil
der Azinus-Zelle befinden. Durch Stimulation mit bestimmten Substanzen, erfolgt die
Sekretion der Amylase aus diesen Granula durch Exozytose [52, 139]. Da die IRAG2-KO Tiere
eine Akkumulation von Amylase in den Azinus-Zellen zeigen, wurde die Morphologie des
Pankreas ndher betrachtet. Dabei wurde zum einen untersucht, ob sich die Granula in ihrer
GroBe unterscheiden und zum anderen wurde betrachtet, ob sich die Menge der sekretorischen
Granula durch die Deletion von IRAG2 verdndert. Allerdings konnen hier keine Unterschiede
zwischen IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren beobachtet werden (s. Abbildung 4-20). Somit
fiihrt der Knockout von IRAG?2 und die damit verbundene Akkumulation der Amylase nicht zu
einer Verdnderung der Grof3e oder der Menge an zymogenen Granula.

Eine Dysfunktion des exokrinen Pankreas kann zu Stérungen in der Sekretion von
Verdauungsenzymen fiihren. Nahrungsbestandteile konnen dadurch nur noch unzureichend
gespalten und verdaut werden. Als Folge daraus konnen sich auch Anderungen im
Korpergewicht ergeben. Doppel-Knockouts von IP3R2 und IP3R3 weisen durch die verminderte
Freisetzung von Calcium schwere Storungen im exokrinen Pankreas auf. Verdauungsenzyme

werden dabei nur noch unzureichend sezerniert und die Verdauung ist dementsprechend
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beeintrichtigt. Diese Tiere nehmen dabei nach der Geburt weniger an Gewicht zu als Wildtyp-
Tiere. Nach dem Absetzen verlieren die Tiere zudem stark an Gewicht und versterben innerhalb
der vierten Woche nach der Geburt [40]. Betrachtet man das Korpergewicht der IRAG2-KO
Tiere, ist dieses bis zum Absatzalter von ca. 21 Tagen nicht verdndert im Vergleich zu den
IRAG2-WT Tieren. Nach dem Absetzen ist das Gewicht der IRAG2-KO Tiere leicht erniedrigt,
normalisiert sich jedoch bis hin zu Tag 45 nach dem Absetzen aus dem Elternkéfig (s.
Abbildung 4-21). Dies lasst den Schluss zu, dass IRAG2-KO Tiere in der Lage sind, die
Nahrung vollstindig zu verdauen, trotz der verringerten Amylase-Sekretion. Eine starke
exokrine Dysfunktion scheint daher nicht vorzuliegen und die verringerte basale Amylase-

Sekretion in diesen Tieren kann offenbar ausgeglichen werden.
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6 Zusammenfassung

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte 2 (IRAG2) wird auch als Jawl oder
lymphoid restricted membrane protein (LRMP) bezeichnet und ist iiber seine C-terminale
Transmembrandomidne am endoplasmatischen Retikulum (ER) verankert. Exprimiert wird
IRAG?2 vor allem in lymphatischen Geweben und Zellen, wie Thymus, Milz, B-Zelllinien oder
T-Zelllinien, aber auch in nicht lymphatischen Organen und Zellen, wie Sinusknoten,
circumvallaten, fungiformen und foliaten Geschmacksknospen vom Typ siil3, bitter und umami
oder in Biirstenzellen des Darms. Im Rahmen dieser Arbeit wird nun auch eine Expression von
IRAG2 in Thrombozyten sowie im Pankreas gezeigt. Im Pankreas ist IRAG2 dabei in den
exokrinen pankreatischen Azinus-Zellen lokalisiert.

Die coiled-coil-Doméne des IRAG2-Proteins zeigt eine ausgepriagte Homologie zu der des
Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierten cGMP Kinase Substrats 1 (IRAGI). Diese
Domine ist fiir die Interaktion von IRAG1 mit den Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptoren (IP3-
Rezeptoren, IP3R) entscheidend. Eine Interaktion von IRAG2 mit dem IP3R3 ist bereits in
transfizierten COS7-Zellen beschrieben, aullerdem ist eine Interaktion mit dem IP3R2 in
intestinalen Biirstenzellen gezeigt. Auch in Thrombozyten und im Pankreas kann nun in der
vorliegenden Arbeit eine Interaktion von IRAG2 mit den [P3-Rezeptor Subtypen 1, 2 und 3
nachgewiesen werden. Erstmals kann damit auch die Interaktion mit dem IP;R1 bewiesen

werden.

6.1 Funktion von IRAG2 in Thrombozyten

IRAG]1 bildet zusammen mit der cGMP-abhédngigen Proteinkinase If (PKGIB) sowie dem
IP3R1 einen trimdren Komplex. Nach Phosphorylierung durch die PKGIB hemmt IRAGI die
Calcium (Ca®")-Freisetzung aus dem ER und somit auch die Thrombozytenaggregation. In der
vorliegenden Arbeit wurden nun auch die Interaktionspartner von IRAG2 in Thrombozyten
untersucht. Eine stabile Interaktion von IRAG2 und der PKGIp wird dabei nicht nachgewiesen.
Allerdings kann gezeigt werden, dass IRAG2 in Thrombozyten nach Stimulation durch
zyklische Guanosin-3°,5‘-monophosphat (cGMP)-Analoga phosphoryliert wird.

Da IRAG2 in Thrombozyten mit den IP3-Rezeptor Subtypen 1, 2 und 3 interagiert, wurde der
Einfluss von IRAG2 auf die Ca**-Freisetzung sowie auf die Aggregation der Thrombozyten

untersucht. Zudem wurde die Stickstoffmonoxid (NO)/cGMP-abhingige Hemmung der
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Thrombozytenaggregation betrachtet. Dabei zeigt sich in IRAG2-Knockout (KO)
Thrombozyten eine signifikant verringerte Ca®'-Freisetzung, verglichen mit den IRAG2-
Wildtyp (WT) Thrombozyten. Diese verringerte Ca*"-Freisetzung wirkt sich auch auf die
Aggregabilitit der Thrombozyten aus. Die Thrombozyten von IRAG2-KO Tieren weisen eine
verringerte Aggregationsrate, verglichen mit den IRAG2-WT Thrombozyten, auf. Bei
Stimulation mit dem cGMP-Analogon 8-pCPT-cGMP sowie dem NO-Donor Nitroprussid-
Natrium (SNP) ist die Aggregationshemmung in den Thrombozyten der IRAG2-KO Tiere
sogar noch stirker ausgeprégt als in denen der IRAG2-WT Tiere. Alle diese Daten deuten
darauf hin, dass IRAG2, nach Aktivierung des NO/cGMP/PKG-Signalweges, durch die PKGI
phosphoryliert wird und somit die Ca*'-Freisetzung aus dem ER fordert. Dies wiederum
resultiert in einer verstiarkten Thrombozytenaggregation (s. Abbildung 6-1). Aus diesem Grund
kann IRAG2 moglichweise als der Gegenspieler zu IRAG1 in Thrombozyten angesehen

werden.

IRAG2-WT IRAG2-KO

Thrombozyt

Thrombozyt

- ca?* ca*
a

,, Ca» Ca™
Ca** Cca?

| Ca?"-Freisetzung T | | Ca?*-Freisetzung |

l l

Aggregation T Aggregation

Abbildung 6-1: Schematische Darstellung der Funktion von IRAG2 in Thrombozyten

IRAG?2 interagiert mit den IP3-Rezeptoren in murinen Thrombozyten. Die Phosphorylierung von IRAG2 durch
die PKGI nach Stimulation mit cGMP fiihrt zu einer Férderung der Ca*'-Freisetzung aus dem ER. Dies
resultiert in einer verstirkten Thrombozytenaggregation. Bei einem Knockout von IRAG2 wird die Ca?'-
Freisetzung und somit auch die Thrombozytenaggregation verringert, verglichen mit dem IRAG2-WT.
IRAG2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes 2; IP3R: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor; PKGI:
cGMP-abhiingige Proteinkinase I; ¢cGMP: zyklisches Guanosin-3¢,5¢-monophosphat; Ca*": Calcium; ER:
endoplasmatisches Retikulum; IRAG2-KO: IRAG2-Knockout; IRAG2-WT: IRAG2-Wildtyp.
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6.2 Funktion von IRAG?2 im Pankreas

IRAG?2 ist im exokrinen Pankreas im apikalen Bereich der Azinus-Zellen lokalisiert. Diese
Zelltypen sind fiir die Sekretion von Verdauungsenzymen, wie zum Beispiel Amylase, von
Bedeutung. Eine Expression von IRAG1 hingegen kann im murinen Pankreas nicht gezeigt
werden. Im Pankreas interagiert IRAG2 mit den IP3-Rezeptor Subtypen 1, 2 und 3, die ebenso
vor allem im apikalen Teil der Azinus-Zellen exprimiert werden. Fiir die sekretorischen
Prozesse im exokrinen Pankreas werden dabei iiberwiegend der IP3;R2 und der IP3R3
verantwortlich gemacht.

In der vorliegenden Arbeit kann im IRAG2-KO eine Verringerung der Expression des IP3R2
sowie eine Erhdhung der IP3R3 Expression nachgewiesen werden. Die basale Ca**-Freisetzung
ist dabei im IRAG2-KO signifikant verringert, verglichen mit dem IRAG2-WT. Dies resultiert
auch in einer verringerten basalen Amylase-Sekretion. Durch die verminderte basale Amylase-
Sekretion im IRAG2-KO bleibt auch mehr Amylase in den zymogenen Granula der Azinus-
Zellen zuriick. Dies scheint jedoch weder einen signifikanten Einfluss auf die Menge der
zymogenen Granula noch auf die Morphologie der pankreatischen Azini zu haben. Die IRAG2-
KO Tiere entwickeln sich auch hinsichtlich ihrer Korpergewichte anndhernd normal, was
letztlich zu der Annahme fiihrt, dass es durch die verminderte basale Amylase-Sekretion zu
keiner signifikanten Beeintrachtigung der Verdauung von Nahrungsbestandteilen kommt und
die verringerte Sekretion der Amylase somit ausgeglichen werden kann. IRAG2 fordert damit
die basale Ca®'-Freisetzung, moglicherweise durch eine Aktivierung der IP3-Rezeptoren. Bei
Stimulation mit Carbachol hingegen wird in den IRAG2-KO Azinus-Zellen — normalisiert auf
die basale Ca’*-Menge — mehr Calcium freigesetzt als im IRAG2-WT. Dies kdnnte auf einen
Kompensationsmechanismus in den IRAG2-KO Azinus-Zellen zuriickzufiihren sein, durch den
die verringerte basale Ca**-Menge ausgeglichen werden soll. Moglicherweise sollen somit die
Ca?"-Freisetzung, sowie damit verbundene wichtige physiologische Prozesse wie die Amylase-
Sekretion, aufrechterhalten werden.

Auch die Frequenz von Ca?"-Oszillationen ist im IRAG2-KO héher als im IRAG2-WT. Die
Ursache hierfiir konnte eine Modulation der IP3-Rezeptoren durch IRAG2 sein oder aber auch
ein kompensatorischer Mechanismus zum Ausgleich der verminderten basalen

Ca?"-Freisetzung (s. Abbildung 6-2).
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unstimuliert/basal stimuliert mit 1 uM Carbachol
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Abbildung 6-2: Schematische Darstellung der Funktion von IRAG2 im Pankreas

IRAG?2 ist am ER lokalisiert und interagiert mit den IP3-Rezeptoren im murinen Pankreas. Unter basalen,
unstimulierten Bedingungen fordert IRAG2 die basale Ca?'-Freisetzung sowie die basale Amylase-Sekretion.
Im IRAG2-KO kommt es daher zu einer Verringerung der basalen Ca?*-Freisetzung und der basalen Amylase-
Sekretion, verglichen mit dem IRAG2-WT. Bei Stimulation von M3-Muskarinrezeptoren durch Carbachol
kommt es zur Aktivierung der PLC und dadurch zur Spaltung von PIP; zu IP3 und DAG. IP3 stimuliert die
IP;R und damit die Ca**-Freisetzung aus dem ER. In den Azini von IRAG2-KO Tieren fiihrt diese Stimulation
zu einer Erhdhung der insgesamt freigesetzten Ca?*-Menge sowie zu einer Erhdhung der sezernierten Menge
an Amylase, verglichen mit dem IRAG2-WT.

IRAG2: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziiertes 2; IP3R: Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor; Ca?':
Calcium; ER: endoplasmatisches Retikulum; IRAG2-KO: IRAG2-Knockout; IRAG2-WT: IRAG2-Wildtyp;
M3 Gq: Gqg-gekoppelter M3-Muskarinrezeptor; PLC: Phospholipase C; PIP,: Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat; IP3: Inositol-1,4,5-trisphosphat; DAG: Diacylglycerol.
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8.4 Totalproteinaufnahmen

A B C

- ket

bl

Lysat: WT KO WT KO Lysat: WT - - Lysat: WTKO - - WTKO
Anti-IRAG2: - - + + Anti-IRAG2: - + - Anti-IRAG1: + + + - - -
Beads: - -+ + Beads: + + + Beads: + + + + - -
Input IP Kontrollen IP Input

Abbildung 8-1: Totalproteinaufnahmen zu Interaktionspartnern von IRAG2 in Thrombozyten

A: Totalprotein zu Abbildung 4-2 A. B: Totalprotein zu Abbildung 4-2 B. C: Totalprotein zu Abbildung 4-2
C.

IP: Immunprézipitation; WT: IRAG2-WT; KO: IRAG2-KO; Anti-IRAG1: IRAGI1-Antikérper; Anti-IRAG2:
IRAG2-Antikorper.

WT KO WT KO

Abbildung 8-2: Totalproteinaufnahmen zur Expression von Signalproteinen des NO/cGMP/PKG-
Signalweges

A: Totalprotein zu Abbildung 4-3 A (IP3R1). B: Totalprotein zu Abbildung 4-3 B (IP;R2). C: Totalprotein zu

Abbildung 4-3 C (IP3R3). D: Totalprotein zu Abbildung 4-3 D (IRAGI1). E: Totalprotein zu Abbildung 4-3 E
(PKGIp).

WT: IRAG2-WT; KO: IRAG2-KO.
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A B C
- e - | - - — |
WT KO WTKO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
Pankreas Azinus-Zellen Azinus- Pankreas

Zellen

Abbildung 8-3: Totalproteinaufnahmen zur Lokalisation von IRAG2 im Pankreas

A: Totalprotein zu Abbildung 4-9 A. B: Totalprotein zu Abbildung 4-9 C. C: Totalprotein zu Abbildung 4-9
E.
WT: IRAG2-WT; KO: lacZ x IRAG2-KO.

WT KO WT KO WT KO WT IRAG1-
KO

Pankreatische Pankreas Thrombozyten
Azinus-Zellen

Abbildung 8-4: Totalproteinaufnahme zur Expression von IRAG1 im Pankreas

Totalprotein zu Abbildung 4-11.
WT: IRAG2-WT; KO: IRAG2-KO.
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Lysat: WT KO WT KO
Anti-IRAG2: - -+ 4
Beads: - - + +

Input IP

Abbildung 8-5: Totalproteinaufnahme zur Analyse der Interaktionspartner von IRAG2 im Pankreas

Totalprotein zu Abbildung 4-12.
WT: IRAG2-WT; KO: IRAG2-KO; IP: Immunprézipitation; Anti-IRAG2: IRAG2-Antikorper.

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO

Abbildung 8-6: Totalproteinaufnahme zur Analyse der Expressionsmenge der IP3-Rezeptor Subtypen
in Pankreata von IRAG2-WT und IRAG2-KO Tieren

A: Totalprotein zu Abbildung 4-13 A (IP3R3) B: Totalprotein zu Abbildung 4-13 C (IP3R2). C: Totalprotein
zu Abbildung 4-13 E (IP3R1). WT: IRAG2-WT; KO: IRAG2-KO.
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