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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Eisenmangelanimie

Der Eisenmangel ist die weltweit hdufigste Mangelerkrankung des Menschen und somit auch
die héufigste Ursache fiir eine Andmie. Weltweit sind etwa eine Milliarde Menschen davon
betroffen. Daten aus Europa zeigen, dass die Gesamtprivalenz in der Bevolkerung bei 5-10%
liegt, wovon Frauen im gebérfahigen Alter mit einer Pravalenz von 20% die Gruppe darstellen,
die am stérksten betroffen ist. Bei Heranwachsenden liegt die Pravalenz fiir einen Eisenmangel
bei 4-8%. Weltweit hat die Eisenmangelanédmie grofe medizinische und soziale Auswirkungen.
So kann sie zu kognitiven Beeintrichtigung von Kindern, den Verlauf einer Schwangerschaft
fiir Mutter und Kind nachteilig beeinflussen, zu einer Abnahme der physischen Kraft bei Er-
wachsenen und zum kognitiven Verfall bei dlteren Menschen fiihren (McLean et al. 2009; Vos

et al. 2017; Camaschella 2019; Hastka et al. 2021).

Laut Definition der World Health Organization (WHO) liegt eine Eisenmangelanédmie vor,
wenn die Konzentration des Himoglobins bei Frauen < 12 g-dl"! und bei Ménnern < 13 g-dl’!
liegt und die Ferritinkonzentration weniger als 15 pg-dl'! betréigt (Benson et al. 2021; Hastka et
al. 2021).

Ein Eisenmangel entsteht durch ein Missverhiltnis zwischen Eisenaufnahme und -bedarf. Die
Ursachen fiir einen Eisenmangel konnen vielfaltig sein (s. Abbildung 1.1). Eine der hdufigsten
Ursachen ist ein chronischer Blutverlust. Dieser kann ausgeldst sein durch Blutungen im Gast-
rointestinaltrakt (GIT), beispielsweise durch eine chronische Gastritis oder Tumore. Aber auch
Infektionen kénnen als Folge zu chronischen Blutungen fiihren. So kann ein parasitirerer Befall
des GITs mit Hakenwiirmern zu Blutungen fiihren oder eine Infektion mit Helicobacter pylori,
in deren Folge es zur Bildung eines Ulcus kommen kann. Arzneistoffe wie nichtsteroidale An-
tirheumatika (NSAID) oder Antikoagulantien konnen ebenfalls eine Ursache sein. Ein erhohter
Bedarf an Eisen kann ebenfalls eine Ursache darstellen, betroffen sind hiervon vor allem Klein-
kinder und Heranwachsende, Blutspender und Leistungssportler. Neben diesen Faktoren spielt
auch die mangelnde Aufnahme von Eisen eine grofe Rolle. So kommt es durch vegane oder
vegetarische Erndhrung oder eine allgemeine Untererndhrung ebenfalls zu einem Eisenmangel.
Aber auch Erkrankungen wie Zoliakie, Autoimmunerkrankungen oder Folgen von operativen
Eingriffen (OP), wie die Gastrektomie oder am Duodenum, sowie die Gabe von Protonenpum-
peninhibitoren (PPI) kdnnen die Eisenaufnahme stéren und so zu einem Eisenmangel fiihren.
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Abbildung 1.1: Ubersicht der Faktoren fiir einen Eisenmangel.
Schematische Darstellung von Faktoren, die zu einem Eisenmangel fithren. Weitere Erlduterungen befinden sich im Text.

Genetische Faktoren, wie sie beim hereditiren eisenrefraktiren Eisenmangelsyndrom (iron
refractory iron deficiency anemia, IRIDA) vorliegen, konnen ebenfalls eine Ursache darstellen.
Generell sind Frauen besonders betroffen, aufgrund der Menstruationsblutung, einer Schwan-
gerschaft oder abnormalen Uterusblutungen (Clark 2008; Camaschella 2019; Benson et al.
2021).

Die wichtigste MalBlnahme fiir eine erfolgreiche Behandlung ist eine griindliche Ursachenab-
klarung. Dabei darf aufgrund der klinischen Relevanz ein chronischer Blutverlust im GIT nicht
ausgeschlossen werden, weshalb empfohlen wird, dass im Rahmen der Diagnostik eine Gastro-
und Koloskopie durchgefiihrt werden.

Das Ziel der Therapie ist die Normalisierung und Stabilisierung der Konzentration es Himo-
globins und des Gesamtkorpereisen. Dazu zéhlt als erste Mafinahme die Beseitigung der Ursa-
chen und von Kofaktoren, wie Erndhrungsumstellung, Verbesserung der Eisenresorption und
Beseitigung der chronischen Blutverluste. Eine medikamentdse Substitution von Eisen ist aber
nur durchzufiihren, wenn eine eisendefizitdre Erythropoese vorliegt, wie sie beispielsweise bei
einer Schwangerschaft oder dialysepflichtigen Patienten vorkommen kann. Die Eisensubstitu-

tion sollte moglichst oral durchgefiihrt werden. Sie kann aber auch bei einer Unvertréglichkeit
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von oralen Wirkstoffen oder bei einer Eisenresorptionsstorung intravends erfolgen und muss
die jeweilige Ursache — beispielsweise Schwangerschaft, renale Andmie oder Tumorerkran-

kung — mitberiicksichtigen (Hastka et al. 2021).

1.2 Der NO/cGMP/PKG-Signalweg

Das gasformige Molekiil Stickstoffmonoxid (NO) wird schon iiber viele Jahrzehnte therapeu-
tisch eingesetzt. Der mit Abstand bekannteste Wirkstoff ist in diesem Zusammenhang das Nit-
roglycerin, welches als NO-Donor angewendet wird. Die Wirkung von NO beruht dabei auf
einer dilatierenden Wirkung an den Gefal3en, weshalb Nitroglycerin zur Therapie pektangindser
Beschwerden eingesetzt wird (Marsh and Marsh 2000; Hofmann et al. 2006). Erst in der Mitte
der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts ist NO innerhalb von zehn Jahren durch drei Arbeits-
gruppen als funktionelles Molekiil im Organismus identifiziert worden (Katsuki et al. 1977;
Furchgott and Zawadzki 1980; Ignarro et al. 1986; Ignarro et al. 1987).

Welche physiologische Funktion NO und die davon abhédngigen Signalwege im Kdorper haben,
ist immer noch groBtenteils unbekannt und Gegenstand aktueller Forschung. Gesichert ist, dass
NO die Produktion von zyklischem Guanosin-3°,5‘-monophosphat (cGMP) stimuliert. cGMP
moduliert dann je nach Zelltyp Phosphodiesterasen (PDEs), cGMP-abhéngige Proteinkinasen
(cGK oder PKG) oder durch zyklische Nukleotide gesteuerte Ionenkanéle (CNG-Kanéle) (Hof-
mann et al. 2000).

Die Bildung von NO erfolgt im Korper aus der Aminoséure L-Arginin (L-Arg) (s. Abbildung
1.2). Dabei kommt es durch eine Katalyse zur Oxidation des terminalen Stickstoffs an der Gu-
anidinogruppe, so dass L-Citrullin (Cit) und NO entstehen (Palmer et al. 1988; Nathan and Xie
1994; Lloyd-Jones and Bloch 1996; Ignarro et al. 1999). Als Katalysator fungieren dabei NO-
Synthasen (NOS), von denen drei Isoformen bekannt sind — die neuronale NO-Synthase (nNOS,
NOSI), die induzierbare NO-Synthase (iNOS, NOS2) und die endotheliale NO-Synthase
(eNOS, NOS3). eNOS und nNOS werden dabei als konstitutive NO-Synthasen bezeichnet, da
beide Isoformen konstitutiv exprimiert werden, wihrend die iNOS auf der transkriptionellen
Ebene induzierbar ist. Die urspriingliche Namensgebung bezieht sich dabei auf die Gewebe, in
denen die NO-Synthasen erstmalig beschrieben worden sind.

Die Funktion der iNOS ist im kardiovaskuldren System und im Immunsystem von Bedeutung.
Wihrend die nNOS an der neuronalen Zellkommunikation beteiligt ist, ist die eNOS unter an-

derem in die Vasodilatation involviert (Forstermann et al. 1991; Green et al. 2004; Chanrion et

3



1 Einleitung

al. 2007; Rastaldo et al. 2007; Tripathi et al. 2007). Nach ihrer Aktivierung leiten eNOS und
nNOS eine durch Ca?*/Calmodulin NO-vermittelte Signaliibertragung ein (Forstermann et al.
1991; Marletta 1994). Die iNOS wird dagegen unabhingig von Ca**/Calmodulin reguliert und
zwar iiber immunmodulierende Substanzen wie bakterielle Lipopolysaccharide und Zytokine.
Durch ihre Induktion bei Entziindungsprozessen und im Rahmen der Immunabwehr werden
deutlich hohere Mengen an NO gebildet, die dann zytotoxisch auf Bakterien und infizierte Zel-

len wirken (Radomski et al. 1990; Forstermann et al. 1991; Forstermann and Sessa 2012).

Die physiologische Wirkung von NO liegt unter anderem in der Regulation der gastrointestina-
len Motilitdt, der Hemmung der Thrombozytenaggregation und der Relaxation von Glattmus-
kelzellen (Hofmann et al. 2006). Da NO ein Molekiil mit einer sehr kurzen Halbwertzeit ist,
kann es sehr schnell durch die Zellmembranen in das Zytosol diffundieren. Dort kommt es dann
zur Aktivierung der loslichen Guanylylzyklase (sGC oder NO-GC), die als NO-Rezeptor fun-
giert, in dem NO an die prosthetische Him-Gruppe bindet (Ignarro et al. 1982; Friebe and Ko-
esling 2003; Kuhn 2003; Koesling et al. 2004; Krumenacker et al. 2004). Bei der NO-GC han-
delt es sich um ein heterodimeres Enzym, von dem je eine ai- und ax- sowie eine Bi- und .-
Untereinheit beschrieben sind. Die prosthetische Him-Gruppe befindet sich dabei an der [3-
Untereinheit. Von der NO-GC existieren zwei Heterodimere — NO-GC1 (a1f1) und NO-GC2
(a2B1). Ein funktionelles Dimer, das eine (2-Untereinheit aufweist, ist bisher aber noch nicht
beschrieben worden. Die NO-GC1 wird ubiquitar exprimiert, wihrend die NO-GC2 hauptsich-
lich in Gehirn und Lunge exprimiert wird (Friebe and Koesling 2003; Mergia et al. 2003). Bin-
det nun NO an die Him-Gruppe, so kommt es zur Umwandlung von Guanosin-5°-triphosphat
(GTP) in cGMP (Friebe and Koesling 2003; Kuhn 2003; Mergia et al. 2003; Krumenacker et
al. 2004; Russwurm and Koesling 2004). Die Bildung von cGMP kann aber nicht nur durch die
NO-GC erfolgen, sondern auch iiber die partikulire Guanylylzyklase (pGC). Diese ist in der
Zellmembran verankert und fungiert als spezifischer Rezeptor fiir die natriuretischen Peptide
(NP) — Atriales natriuretisches Peptid (ANP), brain natriuretic peptide (BNP) und C-Typ nat-
riuretisches Peptid (CNP) (Friebe and Koesling 2003; Kuhn 2003; Krumenacker et al. 2004).
Wie bereits erwihnt, moduliert cGMP, in Abhingigkeit vom jeweiligen Gewebe und Zelltyp,
entweder die PDEs oder die PKGs sowie CNG-Kanéle (s. Abbildung 1.2) (Sonnenburg and
Beavo 1994; Biel et al. 1999; Hofmann et al. 2000; Schlossmann et al. 2003; Hofmann et al.
2006).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des NO/NP/cGMP/PKG-Signalweges.
Dargestellt ist die Synthese von cGMP und dessen Effektoren. Enzyme sind mit griiner und weitere Proteine mit gelber Farbe
dargestellt. Signalmolekiile sind mit blauer Farbe gekennzeichnet.

Wie lange die Wirkung von cGMP in einer Zelle anhilt, ist abhdngig von den Phosphodiester-
asen (PDEs). PDEs sind eine Gruppe von Enzymen, die in der Lage sind, zyklische Nukleotide
durch Hydrolyse abzubauen. So wird zyklisches Adenosin-3,5‘-monophosphat (cAMP) zu
Adenosin-5‘-monophosphat (AMP) hydrolysiert, wiahrend cGMP zu Guanosin-5‘-monophos-
phat (GMP) hydrolysiert wird (Soderling et al. 1998). Bisher sind elf Genfamilien der PDEs
beschrieben. Die Hydrolyse von cGMP wird dabei hauptsichlich spezifisch tiber PDES, 6 und
9 vermittelt, wihrend cAMP hauptséchlich von der PDE4, 7 und 8 spezifisch hydrolysiert wird.
Die restlichen PDEs sind in der Lage sowohl cAMP als auch cGMP zu hydrolysieren (Kass et
al. 2007). Die Konzentration von cAMP in einer Zelle kann dabei durch cGMP beeinflusst
werden, da cGMP in der Lage ist die Hydrolyseaktivitidt der PDE2 und PDE3 zu modulieren.
Diese beiden PDEs hydrolysieren cAMP spezifisch. Durch cGMP kommt es zu einer Stimula-
tion der PDE2 oder zu einer Hemmung der PDE3, was sich somit auf die Konzentration von
cAMP auswirkt. Neben cAMP — dem Hauptaktivator der Proteinkinase A (PKA) — kann auch
cGMP die PKA aktivieren (Sonnenburg and Beavo 1994; Bender and Beavo 2006; Worner et
al. 2007).
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1.3 c¢GMP-abhingige Proteinkinasen

1.3.1 Struktur der cGMP-abhingigen Proteinkinasen

Die ¢cGMP-anhdngigen Proteinkinasen (cGK oder PKG) sind mit Abstand die wichtigsten
cGMP-Effektoren (Hofmann et al. 2006). In Sdugern kommen drei verschiedene PKGs vor,
obwohl nur zwei Gene fiir diese Enzyme codieren. Der Grund liegt darin, dass zwei der PKGs
Spleiflvarianten sind. Das Gen Prkgl codiert fiir die PKGI, von der zwei Isoformen aufgrund
von alternativem Spleilen vorkommen — PKGIa und PKGIB. Die PKGII wird von dem Gen
Prkg?2 codiert. PKGIa und PKGIP liegen gelost im Zytoplasma vor. Die PKGII dagegen ist in
der Plasmamembran verankert, aufgrund einer Myristoylierung der N-terminalen Aminoséure
Glycin2 (Wernet et al. 1989; Vaandrager et al. 1996; Feil et al. 2003; Hofmann 2005; Hofmann
et al. 2006). Alle drei PKGs werden zur Klasse der Serin/Threonin-Kinasen gezahlt. Das heif3t,
dass sie nach ihrer Aktivierung durch cGMP die Ubertragung einer Phosphatgruppe von Ade-
nosintriphosphat (ATP) auf die Aminoséure Serin oder Threonin katalysieren (Scott 1991; Loh-
mann et al. 1997).

Bei den PKGs handelt es sich um Homodimere, die aus jeweils zwei identischen Untereinheiten
zusammengesetzt sind, mit einem Molekulargewicht von etwa 75 kDa fiir die PKGI und etwa
85 kDa fiir die PGKII (Ruth et al. 1991; Feil et al. 2003).

Alle PKGs weisen drei funktionelle Doménen auf — eine N-terminale, eine regulatorische und
eine katalytische Domine (s. Abbildung 1.3) (Hofmann 2005; Hofmann et al. 2006). Die regu-
latorische Domine (regulator. D.) enthélt zwei Bindestellen fiir cGMP, die sich in ihrer Affini-
tat flir cGMP unterscheiden. Eine Bindestelle weist eine hohe und die andere Bindestelle eine
niedrige Affinitit fiir cGMP auf. Bindet cGMP an diese beiden Bindestellen, so kommt es zu
einer Konformationsdnderung der Sekundarstruktur. Durch die Bindung von cGMP an die re-
gulatorische Doméne wird die Inhibierung des katalytischen Zentrums durch die N-terminale
Autoinhibitorische-/Pseudosubstratbindungsstelle (Al) aufgehoben. An der katalytischen Do-
mine (katalyt. D.) befinden sich die Bindestellen fiir Mg?*-ATP und das Substrat. Hier wird die
Ubertragung des y-Phosphats von ATP auf das Serin und/oder Threonin des Substrats kataly-
siert. Die N-terminale Doméne hat drei Funktionen. Zum einen die Blockade des katalytischen
Zentrums bei Abwesenheit von cGMP. Zum anderen befindet sich an dieser Doméne ein Leu-

cin-Zipper-Motiv (LZM), welches es ermoglicht, dass die als Monomere vorliegenden PKGs
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau der cGMP-abhiingigen Proteinkinasen.

Die katalytische Doméne (katalyt. D.) beinhaltet die Bindestelle fiir das Substrat und ATP, wiahrend sich in der regulatorischen
Doméne (regulator. D.) die beiden Bindestellen fiir cGMP (cGMP I und cGMP 1I) befinden. Im N-Terminus befindet sich das
Leucin-Zipper-Motiv (LZM) und die autoinhibitorische Bindestelle (AI). Die ausfiihrliche Erklarung ist im Text beschrieben.

zu Homodimeren dimerisieren konnen. Es sind aber nur zwei identische PKGs in der Lage zu
dimerisieren. Des Weiteren wird {iber den N-Terminus die Zielsteuerung der Enzyme zu ver-
schiedenen subzelluldren Strukturen vermittelt. AuBerdem weisen die PKGs an diesem Ende
die grofte strukturelle Vielfalt auf. PKGla und PKGIp unterscheiden sich nicht nur strukturell,
sondern auch in ihrer Sensitivitit gegeniiber cGMP. Die PKGla wird etwa um den Faktor zehn
sensitiver durch cGMP aktiviert als die PGKIB (Ruth et al. 1991; Hofmann 2005; Hofmann et
al. 2000).

1.3.2 Expression der cGMP-abhingigen Proteinkinasen

Im Gegensatz zu ihren strukturellen Gemeinsamkeiten, unterscheiden sich die PKGs in der
Verteilung in den Geweben jedoch deutlich.

Die PKGI ist in groBen Mengen in der glatten Muskulatur, in Thrombozyten, dem Cerebellum,
dem Hippocampus, den Spinalganglien, der neuromuskuléren Endplatte und in den Nieren ex-
primiert. In geringer Menge ist die Expression im Herzmuskel, dem vaskuldren Endothel, in
Granulozyten, Chondrozyten, Osteoklasten und in verschiedenen Hirnnervenkernen nachge-
wiesen worden. Die PKGla ist insbesondere in der Lunge, dem Herzen, im Spinalganglion und
dem Cerebellum gefunden worden. PKGIa und PKGIf sind gemeinsam exprimiert in glattmus-
kuldrem Gewebe, inklusive Uterus, Blutgefden, im Darm und der Trachea, wobei die PKGI
dort stirker exprimiert ist. In Thrombozyten, den Neuronen des Hippocampus und dem Bulbus
olfactorius liegt hauptsichlich die PKGIB vor (Waldmann et al. 1986; Keilbach et al. 1992;
Draijer et al. 1995; Kumar et al. 1999; Hofmann et al. 2000; Feil et al. 2003; Geiselhoringer et
al. 2004a; Feil et al. 2005; Werner et al. 2005; Hofmann et al. 2006).
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Die PKGII findet man hauptsichlich in mehreren Hirnnervenkernen, der intestinalen Mucosa,
den Nieren, der Nebennierenrinde, der Lunge und in Chondrozyten (el-Husseini et al. 1995;
Markert et al. 1995; Gambaryan et al. 1996; Lohmann et al. 1997; Vente et al. 2001; Werner et
al. 2004).

1.3.3 Substrate der cGMP-abhiingigen Proteinkinasen

Fiir die PGKI ist eine Vielzahl an Substratproteinen bekannt. Einige Substratproteine konnen
nur spezifisch von einer der beiden Isoformen phosphoryliert werden, von vielen anderen Subs-
traten ist die genaue Spezifitdt bisher aber noch nicht bekannt. Die Substratspezifitit der PKG
héngt dabei vom jeweiligen N-Terminus des PKGI-Isoenzyms ab (Hofmann et al. 2006;
Schlossmann and Desch 2011).

Spezifische Substrate der PKGla sind die Myosin-Leichtkettenphophatase 1 (MYPT1) und der
Regulator of G-protein signalling (RGS2). MYPT1 ist in der glatten Muskulatur vorzufinden
und die Phosphorylierung hat eine Hemmung der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase (MLCP)
zur Folge, was zu einer Abnahme der Calciumsensitivitét fithrt (Wooldridge et al. 2004). RGS2
ist ebenfalls in Glattmuskeln exprimiert. Dessen Phosphorylierung fiihrt zu einer Hemmung der
Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und somit zu einer Abschwéchung der rezeptor-
gesteuerten Gefdfkontraktion (Tang et al. 2003).

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat 1 (IRAG1) ist das
bisher einzige beschriebene Substratprotein der PKGIp, das hauptsichlich in der glatten Mus-
kulatur vorzufinden ist und die Ca®'-Freisetzung aus IPs-sensitiven Speichern reguliert
(Schlossmann et al. 2000; Geiselhdringer et al. 2004b). Niheres zu IRAG1 wird in Kapitel 1.4
beschrieben.

Der ubiquitdr im endoplasmatischen Retikulum vorkommende Inositol-1,4,5-trisphosphat Re-
zeptor I (IP3R-I) ist sowohl ein Substratprotein der PKGI als auch der PKA. Die Phosphorylie-
rung des IP3R-I durch die beiden Enzyme fiihrt zu einer Freisetzung von Ca**-Ionen aus dem
endoplasmatischen Retikulum. Dieser Effekt hiangt jedoch vom jeweiligen Subtyp des IP3R-I
ab. Der Subtyp 1 kann durch die PKA und PKGI phosphoryliert werden, so dass es zur Ca**-
Freisetzung kommt, wéhrend der Subtyp 2 keine Effekte auf eine Phosphorylierung durch die
PKGI zeigt (Haug et al. 1999; Wagner et al. 2003)

Auch das Cystein-reiche LIM-Protein 4 (CRP4) — das frither auch als CRP2 bezeichnet worden
ist — ist als ein Interaktionspartner der PKGI in Glattmuskeln und enterischen Neuronen des

Diinndarms nachgewiesen worden. Es kann sowohl von der PKGla wie auch von der PKGIB
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phosphoryliert werden. Funktionell hat es einen Einfluss auf die Regulation des Tonus der glat-
ten Muskulatur (Huber et al. 2000; Sausbier et al. 2005). Mittlerweile ist CRP4 auch als Substrat
der PGKI im Herzmuskel identifiziert und wirkt dort als antihypertrophischer und antifibroti-
scher Faktor (Straubinger et al. 2017).

Fiir die PKGII ist unter anderem der Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
(CFTR) als Substrat beschrieben. Bei CFTR handelt es sich um einen Chloridkanal, der sich in
den sekretorischen Epithelien von verschieden Organen beispielsweise der Lunge befindet und
bei der Entstehung der Mukoviszidose eine entscheidende Funktion einnimmt (Vaandrager et

al. 1998).

1.3.4 Funktion der cGMP-abhingigen Proteinkinasen im Gastrointestinaltrakt

Die Funktionen der PKGs sind aufgrund ihrer nahezu ubiquitéren Expression sehr unterschied-
lich und variabel. Eine entscheidende Bedeutung haben sie im Nervensystem, dem kardiovas-
kuldren System und in der Niere (Hofmann et al. 2006; Hofmann and Wegener 2013).

Die PKGI ist in allen Organen des Rumpfdarmes nachweisbar, die Glattmuskelzellen besitzen.
Dazu zihlen Osophagus, Magen, Diinndarm, Colon und Caecum sowie das enterische Nerven-
system (Pfeifer et al. 1998; Salmhofer et al. 2001; Geiselhoringer et al. 2004a). Eine Deletion
der PKGI hat zur Folge, dass globale Prkgl-defiziente Méuse einen starken pathologischen
Phénotyp entwickeln. Die Tiere leiden dabei an einer Vergrof8erung des Magens, einer verstirk-
ten Kontraktion und Hypertrophie des Pylorus, einer Dilatation des Duodenums und Caecums
sowie an Kontraktionen der Ileozokalregion. In Folge dieser pathologischen Verdanderungen ist
bei diesen Tieren die Magen-Darm-Passage erhoht (Pfeifer et al. 1998; Ny et al. 2000). Verant-
wortlich fiir diesen Phénotyp ist sehr wahrscheinlich eine gestorte und/oder defekte Relaxation
der Glattmuskelzellen. Es konnte nimlich beobachtet werden, dass die Ca?*-abhingige und
Ca’"-unabhiingige intestinale Relaxation durch die Prkgl-Defizienz beeintriichtigt gewesen ist
(Bonnevier et al. 2004). Die glattmuskelspezifische Prkgl-Deletion fiihrt dagegen zu einem
etwas anderen Phinotyp. Diese Tiere weisen keine verdnderte gastrointestinale Motilitdt auf,
wihrend die Relaxation der intestinalen Glattmuskelzellen ebenfalls vermindert ist. Ursache ist
in diesem Fall wohl eine Storung im Zusammenspiel zwischen dem enterischen Nervensystem
und den Glattmuskelzellen (Schlossmann et al. 2005).

Die Prkgl-Defizienz fiihrt aber nicht nur zu Motilitatsstorungen im Gastrointestinaltrakt. Glo-

bale Prkgl-defiziente Mause entwickeln auch gastrointestinale Blutungen, als Folge von Ulcera
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im Duodenum (Singh et al. 2012; Angermeier et al. 2016). Diese sind auch bei PKGI-Rescue
Maiusen zu beobachten gewesen. Bei diesen Tieren handelt es sich um globale Prkg/-defiziente
Maiuse, bei denen unter der Kontrolle des glattmuskuldren Sm22a-Promotors die PKGla oder
PKGIB iiberexprimiert wird, so dass es in den Glattmuskelzellen trotzdem zu einer Expression
der PKGIo/B kommt (Weber et al. 2007). Durch die Gabe eines Protonenpumpenhemmers (PPI)
konnen die Blutungen und die Ulcera unterbunden werden. Ursache fiir die Ulcera ist eine ge-
storte Regulation des pH-Wertes im Duodenum, aufgrund einer gestdrten Sekretion von Bicar-
bonat, die {iber den Nervus vagus reguliert wird (Singh et al. 2012; Angermeier et al. 2016). In
Folge der Prkgl-Defizienz kommt es auch zu einer Andmie und Splenomegalie. Diese beiden
Symptome sind ebenfalls eine Folge der gastrointestinalen Blutungen, da durch die Gabe von
PPI sowohl die Andmie als auch die Splenomegalie verhindert werden koénnen (Foller et al.

2008; Angermeier et al. 2016).

Die Funktion der PKGII im Gastrointestinaltrakt ist nicht so vielféltig wie die der PKGI. Durch
Phosphorylierung des CFTR stimuliert die PKGII die Sekretion von Chloridionen und Wasser.
Zudem reguliert sie die Aufnahme von Na'-Ionen im Diinndarm durch Hemmung des Na*/H"-
Austauschers 3 (NHE3) (Pfeifer et al. 1996, Vaandrager et al. 1998; Vaandrager et al. 2000;
Cha et al. 2005).

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

1.4.1 Struktur und molekulare Funktion von IRAG1

Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat 1 (IRAG1), das bis
vor kurzem auch als IRAG bezeichnet wurde und dessen humanes Homolog die Bezeichnung
MRVII (murine retrovirus integration site 1) tragt, ist erstmals im Jahr 2000 beschrieben wor-
den (Schlossmann et al. 2000). Es handelt sich dabei um ein Protein mit einer mittleren Mole-
kiilmasse von 125 kDa. Von IRAG1 werden zwei Formen exprimiert — IRAGla und IRGA1b.
Diese beiden Formen unterscheiden sich in ihrem N-terminalen Ende und entstehen in Folge
von alternativem Spleiflen. Interessanterweise unterscheidet sich die tatsédchliche Molekiil-
masse der beiden Formen von IRAG1 von den berechneten Molekiilmassen. IRAG1a weist eine

apparente Molekiilmasse von 130 kDa auf, wéihrend die errechnete Molekiilmasse bei 97 kDa
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liegt. Die Molekiilmasse von IRAG1b soll in der Theorie bei 93 kDa liegen, wihrend sie appa-
rent bei 125 kDa liegt (Shaughnessy et al. 1999; Schlossmann et al. 2000).

IRAGTI ist iiber eine Transmembrandoméne (TM), die sich am C-terminalen Ende befindet, im
endoplasmatischen Retikulum (ER) verankert. Zudem weist es eine coiled-coil-Doméne auf,
die Protein-Protein-Interaktionen erlaubt, sowie zwei Phosphorylierungsstellen fiir die PKGIf
(s. Abbildung 1.4). Weiterhin bildet IRAGI einen Komplex mit der PKGIP und dem Inositol-
1,4,5-trisphosphat Rezeptor I (IP3R-I) (Schlossmann et al. 2000; Ammendola et al. 2001).

H,N — l coiled-coiled Doméne -]— COOH

PKGIB-
Interaktion

Abbildung 1.4: Strukturmodell von IRAG1.
IRAG]I ist tiber die Transmembrandoméine (TM) im ER verankert. Die fiir die Interaktion mit der PKGIP und dem IP3;R-I
verantwortlichen Strukturen sind griin- und orangefarben dargestellt. Weitere Erlduterungen finden sich im Text.

Die Interaktion zwischen IRAG1 und der PKGIP erfolgt dabei ausschlieBlich iiber die Leucin-
Zipper Region am Aminoterminus der PKGIP. Eine Interaktion zwischen IRAG1 und PGKla
oder der PKGII ist dagegen nicht nachweisbar gewesen. So wie IRAG1 unabhingig von der
PKGIB tiber die coiled-coil-Domine mit dem IP3;R-I interagiert, bildet es auch eine cGMP-
unabhéngige stabile Verbindung mit der PKGIp. In Folge dieser stabilen Interaktionen kommt
es nach der Phosphorylierung von IRAG1 am Ser696 durch die PKGIf zu einer Hemmung der
iiber den IP3R-I vermittelten Ca**-Freisetzung. Mutiert man den N-terminalen Teil der coiled-
coil-Doméne, so kann IRAG1 nicht mehr mit dem IP3R-I interagieren, was zur Folge hat, dass
die PKGIp die Ca*"-Freisetzung nicht mehr modulieren kann. Gleichzeitig verhindert die An-
wesenheit von IRAG1 auch, dass die PGKIB cGMP-vermittelt in den Zellkern transloziert
(Schlossmann et al. 2000; Ammendola et al. 2001; Fritsch et al. 2004; Geiselhoringer et al.
2004b; Casteel et al. 2008).

1.4.2 Lokalisation und Expression von IRAG1

IRAGTI ist bei der Erstbeschreibung in der Trachea, der Aorta und dem Uterus detektiert worden
sowie in Glattmuskelzellen des Colons. Eine groBangelegte Expressionsanalyse hat ergeben,
dass IRAGI in einer Vielzahl von Geweben exprimiert wird. Hierbei hat sich gezeigt, dass
IRAGI1 in groBen Mengen in Geweben mit einem hohen Anteil an glatter Muskulatur vor-
kommt, zum Beispiel im Magen, der Lunge oder der Harnblase. In kleineren Mengen ist IRAG1

aber auch in der Milz nachweisbar. In Thrombozyten ist dagegen ebenfalls eine grole Menge
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an IRAG1 gefunden worden. Zudem hat sich bei dieser Expressionsanalyse gezeigt, dass die
Lokalisation und die Intensitit der Expression von IRAG1 und der PKGIp sehr eng miteinander
korrelieren (Schlossmann et al. 2000; Fritsch et al. 2004; Geiselhoringer et al. 2004a). Neuere
Daten zeigen, dass IRAG1 auch im murinen Sinusknoten detektiert werden konnte (Peters et

al. 2020).

1.4.3 Funktion von IRAGI1

Die genaue (patho-)physiologische Funktion von IRAG1 ist noch unklar und Gegenstand der
aktuellen Forschung.

Erste funktionelle Untersuchungen sind an frag/4'#4°>-Mausmutanten durchgefiihrt worden.
Bei diesen Méusen liegt eine Deletion des Exons 12 von /rag! vor, welches filir den N-Terminus
der coiled-coil-Domine codiert. Diese Deletion hat zur Folge, dass die Interaktion zwischen
IRAG1 und dem IP;R-I unterbrochen ist. frag/4'?4>-Mausmutanten haben dadurch eine Ver-
grofBerung des Gastrointestinaltraktes und eine verlangsamte Magen-Darm-Passage entwickelt.
Die VergroBerung des Gastrointestinaltraktes ist auch bei globalen /rag/-defizienten Méusen —
bei denen das Exon 3 von /ragl deletiert worden ist — zu beobachten gewesen. Zudem war bei
beiden Mauslinien die gastrointestinale Relaxation vermindert (Geiselhoringer et al. 2004b;
Desch et al. 2010). Mittlerweile ist auch eine Beteiligung von IRAG1/MRVII im Zusammen-
hang mit einer Achalasie identifiziert worden (Koehler et al. 2020; Palmieri et al. 2020). Diese
Befunde deuten darauf hin, dass IRAG1 fiir die Funktion des Gastrointestinaltraktes von gro3er

Bedeutung ist.

Es sind aber auch Effekte von IRAGI auf das kardiovaskuldre System beschrieben. In vasku-
laren Glattmuskelzellen von [lragl-Mausmutanten ist die NO/cGMP-abhingige Relaxation
stark vermindert, wenn die Kontraktion durch Hormone induziert worden ist (Geiselhdringer et
al. 2004b; Desch et al. 2010). Der basale Blutdruck von /rag/-defizienten Médusen unterscheidet
sich nicht gegeniiber dem von Wildtypmausen. Nach der Induktion einer Sepsis kommt es bei
Wildtyp-Médusen zu einem Blutdruckabfall, der bei /ragi/-defizienten Méusen nicht zu be-
obachten war. Weiterhin kommt es in Folge der /rag/-Defizienz bei Méausen zur Entwicklung
einer pulmonalen Hypertonie und rechtsventrikuldrer Dysfunktion, Hypertrophie und Zunahme
des systolischen Blutdrucks (Desch et al. 2010; Biswas et al. 2020). MRVII — das humane Gen
von IRAGI — ist aulerdem als ein Risikogen fiir koronare Herzkrankheit im Zusammenhang

mit Thrombosen identifiziert worden (Wobst et al. 2018). Durch die Expression von IRAG1 im
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Sinusknoten, konnte bei Mausen gezeigt werden, dass IRAG1 die Funktion von HCN4-Kanélen
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 4) verstirkt (Peters et al. 2020).

Von groB3er Bedeutung ist auch die Funktion von IRAG1 in den Thrombozyten. IRAGI regu-
liert die NO/cGMP-vermittelte Hemmung der Thrombozytenaggregation und die Bildung von
Thromben. Dies ist auch vermutlich die Ursache, warum [ragl-defiziente Miuse eine verkiirzte

Blutungszeit aufweisen (Antl et al. 2007; Schinner et al. 2011).
Weiterhin gibt es Hinweise, dass die /ragl-Defizienz auf Organebene zu einer Splenomegalie

fiihrt und auf molekularer Ebene eine verdnderte Expression der PKGIPB bewirkt (Geiselhorin-

ger et al. 2004b; Desch et al. 2010; Biswas et al. 2020).
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2 Ziel der Arbeit

Defekte im NO/cGMP/PKGI-Signalweg sind fiir die Entstehung von gastrointestinalen Erkran-
kungen und daraus resultierenden Folgeerkrankungen von grof8er Bedeutung. Erste Hinweise
deuten darauf hin, dass IRAG1 in diesem Kontext ebenfalls von Bedeutung ist, da eine Iragi-
Defizienz zu dhnlichen Symptomen fiihrt, wie sie auch von Prkgi-defizienten Mausen bekannt
sind.

Aus diesem Grund soll an /ragl-defizienten Mausen untersucht werden, ob und inwieweit
IRAG1 an der Entwicklung von gastrointestinalen Blutungen, einer Andmie und einer Spleno-
megalie beteiligt ist. Des Weiteren soll untersucht werden, ob und in welcher Form die /ragi-
Defizienz zu einer Verdnderung von relevanten Proteinen des NO/cGMP/PKGI-Signalweges
fiihrt. Ziel soll dabei sein, Signalwege oder Mechanismen zu identifizieren, die bei der Entste-

hung dieser Symptome von Bedeutung sein konnten.
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3 Materialien

3.1 Gerite
Gerit Geritebezeichnung, Hersteller
Absaugeinrichtung Eppendorf EOM-P 4153, Eppendorf AG

Detektionssystem (Western Blot)

Elektrodenplatten Western Blot
Elektrophoresekammer (Genotypisierung)

Elektrophoresekammer (SDS-PAGE)

Heizblock

Heizplatte
Homogenisator
Magnetriihrer

Mikroskope

Mikrotiterplatten-Photometer

Mikrowelle

PCR-Thermocycler
pH-Meter
Photometer

Pipetten

Préparierbesteck
qPCR-Thermocylcer

Reinstwasseraufbereitungsanlage

Rotationsmikrotom
Schiittler

Schiittler fiir Blutmischpipetten
Spiegelreflexkamera

ChemiDoc™ MP Imaging System,

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Semi-Dry-Blotter MAXI, Carl Roth® GmbH
Casting System Compact Biometra,
Biometra GmbH

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electophore-
sis Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc.
Thermomixer® comfort, Eppendorf AG
ThermoMixer® C, Eppendorf AG

VWR International

Ultra-Turrax®, IKA-Werke GmbH & Co. KG
Heidolph MR 3000, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG

Axio Observer.Z1, Carl Zeiss Microscopy
Deutschland GmbH

OLYMPUS CH, OLYMPUS EUROPA SE &
CO.KG

Tecan Sunrise Remote™, Tecan Deutschland
GmbH

Moulinex Micro-Chef, GROUPE SEB
DEUTSCHLAND GmbH

Biometra T1 Thermocycler, Biometra GmbH
pH 526, WTW

Eppendorf BioPhotomer® plus, Eppendorf AG
Shimadzu™ UVmini-1240 Model, Shimadzu
Europa GmbH

Rainin Pipet Lite Classic,

Mettler-Toledo GmbH

Fine Science Tools GmbH

Lightcycler® 480 System,

Roche Diagnostics GmbH

arium® basic, Sartorius Lab Instruments
GmbH & Co. KG

Microm HM355S, ThermoFisher Scientific
IKA® KS 260 Basic, IKA®-Werke GmbH &
COKG

IKA® HS 260 Basic, IKA®-Werke GmbH &
COKG

Rotor-mix II/8§, BRAND GMBH + CO KG

EOS 1200D, Canon Inc.
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Strom-/Spannungsquelle

Trockenschrank
UV-Transluminator
Waagen
Wirmeschrank

Wasserbad

Zentrifugen

Biometra PS 305 T, Biometra GmbH
PowerPac™ 200, Bio-Rad Laboratories, Inc
Memmert GmbH + Co. KG

Biometra TI 1, Biometra GmbH

Sartorius 1202 MP, Sartorius AG

Sartorius BP 211 D, Sartorius AG

Sartorius Extend, Sartorius AG

Heraeus UB6 Function Line,

ThermoFisher Scientific

GFL® 1052, GFL Gesellschaft fiir Labortech-
nik mbH

Centrifuge + Vortexer CM-70M, neoLab
Migge GmbH

Centrifuge 5415D, Eppendorf AG
Centrifuge 5417R, Eppendorf AG

Heraeus Multifuge 1 L-R, Heraeus

MIKRO 22 R, Andreas Hettich GmbH &
Co.KG

3.2 Software

Software

Hersteller

AxioVision Release 4.8
BioDocAnalyze 2.67.5.0
GraphPad Prism 5

Image Lab 6.1.0
LightCycler® 480 Sw 1.5
Magellan 5

Microsoft Office

Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH
Biometra GmbH

GraphPad Software, Inc.

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Roche Diagnostics GmbH

Tecan Deutschland GmbH

Microsoft Corporation

3.3 Allgemeines Verbrauchsmaterial und versuchsspezifische Materialien
3.3.1 Allgemeines Verbrauchsmaterial

Alle verwendeten géngigen Verbrauchsmaterialien sind, sofern sie nicht gesondert aufgefiihrt
sind, von folgenden Firmen bezogen worden:

e Carl Roth® GmbH

e Sarstedt AG & Co

e VWR International
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3.3.2 Genotypisierung

Losung/Material/Substanz Bestellnummer Hersteller/Lieferant
PCR-Reaktionspuffer 10x D1806 Sigma-Aldrich®

Biozym LE Agarose 840004 Biozym Scientific GmbH
dNTP Set 100 mM RO182 ThermoFisher Scientific
Essigsédure (¢ > 99,8%) p.a. 33209-2.5L-M Sigma-Aldrich®
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Gréen- SM0241 ThermoFisher Scientific
standard)

MIDORI Green Advance MG04 NIPPON Genetics EUROPE
Natriumhydroxid (NaOH) 6771.1 Carl Roth® GmbH
ROTI® Load DNA (Gelladepuffer) X904.1 Carl Roth® GmbH

Taq DNA-Polymerase D1806-1.5KU Sigma-Aldrich®
Titriplex® III (EDTA) 1.08418.1000 Merck KGaA
Trizma®-Base (Tris) T1503-1KG Sigma-Aldrich®

Primer zur Genotypisierung

Primer Sequenz

KS 34f 5‘-AAGGAGCTCCGTGTTTTGCA-3*
KS 42r 5-CACTACGCCATTCTGCTGCC-3°
KS 43r 5°-AAGGTGAAACTCAAATACCA-3¢

3.3.3 Organentnahme

Losung/Material/Substanz Bestellnummer Hersteller/Lieferant

Dikaliumhydrogenphosphat 1.05099.1000 Merck KGaA

(K2HPO4-3H20)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- E8145-50G Sigma-Aldrich®

N,N,N‘,N’-tetraessigsdure (EGTA)

Feather disposable scalpel No. 22 02.001.30.022 FEATHER Safety Razor,
Co., LTD.

Kaliumchlorid (KCI) 1.04936.1000 Merck KGaA

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) P5379-100G Sigma-Aldrich®

Magnesiumchlorid (MgClz-6H>0) 1.05833.1000 Merck KGaA

Methanol 100% (MeOH) 10284580 ThermoFisher Scientific

Natriumchlorid (NaCl) 31434-5KG-R Sigma-Aldrich®

Natriumdihydrogenphosphat 1.06346.1000 Merck KGaA

(Na2HPO4-H>0)

Paraformaldehyd (PFA) 158127-500G Sigma-Aldrich®

RNA/ater™ R0901-500ML  Sigma-Aldrich®

Saccharose S1888 Sigma-Aldrich®
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3.3.4 RNA-Analytik

Losung/Material/Substanz Bestellnummer Hersteller/Lieferant
M-MLV RT 5x bufter MS531 A Promega Corporation
Chloroform 1.02445.2500 Merck KGa
Diethylpyrocarbonat (DEPC) D5758-25ML Sigma-Aldrich®

dNTP Set 100 mM RO182 ThermoFisher Scientific
Ethanol 100% 32205-2,5L-M Sigma-Aldrich®
Isopropanol 100% 33539-1L-M Sigma-Aldrich®
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, 04729692001 Roche Diagnostics GmbH
white

LightCycler® 480 SYBR Green I Master 04707516001 Roche Diagnostics GmbH
M-MLYV Reverse Transcriptase (RT) M170B Promega Corporation
(200 U-pulh)

Oligo(dT):g Primer SO132 ThermoFisher Scientific
PeqGOLD TriFast™ 30-2010 VWR International
RNasin® Ribonuclease Inhibitor N251B Promega Corporation

Primer fiir qRT-PCR

Gen Forward-Primer Reverse-Primer

Gapdh 5’-CACCAGGGCTGCCATTTGCA-3’ 5’-GCTCCACCCTTCAAGTGG-3’
Gucylbl  5-TGCAAGCAAAGTCCTCAACCT-3’  5’-ATCCCAGGACACGCAAGATG-3’
Hamp 5’-TGAGCAGCACCACCTATCTC-3’ 5’-ACAGCAGAAGATGCAGATGG-3’
Iragl 5’-GAGGCTTTCCCACCGACAC-3’ 5’-TTGGAGAAACAGCTGATGGGG-3’
Itprl 5’-CCACAGAGCAGGAGCTTGAA-3’ 5’-GTGACACTGAACCTCAGCCA-3’
Itpr3 5’-CTGGATCAGGACTGGTCAGC-3’ 5’-GAGGACACGCGGCCTTT-3’
Prkgla 5’-CGCCAGGCGTTCCGGAAGTT-3’ 5’-GTGCAGAGCTTCACGCCTT-3’
Prkglb 5’-TGGACAAGTATCGCTCGGTG-3’ 5’-GATCCTTCGACTGTGGGCTC-3’
Tfri 5’-TACCTGGGCTATTGTAAGCG-3’ 5’-TTTGAGATCCAGCCTCACG-3’

3.3.5 Proteinbiochemische Methoden

Losung/Material/Substanz Bestellnummer Hersteller/Lieferant
1,4-Dithiothreitol (DTT) 1008.0025 GERBU Biotechnik GmbH
2,2,2-Trichlorethanol T54801-100G Sigma-Aldrich®
6-Aminocapronsaure 07260-500G Sigma-Aldrich®
Acrylamid-Losung 40% (AA) 01697-500ML Sigma-Aldrich®
Ammoniumperoxidsulfat (APS) A3678-25G Sigma-Aldrich®
Benzamidin 04036-72 Nacalai Tesque, Inc.
biostep® Glasplatte 20-30-114 biostep® GmbH

biostep® Glasplatte mit 0,75 mm Spacer ~ 20-30-116 biostep® GmbH
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Bromphenolblau

Clarity™ Western ECL Substrate
Glycerol 87% p.a.

Glycin

Isopropanol 100%

Leupeptin

Magermilchpulver

Methanol (MeOH)
N-(2-Hydroxy-1,1-bis(hydroxyme-
thyl)ethyl)glycin (Tricin)
N,N*-Methylenbisacrylamid (BisAA)
Natriumazid p.a. (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat ultrapure (SDS)
Nonaethylene glycol monododecyl ether
(Lubrol)

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

PageRuler™ ungefirbte Proteinleiter
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
PhosSTOP™

Ponceau S

ProSieve™ QuadColor™ Protein Marker
Protein Assay Reagent A

Protein Assay Reagent B

Protein Assay Reagent S
Rinderserumalbumin (BSA)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Titriplex® III (EDTA)
Transfermembran ROTI®PVDF 0.45
Trichloressigsdure 100%
Trizma®-Base (Tris)

Tween® 20

Whatman™ Chromatography paper

B8026-5G
1705061
A3561,1000
1.04201.1000
1.09634.2511
CN33.2

10284580
1071.1000

6667
1.06688.0100
31434-5KG-R
Al1112,0100
P9641-100G

26619

26614
78830-5G
04906837001
141194-25G
00193837
500-0113
500-0114
500-0115
1501.0100
T9281-100ML
1.08418.1000
T830.1
1.00807.0250
T1503-1KG

8.22184.0500
3030-6188

Sigma-Aldrich®

Bio-Rad Laboratories, Inc.
AppliChem GmbH

Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth® GmbH

J. M. Gabler-Saliter Milch-
werk GmbH & Co.KG

ThermoFisher Scientific
GERBU Biotechnik GmbH

Fluka Chemie AG
Merck KGaA
Sigma-Aldrich®
AppliChem GmbH
Sigma-Aldrich®

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific
Sigma-Aldrich®

Roche Diagnostics GmbH
Sigma-Aldrich®

Lonza Rockland, Inc.
Bio-Rad Laboratories, Inc.
Bio-Rad Laboratories, Inc.
Bio-Rad Laboratories, Inc.
GERBU Biotechnik GmbH
Sigma-Aldrich®

Merck KGaA

Carl Roth® GmbH

Merck KGaA
Sigma-Aldrich®

Merck KGaA

GE Healthcare Life Sci-
ences
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Priméarantikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller/Lieferant
Anti-FLC Kaninchen 1:2000 Abcam (#69090)
Anti-IP3R-I Kaninchen 1:250 Cell Signaling Technology®, Inc.
(#3763S)
Anti-IP3R-III Maus 1:100 BD Biosciences (#610313)
Anti-IRAG91 Kaninchen 1:200 Pharmakologie AG Schlossmann
Anti-PKGI (104-5) Kaninchen 1:200 Pharmakologie AG Schlossmann
Anti-PKGIa (2003)  Kaninchen 1:80 Pharmakologie AG Schlossmann
Anti-sGC-f-1 Kaninchen 1:500 Sigma-Aldrich® (#G4405)
Sekundirantikorper
Antikorper Spezies Verdiinnung Hersteller/Lieferant
Anti-Kaninchen Ziege 1:10000 Dianova GmbH (#111-035-003)
Anti-Maus Ziege 1:10000 Sigma-Aldrich® (#A4416)

3.3.6 Haemoccult®-Test, himatologische und Klinisch chemische Methoden

Losung/Material/Substanz Bestellnummer Hersteller/Lieferant
Blutmischpipetten nach Thoma, rot HECH40356710 VWR International
Blutmischpipetten nach Thoma, weil3 HECH40357710 VWR International
Brillantkresylblau-Losung 1.01384.0100 Merck KGaA

Folic Acid (FA) ELISA Kit ABIN6966851 antibodies-online GmbH
Haemoccult® 1771 Beckman Coulter, Inc.
Héamatokrit-Versiegelungskitt 749510 BRAND GMBH + CO KG
Kaliumcyanid (KCN) 207810-25G Sigma-Aldrich®
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 1.04873.1000 Merck KGaA

Kaliumhexacyanoferrat(I1I)
(K3[Fe(CN)¢])

Microvette® CB 300 LH
Mikrohdmatokrit-Kapillare

Mikropipetten, BLAUBRAND®, intra-

MARK
NaCl 0,9% B. Braun, Ecolav®
Objekttrager (ohne Mattrand)

Pipettierhelfer micro-classic, komplett

QuantiChrom™ Iron Assay Kit

Tiirks Losung
Vitamin B12 ELISA Kit

Zihlkammer, BLAUBRAND®, Neubauer

improved

244023-100G

Sigma-Aldrich®

16.443 Sarstedt AG & Co

749311 BRAND GMBH + CO KG

708718 BRAND GMBH + CO KG

BRAU3570130 VWR International

631-1552P VWR International

25900 BRAND GMBH + CO KG

BAS-DIFE BIOZOL Diagnostica Ver-
triecb GmbH

1.09277.0100 Merck KGaA

ABIN367778 antibodies-online GmbH

717805 BRAND GMBH + CO KG
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3.3.7 Histologie

Losung/Material/Substanz Bestellnummer Hersteller/Lieferant
Deckgléaschen 631-0146 VWR International
DePeX 18243 SERVA Electrophoresis
GmbH
Einbettformen Macro AEKS.1 Carl Roth® GmbH
Einbettkassetten Macrosette™ EE16.1 Carl Roth® GmbH
Embedding Ring (Einbettring) M460 Simport® Scientific Inc.
Ethanol 100% p.a. (EtOH) 32205-2.5L Sigma-Aldrich®
Férbetrog MARI4200004  VWR International
Féarbezylinder 631-9130 VWR International
Isopropanol 1.09634.2511 Merck KGaA
Kaliumhexacyanoferrat(Il) Trihydrat 7974.1 Carl Roth® GmbH

(K4[Fe(CN)6]-3H20)
Menzel Gliser Polysine Slides® (Objekt-
trager)

Methanol 100% (MeOH)

Microm SEC35™ (Klingen)

Paraplast X-TRA®

PAS-Férbekit

Safranin O

Salzsdure 37% (HCI)

Xylol

J2800AMNZ

10284580
152200
P3808-1KG
HPOI1.1
S2255-25G
UNI1789
CN8O0.5

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific
Sigma-Aldrich®

Carl Roth® GmbH
Sigma-Aldrich®
ThermoFisher Scientific
Carl Roth® GmbH
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4.1 Tierhaltung

4.1.1 Haltung von Miusen

Alle fiir dieses Promotionsvorhaben genutzten Miuse sind in den Zentralen Tierlaboratorien
der Universitidt Regensburg am Standort Vorklinikum in der Barriere-Haltung, unter spezifisch
pathogenfreien Bedingungen (SPF-Haltung), gemil3 den Richtlinien der Federation of Euro-
pean Laboratory Animal Science Associations (FELASA) gehalten worden (Voipio et al. 2008;
Guillen 2012). Weiterhin erfolgte die Einhaltung aller tierschutzrechtlichen Vorgaben gemaf3
dem Tierschutzgesetz und der Tierschutzversuchstierverordnung. Die Haltung und Zucht (s.
4.1.2) der Tiere ist durch die zustindige Uberwachungsbehdrde (Regierung von Unterfranken)
genehmigt (Az.: RUF-55.2.2-2532-2-1205-18, ,,Zucht und Haltung genetisch-verdanderter
Tiere: IRAG-KO%).

In den Rdumen der Tierhaltung wird ein Lichtprogramm durchgefiihrt — von 12 Stunden hell
im Wechsel zu 12 Stunden dunkel —, um so einen Tag-Nacht-Rhythmus zu simulieren. Die
klimatischen Bedingungen werden mittels HEPA-gefilterter Luft reguliert und zeichnen sich
durch eine konstante Temperatur von 21°C +2°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
50% + 10% und einer Luftwechselrate von > 8 AC/h aus. Um den Hygienestatus zu gewihr-
leisten, werden alle Kédfige und das dazugehorige Zubehdr, Futter, mit Wasser gefiillte Trink-
flaschen und die Einstreu autoklaviert in die Barriere-Haltung eingebracht.

Fiir die Haltung der Tiere werden ausschlieBlich Filter-Top-Kéfige der Kategorie Macro-
lon Typ HI-Kéfig (425 mm x 265 mm x 180 mm; Mafe in L x B x H) verwendet, mit einer
maximalen Belegung von acht Méusen pro Kéfig. Den Tieren steht in den Kéfigen Futter und

Wasser ad libitum zur Verfiigung.

4.1.2 Zucht von Iragl-defizienten Miusen

Die Zucht der [ragl-defizienten Maiuse erfolgt mit der bereits etablierten transgenen
IRAG1-KO Mauslinie. Im Rahmen der Targeting-Strategie ist dabei das Exon 3 deletiert wor-
den. Dies hat eine Frameshift-Mutation zur Folge und fiihrt so zur Generierung von Iragl-

Knockout (KO) Mausmutanten (Desch et al. 2010).
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Fiir die Zucht der Iragl-defizienten Tiere werden Dauerverpaarungen — Einzel- oder Doppel-
verpaarungen — vorgenommen mit jeweils heterozygoten (Genotyp: Iragl ") minnlichen und
weiblichen Mausen. Bei Einzelverpaarungen befinden sich ein Midnnchen und ein Weibchen in
einem Zuchtkifig, wéhrend sich in den Zuchtkédfigen mit einer Doppelverpaarung ein Ménn-
chen und zwei Weibchen befinden. Heterozygote Verpaarungen werden vorgenommen, da mit
diesem Zuchtschema Wildtyp-Miuse (Genotyp: Iragl™"; IRAG1-WT) und Iragl-defiziente
(Genotyp: Iragl”"; IRAG1-KO) Wurfgeschwister (,,/itter-matched*) zu erwarten sind. Die bei
diesem Verpaarungsschema geborenen heterozygoten Miuse (Genotyp: Iragl ™) werden fiir
die Zucht der Mauslinie verwendet. Jeder Wurf eines Zuchtkéfigs wird mit dem Datum des
Wurfes und dessen GroBe in der Rubrik ,,Zuchtverwaltung® in der Software Tierbestand Uni-
versitit Regensburg (TiBUR) dem entsprechenden Zuchtkéfig zugeordnet und so erfasst.

Mit einem Alter von etwa drei bis vier Wochen wird der Nachwuchs aus den Zuchtkéfigen nach
Geschlechtern getrennt abgesetzt und mittels Ohrlochung gekennzeichnet. Das biologische Ma-
terial, welches bei der Ohrlochung gewonnen wird, wird fiir die Genotypisierung der Méuse
weiterverwendet (s. 4.2). Die Anzahl der abgesetzten Tiere eines jeden Wurfs wird ebenfalls in
TiBUR dokumentiert.

Fiir die durchgefiihrten Experimente sind, soweit nicht anders angegeben, 14 Wochen alte
méinnliche und weibliche IRAG1-WT Méuse und deren IRAG1-KO Wurfgeschwister fiir den
Haemoccult®-Test verwendet worden (s. 4.6). Im Alter von 15 Wochen ist dann die Organent-
nahme (s. 4.3) und Blutabnahme (s. 4.7) erfolgt. Der jeweilige Genotyp ist zum Zeitpunkt der
Versuchsdurchfithrungen nicht bekannt, um so eine mogliche Verzerrung der Versuchsergeb-
nisse auszuschlieBen. Erst bei der Auswertung der Ergebnisse der einzelnen Versuchsteile ist
eine Zuordnung der Méuse entsprechend deren Genotypen erfolgt.

Die Verwaltung und Dokumentation der Zuchtlinie erfolgt dabei ausschlieBlich iiber die Soft-

ware TiBUR.

4.1.3 Ermittlung der Wurfdaten und der Lebensdauer der IRAG1-KO Mauslinie

Fiir die Ermittlung der Wurfdaten — Uberlebensrate der Wiirfe, Verteilung der Geschlechter und
der Genotypen sowie das Uberleben der IRAG1-WT und IRAG1-KO Tiere — sind die in TIBUR
hinterlegten Daten ausgewertet worden. Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich iiber das

gesamte Jahr 2019.
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Uberlebensrate der Wiirfe der IRAG1-KO Mauslinie

Um die Uberlebensrate der Wiirfe in diesem Zeitraum zu ermitteln, werden in der Rubrik
,Zuchtverwaltung® der Software TIBUR von sdmtlichen Zuchtkifigen die WurfgroB3e bei der
Geburt und beim Absatz erfasst. Aus den Daten der einzelnen Wiirfe wird die Gesamtsumme
der geborenen und abgesetzten Tiere berechnet. Die Uberlebensrate errechnet sich dann wie
folgt:

Nypsatz

Uberlebensrate [%] = -100%

Ngeburt

Dabei beschreibt ngepqre die Anzahl der Méause zum Zeitpunkt der Geburt und nypgq, die An-

zahl der Mduse, die von den Elterntieren abgesetzt worden sind.

Verteilung der Geschlechter in der IRAG1-KO Mauslinie

Zur Bestimmung der Geschlechtsverteilung werden die abgesetzten ménnlichen oder weibli-
chen Maiuse aller Wiirfe in dem Beobachtungszeitraum aufsummiert und anschlieend durch
die Gesamtzahl aller abgesetzten Méuse geteilt. Der Anteil an ménnlichen oder weiblichen

Maiusen berechnet sich dabei folgendermal3en:

. NGeschiech
Anteilgescniecne[%] = et 100%

Nges
Anteilgescniecnt beschreibt den Anteil ménnlicher oder weiblicher Mause an der Gesamtzahl
der Tiere in Prozent, wihrend ngegscniecne die Anzahl minnlicher oder weiblicher Mause und

Nges die Gesamtzahl aller abgesetzten Méduse beschreibt.

Verteilung der Genotypen in der IRAG1-KO Mauslinie
Fiir die Ermittlung der Verteilung der Genotypen wird im Beobachtungszeitraum fiir jeden Ge-
notyp (Iragl™*, Iragl™" und Iragl”") die Summe aller abgesetzten minnlichen und weiblichen

Mause berechnet und dann durch die Gesamtzahl aller abgesetzten Mause dividiert:

n
Anteilgenoyey (%] = —222 . 100%
ges

Der Anteilgenoytp beschreibt dabei den Anteil einer der drei Genotypen in Prozent, wihrend
Ngenotyp die Anzahl der abgesetzten Méuse eines der Genotypen und ng.¢ die Gesamtzahl aller

abgesetzten Méduse im Beobachtungszeitraum darstellt.
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Bestimmung der Lebensdauer von IRAG1-KO Maiusen im Vergleich zu IRAG1-WT
Miusen

Fiir die Untersuchung, inwieweit eine /ragl-Defizienz die Lebensdauer der Méuse beeintréch-
tigt, werden alle IRAG1-WT und IRAG1-KO Mduse erfasst, die im Beobachtungszeitraum ge-
boren werden und so lange leben, bis sie entweder fiir Versuchszwecke getotet oder verendet
sind. Hierfiir wird in TiBUR einmal nach dem Suchkriterium der Austragung ,,Tétung zu wis-
senschaftlichen Zwecken* und ,,Tier ist verendet* oder ,,Totung aus medizinischen Griinden
selektiert. Anhand dieser Daten wird mit Hilfe der Software GraphPad Prism 5.0 eine Kaplan-
Meier-Kurve erstellt, um so zu ermitteln, ob die /ragl-Defizienz einen Einfluss auf die Lebens-

dauer dieser Méause hat.

4.2 Genotypisierung der Versuchstiere

Im Vorfeld der folgenden Versuche ist es notwendig gewesen, dass von allen Tieren der Geno-
typ bestimmt wird. Wie bereits in 4.1.2 beschrieben, werden die Tiere in einem Alter von etwa
drei Wochen abgesetzt und mittels Ohrlochung markiert. Aus dem so gewonnen biologischen
Material wird dann fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die Desoxyribonukleinséure (de-
oxyribonucleic acid, DNA) isoliert und anschliefend zur Identifikation der Genotypen mittels

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

4.2.1 Isolation der DNA aus Ohrbiopsien

Die Isolation der DNA aus den Ohrbiopsien erfolgt im Alkalischen unter Verwendung von

Natronlauge, durch die es zur Denaturierung von Peptiden kommt.

Reagenzien
Lysepuffer 10x Tris-Puffer pH 5,5 10x
Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
NaOH lg 250 mM Tris 49¢g 400 mM
EDTA 74 mg 2 mM ddH,O ad 100 ml
ddH,O ad 100 ml Losung auf pH 5,5 einstellen

Lysepuffer 1x: 1:10 verdiinnen
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Durchfithrung

Es werden 25 ul 1x Lysepuffer in das 1,5 ml Reaktionsgefdll gegeben, in dem sich das biolo-
gische Material aus der Ohrstanzung befindet, und dieses fiir eine Stunde bei 95°C lysiert. Im
Anschluss an die Lyse wird der Ansatz mit 25 pl 1x Tris-Puffer pH 5,5 neutralisiert. Gewebe-
teile, die nicht lysiert worden sind, werden bei 1500 x g abzentrifugiert. Der Uberstand, der die
DNA enthilt, wird in ein 0,2 ml Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung

bei -20°C gelagert.

4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerasen-Kettenreaktion handelt es sich um ein Verfahren zur Vervielfiltigung von
ausgewihlten DNA-Abschnitten (Mullis and Faloona 1987).

Mit diesem Verfahren wird mittels einer DNA-Polymerase ein komplementérer Strang zu dem
ausgewéhlten DNA-Abschnitt (Template) synthetisiert. Das Template wird dabei von zwei Pri-
mern eingegrenzt. Die gesamte Reaktion findet dabei in mehreren sich wiederholenden Zyklen
statt, welche sich in mehrere Reaktionsschritte unterteilen. Initial kommt es im Rahmen der
PCR durch Erhitzen auf 94°C zum Losen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Ba-
senpaaren der DNA, so dass die DNA einzelstrangig vorliegt. Der ndchste Schritt wird als An-
nealing — Hybridisierung der Primer — bezeichnet. Dabei hybridisieren die beiden Primer — es
handelt sich hierbei um Oligonukleotide — an die bekannten Sequenzen der DNA. Der Forward-
Primer hybridisiert dabei an das 3‘-Ende des gewiinschten DNA-Abschnitts auf dem codieren-
den DNA-Strang, wihrend der Reverse-Primer an die entsprechende Sequenz des komplemen-
tairen DNA-Strangs hybridisiert. So markieren beide Primer das zu amplifizierende Template.
Die Temperatur wiahrend diesem Schritt ist dabei von den verwendeten Primern abhingig. Mit
der Elongation wird die PCR abgeschlossen. Dabei synthetisiert eine hitzestabile DNA-Poly-
merase, ausgehend von den Primern, Komplementérstrange der DNA mit Hilfe der im Reakti-
onsansatz befindlichen Desoxyribonukleotide (dANTPs). Die notwendige Temperatur bei der
Elongation hingt dabei von der verwendeten DNA-Polymerase ab. Dieser gesamte Zyklus wird
insgesamt mindestens dreiligmal wiederholt, so dass eine ausreichende Menge des gewiinsch-

ten DNA-Abschnitts amplifiziert ist.
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Reagenzien
dNTP-Mix H,0 (PCR-grade)

Substanz Volumen [c] 1. autoklavieren
?(;E)PmM 100 ul 10 mM R 2. sterilfiltrieren
?gOPmM 100 pl 10 mM
?&PmM 100 ul 10 mM
ng’ " 100 ul 10 mM
g’z(?R—grade) 600 pl

aliquotieren, Lagerung bei -20°C

Durchfithrung
In ein 0,2 ml Reaktionsgefdll wird der Mastermix geméll dem folgenden Pipettierschema pipet-
tiert:
Substanz Volumen [ul]
H,O (PCR-grade) 18,8
10x PCR Puffer 2,5
dNTP-Mix 0,5
Primer KS 34f 25 pmol-ul-! 0,3
Primer KS 42r 25 pmol-ul-! 0,3
Primer KS 43r 25 pmol-pl! 0,3
Taq DNA-Polymerase 5 U-pl! 0,3

Zu dem Mastermix werden anschlieBend je 2 pl der DNA hinzugefiigt, deren Genotyp zu be-
stimmen ist (s. 4.2.1). Zusétzlich werden noch Kontrollproben vorbereitet. Fiir die Negativkon-
trolle, die dazu dient eine Verunreinigung der Reagenzien auszuschlieBen, werden statt der
DNA 2 ul H>O (PCR-grade) zu dem Mastermix pipettiert. Als Positivkontrollen werden jeweils
die DNA einer Iragl**-, einer Iragl™"- und einer Iragl”-Maus verwendet. Dazu werden 2 pl
der jeweiligen DNA in je ein separates 0,2 ml Reaktionsgefdl3, das ebenfalls den Mastermix

enthélt, hinzugefiigt.
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Die Reaktionsgefdlle werden kurz gemischt, zentrifugiert und dann fiir die PCR in den vorbe-

reiteten Thermocycler gestellt. Folgendes Programm ist dann im Thermocycler gestartet wor-

den:
Temperatur [°C] Zeit Wiederholung
1. 90 Pause
2. 94 5 min
3. 94 10s
30x%
4. 56 30s
5. 75 5 min
6. 10 Pause

Im Anschluss an die PCR konnen die ReaktionsgefdB3e aus dem Thermocycler entnommen und

bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Detektion der DNA

Mit der Gelelektrophorese werden die PCR-Produkte anhand ihrer Gro83e in einem Agarosegel,
an dem ein elektrisches Feld angelegt ist, aufgetrennt. Aufgrund der negativgeladenen Phos-
phatgruppen wandern die PCR-Produkte in Richtung Pluspol. Da grof3e PCR-Produkte langsa-
mer wandern als kleinere, trennen sie sich somit der GréBe nach auf. Durch Zugabe von MI-
DORI Green, einer Substanz, die mit der DNA interkaliert, kann dann unter UV-Licht die DNA
detektiert werden. Um die Grofle der PCR-Produkte abschitzen zu konnen, wird zusétzlich

noch ein Grofenstandard benotigt, der ebenfalls im Gel aufgetrennt wird.

Reagenzien

Agarosegel 2% Gelladepuffer 3x

Substanz Menge [c] Substanz Volumen [c]

Gelladepuf-
0,

Agarose 2g 2% fer 6x 750 pl 3x
I1x TAE- H,O
Puffer 100l (PCR-grade) 750ul

In der Mikrowelle erhitzen
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TAE-Puffer 50x pH 8,0

Substanz Menge [c]
Tris 242 ¢ 2M
iﬁ%ﬁ‘éﬁz) 57,1 ml 5,7%
EI]{)F;?) 0,5M 100 ml 50 mM
ddH,O ad 1000 ml

Losung mit Essigsdure auf pH 8,0 einstellen

TAE-Puffer 1 x: 1:50 verdiinnen

Durchfiihrung

Der Ansatz fiir das Agarosegel wird in einem Erlenmeyerkolben eingewogen und in der Mikro-
welle so lange erhitzt, bis die Agarose gelost ist und unter leichtem Schwenken auf etwa 60°C
abgekiihlt. Nun werden 5 pl MIDORI Green zu der geldsten Agarose gegeben und der gesamte
Ansatz nochmals gut durchmischt. Die fliissige Agarose wird in einen Gelschlitten gegossen
und polymerisiert dort aus.

Zu den PCR-Proben und den Kontrollen (s. 4.2.2) werden 5 pl des 3x Gelladepuffers hinzuge-
fiigt. Von den Proben und Kontrollen werden jeweils 14 ul in eine Geltasche pipettiert, sowie
14 pl des GroBenstandards. Fiir 35 min wird nun eine Spannung von 150 V angelegt, so dass
die Auftrennung der Proben erfolgen kann. Nach Abschluss der Elektrophorese wird das Gel

im UV-Transluminator unter UV-Licht ausgewertet.

4.3 Organentnahme

Um die Auswirkungen der /ragl-Defizienz auf die Organe untersuchen zu kénnen, werden,
soweit nicht anders angegeben, 15 Wochen alte IRAG1-WT und -KO Maiuse untersucht. Zum

Zeitpunkt der Organentnahme ist der Genotyp der jeweiligen Maus nicht bekannt.
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Reagenzien

PBS 10xpH 7,4 PFA-Léosung 3% pH 7,4

Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
KCl 20¢g 26,83 mM EGTA 0,38¢g 1 mM
KH,PO,4 20¢ 14,70 mM %{1{21604 3420 15mM
NaCl 80,0 g 1,37 M MgCl,-6H,0 041¢g 2 mM
g‘ﬁg’m 1434 80,58 mM NaCl 537 ¢ 90 mM
ddH,O ad 1000 ml Saccharose 342 ¢ 100 mM

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

Losung auf pH 7,4 einstellen

Durchfithrung

Von jeder Maus wird das Korpergewicht bestimmt und diese anschlieBend mittels Inhalation
von Kohlenstoffdioxid getotet. Sobald der Tod eingetreten ist, erfolgt die Blutabnahme durch
Punktion des retrobulbéren Plexus (s. 4.7.1).

Im Anschluss an die Blutabnahme wird die Maus fixiert und mittels eines Hautschnittes Thorax
und Abdomen erdffnet, um Milz, Leber, Duodenum, Magen und Colon entnehmen zu kénnen.
Die Organe werden mit einem Skalpell in drei gleich groBe Stiicke geteilt. Organe des Gastro-
intestinaltraktes werden aullerdem in 1x PBS gewaschen und gespiilt. Anschlieend werden die
Gewebe entsprechend der weiteren Versuchsplanung gelagert. Fiir Bestimmungen auf RNA-
Ebene werden die Organe in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt, das 500 ul RNA/ater™ ent-
hilt, fiir 24 h bei 4°C und dann bis zur weiteren Verwendung (s. 4.4) bei -80°C gelagert. Zur
Bestimmung der Proteinexpression vorgesehene Organstiicke werden in ein 2 ml Reaktionsge-
faf} tiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C autbewahrt
(s 4.5). Die fiir die histologischen Untersuchungen genutzten Gewebestiicke von Milz und Du-
odenum werden in ein mit 1000 pl 3% PFA-Ldsung gefiilltes 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt,
fiir 24 h bei 4°C im Kiihlschrank inkubiert und dann bis zur weiteren Nutzung (s. 4.8) in einem
mit 10 ml 70% MeOH gefiillten 15 ml konischen Zentrifugenréhrchen bei 4°C gelagert.

Um das Verhiltnis aus Milzgewicht zu Korpergewicht der jeweiligen Méuse zu bestimmen,
werden die einzelnen Milzstiicke gewogen und anschliefend das Gesamtgewicht der Milz be-

rechnet.
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4.4 RNA-Analytik

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit PCR oder auch als quantitative real time Polymeraseket-
tenreaktion (quantitative real time polymerase chain reaction) (QRT-PCR) bezeichnet, kann die
Menge an exprimierter Boten-Ribonukleinsdure (messenger ribonucleic acid, mRNA) eines
bestimmten Gens analysiert werden. Dazu muss die mRNA aus Zellen oder Gewebe isoliert
werden, um im Anschluss mit einer reversen Transkriptase in die komplementire DNA (com-
plementary DNA, cDNA) umgeschrieben zu werden. Auf die Synthese der cDNA folgt dann
die PCR, bei der ein bestimmter cDNA-Abschnitt vervielfaltigt und quantifiziert wird.

Mit dieser Methode sind Gewebeproben von Colon, Milz und Magen (s. 4.3) auf die mRNA-
Expression verschiedener Gene hin untersucht worden. Die Durchfiihrung der gesamten RNA-

Analytik erfolgt gemafl dem internen Protokoll der Arbeitsgruppe (Schramm et al. 2019).

4.4.1 Isolierung von RNA

Die Isolation der RNA erfolgt mit Hilfe der Guanidiumthiocyanat-Phenol-Chloroform Extrak-
tion (Chomczynski and Sacchi 1987; Chomczynski and Sacchi 2006).

Fiir die Isolation wird PeqGOLD TriFast™ verwendet, das Guanidiumthiocyanat und Phenol
gebrauchsfertig enthilt. Die Funktion des Guanidiumthiocyanats besteht darin die Zellen zu
lysieren und RNAsen zu inaktivieren, wéhrend das enthaltene Phenol die RNA 16st. Chloroform
wird verwendet, um das Zelllysat in seine Phasen zu trennen. Die geloste RNA befindet sich

dann in der wéssrigen Phase, wéhrend sich in der organischen Phase die geldsten Proteine be-

finden.
Reagenzien
DEPC-H>O
Substanz Volumen
DEPC 1 ml
ddH>O 1000 ml

nach 24 h autoklavieren
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Durchfithrung

Das bisher bei -80°C gelagerte Gewebestiick (s. 4.3) wird aus dem RNA/ater™ entnommen
und in ein 4,5 ml PPN-Réhrchen iiberfiihrt und 1000 pul PeqGOLD TriFast™ hinzugefiigt. Un-
ter Zuhilfenahme des Ultra-Turrax® wird das Gewebestiick homogenisiert und fiir fiinf Minuten
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform wird das Homogenat fiir mindestes 15 s
kréftig geschiittelt, fiir weitere drei Minuten inkubiert und fiir mindestens 30 min bei 4°C mit
4000 x g zentrifugiert. Durch die Zentrifugation kommt es zur Phasentrennung, wobei sich die
RNA in der oberen wissrigen Phase befindet. Die obere Phase wird abpipettiert, in ein 2 ml
Reaktionsgefal tiberfithrt und die RNA durch Zugabe von 500 pl 100% Isopropanol gefillt.
Der Ansatz wird fiir zehn Minuten bei 4°C inkubiert und fiir mindestens 15 min mit 18000 x g
bei 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wird das RNA-Pellet gewaschen. Hierzu wird
der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet durch Zugabe von 1 ml 70% EtOH resuspendiert
und erneut fiir mindestens 15 min mit 18000 x g bei 4°C zentrifugiert. Nach dem Absaugen des
Uberstandes wird das Pellet fiir etwa zehn Minuten an der Luft getrocknet und zum Abschluss
durch Zugabe von etwa 500 pl DEPC-H>O geldst. Im Anschluss wird die Konzentration der
isolierten RNA bei einer Wellenldnge von 4 = 260nm bestimmt. Die isolierte RNA wird dann

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

4.4.2 Synthese der cDNA

Um mittels QRT-PCR die mRNA des zu untersuchenden Gens zu amplifizieren und quantifi-
zieren, muss die isolierte RNA (s. 4.4.1) zuerst in cDNA umgeschrieben werden. Fiir diesen
Schritt nutzt man die reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Mit Hilfe ei-
ner reverse Transkriptase (RT) wird dabei aus dem RNA-Strang die entsprechende cDNA syn-
thetisiert. Bei der reversen Transkriptase handelt es sich dabei um eine RNA-abhédngige DNA-

Polymerase.
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Reagenzien
DEPC-H,O Mastermix
Substanz Volumen Substanz Volumen
dNTP
DEPC 1 ml 2.5 mM 4,0 ul
M-MLV RT
ddH,0O 1000 ml Sy buffer 4,0 pl
nach 24 h autoklavieren DEPC-H,O 2,5 ul
RNAsin® 0,5 ul
M-MLV RT 1,0 pl
Durchfiihrung

In einem 0,2 ml Reaktionsgefdl werden 2 ng RNA mit DEPC-H;O auf ein Gesamtvolumen
von 9 ul verdiinnt, anschlieBend werden 1 pl der oligo dT-Primer (c = 0,5 pg-ul™!) hinzugefiigt.
Der Ansatz wird fiir fiinf Minuten bei 65°C im Thermocycler inkubiert, damit sich die Primer
an den RNA-Strang anlagern konnen. Nach dem Anlagern der Primer wird das Reaktionsgefal3
auf Eis gestellt und 12 pl des Mastermixes dem Ansatz hinzugegeben. Das Reaktionsgefdfl wird
kurz gemischt und zentrifugiert, bevor es in den Thermocycler fiir die Synthese der cDNA ge-
stellt wird. Die Dauer der Synthese betridgt eine Stunde bei einer Temperatur von 37°C und
wird durch ein zweiminiitiges Erhitzen auf 95°C beendet. Im Anschluss kann die synthetisierte

cDNA bei -20°C bis zur weiteren Nutzung gelagert werden.

4.4.3 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) ist eine Weiterentwicklung der PCR, bei der es
zusatzlich moglich ist, dass die Menge der amplifizierten DNA in jedem Zyklus bestimmt wer-
den kann. Hierzu wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, der mit der doppel-
stringigen DNA interkaliert. Durch die Bindung an die DNA wird die Intensitdt des Fluores-
zenzsignals des gebundenen SYBR Greens um den Faktor 1000 gesteigert, im Vergleich zu
dem ungebunden vorliegenden SYBR Green (Jiang et al. 2014). Nach jedem Zyklus nimmt der
Gehalt des PCR-Produkts exponentiell zu, weshalb wihrend jedem Zyklus eine Messung des
Fluoreszenzsignals erfolgt. Es kann aber nicht angenommen werden, dass die eingesetzte

Menge an RNA zu der synthetisierten Menge an cDNA proportional ist. Aus diesem Grund
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wird auch die mRNA-Expression eines Referenzgens (,,Housekeeper*) bestimmt, auf welches

im Rahmen der Auswertung normiert wird.

Reagenzien
Primer Mix SYBR Green I Mastermix 1 x
Substanz Volumen [c] Substanz Volumen [c]
ie;elrgg'iﬁ 15 ul 5 uM Primer Mix 2l
gz((})R—grade) 270 ul g’z(?R—grade) 6ul

Durchfithrung

Der Reaktionsansatz wird in einer 96-Loch Mikrotiterplatte vorbereitet. Es werden 18 ul des
Ix SYBR Green I Mastermix in eine Vertiefung der Lochplatte pipettiert und 2 ul cDNA hin-
zugefiigt. Fiir die Standardverdiinnungen (unverdiinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) wird analog ver-
fahren. Hier werden aber statt 2 ul der cDNA 2 ul der jeweiligen Standardverdiinnung in die
Vertiefung pipettiert. Diese werden fiir jedes zu amplifizierende Gen von einer bekannten Probe
angefertigt. Die Negativkontrolle enthilt statt cDNA 2 pl H,O (PCR-grade), um zu iiberpriifen,
ob die Reagenzien verunreinigt sind.

Die PCR wird anschlieBend mit dem Roche Lightcycler® 480 System (Lehrstuhl Prof. Dr. A.
Kurtz, Institut fiir Physiologie) nach dem folgenden Programm durchgefiihrt:

Temperatur [°C] Zeit Wiederholung
1. 95 10 min
2. 95 15s
3. 58 15s 45x
4. 75 20s

Als Housekeeper ist fiir simtliche Analysen das Gen Gapdh verwendet worden, welches fiir

die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) codiert.
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Berechnung

Die Auswertung erfolgt iiber die absolute Konzentration der mRNA einer jeden Probe

(Schramm et al. 2019). Dazu wird aus den Ct-Werten der eingesetzten Standards eine Kalibrie-

gerade fiir jedes amplifizierte Gen erstellt. Fiir jede Probe wird iiber die entsprechenden Ct-

Werte die Konzentration der mRNA berechnet. Dies wird sowohl fiir die zu untersuchenden

Gene als auch fiir den Housekeeper durchgefiihrt. Abschliefend wird dann fiir jede Probe die

mRNA-Konzentration des zu untersuchenden Gens durch die mRNA-Konzentration des Hou-

sekeepers dividiert.

4.5 Proteinbiochemische Methoden

4.5.1 Proteinisolation aus murinem Gewebe

Reagenzien

Benzamidin (100 mM)

Substanz Menge [c]
gg?;gjgin' 15,7 mg 100 mM
oklaviery |1
PMSF (200 mM)

Substanz Menge [c]
PMSF 174,2 mg 200 mM

Lubrolpuffer 2% pH 8,0 (Stammlésung)

Substanz Menge [c]
Lubrol 20¢g 2%
NaCl 877 mg 150 mM
Tris 243 mg 20 mM
ddH>O (au-
toklaviert) ad 100 ml

Losung auf pH 8,0 einstellen,

Lagerung bei 4°C
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Leupeptin (I mg-ml*)

Substanz Menge [c]
Leupep- o
tin-0,5H,S04 1 mg I mg'ml
ddH;O (au-
toklaviert) ad 1 ml
PhosSTOP 20x

Substanz Menge [c]
PhosSTOP™ 1 Tablette 20x
ddH;O (au-
toklaviert) ad 500 ul

Lubrolpuffer 2% (Proteinisolation)

Substanz Menge [c]
Benzamidin 50 ul I mM
%f;‘gf’litﬁ? 2,5 ul 0,5 mg-ml”!
ES:SSTOP 250 ul Ix
E%SIEM 7.5 ul 300 uM
Lubrolpuffer ad 5 ml

(Stammlsg.)
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Durchfithrung

Fiir die Isolation von Proteinen aus murinem Gewebe werden in das 2,0 ml Reaktionsgefal, in
welchem sich das Gewebestiick befindet (s. 4.3), 350 pul 2% Lubrolpuffer pH 8,0 (Proteinisola-
tion) hinzugefiigt. Das Gewebe wird im Reaktionsgefi mit dem Ultra-Turrax® auf Eis homo-
genisiert. Durch langsames Steigern der Drehzahl wird verhindert, dass sich das Gewebe im
Zahnkranz verfangt und so nicht vollstdndig homogenisiert wird. Anschlieend wird das Reak-
tionsgefiB fiir 15 min mit 18000 x g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl iiberfiihrt, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Das Proteinlysat fiir die Verdiinnungen zur Bestimmung der Proteinkonzentration (s. 4.5.2)

wird vor dessen Aliquotierung entnommen.

4.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Proteinbestimmung wird nach der von Lowry et al. (1951) entwickelten Methode in einer
leicht modifizierten Form durchgefiihrt (Peterson 1977, 1979). Es handelt sich dabei um eine
sehr sensitive Messmethode, so dass auch geringe Proteinkonzentrationen bestimmt werden
konnen. Die Gesamtreaktion beruht dabei auf zwei Reaktionsschritten. Bei dem ersten Reakti-
onsschritt kommt es zur Bildung eines blau-violetten Komplexes zwischen den Peptidbindun-
gen des Proteins und den Cu?-Ionen der alkalischen Losung. Dies entspricht dem Prinzip der
Biuretreaktion. Im zweiten Schritt werden die Cu**-Ionen zu Cu'*-Ionen reduziert. Die Cu'*-
Ionen reduzieren dann das Folin-Ciocalteu-Reagenz — dabei handelt es sich um Molybdan(VI)-
und Wolfram(VI)-Heteropolysduren — zu Molybdénblau, mit der Folge, dass sich eine intensive
Blaufirbung ausbildet. Zur Quantifizierung der Proteinmenge kann dann die Blaufarbung unter
anderem bei einer Wellenldnge von 4 = 595nm photometrisch vermessen werden. Mit Hilfe
einer — aus verschieden konzentrierten BSA-Standards hergestellten Kalibriergerade — kann
dann die Proteinkonzentration der jeweiligen Probe bestimmt werden.

CTM

Die Durchfiihrung erfolgte analog zu den Herstellerangaben des D Protein Assay Kits I.

Reagenzien
Probe (1:16) Probe (1:32)
Substanz Volumen [c] Substanz Volumen [c]
Proteinlysat 5pul 1:16 Proteinlysat Sul 1:32
ddH,O ad 80 pl ddH,O ad 160 ul
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Reagenz A*

Substanz Volumen
Reagenz A I ml
Reagenz S 20 ul

Durchfithrung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Gewebehomogenate (s. 4.5.1) erfolgt mit Hilfe
einer Standardgeraden aus Rinderserumalbumin (BSA). Die verschiedenen BSA-Standards
(125 pg-ml!, 250 pg-ml?, 500 pg-ml™?, 750 pg-ml!, 1000 ug-ml') und die Verdiinnungen der
Proteinlysate werden entsprechend den Pipettierschemata hergestellt. In ein 1,5 ml Reaktions-
gefall werden 10 ul der jeweiligen Probenverdiinnungen oder der BSA-Standards vorgelegt.
Ein weiteres 1,5 ml Reaktionsgefd3 wird mit 10 pul ddH2O befiillt und dient bei der spiteren
Vermessung als Nullabgleich (,,Blank*). Von dem Reagenz A‘ werden 50 pl in jedes der 1,5 ml
Reaktionsgefilie pipettiert und diese gut gemischt. Abschlieend werden 400 ul Reagenz B zu
den Proben und den BSA-Standards hinzugefiigt und diese nochmals gut durchmischt. Nach
15-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur werden die BSA-Standards in aufsteigender Kon-

zentration und die Proben bei einer Wellenldnge von 4 = 595nm photometrisch vermessen.

Berechnung

Aus den gemessenen Extinktionen der BSA-Standards wird in Abhéngigkeit zu deren Konzen-
trationen eine Kalibriergerade erstellt. Uber diese Kalibriergerade kann dann anhand der ge-
messenen Extinktion einer Probe deren Proteinkonzentration berechnet werden. Da die Kon-
zentrationsbestimmung einer jeden Probe mit zwei verschiedenen Verdiinnungen durchgefiihrt

wird, werden abschlieBend die beiden berechneten Konzentrationen gemittelt.

4.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der von Laemmli (1970) entwickelten SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) koénnen Proteine anhand ihrer Grof3e in einem elektrischen Feld aufgetrennt und cha-
rakterisiert werden. Zur Auftrennung der Proteine werden Polyacrylamidgele verwendet, wobei
zwei Gele hergestellt werden. Ein Trenngel, dessen Funktion in der Auftrennung der Proteine
liegt und ein liber dem Trenngel befindliches Sammelgel. Die Funktion des Sammelgels liegt

in der Aufkonzentrierung der Probe. Hergestellt werden die Gele durch Polymerisation von
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Acrylamid und Bisacrylamid unter der Zugabe des Radikalstarters Ammoniumperoxodisulfat
(APS). Zusitzlich enthalten die Gele SDS, welches die Aufgabe hat die Ladung der Proteine zu
maskieren und so dafiir sorgt, dass die Proteine negativ geladen sind. Im Trenngel ist zusétzlich
noch Trichlorethanol enthalten. Bestrahlt man das Gel am Ende der Elektrophorese mit UV-
Licht, so werden die Indolreste der in den Proteinen enthaltenen Aminosdure Tryptophan durch
den enthaltenen Trichlorethanol halogeniert. Dies ermdglicht fiir die spéitere Quantifizierung,
dass das zu untersuchende Protein auf die Gesamtmenge an aufgetragenem Protein einer Probe
normiert werden kann. So muss kein Housekeeper-Protein verwendet werden, was eventuellen
Schwankungen unterliegen konnte (Ladner et al. 2004; Ladner et al. 2014). Vor der Elektro-
phorese werden die Proben (s. 4.5.1) mit 6x Laemmli und Lysepuffer so eingestellt, dass der
Proteingehalt 50 pg-ul! betriigt und der 6x Laemmli nur noch einfach konzentriert vorliegt.
Der Laemmli-Puffer enthilt Dithiothreitol (DTT), das zur Denaturierung der Proteine dient,
indem es die Disulfidbriicken der Proteine spaltet. Das im Laemmli-Puffer enthaltene
Bromphenolblau dient bei der Elektrophorese zur Visualisierung der Lauffront.

Fiir die Untersuchung von Proteinen mit einer kleinen Molekiilmasse werden statt SDS-Gelen

Tricin-SDS-Gele verwendet.

Reagenzien

24,25% AA + 0,75% BisAA (m/V)

0 0 : 2
30% AA + 0,2% BisAA (m/V) (SDS-Gel) TrioinGel)

Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
AA 40% 75 ml 30% AA 40% 60,06 ml 24,25%
BisAA 02¢g 0,2% BisAA 0,75 ¢g 0,75%
ddH:O ad 100 ml ddHO ad 100 ml

Tris-Puffer (0,6 M) pH 6,8 (SDS-Sammelgel)

Tris-Puffer (1,8 M) pH 8,8 (SDS-Trenngel)

Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
Tris 60 g 0,6 M Tris 182 ¢ 1,8M
SDS 10% 40 ml 0,4% SDS 10% 40 ml 0,4%
ddH:O ad 1000 ml ddHO ad 1000 ml

Losung auf pH 6,8 einstellen

38

Losung auf pH 8,8 einstellen




4 Methoden

Gel-Puffer pH 8,45 (Tricin-Gel)

Laemmli-Puffer 6 x

Substanz Menge [c]
Tris 181,7 ¢ 3IM
SDS 10% 15 ml 0,3%
ddH,0 ad 500 ml

Losung auf pH 8,45 einstellen

Running Buffer 10x pH 8,3 (SDS-Gel)

Substanz Menge
4xTris-SDS-
Puffer pH6,8 7,0 ml
Glycerin 3,6 ml
SDS 1,0g
DTT 0,93 g
Bromphenol-
blau 1.2 mg
ddH»O ad 10 ml

Running Buffer 10x pH 8,9 (Anode)

(Tricin-Gel)

Substanz Menge [c]
Tris 30,0 g 0,25 M
Glycin 1440 g 1,92 M
SDS 10,0 g 1%
ddH,O ad 1000 ml

Losung auf pH 8,3 einstellen

Substanz Menge [c]
Tris 2420 ¢g 2M
ddH,0O ad 1000 ml

Running Buffer 1x: 1:10 verdiinnen

Running Buffer 10x pH 8,25 (Kathode)
(Tricin-Gel)

Losung auf pH 8,9 einstellen

Running Buffer 1x (Anode): 1:10 verdiinnen

Sammelgel 5% (SDS-Gel)

Substanz Menge [c]
Tris 121,0 g IM
Tricin 179 g IM
SDS 10,0 g 1%
ddH,O ad 1000 ml

Losung auf pH 8,25 einstellen

Running Buffer 1 x (Kathode):
1:10 verdiinnen

Substanz Volumen
ddH,O 3,6 ml
(Tsr;;liflf;l) S00ul

0
0B | S0
SDS 10% 50 pl
TEMED 10 pl
APS 10% 50 ul
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Trenngel 11,5% (SDS-Gel)

Sammelgel (Tricin-Gel

Substanz Volumen Substanz Volumen
ddH>,O 6,5 ml ddH»O 3,7 ml
Tris-Puffer Gel-Puffer
(Trenngel) 3,6 ml (Tricin-Gel) 1,55 ml
Trichloretha- 255 ul 24,25%AA + 1 ml
nol K 0,75%BisAA
30% AA +
0.2% BisAA 6,5 ml TEMED 12 ul
SDS 10% 167 ul APS 10% 60 pul
TEMED 20 pl
APS 10% 200 pl Trenngel (Tricin-Gel)

Substanz Volumen
.. Tris-Puffer
Spacergel (Tricin-Gel) (Trenngel) 5 ml

Substanz Volumen Glycerin 2 ml
ddH,0 1.3 ml E:fhloretha' 257 ul
Gel-Puffer 1.6 ml 24,25%AA + 10 ml
(Tricin-Gel) ’ 0,75%BisAA
Trichloretha- | gq ) TEMED 14 l
24,25%AA + 0
0.75%BisAA 2 ml APS 10% 90 ul
TEMED 6 ul
APS 10% 20 pl

Durchfithrung
Herstellung der Gele

Zur Vorbereitung fiir das GieBen der Gele wird zuerst die GieBBvorrichtung zusammengebaut.
Hierflir werden zwei Glasplatten in eine Kassette eingespannt, so dass zwischen den beiden
Glasplatten ein Spalt bleibt und der Boden der Gie3vorrichtung wird mit kleinen Gummimatten
ausgelegt. Fiir die Herstellung der SDS-Gele wird die Mischung fiir das Trenngel entsprechend
der Rezeptur vorbereitet und ziigig in den Spalt zwischen den Glasplatten gegossen. Damit das
Gel eine glatte Oberflache besitzt, wird es mit Isopropanol iiberschichtet. Nach dem Auspoly-
merisieren des Gels wird der Isopropanol entfernt, die Grenzfliche kurz getrocknet und dann
das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. In das noch fliissige Sammelgel wird ein Kamm
eingesetzt. Durch diesen Kamm entstehen die Taschen, in die dann die Proben eingefiillt wer-

den.
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Die Herstellung der SDS-Tricin-Gele verlduft analog. Es wird ebenfalls zuerst das Trenngel
gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Die Hohe des Trenngels sollte dabei etwa zwei
Drittel der Hohe der Glasplatten entsprechen. Nach der Polymerisation und dem Entfernen des
Isopropanols, wird dann das Spacergel gegossen. Die Hohe des Spacergels betrdgt dabei etwa
zwei Zentimeter. Auch dieses Gel wird mit Isopropanol iiberschichtet. Abschliefend wird das

Sammelgel gegossen.

Vorbereitung der Proben
Die Proben werden mit 6x Laemmli und Lysepuffer auf einen Proteingehalt von 50 ug-pl™! ein-

gestellt und gut gemischt. AnschlieBend werden diese fiir zehn Minuten bei 95°C denaturiert.

Gelelektrophorese

Die gegossenen Gele werden in die Elektrode eingespannt und der Bereich zwischen den Gelen
mit 1x Running Buffer komplett aufgefiillt, nachdem die Kdmme vorsichtig entfernt worden
sind. AnschlieBend werden die Gele beladen und die Elektrode in die Elektrophoresekammer
eingesetzt. Die Elektrophoresekammer wird ebenfalls mit 1x Running Buffer komplett befiillt
und mit einem Deckel verschlossen, iiber den eine Verbindung zu einer Spannungsquelle be-
steht. Uber die gesamte Dauer der Elektrophorese wird eine Spannung von 120 V angelegt. Der
Verlauf und die Dauer der Elektrophorese ist abhéngig von den zu untersuchenden Proteinen.
Er kann an den farbigen Fragmenten des mit aufgetragenen Proteinstandards abgelesen werden.
Fiir die Tricin-SDS-Gele wird prinzipiell analog verfahren. Der Bereich, der sich zwischen den
beiden Gelen befindet, wird mit 1x Kathodenpuffer aufgefiillt und die Elektrophoresekammer
mit 1x Anodenpuffer. Bei der Elektrophorese wird anfanglich eine Spannung von 30 V ange-
legt, die nach 30 min auf 150 V erhdéht wird.

Nach Abschluss der Elektrophorese werden die Gele aktiviert, indem sie im Che-
miDoc™ MP Imaging System kurz mit UV-Licht bestrahlt werden. Dabei werden die Indol-

reste der Aminosédure Tryptophan halogeniert.

4.5.4 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blots konnen die in einem Gel aufgetrennten Proteinbanden auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran iibertragen werden, um diese anschlieBend mittels An-

tikorper zu identifizieren. Beim Semi-Dry Blot wird das Gel zwischen zwei Elektroden
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positioniert und ein Strom angelegt. Durch den Strom werden die Proteine aus dem Gel hori-
zontal auf die PVDF-Membran iibertragen und auf dieser immobilisiert (Kyhse-Andersen
1984). Das Proteinmuster, welches durch die Gelelektrophorese entstanden ist, bleibt dabei er-
halten. Nach Abschluss des Transfers wird die Membran mittels Milchpulver-Losung
(5% Milchpulver-1x TBST) blockiert, um bei der anschlieBenden Immundetektion unspezifi-

sche Antikdrperbindungen zu verhindern.

Reagenzien
Anodenpuffer-1 pH 10,4 Anodenpuffer-2 pH 10,4
Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
Tris 36,3 ¢g 0,3M Tris 36¢g 3,0 mM
MeOH 100% 200 ml 20% MeOH 100% 200 ml 20%
ddH,O ad 1000 ml ddH,O ad 1000 ml
Losung auf pH 10,4 einstellen Losung auf pH 10,4 einstellen
Antikérper (AK)-Verdiinnungslosung Kathodenpuffer pH 7,6
Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
BSA 30¢g 3% Tris 30g 25 mM
NaN; 10% 500 ul 0,05% 6-Aminoca- 58 ¢ 4421 mM
pronsdure
TBST 1x ad 100 ml MeOH 100% 200 ml 20%
ddH,O ad 1000 ml
Milchpulver 1%-1x TBST Losung auf pH 7,6 einstellen
Substanz Menge [c]
Milchpulver 50g 1% Primdrantikorper-Losung
TBST 1x ad 500 ml Substanz Volumen
Priméranti- wul
korper K
Milchpulver 5%-1x TBST AK—Ve"rdun- ad 5ml
nungslosung
Substanz Menge [c]
Milchpulver 125¢ 5%
TBST 1x ad 250 ml
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Ponceau-Lésung 0,2% (m/V)

Sekunddrantikérper-Losung

Substanz Menge [c] Substanz Volumen
Sekundéran-
o0
Ponceau S 1,0g 0,2% tikrper X ul
Trichlores- N Milchpulver
sigsdure 10g 2% 1%-TBST1x ad 50 ml
ddH»O ad 500 ml
TBS 10xpH 7,6

Stripping-Losung Substanz Menge [e]

Substanz Volumen Tris 2423 g 200 mM
NaOH 1 M 20 ml NaCl 80 g 1,37 M
DTT
100 mM 64,82 ul ddH,O ad 1000 ml
SDS 10% 64,82 pl Losung auf pH 7,6 einstellen
ddH»O ad 200 ml
TBST 1x

Substanz Volumen [c]
TBS 10x 100 ml 1x
Tween® 20 1 ml 0,1%
ddH,O ad 1000 ml

Durchfiihrung

Im ersten Schritt werden die benétigten Filterpapiere eingeweicht und die PVDF-Membran ak-
tiviert. Dafiir wird die PVDF-Membran fiir hochstens 20 s in 100% MeOH und anschlie3end
fiir maximal 2 min in demineralisiertes Wasser getaucht. Bis zur weiteren Verwendung wird
die PVDF-Membran in Anodenpuffer-2 gelegt. Die Anodenplatte wird leicht mit Anodenpuf-
fer-1 angefeuchtet und es wird eine Lage aus drei Filterpapieren, die zuvor in Anodenpuffer-1
eingelegt worden sind, auf die Anodenplatte gelegt. Es folgt dann eine Lage aus zwei Filterpa-
pieren, die in Anodenpuffer-2 eingelegt waren. Auf den Stapel mit den Filterpapieren wird nun
die befeuchtete PVDF-Membran gelegt. Das Gel wird anschlieBend vorsichtig auf der PVDF-
Membran positioniert und mit einer Lage aus fiinf Filterpapieren bedeckt. Diese Filterpapiere
sind zuvor in Kathodenpuffer eingelegt gewesen. Zum Abschluss wird die mit Kathodenpuffer

befeuchtete Kathodenplatte auf das Filterpapier gelegt. Die beiden Elektroden werden mit der
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Stromquelle verbunden und der Strom flief3t fiir eine Stunde. Da der Blot gleichzeitig mit meh-
reren Gelen durchgefiihrt werden kann, gilt fiir die Gesamtstromstérke:

lges = 60mA -1
Dabei ist Iy.s die Gesamtstromstirke in [mA] und n die Anzahl der Gele, mit denen der Blot
gleichzeitig durchgefiihrt wird.
Nach dem Transfer wird die PVDF-Membran aus der Apparatur genommen und mit Hilfe des
ChemiDoc™ MP Imaging System eine Aufnahme des Totalproteins, also aller transferierten
Proteine, aufgenommen. Es folgt eine kurze Farbung der PVDF-Membran in der Ponceau-L6-
sung. Diese reversible Farbung dient dazu, dass die Membran optimal zugeschnitten werden
kann, damit sich alle zu detektierenden Proteine auf den einzelnen Membranstiicken befinden.
Um unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-Membran zu blockieren, wird diese fiir zwei
Stunden in 5% Milchpulver-1x TBST auf dem Schiittler inkubiert und anschlieBend dreimal
fiinf Minuten in 1x TBST gewaschen. Die Membranstiicke werden dann in der entsprechenden
Primérantikdrper-Losung auf einem Rollenmischer iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am folgenden Tag werden die Membranstiicke fiir dreimal fiinf Minuten in 1% Milchpulver-
I1x TBST gewaschen. Es folgt dann eine zweistiindige Inkubation in der entsprechenden Se-
kunddrantikorper-Losung unter kontinuierlichem Schiitteln bei Raumtemperatur. Im Anschluss
an die Inkubation werden die Membranstiicke dreimal je fiinf Minuten in 1x TBST gewaschen,
um den iiberschiissigen Sekundérantikdrper zu entfernen.
Die Detektion erfolgt mittels Chemolumineszenz. Hierzu ist an das Fc-Fragment des Sekun-
déarantikorpers das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt. Die HRP dient dabei als
Katalysator indem sie Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid oxidiert. Die dabei ent-
stehende Chemolumineszenz kann detektiert werden. Dazu wird das Membranstiick mit einem
Préazisionswischtuch leicht getrocknet und auf eine Kopierfolie gelegt. AnschlieBend wird es
mit dem Clarity™ Western ECL Substrat benetzt, mit einer weiteren Folie bedeckt und fiir zwei
Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Detektion der Proteine erfolgt dann mit dem Che-
miDoc™ MP Imaging System und der Software Image Lab™ 6.1.

Strippen

Um weitere auf einem Membranstiick befindliche Proteine detektieren zu konnen, wird dieses
zweimal fiir fiinf Minuten mit 1x TBST gewaschen. AnschlieBend erfolgt eine Inkubation fiir
20 min in der Stripping-Ldsung unter andauerndem Schiitteln. Dabei werden die an die Proteine
gebundenen Primir- und Sekundérantikdrper abgeldst. Der Vorgang ist mit einem erneuten

zweimaligen Waschen mit 1x TBST fiir je fiinf Minuten beendet. Es erfolgt dann wieder eine
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zweistiindige Inkubation in 5% Milchpulver-1x TBST. Alle folgenden Schritte sind ab diesem

Punkt analog zu den bisher beschriebenen.

4.6 Haemoccult®-Test

Der Nachweis von okkultem Blut im Stuhl erfolgt mittels des Haemoccult®-Tests der Firma
Beckman Coulter, Inc. und basiert auf dem Guajak-Test nach Greegor (Greegor 1967).

Es handelt sich dabei um eine biochemische Reaktion zum makroskopischen Nachweis von
okkultem Blut im Stuhl. Das Testprinzip beruht darauf, dass eine kleine Stuhlprobe auf ein
Filterpapier gestrichen wird, das mit Guajak-Harz imprégniert ist und anschlieBend — nach min-
destens 48-stiindiger Trocknung bei Raumtemperatur — mit Wasserstoffperoxid-Losung be-
tropft wird. Ist die Probe positiv auf okkultes Blut, so kommt es zu einer Blaufarbung des Fil-
terpapiers aufgrund der Pseudoperoxidasewirkung des Him-Rests im Himoglobin. Dabei oxi-
diert das Wasserstoffperoxid — katalysiert durch das als Pseudoperoxidase fungierende Himo-
globin — die im Guajakharz enthaltene phenolische a-Guajakonsdure zu Guajakblau, einem

hochkonjugierten Chinon (s. Abbildung 4.1) (Kratochvil et al. 1971).

HaC CHg H4C CHs
H3CO OCH
H3CO OCHs . . 3 3
/ \ + H,0, Hamoglobin / \
© Q o Q
HO OH o 0
a—Guajakonsaure Guajakblau

Abbildung 4.1: Reaktionsgleichung zur Bildung von Guajakblau.
Die a-Guajakonsédure reagiert mit dem Hamoglobin durch Zugabe von Wasserstoffperoxid (H202) zu Guajakblau, welches
dann durch eine blaue Verfirbung des Filterpapieres zu erkennen ist.

Die Sensitivitit des Tests wird durch eine Himorrhoidalblutung nicht beeinflusst oder ver-
falscht, da das Himoglobin in unverletzten Erythrozyten der beschriebenen Reaktion nicht zur
Verfligung steht. Der Test gilt laut Hersteller als positiv auf okkultes Blut, sobald eines der
beiden Testfelder eines Testbriefs eine Blaufarbung zeigt. Die Herstellerangaben zur Auswer-
tung beziehen sich auf humane Proben, da ein Nachweis von okkultem Blut den Ausschluss
eines moglichen Kolonkarzinoms zur Folge hat. Dieses Auswertungsprinzip findet auch in der
vorliegenden Arbeit Anwendung.

Der Haemoccult®-Test wird — mit kleineren Modifikationen bedingt durch die Miuse — analog
zur Gebrauchsanweisung des Herstellers durchgefiihrt. Die Modifikationen orientieren sich da-

bei an Angermeier et al. (2016).
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Durchfithrung

Fiir die Sammlung der Kotprobe wird die Maus aus ihrem Kifig genommen und {iber eine
gedffnete Petrischale gehalten, um so den Kot aufzufangen, der wiahrend diesem Vorgang aus-
geschieden wird. Die Sammlung des Kotes erfolgt so lange, bis eine entsprechende Menge ge-
sammelt worden ist, die fiir beide Felder des Testbriefs ausreicht. Der Kot wird anschlieSend
mit dem beiliegenden Spatel auf eines der beiden Felder des Testbriefs iiberfiihrt und dort aus-
gestrichen. Dieser Vorgang wir dann fiir das zweite Feld des Tests wiederholt und dabei der
zweite beiliegende Spatel verwendet. An den zwei darauffolgenden Tagen wird die Probenent-
nahme nochmals wiederholt.

Um den Haemoccult®-Tests auswerten zu konnen, muss der Testbrief mindestens 48 Stunden
getrocknet haben. Hierzu wird das Fenster geoffnet, welches sich auf der Riickseite eines jeden
Testbriefs befindet. Aufjedes der sechs Testfelder wird dann ein Tropfen der Entwicklerlosung
gegeben. Dieser Vorgang wird anschlieBend nochmals wiederholt. Die Testfelder werden an-
schlieBend fiir etwa 60 Sekunden beobachtet, ob sich die typische blaue Farbe entwickelt. Ent-
wickelt sich in einem der Testfelder eine blaue Farbung, so gilt diese Probe als positiv. Der
Haemoccult®-Test einer Maus wird als positiv gewertet, sobald mindestens eine Probe positiv

1st.

4.7 Hamatologische und klinisch chemische Methoden
4.7.1 Blutabnahme

Die Blutabnahme erfolgt unmittelbar nach Eintritt des Todes durch Inhalation von Kohlenstoff-
dioxid (s. 4.3). Dazu wird mit einer heparinisierten Hamatokritkapillare am Auge der retrobul-
bare Plexus verletzt und diese Kapillare mit Blut befiillt. Die Kapillare wird im Anschluss mit
Hilfe eines Kitts verschlossen, damit sie fiir die Bestimmung des Himatokritwertes verwendet
werden kann (s. 4.7.2). Fiir die Bestimmung der Konzentration von Eisen (s. 4.7.9), Vitamin
B12 sowie Folat (s. 4.7.10) wird das Blut in zwei heparinisierten Microvetten® aufgenommen.
Um die Bestimmung der Himoglobinkonzentration (s. 4.7.3) und der Anzahl von Erythrozyten
(s. 4.7.4), Retikulozyten (s. 4.7.6) sowie Leukozyten (s. 4.7.8) durchfiihren zu kénnen, wird
Blut mit Hilfe von Hamatokritkapillaren in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl gesammelt.

Die mit dem abgenommenen Blut gefiillten Microvetten® werden gemif den Angaben des Her-
stellers fiir acht Minuten mit 2000 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Plasma wird dann

in ein 1,5 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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4.7.2 Bestimmung des Himatokritwertes

Der Hamatokritwert beschreibt den Volumenanteil der Erythrozyten am Vollblut und wird {ib-
licherweise in Prozent angegeben. Verdnderungen des Hadmatokritwertes liefern im Rahmen
der Diagnostik bereits erste Hinweise auf die mogliche Erkrankung. Ein erh6hter Himatokrit-
wert kann beispielsweise eine Folge einer Lungenerkrankung oder Dehydratation sein, aber
auch die Folge eines langen Aufenthalts in groBer Hohe. Ist der Himatokritwert dagegen er-
niedrigt, so kann dies unter anderem ein Hinweis auf eine Storung in der Erythropoese oder auf
eine chronische Niereninsuffizienz sein.

Die Durchfiihrung der Bestimmung des Hdmatokritwertes erfolgt in Anlehnung an Rick (1990).

Durchfiihrung

Die mit Blut vom retrobulbdren Plexus (s. 4.7.1) gefiillte Kapillare wird an einer der beiden
Offnungen mit Hilfe eines Spezialkitts verschlossen. Im Anschluss wird die Kapillare in eine
Zentrifuge gelegt, die einen speziellen Rotor enthélt, der fiir Kapillaren geeignet ist und fiir acht
Minuten mit 13520 x g zentrifugiert.

Das Ablesen des Hamatokritwertes erfolgt mit Hilfe einer Himatokritschablone. Hierzu wird
die Kapillare auf die Schablone gelegt und zwar in der Form, dass die Grenzfldche zwischen
Kitt und Blutsdule auf der 0%-Linie liegt. Die Kapillare wird anschlieBend solange auf der
0%-Linie verschoben, bis der obere Rand der Plasmasdule auf der 100%-Linie liegt. An der
Stelle, an der sich der obere Rand der Erythrozytensidule — Grenzfldche zwischen den Erythro-
zyten und der Schicht aus Leukozyten und Thrombozyten (,,Buffy Coat*) — befindet, wird der

Héamatokritwert der Blutprobe abgelesen.

4.7.3 Bestimmung der Konzentration von Himoglobin

Als Standardmethode zur Bestimmung der Konzentration des Hdmoglobins im Vollblut wird
heute die photometrische Bestimmung von Cyanmethdmoglobin verwendet. Hierbei wird das
Fe?"-Ion des Himoglobins durch Kaliumhexacyanoferrat(Ill) (K3[Fe(CN)s]) zu Fe*" oxidiert,
so dass Methdmoglobin entsteht. Das Methdmoglobin wird dann durch Kaliumcyanid in das
sehr stabile Cyanmethdmoglobin umgewandelt. Cyanmethdmoglobin kann dann bei einer Wel-

lenldnge von A = 546nm photometrisch vermessen werden (Rick 1990).
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Reagenzien
Transformationslosung
Substanz Menge [c]
KCN 0,050 g 0,005%
Ks[Fe(CN)g] 0,200 g 0,02%
KH,PO4 0,140 g 0,014%
ddH,O ad 1000 ml
Durchfithrung

Eine Hdmoglobinkapillare wird mit dem abgenommenen Blut (s. 4.7.1) bis zur schwarzen Mar-
kierung befiillt, was einem Volumen von 20 pl Blut entspricht. Das Blut wird dann in ein PPN-
Rohrchen tberfiihrt, das mit 5 ml der Transformationslosung befiillt ist. Durch mehrmaliges
Spiilen der Kapillare mit Transformationslésung wird das gesamte Blut vollstindig in die
Transformationslosung tiberfiihrt. Im Anschluss wird das PPN-Ro6hrchen kriftig und gut ge-
schiittelt und der Ansatz fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wird die Losung photometrisch, unter Zuhilfenahme einer Kiivette, bei einer
Wellenldnge von A = 546nm gegen die Transformationslosung vermessen.

Die Konzentration des Himoglobins (Hb) berechnet sich wie folgt:

c(Hb)[g - dl™'] = Esagnm * 36,8

c(Hb) beschreibt dabei die berechnete Konzentration des Himoglobins, Es46,m die gemessene
Extinktion bei einer Wellenldnge von A = 546nm und der Faktor 36,8 stellt einen Korrek-
turfaktor dar. Mit dem Korrekturfaktor wird die Schichtdicke der Kiivette und der Extinktions-

koeffizient beriicksichtigt.

4.7.4 Bestimmung der Anzahl der Erythrozyten

Durchfiihrung

Mit dem vom retrobulbdren Plexus abgenommenen Blut (s. 4.7.1), wird eine Erythrozytenpi-
pette bis zur Markierung ,,0,5° befiillt und anschlieBend bis zur Markierung ,,101* mit
0,9% NacCl aufgefiillt. Die Pipette wird dann auf einem Schiittler fiir Blutmischpipetten bis zur
weiteren Verwendung geschiittelt.

Die Zahlung der Erythrozyten erfolgt mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wird diese

mit der Erythrozytensuspension vorsichtig befiillt und anschlieBend einige Minuten
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stehengelassen, damit die Erythrozyten sich absetzen kénnen. So soll verhindert werden, dass
es durch umherschwimmende Erythrozyten zu Fehlern bei der Auszdhlung kommt. Unter dem
Mikroskop (Objektiv 40x) werden dann flinf Mittelquadrate — bestehend aus je 16 Kleinstquad-
raten — ausgezéhlt. Zur Berechnung der Gesamtzahl der Erythrozyten der jeweiligen Probe wird
folgende Formel verwendet:

B (X?_1 N(Erythrozyten);) - 10000

1000000
N(Erythrozyten) ges beschreibt dabei die Gesamtzahl der Erythrozyten der untersuchten

N(Erythrozyten) 4s[10® - ul™]

Probe, wiahrend N(Erythrozyten); die Anzahl der Erythrozyten in einem Mittelquadrat an-
gibt. Der Faktor 10000 beinhaltet das Volumen der Neubauer-Zdahlkammer und den Verdiin-
nungsfaktor der Erythrozytensuspension in der Erythrozytenpipette. Die Division durch den
Faktor 1000000 dient zur iibersichtlicheren Darstellung der Gesamtzahl der Erythrozyten in der
Probe.

4.7.5 Berechnung von MCH und MCV

Anhand des Hamatokritwertes, der Konzentration des Himoglobins und der Anzahl der Eryth-
rozyten lassen sich zwei weitere wichtige diagnostische Parameter berechnen, die so genannten
Erythrozytenindices. Mit diesen Werten ist eine Abschitzung mdoglich, ob beispielsweise ein
Eisenmangel oder ein Mangel an Vitamin B12 vorliegen konnte (Dormann 2008).

Die Berechnung der Erythrozytenindices erfolgte wie von Rick (1990) beschrieben.

Berechnung MCH
Das mittlere korpuskuldre Himoglobin (MCH) gibt die durchschnittliche Konzentration an Hi-
moglobin in einem Erythrozyten an. Fiir die Berechnung wird die bestimmte Konzentration des
Héamoglobins (Hb) und die ermittelte Gesamtzahl der Erythrozyten der Blutprobe verwendet.
Mit Hilfe der folgenden Formel erhdlt man dann den Wert fiir das MCH:

Hb[g -dl™']-10

MCHlpgl = N(Erythrozyten) ;,5[10° - ul=1]
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Berechnung MCV

Das mittlere korpuskulidre Volumen (MCV) ermdglicht eine Aussage iiber das durchschnittli-
che Volumen eines Erythrozyten. Aus dem Hématokritwert (HK) und der Gesamtzahl der
Erythrozyten der jeweiligen Probe kann dann das MCYV iiber die folgende Formel berechnet

werden:

— HK[%] - 10
fir= N(Erythrozyten) ges[10° - ul=1]

4.7.6 Bestimmung der Retikulozyten

Mit Hilfe der Brillantkresylblau-Losung lésst sich in den Retikulozyten ein teilweise mit Gra-
nula besetztes Netzwerk — das auch als Substantia reticulo-granulo-filamentosa bezeichnet
wird — darstellen. Bei der Substantia reticulo-granulo-filamentosa handelt es sich um Reste des
rauen endoplasmatischen Retikulums (rER), der RNA und Ribosomen.

Die Bestimmung der Retikulozyten erfolgte — bis auf kleinere Modifikationen — analog zu der

Beschreibung in Rick (1990).

Durchfiihrung

Von dem in 4.7.1 abgenommenen Blut werden 100 pl mit einer abgeschnitten Pipettenspitze in
ein 0,2 ml Reaktionsgefal iiberfiihrt, in dem 100 pl Brillantkresylblau-Losung vorgelegt wor-
den sind. Die Suspension wird vorsichtig mit einer Pipette gemischt und fiir 15 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird die Suspension nochmals vorsichtig ge-
mischt, um sicherzustellen, dass die enthaltenen Zellen gleichmiBig verteilt sind. Anschlieend
werden etwa 10 ul der Suspension auf einen Objekttrager pipettiert und mit Hilfe eines weiteren
Objekttragers ein Blutausstrich angefertigt. Der so entstandene Ausstrich wird anschlieBend an
der Luft bei Raumtemperatur getrocknet.

Fiir die Bestimmung der Anzahl der Retikulozyten werden unter dem Mikroskop Axio Obser-
ver.Z1 (Objektiv 40x) Aufnahmen der Ausstriche angefertigt und dann mit der Software Axio-
Vision ausgewertet. Hierflir werden alle Erythrozyten auf einer Aufnahme gezihlt und im An-
schluss alle Retikulozyten, die sich auf dieser Aufnahme befinden. Dieser Vorgang wird fiir
jeden Ausstrich so lange wiederholt, bis insgesamt 1000 Erythrozyten ausgezahlt sind. Als Er-

gebnis erhdlt man die relative Anzahl der Retikulozyten, die in ,,%0" angegeben wird.
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Um Fehler und Ausrei3er bei der Auszéhlung zu vermeiden, werden pro Maus drei Ausstriche
angefertigt und ausgezéhlt. Aus diesen drei Zdhlungen wird dann der Mittelwert gebildet, der

dann in die statistische Beurteilung einflief3t.

4.7.7 Berechnung des Retikulozytenproduktionsindex

Eine weitere GroBe zur Beurteilung einer Andmie ist der Retikulozytenproduktionsindex (RPI).
Der RPI dient zur Korrektur der relativen Retikulozytenzahl, indem das Ausmal} der Andmie —
das in Form des Hamatokritwertes berilicksichtigt wird —, der ideale Himatokritwert und die
Verweildauer der Retikulozyten im Blut mitberiicksichtigt werden. Es wird dabei angenom-
men, dass Retikulozyten, bei einem idealen Hdmatokritwert von 45%, eine Reifungszeit von
3,5 Tagen im Knochenmark und im peripheren Blut eine Reifungszeit von einem Tag aufwei-
sen. Liegt nun eine Andmie vor, so wird angenommen, dass mit der Abnahme des Hamatokrit-
wertes die Reifungsdauer der Retikulozyten im Knochenmark abnimmt, dagegen aber die Rei-
fungszeit im peripheren Blut zunimmt. In Folge kommt es zu einer vermehrten Ausschwem-
mung der Retikulozyten aus dem Knochenmark. Dieser Zusammenhang kann in grober Néhe-
rung als linear angesehen werden (Nebe et al. 2010). Somit ldsst sich der RPI wie folgt berech-
nen:

Retikulozyten [%] - HK

RPI =
Retikulozytenverweildauer im Blut [Tage] - 0,45

Fiir die Berechnung muss die gemessene Anzahl der Retikulozyten (s. 4.7.6) entsprechend der
Formel umgerechnet werden. Die Verweildauer der Retikulozyten im Blut kann {iber den line-
aren Zusammenhang mit Hilfe des gemessenen Hamatokritwerts (HK) hergeleitet werden. Der
HK wird bei der Berechnung des RPIs nicht in Prozent, sondern als Anteil von Hundertstel

angegeben.

4.7.8 Bestimmung der Anzahl der Leukozyten

Fiir die Zéhlung der Leukozyten wird abgenommenes Blut mit Tiirks Losung versetzt. Es han-
delt sich dabei um eine stark hypotone Losung, so dass die Erythrozyten platzen. Das in der
Losung enthaltene Gentianaviolett farbt die Zellkerne an, wodurch die Leukozyten als violett

gefarbte Zellen unter dem Mikroskop zu erkennen sind.
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Die Durchfithrung der Bestimmung der Leukozyten erfolgt bis auf kleine Modifikationen ana-

log zu Rick (1990).

Durchfithrung

Die Leukozytenpipette wird mit dem abgenommenen Blut bis zur Markierung ,,1° befiillt und
mit Tiirks Losung bis zur Markierung ,,11° ergidnzt. Die Pipette wird nun an beiden Enden mit
den Fingern verschlossen und zwei Minuten kriftig geschiittelt, um so die Erythrozyten in der
stark hypotonen Losung zu zerstoren. Bis zur weiteren Verwendung wird die Pipette auf einem
Schiittler fiir Blutmischpipetten geschiittelt.

Um die Anzahl der Leukozyten zu bestimmen, wird eine Neubauer-Zahlkammer mit der Sus-
pension befiillt. Anschlieend wird unter dem Mikroskop (Objektiv 10x) die Anzahl der Leu-
kozyten in jedem der vier Eckquadrate bestimmt. Die Gesamtzahl der Leukozyten in der Blut-

probe berechnet sich wie folgt:

4
N(Leukozyten) ges[ul™'] = 25 - Z N(Leukozyten);

i=1
N(Leukozyten)ges beschreibt die Gesamtzahl der Leukozyten der Blutprobe,
N(Leukozyten); die Anzahl der Leukozyten in einem der Eckquadrate und der Faktor 25 be-
inhaltet das Volumen der Neubauer-Zahlkammer und den Verdiinnungstaktor der Leukozyten

in der Leukozytenpipette.

4.7.9 Bestimmung der Eisenkonzentration im Plasma

Das Prinzip des Tests beruht darauf, dass die in den Reagenzien enthaltene Ascorbinsiure Fe**-
Ionen zu Fe**-Ionen reduziert. Das Fe?'-Ion bildet dann mit dem zugefiigten Chromogen einen
blauen Komplex, dessen Intensitét photometrisch bestimmt werden kann.

Die Bestimmung der Eisenkonzentration im Plasma erfolgt mit Hilfe des QuantiChrom™ Iron

Assay Kits nach Angaben des Herstellers.
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Reagenzien
Arbeitsreagenz
Substanz Volumenanteil
Reagenz A (Puffer) 20
Reagenz B (Ascorbinsdure) 1
Reagenz C (Chromogen) 1
Muss frisch hergestellt werden
Durchfithrung

Die mit dem abgenommenen Blut gefiillten Microvetten® werden fiir acht Minuten mit 2000 x g
bei Raumtemperatur zentrifugiert, geméafl den Angaben des Herstellers (s. 4.7.1). Das Plasma
wird anschlieend in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf iiberfithrt und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert.

Wihrend das Plasma auf Eis langsam auftaut, werden die Eisen-Standardverdiinnungen
(1000 pug-dl’, 800 pg-dl', 600 ug-dl', 400 ug-dl!, 300 ug-dl!, 200 ug-dl!, 100 ug-dl,
0 pg-dl') aus der Stammldsung (¢ = 10 mg-dl'') mit ddH,O hergestellt und das Arbeitsreagenz
vorbereitet.

In die Vertiefungen einer 96-Loch Mikrotiterplatte werden je 50 ul der Standards und der Probe
pipettiert. Zusétzlich werden von jeder Probe nochmals 50 pul in separate Vertiefungen pipet-
tiert, damit fiir jede Probe einen Nullwert bestimmt werden kann. In jede der Vertiefungen, die
Standard oder Probe enthalten, werden nun 200 pl des Arbeitsreagenz hinzugefiigt. Die Vertie-
fungen mit den Proben fiir den Nullabgleich werden mit 200 ul Reagenz A befiillt. Der gesamte
Ansatz wird gut gemischt und fiir 40 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubations-
zeit wird die 96-Loch Mikrotiterplatte bei einer Wellenldnge von A = 590nm im Mikrotiter-

platten-Photometer Tecan Sunrise Remote™ vermessen.

Berechnung

Fiir die Auswertung wird mit Hilfe der gemessenen Extinktionen und den bekannten Konzent-
rationen der Standardverdiinnungen eine Kalibriergerade erstellt. Nach Abzug des Nullwertes
von den Proben kann iiber deren Extinktion mit Hilfe der Kalibiergeraden die Eisenkonzentra-

tion berechnet werden.
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4.7.10 Bestimmung von Vitamin B12 und Folat mittels ELISA

Die Bestimmung der Konzentration von Vitamin B12 und Folat im Plasma erfolgt mittels eines
ELISA (enzyme-linked immunsosorbent assay). Es handelt sich hierbei um ein antikdrperba-
siertes Nachweisverfahren und ist eine Weiterentwicklung des Radioimmunoassays (Engvall
and Perlmann 1971; van Weemen and Schuurs 1971). Dabei wird ein Primérantikérper gegen
ein Antigen auf einer stationdren Phase fixiert. Nach der Bindung des Antigens an den Pri-
mérantikdrper wird ein weiterer Antikdrper hinzugefiigt. Dieser Antikoper bindet ebenfalls an
das Antigen, ist aber iiber sein Fc-Fragment mit einem Enzymsystem gekoppelt. Das Enzymsys-
tem setzt nach Zugabe eines Substrates dieses um, so dass sich eine Farbung entwickelt. Durch
Zugabe einer Séure wird die farbgebende Enzymreaktion gestoppt und die Intensitéit der Far-
bung photometrisch bestimmt.

Die Durchfiihrung der beiden Assays erfolgt analog zu den Angaben des jeweiligen Herstellers.

Durchfiihrung

Da beide Assays von der Durchfiihrung her identisch sind, wird die Durchfiihrung nur einmal
beschrieben.

Die Mikrotiterstreifen werden eingangs gewaschen, indem sie mit 350 pul Waschpuffer befiillt
und fiir zwei Minuten inkubiert werden. Es werden dann 50 pl der Standards und der Proben-
vorverdiinnung in je eine Vertiefung pipettiert. Die Standards werden aus der Stammldsung
entsprechend den Vorgaben mit Probenverdiinnungs-Puffer verdiinnt, wie auch die Vorverdiin-
nungen der Proben (s. 4.7.1) mit Probenverdiinnungs-Puffer hergestellt werden. Fiir den Null-
abgleich werden 50 pl des Probenverdiinnungs-Puffers verwendet. Im Anschluss werden in
jede Vertiefung 50 pl der Biotin-Antikdper-Arbeitslosung pipettiert. Der ganze Ansatz wird mit
Folie abgeklebt und bei 37°C fiir 45 min inkubiert. Nach der Inkubation erfolgt ein dreimaliges
Waschen mit Waschpuffer fiir je eine Minute. Anschlieend werden 100 pl des HRP-Streptavi-
din Konjugats hinzugefiigt und der gesamte Ansatz erneut mit Folie abgeklebt und bei 37°C fiir
30 min inkubiert. Die Mikrotiterstreifen werden nun fiinfmal je zwei Minuten mit Waschpuffer
gewaschen. Zum Abschluss werden 90 ul TMB-Substrat hinzugefiigt, gefolgt von einer
10-20-miniitigen Inkubation bei 37°C im Dunkeln. In dieser Zeit entwickelt sich eine Blaufér-
bung, anhand deren Intensitét auch abgelesen werden kann, ob die Farbreaktion bereits ausrei-
chend lange stattgefunden hat. Die Reaktion wird durch Zugabe von 50 ul Stopp-Losung been-
det, dabei erfolgt ein Farbumschlag von blau nach gelb. Mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Photo-

meters Tecan Sunrise Remote™ werden die Mikrotiterstreifen photometrisch vermessen.
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Berechnung
Anhand der Konzentrationen der Standards und deren Extinktionen wird eine Kalibrierkurve
erstellt. Mit Hilfe der Kalibrierkurve kann dann iiber die Extinktionen der jeweiligen Probe

deren Konzentration berechnet werden.

4.8 Histologie

4.8.1 Herstellung histologischer Priparate

Durchfiihrung
Die Durchfiihrung der Herstellung der histologischen Préaparate erfolgt in Anlehnung an Schin-

ner et al. (2013).

Einbetten des Gewebes

Das Gewebestiick, das nach der Fixierung in PFA bis zur weiteren Verwendung in 70% MeOH
bei 4°C gelagert worden ist (s. 4.3), wird in eine Einbettkassette iiberfiihrt. In einer in der Kon-
zentration aufsteigenden Methanolreihe (70% MeOH, 75% MeOH, 80% MeOH, 85% MeOH,
90% MeOH und 95% MeOH) wird dem Gewebe nun Wasser entzogen. Hierzu erfolgt eine
Inkubation fiir je 30 min bei Raumtemperatur und unter stetigem Schiitteln in den verschiede-
nen Methanol-Losungen. Im Anschluss wird das Gewebe, ebenfalls bei Raumtemperatur und
unter Schiitteln, zweimal fiir je 30 min in 100% MeOH inkubiert, gefolgt von einer ebenfalls
zweimaligen 30-miniitigen Inkubation in 100% Isopropanol. Damit die Entwésserung des Ge-
webes moglichst vollstindig abliuft, wird das Gewebe abschlieBend fiir 30 min in 100% Iso-
propanol bei 60°C inkubiert. Mit diesem Schritt ist die Entwésserung des Gewebes abgeschlos-
sen.

Es folgt nun der Abschnitt, in dem das Gewebe von Paraffin durchsetzt wird. Hierzu wird das
Gewebe bei 60°C fiir 30 min in einer Mischung aus gleichen Teilen 100% Isopropanol und
fliissigem Paraffin inkubiert. AnschlieBend erfolgt iiber Nacht eine Inkubation in reinem fliis-
sigem Paraffin. Am darauffolgenden Tag wird das fliissige Paraffin gewechselt und das Gewebe
wird nochmals fiir 24 Stunden bei 60°C in fliissigem Paraffin belassen, so dass das Gewebe
komplett von Paraffin durchsetzt ist.

Nach der erneuten Inkubation in fliissigem Paraftin erfolgt die Einbettung des Gewebes. Hierzu
werden spezielle Schélchen auf einer Heizplatte erwdrmt und die vorhandene Vertiefung mit

flissigem Paraffin ausgegossen und ein Einbettring auf dem Schilchen positioniert. Die
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Funktion des Einbettringes besteht darin, die Form des Paraffinblocks zu bilden. Das Gewebe
wird nun aus der Einbettkassette entnommen und entsprechend der gewiinschten Ausrichtung
in dem Schilchen positioniert. Der Einbettring wird anschlieBend vorsichtig mit fliissigem Pa-
raffin ausgegossen, so dass das Gewebe komplett von Paraffin umgegeben ist. Nachdem das
Paraffin erstarrt ist, wird der Block mit dem Gewebe fiir eine Stunde auf Eis gelagert und an-

schlieBend bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

Anfertigung histologischer Schnitte

Vor dem Anfertigen der Gewebeschnitte wird der Paraffinblock fiir mindestes eine Stunde bei
-20°C gekiihlt, damit das Paraffin entsprechend hart ist. Der so gekiihlte Block wird in das
Rotationsmikrotom eingespannt, mit welchem 4 um dicke Schnitte von dem jeweiligen Ge-
webe angefertigt werden. Anschlieend iiberfiihrt man den Gewebeschnitt vorsichtig vom Ro-
tationsmikrotom in ein auf 37°C vorgeheiztes Wasserbad, damit sich der Schnitt im Wasserbad
komplett entfalten kann. Nach der Entfaltung des Schnitts zieht man diesen moglichst faltenfrei
auf einen Polylysin-beschichteten Objekttriager auf. Zum Abschluss werden die so hergestellten

Gewebeschnitte iber Nacht bei 37°C im Brutschrank getrocknet.

4.8.2 Eisenfarbung der Milz

Die Eisenfirbung basiert auf der Berlinerblau-Reaktion und dient zum Nachweis von Fe**-Io-
nen. Eisen wird durch die Salzsdure ionisiert und bildet mit Kaliumhexacyanoferrat(Il)
(K4[Fe(CN)s]) einen blauen Komplex (K[Fe**Fe?"(CN)s] oder Fe*"[Fe* Fe? (CN)s]s3).

Da Makrophagen in der Milz gealterte oder beschéddigte Erythrozyten phagozytieren und dann
das Eisen aus dem Hamoglobin speichern, ist so eine Darstellung des Eisengehalts der Eryth-

rozyten in der Milz moglich (Liillmann-Rauch 2015; Welsch et al. 2018).

Reagenzien
Kaliumhexacyanoferrat 5% Kaliumhexacyanoferrat 10%

Substanz Menge [c] Substanz Menge [c]
K4[Fe(CN)s] 50g 5% K4[Fe(CN)s] 10,0 g 10%
HC13,7% ad 100 ml ddH,O ad 100 ml

Losung muss frisch hergestellt werden Losung muss frisch hergestellt werden
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Safranin O 0,6%

Substanz Menge [c]
Safranin O 0,6 g 0,6%
EtOH 66% ad 100 ml

Durchfithrung
Rehydrierung

Bevor die eigentliche Farbung durchgefiihrt wird, muss der Gewebeschnitt entparaffiniert und
rehydriert werden. Hierzu erfolgt zuerst eine zweimalige Inkubation in Xylol fiir zehn Minuten,
gefolgt von einer dreimaligen fiinfminiitigen Inkubation in 100% Isopropanol. Die Entparaffi-
nierung ist nach einer Inkubation in 100% MeOH fiir fiinf Minuten, die zweimal durchgefiihrt

wird, und einem zweiminiitigen Waschschritt in ddH>O abgeschlossen.

Farbung

Fiir die Farbung wird der Objekttriger mit den Gewebeschnitten fiir fiinf Minuten in 10% Ka-
liumhexacyanoferrat-Losung inkubiert und anschlieBend 30 min in 5% Kaliumhexacyanofer-
rat-Losung. Nach der Inkubation in den Kaliumhexacyanoferrat-Losungen wird der Objekttri-
ger dreimal fiir zwei Minuten in ddH,O gewaschen. Die Gegenfarbung der Gewebeschnitte
erfolgt fiir 15 s mit 0,6% Safranin O, gefolgt von zwei zweiminiitigen Waschschritten in
ddH20. Zur Differenzierung der Farbe wird der Objekttrager fiir zwei Minuten in 80% EtOH
gestellt. AbschlieBend werden die Gewebeschnitte dehydriert, indem sie fiir drei Minuten in
100% EtOH und darauffolgend fiir fiinf Minuten in Xylol inkubiert werden. Nach dem Ver-
dampfen des Xylols wird der Schnitt mit DePeX eingebettet.

4.8.3 PAS-Firbung des Duodenums

Die PAS-Féarbung — eigentlich korrekt als PAS-Reaktion (periodic acid-Schiff reaction) be-
zeichnet — ist eine Farbemethode zur Darstellung von Polysacchariden, Glykoproteinen und
-lipiden sowie von Muzinen. Allgemein gilt, dass alle Makromolekiile, in denen zahlreiche
Kohlenhydratreste mit benachbarten 1,2-Glykolgruppen vorliegen, eine positive PAS-Reaktion
zeigen. Das Reaktionsprinzip beruht darauf, dass die Perjodsdure die OH-Gruppen zu Aldehyd-
gruppen oxidiert. In einem zweiten Schritt reagieren dann die Aldehydgruppen mit dem Schiff-

Reagenz (fuchsinschweflige Séure) und bilden einen purpurroten bis violetten Farbstoff. Der in
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der Farbung verwendete basische Farbstoff Himalaun dient zur Gegenfarbung der Zellkerne

(Liillmann-Rauch 2015; Welsch et al. 2018).

Durchfithrung

In einem ersten Schritt werden die Gewebeschnitte, wie in 4.8.2 beschrieben, entparaffiniert
und rehydriert. Im Anschluss an das Rehydrieren werden die Schnitte fiir zehn Minuten in
1% Perjodsdure inkubiert, gefolgt von drei Waschritten fiir je drei Minuten mit Leitungswasser
und einer anschliefenden zweimaligen Spiilung fiir je zwei Minuten in ddH>O. Die Gewebe-
schnitte werden nun fiir zehn Minuten mit Schiffs Reagenz gefarbt. Die {iberschiissige Farbe
wird fiir zweimal je zweieinhalb Minuten mit warmem Leitungswasser (38°C-39°C) unter stin-
digem Schiitteln ausgewaschen. AnschlieBend werden die Schnitte mit Himalaunlosung nach
Mayer fiir drei Minuten gegengeférbt, nachdem sie zuvor kurz in ddH>O gespiilt worden sind.
Nach der Gegenfarbung werden die Objekttrager fiir dreimal fiinf Minuten unter flieBendem
Leitungswasser geblaut. Zum Abschluss der Farbung werden mittels einer aufsteigenden Alko-
holreihe — 95% Isopropanol fiir zwei Minuten, zweimal je zwei Minuten 100% Isopropanol —
sowie zweimal je zwei Minuten Xylol die Gewebeschnitte dehydriert. Nach dem Verdampfen

des Xylols werden die Schnitte mit DePeX eingebettet.

4.9 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse sind mit dem Mittelwert und dem mittleren Standardfehler (SEM) dargestellt.
Fiir die Berechnung, ob ein statistisch signifikanter Unterschied vorliegt, ist ein zweiseitiger
ungepaarter Students t-Test durchgefiihrt worden. Die signifikanten Unterschiede werden wie
folgt dargestellt — (*) (p < 0,05), (**) (p <0,01) und (***) (p <0,001).

Sdmtliche Berechnungen sind mit Microsoft Excel oder GraphPad Prism 5.0 durchgefiihrt wor-

den.
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S Ergebnisse

5.1 Zucht Iragl-defizienter Mause
5.1.1 Uberlebensrate der Wiirfe der IRAG1-KO Mauslinie

Fiir die Bestimmung der Uberlebensrate der Miuse eines Wurfes, ist die Anzahl der neugebo-
renen Méduse und die Anzahl der abgesetzten Méuse aller Zuchtkifige (heterozygote Verpaa-
rung) im Jahr 2019 untersucht worden.

In diesem Zeitraum ist der Aufzuchtverlust von 178 geborenen Méusen bestimmt worden. Zum
Zeitpunkt des Absatzes — etwa drei bis vier Wochen nach der Geburt — waren noch 169 Mause
am Leben. Dies entspricht einem Anteil von 94,9%. Neun Miuse sind wihrend der Aufzucht
im Zuchtkéfig verstorben, was einem Anteil von 5,1% entspricht. Zu beachten ist dabei, dass
die Genotypen der verstorbenen Mause nicht bekannt sind. Da es sich bei den Zuchten um
heterozygote Verpaarungen handelt, ist davon auszugehen, dass alle mdglichen Genotypen —

Iragl™"™, Iragl™", Iragl” — unter den verstorbenen Jungtieren vorhanden waren.

5.1.2 Verteilung der Geschlechter in der IRAG1-KO Mauslinie

Im Rahmen Auswertung der Zuchtdaten ist auch untersucht worden, ob sich die Zucht Iragi-
defizienter Méduse auf die Verteilung der Geschlechter auswirkt.

Die Auswertung hat dabei ergeben, dass 164 ménnliche Jungtiere und 161 weibliche Jungtiere
abgesetzt worden sind. Das entspricht fiir die ménnlichen Jungtiere einem Anteil von 50,46%
und fiir die weiblichen Jungtiere einem Anteil von 49,54%.

Es ist also kein Unterschied in der Geschlechtsverteilung bei der Zucht /rag/-defizienter Mause
feststellbar, womit davon auszugehen ist, dass sich die /rag/-Deletion nicht negativ auf die

Verteilung der Geschlechter auswirkt.

5.1.3 Verteilung der Genotypen in der IRAG1-KO Mauslinie

Um herauszufinden, inwieweit eine /rag/-Defizienz einen negativen Einfluss auf die embryo-
nale Entwicklung und somit auch auf die Verteilung der Genotypen der abgesetzten Jungtiere
hat, ist zusétzlich zu der Verteilung der Geschlechter (s. 5.1.2) auch die Verteilung Genotypen

der abgesetzten Jungtiere bestimmt worden.
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Je 81 Iragl™*-und Iragl”-Miuse sowie 163 Iragl ™ -Miuse sind dabei abgesetzt worden. Dies
entspricht einem Anteil von je 24,92% der Iragl™"*- und Iragl”"-Miuse und einem Anteil von
50,16% der Iragl ™ -M4use.

Die Iragi-Defizienz hat somit keinen Einfluss auf die Verteilung der Genotypen bei den abge-

setzten Jungtieren.

5.1.4 Vergleich des Uberlebens von IRAG1-WT und IRAG1-KO Miusen

Ein wichtiger Faktor fiir die Beurteilung oder Bewertung der Defizienz eines Proteins ist das
Uberleben der Miuse, die diese Defizienz aufweisen. Um dies fiir IRAG1 zu bestimmen, ist
das Uberleben von minnlichen und weiblichen Irag!”-Miusen (IRAG1-KO) mit Wildtypmiu-
sen (Genotyp: Iragl™*; IRAG1-WT) verglichen worden. Die Auswertung ergab dabei keinen
signifikanten Unterschied im Uberleben von IRAG1-KO Miusen im Vergleich mit WT-Mu-
sen (s. Abbildung 5.1).

Uberlebenzeitanalyse von IRAG1-KO im Vergleich zu -WT

(LS o e = |RAGT-WT
s0. = IRAG1-KO

60

401

Uberleben [%]

204

c 1 1 ) ] 1
0 10 20 30 40 50

Alter [Wochen]

Abbildung 5.1: Kaplan-Meier-Kurve von IRAG1-WT und IRAG1-KO Miusen.
IRAG1-KO Miuse (n = 35) weisen keine erhohte Mortalitdt im Vergleich zu IRAG1-WT Maéusen (n = 20) auf.

Die Iragl-Defizienz wirkt sich somit nicht negativ auf die Lebenserwartung der Méduse im Ver-

gleich zu WT-Méusen aus.
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5.2 Nachweis von okkultem Blut bei Iragl-defizienten Miusen

Aus bereits publizierten Daten und internen Vorversuchen ist bekannt, dass sich die /ragi-De-
fizienz ab einem Alter von etwa zwdlf Wochen durch pathophysiologische Verdnderungen be-
merkbar macht (Geiselhoringer et al. 2004b; Desch et al. 2010). Untersuchungen zur Protein-
expression von PKGIP und IRAGI in verschiedenen Geweben haben ergeben, dass beide Pro-
teine ein dhnliches Expressionsmuster zeigen (Geiselhdringer et al. 2004a). Auch weisen die
Irag 141?412 Miuse und die globalen Jragl”-Méuse dhnliche pathologische Phinotypen auf wie
Prkgl-defiziente Méuse (Pfeifer et al. 1998; Geiselhoringer et al. 2004b; Desch et al. 2010).
Deshalb ist vermutet worden, dass /ragl-defiziente Tiere ebenfalls gastrointestinale Blutungen
aufweisen konnten, wie sie bereits von Singh et al. (2012) und Angermeier et al. (2016) bei

Prkgl-defizienten Méusen beschrieben worden sind.

5.2.1 Nachweis von okkultem Blut bei 14 Wochen alten Mausen

Wie bereits in 5.2 erwéhnt, macht sich die /rag/-Defizienz ab einem Alter von zwolf Wochen
pathophysiologisch bemerkbar. Um sicherzustellen, dass der pathologische Phénotyp auch
wirklich ausgebildet ist, sind fiir den Haemoccult®-Test 14 Wochen alte ménnliche und weib-
liche IRAG1-WT und IRAG1-KO Méuse untersucht worden.

Bei minnlichen IRAG1-KO Miusen ist das Ergebnis des Haemoccult®-Tests in 31% (5 von
16 Méusen) der untersuchten Mause positiv gewesen, wahrend bei den WT-Wurfgeschwistern
8% der Mduse (2 von 24 Mausen) positiv getestet worden sind. Weibliche Miuse haben dage-
gen ein anderes Resultat gezeigt. Keine der IRAG1-WT Maiuse hatte ein positives Testresultat,
wihrend 81% der weiblichen IRAG1-KO Maéuse (13 von 16 Miusen) ein positives Testergeb-
nis aufgewiesen haben. Die gemeinsame Auswertung beider Geschlechter — Daten der méannli-
chen und weiblichen Miuse — hat dabei ein dhnliches Ergebnis gezeigt, wie bei den weiblichen
Maiusen. Bei 56% (18 von 32 Méausen) der IRAG1-KO Miuse ist das Testergebnis positiv ge-
wesen, im Vergleich zu 5% (2 von 40 Miusen) bei den WT-Wurfgeschwistern (s. Abbildung
5.2).

Durch die Iragl-Defizienz kommt es somit zu gastrointestinalen Blutungen, die bei weiblichen

Maiusen allerdings héufiger auftreten als bei gleichaltrigen minnlichen Méusen.
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Haemoccult®-Test

100+
mm [RAG1-WT

mm |RAG1-KO
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Abbildung 5.2: Haemoccult®-Test von 14 Wochen alten M:iusen.

Der Nachweis von okkultem Blut ist bei /ragl-defizienten Méusen positiv, allerdings mit einem geschlechtsabhéngigen
Unterschied. Bei weiblichen IRAG1-KO Mausen ist hdufiger okkultes Blut nachgewiesen worden als bei ménnlichen IRAG1-
KO Maiusen. Die Zahlen geben die Anzahl der Méuse mit einem positiven Testergebnis an in Bezug auf die Gesamtzahl der
Mause des jeweiligen Genotyps.

5.2.2 Nachweis von okkultem Blut bei sechs Wochen alten Miusen

14 Wochen alte IRAG1-KO Maéuse weisen gastrointestinale Blutungen auf (s. 5.2.1). Deshalb
ist zusétzlich noch untersucht worden, ob bereits bei sechs Wochen alten Mausen gastrointes-
tinale Blutungen auftreten. Der Grund hierfiir liegt in der Tatsache, dass Prkgl-defiziente
Maiuse bereits zu einem sehr frithen Zeitpunkt eine Andmie entwickeln (Foller et al. 2008).

Weder bei minnlichen noch bei weiblichen IRAG1-KO Méusen sowie bei den IRAG1-WT
Mausen, konnte in einem Alter von sechs Wochen okkultes Blut nachgewiesen werden (s. Ab-
bildung 5.3). Die Iragl-Defizienz verursacht somit bei jungen Méusen noch keine gastrointes-

tinalen Blutungen.

Haemoccult®-Test

1004
mm [RAG1-WT

804 mm IRAG1-KO

60+

20

Positive Ergebnisse [%)]

0/5 0/8 01 02 0/4 0/6

ges'amt mén'nlich weil;Iich
Alter: 6 Wochen

Abbildung 5.3: Haemoccult®-Test von sechs Wochen alten Méusen.

Der Nachweis von okkultem Blut ist sowohl bei ménnlichen als auch bei weiblichen Iragl-defizienten Méusen wie auch bei
den WT-Wurfgeschwistern negativ. Die Zahlen geben die Anzahl der Mause mit einem positiven Testergebnis an in Bezug auf
die Gesamtzahl der Miuse des jeweiligen Genotyps.
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5.3 Bestimmung des Gewichtes von Milz und Korper von IragI-defizienten

Mausen

Prkgl-defiziente Méuse entwickeln mit zunehmenden Alter eine Splenomegalie (Foller et al.
2008; Angermeier et al. 2016). Durch Voruntersuchungen an globalen IRAG1-KO Maiusen und
Irag14'?>-Miusen haben sich Hinweise ergeben, dass auch diese Tiere eine Splenomegalie
entwickeln konnen (Geiselhoringer et al. 2004b; Desch et al. 2010). Aus diesem Grund sind
IRAG1-KO Miuse systematisch untersucht worden, um herauszufinden, ob es durch die lragi-

Defizienz zur Entwicklung einer Splenomegalie kommt.

5.3.1 Milz- und Korpergewicht von 15 Wochen alten Miusen

Fiir die Bestimmung des Milz- und des Korpergewichtes sind dieselben Mause verwendet wor-
den, mit denen bereits der Haemoccult®-Test durchgefiihrt worden ist (s. 5.2.1). Da die Bestim-
mung der Gewichte in der Woche nach dem Haemoccult®-Test erfolgt ist, liegt das Alter der
Maiuse nun bei 15 Wochen.

Das Milzgewicht von weiblichen IRAG1-KO Mausen ist im Vergleich zu deren WT-Wurfge-
schwistern deutlich signifikant erhoht (IRAG1-WT: 0,0678 g+ 0,0035 g; IRAG1-KO:
0,1399 g+ 0,0140 g) (s. Abbildung 5.4A). Ein dhnliches Ergebnis ist auch bei der gemeinsa-
men Auswertung (,,gesamt*) beider Geschlechter zu finden. IRAG1-KO Méuse haben ein sig-
nifikant hoheres Milzgewicht als IRAGI-WT Maiuse (IRAGI-WT: 0,0634 g+ 0,0034 g;
IRAG1-KO: 0,1051 g+ 0,0106 g). Bei ménnlichen IRAG1-KO Méusen ist das Milzgewicht
hingegen nur minimal erhdht gewesen im Vergleich zu den entsprechenden WT-Méusen
(IRAG1-WT: 0,0605 g £+ 0,0050 g; IRAG1-KO: 0,0702 £ 0,0103 g). Dieser Unterschied ist al-
lerdings statistisch nicht signifikant.

Die Analyse des Korpergewichtes hat zwischen den beiden Genotypen weder bei den méannli-
chen Miusen (IRAGI1-WT: 24,04 g+ 0,57 g; IRAGI1-KO: 24,91 g + 0,55 g) noch bei den weib-
lichen Mausen (IRAG1-WT: 21,77 g £ 0,51 g; IRAG1-KO: 22,49 g + 0,58 g) und auch in der
Gesamtauswertung (IRAG1-WT: 23,13 g+ 0,43 g; IRAG1-KO: 23,70 g + 0,45 g) keinen sig-
nifikanten Unterschied ergeben (s. Abbildung 5.4B).

Das berechnete Verhéltnis aus Milzgewicht zu Korpergewicht (Ratio) zeigt, wie bereits beim
Milzgewicht, dass weibliche IRAG1-KO Maiuse eine signifikant hohere Ratio aufweisen im
Vergleich zu den WT-Wurfgeschwistern (IRAGI1-WT: 0,0031 +0,0002; IRAGI-KO:
0,0062 £+ 0,0007) (s. Abbildung 5.4C). In der Gesamtauswertung ist dies ebenfalls beobachtet
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Abbildung 5.4: Milzgewicht, Korpergewicht und Ratio von 15 Wochen alten Miusen.

A: Das Milzgewicht von weiblichen IRAG1-KO Méusen (n = 16) ist im Vergleich mit den WT-Wurfgeschwistern (n = 16)
signifikant erhoht, wie auch in der Gesamtauswertung (IRAG1-WT: n =40; IRAG1-KO: n =32). Ménnliche IRAG1-KO
Méuse (n = 16) weisen hingegen kein erhdhtes Milzgewicht auf im Vergleich zu IRAG1-WT Méusen (n = 24). B: Das Kor-
pergewicht unterscheidet sich nicht zwischen IRAG1-WT (gesamt: n = 40; ménnlich: n = 24; weiblich: n = 16) und IRAGI1-
KO Miusen (gesamt: n = 32; ménnlich: n = 16; weiblich: n = 16). C: Die Ratio aus Milzgewicht zu Korpergewicht ist bei
weiblichen sowie in der Gesamtauswertung bei IRAG1-KO Miusen (gesamt: n = 32; weiblich: n = 16) gegeniiber IRAG1-WT
Miéusen (gesamt: n = 40; weiblich: n = 16) signifikant erhoht. Médnnliche IRAG1-WT (n = 24) und -KO Miuse (n = 16) zeigen
diesbeziiglich keine Unterschiede. Die Datenpunkte symbolisieren den individuellen Wert der jeweiligen Maus und der Mit-
telwert = SEM ist mittels der Balken dargestellt. Signifikante Unterschiede sind durch (***) (p < 0,001) verdeutlicht.

worden (IRAG1-WT: 0,0028 = 0,0001; IRAG1-KO: 0,0045 £ 0,0005). Die Ratio von méannli-
chen IRAG1-KO Maiusen hat sich dagegen nicht signifikant von der Ratio der entsprechenden
IRAG1-WT  Maiuse  unterschieden (IRAGI-WT:  0,0025+0,0002; IRAGI-KO:
0,0028 + 0,0004).

Die globale Iragl-Defizienz fiihrt somit zu einer Splenomegalie, die sich interessanterweise
hauptsichlich bei weiblichen Miusen zeigt, wahrend médnnliche Mause offenbar durch das Feh-

len von IRAG1 diesen Phinotyp nicht entwickeln.

5.3.2 Milz- und Korpergewicht von sieben Wochen alten Miusen

Die globale Iragi-Defizienz fiihrt bei 15 Wochen alten weiblichen Miusen zu einer Splenome-
galie (s. 5.3.1). In Folge dieses Ergebnisses ist die Frage aufgekommen, ob auch jlingere /ragi-
defiziente Miuse bereits eine Splenomegalie entwickelt haben. Von PKGI-Rescue Méusen ist
namlich bekannt, dass diese bereits ab einem Alter von sechs Wochen eine vergroBerte Milz

aufweisen (Foller et al. 2008). Um diese Fragestellung zu beantworten, sind sieben Wochen
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alte IRAG1-WT und IRAGI1-KO Maéuse untersucht worden. Bei diesen Médusen ist bereits im
Alter von sechs Wochen die Untersuchung auf okkultes Blut erfolgt (s. 5.2.2).

Die Analyse des Milzgewichtes hat ergeben, dass zwischen den beiden Genotypen IRAG1-WT
und IRAG1-KO sowohl bei minnlichen (IRAGI-WT: 0,0565 g+ 0,00414 g; IRAG1-KO:
0,0527 g + 0,0089 g) als auch bei weiblichen Miusen (IRAGI-WT: 0,0484 g+ 0,0018 g;
IRAGI-KO: 0,0555 g £ 0,0062 g) und in der Gesamtauswertung beider Geschlechter (IRAG1-
WT: 0,0511 g+0,0021 g; IRAG1-KO: 0,0544 g + 0,0049 g) kein Unterschied zu finden war
(s. Abbildung 5.5A).

Auch die Kopergewichte haben sich zwischen IRAG1-KO Maiusen (gesamt: 19,44 g + 0,84 g;
méinnlich: 21,56 g + 1,39 g; weiblich: 18,02 g+ 0,57 g) und deren WT-Wurfgeschwister (ge-
samt: 20,37 g+ 0,80 g; mannlich: 23,36 g+ 0,31 g; weiblich: 18,88 g + 0,44 g) nicht unter-
schieden (s. Abbildung 5.5B).

Das Verhiltnis (Ratio) aus Milzgewicht zu Korpergewicht ist, unabhidngig des jeweiligen Ge-
schlechts, ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich zwischen IRAGI-WT (gesamt:
0,0025 + 0,0001; minnlich: 0,0024 + 0,0002; weiblich: 0,0026 = 0,0001) und IRAG1-KO
Mausen (gesamt: 0,0028 + 0,0002; ménnlich: 0,0024 £+ 0,0003; weiblich: 0,0031 £ 0,0003) ge-

wesen (s. Abbildung 5.5C). Eine leichte Tendenz zu einer vergroflerten Milz kann bei
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Abbildung 5.5: Milzgewicht, Korpergewicht und Ratio von siecben Wochen alten Miusen.

A: Das Milzgewicht von IRAG1-WT Mausen (gesamt: #n = 9; ménnlich: n = 3; weiblich: n = 6) unterscheidet sich nicht im
Vergleich zum Milzgewicht von IRAG1-KO Méusen (gesamt: n» = 10; ménnlich: n = 4; weiblich: n = 6). B: Es liegen keine
signifikanten Unterschiede zwischen IRAG1-WT (gesamt: n = 9; ménnlich: n = 3; weiblich: n = 6) und IRAG1-KO Méusen
(gesamt: n = 10; ménnlich: n = 4; weiblich: n = 6) in Bezug auf das Kérpergewicht vor. C: Die Ratio aus Milz- zu Kérperge-
wicht ist im Vergleich zwischen IRAG1-WT (gesamt: n = 9; ménnlich: n = 3; weiblich: n = 6) und IRAG1-KO M4iusen (ge-
samt: n = 10; ménnlich: n = 4; weiblich: n = 6) nicht unterschiedlich. Die Datenpunkte symbolisieren den individuellen Wert
der jeweiligen Maus und der Mittelwert + SEM ist mittels der Balken dargestellt.
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weiblichen IRAG1-KO Maéusen und in der Gesamtauswertung der IRAG1-KO Méuse vermutet
werden, was sich durch die leicht groBBere Ratio gegeniiber den Wildtypen zeigt.
Die globale /ragi-Defizienz fiihrt bei siecben Wochen alten Mausen, im Gegensatz zu 15 Wo-

chen alten Mausen (s. 5.3.1), nicht zu einer Vergroferung der Milz.

5.4 Hamatologische Untersuchung von globalen Iragl-defizienten Mausen

Als Folge der gastrointestinalen Blutungen (s. 5.2.1) und der Splenomegalie (s. 5.3.1) bei glo-
balen IRAG1-KO Mausen, sind in diesem Abschnitt die wichtigsten hdmatologischen Parame-
ter untersucht worden. Das Ziel war dabei herauszufinden, ob die gastrointestinalen Blutungen
und die Splenomegalie — dhnlich wie bei globalen Prkg-defizienten Mausen (Foller et al. 2008;

Angermeier et al. 2016) — zu einer Andmie fiihren.

5.4.1 Himatologische Parameter von 15 Wochen alten Miiusen

Um zu verhindern, dass es zu einer Verzerrung bei der Beurteilung der Ergebnisse kommt, sind
die himatologischen Parameter an den Méusen bestimmt worden, bei denen bereits der Ha-
emoccult®-Test (s. 5.2.1) durchgefiihrt und die Milzen (s. 5.3.1) charakterisiert worden sind.
Die Analyse des Hamatokritwertes hat ergeben, dass es bei weiblichen IRAG1-KO Maiusen zu
einer signifikanten Abnahme kommt im Vergleich zu den WT-Wurfgeschwistern (IRAG1-WT:
50,3% + 1,5%; IRAGI1-KO: 43,3% + 2,2%) (s. Abbildung 5.6A). Dieses ist auch bei der Ge-
samtauswertung beider Geschlechter zu beobachten gewesen (IRAG1-WT: 49,9% + 0,9%;
IRAGI-KO: 45,1% =+ 1,4%). Miannliche IRAG1-KO Mause zeigen im Vergleich mit IRAG1-
WT Maiusen zwar auch eine leichte Abnahme des Hématokritwertes (IRAG1-WT:
49,5% = 1,0%; IRAG1-KO: 46,9% =+ 1,7%), diese ist aber nicht signifikant.

Bei der Bestimmung der Erythrozytenzahl ist ein &hnliches Ergebnis zu beobachten gewesen
(s. Abbildung 5.6B). Die Anzahl der Erythrozyten ist bei weiblichen /rag/-defizienten Médusen,
wie schon beim Hamatokritwert, deutlich reduziert gewesen gegeniiber den IRGA1-WT Maiu-
sen (IRAG1-WT: 8,92:10° ul'' £0,38-10° pl''; IRAG1-KO: 5,90-10° plt +0,43-10° pul™t).
Mainnliche IRAG1-WT und IRAG1-KO Miuse haben sich dagegen nur minimal und nicht sig-
nifikant in der Zahl der Erythrozyten unterschieden IRAG1-WT: 9,60-10° ul! + 0,46-10° pl;
IRAG1-KO: 8,58:10° pl't +£0,47-10° ul'"). Die geschlechtsunabhingige Auswertung hat ein

vergleichbares Ergebnis, wie bei den weiblichen /rag/-defizienten Miusen, beziiglich der
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Abbildung 5.6: Hiimatologische Parameter von 15 Wochen alten Méusen.

A: Der Hamatokritwert ist bei weiblichen IRAG1-KO Miusen und in der Gesamtauswertung (gesamt: n = 29; weiblich: n = 14)
signifikant erniedrigt gegeniiber den entsprechenden IRAG1-WT Mausen (gesamt: n = 33; weiblich: n = 16). Bei ménnlichen
Miéusen unterscheidet sich der Himatokrit zwischen den beiden Genotypen nicht (IRAG1-WT: n = 17; IRAG1-KO: n = 15).
B: Die Zahl der Erythrozyten ist bei weiblichen IRAG1-KO Maiusen und in der Gesamtauswertung (gesamt: n = 29; weiblich:
n = 14) verglichen mit den Wildtypen (gesamt: n = 33; weiblich: n = 16) signifikant erniedrigt, wohingegen bei ménnlichen
Méusen kein Unterschied feststellbar war (IRAG1-WT: n = 17; IRAG1-KO: n = 15). C: Durch die /ragl-Defizienz kommt es
bei den IRAG1-KO Miusen (gesamt: » =22; ménnlich: n = 13; weiblich: » =9) im Vergleich zu den IRAG1-WT Maiusen
(gesamt: n =27; mannlich: n = 16; weiblich: n = 11) zu einer signifikanten Reduktion der Himoglobinkonzentration (Hb). D:
Das MCV ist durch die Iragl-Deletion, verglichen mit den entsprechenden IRAG1-WT Maiusen (gesamt: n = 33; weiblich:
n = 16), bei weiblichen IRAG1-KO Miusen und in der Gesamtanalyse (gesamt: n =29; weiblich: n = 14) signifikant erhoht,
wihrend bei médnnlichen Méusen kein Unterschied festzustellen ist IRAG1-WT: n=17; IRAG1-KO: n = 15). E: Weibliche
IRAG1-KO Miuse (n = 9) haben ein signifikant hoheres MCH gegeniiber IRAG1-WT Méusen (n = 11). In der Gesamtauswer-
tung (IRAG1-WT: n =27; IRAG1-KO: n = 22) und bei ménnlichen Méusen (IRAG1-WT: n =27; IRAG1-KO: n = 22) unter-
scheidet sich das MCH nicht zwischen den beiden Genotypen. F: Die Leukozytenzahl unterscheidet sich zwischen IRAG1-
WT (gesamt: » = 15; ménnlich: n = 6; weiblich: n =9) und IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 18; méannlich: n = 4; weiblich:
n = 14) nicht. Die Datenpunkte symbolisieren den individuellen Wert der jeweiligen Maus und der Mittelwert + SEM ist mittels
der Balken dargestellt. Signifikante Unterschiede sind durch (*) (» < 0,05), (**) (» <0,01) und (***) (»p <0,001) verdeutlicht.

Abnahme der Erythrozyten in IRAG1-KO Maiusen im Vergleich mit den Wildtypen ergeben
(IRAG1-WT: 9,27-10° ul'! + 0,30-10° pl''; IRAG1-KO: 7,28-10% plt £ 0,41-10° ul™).

Im Rahmen der himatologischen Charakterisierung von globalen /rag/”"-Miusen ist auch die
Konzentration des Himoglobins (Hb) bestimmt worden. Es ist eine signifikante Reduktion der

Hamoglobinkonzentration bei IRAG1-KO Méiusen gegeniiber den IRAG1-WT Maéusen zu
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beobachten gewesen, sowohl in der geschlechtsunabhingigen Auswertung (IRAGI-WT:
17,6 g-dlI'' £ 0,2 g-dI''; IRAG1-KO: 14,5 g-dI'' + 0,6 g-dl"!) als auch bei ménnlichen (IRAG1-
WT: 17,9 g-dlI' £0,3 g-dl'l; IRAGI-KO: 15,5 g-dl'' £ 0,6 g-dlI"!) und weiblichen Miusen
(IRAG1-WT: 17,2 g-dl'' £ 0,3 g-dlI''; IRAG1-KO: 13,2 g-dl'! + 1,0 g-dI'!) (s. Abbildung 5.6C).
Die Berechnung des mittleren Erythrozytenvolumens (MCV), aus den zuvor bestimmten Ha-
matokritwerten und der Anzahl der Erythrozyten, hat ergeben, dass es bei weiblichen IRAG1-
KO Miusen im Vergleich zu IRAG1-WT Maiusen zu einer signifikanten MCV-Erh6hung ge-
kommen ist (IRAGI-WT: 58,6 fl = 3,7 fl; IRAGI1-KO: 75,7 {1 + 3,6 fl) (s. Abbildung 5.6D).
Diese signifikante Zunahme des MCVs hat sich auch bei der geschlechtsunabhingigen Aus-
wertung bei IRAG1-KO Miusen gezeigt (IRAGI-WT: 55,7 f1+2,11l; IRAGI1-KO:
65,8 f1 + 3,0 f1). Minnliche globale Irag!”"-Miuse haben dagegen kein erhéhtes MCV im Ver-
gleich zu ihren WT-Wurfgeschwistern (IRAG1-WT: 53,0 1f1+£2,21l; IRAGI-KO:
56,6 fl1 + 3.4 fl).

Das mittlere korpuskuldre Hdmoglobin (MCH) — berechnet aus dem Quotienten aus Hamo-
globin und der Anzahl der Erythrozyten — ist nur bei weiblichen IRAG1-KO Méusen signifikant
erhoht gewesen (IRAG1-WT: 18,2 pg £ 0,6 pg; IRAG1-KO: 21,3 pg+ 1,1 pg) (s. Abbildung
5.6E). Bei ménnlichen Mausen (IRAGI1-WT: 19,2 pg + 1,0 pg; IRAG1-KO: 17,5 pg £ 0,5 pg)
und in der Gesamtauswertung (IRAG1-WT: 18,8 pg £+ 0,6 pg; IRAG1-KO: 19,1 pg + 0,8 pg)
ist es zu keiner Verdnderung der MCH-Werte zwischen IRAG1-WT und -KO Méusen gekom-
men.

Um den Uberblick iiber den himatologischen Status der globalen /ragl-defizienten Miuse zu
komplettieren, ist abschlieBend noch die Anzahl der Leukozyten bestimmt worden (s. Abbil-
dung 5.6F). Hierbei sind keine signifikanten Unterschiede in der Leukozytenzahl zwischen den
beiden Genotypen bei minnlichen (IRAGI-WT: 1617 pl™! £ 393 pl'!'; IRAG1-KO: 2600 ul!
+ 582 ul'!) und weiblichen Miusen (IRAG1-WT: 1933 pul! £ 188 ul'; IRAG1-KO: 1586 ul’!
+ 162 ul'!) zu beobachten gewesen. Auch in der Gesamtauswertung sind keine Unterschiede
zwischen den beiden Genotypen festgestellt worden (IRAG1-WT: 1807 ul' = 189 pl;
IRAG1-KO: 1811 pl' £ 189 plh).

Zusammenfassend lésst sich also festhalten, dass die globale /ragl-Defizienz zu einer makro-
zytdren Animie fiihrt, die aber hauptsichlich bei weiblichen Iragl”"-Mausen auftritt. Die An-
zahl der Leukozyten ist dagegen nicht von der fehlenden Expression von IRAG1 betroffen.

68



5 Ergebnisse

5.4.2 Himatologische Parameter von sicben Wochen alten Miiusen

Um die Frage zu beantworten, ob auch junge globale Iragl”-Miuse — dhnlich zu den PKGI-
Rescue Mausen (Foller et al. 2008) — bereits eine Andmie entwickelt haben, sind in einem
ndchsten Schritt bei sieben Wochen alten IRAG1-KO Maiusen ebenfalls die wichtigsten hdma-
tologischen Parameter bestimmt worden. Wie bereits in 5.4.1 dargelegt, sind auch bei dieser
Versuchsreihe die hdmatologischen Parameter der sieben Wochen alten Méuse an den Mausen
bestimmt worden, bei welchen bereits der Haemoccult®-Test (s. 5.2.2) und die Milzen (s. 5.3.2)
charakterisiert worden sind.

Die Hamatokritwerte sind bei IRAG1-KO Maiusen im Vergleich zu den WT-Wurfgeschwistern
bei minnlichen (IRAG1-WT: 49,3% + 1,8%; IRAGI-KO: 48,8% + 0,9%) und weiblichen
(IRAG1-WT: 51,5% + 0,7%; IRAG1-KO: 48,3% =+ 1,0%) Méusen sowie auch in der ge-
schlechtsunabhingigen Auswertung (IRAG1-WT: 50,8% =+ 0,8%; IRAG1-KO: 48,5% + 0,7%)
nicht verdndert gewesen (s. Abbildung 5.7A).

Bei der Anzahl der Erythrozyten hat sich gezeigt, dass eine leichte Erniedrigung der Erythro-
zytenzahl bei IRAG1-KO Tieren im Vergleich zu den WT-Tieren zu beobachten gewesen ist.
Diese Erniedrigung ist aber bei minnlichen IRAG1-WT: 7,57-10° ul'! + 0,49-10° pl'!'; IRAG1-
KO: 6,98:10% pl! £ 0,45-10° ul'!) sowie bei weiblichen Miusen (IRAG1-WT: 7,96:10° ul’!
+0,21-10% pl''; IRAG1-KO: 7,54-10° ul'' £ 0,28-10° pl'') und in der Gesamtauswertung
(IRAG1-WT: 7,83-10% pl't £ 0,21-10° ul''; IRAG1-KO: 7,32-10° ul'! + 0,28-10° pl!) nicht sig-
nifikant unterschiedlich gewesen (s. Abbildung 5.7B).

Die Messungen der Himoglobinkonzentration haben ein dhnliches Ergebnis wie bei den Eryth-
rozyten ergeben (s. Abbildung 5.7C). Das Himoglobin ist in IRAG1-KO Méusen ebenfalls er-
niedrigt im Vergleich zu den Wildtypen. Der Unterschied ist bei ménnlichen (IRAGI1-WT:
15,8 g-dl' £ 0,8 g-dl''; IRAG1-KO: 15,0 g-dl"! £ 0,6 g-dl'!) und weiblichen Miusen (IRAG1-
WT: 15,6 g-dlI'' £ 0,5 g-dl''; IRAG1-KO: 14,4 g-dlI"'' £ 0,4 g-dI'") sowie in der Gesamtauswer-
tung IRAG1-WT: 15,7 g-dlI'! + 0,4 g-dI''; IRAG1-KO: 14,6 g-dl"! + 0,3 g-dI'") aber nicht signi-
fikant.

Das MCYV ist bei beiden Geschlechtern und in der Gesamtauswertung zwischen IRAG1-WT
(gesamt: 65,1 f1 + 1,2 fl; ménnlich: 65,5 {1 + 2,9 fl; weiblich: 64,9 f1 + 1,3 fl) und den IRAGI1-
KO Méusen (gesamt: 67,0 fl + 2,4 fl; mannlich: 71,1 {1 + 5,3 fI; weiblich: 64,3 f1 + 1,5 fl) nicht
verdandert gewesen (s. Abbildung 5.7D). Fiir das MCH hat sich zwischen IRAG1-WT Maiusen
(gesamt: 20,1 pg+ 0,8 pg; ménnlich: 21,2 pg+2,5 pg; weiblich: 19,6 pg+0,5 pg) und
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Abbildung 5.7: Himatologische Parameter von sieben Wochen alten Méusen.

A: Die Hiamatokritwerte unterscheiden sich nicht zwischen IRAG1-WT (gesamt: n = 9; ménnlich: n = 3; weiblich: n = 6) und
IRAG1-KO Miusen (gesamt: » = 9; méannlich: n = 4; weiblich: n =5). B: Bei der Bestimmung der Erythrozytenzahl haben
sich keine Unterschiede zwischen den beiden Genotypen IRAG1-WT (gesamt: n =9; minnlich: n = 3; weiblich: n = 6) und
IRAG1-KO (gesamt: n = 10; ménnlich: n = 4; weiblich: n =6) gezeigt. C: Zwischen IRAG1-KO (gesamt: n = 10; méannlich:
n =4; weiblich: n = 6) und IRAGI-WT Mausen (gesamt: n = 9; ménnlich: n = 3; weiblich: n =6) kommt es unabhingig des
Geschlechts nur zu einer minimalen und nicht signifikanten Erniedrigung der Himoglobinkonzentration (Hb). D: Der Ver-
gleich von IRAG1-WT Méusen (gesamt: n =9; ménnlich: n = 3; weiblich: n=6) mit IRAG1-KO M4iusen (gesamt: n =9;
mannlich: n = 4; weiblich: n = 5) hat keine Unterschiede beziiglich MCV ergeben. E: Wie schon beim MCV liegen auch beim
MCH keine Unterschiede zwischen IRAG1-KO (gesamt: n = 10; ménnlich: n = 4; weiblich: n = 6) und IRAG1-WT Maiusen
(gesamt: n = 9; mannlich: n = 3; weiblich: n = 6) vor. F: Die Anzahl der Leukozyten unterscheidet sich nicht zwischen IRAG1-
KO Maiusen (gesamt: n = 7; méannlich: n = 4; weiblich: n = 3) und den entsprechenden Wildtypen (gesamt: n = 9; mannlich:
n = 3; weiblich: n = 6). Die Datenpunkte symbolisieren den individuellen Wert der jeweiligen Maus und der Mittelwert £+ SEM
ist mittels der Balken dargestellt.

IRAG1-KO Madusen (gesamt: 20,3 pg=+ 1,1 pg; ménnlich: 22,1 pg=+2,4 pg; weiblich:
19,1 pg £ 0,7 pg) ebenfalls kein signifikanter Unterschied gezeigt (s. Abbildung 5.7E).

Auch die Anzahl der Leukozyten ist durch die /rag/-Defizienz nicht beeinflusst. Es sind weder
bei minnlichen (IRAG1-WT: 3425 pl' + 1336 pl'!; IRAGI-KO: 1519 pl! £ 312 pl!) und
weiblichen Miusen (IRAG1-WT: 2025 ul™! + 329 pl''; IRAG1-KO: 1758 pl!' £ 659 ul!) noch
in der Gesamtauswertung (IRAG1-WT: 2492 pl! £ 505 pl!'; IRAG1-KO: 1621 pl™! £ 304 pl'h)
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von IRAG1-KO Miusen signifikante Unterschiede gegentliber IRAG1-WT Maiusen festzustel-
len gewesen (s. Abbildung 5.7F).

Globale Iragi-defiziente Miuse leiden in einem Alter von sieben Wochen somit noch nicht an
einer Andmie. Es ist allerdings eine leichte Tendenz zur Abnahme der Anzahl der Erythrozyten

und des Hamoglobins zu beobachten.

5.4.3 Himatologische Parameter von iiber 54 Wochen alten Miiusen

Als Konsequenz aus den bisherigen Ergebnissen der Blutwerte von Iragl”"-Miusen ist die
Frage aufgekommen, ob die Blutbildung durch die /ragi/-Defizienz beeinflusst sein konnte.
Dies wire eine weitere Ursache fiir die Andmie neben den beschriebenen gastrointestinalen
Blutungen (s. 5.2.1). Um die Funktionalitdt der Blutbildung beurteilen zu kénnen, eignen sich
die Retikulozyten — die direkten Vorlduferzellen der Erythrozyten — besonders gut als Marker.
Von den Retikulozyten ist bekannt, dass sie in globalen Prkgl”"-Miusen erhoht sind (Féller et
al. 2008; Angermeier et al. 2016). Fiir diese Untersuchungen sind sehr alte Miuse (Alter:
> 54 Wochen) verwendet worden, da so sichergestellt ist, dass mit der ermittelten Retikulozy-
tenzahl eine sichere Aussage liber die Blutbildung bei /ragi-defizienten Tieren getroffen wer-
den kann. Allerdings ist bei der Beurteilung der Ergebnisse zu beachten, dass aufgrund des
hohen Alters der Tiere nur eine sehr geringe Gesamtzahl an Tieren und besonders an Iragl™ -
Maiusen zur Verfligung gestanden hat. Deshalb konnte nur bei der geschlechtsunabhéngigen
Auswertung (,,gesamt®) eine statistische Analyse erfolgen.

Die Bestimmung der Hématokritwerte hat gezeigt, dass es in der Gesamtauswertung bei
IRAG1-KO Miusen zu einer signifikanten Abnahme gegentiber den IRAG1-WT Maéusen ge-
kommen ist (IRAGI-WT: 46,6% + 1,3%; IRAG1-KO: 39,8% + 0,6%) (s. Abbildung 5.8A).
Mainnliche und weibliche IRAG1-KO Mause haben ebenfalls niedrigere Himatokritwerte auf-
gewiesen im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypen (ménnlich: IRAGI-WT:
47.5% £ 1,2%; IRAGI-KO: 41,0%; weiblich: IRAGI-WT: 43,0%; IRAGI-KO:
39,3% £ 0,7%).

Wie auch bereits bei den 15 Wochen alten Miusen zu beobachten gewesen ist (s. 5.4.1), ist die
Zahl der Erythrozyten bei sehr alten IRAG1-KO Maéusen in der Gesamtauswertung (IRAG1-
WT: 7,96-10° ul! £ 0,59-10° pl'!; IRAG1-KO: 5,57-10° pl! £ 0,75-10° ul') sowie bei ménnli-
chen (IRAGI-WT: 7,96:10° ul! £ 0,68-10° ul''; IRAG1-KO: 7,79-10° ul') und weiblichen
IRAG1-KO Miusen (IRAG1-WT: 9,04-10° ul'; IRAG1-KO: 4,82-10° plt £ 0,15-10° pl'!) sig-
nifikant reduziert im Vergleich zu IRAG1-WT Mausen (s. Abbildung 5.8B).
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Abbildung 5.8: Himatologische Parameter von iiber 54 Wochen alten Miiusen.

A: Reduktion des Hamatokritwertes in IRAG1-KO Maiusen im Vergleich zu IRAG1-WT Méusen. B: Die Anzahl der Erythro-
zyten ist bei weiblichen IRAG1-KO Maiusen und in der Gesamtauswertung verglichen mit WT-Méusen reduziert. Bei ménnli-
chen Maiusen liegt zwischen den beiden Genotypen kein Unterschied vor. C: Ménnliche IRAG1-KO Méuse zeigen erhohte
Hamoglobinwerte gegeniiber den WT-Kontrollen, wihrend weibliche IRAG1-KO Maiuse und die Gesamtauswertung der
IRAG1-KO Miuse erniedrigte Himoglobinkonzentrationen aufweisen. D: Durch die /ragi/-Defizienz kommt es in der Ge-
samtauswertung und bei weiblichen Méusen zu einer Erhhung und bei ménnlichen Méausen zu einer Erniedrigung des MCVs
verglichen mit IRAG1-WT Maiusen. E: MCH-Werte von /rag/-defizienten Mausen sind im Vergleich mit IRAG1-WT Mausen
erhoht. F: Durch die Jragl-Deletion kommt es in der Gesamtauswertung und bei weiblichen Miusen zu erhohten Retikulozy-
tenzahlen. Ménnliche IRAG1-KO Maéusen haben im Vergleich mit IRAG1-WT Mausen keine verdnderte Anzahl an Reti-
kulozyten. G: Der Retikulozytenproduktionsindex (RPI) ist bei weiblichen IRAG1-KO Méiusen und in der Gesamtauswertung
im Vergleich mit IRAG1-WT Mausen erhoht. Die Datenpunkte symbolisieren den individuellen Wert der jeweiligen Maus
(IRAGI-WT: gesamt: n =5; ménnlich: n = 4; weiblich: n = 1; IRAG1-KO: gesamt: n = 4; ménnlich: n = 1; weiblich: n =3)
und der Mittelwert + SEM ist mittels der Balken dargestellt. Signifikante Unterschiede sind durch (*) (p < 0,05) verdeutlicht.
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Bei den Himoglobinwerten sind deutlich erniedrigte Werte zwischen IRAG1-KO und IRAG1-
WT Miusen, bei weiblichen Miusen (IRAGI-WT: 13,5 g-dl''; IRAG1-KO: 11,9 g-dI'!
+0,6 g-dl'") und in der Gesamtauswertung (IRAG1-WT: 14,5 g-dl"! + 0,3 g-dI''; IRAG1-KO:
13,0 g-dlI'! £ 1,1 g-dl'!), nachgewiesen worden (s. Abbildung 5.8C). Diese haben sich aber nicht
signifikant unterschieden. Bei minnlichen IRAG1-KO Mausen ist es im Vergleich mit Wild-
typméusen dagegen zu einer Erhdhung des Hémoglobinwertes gekommen (IRAGI-WT:
14,7 g-dlI'' £ 0,2 g-dI''; IRAG1-KO: 16,1 g-dI'!).

Die Werte fiir das MCV sind bei IRAG1-KO Maiusen gegeniiber den IRAG1-WT Maiusen in
der Gesamtauswertung (IRAG1-WT: 59,9 fl1 £ 4,9 fl; IRAG1-KO: 74,5 fl = 7,8 fl) und bei den
weiblichen Méusen (IRAG1-WT: 47,6 fl; IRAG1-KO: 81,8 fl £ 3,8 fl) nicht signifikant erh6ht
gewesen (s. Abbildung 5.8D). Bei minnlichen IRAG1-KO Maéusen sind erniedrigte MCV-
Werte im Vergleich zu den WT-Méusen festgestellt worden (IRAGI1-WT: 63,0 fl 4,9 fl;
IRAG1-KO: 52,6 fl). Dieses Resultat hat sich auch bei der Berechnung des MCHs ergeben
(gesamt: IRAG1-WT: 18,7 pg = 1,6 pg; IRAG1-KO: 23,8 pg + 1,8 pg; minnlich: IRAGI-WT:
19,6 pg+ 1,7 pg; IRAGI-KO: 20,7 pg; weiblich: IRAGI-WT: 14,9 pg; IRAGI1-KO:
24,9 pg = 2,1 pg) (s. Abbildung 5.8E).

In der Gesamtauswertung und bei weiblichen Miusen ist eine erhohte Anzahl der Retikulozyten
in IRAGI-KO Miusen im Vergleich zu IRAGI-WT Maiusen (gesamt: IRAGI-WT:
31,8%0 = 7,4%0; IRAG1-KO: 224,9%0 + 69,8%0; weiblich: IRAG1-WT: 58,0%0; IRAG1-KO:
291,9%0 + 27,8%0) beobachtet worden (s. Abbildung 5.8F). Minnliche IRAG1-KO Méiuse ha-
ben keine verdnderte Retikulozytenzahl gegeniiber den Wildtypen aufgewiesen (IRAGI-WT:
31,8%o0 + 4,5%0; IRAG1-KO: 24,0%o0).

Um die vorliegende Andmie nun genauer zu charakterisieren, ist liber die Anzahl der Reti-
kulozyten der Retikulozytenproduktionsindex (RPI) berechnet worden. Der RPI ist — wie auch
die Zahl der Retikulozyten — bei weiblichen Mausen (IRAGI-WT: 5,00; IRAGI1-KO:
20,00 £2,51) und in der Gesamtauswertung (IRAGI-WT: 3,54+0,67; IRAGI1-KO:
15,48 +4,89) bei IRAG1-KO Tieren im Vergleich mit den Wildtypen erhoht (s. Abbildung
5.8G). Keine Unterschiede hat die Berechnung des RPIs zwischen ménnlichen IRAG1-KO und
IRAGI-WT Maéusen (IRAG1-WT: 3,18 £0,73; IRAG1-KO: 1,80) ergeben.

Iragl-defiziente Méuse — die ein sehr hohes Alter aufweisen — leiden ebenfalls an einer Andmie,

bei einer — durch den erh6hten RPI bedingt — addquaten Regeneration des Blutes.
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5.5 Charakterisierung der Animie Iragl-defizienter Miuse

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die /ragl-Defizienz zu einer Andmie (s. 5.4.1,
5.4.3) — vermutlich bedingt durch die gastrointestinalen Blutungen (s. 5.2.1) — fiihrt. Um nun
zu kldren, um was fiir eine Art von Andmie es sich handelt, sind weitere Untersuchungen durch-
gefiihrt worden. Von globalen PrkgI-defizienten Miusen, deren Phinotypen eine gewisse Ahn-
lichkeit zu den Phanotypen globaler /ragi-defizienter Mduse aufweisen, ist bekannt, dass diese
unter anderem an einem Eisenmangel leiden (Angermeier et al. 2016). Deshalb ist bei der wei-
teren Charakterisierung der Anidmie auch ein Schwerpunkt in Hinblick auf einen moglichen

Eisenmangel gelegt worden.

5.5.1 Plasmaeisenkonzentration von IRAG1-WT und IRAG1-KO Miusen

Iragl-defiziente Méuse weisen erniedrigte Hamoglobinkonzentrationen auf (s. Abbildung
5.6C). Ein erniedrigter Hamoglobinwert ist ein mdglicher Hinweis auf einen Eisenmangel
(Clark 2008). Aus diesem Grund ist das Plasma von IRAG1-KO Méusen untersucht worden.

Die Plasmaeisenkonzentration von weiblichen IRAG1-KO Maéusen ist im Vergleich zu den ent-
sprechenden Wildtypwurfgeschwistern signifikant erniedrigt gewesen (IRAGI-WT:
183,91 pg-dl'! 20,08 ug-dl''; IRAG1-KO: 106,56 pg-dl'! + 19.96 pg-dl'!) (s. Abbildung 5.9).
Dieses Resultat hat sich auch in der Gesamtauswertung (IRAG1-WT: 177,75 pg-dl’!
+ 13,37 pg-dl'; IRAG1-KO: 122,07 pg-dl! + 16,15 pg-dl'!) gezeigt. Minnliche IRAG1-KO
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Abbildung 5.9: Konzentration von Eisen im Plasma von 15 Wochen alten Miusen.

Die Konzentrationen des Eisens im Plasma von frag/-defizienten Méusen ist bei weiblichen Méausen und in der Gesamtaus-
wertung signifikant erniedrigt im Vergleich zu den entsprechenden IRAG1-WT Méusen. Zwischen méannlichen IRAG1-WT
und IRAG1-KO Miusen kommt es zu keiner signifikanten Verdnderung der Konzentration von Eisen im Plasma. Die Daten-
punkte symbolisieren den individuellen Wert der jeweiligen Maus (IRAG1-WT: gesamt: n = 15; ménnlich: n = 7; weiblich:
n=8; IRAG1-KO: gesamt: n = 12; ménnlich: n = 6; weiblich: n = 6) und der Mittelwert = SEM ist mittels der Balken darge-
stellt. Signifikante Unterschiede sind durch (*) (p <0,05) verdeutlicht.
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Maiuse haben zwar ebenfalls eine leicht erniedrigte Plasmaeisenkonzentration verglichen mit
den Wildtypen (IRAGI-WT: 170,70 pg-dl'' £ 18,43 pg-dl''; IRAGI-KO: 137,59 pg-dl'!
+ 25,56 pg-dl!), dieser Unterschied ist aber nicht signifikant.

5.5.2 Proteinexpression der Ferritin Light Chain in Milz und Leber

Zur weiteren Charakterisierung der Andmie ist zusitzlich die Proteinexpression der Ferritin
Light Chain (FLC) mittels Western Blot in Milzen und Lebern untersucht worden. Mit Hilfe
der FLC — einem Bestandteil des Proteins Ferritin — kann eine Aussage iiber die Eisenspeicher
getroffen werden und so ist eine bessere Charakterisierung der Andmie moglich (Silva and
Faustino 2015).

Die Proteinexpression der FLC in Milzen von méannlichen und weiblichen IRAG1-KO Méusen
ist im Vergleich zu den IRAGI1-WT Mausen signifikant reduziert gewesen, ebenso wie bei der

geschlechtsunabhéngigen Analyse (s. Abbildung 5.10A, B).
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Abbildung 5.10: Proteinexpression der Ferritin Light Chain in Milz und Leber.

A, B: Reprisentative Proteinexpression der Ferritin Light Chain (FLC) in Milzen (A) und Quantifizierung der FLC-Expression
(B) von IRAGI-WT (WT) und IRAG1-KO (KO) Méusen. C, D: Reprisentative Proteinexpression der FLC in der Leber (C)
und Quantifizierung der FLC-Expression (D) von IRAG1-WT und IRAG1-KO Méusen. In den Grafiken B und D ist der Mit-
telwert = SEM dargestellt und die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der jeweils untersuchten Méuse wieder. Signifikante
Unterschiede sind durch (*) (p <0,05), (**) (p <0,01) und (***) (p < 0,001) verdeutlicht. Aufnahmen des Totalproteins (TP)
sind in Kapitel 8.1 (s. Abbildung 8.1) zu finden.
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Bei der Analyse der Lebern hat sich ein dhnliches Bild ergeben. Die FLC-Expression ist eben-
falls in den IRAG1-KO Maiusen gegeniiber den Wildtypméausen erniedrigt gewesen. Allerdings
ist der beobachtete Unterschied nur bei den weiblichen Méusen und in der geschlechtsunabhén-
gigen Auswertung signifikant (s. Abbildung 5.10C, D).

In Verbindung mit der erniedrigten Plasmaeisenkonzentration (s. 5.5.1) und der reduzierten
Proteinexpression der FLC fiihrt die /rag/-Deletion zu einem Eisenmangel, der — wie auch
schon andere Daten dieser Arbeit gezeigt haben — hauptséchlich bei weiblichen Irag!”-Miusen

vorzufinden ist.

5.5.3 Expression der mRNA von Hamp und Tfrl in der Leber

Globale Iragi-defiziente Mause leiden an einem Eisenmangel. Daraus hat sich die Frage erge-
ben, ob die Abwesenheit von IRAG1 eventuell die Aufnahme von Eisen beeinflussen konnte.
Gute Marker zur Beurteilung der Eisenaufnahme sind Hepcidin (Hamp) und der Transferrin-
Rezeptor 1 (Tfrl) (Hentze et al. 2010). Aus diesem Grund sind deren mRNA-Expressionen in
der Leber untersucht worden.

Die mRNA-Spiegel von Hamp sind bei IRAG1-KO Maiusen im Vergleich zu den IRAGI-WT
Maiusen bei beiden Geschlechtern und in der gemeinsamen Auswertung signifikant reduziert
(s. Abbildung 5.11A). Ein Unterschied in der Expression von 7fr/ ist dagegen zwischen den
beiden Genotypen nicht gefunden worden (s. Abbildung 5.11B).

Iragl-defiziente Méuse haben somit — bedingt durch die reduzierte mRNA von Hamp — keine

Hemmung der Eisenaufnahme oder Eisenfreisetzung im Korper.
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Abbildung 5.11: mRNA-Expression von Hepcidin und des Transferrin-Rezeptors 1.

In der Leber von 15 Wochen alten IRAG1-WT und IRAG1-KO M4usen ist die mRNA-Expression von Hepcidin (Hamp) und
des Transferrin-Rezeptors 1 (7fr]) untersucht worden. A: Die mRNA-Expression von Hamp ist in IRAG1-KO Maiusen signi-
fikant niedriger im Vergleich zu IRAG1-WT Maiusen. B: Die Expression der mRNA von Tfi-/ wird durch die Jragl-Defizienz
nicht beeinflusst. In den Grafiken ist der Mittelwert £ SEM dargestellt und die Zahlen in den Balken geben die Anzahl der
jeweils untersuchten Méuse wieder. Signifikante Unterschiede sind durch (*) (p <0,05) und (***) (p < 0,001) verdeutlicht.
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5.5.4 Eisenfiarbung der Milz

In einem abschlieBenden Schritt sind histologische Schnitte der Milzen von IRAG1-WT und
IRAGI1-KO Miusen mittels Berliner-Blau-Reaktion gefarbt worden. Durch die Farbung wird
das in Makrophagen gespeicherte Eisen dargestellt, das diese durch Phagozytose der Erythro-
zyten aufnehmen (Liillmann-Rauch 2015).

Die Auswertung der Schnitte zeigt dabei, dass sich das Eisen (blaue Farbung) sowohl in ménn-
lichen als auch in weiblichen Milzen von IRAG1-WT Méusen gut in den Makrophagen darstel-
len ldsst (s. Abbildung 5.12). Dabei sind die Makrophagen in der roten Pulpa der Milz lokali-

siert. In der weillen Pulpa ist keine Blaufarbung zu erkennen.

mannlich weiblich

IRAG1-WT

IRAG1-KO

Abbildung 5.12: Eisenfirbung der Milz von IRAG1-WT und IRAG1-KO Miiusen.

Reprisentative Paraffinschnitte der Milzen von IRAG1-WT und IRAG1-KO Maiusen, bei denen mittels Berliner-Blau-Reaktion
das in den Makrophagen gespeicherte Eisen (blau) dargestellt wird. In Milzen von IRAG1-WT Mausen ist eine ausgeprigte
Blaufirbung in der roten Pulpa zu erkennen. In ménnlichen IRAG1-KO Méusen ist die Eisenfarbung etwas schwicher ausge-
préagt, wahrend in den Milzen weiblicher IRAG1-KO Maéuse keine Farbung zu erkennen ist.
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Betrachtet man die Milzen der [ragl-defizienten Miuse, so ist die Blaufarbung bei den mann-
lichen Méusen, verglichen mit den entsprechenden Wildtypen, deutlich reduziert. Bei den weib-
lichen Miusen ist kaum bis gar keine Eisenfarbung mehr nachzuweisen (s. Abbildung 5.12).

Der Eisenmangel der Iragl-defizienten Méuse ldsst sich somit auch in der Milz mittels histo-

logischer Techniken darstellen und bestétigen.

5.5.5 Konzentration von Vitamin B12 und Folat im Plasma

Eine makrozytire Andmie — wie sie bei den lragl-defizienten Méusen (s. Abbildung 5.6D)
vorliegt — kann eine mogliche Folge eines Mangels an Vitamin B12 und/oder Folat sein. Aus
diesem Grund sind die Konzentrationen von Vitamin B12 und Folat in Plasmaproben von
IRAG1-WT und IRAG1-KO Méusen (Alter: 13-14 Wochen) mittels ELISA bestimmt worden.
Die Vitamin B12 Spiegel der weiblichen IRAG1-KO Méuse sind signifikant erniedrigt im Ver-
gleich zu den WT-Miusen (IRAGI-WT: 51,44 ng-dl'! +3,26 ng-dl’'; IRAGI1-KO:
41,23 ng-dl'! + 2,37 ng-dI'") (s. Abbildung 5.13A). Die Werte fiir das Vitamin B12 sind in der
Gesamtauswertung ebenfalls erniedrigt gewesen im Vergleich mit den Wildtypen, allerdings
ist der Unterschied nicht signifikant (IRAG1-WT: 55,83 ng-dl"! + 2,68 ng-dlI''; IRAG1-KO:
49,64 ng-dl'! + 3,42 ng-dI'"). Bei ménnlichen M#usen ist kein Unterschied zwischen den beiden
Genotypen nachzuweisen gewesen (IRAG1-WT: 59,73 ng-dl'! + 3,86 ng-dl"!; IRAG1-KO:
59,26 ng-dl'! £ 4,71 ng-dI'").

Bei den Werten fiir das Folat ist kein Unterschied bei den ménnlichen Miusen feststellbar

(IRAG1-WT: 2160,14 ng-dl"! + 252,39 ng-dl'}; IRAG1-KO: 2167,70 ng-dl"! + 191,09 ng-dI'")
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Abbildung 5.13: Plasmakonzentration von Vitamin B12 und Folat.

A: Die Konzentration von Vitamin B12 ist in weiblichen IRAG1-KO Méusen (n = 8) signifikant niedriger als bei IRAG1-WT
Méusen (n = 8). Zwischen méannlichen IRAG1-WT Maiusen (z = 9) und IRAG1-KO Méiusen (n = 7) sowie in der Gesamtaus-
wertung (IRAG1-WT: n = 17; IRAG1-KO: n = 15) unterscheiden sich die Konzentrationen von Vitamin B12 nicht. B: In weib-
lichen IRAG1-KO Méusen (n =9) und in der Gesamtauswertung der IRAG1-KO Miuse (n = 16) ist die Folatkonzentration
signifikant hoher im Vergleich zu den entsprechenden WT-Méusen (gesamt: n = 15; weiblich: n = 16). Die Konzentration von
Folat hat sich bei midnnlichen Mausen zwischen den beiden Genotypen nicht unterschieden (IRAG1-WT: n = 8; IRAG1-KO:
n = 7). Die Datenpunkte symbolisieren den individuellen Wert der jeweiligen Maus und der Mittelwert + SEM ist mittels der
Balken dargestellt. Signifikante Unterschiede sind durch (*) (p < 0,05) und (***) (p <0,001) verdeutlicht.
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(s. Abbildung 5.13B). Weibliche IRAG1-KO Maiuse haben dagegen signifikant hohere Folat-
konzentrationen im Vergleich zu den Wildtypmiusen (IRAG1-WT: 1882,09 ng-dl’!
+ 125,81 ng-dl'!; IRAG1-KO: 3407,64 ng-dl"! + 219,49 ng-dl'!). Dies ist auch bei der Gesamt-
analyse zu beobachten gewesen (IRAG1-WT: 2030,39 ng-dl"! = 146,72 ng-dl'!; IRAG1-KO:
2865,17 ng-dl'! + 214,63 ng-dl™).

Die globale Iragi-Defizienz fiihrt somit zu einer Hypocobalaminéimie, bei unveridnderten Kon-

zentrationen des Folats.

5.6 Histologische Untersuchung des Duodenums

Von globalen Prkgl-defizienten Méusen ist bekannt, dass diese gastrointestinale Blutungen
entwickeln und duodenale Ulcera als Ursache angenommen werden (Singh et al. 2012; Anger-
meier et al. 2016). Iragl-defiziente Miuse weisen ebenfalls gastrointestinale Blutungen auf (s.
5.2.1) und haben generell einen sehr dhnlichen pathophysiologischen Phinotyp wie die globa-
len Prkgl-defizienten Méause. Aus diesem Grund sind Duodena von /ragl-defizienten Mausen
untersucht worden.

Die mikroskopische Betrachtung der Querschnitte der Duodena hat bei der Auswertung keine
Unterschiede zwischen IRAG1-WT und IRAGI1-KO Méusen und zwischen den beiden Ge-
schlechtern ergeben (s. Abbildung 5.14).

Der mikroskopische Aufbau ist in allen Organen regelgerecht und es haben sich auch keine
Hinweise auf Ulcera oder sonstige Blutungsereignisse gezeigt.

Es kann somit angenommen werden, dass duodenale Ulcera nicht ursdchlich fiir die gastroin-

testinalen Blutungen bei /rag/”"-Mausen sind.
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Abbildung 5.14: Histologische Untersuchung des Duodenums.

Repriésentative Paraffinschnitte von Duodena méannlicher und weiblicher 15 Wochen alter IRAG1-WT und IRAG1-KO Méuse,
die mittels PAS-Féarbung geférbt wurden. Der Vergleich der Schnitte zwischen Wildtypen und Iragl-defizienten Mausen hat
keine auffallenden Verdnderungen gezeigt, die auf einen Ulcus oder dessen Entstehung hindeuten wiirden.

5.7 Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges in verschiede-

nen Organen Iragl-defizienter Méuse

Die Lokalisation und Expression von IRAGI korreliert mit der der PGKIp in verschiedenen

“-M4use leiden unter anderem

murinen Geweben (Geiselhoringer et al. 2004a). Globale Prgkl
an einem pathologischen gastrointestinalen Phinotyp. Dieser Phédnotyp ist in abgeschwichter
Form auch bei globalen Irag!”"- und Iragl4'?4°-M#usen zu finden (Pfeifer et al. 1998; Geisel-
horinger et al. 2004b; Desch et al. 2010). Um nun den Einfluss der /ragl-Deletion auf diesen
Phénotyp zu untersuchen, ist die Expression wichtiger Proteine des cGMP/PKGI-Signalweges
in Colon, Milz und Magen mittels Western Blot bei 15 Wochen alten Mausen untersucht wor-

den.
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5.7.1 Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges im Colon

Die Proteinexpression von IRAG1 ist in den Cola von ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT
Maiusen nicht unterschiedlich gewesen (s. Abbildung 5.15A, G). Der IP3R-I — ein Interaktions-
partner von IRAGI — ist durch die /ragl-Defizienz in mannlichen und weiblichen Mausen so-
wie in der Gesamtanalyse signifikant geringer exprimiert gegeniiber den entsprechenden Wild-
typ-Maiusen (s. Abbildung 5.15B, G). Der zweite Interaktionspartner von IRAG1 — die PKGIf
— ist ebenfalls in der Proteinexpression beeinflusst. Wie bereits der IP;R-I ist auch die PKGIf

in den ménnlichen und weiblichen IRAG1-KO Maiusen und in der gemeinsamen Auswertung
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Abbildung 5.15: Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges im Colon.

Représentative Western Blots der untersuchten Proteine von 15 Wochen alten IRAG1-WT (WT) und IRAG1-KO (KO) Miusen
(A-F) sowie die statistische Auswertung (G) der quantifizierten Western Blots. A: Die Expression von IRAG1 unterscheidet
sich nicht zwischen den Cola von ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT Méusen (gesamt: » = 18; ménnlich: n = 10; weiblich:
n = 8). In Cola von IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 22; ménnlich: n = 11; weiblich: » = 11) konnte IRAG1 nicht detektiert
werden. B: Der repréisentative Western Blot des IP3R-I zeigt, dass es durch die /rag/-Defizienz zu einer signifikanten Reduk-
tion der Proteinmenge an IP3R-I in IRAG1-KO Maéusen (gesamt: n = 22; ménnlich: » = 11; weiblich: n = 11) im Vergleich zu
deren WT-Wurfgeschwistern kommt (gesamt: n = 21; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 10). C: Im Vergleich zwischen IRAG1-
WT (gesamt: n = 24; méannlich: n = 12; weiblich: n = 12) und IRAG1-KO Miusen (gesamt: n = 22; ménnlich: n = 11; weiblich:
n = 11) kommt es durch das Fehlen von IRAGT1 zu einer deutlichen geschlechtsunabhéngigen Reduktion der PK GIB-Expression
in den IRAG1-KO Maiusen. D: Zwischen IRAG1-WT Maéusen (gesamt: n = 22; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 11) und fragi-
defizienten Méusen (gesamt: n = 20; ménnlich: » = 10; weiblich: n = 10) sind keine Unterschiede in der Expression der PKGla
erkennbar. E: In den Cola von IRAG1-KO Maiusen (gesamt: #n = 21; ménnlich: n = 10; weiblich: n = 11) ist die Expression des
IP3R-III reduziert im Vergleich mit IRAG1-WT Maiusen (gesamt: #n = 17; ménnlich: n = 9; weiblich: n = 8). F: Die Expression
der NO-GC-f1 ist zwischen IRAGI-WT (gesamt: n = 23; ménnlich: n = 12; weiblich: n=11) und IRAG1-KO M4iusen (ge-
samt: n =22; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 11) nicht verdndert. G: Quantifizierung und statistische Auswertung der Protei-
nexpressionen (A-F) von IRAG1-WT und IRAG1-KO Miéusen — getrennt nach Geschlechtern (ménnlich (ménnl.); weiblich
(weibl.)) und geschlechtsunabhéngig (gesamt (ges.)). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM und signifikante Unterschiede sind
durch (*) (p <0,05), (**) (p <0,01) sowie (***) (p <0,001) verdeutlicht. Authahmen des Totalproteins (TP) sind in Kapitel
8.1 (s. Abbildung 8.2) zu finden.
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beider Geschlechter deutlich reduziert in der Proteinexpression gegeniiber den IRAGI1-WT
Maiusen (s. Abbildung 5.15C, G). Die PKGla ist dagegen durch die fragl-Deletion nicht in
ihrer Proteinexpression im Vergleich mit den Wildtypwurfgeschwistern beeinflusst worden (s.
Abbildung 5.15D, G). Bei weiblichen IRAG1-KO Méusen ist die Expression des Inositol-1,4,5-
trisphosphat Rezeptors III (IP3R-III) leicht, aber signifikant verringert gewesen, wie auch in der
Gesamtauswertung (s. Abbildung 5.15E, G). Minnliche IRAG1-KO Miuse haben dagegen
keine verdnderte Expression des IP3R-III gezeigt. Die Expression der fi-Untereinheit der NO-
GC (NO-GC-B1) hat sich zwischen den Genotypen nicht unterschieden (s. Abbildung 5.15F,
G).

Zusammenfassend lésst sich also feststellen, dass es durch die /rag/-Deletion in den Cola zu
einer deutlichen Abnahme der Proteinexpression der beiden Interaktionspartner von IRAGI —

PKGIp und IP3;R-I — kommt.

5.7.2 Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges in der Milz

In Milzen ménnlicher und weiblicher IRAG1-WT Maéuse ist die Expression von IRAG1 nicht
unterschiedlich, wihrend in den Milzen von /lragl-defizienten Médusen erwartungsgemal kein
IRAGI nachgewiesen worden ist (s. Abbildung 5.16A, G). Die Expression des IP3R-I ist bei
Iragl-defizienten Mausen hochreguliert gewesen im Vergleich mit den IRAG1-WT Maiusen (s.
Abbildung 5.16B, G). Diese Hochregulation ist allerdings nur in der Gesamtauswertung und
bei ménnlichen Méusen signifikant gewesen. Bei der Proteinexpression der PKGIP kommt es
durch das Fehlen von IRAGI in der Milz zu einer deutlichen Verdnderung (s. Abbildung 5.16C,
G). Die Iragl-defizienten Méuse haben — unabhingig des Geschlechts — eine deutliche und
signifikant reduzierte Expression der PKGI gegeniiber den IRAG1-WT Maéusen. Dieses Phi-
nomen konnte dabei auch in der Gesamtanalyse beobachtet werden. Obwohl die PKGIa kein
Interaktionspartner von IRAGI ist, ist auch deren Proteinexpression durch die /ragi/-Deletion
beeinflusst. /ragl-defiziente Tiere weisen in der Milz eine erh6hte PKGla-Expression auf, ver-
glichen mit den Wildtypen (s. Abbildung 5.16D, G). Die Expression hat sich aber nur bei den
weiblichen Miusen und in der Gesamtauswertung signifikant unterschieden. Ahnlich zur Ex-
pression der PKGla ist die Expression des IP3R-III bei IRAG1-KO Maéusen leicht erh6ht im
Vergleich mit IRAG1-WT Mausen (s. Abbildung 5.16E, G). Eine signifikante Zunahme ist aber
nur in der Gesamtauswertung festgestellt worden. Die NO-GC-f1 ist in der Milz von ménnli-
chen und weiblichen IRAG1-KO Maiusen sowie in der Gesamtauswertung der IRAG1-KO
Mause gegeniiber den IRAG1-WT Maiusen signifikant erhoht (s. Abbildung 5.16F, G).
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Abbildung 5.16: Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges in der Milz.

Représentative Western Blots der untersuchten Proteine von 15 Wochen alten IRAG1-WT (WT) und IRAG1-KO (KO) Miusen
(A-F) sowie die statistische Auswertung der Quantifizierung der Western Blots (G). A: In der Expression von IRAG1 sind
zwischen ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT Méiusen (gesamt: n = 23; méannlich: n = 11; weiblich: n = 12) keine Unter-
schiede zu erkennen gewesen und eine Detektion von IRAG1 war bei IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 24; ménnlich: n = 12;
weiblich: n = 12) nicht méglich. B: In IRAG1-KO Miusen (gesamt: n = 22; méannlich: n = 12; weiblich: n = 10) kommt es zu
einer Zunahme der IP3R-I-Expression im Vergleich zu IRAG1-WT Méusen (gesamt: n = 22; méannlich: n = 11; weiblich:
n=11). C: Durch die [ragl-Defizienz kommt es zu einer deutlichen geschlechtsunabhingigen Reduktion der PKGIB-Expres-
sion in den IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 22; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 11) gegeniiber den Wildtypwurfgeschwistern
(gesamt: n = 24; ménnlich: n = 12; weiblich: n = 12). D: In Folge der /ragi-Defizienz kommt es im Vergleich mit IRAG1-WT
Miéusen (gesamt: n = 22; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 11) bei IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 24; mannlich: n = 12; weib-
lich: n = 12) zu einer Zunahme der PKGla-Proteinexpression. E: IRAG1-KO Méuse (gesamt: n = 23; ménnlich: n = 12; weib-
lich: n = 11) zeigen in der Milz eine erhéhte IPsR-ITI-Proteinexpression im Vergleich zu IRAG1-WT Mausen (gesamt: n = 23;
ménnlich: n = 11; weiblich: n =12). F: Der Vergleich der Proteinexpression der NO-GC-B1 zwischen IRAG1-WT (gesamt:
n =24; mannlich: n = 11; weiblich: n =13) und IRAG1-KO Maéusen (gesamt: n =22; méinnlich: n = 11; weiblich: n=11)
ergibt, dass IRAG1-KO Méuse eine hohere Proteinexpression der NO-GC-B1 in der Milz aufweisen. G: Quantifizierung und
statistische Auswertung der Proteinexpressionen (A-F) von IRAG1-WT und IRAG1-KO Miusen — getrennt nach Geschlech-
tern (ménnlich (ménnl.); weiblich (weibl.)) und geschlechtsunabhéngig (gesamt (ges.)). Dargestellt ist der Mittelwert + SEM
sowie die signifikanten Unterschiede, die durch (*) (p <0,05), (**) (p <0,01) und (***) (p < 0,001) gekennzeichnet sind. Auf-
nahmen des Totalproteins (TP) sind in Kapitel 8.1 (s. Abbildung 8.3) zu finden.

Die Iragi-Deletion fiihrt somit — wie auch im Colon — zu einer Verdnderung der Proteinexpres-

sion relevanter Proteine des cGMP/PKGI-Signalweges.
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5.7.3 Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges im Magen

Wie schon bereits beim Colon (s. 5.7.1) und bei der Milz (s. 5.7.2) beobachtet worden ist, ist
auch beim Magen die IRAGI1-Expression zwischen weiblichen und ménnlichen IRAG1-WT
Mausen nicht unterschiedlich (s. Abbildung 5.17A, G). Auch die Proteinexpression des IP3R-1
(s. Abbildung 5.17B, G) und der PKGIp (s. Abbildung 5.17C, G) sind im Magen von IRAG1-
KO Mausen signifikant reduziert gegeniiber den IRAG1-WT Mausen. Diese Reduktion ist ge-
schlechtsunabhingig, analog zu den Beobachtungen im Colon (s. 5.7.1). Die PKGla ist dagegen
— wie auch in der Milz (s. 5.7.2) — in IRAG1-KO Madusen stirker exprimiert gewesen im Ver-
gleich mit den WT-Méusen (s. Abbildung 5.17D, G). Der Unterschied zwischen IRAG1-KO
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Abbildung 5.17: Expression von Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges im Magen.

Représentative Western Blots der untersuchten Proteine von 15 Wochen alten IRAGI-WT (WT) und IRAG1-KO (KO) Miusen
(A-F) sowie die statistische Auswertung der Quantifizierung der Western Blots (G). A: Die IRAG1-Expression ist zwischen
ménnlichen und weiblichen IRAGI-WT Mausen (gesamt: n =22; méannlich: n = 12; weiblich: n = 10) nicht unterschiedlich.
Erwartungsgemadl ist eine Detektion von IRAG1 bei IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 23; méannlich: n = 11; weiblich: n = 12)
nicht moglich gewesen. B: IRAG1-KO Maiuse (gesamt: n = 22; ménnlich: n = 12; weiblich: n = 10) haben eine reduzierte
IP3R-I-Proteinexpression im Vergleich zu IRAG1-WT Méusen (gesamt: n = 22; méannlich: n = 12; weiblich: n = 10). C: Bei
IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 23; méannlich: n = 11; weiblich: n = 12) kommt es zu einer deutlichen geschlechtsunabhén-
gigen Reduktion der PKGIB-Expression im Vergleich zu IRAG1-WT Mausen (gesamt: » =23; ménnlich: n = 12; weiblich:
n = 11). D: Die Expression der PKGla ist bei IRAG1-KO Maiusen (gesamt: n = 21; ménnlich: n = 10; weiblich: n = 11) gegen-
tiber IRAGI-WT Maéusen (gesamt: n = 24; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 13) erhoht. E: Zwischen IRAG1-KO Miusen (ge-
samt: n = 22; ménnlich: n = 10; weiblich: n = 12) und IRAG1-WT Mausen (gesamt: n = 24; ménnlich: n = 11; weiblich: n = 13)
liegt kein Unterschied in der Proteinexpression des IP3R-III vor. F: Die Expression der NO-GC-B1 ist zwischen IRAGI-WT
(gesamt: n = 23; ménnlich: n = 11; weiblich: n =12) und IRAG1-KO Miusen (gesamt: n = 25; ménnlich: n = 12; weiblich:
n = 13) nicht verdndert. G: Quantifizierung und statistische Auswertung der Proteinexpressionen (A-F) von IRAG1-WT und
IRAG1-KO Méusen — getrennt nach Geschlechtern (ménnlich (ménnl.); weiblich (weibl.)) und geschlechtsunabhéngig (gesamt
(ges.)). Dargestellt ist der Mittelwert = SEM und signifikante Unterschiede, die durch (*) (p < 0,05), (**) (p <0,01) und (***)
(p <0,001) verdeutlicht sind. Aufnahmen des Totalproteins (TP) sind in Kapitel 8.1 (s. Abbildung 8.4) zu finden.

84



5 Ergebnisse

und -WT Maiusen ist aber nur bei ménnlichen Mausen und in der Gesamtanalyse signifikant.
Die Proteinexpression des IP3R-III und der NO-GC-f1 ist in IRAG1-KO Méusen nicht durch
die Iragl-Deletion beeinflusst worden (s. Abbildung 5.17E, F, G).

Im Magen kommt es also — wie bereits im Colon und in der Milz beobachtet — in Folge des
Fehlens von IRAG1 zu einer Verdnderung der Expression relevanter Proteine des cGMP/PKGI-

Signalweges.

5.8 Analyse der mRNA-Expression relevanter Gene des ¢cGMP/PKGI-

Signalweges

Wie im vorherigen Kapitel dargelegt, unterscheidet sich die Expression bestimmter Proteine
zwischen Iragl-defizienten Mausen und Wildtypen in Colon, Milz und Magen (s. 5.7). In Folge
dieses Befundes hat sich die Frage nach der Ursache der verdnderten Expression in den Organen
der IRAG1-KO Mause gestellt. Hierfiir gibt es zwei mogliche Erklarungen. Die erste Moglich-
keit wire, dass es durch die /rag/-Defizienz zu einer verdnderten Expression der betreffenden
Gene kommt. Als zweite Moglichkeit kommen posttranslationale Ereignisse in Betracht. Das
heifit, dass nicht die Expression des jeweiligen Gens durch die /ragi-Deletion verdndert ist,
sondern dass es durch das Fehlen des Proteins IRAG1 beispielsweise zu beschleunigten Ab-
bauprozessen dieser Proteine kommen kann. Um nun herauszufinden, inwieweit die /ragl-De-
fizienz einen Einfluss auf die Genexpression hat, ist die Expression der Gene — deren Protein-
expression zuvor bestimmt wurde — untersucht worden.

Die mRNA-Expression des Gens /lragl, das fiir das Protein IRAG1 codiert, ist in den Milzen
von weiblichen IRAG1-WT Méusen gegeniiber den ménnlichen Méusen signifikant erhoht ge-
wesen. Im Magen hat sich genau der gegenteilige Befund gezeigt. Hier ist die mRNA-Expres-
sion bei den ménnlichen WT-Méusen signifikant erh6ht im Vergleich zu den weiblichen Méu-
sen (s. Abbildung 5.18A). Dagegen haben sich im Colon keine Unterschiede zwischen den bei-
den Geschlechtern der IRAGI-WT Méuse ergeben. Wie erwartet war in den untersuchten Or-
ganen der IRAG1-KO Maiuse keine mRNA von /ragl nachweisbar.

Das Gen fiir den IP3R-I (/tpr1) unterscheidet sich in der mRNA-Expression im Colon nicht
zwischen IRAG1-KO und IRAG1-WT Mausen, unabhingig vom Geschlecht (s. Abbildung
5.18B). Der gleiche Befund hat sich auch fiir die mRNA-Expression von /tpr/ im Magen erge-
ben. In der Milz hat sich ein anderes Bild gezeigt. Nur bei weiblichen IRAG1-KO Méusen ist

eine signifikante Reduktion der /tpr/ mRNA-Expression zu beobachten gewesen.
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Abbildung 5.18: Expression der mRNA relevanter Gene des cGMP/PKGI-Signalweges.

In Colon, Milz und Magen 15 Wochen alter IRAG1-WT und IRAG1-KO Miuse ist die mRNA-Expression von relevanten
Genen des cGMP/PKGI-Signalweges untersucht worden. A: In IRAG1-KO Mausen ist keine mRNA von lragl nachweisbar
(Colon: gesamt: n =24, minnlich: n = 12, weiblich: n = 12; Milz: gesamt: n = 23, méinnlich: n = 12, weiblich: n = 11; Magen:
gesamt: n = 24, méannlich: n = 12, weiblich: n = 12). Zwischen ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT Méusen unterscheidet
sich die Expression der /rag/-mRNA nur in Milz und Magen (Colon: gesamt: n =23, ménnlich: n = 11, weiblich: n = 12; Milz:
gesamt: n =23, méannlich: n =11, weiblich: n=12; Magen: gesamt: n =24, ménnlich: n = 12, weiblich: n=12). B: Die
mRNA-Expression von /tprl unterscheidet sich im Colon und Magen nicht zwischen IRAG1-WT (Colon: gesamt: n =23,
ménnlich: n = 11, weiblich: n = 12; Magen: gesamt: n = 24, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 12) und IRAG1-KO Méusen (Co-
lon: gesamt: n = 24, méannlich: n = 12, weiblich: n = 12; Magen: gesamt: n = 24, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 12). In der
Milz kommt es zu einer Reduktion der Expression von /tpr! in IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 23, ménnlich: n = 12, weib-
lich: n=11) im Vergleich mit den IRAG1-WT Maéusen (gesamt: n =23, ménnlich: » =11, weiblich: n=12). C: Prkglb-
mRNA ist im Colon und der Milz von IRAG1-KO Maéusen (Colon: gesamt: n = 24, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 12; Milz:
gesamt: n =23, méinnlich: n =12, weiblich: n = 11) gegeniiber den WT-Méusen (Colon: gesamt: n =23, ménnlich: n =11,
weiblich: n =12; Milz: gesamt: n = 23, ménnlich: n = 11, weiblich: n = 12) reduziert. Dagegen ist die Expression im Magen
von IRAG1-KO Miusen (gesamt: n = 24, méannlich: n = 12, weiblich: n = 12) im Vergleich mit den IRAG1-WT Méusen (ge-
samt: n = 24, méannlich: n = 12, weiblich: n = 12) erh6ht. D: Im Colon (IRAG1-WT: gesamt: n =23, ménnlich: n =11, weib-
lich: n=12; IRAG1-KO: gesamt: n =23, ménnlich: n =12, weiblich: n = 11) und in der Milz IRAG1-WT: gesamt: n =23,
ménnlich: n = 11, weiblich: n = 12; IRAG1-KO: gesamt: n = 23, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 11) ist die mRNA-Expression
von Prkgla nicht durch die /ragl-Defizienz beeinflusst. Bei IRAG1-KO Méusen (gesamt: n = 22, ménnlich: n = 12, weiblich:
n =12) kommt es im Magen zu einem leichten Anstieg der Prkgl/a-mRNA gegeniiber den Wildtypen (gesamt: n = 24, ménn-
lich: n =12, weiblich: n = 12). E: Die Expression der /zpr3-mRNA ist durch die /ragl-Defizienz nicht beeinflusst (IRAG1-
WT: Colon: gesamt: n =23, ménnlich: n = 11, weiblich: n = 12; Milz: gesamt: n =23, ménnlich: n =11, weiblich: n=12;
Magen: gesamt: n =24, minnlich: n = 12, weiblich: n = 12; IRAG1-KO: Colon: gesamt: n = 24, ménnlich: n = 12, weiblich:
n=12; Milz: gesamt: n = 23, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 11; Magen: gesamt: n = 24, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 12).
F: Die Expression der mRNA von Gucylbl unterscheidet sich in der Milz (IRAG1-WT: gesamt: n = 23, ménnlich: n =11,
weiblich: n = 12; IRAG1-KO: gesamt: n = 23, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 11) und im Magen (IRAG1-WT: gesamt: n = 24,
ménnlich: n = 12, weiblich: n = 12; IRAG1-KO: gesamt: n = 24, ménnlich: n = 12, weiblich: n = 12) nicht zwischen den beiden
Genotypen. Im Colon von IRAG1-KO Maiusen (gesamt: n = 24, méannlich: n = 12, weiblich: n = 12) ist die GucylbI-mRNA
erniedrigt im Vergleich mit IRAG1-WT Méusen (gesamt: n = 23, ménnlich: n = 11, weiblich: n = 12). Dargestellt ist der Mit-
telwert £ SEM und signifikante Unterschiede sind durch (¥) (p < 0,05), (**) (p <0,01) und (***) (p < 0,001) verdeutlicht.
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Eine erhohte Expression der /zprI-mRNA hat sich dagegen in den Milzen mannlicher IRAG1-
KO Miuse gezeigt, aber ohne signifikanten Unterschied zu den entsprechenden IRAG1-WT
Mausen.

Die mRNA-Expression von Prkglb — das Gen, das fiir die PGKIp codiert — ist in den Cola von
IRAG1-KO Maéusen reduziert gegeniiber den entsprechenden IRAG1-WT Maéusen (s. Abbil-
dung 5.18C). Diese Reduktion ist in der Gesamtauswertung und bei ménnlichen Méusen auf-
getreten. Aber nur bei ménnlichen IRAG1-KO Méusen hat sich diese Reduktion signifikant
gegeniiber den entsprechenden Wildtypen unterschieden. Bei weiblichen IRAG1-KO Méausen
ist es dagegen zu keiner Verdnderung der mRNA-Expression von Prkglb gegeniiber den
IRAG1-WT Maéusen gekommen. In den Milzen von IRAG1-KO Maéusen ist, im Vergleich mit
den Wildtypen, ebenfalls eine leichte Reduktion der Prkg/h-mRNA zu beobachten gewesen.
Diese Reduktion hat sich aber nur in der Gesamtauswertung als signifikant dargestellt, im Ge-
gensatz zu ménnlichen und weiblichen Mausen. Die Expression der mRNA von Prkglb ist im
Magen von weiblichen IRAG1-KO Méusen und in der Gesamtauswertung signifikant erhoht,
verglichen mit den entsprechenden Wildtyptieren. Zwischen ménnlichen IRAG1-WT und
IRAG1-KO Méusen ist hat sich die Expression der Prkglh-mRNA aber nicht unterschieden.
Untersuchungen zur Expression der mRNA von Prkgla — die fiir die PKGla codiert — haben in
den Cola und Milzen von IRAG1-KO Méusen keine Verdnderungen im Vergleich mit den ent-
sprechenden IRAG1-WT Méusen ergeben, unabhédngig des jeweiligen Geschlechts (s. Abbil-
dung 5.18D). Im Magen ist dagegen die Expression der Prkgla-mRNA bei den Irag-defizien-
ten Miusen erhoht, verglichen mit den Wildtypen. Nur in der Gesamtauswertung liegt aber ein
signifikanter Unterschied zwischen den IRAG1-KO Maiusen und den IRAG1-WT Maéusen vor.
Ein Unterschied der mRNA-Expression des fiir den IP;R-III codierenden Gens /fpr3 hat sich
zwischen IRAGI-WT und IRAG1-KO Miusen nicht gezeigt, unabhéngig vom jeweiligen Or-
gan oder Geschlecht (s. Abbildung 5.18E). Fiir die mRNA-Expression von Gucylbl — das Gen,
das fiir die NO-GC-B1 codiert — liegt ein dhnliches Ergebnis vor. Diese hat sich in Milz und
Magen nicht zwischen IRAG1-KO und IRAG1-WT Maiusen, unabhingig vom Geschlecht, un-
terschieden (s. Abbildung 5.18F). In Cola Iragi-defizienter Miuse ist dagegen die Gucylbl-
mRNA in der Gesamtauswertung und bei ménnlichen Médusen minimal signifikant reduziert

gegeniiber den IRAG1-WT Mausen.

Es lédsst sich also festhalten, dass die /ragl-Defizienz keine relevante Auswirkung auf die

mRNA-Expression von den untersuchten Genen des cGMP/PGKI-Signalweges hat.
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6 Diskussion

6.1 Zucht Iragl-defizienter Mause

Im Rahmen dieser Arbeit hat eine Beurteilung der IRAG1-KO Mauslinie stattgefunden, um
herauszufinden, ob eine globale /rag/-Defizienz sich negativ auf die Zucht dieser Tiere aus-
wirkt. Es hat sich dabei gezeigt, dass IRAG1-KO Maiuse keine erhdhte Sterblichkeit im Ver-
gleich zu IRAG1-WT Maiusen aufweisen (s. Abbildung 5.1). Bisher ist flir /rag/-defiziente
Miuse ein medianes Uberleben von 29 Wochen bekannt gewesen (Desch et al. 2010). Eine
dhnliche Lebenserwartung ist auch bei der Charakterisierung der Iragl4/4">-Miuse beschrie-
ben worden. Die Hilfte der untersuchten Tiere mit diesem Genotyp verstarb in einem Alter, das
jiinger als sechs Monate war (Geiselhoringer et al. 2004b). Als Ursache fiir die gestiegene Le-
benserwartung der lragl-defizienten Méause ist hauptsédchlich ein Grund zu nennen. Bei Desch
et al. (2010) ist die Zucht und Haltung der IRAG1-KO Mauslinie in der konventionellen Hal-
tung am Standort Vorklinikum der Universitdt Regensburg erfolgt. Dies ist auch bei den
Irag14"”42_Miusen der Fall gewesen. Im Laufe der Zeit ist die Zucht der IRAG1-KO Miuse
aber in die Barriere-Haltung am Standort Vorklinikum verlagert worden. Das bedeutet, dass die
Zucht und Haltung ab einem gewissen Zeitpunkt ausschlie8lich unter SPF-Bedingungen erfolgt
ist. Dass der Hygienestatus einer Tierhaltung von Bedeutung ist, ist anhand der globalen Gnai2-
Maus — bei dieser wird durch eine Deletion das inhibitorische G-Protein Gaiz nicht mehr expri-
miert — dokumentiert. Befinden sich Gnai2”-Méuse in einer konventionellen Haltung, so sind
serologisch Infektionen, Colitis und Adenokarzinome nachweisbar (Rudolph et al. 1995). Wird
diese Maus aber unter I[IVC-Bedingungen (inhalator ventilation cages) gehalten, so werden
diese Symptome nicht beobachtet (Wiege et al. 2013). Ubertriigt man diesen Befund auf die
Zucht der IRAG1-KO Mause, so zeigt dies, dass sich der deutlich hhere Hygienestandard in
der SPF-Haltung gegeniiber der konventionellen Haltung positiv auf das Uberleben der Irag!-
defizienten Mause auswirkt. Es muss davon ausgegangen werden, dass der Kontakt mit Patho-
genen in der Barriere-Haltung geringer oder kaum vorhanden ist. Daraus resultiert eine geringe
Wahrscheinlichkeit fiir Infektionen, die sich dann negativ auf das Uberleben der Irag!-defizi-
enten Méuse auswirken konnten.

Obwohl die Proteinexpression von IRAG1 und der PGKIp in den verschiedenen Geweben kor-
reliert und die Phénotypen einer globalen /rag/-Detfizienz oder -Mutation dhnlich denen einer
globalen Prkgl-Defizienz sind, unterscheiden sich die Lebenserwartungen der einzelnen Maus-

linien doch erheblich voneinander (Pfeifer et al. 1998; Geiselhdringer et al. 2004b;
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Geiselhoringer et al. 2004a; Desch et al. 2010). Globale Prkgl-defiziente Mause haben eine
deutlich reduzierte Lebenserwartung, 50% der Méuse sterben innerhalb der ersten sechs Le-
benswochen (Pfeifer et al. 1998; Weber et al. 2007). Die Generierung von sogenannten PGKI-
Rescue Méusen hat dazu gefiihrt, dass diese Tiere eine hohere Lebenserwartung haben. Es han-
delt sich dabei um globale Prkgl-defiziente Méuse, bei denen durch Modifikation des Sm22al-
pha-Gens wahlweise die PGKla oder die PGKIf in Glattmuskelzellen {iberexprimiert wird
(Weber et al. 2007). Interessanterweise haben LZM-PKGlo Méuse keine verkiirzte Lebenser-
wartung (Michael et al. 2008). Bei dieser Mauslinie liegt eine Mutation des Leucin-Zippers
(LZM) vor, so dass die N-terminale Doméne, welche die Protein-Protein-Interaktion verant-
wortet, nicht mehr funktionsfahig ist. Somit entspricht diese Mauslinie auf eine gewisse Art
und Weise einer PKGIa-KO Mauslinie. Das zeigt, dass es offenbar von Bedeutung fiir die Le-
benserwartung einer Maus ist, welche der beiden PKGIs exprimiert wird. Die groBBen Unter-
schiede zwischen den Lebenserwartungen der Prkgl-defizienten Mauslinie und der /rag/-de-
fizienten Méuse — bei sehr dhnlichen Phanotypen — liegt in der groen physiologischen Bedeu-
tung der PKGI begriindet und des durch die Prkg/-Defizienz unterbrochenen NO/cGMP/PGKI-
Signalweges. Diese Aussage wird auch dahingehend unterstiitzt, da fiir GC-KO Maiuse — bei
diesen Méusen wird die B1-Untereinheit der NO-GC nicht mehr exprimiert — ebenfalls eine sehr

kurze Lebenszeit beschrieben ist (Friebe et al. 2007).

Bei den weiteren Analysen der Zucht hat sich gezeigt, dass die fehlende Expression von IRAG1
sich ebenfalls nicht negativ auswirkt. Im Untersuchungszeitraum hat es einen Aufzuchtverlust
von 5,1% gegeben (s. 5.1.1) und liegt im Erwartbaren. Die Verteilung der Geschlechter (s.
5.1.2) unterscheidet sich nicht zwischen mannlichen und weiblichen Mausen. Auch die Vertei-
lung der Genotypen entspricht den Mendelschen Regeln (s. 5.1.3). Diese Verteilung konnte
auch bei Irag14'?/4>_Miusen beobachtet werden (Geiselhoringer et al. 2004b).

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass die globale Iragl-Defizienz sich nicht negativ

auf die Zucht und Haltung von /ragi-defizienten Mdusen auswirkt.
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6.2 Iragl-Defizienz fithrt zu gastrointestinalen Blutungen

Mit Hilfe des Haemoccult®-Tests ist untersucht worden, ob IRAG1-KO Méuse gastrointestinale
Blutungen aufweisen. Es ist dabei gezeigt worden, dass in einem Alter von 14 Wochen vor
allem weibliche IRAG1-KO Miuse an gastrointestinalen Blutungen leiden (s. Abbildung 5.2).
Tiere im Alter von sechs Wochen weisen dagegen keine gastrointestinalen Blutungen auf (s.
Abbildung 5.3). IRAG1-KO Méuse und fragl4'?4>-Miuse entwickeln mit zunehmendem Al-
ter eine VergroBerung des Gastrointestinaltraktes. Zusitzlich weisen die Iragl4'¥42-Mausmu-
tanten noch eine verlangsamte gastrointestinale Passagezeit auf (Geiselhdringer et al. 2004b;
Desch et al. 2010). Eine Vergroerung des Gastrointestinaltraktes und erhohte Passagezeit
konnte auch bei Prkgl-defizienten Méusen beobachtet werden (Pfeifer et al. 1998). Dies gilt
auch fiir die gastrointestinalen Blutungen (Singh et al. 2012; Angermeier et al. 2016). Als Ur-
sache fiir die gastrointestinalen Blutungen werden duodenale Ulzerationen angenommen, in
Folge einer gestorten Regulation des pH-Wertes. Durch das Fehlen der PKGI unterbleibt die
Carbonat-Sekretion im Duodenum, sobald der saure Mageninhalt in das Duodenum gelangt
(Singh et al. 2012). Mit der Gabe von Protonenpumpeninhibitoren (PPI) konnten die gastroin-
testinalen Blutungen und die Ulzerationen im Duodenum verhindert oder geheilt werden (Singh
et al. 2012; Angermeier et al. 2016). Es ist davon auszugehen, dass das Fehlen von IRAG1
einen dhnlichen negativen Effekt auf den Gastrointestinaltrakt hat. Untersuchungen zu MRVI1
— dem humanen Homolog von IRAG1 — haben gezeigt, dass Mutationen von MRVI1 bei der
Entstehung einer Achalasie beteiligt sind und es dadurch zu Schleimhautschiden kommen kann
(Koehler et al. 2020; Palmieri et al. 2020). Somit ist es moglich, dass die /rag/-Defizienz bei
den Méusen ebenfalls zu Schdden oder Stérungen der Schleimhaut fiihrt. Ulzerationen im Du-
odenum, wie sie bei den Prkgl-defizienten Mausen beschrieben wurden, konnten im Duo-
denum von IRAG1-KO Maéusen allerdings nicht nachgewiesen werden (s. Abbildung 5.14).
Man kann deshalb vermuten, dass es bei /rag/-defizienten Méusen durch die verlédngerte Pas-
sagezeit im Gastrointestinaltrakt zu einem Phanomen kommt, das einer Obstipation dhnelt. Die
Folge davon ist, dass die Fazes hérter wird und es so zu Verletzungen der Schleimhaut kommen
kann, die zu kleinen lokalen Blutungen fiihren. Fiir GC-KO Méuse werden als Konsequenz
einer ebenfalls erhdhten gastrointestinalen Passagezeit dhnliche Folgen diskutiert (Friebe et al.
2007). Allerdings hiangt es bei einer Defizienz der NO-GC davon ab, welche Untereinheit nicht
mehr exprimiert wird. Wird ndmlich die ai- oder az-Untereinheit der NO-GC nicht mehr expri-

miert, so entwickeln diese Miuse keinen gastrointestinalen Phinotyp (Mergia et al. 2006).
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Inwieweit die Iragl-Defizienz zu einer gestorten Regulation des pH-Wertes fiihrt, ist fraglich.
IRAG1 wird im Thalamus exprimiert, wahrend die PKGI unter anderem im Nucleus tractus
solitarii, Cerebellum, Cortex und Hippocampus nachgewiesen worden ist (Geiselhdringer et al.
2004a; Singh et al. 2012). Die unterschiedliche Lokalisation von IRAG1 und der PKGI im Ge-
hirn geben einen Hinweis darauf, dass es durch das Fehlen von IRAG1 nicht zu einer negativen
Beeinflussung der Regulation des pH-Werts iiber den Nervus vagus kommen konnte, wie es bei
Prkgl-defizienten Méusen beschrieben ist. Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisationen von
IRAG1 und der PKGI ist die Interaktion zwischen IRAG1 und der PKGIf so aber nicht mog-
lich.

Ein Problem bei der Beurteilung dieses Ergebnisses stellt auch die Testmethode dar. Mit dem
Haemoccult®-Test kann nur fikales okkultes Blut nachgewiesen werden. Der Ort der Blutung
ist mit diesem Test jedoch nicht ndher lokalisierbar. Das heilit, dass Blutungen vom Beginn,
also ab dem Osophagus abwiirts, bis zum Ende des Rumpfdarmes (Rektum) detektiert werden.
Eine Eingrenzung der Region, in der mdglicherweise die Blutungsquelle zu finden ist, wiirde
eine Beurteilung hinsichtlich der Auswirkung einer /rag/-Defizienz auf den Verdauungstrakt
erleichtern.

Es ldsst sich somit festhalten, dass die globale Irag/-Defizienz bei 14 Wochen alten Mausen zu

gastrointestinalen Blutungen fiihrt, die aber hauptséchlich bei weiblichen Mausen auftreten.

6.3 Anamie assoziierte Splenomegalie in Folge einer Iragl-Defizienz
6.3.1 Iragl-Defizienz fiihrt zu einer Eisenmangelanimie

Abgeleitet aus der Erkenntnis, dass die /rag/-Defizienz zu gastrointestinalen Blutungen fiihrt,
hat sich die Frage nach den Folgen dieser Blutungen ergeben. 15 Wochen alte IRAG1-KO
Maiuse entwickeln dabei eine Andmie, die — wie bereits bei den gastrointestinalen Blutungen zu
beobachten gewesen ist — hauptsichlich bei weiblichen Méusen aufgetreten ist (s. Abbildung
5.6). Auch Iragl-defiziente Méduse mit einem Alter von 54 Wochen oder édlter leiden ebenfalls
an einer Anidmie (s. Abbildung 5.8).

Dass der NO/cGMP/PGKI-Signalweg bei der Entwicklung einer Anémie eine Rolle spielen
kann, ist bereits aus der Literatur bekannt. So leiden globale Prkg/-defiziente Miuse an einer
Andmie (Foller et al. 2008; Angermeier et al. 2016). PKGI-Rescue Méuse sind ebenfalls ané-
misch, aber nicht in so einer starken Auspragung wie es bei globalen Prkg/-defizienten Méusen

der Fall ist. Es kann aber keine Aussage dariiber getroffen werden, welche der beiden PKGI-
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Rescue-Mauslinien — SM-Ia oder SM-I — stirker von diesem Phénotyp betroffen ist. Beide
Mauslinien sind fiir diese Untersuchung genutzt worden und es wurde nicht zusétzlich nach
diesen beiden Genotypen ausgewertet (Foller et al. 2008). Anhand von PKGI-Rescue Méusen
ist gezeigt worden, dass sich die Andmie mit zunehmendem Alter entwickelt. Interessanter-
weise ist die Entwicklung der Andmie aber offenbar davon abhingig, welche Isoform der PGKI
deletiert oder nicht mehr funktionsfahig ist. LZM-PKGla Méuse zeigen ndmlich keine Symp-
tome einer Andmie, obwohl in diesen Méusen nur noch die PKGIf exprimiert wird (Michael et
al. 2008; Ramchandran et al. 2014). Die altersabhingige Entwicklung der Andmie ist auch bei
IRAG1-KO Miusen zu beobachten gewesen. Im Alter von sieben Wochen liegt noch keine
Anidmie vor (s. Abbildung 5.7). Bei 15 Wochen alten Miusen und Méusen, die ein Alter von
mindestens 54 Wochen aufweisen, ist eine Andmie feststellbar gewesen (s. Abbildung 5.6, Ab-
bildung 5.8).

Die Tatsache, dass die LZM-PKGIla Miuse an keiner Andmie leiden, globale Prkgl-defiziente
Maiuse dagegen schon, deutet darauf hin, dass die PKGIP bei der Entwicklung der Anémie eine
gewisse Rolle spielen muss. Auch die Irag/-Defizienz fiihrt zu einer Andmie, wenn auch in
einer schwécheren Form als bei Prkgl-defizienten Mdusen. Beriicksichtigt man zudem, dass
unter einer /ragl-Defizienz die Proteinexpression der PKGIP in Colon, Milz und Magen dras-
tisch reduziert ist (s. Abbildung 5.15C, G, Abbildung 5.16C, G und Abbildung 5.17C, G), so
ist es naheliegend, dass eine Unterbrechung des PKGIB/IRAG1-Signalweges malgeblich fiir

die Entwicklung einer Anédmie verantwortlich sein muss.

Ursachen fiir eine Andmie kdnnen vielfaltig sein, ausgehend von Blutungen bis hin zu Stérun-
gen der Erythropoese. Um nun herauszufinden, ob die Ursache der Animie eine inadidquate
Erythropoese ist, besteht die Mdglichkeit die Anzahl der Retikulozyten zu bestimmen und den
Retikulozytenproduktionsindex (RPI) zu berechnen. Mit beiden Werten kann beurteilt werden,
ob eine (in-)addquate Regeneration der Erythropoese vorliegt (Nebe et al. 2010). Hierzu sind
IRAGI1-KO und IRAG1-WT Maiuse untersucht worden, die ein Alter von 54 Wochen oder élter
aufgewiesen haben. Es sind diese Mause gewéhlt worden, weil so sichergestellt gewesen ist,
dass diese an einer Andmie leiden. Durch das fortgeschrittene Alter der Mause kann zudem eine
klare Aussage getroffen werden, ob die Regeneration des Blutes (in-)adédquat ist. Wie erwartet
haben diese sehr alten IRAG1-KO Tiere ebenfalls an einer Andmie gelitten. Die Zahl der Reti-
kulozyten wie auch der RPI ist bei diesen Miusen erhoht gewesen im Vergleich zu den WT-
Mausen (s. Abbildung 5.8). Somit ist die Anédmie bei den /rag/-defizienten Mausen nicht auf

eine inaddquate Regeneration des Blutes zuriickzufiihren. Im Gegenteil, die erhohte Anzahl an
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Retikulozyten ist ein Zeichen dafiir, dass die Erythropoese verstirkt stattfindet, um den Mangel
an Erythrozyten in Folge der gastrointestinalen Blutungen zu kompensieren. Tatséchlich
kommt es auch im Rahmen von Blutungen zu einer Zunahme der Retikulozyten (Dormann
2008). Auch bei globalen Prkgl-defizienten Tieren ist die Anzahl der Retikulozyten erhdht und
somit scheidet auch bei diesen Tieren eine Storung in der Erythropoese als Ursache fiir die
Anidmie aus (Foller et al. 2008; Angermeier et al. 2016). Die gastrointestinalen Blutungen sind
auch bei der Prkgl-Defizienz von entscheidender Bedeutung. Dies erkennt man an der Tatsa-
che, dass durch die Gabe von PPI sowohl bei globalen Prkgl-defizienten als auch bei PKGI-
Rescue Miusen die Blutungen abnehmen und diese Tiere auch keine Symptome einer Andmie
mehr aufweisen (Singh et al. 2012; Angermeier et al. 2016).

Die Andmie der Iragl-defizienten Méuse ist somit nicht eine Folge einer gestorten Erythropo-
ese, sondern — wie auch bei Prkgl-defizienten Mdusen — durch die gastrointestinalen Blutungen

verursacht.

Eine weitere Ursache fiir die Entstehung der Anédmie konnte bei den Erythrozyten selbst zu
suchen sein. Foller et al. (2008) postulieren, dass die PKGI als Mediator fiir die Lebensdauer
der Erythrozyten eine Rolle spielt. In diesem Zusammenhang ist aber darauf hinzuweisen, dass
die Datenlage beziiglich einer Expression der PKGI in Erythrozyten kontrovers diskutiert wird.
Angermeier et al. (2016) verneinen eine Expression der PKGI in Erythrozyten. Um die Aussage
iiber eine etwaige Expression der PKGI sicher treffen zu kénnen, ist die Expressionsanalyse in
drei verschiedenen Laboratorien durchgefiihrt worden. Gleichzeitig wird aber auch postuliert,
dass die PGKI in Erythrozyten exprimiert wird (Foller et al. 2008; Cortese-Krott et al. 2018).
Immunhistochemische Untersuchungen des Knochenmarks haben zudem ergeben, dass die
PKGI nur in Megakaryozyten nachweisbar gewesen ist. In den anderen Zellen des Knochen-
marks ist eine Detektion der PKGI nicht moglich gewesen (Weber et al. 2007). Die Frage, ob
die PKGI in Erythrozyten vorhanden ist, ist aber nicht unerheblich fiir eine mogliche Expres-
sion von IRAG1 in Erythrozyten. In der Wissenschaft herrscht ein Konsens dartiber, dass Ery-
throzyten wihrend der Erythropoese ihre Zellorganellen verlieren (Grasso et al. 1978; Morten-
sen et al. 2010; Moras et al. 2017). Somit verlieren die Erythrozyten auch das ER, mit dem
IRAGI1 aber wiederum verbunden ist (Schlossmann et al. 2000). Es ist somit aus theoretischen
Uberlegungen heraus eher unwahrscheinlich, dass IRAG1 in Erythrozyten vorzufinden ist. Ex-
perimentelle Daten unterstiitzen diese Annahme, da IRAGI in Erythrozyten nicht nachgewie-
sen werden konnte (Angermeier et al. 2016). Dieser Befund wird dadurch bestdtigt, dass

MRVII in K562 Zellen nicht nachweisbar gewesen ist (Shaughnessy et al. 1999). Bei dieser
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Zelllinie handelt es sich um Erythroleukdmiezellen, die spontan zu Zellen differenzieren kon-
nen, die charakteristische Merkmale von Vorstufen von Erythrozyten aufweisen (Lozzio et al.
1981). Damit kann ausgeschlossen werden, dass IRAG1 in Erythrozyten exprimiert ist und die
Iragl-Defizienz fiir die Andmie verantwortlich wire. In Bezug auf die kurativen Effekte der
PPI-Gabe bei globalen Prkgl-defizienten Médusen sowie den PGKI-Rescue Miusen ist es eben-
falls unwahrscheinlich, dass eine mdgliche Expression der PKGI in den Erythrozyten einen
relevanten Einfluss auf die Andmie hat. Durch die PPI-Gabe werden die gastrointestinalen Blu-
tungen unterbunden und die Tiere leiden nicht mehr an einer Andmie (Angermeier et al. 2016).
Wiirde die Prkgl-Defizienz bei den Erythrozyten eine entscheidende Rolle spielen, so wére
davon auszugehen, dass die Tiere — trotz des Unterbindens der gastrointestinalen Blutungen —
weiter an einer Andmie leiden, mdglicherweise in einer abgeschwéchten Form.

Die bei den [ragl-defizienten Méausen beobachtete Anédmie ist also sehr wahrscheinlich auf die

gastrointestinalen Blutungen zuriickzufiihren.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit ist die Frage aufgekommen, an was fiir einer Art von Andmie
die Iragl”-Miuse leiden. Dabei waren zwei Faktoren entscheidend, zum einen die erniedrigte
Konzentration des Himoglobins (s. Abbildung 5.6C) und zum anderen die erhohten Werte fiir
MCV und MCH (s. Abbildung 5.6D, E). Ein erniedrigter Himoglobinwert ist immer als ein
Hinweis fiir einen Eisenmangel oder eine Eisenmangelandmie zu sehen. Ausgeldst beispiels-
weise durch gastrointestinale Blutungen (Clark 2008; Goddard et al. 2011; Ganz 2013; Cama-
schella 2019; Cotter et al. 2020; Pavord et al. 2020). Aus diesem Grund sind von 15 Wochen
alten IRAG1-WT und IRAG1-M4iusen die Konzentration des Eisens im Plasma und die Prote-
inexpression der Ferritin Light Chain (FLC) in der Milz und der Leber bestimmt worden. Wie
erwartet sind bei den /rag/-defizienten Tieren die Eisenkonzentration im Plasma (s. Abbildung
5.9) und die Proteinexpression der FLC in Milz und Leber (s. Abbildung 5.10) erniedrigt ge-
wesen.

Im Koéper wird Eisen fiir verschiedene Prozesse bendtigt, der wichtigste ist dabei der Transport
von Sauerstoff mit Hilfe des in Erythrozyten befindlichen Himoglobins. Aus diesem Grund
befindet sich die meiste Menge an im Korper gespeicherten Eisen im Hidmoglobin. Dies ent-
spricht in etwa einem Anteil von 70% des gespeicherten Eisens, wihrend nur ein kleiner Anteil
des Eisens frei im Plasma vorkommt. Der Tagesbedarf an Eisen wird zum grofiten Teil tiber
den Abbau von gealterten und/oder geschidigten Erythrozyten durch Makrophagen abgedeckt
und findet hauptsichlich in Milz und Leber statt. Da der tigliche Bedarf an Eisen grofer ist als

die im Plasma verfiigbare Menge an Eisen, ist der Eisenumsatz im Plasma deutlich héher

94



6 Diskussion

(Hentze et al. 2010; Ganz 2013; Silva and Faustino 2015). Ein wichtiges Protein fiir die Spei-
cherung von Eisen im Korper ist das Ferritin, mit dessen Hilfe iiberschiissiges Eisen in der
Leber gespeichert wird. Es handelt sich dabei um ein Multimer aus 24 Untereinheiten einer
schweren — Ferritin Heavy Chain (FHC) — und einer leichten — Ferritin Light Chain (FLC) —
Polypeptidkette und kann bis zu 4500 Fe**-Ionen speichern (Harrison and Arosio 1996; Liu and
Theil 2005; Clark 2008; Shi et al. 2008; Hentze et al. 2010; Silva and Faustino 2015). Ferritin
eignet sich somit zur Beurteilung der Eisenspeicher im K&per. Sind die Ferritinwerte erniedrigt,
so ist das ein Hinweis, dass die korpereigenen Eisenspeicher leer sind und somit ein Indiz fiir
einen Eisenmangel (Harrison and Arosio 1996; Hentze et al. 2010). Durch die niedrige Plasma-
eisenkonzentration, die erniedrigte FLC-Expression und das erniedrigte Hdmoglobin sind bei
Iragl-defizienten Mdusen alle Kriterien erfiillt, die unter anderem fiir die Diagnose einer Ei-
senmangelandmie gefordert werden (Clark 2008). Dass bei IRAG1-KO Méusen ein Eisenman-
gel vorliegt, ist auch an der geringeren Eisenfirbung in den Milzen dieser Tiere zu sehen (s.
Abbildung 5.12). Normalerweise wird in der Milz durch Makrophagen, die am Abbau der
Erythrozyten beteiligt sind, eine gro3e Menge an Eisen gespeichert (Ganz 2013). An der deut-
lichen Blaufarbung in den Aufnahmen der Milzen der Wildtypen ist dies auch gut zu erkennen
(s. Abbildung 5.12).

Eine weitere Bestitigung dafiir, dass die /rag/-defizienten Mause einen Eisenmangel aufwei-
sen, ist die reduzierte mRNA-Expression von Hamp in der Leber dieser Méduse (s. Abbildung
5.11A). Hamp ist das Gen, das fiir das Protein Hepcidin codiert. Hepcidin wird in der Leber
gebildet und seine Hauptfunktion besteht darin, die intestinale Eisenaufnahme aus der Nahrung,
die Freisetzung von recyceltem Eisen aus Makrophagen oder von gespeichertem Eisen aus den
Hepatozyten zu regulieren. Zusitzlich reguliert es die Plasmakonzentration von Eisen {iber die
Bindung an den Eisenexporter Ferroportin. Es handelt sich bei Hepcidin somit um das zentrale
Protein zur Regulation der Eisenhdmostase. Reguliert wird die Expression von Hepcidin {iber
die systemische Verfiigbarkeit von Eisen. Eine erhohte Eisenkonzentration filihrt zu einer er-
hohten Expression von Hepcidin und somit zu einer Hemmung der Aufnahme und/oder Frei-
setzung von Eisen. Bei einem Eisenmangel kommt es dagegen zu niedrigen Spiegeln von
Hepcidin (Clark 2008; Hentze et al. 2010; Ganz and Nemeth 2012; Ganz 2013; Silva and
Faustino 2015; Angermeier et al. 2016; Camaschella 2019). Die vorliegenden Befunde bei den
Iragl”"-Miusen stehen auch im Einklang mit der Literatur. Bei globalen Prkgl-defizienten
Maiusen und bei PKGI-Rescue Miusen ist ebenfalls eine Eisenmangelanédmie beschrieben, al-
lerdings in deutlich ausgepragterer Form. Durch die PPI-Gabe, also das Unterbinden der gast-

rointestinalen Blutungen, wird der Eisenmangel verhindert. Dies erlaubt den Riickschluss, dass
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die Blutungen verantwortlich flir die Eisenmangelandmie sind (Angermeier et al. 2016). Die
gastrointestinalen Blutungen sind aber nicht die einzige mdgliche Ursache fiir den Eisenman-
gel. Hepcidin wird auch durch eine gesteigerte Erythropoese inhibiert. Eine gesteigerte Eryth-
ropoese flihrt ebenfalls zu einem erhohten Bedarf an Eisen (Clark 2008; Hentze et al. 2010;
Ganz and Nemeth 2012; Silva and Faustino 2015). Bei [ragl-defizienten Mausen liegt eine
gesteigerte Erythropoese vor, was an der erhohten Zahl der Retikulozyten und dem erh6hten
RPI zu sehen ist (s. Abbildung 5.8F, G).

Die Funktion des Transferrin-Rezeptors 1 (TfR1) ist es, die Aufnahme von Eisen in die Zellen
zu vermitteln (Hentze et al. 2010; Ganz 2013; Silva and Faustino 2015). Liegt nun ein Eisen-
mangel vor, so kommt es zu einer vermehrten Expression des TfR1, damit vermehrt Eisen in
die Zellen aufgenommen werden kann (Harrison and Arosio 1996; Hentze et al. 2010). Dieser
Effekt ist auch bei globalen Prkg/-Maiusen zu beobachten, die in Folge der Andmie eine erhdhte
mRNA-Expression des TfR1 aufweisen. Diese passt sich dann durch die Gabe von PPI wieder
der TfR1-Expression von Wildtypmiusen an (Angermeier et al. 2016). Um zu iiberpriifen, ob
auch bei IRAG1-KO Maiusen eine vermehrte Aufnahme von Eisen in die Zelle stattfindet, ist
die Expression der mRNA des 7fr/-Gens in der Leber untersucht worden. Interessanterweise
hat sich keine verdanderte Genexpression bei IRAG1-KO Méusen im Vergleich mit den IRAG1-
WT Miusen gezeigt (s. Abbildung 5.11B). Es findet somit offenbar keine verstirkte Aufnahme
von Eisen in die Zellen statt.

Die bei Iragi-defizienten Mdusen vorliegende Eisenmangelandmie ist also eine Folge der gas-
trointestinalen Blutungen. Die Blutungen sind ursdchlich dafiir, dass es durch den chronischen
Blutverlust zu einer negativen Eisenbilanz kommt. In Folge des Blutverlustes geht mehr Eisen
aus dem Korper verloren, als in den Kdrper aufgenommen werden kann und durch den Abbau
gealterter oder geschidigter Erythrozyten zur Verfiigung steht. Verstiarkt wird dieser Effekt zu-
sédtzlich noch durch die gesteigerte Erythropoese.

Wie bereits erwéhnt zeigen lragl-defiziente Mause erhohte Werte fiir MCV und MCH (s. Ab-
bildung 5.6D, E) und leiden somit an einer makrozytiaren Anidmie. Dies ist insofern ungewdhn-
lich, da in Folge des Eisenmangels eine mikrozytire Andmie zu erwarten gewesen ware (Dor-
mann 2008). Der Ausloser einer makrozytidren Andmie ist meist ein Mangel an Vitamin B12
oder Folat, weshalb diese beiden Parameter bestimmt worden sind. Weibliche IRAG1-KO
Mause haben einen Mangel an Vitamin B12 gezeigt. Bei ménnlichen IRAG1-KO Méusen und
in der Auswertung fiir beide Geschlechter ist der Vitamin B12 Mangel nicht nachweisbar ge-

wesen (s. Abbildung 5.13A). Die Konzentration an Folat ist bei IRAG1-KO Méiusen dagegen
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erhoht gewesen (s. Abbildung 5.13B). Vitamin B12 und Folat spielen bei der Erythropoese eine
wichtige Rolle, da sie fiir die Proliferation der Erythroblasten wéihrend der Ausdifferenzierung
mit verantwortlich sind. Ein Mangel an einer dieser beiden Substanzen beeintrachtigt unter an-
derem die DNA-Synthese und verursacht die Apoptose der Erythroblasten (Koury and Ponka
2004). Die Daten zu den IRAG1-KO Maiusen stehen in Einklang mit der Literatur. Fiir Prkgl-
defiziente Méuse sowie fiir PKGI-Rescue Mause ist ebenfalls eine makrozytire Anémie be-
schrieben (Foller et al. 2008; Angermeier et al. 2016). Die Konzentration von Vitamin B12 und
Folat sind dabei in Prkgl-defizienten Mausen erniedrigt gewesen, aber im Vergleich mit den
Kontrollméusen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Als Erkldrung fiir den Mangel ist
dabei eine Malabsorption in Folge des gastrointestinalen Phénotyps der Tiere angenommen
worden. Bei PKGI-Rescue Médusen haben sich die Spiegel von Vitamin B12 und Folat dagegen
nicht von denen der Kontrollmause unterschieden (Féller et al. 2008). Neben einer makrozyté-
ren Andmie wire die Folge eines Mangels an Vitamin B12 oder Folat eine erniedrigte Anzahl
an Retikulozyten (Dormann 2008). Dies ist bei der /rag/-Defizienz aber nicht der Fall (s. Ab-
bildung 5.8F, G). Ursachen fiir einen Mangel an Vitamin B12 und/oder Folat kdnnen beispiels-
weise Resorptionsstorungen, eine verminderte Zufuhr oder eine gestorte Utilisation sein. Aber
auch ein vermehrter Verbrauch dieser beiden Stoffe im Rahmen der Erythropoese kann die
Ursache fiir einen Mangel darstellen (Haferlach 2020).

Der Vitamin B12 Mangel ist somit sehr wahrscheinlich nicht auf eine Malabsorption zuriick-
zufiihren, in deren Folge es zu einer makrozytdren Andmie kommt. Vielmehr ist es wahrschein-
lich, dass die gesteigerte Erythropoese der /ragl-defizienten Mduse mit der Zeit zu einem Vit-

amin B12 Mangel fiihrt, mit der Folge einer makrozytéren Andmie.

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass es durch die /rag/-Deletion zu einer Eisen-
mangelandmie kommt, da die Eisenbilanz durch die gastrointestinalen Blutungen negativ ist.
Der Blutverlust bei Irag-defizienten Miusen fiihrt zu einer gesteigerten Erythropoese, um die-
sen auszugleichen. Die gesteigerte Erythropoese fithrt zudem zu einer Hypocobalaminimie, die
die Ursache der makrozytiaren Anidmie ist.

Die hier beschriebenen pathologischen Vorgénge einer /ragi-Defizienz, die zur Entstehung der
Andmie und der daraus resultierenden Verdanderungen fiihren, sind in Abbildung 6.1 nochmals

schematisch dargestellt.
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Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Entstehung der Eisenmangelaniimie.

In Folge der gastrointestinalen Blutungen kommt es bei /rag/-defizienten Méusen zu einer Abnahme der Himoglobinkonzent-
ration und der Erythrozyten. Die gesteigerte Erythropoese in Folge der Blutungen wie auch die Blutungen selbst fithren zu
einer Zunahme der Retikulozyten. In Folge des erniedrigten Himoglobins kommt es zu einem Mangel an Eisen und dadurch
zu einer verminderten Bildung von Hepcidin. Die Reduktion der Bildung von Hepcidin wird dabei durch die gesteigerte Eryth-
ropoese verstirkt. Zu dem kommt es durch die gesteigerte Erythropoese zu einem Mangel an Vitamin B12.

6.3.2 Iragl-Defizienz fiithrt in Folge der Eisenmangelanimie zu einer Splenomegalie

Die Ursachen der pathologischen Prozesse, die zur Ausbildung einer Splenomegalie fiihren,
konnen vielfdltig sein. Hierzu zdhlt man Infiltrationen, wie beispielsweise Leukdmien oder das
Hodgkin-Lymphom, verminderter Blutabfluss durch portale Hypertension, unter anderem ver-
ursacht durch eine Leberzirrhose, und durch eine verstirke Aktivitiat der Milz selbst. Hierbei
kann die Ursache eine gestorte oder verstirkte Immunreaktion sein oder der verstirkte Abbau
verdnderter oder defekter Blutzellen in Folge einer Anédmie.

Im Rahmen von vorausgegangen Arbeiten an Iragl-defizienten Miusen und Iragl4'??-Maus-
mutanten hat es bereits Hinweise auf eine Splenomegalie gegeben (Geiselhoringer et al. 2004b;
Desch et al. 2010). Aus diesem Grund ist diese Fragestellung auch in der vorliegenden Arbeit
aufgegriffen worden, zumal es einen Zusammenhang zwischen Andmie und Splenomegalie
gibt.

Die Untersuchungen haben dabei ergeben, dass die /rag/-Defizienz bei 15 Wochen alten Méu-
sen zu einem erhohten Milzgewicht und einem erh6hten Verhéltnis von Milzgewicht zu Kor-
pergewicht fiihrt im Vergleich mit den Wildtypwurfgeschwistern (s. Abbildung 5.4A, C). Bei
siecben Wochen alten Mausen waren dagegen keine diesbeziiglichen Verdanderungen feststellbar

(s. Abbildung 5.5A, C). Auffallend ist auch hier, dass wie bei den hamatologischen Parametern
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hauptséchlich nur weibliche Iragl”-Méuse betroffen gewesen sind. Das Korpergewicht der
IRAG1-KO Mause hat sich nicht von dem Korpergewicht der IRAG1-WT Méuse unterschie-
den (s. Abbildung 5.4B). Es konnte somit sehr friih als eine mdgliche Ursache fiir das erhdhte
Verhiltnis aus Milzgewicht zu Korpergewicht ausgeschlossen werden. Die Splenomegalie ist
somit sehr wahrscheinlich durch die Andmie hervorgerufen worden.

Von Prgkl-defizienten und PKGI-Rescue Miusen ist bekannt, dass sie neben der Andmie auch
an einer Splenomegalie leiden. Diese ist bei PKGI-Rescue Méusen mit zunehmendem Alter
immer stirker ausgeprégt (Foller et al. 2008; Angermeier et al. 2016). Indem Prgkl-defizienten
Maiusen und PKGI-Rescue Miausen Esomeprazol (PPI) iiber das Futter verabreicht worden ist,
sind nicht nur die gastrointestinalen Blutungen und dadurch die Andmie verhindert oder gelin-
dert worden. In Folge der Behandlung mit PPI ist es bei diesen Médusen zu keiner Ausbildung
der Splenomegalie gekommen (Angermeier et al. 2016). Die Autoren haben daraus geschlos-
sen, dass die Splenomegalie eine Folge der Andmie sein muss. Dass es einen klinischen Zu-
sammenhang zwischen einer Eisenmangelandmie und einer Splenomegalie gibt, ist mit Hilfe
des divalenten Metallionentransporters 1 (DMT1) nachgewiesen worden. Bei DMT1 handelt es
sich um ein integrales Membranprotein, das vor allem auf der apikalen duodenalen Biirsten-
saummembran lokalisiert ist. Es transportiert Fe?*-Ionen, die zuvor von Fe** zu Fe?" reduziert
worden sind, in das Zytoplasma der Enterozyten. Neben Eisen wird iiber DMT1 unter anderem
auch Cobalt und Zink transportiert (Hentze et al. 2010; Ganz 2013; Silva and Faustino 2015;
Camaschella 2019). Miuse, bei denen intestinales DMT]1 deletiert worden ist (DMT1"int) sind
nicht mehr in der Lage Eisen iiber den Gastrointestinaltrakt aufzunehmen. Diese Miuse leiden
dadurch an einem Eisenmangel und so kénnen dessen Effekte auf den Organismus untersucht
werden. DMT1""'_Miuse zeigen die klassischen Symptome einer Eisenmangelaniimie wie
beispielsweise einen reduzierten Himoglobingehalt, eine erniedrigte Erythrozytenzahl, eine er-
hohte Anzahl an Retikulozyten sowie eine verminderte mRNA-Expression von Hamp (Shawki
et al. 2015). Alle diese Symptome sind auch bei der /ragl-Defizienz vorzufinden. Zudem ent-
wickeln die DMT1™"_Miuse, in Folge der fehlenden intestinalen Expression von DMT1, eine
Splenomegalie. Das heifl3t, dass sich eine Splenomegalie auch durch einen Eisenmangel entwi-
ckeln kann.

Fiittert man Wildtypmause mit einer Diét, die wenig Eisen enthélt, so entwickeln diese ebenfalls
eine Eisenmangelandmie. Neben einer Reduktion des Himoglobins und einem Anstieg der Re-
tikulozyten kommt es auch zu einer vermehrten Expression von Phosphatidylserin (PS) auf den
Erythrozyten. Die Erythrozyten weisen deshalb unter diesen Bedingungen eine verkiirzte Le-

bensdauer auf (Kempe et al. 2006). Foller et al. (2008) haben die Splenomegalie bei Prkgl-
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defizienten Méusen mit der verkiirzten Lebensdauer der Erythrozyten begriindet. Durch die
Prgkl-Defizienz kommt es auf den Erythrozyten zu einer vermehrten Expression von PS. PS
dient Makrophagen als Signal zur Phagozytose der Erythrozyten in der Milz. Es entsteht somit
ein Kreislauf von einer verstirkten Ansammlung von Erythrozyten und Makrophagen in der
Milz, der schlussendlich zu der Splenomegalie fiihrt. Anhand der Ausfiihrungen in Kapitel 6.3.1
gibt es keine Evidenz, dass IRAGI in irgendeiner Form an diesen Prozessen in den Erythrozy-
ten beteiligt ist.

Ubertrigt man diese Daten nun auf die Symptome, die eine /ragl-Defizienz zur Folge hat, so
kommt man zu folgendem Fazit. Durch die /ragi-Defizienz kommt es zu gastrointestinalen
Blutungen, die eine Andmie zur Folge haben. Die Blutungen an sich und die gesteigerte Eryth-
ropoese, um die Andmie zu kompensieren, fithren dann zu einem Eisenmangel. Der Eisenman-
gel wirkt sich auf die Erythrozyten in der Form aus, dass diese moglicherweise vermehrt PS auf
ihrer Oberflache exprimieren. Diese Erythrozyten werden deshalb vermehrt und schneller in
der Milz durch Makrophagen abgebaut. So baut sich {iber die Zeit hin ein Kreislauf auf, aus
einer andauernden Zunahme an Erythrozyten und Makrophagen in der Milz, so dass es zur
Ausbildung der Splenomegalie kommt. Die Splenomegalie ist bei einer /ragl-Defizienz somit
ein sekundires Symptom der Andmie und nicht die Ursache fiir die Andmie.

Eine weitere mogliche Ursache fiir eine Splenomegalie kann auch eine pulmonale arterielle
Hypertonie (PAH) sein. Untersuchungen an Patienten, die an einer idiopathischen und heredi-
taren PAH leiden, haben ergeben, dass diese Patienten eine Splenomegalie entwickeln konnen
(Tonelli et al. 2013). Dieser Befund ist dahingehend interessant, da IRAG1-KO Maiuse eine
pulmonale Hypertonie entwickeln (Biswas et al. 2020). In wieweit und ob die PAH eine weitere
Ursache fiir die Entwicklung einer Splenomegalie darstellt oder fiir deren Verstdrkung von Be-

deutung ist, muss aber in weiteren Studien untersucht werden.

Es ist auffallend gewesen, dass die in dieser Arbeit beschriebenen pathologischen Effekte einer
Iragl-Defizienz hauptséchlich bei weiblichen Méusen aufgetreten sind. Ob das ein fiir den
cGMP/PKGI-Signalweg spezifischer Effekt ist, ist leider nicht einfach zu kldren. Foller et al.
(2008) haben fiir ihre gesamten Untersuchungen ménnliche und weibliche Mause verwendet
und die Resultate nicht zusitzlich geschlechtsspezifisch ausgewertet. Von Angermeier et al.
(2016) sind keine Informationen {iber das Geschlecht der untersuchten Méuse vorhanden. Be-
kannt ist aber, dass es cGMP-abhéngige geschlechtsspezifische Effekt auf den Gastrointestinal-
trakt gibt. An diesen Effekten ist Estrogen beteiligt, weshalb diese im weiblichen Organismus

stiarker ausgepragt sind als im mannlichen Organismus (Al-Shboul et al. 2018). Es besteht also
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durchaus die Moglichkeit, dass es weitere geschlechtsabhingige Effekte bei der Regulation des
Gastrointestinaltraktes gibt. Die Untersuchungen an den DMT 1™ "_M3usen sind zu einem gro-
Ben Teil an ménnlichen und weiblichen Méusen durchgefiihrt und geschlechtsspezifisch ausge-
wertet worden. Dabei hat sich wiederum gezeigt, dass die Effekte der Deletion von DMTT sich
zwischen den ménnlichen und den weiblichen Méausen nicht unterschieden haben (Shawki et
al. 2015). Somit scheint die Aufnahme von Eisen aus dem Gastrointestinaltrakt nicht durch
geschlechtsspezifische Effekte beeinflusst zu sein.

Generell bleibt festzuhalten, dass eine Andmie und ein Eisenmangel ein Gesundheitsproblem
sind, das die ganze Welt betrifft und eine der hdufigsten Erkrankungen bei Frauen ist. Ursachen
konnen neben einer Mangelerndhrung — unter anderem verursacht durch Veganismus —, eine
Schwangerschaft oder auch Blutungen unterschiedlicher Genese sein. Bei Frauen sind vor al-
lem die uterinen Blutungen und die Menstruationsblutung die Hauptursache fiir einen Eisen-
mangel oder eine (Eisenmangel-)Anémie. Der Eisengehalt bei menstruierenden Frauen liegt im
Mittel bei 40 mg-kg™! des Korpergewichtes, wihrend er bei Minnern bei 50 mg-kg"! des Kor-
pergewichtes liegt. Durch die Menstruationsblutung verliert eine Frau pro Tag 10 mg Eisen und
wiéhrend des gesamten Menstruationszyklus insgesamt 42 mg Eisen. Im Vergleich dazu liegt
der tégliche Verlust an Eisen bei Mannern und nichtmenstruierenden Frauen bei 1 mg pro Tag

(Clark 2008; Benson et al. 2021).

6.4 Einfluss der Iragl-Defizienz auf die Expression von Proteinen im

cGMP/PKGI-Signalweg

Die [ragl-Defizienz fiihrt in Bezug auf die Andmie zu einem dhnlichen Phénotyp, wie er bei
der Prkgl-Defizienz zu beobachten ist. Dies war iiberraschend, obwohl es bekannt war, dass
IRAG1 von der PKGIP phosphoryliert wird und die Intensitit der Proteinexpression und Loka-
lisation der beiden Proteine korreliert (Geiselhoringer et al. 2004a). Aus diesem Grund ist in
Colon, Milz und Magen von IRAG1-WT und IRAG1-KO Méusen die Protein- und Genexpres-
sion von Proteinen untersucht worden, die fiir den cGMP/PKGI-Signalweg relevant sind.

Uberraschend war dabei das Ergebnis in puncto Proteinexpression der PKGIp in diesen drei
Geweben. In Folge der Iragl-Defizienz ist die Proteinexpression der PKGIP in Colon, Milz
und Magen drastisch reduziert (s. Abbildung 5.15C, G, Abbildung 5.16C, G, Abbildung 5.17C,
G). Die PKGIp ist in diesen Geweben fast nicht mehr nachweisbar. Ein dhnlicher Befund ist im

Colon von Iragl?'?4>_Miusen bereits beschrieben worden, wie auch bei Iragl”-Miusen,
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allerdings ohne statistische Auswertung (Geiselhoringer et al. 2004b; Desch et al. 2010). Auch
in der Lunge und im rechten Ventrikel des Herzens kommt es bei IRAG1-KO Méusen zu dieser
deutlichen Reduktion der Proteinexpression der PKGIP (Biswas et al. 2020). Die Ergebnisse
zur Proteinexpression der PKGIP in Colon, Milz und Magen von globalen /ragl-defizienten
Mausen stehen damit im Einklang mit der Literatur. Allerdings hat sich nun die Frage nach der
Ursache fiir diese deutlich verringerte Proteinexpression gestellt, fiir die es zwei Moglichkeiten
gibt. Die erste Moglichkeit ist, dass es in Folge der /rag/-Defizienz zu einer veranderten Gen-
expression kommt, so dass weniger mRNA vorliegt und schlussendlich weniger PKGIB-Protein
gebildet wird. Als zweite Moglichkeit kann in Betracht gezogen werden, dass es durch die
Iragl-Defizienz zu posttranslationalen Effekten kommt, die Einfluss auf die Expression oder
die Stabilitdt des PKGIB-Proteins haben. Dabei hat sich herausgestellt, dass sich der mRNA-
Gehalt von Prkglb in den IRAG1-KO Maiusen kaum von dem der IRAG1-WT Maéuse unter-
schieden hat (s. Abbildung 5.18C). Somit ist die reduzierte Proteinexpression der PKGIp keine
Folge einer verminderten Genexpression durch die /rag/-Defizienz. Es kann somit angenom-
men werden, dass IRAG1 von enormer Bedeutung fiir die Stabilitit der PKGIp ist, sehr wahr-
scheinlich durch die Bildung des Komplexes aus IRAG1, PKGIP und IP;R-I (Schlossmann et
al. 2000). PGKIB und PKGlIa stabilisieren sich nicht gegenseitig. Dies ist in Untersuchungen
zur Proteinexpression von PGKIPB und PKGla in LZM-PKGIa Méusen gezeigt worden. Ob-
wohl die PKGIa nicht mehr in diesen Médusen exprimiert worden ist, ist die Proteinexpression
der PGKIp unverindert geblieben (Michael et al. 2008; Ramchandran et al. 2014). Als einer
der potenziellen Abbaumechanismen der PKGIf kann eine verstarkte Ubiquitinierung vermutet
werden, wie er fiir die PKGla bekannt ist (Dey et al. 2009).

Die Proteinexpression der PKGla, die kein Interaktionspartner von IRAG1 ist, ist im Colon von
Iragl-defizienten Méusen nicht verdndert (s. Abbildung 5.15D, G). Dies ist im Einklang mit
den bereits bekannten Daten zur Proteinexpression der PKGIla im Colon und der Aorta von
Iragl” - und Irag14'?4-Miusen (Geiselhdringer et al. 2004b; Desch et al. 2010). In der Milz
und im Magen von IRAG1-KO Maéusen ist dagegen die Expression der PKGla erhoht gewesen
(s. Abbildung 5.16D, G, Abbildung 5.17D, G). Allerdings ist nur im Magen von IRAG1-KO
Maiusen die mRNA-Expression von Prkgla erhoht (s. Abbildung 5.18D). In der Lunge von
Iragl-defizienten Mausen ist die Proteinexpression der PKGla ebenfalls nicht verdndert (Bis-
was et al. 2020). Eine mogliche Erklarung fiir die erhohte Proteinexpression der PKGla in der
Milz Iragl-defizienter Mause kann in der Splenomegalie zu suchen sein. Durch die Splenome-
galie befinden sich unweigerlich mehr Zellen aus dem Blut in der Milz, darunter auch Throm-

bozyten, die die PKGla exprimieren. Es ist somit moglich, dass die gemessene Erh6hung der
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PKGla-Proteinexpression eine Folge der erhohten Anzahl an Thrombozyten in der Milz ist
(Geiselhoringer et al. 2004a). Schlussendlich ist PKGIa nicht in der Lage die reduzierte Ex-
pression der PKGIP zu kompensieren. In diesem Zusammenhang ist auch zu beachten, dass
globale Prkgl-Maiuse einen ausgepragten Phénotyp beziiglich Andmie und Splenomegalie ha-
ben (Pfeifer et al. 1998; Foller et al. 2008; Singh et al. 2012; Angermeier et al. 2016). LZM-
PKGIa Méuse leiden dagegen nicht an diesem Phdnotyp, haben keine verdnderte Proteinex-
pression der PKGIP und haben keine reduzierte Lebenserwartung (Michael et al. 2008; Ram-
chandran et al. 2014).

Es ist somit anzunehmen, dass bei den hier beschriebenen Phinotypen einer globalen lragi-
Defizienz die reduzierte Proteinexpression der PKGIP ein weiterer Faktor fiir die Entwicklung
dieser Phédnotypen darstellt. Daraus ldsst sich ableiten, dass die Unterbrechung des
PKGIB/IRAGI1-Signalweges von entscheidender Bedeutung ist, da globale Prkgl-defiziente
Mause die gleichen Phianotypen entwickeln.

Die Untersuchung der Proteinexpression des IP3R-I hat gezeigt, dass dieser ebenfalls durch die
Iragl-Deletion beeinflusst wird. Im Colon und Magen von IRAG1-KO Maéusen ist eine redu-
zierte Expression des IP3R-I festgestellt worden (s. Abbildung 5.15B, G, Abbildung 5.17B, G).
Die Analyse der mRNA von /#prl in diesen Organen ist dagegen bei den IRAG1-KO Méusen
nicht reduziert gewesen im Vergleich mit IRAG1-WT Maéusen (s. Abbildung 5.18B). Beobach-
tungen, die dieses Ergebnis unterstiitzen, sind bereits im Colon von globalen fragl”- und
Irag 141?412 Miusen gemacht worden (Geiselhoringer et al. 2004b; Desch et al. 2010). In der
Milz hat sich ein anderes Resultat ergeben. In IRAG1-KO Miusen ist es zu einer erhdhten
Proteinexpression des IP3R-1 gekommen (s. Abbildung 5.16B, G), trotz einer verminderten
mRNA-Expression (s. Abbildung 5.18B). Dass eine Defizienz von IRAG1 auch zu einer ver-
mehrten Expression des IP3R-I fiihrt, ist auch in der Lunge und des rechten Ventrikels des Her-
zens beobachtet worden (Biswas et al. 2020).

Da die mRNA-Expression des fiir den IP3R-I codierenden Gens in den meisten Organen von
IRAG1-KO Maiusen nicht verandert ist, unterstiitzt dieser Befund ebenfalls die Hypothese, dass

IRAGTI einen stabilisierenden Effekt auf seine Interaktionspartner hat.
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6.5 Hypothese zur Bedeutung des PKGIB/IRAG1-Signalweges

Auf Grundlage der in dieser Arbeit erhobenen Daten und den Gemeinsamkeiten der pathophy-
siologischen Phénotypen der globalen /ragi- und der globalen Prkgl-Defizienz, lésst sich fol-
gende Hypothese fiir die Bedeutung des PKGIB/IRAGI1-Signalweges formulieren (s. Abbil-
dung 6.2). In Wildtypmausen fiihrt der intakte cGMP/PKGI-Signalweg dazu, dass sich die
Maiuse normal entwickeln. PKGlo und PKGIB phosphorylieren ihre Substratproteine, unter an-
derem IRAGI1. Bei Prkgl-defizienten Méusen ist der von cGMP ausgehende Signalweg auf-
grund der Deletion der PKGI unterbrochen. Die Substratproteine kdnnen so nicht von der
PKGla oder der PKGIP phosphoryliert werden. Das hat zur Folge, dass die Prkgl-defizienten
Maiuse unter anderem gastrointestinale (GI) Beschwerden, eine Andmie und Splenomegalie
entwickeln. lragi-defiziente Miuse zeigen in abgeschwichter Form die gleichen pathophysio-
logischen Verdnderungen. Durch das Fehlen von IRAG1 kommt es zu einer Reduktion des
PKGIB-Proteins, weshalb die Phosphorylierung von Substratproteinen der PKGIp abnimmt.
Die Expression der PKGla ist durch die /ragl-Defizienz nicht beeinflusst und somit kommt es
auch zu keinen Veridnderungen in den von der PKGla ausgehenden Signalwegen.

Eine Unterbrechung des PKGIB/IRAG1-Signalweges ist somit maf3geblich verantwortlich fiir
die Ausbildung der gastrointestinalen Beschwerden, der Andmie und der Splenomegalie sowohl

bei Prgkl- als auch bei Iragl-defizienten Méusen.

Wildtypmaus Prkg1/-Maus Irag1/-Maus

a weitere weitere 2. weitere

Substrate Substrate Substrate
i i T 1 ’

weitere

weitere weitere
Substrate Substrate Substrate

Normale Entwicklung Gl-Beschwerden, Gl-Beschwerden,
des GIT und der Milz Anamie und Anamie und
Splenomegalie Splenomegalie

Abbildung 6.2: Hypothese zur Funktion des PKGIB/IRAG1-Signalweges.

Wildtypmiuse haben einen funktionsfahigen cGMP/PKGI-Signalweg und somit keinerlei Beschwerden. Sowohl die PKGla
als auch die PKGIB konnen uneingeschrinkt ihre Substratproteine phosporylieren. Bei Prkgl”--Méusen kommt es zur
Entwicklung von gastrointestinalen (GI) Beschwerden, einer Andmie und Splenomegalie. Iragl/”-Miuse entwicklen in
abgeschwichter Form dieselben Phénotypen. In Folge der /rag-Defizienz kommt es zusitzlich zu einer Reduktion des PKGIB-
Proteins (1.) und zu einer Abnahme der Phosphorylierung von Substraten der PGKIP (2.). Die durchgestrichenen Enzyme und
Proteine représentieren die Deletion des enstprechenden Gens und somit auch die nicht vorhandene Expression. Inaktive oder
abgeschwichte Signalwege sind mit Hilfe von hellen Farben dargestellt.
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Das Inositol-1,4,5-trisphosphat Rezeptor assoziierte cGMP Kinase Substrat 1 (IRAG1) ist ein
Substratprotein des NO/cGMP/PKG-Signalweges und bildet zusammen mit der PKGIP und
dem IP3R-I einen Komplex. Als Substratprotein des NO/cGMP/PKG-Signalweges wird IRAG1
von der PKGIP phosphoryliert und reguliert so die {iber cGMP vermittelte IP3-abhiingige Ca*-
Freisetzung. Im murinen Organismus weist IRAG1 eine grole Gewebedistribution auf und ist
hauptsichlich in glattmuskelhaltigen Geweben lokalisiert, beispielsweise im Colon, dem Ma-
gen oder der Lunge. Aber auch in Thrombozyten und in geringem Umfang in der Milz ist
IRAGI] zu finden. Durch die Bildung des Komplexes mit der PKGIf korrelieren IRAG1 und
PKGIB in der Lokalisation und Intensitit der Proteinexpression. Aus der fast ubiquitéren Ex-
pression der PKGs ergibt sich fiir den NO/cGMP/PKG-Signalweg eine enorme Bedeutung. So
fiihrt eine Prgkl-Defizienz unter anderem zu gastrointestinalen Blutungen, einer Andmie und
Splenomegalie.

Aufgrund der Tatsache, dass die Lokalisation und Proteinexpression von IRAG1 und PKGIf
eng miteinander korrelieren, ist im Rahmen dieser Arbeit der (patho-)physiologische Einfluss
von IRAG1 auf die Entstehung einer Andmie und Splenomegalie hin untersucht worden.

In Folge der Iragl-Defizienz leiden die IRAGI1-KO Méusen an gastrointestinalen Blutungen
und einer Andmie. Beide Symptome manifestieren sich erst ab einem Alter von 14 Wochen.
Die néhere Charakterisierung der Anémie hat dabei ergeben, dass die Tiere sowohl an einem
Eisenmangel als auch an einer Hypocobalamindmie leiden, bei einer addquaten Regeneration
des Blutes. Weiterhin entwickeln /ragl-defiziente Mause mit zunehmendem Alter eine Sple-
nomegalie. Interessanterweise sind die beobachteten Symptome dabei hauptséchlich bei weib-
lichen Iragl”--Miusen aufgetreten.

Die beobachtete Eisenmangelandmie ist die Folge der gastrointestinalen Blutungen, da es durch
die Blutungen zu einer negativen Eisenbilanz kommt. Auch die Splenomegalie ist sehr wahr-
scheinlich auf den Eisenmangel zuriickzufiihren, da hypochrome Erythrozyten beschleunigt in
der Milz abgebaut werden. Ursache fiir die Hypocobalamindmie ist dagegen die gesteigerte

Erythropoese, die in den IRAG1-KO Mausen nachgewiesen werden konnte.

In einem weiteren Teil der Arbeit ist der Einfluss der /ragl-Defizienz auf die Expression von
relevanten Proteinen des cGMP/PKGI-Signalweges untersucht worden. Hierbei hat sich ge-
zeigt, dass es durch die fehlende Proteinexpression von IRAGI1 zu einer deutlich reduzierten

Proteinexpression der PKGIP kommt. Eine reduzierte mRNA-Expression von Prkglb ist aber
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nicht die Ursache, so dass es sich um einen posttranslationalen Effekt handeln muss. Dagegen
ist die Proteinexpression der PKGla nicht durch die /rag/-Defizienz beeinflusst. Fiir den IP3R-I
ist in einigen Organen ebenfalls eine reduzierte Proteinexpression festgestellt worden. IRAG1
hat somit einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitit seiner Interaktionspartner, mit denen

es zusammen den Komplex bildet.

Zusammenfassend kommt es somit bei einer /rag/-Defizienz zu gastrointestinalen Blutungen
und als deren Folge zu einer Andmie und Ausbildung einer Splenomegalie. Gleichzeitig flihrt
die Iragl-Deletion zu einer deutlich reduzierten Proteinexpression der PKGIP. Die Defizienz
des PKGIB/IRAG1-Signalweges ist somit verantwortlich fiir die Entstehung der gastrointesti-
nalen Blutungen, der Andmie und Splenomegalie bei /rag/-defizienten und Prkgl-defizienten
Maiusen. Zudem kann mit der globalen /rag-defizienten Maus nicht nur die (patho-)physiolo-
gische Funktion von IRAGI untersucht werden, sie ist auch ein hilfreicher Modellorganismus,
um im Rahmen von zukiinftigen Studien die (patho-)physiologische Funktion der PKGIP auf

Proteinebene, bei gleichzeitiger Expression der PKGlIa, zu untersuchen.
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8.1 Totalproteinaufnahmen

A A : | B .
70 kDa — | 70 kDa —
35 kDa — 35 kDa —
15 kDa 15 kDa
WTKO WT KOWTKO WTKO WTKOWTKO
mannlich weiblich
C D
70 kDa 70 kDa
35 kDa 35 kDa
- : i 3 o
15 kD2~ s e 5 15 kDa —— -
WTKOWTKOWTKO WTKOWTKOWTKO
mannlich weiblich

Abbildung 8.1: Totalproteinaufnahmen von Milz und Leber.
Totalproteinaufnahmen von Milz (A, B) und Leber (C, D) von ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT (WT) und IRAG1-KO
Mausen (KO). Die Aufnahmen zur FLC-Expression sind in Kapitel 5.5.2 (s. Abbildung 5.10A, C) zu finden.

107



8 Anhang

A B Cc D
130 kDa 130 kDa 130 kDa 130 kDa
70 kDa 70 kDa 70 kDa 70 kDa
35 kDa 35 kDa
35 kDa 35 kDa
WT KOWTKOWT KO WT KO WTKOWTKO WT KOWT KOWTKO
— WTKOWTKOWT KO e — T ——
ménnlich — ménnlich weiblich
weiblich
E F G H
130 kDa 130 kDa 130 kDa 130 kDa
70 kDa 70 kDa 70 kDa 70 kDa
35 kDa 35kDa 35kDa 35kDa
WTKOWTKOWTKO WTKOWTKOWT KO WTKOWTKO WT KO WT KOWTKOWT KO
mannlich weiblich mannlich weiblich
| J K L
130 kDa 130 kDa 130 kDa 130 kDa
70 kDa 70 kDa 70 kDa 70 kDa
35 kDa 35 kDa 35 kDa 35 kDa
WTKOWT KOWT KO WTKOWT KOWT KO WTKO WTKO WTKO WT KO WTKOWTKO
ménnlich weiblich méannlich weiblich

Abbildung 8.2: Totalproteinaufnahmen von Cola.

Totalproteinaufnahmen von méannlichen und weiblichen IRAG1-WT (WT) und IRAG1-KO Miusen (KO). A, B: Totalprotein-
aufnahme zur Proteinexpression von IRAG1. C, D: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression des IP;R-I. E, F: Totalpro-
teinaufnahme zur Proteinexpression der PKGIB. G, H: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression der PKGla. I, J: Total-
proteinaufnahme zur Proteinexpression des IPsR-III. K, L: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression der NO-GC-B1. Die
Aufnahmen zur Expression der jeweiligen Proteine sind in Kapitel 5.7.1 (s. Abbildung 5.15) zu finden.
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A B Cc D
130 kDa 130 kDa 130 kDa — i 130 kDa
70 kDa 70 kDa 70 kDa 70 kDa
35 kDa 35 kDa 35 kDa 35 kDa
WT KO WTKOWTKO WT KOWTKOWT KO WT KOWTKO WT KO WT KO WTKO WT KO
mannlich weiblich maénnlich weiblich
E F G H
130 kDa 130 kDa 130 kDa 130 kDa
70 kDa 70 kDa 70 kDa 70 kDa
35 kDa 35 kDa 35 kDa 35 kDa
WTKOWTKOWTKO NTKOWT KO WT KO WT KO WTKOWTKO WTKOWT KO WT KO
ménnlich weiblich mannlich weiblich
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130 kDa 130 kDa
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35 kDa 35 kDa
35 kDa 35 kDa

WTKOWTKOWTKO WTKO WT KO WT KO WT KO WTKO WT KO WTKOWT KO WT KO
mannlich weiblich mannlich weiblich

Abbildung 8.3: Totalproteinaufnahmen von Milzen.

Totalproteinaufnahmen von ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT (WT) und IRAG1-KO Miusen (KO). A, B: Totalprotein-
aufnahme zur Proteinexpression von IRAG1. C, D: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression des IP;R-I. E, F: Totalpro-
teinaufnahme zur Proteinexpression der PKGIB. G, H: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression der PKGla. I, J: Total-
proteinaufnahme zur Proteinexpression des IP3R-III. K, L: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression der NO-GC-B1. Die
Aufnahmen zur Expression der jeweiligen Proteine sind in Kapitel 5.7.2 (s. Abbildung 5.16) zu finden.
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Abbildung 8.4: Totalproteinaufnahmen vom Magen.

130 kDa
70 kDa
35 kDa
WT KO WT KO WT KO
weiblich
130 kDa
70 kDa
35 kDa
[ e —
WT KO WT KO WT KO
weiblich
130 kDa
70 kDa
35 kDa

WT KO WT KO WT KO
weiblich

Totalproteinaufnahmen von ménnlichen und weiblichen IRAG1-WT (WT) und IRAG1-KO Miusen (KO). A, B: Totalprotein-
aufnahme zur Proteinexpression von IRAG1. C, D: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression des IPsR-I. E, F: Totalpro-
teinaufhahme zur Proteinexpression der PKGIB. G, H: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression der PKGlo. I, J: Total-
proteinaufnahme zur Proteinexpression des IP3R-III. K, L: Totalproteinaufnahme zur Proteinexpression der NO-GC-B1. Die
Aufnahmen zur Expression der jeweiligen Proteine sind in Kapitel 5.7.3 (s. Abbildung 5.17) zu finden.

110



9 Literaturverzeichnis

9 Literaturverzeichnis

Al-Shboul, O.A; M. S. Nazzal; A. G. Mustafa; A. N. Al-Dwairi; M. A. Alqudah; A. Abu O-
mar; M. A. Alfaqih; M. I. Alsalem (2018). "Estrogen relaxes gastric muscle cells via a ni-
tric oxide- and cyclic guanosine monophosphate-dependent mechanism: A sex-associated
differential effect." Exp Ther Med 16(3): 1685—-1692.

Ammendola, A; A. Geiselhoringer; F. Hofmann; J. Schlossmann (2001). "Molecular determi-
nants of the interaction between the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-associated cGMP
kinase substrate (IRAG) and cGMP kinase 1B." J Biol Chem 276(26): 24153-24159.

Angermeier, E; K. Domes; R. Lukowski; J. Schlossmann; B. Rathkolb; M. Hrabéde Angelis;
F. Hofmann (2016). "Iron deficiency anemia in cyclic GMP kinase knockout mice." Hae-
matologica 101(2): e48-51.

Antl, M; M.-L. von Briihl; C. Eiglsperger; M. Werner; 1. Konrad; T. Kocher; M. Wilm; F.
Hofmann; S. Massberg; J. Schlossmann (2007). "IRAG mediates NO/cGMP-dependent in-
hibition of platelet aggregation and thrombus formation." Blood 109(2): 552-559.

Bender, A.T; J. A. Beavo (2006). "Cyclic nucleotide phosphodiesterases: molecular regula-
tion to clinical use." Pharmacol Rev 58(3): 488-520.

Benson, C.S; A. Shah; S. J. Stanworth; C. J. Frise; H. Spiby; S. J. Lax; J. Murray; A. A. Klein
(2021). "The effect of iron deficiency and anaemia on women's health." Anaesthesia 76
Suppl 4: 84-95.

Biel, M; M. Seeliger; A. Pfeifer; K. Kohler; A. Gerstner; A. Ludwig; G. Jaissle; S. Fauser; E.
Zrenner; F. Hofmann (1999). "Selective loss of cone function in mice lacking the cyclic nu-
cleotide-gated channel CNG3." Proc Natl Acad Sci U S A 96(13): 7553-7557.

Biswas, S; B. Kojonazarov; S. Hadzic; M. Majer; G. Bajraktari; T. Novoyatleva; H. Ardeschir
Ghofrani; F. Grimminger; W. Seeger; N. Weissmann; J. Schlossmann; R. Theo Schermuly
(2020). "IRAG1 Deficient Mice Develop PKG1p Dependent Pulmonary Hypertension."
Cells 9(10).

Bonnevier, J; R. Fissler; A. P. Somlyo; A. V. Somlyo; A. Arner (2004). "Modulation of Ca*"
sensitivity by cyclic nucleotides in smooth muscle from protein kinase G-deficient mice." J
Biol Chem 279(7): 5146-5151.

Camaschella, C. (2019). "Iron deficiency." Blood 133(1): 30-39.

Casteel, D.E; T. Zhang; S. Zhuang; R. B. Pilz (2008). "cGMP-dependent protein kinase an-
choring by IRAG regulates its nuclear translocation and transcriptional activity." Cell Sig-
nal 20(7): 1392-1399.

Cha, B; J. Ho Kim; H. Hut; B. M. Hogema; J. Nadarja; M. Zizak; M. Cavet; W. Lee-Kwon; S.
M. Lohmann; A. Smolenski; C. Ming Tse; C. Yun; H. R. de Jonge; M. Donowitz (2005).
"¢GMP inhibition of Na*/H" antiporter 3 (NHE3) requires PDZ domain adapter NHERF2, a
broad specificity protein kinase G-anchoring protein." J Biol Chem 280(17): 16642—16650.

Chanrion, B; C. La Mannoury Cour; F. Bertaso; M. Lerner-Natoli; M. Freissmuth; M. J. Mil-
lan; J. Bockaert; P. Marin (2007). "Physical interaction between the serotonin transporter

and neuronal nitric oxide synthase underlies reciprocal modulation of their activity." Proc
Natl Acad Sci U S A 104(19): 8119-8124.

111



9 Literaturverzeichnis

Chomczynski, P; N. Sacchi (1987). "Single-step method of RNA isolation by acid guani-
dinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction." Anal Biochem 162(1): 156-159.

Chomczynski, P; N. Sacchi (2006). "The single-step method of RNA isolation by acid guani-
dinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction: twenty-something years on." Nat Protoc
1(2): 581-585.

Clark, S.F. (2008). "Iron deficiency anemia." Nutr Clin Pract 23(2): 128—141.

Cortese-Krott, M.M; E. Mergia; C. M. Kramer; W. Liickstddt; J. Yang; G. Wolff; C. Panknin;
T. Bracht; B. Sitek; J. Pernow; J.-P. Stasch; M. Feelisch; D. Koesling; M. Kelm (2018).
"Identification of a soluble guanylate cyclase in RBCs: preserved activity in patients with
coronary artery disease." Redox Biol 14: 328-337.

Cotter, J; C. Baldaia; M. Ferreira; G. Macedo; 1. Pedroto (2020). "Diagnosis and treatment of
iron-deficiency anemia in gastrointestinal bleeding: A systematic review." World J Gastro-
enterol 26(45): 7242—7257.

Desch, M; K. Sigl; B. Hieke; K. Salb; F. Kees; D. Bernhard; A. Jochim; B. Spieberger; K.
Hocherl; R. Feil; S. Feil; R. Lukowski; J. W. Wegener; F. Hofmann; J. Schlossmann
(2010). "IRAG determines nitric oxide- and atrial natriuretic peptide-mediated smooth mus-
cle relaxation." Cardiovasc Res 86(3): 496-505.

Dey, N.B; J. L. Busch; S. H. Francis; J. D. Corbin; T. M. Lincoln (2009). "Cyclic GMP spe-
cifically suppresses Type-lo cGMP-dependent protein kinase expression by ubiquitination."
Cell Signal 21(6): 859-866.

DORMANN, A., Ed. (2008). Laborwerte. ScienceDirect Books. Elsevier Urban & Fischer,
Miinchen.

Draijer, R; A. B. Vaandrager; C. Nolte; H. R. de Jonge; U. Walter; V. W. van Hinsbergh
(1995). "Expression of cGMP-dependent protein kinase I and phosphorylation of its sub-
strate, vasodilator-stimulated phosphoprotein, in human endothelial cells of different
origin." Circ Res 77(5): 897-905.

el-Husseini, A.E; C. Bladen; S. R. Vincent (1995). "Molecular characterization of a type II
cyclic GMP-dependent protein kinase expressed in the rat brain." J Neurochem 64(6):
2814-2817.

Engvall, E; P. Perlmann (1971). "Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Quantitative
assay of immunoglobulin G." Immunochemistry 8(9): 871-874.

Feil, R; S. M. Lohmann; H. de Jonge; U. Walter; F. Hofmann (2003). "Cyclic GMP-depend-
ent protein kinases and the cardiovascular system: insights from genetically modified
mice." Circ Res 93(10): 907-916.

Feil, S; P. Zimmermann; A. Knorn; S. Brummer; J. Schlossmann; F. Hofmann; R. Feil
(2005). "Distribution of cGMP-dependent protein kinase type I and its isoforms in the
mouse brain and retina." Neuroscience 135(3): 863—868.

Foller, M; S. Feil; K. Ghoreschi; S. Koka; A. Gerling; M. Thunemann; F. Hofmann; B.
Schuler; J. Vogel; B. Pichler; R. S. Kasinathan; J. P. Nicolay; S. M. Huber; F. Lang; R. Feil
(2008). "Anemia and splenomegaly in cGKI-deficient mice." Proc Natl Acad SciU S A
105(18): 6771-6776.

112



9 Literaturverzeichnis

Forstermann, U; H. HH.W. Schmidt; J. S. Pollock; H. Sheng; J. A. Mitchell; T. D. Warner;
M. Nakane; F. Murad (1991). "Isoforms of nitric oxide synthase Characterization and puri-
fication from different cell types." Biochemical Pharmacology 42(10): 1849—-1857.

Forstermann, U; W. C. Sessa (2012). "Nitric oxide synthases: regulation and function." Eur
Heart J 33(7): 829-37, 837a-837d.

Friebe, A; D. Koesling (2003). "Regulation of nitric oxide-sensitive guanylyl cyclase." Circ
Res 93(2): 96-105.

Friebe, A; E. Mergia; O. Dangel; A. Lange; D. Koesling (2007). "Fatal gastrointestinal ob-
struction and hypertension in mice lacking nitric oxide-sensitive guanylyl cyclase." Proc
Natl Acad Sci U S A 104(18): 7699—7704.

Fritsch, R.M; D. Saur; M. Kurjak; D. Oesterle; J. Schlossmann; A. Geiselhdringer; F. Hof-
mann; H.-D. Allescher (2004). "InsP3R-associated cGMP kinase substrate (IRAG) is essen-
tial for nitric oxide-induced inhibition of calcium signaling in human colonic smooth mus-
cle." J Biol Chem 279(13): 12551-12559.

Furchgott, R.F; J. V. Zawadzki (1980). "The obligatory role of endothelial cells in the relaxa-
tion of arterial smooth muscle by acetylcholine." Nature 288(5789): 373-376.

Gambaryan, S; C. Hausler; T. Markert; D. Pohler; T. Jarchau; U. Walter; W. Haase; A. Kurtz;
S. M. Lohmann (1996). "Expression of type II cGMP-dependent protein kinase in rat kid-

ney is regulated by dehydration and correlated with renin gene expression." J Clin Invest
98(3): 662—670.

Ganz, T. (2013). "Systemic iron homeostasis." Physiol Rev 93(4): 1721-1741.

Ganz, T; E. Nemeth (2012). "Hepcidin and iron homeostasis." Biochim Biophys Acta
1823(9): 1434-1443.

Geiselhoringer, A; M. Gaisa; F. Hofmann; J. Schlossmann (2004a). "Distribution of IRAG
and cGKI-isoforms in murine tissues." FEBS Lett 5751-3: 19-22.

Geiselhoringer, A; M. Werner; K. Sigl; P. Smital; R. Worner; L. Acheo; J. Stieber; P. Wein-
meister; R. Feil; S. Feil; J. Wegener; F. Hofmann; J. Schlossmann (2004b). "IRAG is essen-
tial for relaxation of receptor-triggered smooth muscle contraction by cGMP kinase."
EMBO J 23(21): 4222-4231.

Goddard, A.F; M. W. James; A. S. Mclntyre; B. B. Scott (2011). "Guidelines for the manage-
ment of iron deficiency anaemia." Gut 60(10): 1309-1316.

Grasso, J.A; A. L. Sullivan; S. C. Chan (1978). "Studies of the endoplasmic reticulum and
plasma membrane-bound ribosomes in erythropoietic cells." J Cell Sci 31: 165-178.

Greegor, D.H. (1967). "Diagnosis of large-bowel cancer in the asymptomatic patient." JAMA
201(12): 943-945.

Green, D.J; A. Maiorana; G. O'Driscoll; R. Taylor (2004). "Effect of exercise training on en-
dothelium-derived nitric oxide function in humans." J Physiol S61Pt 1: 1-25.

Guillen, J. (2012). "FELASA guidelines and recommendations." J Am Assoc Lab Anim Sci
51(3): 311-321.

113



9 Literaturverzeichnis

Haferlach, T. (2020). Hdmatologische Erkrankungen. Atlas und Diagnostisches Handbuch.
Springer Berlin / Heidelberg, Berlin, Heidelberg.

Harrison, P.M; P. Arosio (1996). "The ferritins: molecular properties, iron storage function
and cellular regulation." Biochim Biophys Acta 1275(3): 161-203.

Hastka, J., Metzgeroth, G., and Gattermann, N. (2021). Eisenmangel und Eisenmangeland-
mie. Leitlinie. Empfehlungen der Fachgesellschaft zur Diagnostik und Therapie hdmatolo-
gischer und onkologischer Erkrankungen.

Haug, L.S; V. Jensen; O. Hvalby; S. I. Walaas; A. C. Ostvold (1999). "Phosphorylation of the
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor by cyclic nucleotide-dependent kinases in vitro and in
rat cerebellar slices in situ." J Biol Chem 274(11): 7467-7473.

Hentze, M.W; M. U. Muckenthaler; B. Galy; C. Camaschella (2010). "Two to tango: regula-
tion of Mammalian iron metabolism." Cell 142(1): 24-38.

Hofmann, F. (2005). "The biology of cyclic GMP-dependent protein kinases." J Biol Chem
280(1): 1-4.

Hofmann, F; A. Ammendola; J. Schlossmann (2000). "Rising behind NO: cGMP-dependent
protein kinases." J Cell Sci 113 (Pt 10): 1671-1676.

Hofmann, F; R. Feil; T. Kleppisch; J. Schlossmann (2006). "Function of cGMP-dependent
protein kinases as revealed by gene deletion." Physiol Rev 86(1): 1-23.

Hofmann, F; J. W. Wegener (2013). "¢cGMP-dependent protein kinases (cGK)." Methods Mol
Biol 1020: 17-50.

Huber, A; W. L. Neuhuber; N. Klugbauer; P. Ruth; H. D. Allescher (2000). "Cysteine-rich
protein 2, a novel substrate for cGMP kinase I in enteric neurons and intestinal smooth
muscle." J Biol Chem 275(8): 5504-5511.

Ignarro, L.J; G. M. Buga; K. S. Wood; R. E. Byrns; G. Chaudhuri (1987). "Endothelium-de-
rived relaxing factor produced and released from artery and vein is nitric oxide." Proc Natl
Acad Sci U S A 84(24): 9265-9269.

Ignarro, L.J; G. Cirino; A. Casini; C. Napoli (1999). "Nitric oxide as a signaling molecule in
the vascular system: an overview." J Cardiovasc Pharmacol 34(6): 879—886.

Ignarro, L.J; J. N. Degnan; W. H. Baricos; P. J. Kadowitz; M. S. Wolin (1982). "Activation of
purified guanylate cyclase by nitric oxide requires heme comparison of heme-deficient,
heme-reconstituted and heme-containing forms of soluble enzyme from bovine lung." Bio-
chimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects 718(1): 49-59.

Ignarro, L.J; R. G. Harbison; K. S. Wood; P. J. Kadowitz (1986). "Activation of purified solu-
ble guanylate cyclase by endothelium-derived relaxing factor from intrapulmonary artery

and vein: stimulation by acetylcholine, bradykinin and arachidonic acid." J Pharmacol Exp
Ther 237(3): 893-900.

Jiang, W; P. Wang; H. Yu; Y. Zhang; K. Zhao; H. Du; X. Bai (2014). "Development of a
SYBR Green I based one-step real-time PCR assay for the detection of Hantaan virus." J
Virol Methods 196: 145-151.

Kass, D.A; E. Takimoto; T. Nagayama; H. C. Champion (2007). "Phosphodiesterase regula-
tion of nitric oxide signaling." Cardiovasc Res 75(2): 303-314.

114



9 Literaturverzeichnis

Katsuki, S; W. Arnold; C. Mittal; F. Murad (1977). "Stimulation of guanylate cyclase by so-
dium nitroprusside, nitroglycerin and nitric oxide in various tissue preparations and com-

parison to the effects of sodium azide and hydroxylamine." J Cyclic Nucleotide Res 3(1):
23-35.

Keilbach, A; P. Ruth; F. Hofmann (1992). "Detection of cGMP dependent protein kinase iso-
zymes by specific antibodies." Eur J Biochem 208(2): 467-473.

Kempe, D.S; P. A. Lang; C. Duranton; A. Akel; K. S. Lang; S. M. Huber; T. Wieder; F. Lang
(2006). "Enhanced programmed cell death of iron-deficient erythrocytes." FASEB J 20(2):
368-370.

Koehler, K; D. Hmida; J. Schlossmann; D. Landgraf; N. Reisch; M. Schuelke; A. Huebner
(2020). "Homozygous mutation in murine retrovirus integration site 1 gene associated with
a non-syndromic form of isolated familial achalasia." Neurogastroenterology & Motility:
e13923.

Koesling, D; M. Russwurm; E. Mergia; F. Mullershausen; A. Friebe (2004). "Nitric oxide-
sensitive guanylyl cyclase: structure and regulation." Neurochem Int 45(6): 813—-819.

Koury, M.J; P. Ponka (2004). "New insights into erythropoiesis: the roles of folate, vitamin
B12, and iron." Annu Rev Nutr 24: 105-131.

Kratochvil, J.F; R. H. Burris; M. K. Seikel; J. M. Harkin (1971). "Isolation and characteriza-
tion of a-guaiaconic acid and the nature of guaiacum blue." Phytochemistry 10(10): 2529—
2531.

Krumenacker, J.S; K. A. Hanafy; F. Murad (2004). "Regulation of nitric oxide and soluble
guanylyl cyclase." Brain Research Bulletin 62(6): 505-515.

Kuhn, M. (2003). "Structure, regulation, and function of mammalian membrane guanylyl
cyclase receptors, with a focus on guanylyl cyclase-A." Circ Res 93(8): 700—709.

Kumar, R; R. W. Joyner; P. Komalavilas; T. M. Lincoln (1999). "Analysis of expression of
cGMP-dependent protein kinase in rabbit heart cells." J Pharmacol Exp Ther 291(3): 967—
975.

Kyhse-Andersen, J. (1984). "Electroblotting of multiple gels: a simple apparatus without
buffer tank for rapid transfer of proteins from polyacrylamide to nitrocellulose." J Biochem
Biophys Methods 103-4: 203-209.

Ladner, C.L; K. Tran; M. Le; R. J. Turner; R. A. Edwards (2014). "Excited state photoreac-
tion between the indole side chain of tryptophan and halocompounds generates new fluoro-
phores and unique modifications." Photochem Photobiol 90(5): 1027-1033.

Ladner, C.L; J. Yang; R. J. Turner; R. A. Edwards (2004). "Visible fluorescent detection of
proteins in polyacrylamide gels without staining." Anal Biochem 326(1): 13-20.

Laemmli, U.K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4." Nature 227(5259): 680—685.

Liu, X; E. C. Theil (2005). "Ferritin as an iron concentrator and chelator target." Ann N Y
Acad Sci 1054: 136-140.

Lloyd-Jones, D.M; K. D. Bloch (1996). "The vascular biology of nitric oxide and its role in
atherogenesis." Annu Rev Med 47: 365-375.

115



9 Literaturverzeichnis

Lohmann, S.M; A. B. Vaandrager; A. Smolenski; U. Walter; H. R. de Jonge (1997). "Distinct
and specific functions of cGMP-dependent protein kinases." Trends Biochem Sci 22(8):
307-312.

Lowry, O.H; N. J. Rosebrough; A. L. Farr; R. J. Randall (1951). "Protein measurement with
the Folin phenol reagent." J Biol Chem 193(1): 265-275.

Lozzio, B.B; C. B. Lozzio; E. G. Bamberger; A. S. Feliu (1981). "A multipotential leukemia
cell line (K-562) of human origin." Proc Soc Exp Biol Med 166(4): 546—550.

Liillmann-Rauch, R. (2015). Taschenlehrbuch Histologie. Georg Thieme Verlag, Stuttgart.

Markert, T; A. B. Vaandrager; S. Gambaryan; D. Pohler; C. Hausler; U. Walter; H. R. de
Jonge; T. Jarchau; S. M. Lohmann (1995). "Endogenous expression of type 11 cGMP-de-
pendent protein kinase mRNA and protein in rat intestine. Implications for cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator." J Clin Invest 96(2): 822—830.

Marletta, M.A. (1994). "Nitric oxide synthase: aspects concerning structure and catalysis."
Cell 78(6): 927-930.

Marsh, N; A. Marsh (2000). "A short history of nitroglycerine and nitric oxide in pharmacol-
ogy and physiology." Clin Exp Pharmacol Physiol 27(4): 313-319.

McLean, E; M. Cogswell; 1. Egli; D. Wojdyla; B. de Benoist (2009). "Worldwide prevalence
of anaemia, WHO Vitamin and Mineral Nutrition Information System, 1993-2005." Public
Health Nutr 12(4): 444-454.

Mergia, E; A. Friebe; O. Dangel; M. Russwurm; D. Koesling (2006). "Spare guanylyl cyclase
NO receptors ensure high NO sensitivity in the vascular system." J Clin Invest 116(6):
1731-1737.

Mergia, E; M. Russwurm; G. Zoidl; D. Koesling (2003). "Major occurrence of the new a1
isoform of NO-sensitive guanylyl cyclase in brain." Cell Signal 15(2): 189-195.

Michael, S.K; H. K. Surks; Y. Wang; Y. Zhu; R. Blanton; M. Jamnongjit; M. Aronovitz; W.
Baur; K. Ohtani; M. K. Wilkerson; A. D. Bonev; M. T. Nelson; R. H. Karas; M. E. Mendel-

sohn (2008). "High blood pressure arising from a defect in vascular function." Proc Natl
Acad Sci U S A 105(18): 6702—-6707.

Moras, M; S. D. Lefevre; M. A. Ostuni (2017). "From Erythroblasts to Mature Red Blood
Cells: Organelle Clearance in Mammals." Front Physiol 8: 1076.

Mortensen, M; D. J. P. Ferguson; M. Edelmann; B. Kessler; K. J. Morten; M. Komatsu; A. K.
Simon (2010). "Loss of autophagy in erythroid cells leads to defective removal of mito-
chondria and severe anemia in vivo." Proc Natl Acad Sci U S A 107(2): 832—837.

Mullis, K.B; F. A. Faloona (1987). "Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-cata-
lyzed chain reaction." Methods Enzymol 155: 335-350.

Nathan, C; Q. W. Xie (1994). "Nitric oxide synthases: roles, tolls, and controls." Cell 78(6):
915-918.

Nebe, C.T; H. Diem; H. Heimpel (2010). "Aktuelle Aspekte zur Bestimmung der Retikulozy-
tenzahl / Current aspects of reticulocyte analysis." LaboratoriumsMedizin 34(6): 295-304.

116



9 Literaturverzeichnis

Ny, L; A. Pfeifer; A. Aszodi; M. Ahmad; P. Alm; P. Hedlund; R. Fissler; K. E. Andersson
(2000). "Impaired relaxation of stomach smooth muscle in mice lacking cyclic GMP-de-
pendent protein kinase [." Br J Pharmacol 129(2): 395-401.

Palmer, R.M; D. S. Ashton; S. Moncada (1988). "Vascular endothelial cells synthesize nitric
oxide from L-arginine." Nature 333(6174): 664—666.

Palmieri, O; T. Mazza; G. Bassotti; A. Merla; S. Tolone; T. Biagini; A. Cuttitta; F. Bossa; G.
Martino; T. Latiano; G. Corritore; D. Gioffreda; O. Palumbo; M. Carella; A. Panza; A. An-
driulli; A. Latiano (2020). "microRNA-mRNA network model in patients with achalasia."
Neurogastroenterology & Motility 32(3): e13764.

Pavord, S; J. Daru; N. Prasannan; S. Robinson; S. Stanworth; J. Girling (2020). "UK guide-
lines on the management of iron deficiency in pregnancy." Br J] Haematol 188(6): 819—830.

Peters, C.H; M. E. Myers; J. Juchno; C. Haimbaugh; H. Bichraoui; Y. Du; J. R. Bankston; L.
A. Walker; C. Proenza (2020). "Isoform-specific regulation of HCN4 channels by a family
of endoplasmic reticulum proteins." Proc Natl Acad Sci U S A 117(30): 18079—18090.

Peterson, G.L. (1977). "A simplification of the protein assay method of Lowry et al. which is
more generally applicable." Anal Biochem 83(2): 346-356.

Peterson, G.L. (1979). "Review of the Folin phenol protein quantitation method of Lowry,
Rosebrough, Farr and Randall." Anal Biochem 100(2): 201-220.

Pfeifer, A; A. Aszodi; U. Seidler; P. Ruth; F. Hofmann; R. Fassler (1996). "Intestinal secre-
tory defects and dwarfism in mice lacking cGMP-dependent protein kinase II." Science
274(5295): 2082-2086. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8953039/.

Pfeifer, A; P. Klatt; S. Massberg; L. Ny; M. Sausbier; C. Hirneiss; G. X. Wang; M. Korth; A.
Aszddi; K. E. Andersson; F. Krombach; A. Mayerhofer; P. Ruth; R. Féssler; F. Hofmann
(1998). "Defective smooth muscle regulation in cGMP kinase I-deficient mice." EMBO J
17(11): 3045-3051.

Radomski, M.W; R. M. Palmer; S. Moncada (1990). "Glucocorticoids inhibit the expression
of an inducible, but not the constitutive, nitric oxide synthase in vascular endothelial cells."
Proc Natl Acad Sci U S A 87(24): 10043—10047.

Ramchandran, R; A. Raghavan; D. Geenen; M. Sun; L. Bach; Q. Yang; J. Usha Raj (2014).
"PKG-1a leucine zipper domain defect increases pulmonary vascular tone: implications in
hypoxic pulmonary hypertension." Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 307(7): L537-44.

Rastaldo, R; P. Pagliaro; S. Cappello; C. Penna; D. Mancardi; N. Westerhof; G. Losano
(2007). "Nitric oxide and cardiac function." Life Sci 81(10): 779-793.

Rick, W. (1990). Klinische Chemie und Mikroskopie. Springer-Lehrbuch. Springer, Berlin,
Heidelberg.

Rudolph, U; M. J. Finegold; S. S. Rich; G. R. Harriman; Y. Srinivasan; P. Brabet; G. Boulay;
A. Bradley; L. Birnbaumer (1995). "Ulcerative colitis and adenocarcinoma of the colon in
Guoip-deficient mice." Nat Genet 10(2): 143—150.

Russwurm, M; D. Koesling (2004). "NO activation of guanylyl cyclase." EMBO J 23(22):
4443-4450.

117



9 Literaturverzeichnis

Ruth, P; W. Landgraf; A. Keilbach; B. May; C. Egleme; F. Hofmann (1991). "The activation
of expressed cGMP-dependent protein kinase isozymes la and If is determined by the dif-
ferent amino-termini." Eur J Biochem 202(3): 1339-1344.

Salmhofer, H; W. L. Neuhuber; P. Ruth; A. Huber; M. Russwurm; H. D. Allescher (2001).
"Pivotal role of the interstitial cells of Cajal in the nitric oxide signaling pathway of rat
small intestine. Morphological evidence." Cell Tissue Res 305(3): 331-340.

Sausbier, M; H. Zhao; R. Schubert; U. Sausbier; U. Abdullah; A. Huber; S. Feil; R. Feil; F.
Hofmann; W. Neuhuber; H.-D. Allescher; P. Ruth (2005). "Enhanced vascular cGMP/cGK
I signaling and hypotonia in cysteine-rich-protein 2-deficient mice." BMC Pharmacol 5S1.

Schinner, E; K. Salb; J. Schlossmann (2011). "Signaling via IRAG is essential for NO/cGMP-
dependent inhibition of platelet activation." Platelets 22(3): 217-227.

Schinner, E; A. Schramm; F. Kees; F. Hofmann; J. Schlossmann (2013). "The cyclic GMP-
dependent protein kinase Ia suppresses kidney fibrosis." Kidney international 84(6): 1198—
1206.

Schlossmann, J; A. Ammendola; K. Ashman; X. Zong; A. Huber; G. Neubauer; G. X. Wang;
H. D. Allescher; M. Korth; M. Wilm; F. Hofmann; P. Ruth (2000). "Regulation of intracel-
lular calcium by a signalling complex of IRAG, IP3 receptor and cGMP kinase If." Nature
404(6774): 197-201.

Schlossmann, J; M. Desch (2011). "IRAG and novel PKG targeting in the cardiovascular sys-
tem." Am J Physiol Heart Circ Physiol 301(3): H672-82.

Schlossmann, J; R. Feil; F. Hofmann (2003). "Signaling through NO and cGMP-dependent
protein kinases." Ann Med 35(1): 21-27.

Schlossmann, J; R. Feil; F. Hofmann (2005). "Insights into cGMP signalling derived from
c¢GMP kinase knockout mice." Front Biosci 10: 1279-1289.

Schramm, A; F. Schweda; M. Luisa S. Sequeira-Lopez; F. Hofmann; P. Sandner; J. Schloss-
mann (2019). "Protein Kinase G Is Involved in Acute but Not in Long-Term Regulation of
Renin Secretion." Front Pharmacol 10: 800.

Scott, J.D. (1991). "Cyclic nucleotide-dependent protein kinases." Pharmacology & Thera-
peutics 50(1): 123-145.

Shaughnessy, J.D; D. A. Largaespada; E. Tian; C. F. Fletcher; B. C. Cho; P. Vyas; N. A. Jen-
kins; N. G. Copeland (1999). "Mrvil, a common MRV integration site in BXH2 myeloid
leukemias, encodes a protein with homology to a lymphoid-restricted membrane protein
Jaw1." Oncogene 18(12): 2069-2084.

Shawki, A; S. R. Anthony; Y. Nose; M. A. Engevik; E. J. Niespodzany; T. Barrientos; H.
Ohrvik; R. T. Worrell; D. J. Thiele; B. Mackenzie (2015). "Intestinal DMT]1 is critical for
iron absorption in the mouse but is not required for the absorption of copper or manganese."
Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 309(8): G635-47.

Shi, H; K. Z. Bencze; T. L. Stemmler; C. C. Philpott (2008). "A cytosolic iron chaperone that
delivers iron to ferritin." Science 320(5880): 1207-1210.

Silva, B; P. Faustino (2015). "An overview of molecular basis of iron metabolism regulation
and the associated pathologies." Biochim Biophys Acta 1852(7): 1347-1359.

118



9 Literaturverzeichnis

Singh, A.K; B. Spie8berger; W. Zheng; F. Xiao; R. Lukowski; J. W. Wegener; P. Weinmeis-
ter; D. Saur; S. Klein; M. Schemann; D. Kriiger; U. Seidler; F. Hofmann (2012). "Neuronal
cGMP kinase I is essential for stimulation of duodenal bicarbonate secretion by luminal
acid." FASEB J 26(4): 1745-1754.

Soderling, S.H; S. J. Bayuga; J. A. Beavo (1998). "Identification and characterization of a
novel family of cyclic nucleotide phosphodiesterases." J Biol Chem 273(25): 15553—-15558.

Sonnenburg, W.K; J. A. Beavo (1994). "Cyclic GMP and Regulation of Cyclic Nucleotide
Hydrolysis. In Advances in pharmacology. Cyclic GMP; Synthesis, Metabolism, and Func-
tion, J. T. AUGUST, M. W. ANDERS AND F. MURAD, Eds. Elsevier, Burlington: 87-114.

Straubinger, J; K. Boldt; A. Kuret; L. Deng; D. Krattenmacher; N. Bork; M. Desch; R. Feil;
S. Feil; M. Nemer; M. Ueffing; P. Ruth; S. Just; R. Lukowski (2017). "Amplified patho-
genic actions of angiotensin II in cysteine-rich LIM-only protein 4-negative mouse hearts."
FASEB J 31(4): 1620-1638.

Tang, K.M; G. Wang; P. Lu; R. H. Karas; M. Aronovitz; S. P. Heximer; K. M. Kaltenbronn;
K. J. Blumer; D. P. Siderovski; Y. Zhu; M. E. Mendelsohn; M. Tang; G. Wang (2003).
"Regulator of G-protein signaling-2 mediates vascular smooth muscle relaxation and blood
pressure." Nat Med 9(12): 1506-1512.

Tonelli, A.R; R. Yadav; A. Gupta; A. V. Arrossi; G. A. Heresi; R. A. Dweik (2013). "Spleen
size in idiopathic and heritable pulmonary arterial hypertension." Respiration 85(5): 391—
399.

Tripathi, P; P. Tripathi; L. Kashyap; V. Singh (2007). "The role of nitric oxide in inflamma-
tory reactions." FEMS Immunol Med Microbiol 51(3): 443-452.

Vaandrager, A.B; A. G.M. Bot; P. Ruth; A. Pfeifer; F. Hofmann; H. R. de Jonge (2000). "Dif-
ferential role of cyclic GMP—dependent protein kinase II in ion transport in murine small
intestine and colon." Gastroenterology 118(1): 108—114.

Vaandrager, A.B; E. M. Ehlert; T. Jarchau; S. M. Lohmann; H. R. de Jonge (1996). "N-termi-
nal myristoylation is required for membrane localization of cGMP-dependent protein ki-
nase type I1." J Biol Chem 271(12): 7025-7029.

Vaandrager, A.B; A. Smolenski; B. C. Tilly; A. B. Houtsmuller; E. M. Ehlert; A. G. Bot; M.
Edixhoven; W. E. Boomaars; S. M. Lohmann; H. R. de Jonge (1998). "Membrane targeting
of cGMP-dependent protein kinase is required for cystic fibrosis transmembrane conduct-
ance regulator CI" channel activation." Proc Natl Acad Sci U S A 95(4): 1466-1471.

van Weemen, B.K; A. H-W.M. Schuurs (1971). "Immunoassay using antigen-enzyme conju-
gates." FEBS Lett 15(3): 232-236.

Vente, J. de; E. Asan; S. Gambaryan; M. Markerink-van Ittersum; H. Axer; K. Gallatz; S.
Lohmann; M. Palkovits (2001). "Localization of cGMP-dependent protein kinase type II in
rat brain." Neuroscience 108(1): 27-49.

Voipio, H.-M; P. Baneux; [. A. Gomez de Segura; J. Hau; S. Wolfensohn (2008). "Guidelines
for the veterinary care of laboratory animals: report of the FELASA/ECLAM/ESLAYV Joint
Working Group on Veterinary Care." Lab Anim 42(1): 1-11.

119



9 Literaturverzeichnis

Vos, T; T. Barnighausen; J. B. Jonas; B. Schéttker; S. Mohammed (2017). "Global, regional,
and national incidence, prevalence, and years lived with disability for 328 diseases and in-
juries for 195 countries, 1990-2016. A systematic analysis for the Global Burden of Disease
Study 2016." The lancet <London>. http://www.sciencedirect.com/science/arti-
cle/pii/S0140673617321542.

Wagner, L.E; W.-H. Li; D. 1. Yule (2003). "Phosphorylation of type-1 inositol 1,4,5-trisphos-
phate receptors by cyclic nucleotide-dependent protein kinases: a mutational analysis of the
functionally important sites in the S2* and S2~ splice variants." J Biol Chem 278(46):
45811-45817.

Waldmann, R; S. Bauer; C. Gobel; F. Hofmann; K. H. Jakobs; U. Walter (1986). "Demonstra-
tion of cGMP-dependent protein kinase and cGMP-dependent phosphorylation in cell-free
extracts of platelets." Eur J Biochem 158(1): 203-210.

Weber, S; D. Bernhard; R. Lukowski; P. Weinmeister; R. Worner; J. W. Wegener; N. Valt-
cheva; S. Feil; J. Schlossmann; F. Hofmann; R. Feil (2007). "Rescue of cGMP kinase |

knockout mice by smooth muscle specific expression of either isozyme." Circ Res 101(11):
1096—-1103.

WELSCH, U., KUMMER, W., AND DELLER, T., Eds. (2018). Histologie. Zytologie, Histologie
und mikroskopische Anatomie: das Lehrbuch. Elsevier, Miinchen.

Werner, C; G. Raivich; M. Cowen; T. Strekalova; I. Sillaber; J. T. Buters; R. Spanagel; F.
Hofmann (2004). "Importance of NO/cGMP signalling via cGMP-dependent protein kinase

IT for controlling emotionality and neurobehavioural effects of alcohol." Eur J Neurosci
20(12): 3498-3506.

Werner, C.G; V. Godfrey; R. R. Arnold; G. L. Featherstone; D. Bender; J. Schlossmann; M.
Schiemann; F. Hofmann; K. B. Pryzwansky (2005). "Neutrophil dysfunction in guanosine
3',5'-cyclic monophosphate-dependent protein kinase I-deficient mice." J Immunol 175(3):
1919-1929.

Wernet, W; V. Flockerzi; F. Hofmann (1989). "The cDNA of the two isoforms of bovine
cGMP-dependent protein kinase." FEBS Lett 2511-2: 191-196.

Wiege, K; S. R. Ali; B. Gewecke; A. Novakovic; F. M. Konrad; K. Pexa; S. Beer-Hammer; J.
Reutershan; R. P. Piekorz; R. E. Schmidt; B. Niirnberg; J. Engelbert Gessner (2013). "Gaiz
is the essential Go; protein in immune complex-induced lung disease." J Immunol 190(1):
324-333.

Wobst, J; H. Schunkert; T. Kessler (2018). "Genetic alterations in the NO-cGMP pathway and
cardiovascular risk." Nitric Oxide 76: 105-112.

Wooldridge, A.A; J. A. MacDonald; F. Erdodi; C. Ma; M. A. Borman; D. J. Hartshorne; T. A.
J. Haystead (2004). "Smooth muscle phosphatase is regulated in vivo by exclusion of phos-
phorylation of threonine 696 of MYPT1 by phosphorylation of Serine 695 in response to
cyclic nucleotides." J Biol Chem 279(33): 34496-34504.

Worner, R; R. Lukowski; F. Hofmann; J. W. Wegener (2007). "cGMP signals mainly through
cAMP kinase in permeabilized murine aorta." Am J Physiol Heart Circ Physiol 292(1):
H237-44.

120



10 Veroffentlichungen

10 Veroffentlichungen

Einzelne Teile der vorliegenden Arbeit sind bereits in Fachzeitschriften veroffentlicht und im

Rahmen von Kongressteilnahmen priasentiert worden.

10.1 Publikationen

10.1.1 Publikationen im Rahmen der Dissertation

Majer, M., S. Priischenk and J. Schlossmann (2021). "Loss of PKGIB/IRAGI Signaling Causes
Anemia-Associated Splenomegaly." Int J Mol Sci 22(11): 5458.

Biswas, S., B. Kojonazarov, S. Hadzic, M. Majer, G. Bajraktari, T. Novoyatleva, H. A.
Ghofrani, F. Grimminger, W. Seeger, N. Weissmann, J. Schlossmann and R. T. Schermuly
(2020). "IRAG1 Deficient Mice Develop PKG1p Dependent Pulmonary Hypertension." Cells
9(10): 2280.

10.1.2 Weitere Publikationen

Priischenk, S., M. Majer, R. Schreiber and J. Schlossmann (2021). "IRAG2 Interacts with 1P3-
Receptor Types 1, 2, and 3 and Regulates Intracellular Ca*" in Murine Pancreatic Acinar Cells."

Int J Mol Sci 22(24): 13409.

10.2 Kongressteilnahmen

5" German Pharm-Tox Summit 2020, Leipzig: Poster

4™ German Pharm-Tox Summit 2019, Stuttgart: Vortrag

Hot Topics in Signal Transduction & cGMP Research 2018, Tiibingen: Vortrag und Poster
3" German Pharm-Tox Summit 2018, Gottingen: Poster

2" German Pharm-Tox Summit 2017, Heidelberg: Poster

121



11 Danksagung

11 Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich allen, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben, meinen

herzlichen Dank aussprechen.

Zuallererst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Jens Schlossmann fiir die Aufnahme in seine
Arbeitsgruppe, die Uberlassung des spannenden Themas und die Betreuung sowie das mir ent-

gegengebrachte Vertrauen bedanken.

Ein herzliches Dankeschon auch an Herrn PD Dr. Max Keller fiir die Bereitschaft zur Anferti-

gung des Zweitgutachtens.

Weiterhin mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Dr. Ekkehard Haen und bei Herrn Prof. Dr.
Sigurd Elz fiir ihre Bereitschaft, als weiterer Priifer bzw. Vorsitzender des Priifungsausschusses

zu fungieren, herzlich bedanken.

Ein grofles Dankeschon geht an Astrid Seefeld fiir die vielen hilfreichen Tipps und Tricks, die
den Laboralltag um einiges einfacher gemacht haben, und fiir ihre Einweisung — zusammen mit
Gertraud Wilberg — in die Geheimnisse der hdmatologischen Analytik. Aber auch vielen Dank
dafiir, dass sie mit ihrer herzlichen und humorvollen Art an so manchen Tagen Sonne ins Labor
gebracht hat. An dieser Stelle darf ebenso Simon Kerler nicht unerwihnt bleiben, danke fiir die

Genotypisierung und die Hilfe bei der Versorgung unserer ,,Mitarbeiter.

Bedanken mochte ich mich auch bei allen Mitgliedern der Arbeitsgruppe — Leo, Robert und
Philipp, aber vor allem bei Sally und Martina — sowie bei Herrn Prof. Dr. Frieder Kees und
Herrn Dr. Christoph Dorn. Martina danke ich ganz herzlich nicht nur fiir die gute Planung und
Unterstiitzung in allen organisatorischen Anliegen, sondern auch fiir ihr offenes Ohr. Ein groBer
Dank gebiihrt Sally fiir die vielen kleinen und groB3en Hilfen im Laboralltag, bei der Revision
des Papers und bei der Korrektur der Arbeit. Euch allen danke ich aber vor allem fiir die Un-

terstiitzung und das mir entgegengebrachte Verstindnis im letzten Jahr.

SchlieBlich gebiihrt mein groffter Dank meiner Mutter und meinem Bruder fiir die Unterstiit-

zung und den Riickhalt iiber all die Jahre.

122



12 Eidesstattliche Erklarung

12 Eidesstattliche Erklarung

Ich erklédre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzuldssige Hilfe Dritter
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe; die aus anderen
Quellen direkt oder indirekt iibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe des Lite-

raturzitats gekennzeichnet.

Weitere Personen waren an der inhaltlich-materiellen Herstellung der vorliegenden Arbeit nicht
beteiligt. Insbesondere habe ich hierfiir nicht die entgeltliche Hilfe eines Promotionsberaters
oder anderer Personen in Anspruch genommen. Niemand hat von mir weder unmittelbar noch
mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt

der vorgelegten Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder dhnlicher Form einer

anderen Priifungsbehorde vorgelegt.

Regensburg, den 18.02.2022

(Michael Majer)

123



