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1 Einleitung 

1.1 Protein Ectodomain Shedding 

Protein Ectodomain Shedding beschreibt die proteolytische Spaltung von Typ I- und 

Typ II-Transmembranproteinen nahe der Zelloberfläche, woraufhin der extrazelluläre 

Bereich (Ectodomain) des Proteins freigesetzt wird. Anschließend erfolgt häufig eine 

weitere Spaltung, die innerhalb der Zellmembran stattfindet. Dieser Schritt wird als 

Regulated Intramembrane Proteolysis (RIP) bezeichnet und durch sogenannte γ-

Sekretasen bei Typ I-Transmembranproteinen bzw. durch Signal Peptide Peptidase Like 

Proteins (SPPLs) bei Membranproteinen vom Typ II ausgeführt (Reiss und Saftig, 2009). 

Eine Vielzahl von Proteinen wird durch das Shedding von der Zelloberfläche entfernt, 

z.B.: Zytokine, Zelladhäsionsmoleküle, Wachstumsfaktoren und Rezeptoren (Hayashida 

et al., 2010). Die meisten dieser Moleküle unterliegen immer einem geringen, basalen 

Shedding-Prozess, allerdings kann dieser durch verschiedene Aktivatoren stark erhöht 

werden, u.a. durch Wachstumsfaktoren (Mortier et al., 2004), Calcium-Ionophore 

(Reiss et al., 2005), Phorbolester (Arribas et al., 1996), zellulären Stress (Fitzgerald et 

al., 2000) sowie durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Prenzel et al., 1999). Die an 

der Stimulierung der Proteolyse beteiligten Signalwege werden hauptsächlich über die 

Proteinkinase C und den Mitogen Activated Protein Kinase-Weg (MAPK-Weg) vermit-

telt (Huovila et al., 2005).   

Für das Shedding sind zinkabhängige Metalloproteinasen, die zur Familie der 

Metzincine gehören, verantwortlich (Arribas und Borroto, 2002). Zum einen Matrix-

metalloproteinasen (MMPs) und zum anderen die Mitglieder der „A Disintegrin and 

Metalloproteases“-Familie (ADAMs), die den größten Anteil haben. MMPs sind in der 

extrazellulären Matrix lokalisiert und spielen eine wichtige Rolle bei der Zellwande-

rung, weiterhin bei der Freisetzung von Wachstumsfaktoren, der Reparatur und der 

Umgestaltung von Geweben, indem sie Zell-Matrix- sowie Zell-Zell-Interaktionen tren-

nen (Nagase et al., 2006). Zu den wichtigsten Vertretern der ADAMs gehören ADAM-10 
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und ADAM-17. Sie sind an einer Reihe physiologischer und pathophysiologischer Pro-

zesse beteiligt, u.a. an der Entstehung verschiedener Organe und des zentralen Ner-

vensystems (ZNS). Auch bei Entzündungsreaktionen und der Entwicklung von Krebser-

krankungen spielen sie wichtige Rollen (Reiss und Saftig, 2009). ADAM-17 kann durch 

die Bindung des entsprechenden Agonisten an einen GPCR (z.B. Angiotensin Typ 1-

Rezeptor oder Lysophosphatid-Säure (LPA)-Rezeptor) über Aktivierung von Proteinki-

nase C, Ca2+ und reactive oxygen species (ROS) stimuliert werden. Dies führt zum Shed-

ding eines epidermalen Wachstumsfaktors (EGF), der daraufhin an den EGF-Rezeptor 

bindet und das Wachstum sowie die Wanderung von Zellen auslöst (Ohtsu et al., 

2006). An der Proteolyse des Amyloiden Vorläuferproteins (APP) ist vor allem ADAM-

10 beteiligt und wird daher auch als α-Sekretase bezeichnet. Durch die Spaltung ent-

steht neurotrophes und neuroprotektives APPsα sowie durch anschließende γ-

Sekretasenspaltung ein APP intracellular domain (AICD)- Fragment (Lammich et al., 

1999); dieses kann in den Zellkern gelangen und dort verschiedene Gene aktivieren 

(Kimberly et al., 2001). APP kann auch durch eine β-Sekretase gespalten werden, was 

die Bildung des Amyloiden β-Peptids (Aβ) initiiert. Dieses lagert sich im Gehirn zu Amy-

loid-Plaques zusammen und ist für die Entstehung der Alzheimer-Demenz (AD) mitver-

antwortlich (Evin und Weidemann, 2002). Die Überexpression von ADAM-10 in einem 

Alzheimer-Mausmodell verhindert die Bildung der Plaques und verringert die neurolo-

gischen Defizite der Mäuse (Postina et al., 2004). In einer Studie wurde nachgewiesen, 

dass in Gehirnen von AD-Patienten eine geringere Menge an ADAM-10 mRNA als in 

den Gehirnen gesunder Menschen vorlag (Marcinkiewicz und Seidah, 2000). Eine Akti-

vierung der Aktivität der α-Sekretase wäre also eine mögliche Therapie der AD, diese 

könnte zum Beispiel über die Aktivierung des PAC1-Rezeptors erfolgen (Kojro et al., 

2006).  
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1.2 Receptor for Advanced Glycation Endproducts 

1.2.1 Struktur und Expressionsmuster von RAGE 

Der Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) wurde zum ersten Mal 1992 

aus der Lunge eines Rindes isoliert (Schmidt et al., 1992) und kloniert (Neeper et al., 

1992). Das für RAGE codierende Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 6 

innerhalb des Major Histocompatibility (MHC) III-Komplexes und besteht aus elf Exons 

sowie zehn Introns (Sugaya et al., 1994; Vissing et al., 1994).  

 

Bild 1.1: Darstellung der verschiedenen Spleißvarianten von RAGE und der durch Proteolyse entstan-
denen sRAGE-Form  

Die unterschiedlichen RAGE-Isoformen sind: full-length RAGE, C-truncated RAGE (auch esRAGE genannt, 
ohne Transmembrandomäne und cytoplasmatische Domäne) sowie N-truncated RAGE (ohne V-
Domäne). Durch proteolytische Spaltung entsteht sRAGE (aus Basta, 2008). 

Full-length RAGE gehört zur Immunoglobulin-Superfamilie der Zelloberflächenproteine 

und ist aus drei verschiedenen Regionen aufgebaut: die N-terminale, extrazelluläre 

Region besteht aus einem Signalpeptid (As: 1-22), drei Ig-ähnlichen Domänen, der va-

riablen (V-) Domäne (As: 23-116) mit zwei N-Glykosylierungsstellen und zwei konstan-

ten (C-) Domänen (As: 124-221 und As: 227-317). Danach folgen eine Transmembran-

domäne (As: 343-363) sowie ein kurzer cytoplasmatischer C-Terminus (As: 364-404), 
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der wichtig für die Signalweiterleitung ist (Srikanth et al., 2009). Die V-Domäne ist 

hauptsächlich für die Bindung der unterschiedlichen Liganden verantwortlich, dadurch 

wird die Weiterleitung des Signals in die Zelle ausgelöst. 

Es existieren über 20 verschiedene Spleißvarianten von RAGE, wobei nur wenige auf 

Proteinebene nachgewiesen werden konnten. Der Grund dafür ist, dass die verschie-

denen mRNAs dem nonsense-mediated decay (NMD) unterliegen (Hudson et al., 2008). 

NMD ist ein Kontrollmechanismus, der vorzeitige Stopp-Codons in der mRNA erkennt, 

diese abbaut und somit die Expression von verkürzten Proteinen verhindert. Die wich-

tigsten Spleißvarianten (siehe Bild 1.1) sind außer full-length RAGE, die N-truncated 

sowie die C-truncated Form, außerdem kann durch proteolytische Spaltung von full-

length RAGE eine lösliche RAGE-Version (sekretiertes RAGE, sRAGE) entstehen (Zhang 

et al., 2008). N-truncated RAGE zeichnet sich durch die fehlende V-Domäne aus, dies 

bedeutet, dass es keinen Liganden binden kann und somit auch keine Signaltransduk-

tion in die Zelle möglich ist. Auch C-truncated RAGE kann kein Signal weiterleiten, da 

hier die Transmembrandomäne und der C-Terminus fehlen (Yonekura et al., 2003).  

Die Expression von RAGE ist während der Embryonalentwicklung in den Keimblättern 

von Mäusen konstitutiv hoch und verantwortlich für das Wachstum von Neuriten so-

wie für die Migration von Zellen. Nach der Geburt kann RAGE in den 

Granularzellschichten und in Purkinje-Zellen des sich entwickelnden Kleinhirns nach-

gewiesen werden (Chou et al., 2004). Mäuse, in denen das Gen für RAGE deaktiviert 

worden ist, besitzen einen normalen Phänotyp und sind fruchtbar (Bierhaus et al., 

2004). Es muss also andere Proteine geben, die den Verlust des Rezeptors kompensie-

ren können. Nach Abschluss der Entwicklungsphase wird die Expression von RAGE un-

ter physiologischen Bedingungen erniedrigt und findet noch statt in: Endothelzellen, 

Zellen der glatten Muskulatur, Makrophagen, Perizyten, Neuronen, Hepatozyten und 

Herzmuskelzellen (Brett et al., 1993). Nur in der Lunge kann weiterhin eine hohe Men-

ge an RAGE nachgewiesen werden. Der Rezeptor scheint dort eine wichtige Rolle bei 

der Aufrechterhaltung der Homöostase der Lunge zu haben, indem er die Adhäsion der 

alveolären Epithelzellen an die Basalmembran reguliert (Buckley und Ehrhardt, 2010). 

Die einzelnen Spleißvarianten werden in den Geweben in unterschiedlichen Verhält-
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nissen exprimiert. Full-length RAGE ist die am häufigsten vorkommende Form in der 

menschlichen Lunge und den glatten Muskelzellen der Aorta, der Expressionsanteil von 

C-truncated RAGE entspricht im Vergleich dazu in der Lunge 1/11 und in den glatten 

Muskelzellen 1/7 (Hudson et al., 2008); im Hippocampus hingegen ist diese Spleißform 

vorherrschend (Ding und Keller, 2005).   

Nur unter pathologischen Bedingungen (z.B. Entzündungen, Diabetes, AD) wird eine 

vermehrte Bildung von RAGE nachgewiesen, diese geht zurück auf die gesteigerte Kon-

zentration von RAGE regulierenden pro-inflammatorischen Transkriptionsfaktoren (SP-

1, AP-2, NF-IL6, NF-κB). Auch die erhöhte Menge vorhandener RAGE-Liganden indu-

ziert die Bildung von RAGE (Bierhaus et al., 2005; Bierhaus und Nawroth, 2009).  

1.2.2 Die Beteiligung von RAGE an der Alzheimer-Demenz 

Das Amyloid β-Peptid ist einer von vielen bekannten Liganden des Receptor for 

Advanced Glycation Endproducts. Es wird gebildet, indem das Transmembranprotein 

APP durch eine β- und eine γ-Sekretase gespalten wird, dabei kann ein 40 oder 42 

Aminosäuren großes Aβ-Peptid entstehen (Evin und Weidemann, 2002). Die Produkti-

on von Aβ findet in fast allen Zellen des peripheren Gewebes und des zentralen Ner-

vensystems statt. Aβ ist somit in der Gehirn-Rückenmarks-Flüssigkeit (CSF), der Gehirn-

Interstitialflüssigkeit (ISF) und im Plasma zu finden (Deane et al., 2004).   

Die physiologischen Konzentrationen entsprechen im Gehirn 0,3 nM und im Plasma 

0,05 nM. Bei Alzheimer-Patienten findet man dagegen einen starken Anstieg sowohl 

im Gehirn (12 nM) als auch im Plasma (2 nM). Obwohl die Konzentrationen in ISF und 

CSF sechsmal so hoch sind wie im Plasma, sind die absoluten Mengen an Aβ im Plasma, 

auf Grund des großen Plasmavolumens, um das Zehnfache größer (Cirrito et al., 2003). 

Die Konzentration des Aβ-Peptids im Gehirn wird durch verschiedene Prozesse regu-

liert: 1) die Menge an produziertem Aβ im Gehirn und in peripheren Geweben; 2) die 

Menge an Aβ, die über LRP1 (Lipoprotein Receptor Related Protein 1) aus dem Gehirn 

ins Blut transportiert wird; 3) den Abbau von Aβ durch verschiedene Proteasen, 4) den 

Einstrom von Aβ ins Gehirn mit Hilfe von RAGE (Deane und Zlokovic, 2007). Die erhöh-

ten Mengen von Aβ bei Alzheimer-Patienten führen zur Bildung von Aβ-Oligomeren 
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und Amyloid-Plaques, die neurotoxische Wirkungen haben bzw. zerebrovaskuläre Ver-

letzungen auslösen. RAGE ist für den Einstrom pathophysiologischer Mengen des Pep-

tids über die Blut-Hirn-Schranke verantwortlich (siehe Bild 1.2) und löst außerdem eine 

Reihe von Signalketten aus (Yan et al., 1996; Deane et al., 2003). 

 

Bild 1.2: Mechanismus des Aβ-Transportes über die Blut-Hirn-Schranke 

Die Konzentration von Aβ im Gehirn wird durch den Transport über RAGE (für Einstrom verantwortlich) 
und LRP (für die Abgabe verantwortlich) bestimmt. Bei einer Alzheimer-Erkrankung führen erhöhte Aβ-
Konzentrationen zur Bildung von Aβ-Oligomeren und Plaques, die eine neurotoxische Wirkung haben 
(aus Lue et al., 2009). 

Die Bindung eines Liganden an RAGE führt zu einer gesteigerten Expression von NF-κB, 

wodurch Apoptose- und Entzündungsprozesse ausgelöst werden. Des Weiteren wer-

den vermehrt Zytokine (TNF-α und Interleukin-6) gebildet ebenso wie Endothelin-1, 

was Neuroinflammation und verringerten Blutfluss im Gehirn zur Folge hat, zudem 

wird auch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies stimuliert (Stern et al., 

2002). 

Untersuchungen der Gehirne verstorbener Alzheimer-Patienten zeigen im Vergleich zu 

Gehirnen von Gesunden einen starken Anstieg der Konzentration von RAGE in Neuro-

nen und Mikroglia-Zellen des Hippocampus und frontalen Kortex. Darüber hinaus kor-

reliert die vorhandene Menge an RAGE positiv mit dem Fortschreiten der Krankheit 

(Lue et al., 2001). In Studien mit Mäusen, die zur Bildung von Amyloid-Plaques neigen, 

konnte nachgewiesen werden, dass die Infusion von Aβ in das Blut zu einem durch 

RAGE vermittelten Transport in das Gehirn führt. Durch die Gabe eines Antikörpers 
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gegen RAGE konnte der Transport blockiert werden (Deane et al., 2003). In derselben 

Studie führte die sechsmonatige Gabe von rekombinantem sRAGE zu einer signifikan-

ten Reduktion der Plaque-Bildung. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, 

dass im Blut zirkulierendes Aβ in hohem Maße zur Bildung von Plaques im Gehirn bei-

trägt (Lue et al., 2009). In einem weiteren Versuch führte die Überexpression von APP 

und RAGE in Mäusen zu einer erhöhten Ablagerung von Aβ im Gehirn sowie zu einer 

erhöhten Neuropathologie im Vergleich zu nur APP überexprimierenden Tieren 

(Arancio et al., 2004). Origlia und Kollegen entdeckten, dass lösliche oligomere Aβ(42)-

Peptide die Langzeit-Potenzierung (LTP) bei Mäusen im entorhinalen Kortex inhibieren 

und dass dies durch RAGE vermittelt wird. Die Blockierung der LTP kam bei Mäusen, 

die RAGE ohne C-Terminus exprimieren bzw. bei RAGE knock out Mäusen, nicht vor 

(Origlia et al., 2008). 

1.2.3 Weitere Liganden von RAGE und ihre pathophysiologische 
Funktion 

1.2.3.1 Advanced Glycation Endproducts 

Die Advanced Glycation Endproducts (AGEs) entstehen durch nicht-enzymatische 

Glykation und Oxidation von Proteinen, wobei dies hauptsächlich an den Arginin- und 

Lysin-Gruppen stattfindet. Vorläufer und verantwortlich für die Bildung der AGEs sind 

vor allem die Dicarbonylverbindungen Methylglyoxal und 3-Desoxyglucoson 

(Thornalley et al., 1999). Die Glykation von Proteinen beinhaltet eine Reihe von Reak-

tionen, die zusammengefasst als Maillard-Reaktion beschrieben werden, und die über 

die Bildung von Schiff`schen Basen- und Amadori-Zwischenprodukten abläuft. Durch 

Oxidation und Dehydration entstehen letztendlich eine Reihe von fluoreszierenden 

und gelb-braunen Produkten mit Stickstoff und Sauerstoff enthaltenden Heterozyklen 

(Srikanth et al., 2009). Die Bildung der AGEs ist irreversibel und bei Diabetes, Entzün-

dungsprozessen, Niereninsuffizienz sowie während des Alterungsprozesses stark er-

höht (Ramasamy et al., 2010). Außerdem liegt bei unzureichender Sauerstoffversor-

gung des Gewebes eine erhöhte Produktion von AGEs in Makrophagen und Endothel-

zellen vor (Xu et al., 2010). Die Interaktion der AGEs mit RAGE führt zur Aktivierung 
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von NF-κB und zur Stimulierung pro-inflammatorischer Signalwege, wodurch über län-

gere Zeit die Entstehung von Arteriosklerose begünstigt wird (Sparvero et al., 2009). 

Außerdem wird die Bildung von reduziertem Glutathion verhindert und die vorhande-

ne Menge an Ascorbinsäure erniedrigt, woraus ein erhöhter intrazellulärer oxidativer 

Stress folgt (Bierhaus et al., 1997; Lander et al., 1997). Xie und Kollegen fanden heraus, 

dass RAGE nur als Oligomer AGEs gut binden kann und dass die Oligomerisierung somit 

wichtig für die Signalweiterleitung ist (Xie et al., 2008).  

1.2.3.2 High-Mobility-Group-Protein B1  

Das High-Mobility-Group-Protein B1 (HMGB1, Amphoterin) ist ein weiterer Ligand von 

RAGE. Es ist ein sehr basisches Protein, das in fast allen Arten von Zellen exprimiert 

wird, an die DNA bindet und bei Veränderungen des Chromatins eine wichtige Rolle 

spielt (Hock et al., 2007). Allerdings liegt HGMB1 nicht nur im Zellkern vor, sondern 

auch extrazellulär sowie im Zytosol und unterstützt dort die Autophagozytose und 

wirkt als Zytokin. Die Expression von HMGB1 und RAGE ist in vielen Tumorarten hoch-

reguliert und die Bindung des Proteins führt zum Wachstum der Krebszellen und zur 

Metastasierung (Logsdon et al., 2007). Dies zeigt auch eine Studie mit Mäusen, bei 

dieser konnte die Blockierung der Wechselwirkung von HMGB1 mit RAGE das Tumor-

wachstum unterdrücken (Taguchi et al., 2000). Die Signalweiterleitung ausgehend vom 

Rezeptor nach Stimulierung mit Amphoterin, führt über ERK1, ERK2, Jun-Kinase (JNK), 

p38 und Rho-GTPasen zur Expression von NF-κB, Adhäsionsmolekülen (ICAM-1, VCAM-

1), zur Produktion von Zytokinen (TNFα, Interleukine) und zur Stimulierung von Mak-

rophagen (Sparvero et al., 2009). Außerdem spielt HMGB1 eine wichtige physiologi-

sche Rolle bei der Entwicklung des Nervensystems, da es hier nach Bindung an RAGE 

das Wachstum von Neuriten steuert (Hori et al., 1995).  

1.2.3.3 S100-Proteine 

Es existieren über 20 verschiedene S100-Proteine, die sich alle durch zwei Calcium-

bindende EF-Handmotive auszeichnen, und die meist als Homo- oder Heterodimere in 

der Zelle vorliegen (Donato, 2001). Sie werden in einer Vielzahl von Zellen exprimiert, 

z.B.: in Neutrophilen, Makrophagen, Lymphozyten, dendritischen Zellen (Clynes et al., 
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2007). Außerdem findet in einer Reihe von Tumorzellen eine erhöhte Expression statt. 

Die S100-Proteine werden mit einigen Krankheiten in Verbindung gebracht, u.a. der 

rheumatoiden Arthritis, systemischen Autoimmunerkrankungen und chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen. Wird die Interaktion von RAGE mit S100-Proteinen 

inhibiert, führt dies bei Mäusen zu einer reduzierten Darmentzündung sowie einer 

Verzögerung der Entwicklung von Arthritis (Hofmann et al., 1999). Ein wichtiger Ver-

treter der S100-Familie ist S100B, das in Astrozyten und Melanozyten des Kortex ex-

primiert wird. Erhöhte Konzentrationen werden bei Patienten mit Down Syndrom, bei 

der Alzheimer-Erkrankung, bei einem Gehirntrauma oder einer Ischämie gefunden 

(Leclerc et al., 2007). S100B besitzt als Tetramer die höchste Affinität für dimeres RAGE 

und aktiviert den PI3-Kinase/AKT-Signalweg, NF-κB sowie die Bildung von ROS 

(Ostendorp et al., 2007). In niedrigen Konzentrationen schützt das Protein vor 

Excitotoxizität, bei hohen Konzentrationen dagegen löst S100B die Apoptose von Neu-

ronen aus und aktiviert Mikroglia-Zellen und Astrozyten (Huttunen et al., 2000).  

1.2.3.4 Makrophagen-1 Glykoprotein 

RAGE ist auch in der Lage, mit Oberflächenrezeptoren benachbarter Zellen Bindungen 

einzugehen. Ein Beispiel hierfür ist ein Beta-2-Integrin, das Makrophagen-1 

Glykoprotein (MAC-1, CD11b/CD18), das von Leukozyten exprimiert wird (Chavakis et 

al., 2003). RAGE agiert dabei als Adhäsionsrezeptor für Leukozyten und sorgt für deren 

Rekrutierung in entzündetes Gewebe, außerdem wird die Bildung von Adhäsionsmole-

külen und pro-inflammatorischen Faktoren aktiviert (Riehl et al., 2009). Dies zeigt, dass 

RAGE auch in Zusammenhang mit der angeborenen Immunantwort zu bringen ist.  

1.2.4 sRAGE und seine therapeutische Bedeutung 

Die zentrale Rolle von RAGE bei einer Vielzahl von Krankheiten macht den Rezeptor zu 

einem möglichen therapeutischen Ziel und hat zur Folge, dass sich bereits ein RAGE-

Antagonist (PF04494700) in der klinischen Testphase (Zhang et al., 2009; Sabbagh et 

al., 2010) sowie ein sRAGE Fusionsprotein in der Entwicklungsphase befinden (Lue et 

al., 2009). Darüber hinaus ist ein weiterer Ansatz die Stimulierung der Proteolyse von 

RAGE. Dies hat mehrere Vorteile, zum einen wird dadurch die Gesamtmenge an full-
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length RAGE an der Zelloberfläche erniedrigt, was dazu führt, dass z.B. eine geringere 

Weiterleitung pro-inflammatorischer Signale und ein geringerer Transport von Aβ über 

die Blut-Hirn-Schranke stattfinden. Des Weiteren bindet das entstandene sRAGE die 

vorhandenen Liganden und wird dann über die Milz und Leber aus dem Blut entfernt, 

was u.a. zu einer geringeren Ablagerung von Aβ im Gehirn führt (Renard et al., 1997). 

Dass sRAGE eine wichtige Rolle bei der Behandlung von Krankheiten spielen kann, 

wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt. Die Gabe des löslichen Proteins redu-

zierte signifikant die Entstehung von Arteriosklerose bei Mäusen mit Diabetes sowie 

die Expression von Adhäsionsmolekülen, Chemokinen, Zytokinen und von 

Thromboplastin (Park et al., 1998; Wendt et al., 2006). Außerdem konnte die Verabrei-

chung von sRAGE nach einem Infarkt den Herzmuskel von Mäusen vor einem Schaden 

durch Ischämie schützen (Aleshin et al., 2008). Auch bei starken Entzündungsreaktio-

nen kann die Behandlung positive Auswirkungen haben, z.B. konnte die Überlebensra-

te von Mäusen mit massivem Leberschaden oder hämorrhagischem Schock signifikant 

erhöht werden (Cataldegirmen et al., 2005; Raman et al., 2006). Für die Behandlung 

der Alzheimer-Demenz stellt die Erhöhung der sRAGE Konzentration ebenfalls eine 

vielversprechende Therapie dar. Dies ist auf Grund der Tatsache der Fall, dass bei AD-

Patienten eine geringere Konzentration an zirkulierendem sRAGE im Vergleich zu ge-

sunden Personen vorliegt (Emanuele et al., 2005). Ferner konnte gezeigt werden, dass 

die Injektion von sRAGE die vorhandene Menge an Aβ, Amyloid-Plaques und an dem 

beta-site APP cleaving enzyme 1 (BACE1) in einem AD-Mausmodell signifikant reduzie-

ren kann (Cho et al., 2009).  

1.3 G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) sind charakteristischerweise aus sieben 

Transmembranhelices aufgebaut und eines der wichtigsten Ziele für die Entwicklung 

neuer Medikamente. Das menschliche Genom codiert für über 950 verschiedene 

GPCRs, was einem Anteil am Gesamtgenom von 5 % entspricht (Takeda et al., 2002). 

Die Liganden können biogene Amine, Lipid-Derivate, Peptide oder große Glykoproteine 

sein. Durch die Ligandenbindung findet eine Konformationsänderung des Rezeptors 
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statt, dies führt zur Weiterleitung des Signals in die Zelle und zur Aktivierung eines 

heterotrimeren G-Proteins, indem GDP gegen GTP ausgetauscht wird. Die G-Proteine 

können das Signal an eine Reihe von Effektormolekülen weitergeben, zum Beispiel an 

die Adenylatzyklase, Phospholipase Cβ, K+-Kanäle, PI3-Kinase und Ca2+-Kanäle. Im Fol-

genden werden die VPAC-/PAC-Rezeptoren und der Oxytocin- sowie Vasopressin-

Rezeptor, die alle zur Familie der GPCRs gehören, näher charakterisiert. 

1.3.1 Die VPAC-/PAC-Rezeptoren 

1.3.1.1 Das Hormon Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide   

Arimura und Kollegen forschten 1989 nach Adenylatzyklase aktivierenden Peptiden im 

Hypothalamus von Schafen und testeten diese Peptide an Hypophysen-Zellen von Rat-

ten. Dabei entdeckten sie unter anderem ein Peptid mit der Eigenschaft, die Adenylat-

zyklase stark zu aktivieren; dieses umfasste 38 Aminosäuren und besaß am C-Terminus 

eine α-Amidierung (Miyata et al., 1989). Auf Grund seiner Eigenschaften wurde es 

Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP-38) genannt. Weniger als 

ein Jahr später wurde ein Peptid gefunden, das aus den 27 Aminosäuren des N-

Terminus von PACAP-38 besteht und dieselben Charakteristika aufweist (Miyata et al., 

1990), dieses Peptid wird dementsprechend als PACAP-27 bezeichnet. Die beiden 

PACAP-Varianten werden aus einer gemeinsamen Präpro-PACAP-Form gebildet 

(Hosoya et al., 1992), die aus 176 Aminosäuren besteht. Dieser Vorläufer wird durch 

Pro-Hormonkonvertasen gespalten und noch weiter modifiziert, um PACAP-38 bzw. 

PACAP-27 sowie ein weiteres Peptid (PACAP-related peptide) herzustellen. Nach Auf-

klärung der Primärstruktur (Chartrel et al., 1991) zeigte sich, dass PACAP-38 nach 27 

Aminosäuren eine interne Spalt- und Amidierungsstelle besitzt und über diese PACAP-

27 gebildet wird.  

Das für PACAP codierende Gen besteht aus fünf Exons und befindet sich beim Men-

schen auf Chromosom 18 in der Region P11 (Hosoya et al., 1992). Die PACAP-

Promotor-Region besteht aus zwei cAMP-response-like elements (CRE), einem PMA-

response element (TRE) und besitzt Homologien zur Konsensussequenz der Bindungs-

stelle des Hypophysen-spezifischen Wachstumsfaktors 1 (GHF-1). Die Expression von 
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PACAP erfolgt konstitutiv und kann durch cAMP, PMA sowie PACAP gesteigert werden 

(Suzuki et al., 1994).  

PACAP-27 besitzt eine Aminosäuren-Übereinstimmung von 68 % gegenüber dem 

Vasoactive Intestinal Peptide (VIP) und gehört damit zur Vasoactive Intestinal 

Polypeptide (VIP)-Glucagon-Growth Hormone Releasing Factor (GRF)-Secretin-

Superfamilie (Campbell und Scanes, 1992). Diese Familie umfasst insgesamt neun 

Hormone, die alle eine ähnliche Aminosäuresequenz besitzen (zum Beispiel His oder 

Tyr am N-Terminus), fast überall im Körper verteilt sind (vor allem im Gehirn und 

Darm) und pleiotrope Effekte ausüben (Sherwood et al., 2000; Dogrukol-Ak et al., 

2004).   

Die Aminosäuresequenz von PACAP hat sich über die letzten 700 Millionen Jahre nur in 

einer Position geändert (McRory und Sherwood, 1997) und ist hoch konserviert. Identi-

sche Sequenzen findet man im Menschen (Kimura et al., 1990), im Schaf (Miyata et al., 

1989), in der Ratte (Ogi et al., 1990) und in der Maus (Okazaki et al., 1995); im Ver-

gleich zu Huhn (McRory et al., 1997) und Frosch (Chartrel et al., 1991) ist nur eine Ami-

nosäure abweichend.  

PACAP wird sowohl im zentralen Nervensystem als auch in peripheren Organen expri-

miert. Im ZNS findet man die höchste PACAP-Konzentration im Hypothalamus, wobei 

PACAP-38 mit über 90 % den größten Anteil der gesamten PACAP-Menge ausmacht 

(Arimura et al., 1991; Ghatei et al., 1993). Des Weiteren liegt das Peptid unter ande-

rem im Suprachiasmatischen Nucleus (SCN), der Amygdala, dem Hippocampus, der 

Medulla Oblongata, dem zerebralen Kortex und dem Hypophysenhinterlappen vor 

(Ghatei et al., 1993; Masuo et al., 1993). Die Konzentration von PACAP im 

Pfortaderblut der Hypophyse bei Ratten ist zweimal so hoch verglichen zu Blut in der 

Peripherie; dies deutet daraufhin, dass das Peptid vom Hypothalamus zur Hypophyse 

transportiert wird (Dow et al., 1994).  

Auch in den peripheren Geweben ist die Menge an PACAP-38 die meist vorkommende 

Form. Allerdings ist das Mengenverhältnis PACAP-38 zu PACAP-27 von Organ zu Organ 

verschieden (Arimura et al., 1991) und vermutlich vom Vorkommen unterschiedlicher 

Pro-Hormonkonvertasen abhängig. Die höchsten PACAP-Konzentrationen kommen in 
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der Nebenniere, im Gastrointestinaltrakt und den Lymphgefäßen vor (Arimura et al., 

1991). Shuto und Kollegen untersuchten die Menge der PACAP mRNA im Gehirn wäh-

rend der Ontogenese von Mäusen und wiesen diese ab Tag 9.5 im Embryo nach, sowie 

einer darauffolgenden Steigerung der mRNA-Menge und einem Maximum bei der Ge-

burt (Shuto et al., 1996; Waschek et al., 1998). 

 

Bild 1.3: Modell zur Bindung von PACAP an den PAC1-Rezeptor 

Die N-terminale extrazelluläre Domäne des PAC1-Rezeptors ist in Lila dargestellt, die 
Transmembrandomänen des Rezeptors sind in Grau abgebildet. PACAP ist in Blau gezeigt und in Grün ist 
der extrazelluläre Loop zwischen den Transmembrandomänen 2 und 3 des Rezeptors dargestellt. Dieser 
bindet an die Aminosäuren Y10`, R14`und K21`von PACAP (aus Sun et al., 2007). 

Der hydrophobe N-Terminus von PACAP besteht aus einer β-Faltblattstruktur und ist 

für die Aktivität als Agonist essentiell, da um den N-Terminus verkürzte Peptide, wie 

zum Beispiel PACAP-(6-27) und PACAP-(9-27), als kompetitive Antagonisten fungieren 

(Robberecht et al., 1992).   

Der C-Terminus dagegen hat eine α-helikale Struktur und ist wichtig für die Bindung an 

den Rezeptor (Inooka et al., 2001). Diese erfolgt, indem der C-Terminus von PACAP an 

den N-Terminus der extrazellulären Domäne des GPCRs bindet; dadurch liegt das Pep-

tid auf der extrazellulären Region der Transmembrandomäne auf. Dabei nehmen die 

Aminosäuren Y10`, R14´ und K21` des Peptids ihre richtige Orientierung ein (Sun et al., 

2007) und binden an den ersten extrazellulären Loop des Rezeptors (siehe Bild 1.3). 
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Die Bindung des Peptids führt zu einer Konformationsänderung des GPCRs, die intra-

zellulären Loops können daraufhin unterschiedliche Signalwege aktivieren. 

1.3.1.2 Die PAC1- und VPAC1/VPAC2-Rezeptoren 

Die Rezeptoren von PACAP gehören zur Gruppe B der G-Protein-gekoppelten-

Rezeptoren. Diese relativ kleine Gruppe mit 55 Mitgliedern wird auch als Secretin-

Rezeptorfamilie bezeichnet und umfasst Peptidhormon- und Neuropeptid-Rezeptoren 

(Vaudry et al., 2009). Die Gruppe ist noch einmal in Subfamilien unterteilt, wobei 

PACAP zur Subfamilie 1 gehört (Harmar, 2001). Diese zeichnen sich durch einen langen 

N-Terminus (ca. 120 - 140 Aminosäuren) aus, der durch sechs hoch konservierte 

Disulfidbrücken-bildende Cysteinreste eine globuläre Struktur einnimmt. Diese N-

terminale Domäne ist wichtig für die erste Bindung des Liganden an den Rezeptor (Cao 

et al., 1995). Bisher konnten drei verschiedene Rezeptoren für PACAP identifiziert wer-

den (Lutz et al., 1993; Pisegna und Wank, 1993; Sreedharan et al., 1993) von denen 

zusätzlich verschiedene Spleißvarianten existieren. Die drei Hauptvarianten werden als 

PAC1-, VPAC1- und VPAC2-Rezeptor bezeichnet (Harmar et al., 1998) und besitzen eine 

Typ 1-Bindungsstelle (PAC1-R) bzw. eine Typ 2-Bindungsstelle (VPAC1- und VPAC 2-R). 

Eine Typ 2-Bindungsstelle bedeutet, dass die beiden Rezeptoren eine ähnliche Affinität 

gegenüber PACAP und VIP aufweisen (Kd ≈ 1 nM); der PAC1-Rezeptor dagegen besitzt 

eine sehr viel höhere Affinität für PACAP (Kd ≈ 0,5 nM) als für VIP (Kd ˃ 500 nM) (Gott-

schall et al., 1990; Lam et al., 1990). Studien mit radioaktiv-markiertem PACAP zeigen, 

dass die Expression der verschiedenen Rezeptoren nicht zelltyp-spezifisch ist, sondern 

dass in den meisten Geweben unterschiedliche Anteile der Rezeptoren vorliegen 

(Robberecht et al., 1991).  

Der PAC1-Rezeptor liegt in mehreren Varianten vor, die durch alternatives Splicing 

entstehen. Fünf verschiedene Formen können durch Modifikationen im dritten intra-

zellulären Loop gebildet werden (siehe Bild 1.4). Diese sind durch die Abwesenheit 

(kurze Variante) oder Anwesenheit einer oder zweier Kassetten von 28 Aminosäuren 

(hip oder hop1-Variante) oder 27 Aminosäuren (hop2-Variante) gekennzeichnet 

(Spengler et al., 1993; Journot et al., 1994). Das Vorhandensein der hip-Kassette unter-
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stützt die Stimulation der Adenylatzyklase und verhindert die Aktivierung der Phospho-

lipase C.  

 

Bild 1.4: Schematische Darstellung der PAC1-Rezeptor Varianten 

Der PAC1-Rezeptor existiert in unterschiedlichen Varianten, die durch alternatives Splicing entstehen. 
Farblich dargestellt sind die Bereiche, in denen Aminosäuren dazukommen (+) oder entfernt werden (-) 
im Vergleich zum PAC1-null-Rezeptor (aus Dickson und Finlayson, 2009). 

Eine hohe Expression des PAC1-Rezeptors findet in vielen Regionen des Gehirns statt, 

unter anderem im zerebralen Kortex, im Septum, in der Amygdala, im Hippocampus 

und Hypothalamus (Martin et al., 1987; Gottschall et al., 1990; Cauvin et al., 1991; 

Masuo et al., 1992). Zudem wurde eine niedrigere Expressionsrate in Lunge und Leber 

gefunden (Hosoya et al., 1993) sowie in der Hypophyse, Nebenniere, der Gebärmutter 

und dem Lymphgewebe (Shivers et al., 1991; Reubi, 2000; Vaudry et al., 2000a). Die 

VPAC1- und VPAC2-Rezeptoren werden im Gegensatz zum PAC1-Rezeptor hauptsäch-

lich in der Peripherie exprimiert, zum Beispiel in der Lunge, den Nieren und Gonaden 

sowie der Leber (Ishihara et al., 1992; Huang et al., 1993; Usdin et al., 1994). Die Re-

zeptoren für PACAP und VIP werden auch in einer großen Anzahl in Krebszellen expri-

miert. Der PAC1-Rezeptor kommt vor allem in neuronalen und endokrinen Tumoren 

vor, zum Beispiel bei Gliomen, Neuroblastomen und Prostata-Tumoren (Vertongen et 

al., 1996; Reubi et al., 2000; Lieu et al., 2006; Mammi et al., 2006).  
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1.3.1.3 Signaltransduktion der VPAC-/PAC-Rezeptoren 

Die VPAC/PAC-Rezeptoren sind Mitglieder der Gruppe B der GPCRs und aktivieren cha-

rakteristischerweise über die Gαs-Untereinheit die Adenylatzyklase (AZ), was zu einem 

Anstieg von cAMP führt und der nachfolgenden Aktivierung der Proteinkinase A, der 

GSK-3 (Glykogen-Synthase-Kinase-3) und der Transkriptionsfaktoren CREB und NF-κB 

(Gonzalez und Montminy, 1989; Shirakawa und Mizel, 1989; Fang et al., 2000). Außer-

dem können VPAC/PAC-Rezeptoren noch eine Vielzahl anderer Signalwege induzieren 

(siehe Bild 1.5).  

 

Bild 1.5: PAC1-Rezeptor Signalwege 

Nach Bindung eines Agonisten kann der PAC1-Rezeptor die Proteinkinase A, Proteinkinase C, CaM-
Kinase II, den MAP-Kinase-Weg und die PI3-Kinase aktivieren. 

Dies geschieht zum Beispiel über die Gαq-Untereinheit und führt zunächst zur Aktivie-

rung der Phospholipase Cβ und daraufhin der Bildung von Diacylglycerin (DAG) und 

Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). Dieser second messenger bindet an Rezeptoren am 

Endoplasmatischen Retikulum und sorgt dadurch für den Ausstrom von Ca2+-Ionen ins 

Zytosol (Chatterjee et al., 1996; Dickson et al., 2006b; Tompkins et al., 2006). Diese 



1  EINLEITUNG 17 

Ionen und das gebildete DAG aktivieren Ca2+-abhängige PKCs, welche unter anderem 

einen stimulierenden Effekt auf den MAP-Kinase-Weg ausüben, dies geschieht entwe-

der indirekt über Raf oder direkt über ERK1/2 (Lopez-Ilasaca, 1998; Moroo et al., 1998; 

Garcia et al., 2001). Der Anstieg der Ca2+-Ionenkonzentration sorgt auch dafür, dass 

sich die Calcium-Calmodulin-abhängige Kinase II (CaMKII) autophosphoryliert, somit 

aktiv ist und einen positiven Effekt auf den MAP-Kinase-Weg ausübt (Falktoft et al., 

2009). Ferner aktivieren die VPAC-Rezeptoren über das kleine G-Protein ARF 

(Adenosyl-Ribosylierungs-Faktor) und der PAC1-Rezeptor ARF-unabhängig die Phos-

pholipase D (McCulloch et al., 2000) sowie Rho-GTPasen (Henle et al., 2006) und Src 

(Macdonald et al., 2005).  

Durch die βγ-Untereinheit der GPCRs kann ebenfalls der MAP-Kinase-Weg über Ras 

und Raf induziert werden (van Biesen et al., 1995; Osipenko et al., 2000) oder eine 

Stimulierung der PI3-Kinase erfolgen (Bhave und Hoffman, 2004). 

Allerdings werden nicht immer alle Signalwege angeschaltet. Für die VPAC-Rezeptoren 

ist zum Beispiel beobachtet worden, dass manchmal nur eine cAMP-Antwort induziert 

wird, aber keine Änderung in der Ca2+-Konzentration vorliegt (McCulloch et al., 2000; 

McCulloch et al., 2001). Überdies ist die benötigte Konzentration von VIP bzw. PACAP, 

um ein Ca2+-Signal zu erhalten, in einigen Zelllinien um eine oder zwei Zehnerpotenzen 

größer im Vergleich zur benötigten Menge für ein cAMP-Signal (Sreedharan et al., 

1994; Xia et al., 1996; Langer et al., 2001; MacKenzie et al., 2001; Dickson et al., 

2006a). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die in der jeweiligen Zelllinie in un-

terschiedlicher Menge vorliegenden G-Proteine und second messenger darüber ent-

scheiden, welche Signalwege angeschaltet werden (Laburthe und Couvineau, 2002; 

Langer et al., 2002). Ansonsten spielen die receptor activity-modifying proteins 

(RAMPs) hierbei wahrscheinlich eine entscheidende Rolle. Diese 

Transmembranproteine sind bekannt dafür, dass sie die Pharmakologie und 

Signaltransduktionswege von GPCRs der Familie B beeinflussen (Hay et al., 2006). Für 

den VPAC1-Rezeptor wurde gezeigt, dass dieser stark mit RAMPs interagiert und die 

durch VIP induzierte Inositolphosphat-Hydrolyse steigert, ohne einen Effekt auf die 

cAMP-Antwort auszuüben (Christopoulos et al., 2003; Sexton et al., 2006).  
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1.3.1.4 Physiologische Funktionen der VPAC/PAC-Rezeptoren 

Für PACAP konnte bisher gezeigt werden, dass es als Hormon, Neurohormon, Neuro-

transmitter und trophischer Faktor in verschiedenen Geweben des Körpers wirkt.   

Die Injektion von PACAP in den Hypothalamus von Ratten bewirkt zum Beispiel die 

Phosphorylierung von CREB und Stimulierung der Fos-Expression, was wiederum zu 

einem Anstieg der Corticosteron-Konzentration im Plasma und gesteigertem Stress-

verhalten führt (Agarwal et al., 2005; Norrholm et al., 2005). Des Weiteren veranlasst 

eine Injektion von PACAP in den Hypothalamus die Unterdrückung der Sekretion des 

luteinisierenden Hormons (LH) und des Eisprungs (Anderson et al., 1996). Dies sind 

Hinweise auf eine Wirkungsweise als Neuromodulator, der die Sekretion von 

hypophyseotrophen Neurohormonen regelt. PACAP scheint auch eine Rolle bei der 

Regulation des Energiehaushalts zu spielen, da in Studien festgestellt wurde, dass im 

Hungerzustand eine stark erhöhte Menge des Peptids gebildet wird (Kiss et al., 2007). 

Bei Ratten wurde zudem beobachtet, dass die Menge der vorhandenen PAC1-mRNA 

im SCN und im Nucleus supraopticus im Verlauf eines Tages stark variiert, wobei ein 

Höhepunkt um die Mittagszeit und um Mitternacht erreicht wird (Cagampang et al., 

1998). Dies deutet daraufhin, dass PACAP wichtig ist für die Aufrechterhaltung des 24 

Stunden-Biorhythmus.   

PACAP ist aber vor allem für seine neurotrophen und neuroprotektiven Eigenschaften 

bekannt. Diese werden über den cAMP/PKA-Weg und die Aktivierung des MAP-Kinase-

Weges eingeleitet (Villalba et al., 1997; Obara et al., 2007). Danach erfolgt die Stimu-

lierung der c-fos Genexpression und diese ist für die Bildung des Proteins B-cell 

lymphoma 2 (Bcl-2) verantwortlich (Vaudry et al., 1998; Botia et al., 2007). Nachge-

schaltet wird dadurch die Freisetzung von Cytochrom C und die Aktivierung der 

Caspasen 3 und 9 verhindert. Außerdem kann das Absterben hippocampaler Neuro-

nen, das durch Ischämie ausgelöst wurde, durch die Gabe von PACAP verhindert wer-

den. Dies geschieht durch die Inhibierung der c-Jun N-terminalen Kinase 1 (JNK) und 

von p38-Signalwegen (Dohi et al., 2002). PACAP kann daher als wirkungsvolles Medi-

kament bei Apoplexie und neurodegenerativen Krankheiten gesehen werden. Es wur-

de bereits nachgewiesen, dass die vorbeugende Behandlung mit PACAP-38 die Auswir-

kungen eines Schlaganfalls reduziert (Reglodi et al., 2002), indem es die Neuronen vor 
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Apoptose schützt (Chen et al., 2006) und die Aktivierung von Mikroglia-Zellen verhin-

dert (Yang et al., 2006).   

PACAP ist ebenfalls von therapeutischem Interesse, wenn es um die Behandlung von 

Diabetes geht, denn die Verabreichung führt zu einem signifikanten Anstieg des Insu-

lingehalts im Plasma beim Menschen (Filipsson et al., 1997). Überdies übt PACAP einen 

anti-apoptotischen Effekt auf Insulinom-Zellen von Ratten aus, was darauf hindeutet, 

dass die während des Alterns geringer werdende PACAP-Menge zur Entstehung des 

Typ 2-Diabetes beiträgt (Onoue et al., 2008).   

Ebenfalls interessant sind die vasorelaxierenden Wirkungen von PACAP (Ascuitto et al., 

1996), die eine Möglichkeit bieten, das Peptid zur Behandlung von Bluthochdruck ein-

zusetzen. Die Effekte sind auf den Anstieg der cAMP-Konzentration in arteriellen glat-

ten Muskelzellen zurückzuführen, da cAMP eine inhibitorische Auswirkung auf die Zell-

kontraktion der glatten Muskulatur hat (Farah, 1983; Yao et al., 1996).   

Weiterhin hat PACAP eine Reihe von Effekten auf Immunzellen. Zum Beispiel wird bei 

PACAP-knock out Mäusen eine erhöhte Produktion von pro-inflammatorischen 

Zytokinen und Chemokinen beobachtet sowie eine geringere Menge an anti-

inflammatorischen Zytokinen (Tan et al., 2009). PACAP verhindert unter anderem die 

Freisetzung von TNF-α und erhöht die Produktion von Interleukin-10 (Delgado et al., 

1998; Delgado et al., 1999).  

1.3.2 Oxytocin- und Vasopressin-Rezeptoren 

Die Hormone Oxytocin (OT) und Arginin-Vasopressin (AVP) werden im Hypothalamus 

von magnozellulären Neuronen gebildet und in der Hypophyse zwischengespeichert 

(Ho et al., 1995). Die beiden Peptide bestehen aus jeweils neun Aminosäuren und un-

terscheiden sich nur in Position 3 und 8. Sowohl Vasopressin als auch Oxytocin bilden 

zwischen der ersten und sechsten Aminosäure eine Disulfidbrücke aus, sodass die Pep-

tide aus einem zyklischen Teil und einem drei Aminosäuren großen C-terminalen Rest, 

der eine α-Amidierung trägt, aufgebaut sind (Gimpl und Fahrenholz, 2001).   

Die dazugehörigen GPCRs können in vier Subtypen eingeteilt werden, den V1a-Rezeptor 

(hauptsächlich in Leber und glatten Muskelzellen der Blutgefäße exprimiert), den V1b-
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Rezeptor (wird in der Adenohypophyse exprimiert), der V2-Rezeptor (Expression in den 

Nieren) und den Oxytocin-Rezeptor (wird hauptsächlich im Uterus und den Milchdrü-

sen exprimiert) (Barberis et al., 1998).  

AVP spielt eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des Wasserhaushalts, 

indem es für die Einlagerung des Wasserkanals Aquaporin-2 in die luminale Oberfläche 

des Sammelrohrs in der Niere und somit eine erhöhte Reabsorption von Wasser sorgt 

(Deen et al., 1994). Diese physiologische Funktion wird über den V2-Rezeptor vermit-

telt (siehe Bild 1.6), der über die Gαs-Untereinheit eine Stimulierung der Adenylatzyk-

lase und einen Anstieg der cAMP-Konzentration bewirkt (Dousa et al., 1972). 

 

Bild 1.6: Signaltransduktionswege der Vasopressin-Rezeptoren 

Die V1a- und V1b-Rezeptoren sind mit Gαq gekoppelt und aktivieren die Phospholipase Cβ. Der V2-
Rezeptor ist Gαs gekoppelt und aktiviert die Adenylatzyklase, was letztendlich zur Einlagerung des Was-
serkanals Aquaporin-2 führt (aus Birnbaumer, 2000). 

Die V1a- und V1b-Rezeptoren sind Gαq gekoppelt (siehe Bild 1.6) und aktivieren dem-

entsprechend die Phospholipase Cβ, was letztendlich zu einer Erhöhung der intrazellu-

lären Ca2+-Konzentration führt. Die über den V1a-Rezeptor vermittelten Effekte spielen 

eine wichtige Rolle bei der Regulation des Blutdrucks, indem sie den Baroreflex und die 

zirkulierende Blutmenge modulieren (Koshimizu et al., 2006). Über die V1b-Rezeptoren 
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wird die Freisetzung des Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aktiviert (Antoni et al., 

1984) und die Sekretion von Katecholaminen (Guillon et al., 1998). 

Der Oxytocin-Rezeptor ist mit Gαq und Gαi gekoppelt und stimuliert zusammen mit 

Gβγ die Phospholipase Cβ (Blanks et al., 2007). Dies führt zu einer Erhöhung der Ca2+-

Konzentration und Aktivierung der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK), was schließ-

lich zur Kontraktion des Uterus führt (Word et al., 1993). Oxytocin wird daher klinisch 

verwendet, um die Wehen einzuleiten, bzw. Antagonisten werden genutzt, um das 

verfrühte Einsetzen von Wehen zu unterbinden (Manning et al., 1995; Williams et al., 

1998). Überdies hat Oxytocin einen Einfluss auf das kardiovaskuläre System, indem es 

zu einem reduzierten Herzschlag und einer Verminderung des Blutdrucks führt 

(Petersson et al., 1996; Favaretto et al., 1997). Dies ist unter anderem auf die Aus-

schüttung des atrialen natiuretischen Peptids (ANP) in den Muskelzellen des Herzens 

zurückzuführen (Gutkowska et al., 1997).  

1.4 Ziel der Arbeit 

Der Multiligandenrezeptor RAGE ist an der Entstehung verschiedener Krankheiten be-

teiligt, wie z.B. der Alzheimer-Demenz, Diabetes, Arteriosklerose und Krebs. Durch 

Stimulierung von Shedding-Prozessen kann der Rezeptor von der Zelloberfläche ent-

fernt werden (Zhang et al., 2008). Dadurch wird u.a. der Transport von Aβ über die 

Blut-Hirn-Schranke sowie die Aktivierung von Signalkaskaden, die Apoptose und Ent-

zündungsreaktionen auslösen, unterbunden (Yan et al., 1996; Deane et al., 2003). Des 

Weiteren wird die Menge an sRAGE gesteigert, was dazu führt, dass Liganden abgefan-

gen und aus dem Körper entfernt werden. Eine gesteigerte Proteolyse von RAGE kann 

durch nicht-physiologische Stimulatoren, wie z.B. PMA, erreicht werden. Ein Ziel war es 

daher zunächst, die dafür verantwortlichen RAGE-spaltenden Proteasen zu identifizie-

ren (Zhang et al., 2008).   

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf Untersuchungen zur Induktion des 

RAGE-Shedding durch die Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren. In mei-

ner Diplomarbeit mit dem Thema: „Induktion der regulierten Proteolyse des Receptor 
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for Advanced Glycation Endproducts durch ligandeninduzierte Aktivierung des PAC1-

Rezeptors“ konnte bereits gezeigt werden, dass ein erhöhtes Shedding von 

überexprimiertem RAGE in HEK-Zellen auch über den GPCR PAC1 möglich ist. Da dieser 

Rezeptor eine Vielzahl von Signalwegen aktiviert, wurde in der Diplomarbeit begonnen 

zu prüfen, welche davon zur Aktivierung der Protease führen. Im Rahmen meiner Dok-

torarbeit sollten die begonnenen Untersuchungen fortgeführt und vertieft sowie die 

Beteiligung weiterer Signalmoleküle erforscht werden. Darüber hinaus sollte geklärt 

werden, ob die Proteolyse von RAGE auch über andere GPCRs aktiviert werden kann. 

Dazu wurden der Vasopressin-Rezeptor (V2R) sowie der Oxytocin-Rezeptor (OTR) ver-

wendet, da diese im Vergleich zum PAC1-Rezeptor entweder nur Gαs (V2R) oder nur 

Gαq/i (OTR) gekoppelt sind. In beiden Fällen sollten die beteiligten Signalwege identifi-

ziert werden, um Gemeinsamkeiten und Unterschiede bei der Aktivierung der regulier-

ten Proteolyse herauszuarbeiten. Ferner sollte überprüft werden, ob PACAP-38 die 

Entstehung von sRAGE in vivo positiv beeinflussen kann.  

Ein weiterer Aspekt war zu überprüfen, welche Bereiche von RAGE wichtig für die Pro-

teolyse sowie die Dimerisierung des Proteins sind. Dazu wurden verschiedene Mutan-

ten von RAGE kloniert, in HEK-Zellen exprimiert und entsprechend untersucht. 

Da RAGE als Transporter für Aβ über die Blut-Hirn-Schranke bekannt ist, liegt es nahe, 

diese Eigenschaft zu nutzen, um z.B. Arzneistoffe über die Blut-Hirn-Schranke zu trans-

portieren oder Anti-Tumor-Medikamente gezielt in Krebszellen einzubringen. Diese 

Möglichkeit soll mit anti-RAGE Antikörper tragenden Nanopartikeln überprüft werden. 

Dazu sollten Vorarbeiten geleistet werden, indem zunächst ein anti-RAGE Antikörper 

gereinigt und dann eine Kopplung mit einem fluoreszierenden Polymer durchgeführt 

wurde.  

Ein weiterer Teil der Arbeit beschäftigte sich mit dem Protein Meprin β, das Eigen-

schaften als β-Sekretase aufweist (Jefferson et al., submitted). Hierbei sollte geklärt 

werden, ob die Sekretion von Meprin β, das in HEK-Zellen überexprimiert wurde, sti-

muliert werden kann und welche Protease für das Shedding verantwortlich ist. 

 



2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 2.1: verwendete Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

1,4-Dithiothreitol (DTT) Roth, Karlsruhe 

2-Iminothiolan (2-IT) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Aceton Acros, Geel (Belgien) 

Acrylamid Biorad, München 

Agar AppliChem, Darmstadt 

Agarose Biozym, Oldendorf 

Ameisensäure Roth, Karlsruhe 

Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe 

Ammoniumsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ampicillin Roth, Karslruhe 

Amylose-Resin NEB, St. Leon-Rot 

Atosiban Sigma-Aldrich, Steinheim 

Bovines Serum-Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe 

Bradford-Reagenz (Roti-Quant) Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau Merck, Darmstadt 

Butanol Roth, Karlsruhe 

Chloramphenicol Roth, Karlsruhe 

Chloroform Roth, Karlsruhe 
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Chemikalien Hersteller 

Chloroquin Sigma-Aldrich, Steinheim 

Coomassie Blau Roth, Karlsruhe 

Diethylaminoethyl (DEAE)-Dextran Pharmacia, Erlangen 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol VbF B, Offenbach am Main 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem, Darmstadt 

Gelatine Sigma-Aldrich, Steinheim 

GloSensor cAMP Reagenz Promega, Mannheim 

Glucose AppliChem, Darmstadt 

Glycerin Roth, Karlsruhe 

Glycin AppliChem, Darmstadt 

Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt 

HEPES Sigma-Aldrich, Steinheim 

I-Block AppliedBiosystems, Darmstadt 

Isopropanol AppliChem, Darmstadt 

Kaliumacetat Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Kanamycin Roth, Karlsruhe 

Lipofectamin2000 Invitrogen, Paisley (UK) 

Luminol Roth, Karlsruhe 

Methanol Roth, Karlsruhe 
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Chemikalien Hersteller 

Mowiol Sigma-Aldrich, Steinheim 

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumazid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt 

Natriumdihydrogencarbonat Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe 

Natriumfluorid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt 

Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich, Steinheim 

NeutrAvidin Biotin-bindendes Protein Pierce, Rockford (USA) 

Nu-PAGE-Auftragspuffer (4x) Invitrogen, Paisley (UK) 

OPC-31260 Sanofi-Recherche, Montpellier (F) 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim 

p-Cumarsäure Roth, Karlsruhe 

Pepton Merck, Darmstadt 

PonceauS Sigma-Aldrich, Steinheim 

Protein A-Sepharose GE Healthcare, München 

Saccharose AppliChem, Darmstadt 

Salzsäure Roth, Karlsruhe 

Silbernitrat Roth, Karlsruhe 

Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce, Rockford (USA) 

Super Signal West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate 

Pierce, Rockford (USA) 
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Chemikalien Hersteller 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 

Trichloressigsäure (TCA) AppliChem, Darmstadt 

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) AppliChem, Darmstadt 

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Trypton AppliChem, Darmstadt 

Tween-20 AppliChem, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid Roth, Karlsruhe 

Xylencyanol Sigma-Aldrich, Steinheim 

2.1.2 Gebrauchsmaterial 

Tabelle 2.2: verwendete Gebrauchsmaterialien 

Gebrauchsmaterial Hersteller 

1,5 ml Ultrazentrifugen-Reaktionsgefäße Beckman Coulter, Krefeld 

6-, 48-, 96-Loch-Platten Sarstedt, Nürnbrecht 

Acryl-Küvetten Sarstedt, Nürnbrecht 

Deckgläser Roth, Karlsruhe 

Dialysemembran Spectra/Por® 3 Roth, Karlsruhe 

Einfrier-Röhrchen (2 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Filter (Whatman-) Biometra, Göttingen 

gestopfte Pipettenspitzen  Sarstedt, Nürnbrecht 

Glasgeräte  Schott, Mainz 

Hybond ECL-Nitrocellulose Membran Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg 

Microcon-Röhrchen (YM-100) Millipore, Billerica (USA) 
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Gebrauchsmaterial Hersteller 

Mikrospritze Roth, Karlsruhe 

Ni-NTA-Säulen Qiagen, Hilden 

Objektträger Heiland, Gallin 

Petrischalen Sarstedt, Nürnbrecht 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße (1,5 ml und 2 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße (15 ml und 50 ml) Sarstedt, Nürnbrecht 

Zellkulturschalen (ø 3 cm, 6 cm, 10 cm) Sarstedt, Nürnbrecht 

Zellschaber Sarstedt, Nürnbrecht 

2.1.3 Laborgeräte 

Tabelle 2.3: verwendete Laborgeräte 

Laborgerät Hersteller 

Analysenwaage Mettler-Toledo GmbH, Gießen 

Bakterienschüttler Multitron Infors, Bettingen (Schweiz) 

CO2-Brutschrank Bakterien (B5060) Heraeus Instruments GmbH, Hanau 

CO2-Brutschrank Zellkultur (CB150) Binder, Tuttlingen 

Doppelstrahlphotometer Hitachi U-2000 Colora-Meßtechnik GmbH, Lorch 

ELISA-Reader Powerwave XS Biotek, Bad Friedrichshall 

Fluoreszenzkamera Stella 8300 Raytest, Straubenhardt 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100  Carl Zeiss AG, Jena 

Fluoreszenzspektrometer Quantamaster Photon Technology, Birmingham (USA) 

Gelapparatur (für Agarosegele) Eigenbau 

Gelapparatur (für große Gele) Hoefer, Holliston (USA) 
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Laborgerät Hersteller 

Gelapparatur (für Minigele) Biometra, Göttingen 

Glaspotter (Homogenisator) GLW, Würzburg 

Heizblock Bioblock Scientific Fisher, Illkirch Cedex (F) 

Kippschüttler (Duomax 2030) Heidolph, Kelheim 

Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 

Kühlzentrifuge J2-21 Beckman Coulter, Krefeld 

Luminometer FluoStar Optima BMG Labtechnologies, Bedford (USA) 

Mikroskop CK2 Olympus, Heidelberg 

Mikrowelle Panasonic, Hamburg 

Mini-Ultrazentrifuge Beckman Coulter, Krefeld 

pH-Meter Schott, Mainz 

Pipetboy Acu Integra Biosciences GmbH, Fernwald 

Pipetten 
Eppendorf, Hamburg; 

Gilson, Middleton, WI (USA) 

PowerSupply EPS 500/400 
PowerSupply 2197 
PowerPack P25 

Pharmacia, Uppsala (Schweden) 
LKB, Bromma (Schweden) 
Biometra, Göttingen 

Schwingmühle Qiagen, Hilden 

Sterilbank HeraSafe (für Zellkultur) Heraeus Instruments GmbH, Hanau 

Sterilwerkbank GWL (für Bakterienkultur) Biochrom KG, Berlin 

Tankblotapparatur Eigenbau 

Tischzentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge Rotina 46 Hettich, Tuttlingen 

Überkopfschüttler CMV 
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Laborgerät Hersteller 

Ultraschallbad Sonorex RK100 Bandelin, Berlin 

Ultraschallgerät (Branson Sonifier) Heinemann, Schwäbisch-Gmünd 

Ultrazentrifuge L7-65 (Rotor Ti45) Beckman Coulter, Krefeld 

VersaDoc Imaging System Model 3000 BioRad, München 

Vortexer VF2 Janke+Kunkel, Staufen 

Waage PM2000 Mettler, Gießen 

Wasserbad 5B Julabo, Seelbach 

Zählkammer Roth, Karlsruhe 

2.1.4 Häufig verwendete Puffer, Lösungen und Medien 

Tabelle 2.4: verwendete Puffer, Lösungen und Medien 

Puffer, Lösungen und Medien Zusammensetzung 

2x SDS-Probenpuffer (Lämmli-Puffer) 

125 mM Tris (pH 6,8) 
  6 % (w/v) SDS 
40 % (v/v) Glycerin 
0,02 % Bromphenolblau 
200 mM DTT 

Coomassie-Entfärbelösung 
10 % Essigsäure 
30 % Methanol 

Coomassie-Färbelösung 
0,1 % (w/v) Coomassie G250 
10 % Essigsäure 
30 % Methanol 

ECL-Substrat (eigene Herstellung) 

50 µl Luminol (200 mM in DMSO) 
50 µl p-Cumarsäure (40 mM in DMSO) 
  3 µl H2O2 (37 %ig) 
10 ml Tris-Puffer (pH 8,5) 

Farbloser Auftragspuffer (für DNA-
Agarose-Gele) 

50 % (v/v) Glyzerin 
0,2 % (v/v) SDS 
0,05 % Xylencyanol 
10 mM EDTA 

Hypotonischer Lysispuffer  
10 mM HEPES/NaOH (pH 7,4) 
10 mM EDTA 
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Puffer, Lösungen und Medien Zusammensetzung 

I-Block/Tween-20 
1x PBS  
0,2 % I-Block  
0,05 % Tween-20 

Komplettmedium (für HEK-Zellen) 

DMEM, High Glucose  
10 % (v/v) FCS 
1 mM Natriumpyruvat 
2 mM Glutamin  
1 % Penicillin 
1 % Streptomycin 

Laufpuffer SDS-PAGE 
0,1 % SDS 
25 mM Tris 
192 mM Glycin 

LB (Lysogeny Broth) -Agarplatten  LB-Medium mit 1,5 % Bactoagar  

LB (Lysogeny Broth) -Medium 

10 g/l Pepton  
5 g/l Hefeextrakt  
10 g/l NaCl 
in H2O 
autoklavieren (121°C, 20 min) 

Lysispuffer (ERK-Nachweis) 

50 mM Tris/HCl (pH 8,0 bei 4°C) 
150 mM NaCl 
1% Triton X-100 
1 mM EDTA 
10 mM NaF 
1 mM Na3VO4 

+ 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail 
complete (auf 50 ml) 

Phosphate-Buffered Saline (PBS)  

8 g/l NaCl 
0,2 g/l KCl 
1,44 g/l Na2HPO4 

0,24 g/l KH2PO4 

Phosphatpuffer (Bakterienaufschluss) 

46,6 mM Na2HPO4 

3,4 mM NaH2PO4 

300 mM NaCl 
Protease-Inhibitor 1:1000 

Sammelgel (5%ig) für SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese 

1,7 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)  
1,25 ml Sammelgelpuffer  
0,1 ml 10% SDS  
6,8 ml H2O 
5 μlTEMED  
100 μl APS 

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris (pH 6,8) 
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Puffer, Lösungen und Medien Zusammensetzung 

Sekretionsmedium 
DMEM, High Glucose 
2 mM Glutamin 

Solubilisierungspuffer  

150 mM NaCl 
50 mM HEPES 
0,1 % Triton X-100 
je 8 ml 1 Tablette Complete mini-Protease 
Inhibitor, EDTA-free 

STET-Puffer 

8 % Saccharose (w/v) 
5 % Triton X-100 (w/v) 
50 mM EDTA 
50 mM Tris/HCl (pH 8,0) 

Stripping-Lösung 
0,2 M Glycin pH 2,2  
1 % Tween-20  
0,1 % SDS 

TAE-Puffer (50x) 

2 M Tris 
1 M Essigsäure 
50 mM EDTA x 2 H2O 
→ pH auf 8,4 einstellen 

Tankblotpuffer  
25 mM Tris 
192 mM Glycin 
20 % Methanol 

Transfektionsmedium 
Opti-MEM 
7 % Nu-Serum 
2 mM Glutamin  

Trenngel (10%ig) für Polyacrylamid-
Gelelektrophorese  

3,34 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 
1,25 mlTrenngelpuffer  
0,1 ml 10% SDS  
5,26 ml H2O  
5 μl TEMED 
50 μl APS 

Trenngelpuffer 3 M Tris (pH 8,9) 

Tris-Buffered Saline (TBS) 

20 mM Tris  
138 mM NaCl  
2.7 mM KCl  
pH 7.5  

Trypsin/EDTA 
0,05 % Trypsin  
0,54 mM EDTA 
in 1x PBS 
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2.1.5 Zellkulturmedien und Zusätze 

Tabelle 2.5: verwendete Zellkulturmedien und Zusätze 

Zellkulturmedien und Zusätze Hersteller 

Blasticidin Invitrogen, Paisley (UK) 

Dimethylsulfoxid (DMSO), steril AppliChem, Darmstadt 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium 
(DMEM), High Glucose  

PAA, Pasching (A) 

Fötales Kälberserum (FCS) -Gold PAA, Pasching (A) 

Geneticin (G418) PAA, Pasching (A) 

Hygromycin B PAA, Pasching (A) 

L-Glutamin PAA, Pasching (A) 

MEM nicht essentielle Aminosäuren Promocell, Heidelberg 

MEM Vitamine Promocell, Heidelberg 

Natriumpyruvat PAA, Pasching (A) 

Opti-MEM  Invitrogen, Paisley (UK) 

Penicillin/Streptomycin PAA, Pasching (A) 

Poly-L-Lysin Roth, Karlsruhe 

RPMI1640 PAA, Pasching (A) 

Serum Plus Serum Supplement (Nu-
Serum) 

JRH Biosciences, Lenexa (USA) 

Trypsin/EDTA PAA, Pasching (A) 

2.1.6 Inhibitoren, Aktivatoren und Hormone 

Tabelle 2.6: verwendete Inhibitoren und Aktivatoren 

Inhibitoren/Aktivatoren Hersteller 

(2-Aminoethoxy)diphenylborat (2-APB) Sigma-Aldrich, Steinheim 

4-Aminophenylquecksilberacetat (APMA) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Inhibitoren/Aktivatoren Hersteller 

8-Bromoadenosin-3',5'-zyklisches Mono-
phosphat (8-Bromo-cAMP) 

Merck, Darmstadt 

A23187 Merck, Darmstadt 

CK59 Merck, Darmstadt 

Cycloheximid Sigma-Aldrich, Steinheim  

Forskolin Sigma-Aldrich, Steinheim 

GI254023X GlaxoSmithKline, München 

GM6001 Merck, Darmstadt 

Gö6976 Merck, Darmstadt 

Gö6983 Merck, Darmstadt 

H89 Merck, Darmstadt 

KT5720 Merck, Darmstadt 

LY294002 Merck, Darmstadt 

PD98059 Merck, Darmstadt 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) Axxora, Lausen (CH) 

Protease Inhibitor Cocktail complete  
Tabletten 

Roche Diagnostics, Mannheim  

Tabelle 2.7: verwendete Hormone 

Hormon Hersteller 

Arginin-Vasopressin (AVP) 
Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH2 

MW: 1084,2 Da 

Bachem, Heidelberg 

Oxytocin (OT) 
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH2 

MW: 1007,2 Da 

Bachem, Heidelberg 
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Hormon Hersteller 

PACAP(1-27) 
(Pituitary Adenylate Cyclase Activating  
Polypeptide-27) 
His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-
Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-
Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-NH2  
MW: 3147,6 Da 

University of Gdańsk (PL), 
Faculty of Chemistry (Z. Grzonka) 

PACAP(1-38) 
(Pituitary Adenylate Cyclase Activating  
Polypeptide-38) 

His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-
Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-
Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-
Tyr-Lys-Gln-Arg-Val-Lys-Asn-Lys-NH2  

MW: 4534,3 Da 

University of Gdańsk (PL), 
Faculty of Chemistry (Z. Grzonka) 

2.1.7 Antikörper 

Tabelle 2.8: verwendete Primärantikörper 

Primärantikörper 
Eigenschaften,  

Verdünnung 
Hersteller 

anti-ADAM-10 

Ab19026, von Kaninchen, 
polyklonal,  
1:1000 in I-Block, 
Epitop: C-Terminus 

Millipore, Billerica (USA) 

anti-ADAM-17 

Ab19027, von Kaninchen, 
polyklonal,  
1:1000 in I-Block, 
Epitop: C-Terminus 

Millipore, Billerica (USA) 

anti-Aktin 

A2066, polyklonal, von 
Kaninchen,  
1:1000 in I-Block, 
Epitop: C-Terminus 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

anti-GFP 
monoklonal, von Maus, 
1:1000 in I-Block 

Roche Diagnostics,  
Mannheim 

anti-HA 
16B12, monoklonal,  
1:6000 in I-Block 

Hiss-Diagnostics 

anti-Meprin β 
polyklonal, von Kaninchen, 
1:1000 in I-Block 

C. Becker-Pauly, Institut für 
Biologie, Universität Mainz 
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Primärantikörper 
Eigenschaften,  

Verdünnung 
Hersteller 

anti-p44/42 MAPK 
(Erk1/2) 

polyklonal, von Kaninchen, 
1:1000 in 5 %BSA/TBS, 
Epitop: Thr202/Tyr204 

Cell Signaling, Schwalbach 

anti-Phospho-p44/42 
MAPK (Erk1/2) 

polyklonal, von Kaninchen, 
1:1000 in 5 %BSA/TBS, 
Epitop: Thr202/Tyr204 

Cell Signaling, Schwalbach 

anti-RAGE 

Ab 3260, polyklonal, 
Serum von Kaninchen, 
Blutung vom 22.11.2006, 
1:200 in I-Block, 
Epitop: As 316-331 

Eurogentec, Seraing  
(Belgien) 

anti-RAGE 

MAB5328, monoklonal, 
von Maus,  
1:2000 in I-Block, 
Epitop: As 102-116 

Chemicon International 
Inc., Temecula (USA) 

anti-RAGE 

Ab 3259, polyklonal, 
Serum von Kaninchen, 
Blutung vom 22.11.2006, 
1:10 in PBS/5 % FCS für 
Mikroskopie, 
Epitop: As 316-331 

Eurogentec, Seraing  
(Belgien) 

anti-RAGE (Maus) 

Ab 1179, monoklonal, 
von Ratte 
1:300 in I-Block, 
Epitop: N-Terminus 

R&D Systems, Minneapolis 
(USA) 

anti-Rho 
monoklonal, von Maus, 
1:1000 in I-Block 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tabelle 2.9: verwendete Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper 
Eigenschaften,  

Verdünnung 
Hersteller 

Alexa Fluor 568 gekoppel-
ter anti-Kaninchen IgG 

Fluoreszenzfarbstoff,  
für Mikroskopie, 
1:250 in PBS/5 % FCS 

Invitrogen, Paisley (UK) 

Cy3 gekoppelter anti-Maus 
IgG 

Fluoreszenzfarbstoff,  
für Mikroskopie, 
1:500 in PBS/5 % FCS 

Sigma-Aldrich, Steinheim 

Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelter anti-
Kaninchen IgG 

Peroxidase, 1:3000 in 
PBS/0,05 % Tween 

Pierce, Rockford (USA) 
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Sekundärantikörper 
Eigenschaften,  

Verdünnung 
Hersteller 

Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelter anti-
Kaninchen IgG 

Peroxidase, für ERK-
Nachweis, 1:2000 in 
TBS/0,05 % Tween 

Cell Signaling, Schwalbach 

Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelter anti-Maus IgG 

Peroxidase, 1:3000 in 
PBS/0,05 % Tween 

Pierce, Rockford (USA) 

Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelter anti-Ratte IgG 

Peroxidase, 1:1000 in 
PBS/0,05 % Tween 

Merck, Darmstadt 

2.1.8 Enzyme und Kit-Systeme 

Tabelle 2.10: verwendete Enzyme 

Enzym benötigter Puffer Hersteller 

DNA-Phosphatase für Phosphatase NEB, Frankfurt am Main 

DNA-Polymerase für Polymerase Fermentas, St. Leon-Rot 

Lysozym / Sigma-Aldrich, Steinheim 

Restriktionsenzyme 
wie von Hersteller angege-
ben 

NEB, Frankfurt am Main; 

Fermentas, St. Leon-Rot 

RNAseA / Sigma-Aldrich, Steinheim 

T4-DNA-Ligase für Ligase NEB, Frankfurt am Main 

Tabelle 2.11: verwendete Kit-Systeme 

Kit-System Hersteller 

NucleoBond® Xtra Midi Macherey & Nagel, Düren 

NucleoSpin®ExtractII Macherey & Nagel, Düren 

NucleoSpin®Plasmid Macherey & Nagel, Düren 
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2.1.9 Plasmide 

pMAL-c2 

Der pMAL-c2 Vektor (siehe Bild 2.1) von NEB enthält die Sequenz des Maltose-

bindenden Proteins mit einer Deletion der malE-Signalsequenz, sodass die Expression 

eines Fusionsproteins in das Cytoplasma erfolgt. In der multiplen Klonierungsstelle 

befinden sich die Schnittstellen der Restriktionsenzyme EcoRI und HindIII, die zum Ein-

fügen der 

RAGE-Epitop-Sequenz genutzt wurden. Des Weiteren enthält der Vektor ein Ampicillin-

Resistenzgen und ein lacZ-Gen, das eine Blau-Weiß-Selektion erlaubt. 

 

Bild 2.1: Schematische Darstellung des pMAL-c2 Vektors  

Der pMAL-c2 Vektor enthält die Sequenz für das Maltose-bindende Protein sowie eine Ampicillin-
Resistenz und Schnittstellen für EcoRI und HindIII (von NEB).  

pMAL-c2-RAGE-Epi 

Der Vektor enthält die cDNA für ein Fusionsprotein, das aus dem Maltose-bindenden 

Protein und einem Epitop von RAGE besteht (Aminosäuresequenz: 

VSISIIEPGEEGPTAG), gegen das der zu reinigende Antikörper gerichtet ist.  
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pcDNA6-RAGE 

Der Expressionsvektor (hergestellt von Ling Zhang) mit einem CMV-Promotor enthält 

die humane cDNA von RAGE. Zur Selektion transformierter, eukaryotischer Zellen wird 

Blasticidin verwendet.   

pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutante 1 

Der Vektor (hergestellt von Lutz Nuhn) enthält die cDNA einer RAGE-Mutante, in dieser 

wurden neun Aminosäuren oberhalb der Transmembrandomäne durch Aminosäuren 

von esRAGE substituiert. Außerdem ist RAGE am N-Terminus mit C-Myc und am C-

Terminus mit V5- und His-Epitopen markiert.  

pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutante 2 

Der Vektor (hergestellt von Lutz Nuhn) enthält die Sequenz einer RAGE-Mutante, in 

dieser wurden 17 Aminosäuren oberhalb der Transmembrandomäne substituiert. 

Hierbei wurden geladene Aminosäuren, Prolin (Helixbrecher) und kleine Aminosäuren 

gegen große ungeladene ausgetauscht. Außerdem ist RAGE am N-Terminus mit C-Myc 

und am C-Terminus mit V5- und His-Epitopen markiert. 

pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutante 3 

Der Vektor (hergestellt von Lutz Nuhn) enthält die cDNA einer RAGE-Mutante, in der 

die Glycine des GxxxG-Motivs in der Transmembrandomäne durch Alanine ersetzt 

worden sind. Außerdem ist RAGE am N-Terminus mit C-Myc und am C-Terminus mit 

V5- und His-Epitopen markiert. 

pcDNA6-RAGE-HA 

Der Vektor (hergestellt von Alexander Kirschner) enthält die cDNA für humanes RAGE 

mit einem HA-Epitop am C-Terminus.  
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pcDNA6-mycRAGE-V5-His 

Der Vektor (hergestellt von Alexander Kirschner) enthält die cDNA für humanes RAGE 

mit einer C-Myc-Markierung am N-Terminus sowie V5- und His-Markierung am C-

Terminus.  

pcDNA6-RAGEΔRLEW-HA 

Das Plasmid (hergestellt von Annette Roth) enthält die cDNA für eine RAGE-Mutante, 

in der die Aminosäuren RLEW in der V-Domäne gegen ASAA ausgetauscht wurden. 

Außerdem ist das Protein am C-Terminus mit HA markiert. 

pcDNA6-ΔVRAGE-HA 

Das Plasmid (hergestellt von Annette Roth) enthält die cDNA für eine RAGE-Mutante 

ohne V-Domäne sowie eine HA-Markierung am C-Terminus. 

2.1.10 Oligonukleotide 

Die beiden Oligonukleotide RAGE-Epi-for und RAGE-Epi-rev dienten zur Herstellung 

eines Adapters, der in das Plasmid pMAL-c2 (siehe Kapitel 2.1.9) zwischen die Schnitt-

stellen EcoRI und HindIII eingebaut wurde. 

RAGE-Epi-for 

5´-ATTCGTGAGCATTAGCATTATTGAACCGGGCGAAGAAGGCCCGACCGCCGGC 

GTGAGCATTAGCATT ATTGAACCGGGCGAAGAAGGCCCGACCGCCGGCTA-3´ 

 

RAGE-Epi-rev 

5´-AGCTTAGCCGGCGGTCGGGCCTTCTTCGCCCGGTTCAATAATGCTAATGCTCA 

CGCCGGCGGTCGGGCCTTCTTCGCCCGGTTCAATAATGCTAATGCTCACG-3´ 
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RNAi stealth Oligonukleotid-Duplexe der Firma Invitrogen: 

RNAi ADAM-10 

5´-UACACCAGUCAUCUGGUAUUUCCUC-3´             

3´-AUGUGGUCAGUAGACCAUAAAGGAG-5´ 

5´-AACAGUAGUCAUCAUGAUUCUGCUC-3´             

3´-UUGUCAUCAGUAGUACUAAGACGAG-5´ 

5´-AGAAUUAACACUCUCAGCAACACCA-3´           

3´-UCUUAAUUGUGAGAGUCGUUGUGGU-5´ 

RNAi ADAM-17 

5´-GGAAGCUGACCUGGUUACAACUCAU-3´     

3`-CCUUCGACUGGACCAAUGUUGAGUA-5´ 

5`-CCAGGGAGGGAAAUAUGUCAUGUAU-3´    

3´-GGUCCCUCCCUUUAUACAGUACAUA-5´ 

5´-GAGGAAAGGAAAGCCCUGUACAGUA-3´         

3´-CUCCUUUCCUUUCGGGACAUGUCAU-5´ 

RNAi MMP-2 

5´-AGUAGAUCCAGUAUUCAUUCCCUGC-3´      

3´-UCAUCUAGGUCAUAAGUAAGGGACG-5´  

5´-AGAAGUUGUAGUUGGCCACAUCUGG-3´    

3´-UCUUCAACAUCAACCGGUGUAGACC-5´ 

5´-ACUCCUUGCCAUUGAACAAGAAGGG-3´    

3´-UGAGGAACGGUAACUUGUUCUUCCC-5´ 

RNAi MMP-9  

5´-AAGAUGUUCACGUUGCAGGCAUCGU-3´    

3´-UUCUACAAGUGCAACGUCCGUAGCA-5´ 
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5´-AAUACAGCUGGUUCCCAAUCUCCGC-3´    

3´-UUAUGUCGACCAAGGGUUAGAGGCG-5´ 

5´-AUGAAUGGAAACUGGCAGGGUUUCC-3´    

3´-UACUUACCUUUGACCGUCCCAAAGG-5´ 

2.1.11 Zelllinien 

HEK 293 

Amerikanische Zellsammlung, Nr. ATCC 1573-CRL (Graham et al., 1977). HEK 293 sind 

humane embryonale Nierenzellen, die durch den humanen Adenovirus Typ 5 trans-

formiert wurden. Die Zellen wurden in phenolrotem DMEM mit hohem Glucosegehalt 

und 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin, 2 mM Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat 

kultiviert und in einem Verhältnis von 1:6 bis 1:10 subkultiviert. 

FlpInTM 293-PAC1/RAGE 

Diese Zelllinie exprimiert den Ratten-PACAP-Rezeptor (Subtyp PAC1_null), dieser be-

sitzt N-terminal eine C-Myc-Markierung und C-terminal eine Rho-Markierung. Außer-

dem exprimieren die Zellen humanes RAGE-Protein ohne Markierungen (pcDNA6-

RAGE). Der codierende Bereich für den PACAP-Rezeptor wurde über das FlpIn-System 

in die Zelle eingebracht, der codierende Bereich für RAGE durch eine Standard-

Transfektion. Während der Doktorarbeit wurde mit einem Einzelklon gearbeitet. 

FlpInTM 293-RAGE 

Diese Zelllinie exprimiert humanes RAGE-Protein ohne Markierungen (pcDNA6-RAGE). 

Während der Doktorarbeit wurde mit einem Einzelklon gearbeitet. 

HEK 293-OTR-GFP/RAGE 

Diese Zelllinie exprimiert stabil den humanen Oxytocin-Rezeptor mit einer C-

terminalen GFP-Markierung und einer N-terminalen C-Myc- und FLAG-Markierung so-

wie humanes RAGE-Protein ohne Markierung (pcDNA6-RAGE). Während der Doktorar-

beit wurde mit einem Einzelklon gearbeitet. 
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HEK 293-bV2-HA/RAGE 

Diese Zelllinie exprimiert stabil den C-terminal HA-markierten Rinder V2-Vasopressin-

Rezeptor sowie humanes RAGE-Protein ohne Markierung. Während der Doktorarbeit 

wurde mit einem Einzelklon gearbeitet. 

HEK 293-pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutante 1 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutan-

te 1.  

HEK 293-pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutante 2 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutan-

te 2. 

HEK 293-pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutante 3 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-mycRAGE-V5-His Mutan-

te 3. 

HEK 293-pcDNA6-RAGE-HA 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-RAGE-HA. 

HEK 293-pcDNA6-mycRAGE-V5-His 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-mycRAGE-V5-His. 

HEK 293-pcDNA6-RAGEΔRLEW-HA 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-RAGEΔRLEW-HA. 

HEK 293-pcDNA6-ΔVRAGE-HA 

Diese Zelllinie ist stabil transfiziert mit dem Plasmid pcDNA6-ΔVRAGE-HA. 

HEK 293-Meprin β 

Diese Zelllinie exprimiert stabil humanes Meprin β sowie unabhängig davon lösliches 

EGFP. 
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2.1.12 Bakterienstämme 

E.coli XL1 Blue 

Der Bakterienstamm Escherichia coli XL1 Blue weist folgenden Genotyp auf: recA1 

endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]. Die 

Bakterien wurden mit Hilfe der Calciumchlorid-Methode kompetent gemacht (Dagert 

und Ehrlich, 1979), bei -80°C aufbewahrt und dienten zur Transformation und Isolie-

rung von Plasmid-DNA. 

E.coli DH5α 

Der Bakterienstamm Escherichia coli DH5α, weist folgenden Genotyp auf: 

φ80δlacZΔM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk– mk+), supE44, relA1, deoR, 

D(lacZYA-argFV169), F–, λ– und wurde bei Clontech (Heidelberg) gekauft. Der Stamm 

diente ebenfalls zur Transformation und Isolierung von Plasmid-DNA. 

E.coli SCS110 

Der Bakterienstamm Escherichia coli SCS110 weist folgenden Genotyp auf: rpsL (Strr) 

thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44Δ (lacproAB) [F' traD36 

proAB lacIqZΔM15] und  ist von Stratagene (Amsterdam, Niederlande). Er ist defizient 

für die Dam- und Dcm-Methylasen und diente zur Transformation und Isolierung von 

Plasmid-DNA, deren Restriktion durch Methylierungen erschwert war. 

E.coli HMS174 

Der Bakterienstamm Escherichia coli HMS weist folgenden Genotyp auf: F- recA1 

hsdR(rK12- mK12+) (DE3) (Rif R). Dieser Bakterienstamm, wurde zur Expression von 

Proteinen verwendet. 

2.1.13 Molekulargewichtsmarker 

2.1.13.1 SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard 

Der SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard von Invitrogen (Paisley, UK) wurde bei allen 

SDS-PAGE Gelen verwendet (siehe Bild 2.2). Es wurden immer 2 µl aufgetragen. Zu 

beachten ist, dass die farbigen Banden des Standards in unterschiedlichen Puffersys-
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temen verschiedene Größen darstellen. Während dieser Arbeit wurde immer das Tris-

Glycine-Puffersystem verwendet. 

 

Bild 2.2: SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard 

2.1.13.2 DNA-Standard  

Als Standard bei Agarose-Gelen wurde der GeneRuler 1 kb DNA-Ladder (siehe Bild 2.3) 

von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Es wurden immer 3 µl Standard aufgetragen. 

 

Bild 2.3: DNA-Größenstandard 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Restriktion von DNA 

Die Restriktion der Plasmide erfolgte mit Restriktionsenzymen der Firmen Fermentas 

und NEB. Die Restriktionsansätze, deren DNA später zur Ligation weiterverwendet 

wurde, hatten ein Gesamtvolumen von 100 µl, es wurden zwischen 5 µg und 10 µg 

DNA, 10 µl des entsprechenden Puffers und 3 µl Enzym (10 U/µl) eingesetzt und mit 

H2O auf 100 µl aufgefüllt.   

Bei Test-Restriktionen zur Überprüfung der Plasmide auf Mutationen wurden 400 ng 

DNA, 1,5 µl Puffer und 0,5 µl Enzym eingesetzt und mit H2O auf 15 µl aufgefüllt. 

Die Ansätze wurden für 2 Stunden in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt. 

2.2.1.2 Reinigung von DNA 

Die Reinigung der DNA von Restriktionsansätzen erfolgte mit dem Nucleo-

Spin®ExtractII-Kit von Macherey & Nagel (Düren) nach Anleitung des Herstellers. 

2.2.1.3 Agarosegele 

Mit Hilfe eines Agarosegels konnten die in einer Probe vorhandenen DNA-Fragmente 

der Größe nach aufgetrennt werden. Das Agarosegel wurde dazu an eine elektrische 

Spannungsquelle (ca. 100 V) angeschlossen und die negativ geladene DNA wanderte, je 

nach Größe unterschiedlich schnell, zur Anode (Pluspol). 

Es wurden 1 %ige Agarosegele mit 0,01 % Ethidiumbromid verwendet, die Herstellung 

erfolgte, indem 1 g Agarose pro 100 ml TAE-Puffer in der Mikrowelle gelöst wurden. 

Nach dem Abkühlen wurden 5 µl einer Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml in H2O) zu-

gesetzt und die flüssige Agarose in eine Gelkammer gegossen, die Taschen wurden 

durch Einsetzen eines Kammes geformt.   

Präparative Gele wurden 1,5 %ig und ohne Ethidiumbromid hergestellt.  
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2.2.1.4 Gelextraktion aus einem präparativen Agarosegel 

Um bestimmte DNA-Fragmente zu isolieren, wurden diese aus einem präparativen Gel 

extrahiert. Dies konnte mit Hilfe des NucleoSpin®ExtractII-Kits von Macherey & Nagel 

(Vorgehensweise nach Anleitung des Herstellers) durchgeführt werden. 

2.2.1.5 DNA-Mengenbestimmung 

Zur ungefähren Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA wurden 1 µl DNA (plus 

6 µl H2O und 3 µl Auftragspuffer) und Standards der Größenordnung 200 ng, 400 ng 

und 600 ng auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Die Mengenabschätzung erfolgte 

durch Vergleich der Leuchtintensität der DNA-Banden unter einer UV-Lampe. Die Be-

stimmung der DNA-Konzentration war wichtig, da beim Ansetzen von Ligationen und 

bei Transfektionen die eingesetzte DNA-Menge bekannt sein muss.  

2.2.1.6 Herstellen eines Oligonukleotidadapters 

Je 1,5 µl (150 pmol) der beiden Oligonukleotide RAGE-Epi-for und RAGE-Epi-rev (siehe 

Kapitel 2.1.10) wurden in 47 µl Hybridisierungspuffer (20 mM Tris/HCl pH 7,4; 10 mM 

MgCl2; 50 mM NaCl) gegeben und für 3 min bei 95°C erhitzt, nach langsamem Abküh-

len wurde noch 30 min bei 37°C inkubiert. Der Oligonukleotidadapter (siehe Bild 2.4) 

wurde zwischen die EcoRI- und HindIII-Schnittstellen im pMAL-c2 Vektor eingefügt. Er 

enthält das Epitop gegen das die Antikörper 3259 und 3260 gerichtet sind, sowie zwei 

NaeI Schnittstellen zur Überprüfung des Konstrukts. 

 

Bild 2.4: Oligonukleotidadapter für pMAL-c2 Vektor 

2.2.1.7 Ligation 

Zur Klonierung eines Inserts in einen Vektor wurde ein 16 µl Ansatz über Nacht in ein 

Wasserbad mit einer Temperatur von 14°C gestellt. In einem Ansatz befanden sich 

1,6 µl Ligasepuffer, 1 µl T4-DNA-Ligase, H2O, ungefähr 400 ng geschnittener Vektor 

und ein dreifacher molarer Überschuss des Inserts. Am nächsten Tag konnte mit dem 
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Ligationsansatz eine Transformation von E.coli (siehe Kapitel 2.2.2.2) durchgeführt 

werden. 

2.2.1.8 Plasmid-Präparationen 

2.2.1.8.1 Plasmid-Mini-Präparation (Schnellmethode) 

Die Methode der Plasmid-Minipräparation wurde angewandt, um nach der erfolgrei-

chen Transformation von Bakterien die Plasmid-DNA mehrerer Klone zu isolieren und 

auf ihre Richtigkeit zu überprüfen. Dazu wurde eine stecknadelkopfgroße Menge an 

Bakterien, die über Nacht im Brutschrank auf einer Agarplatte mit dem entsprechen-

den Antibiotikum gewachsen waren, mit einer Impföse abgenommen und in 350 µl 

STET-Puffer vollständig mit Hilfe eines Vortexers suspendiert. Die Lyse der Bakterien 

erfolgte durch Zugabe von 25 µl Lysozymlösung (20 mg/ml in H2O), kurzes Mischen, 

einer 5-minütigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur und anschließendem Erhitzen 

für 50 s bei 100°C im Wasserbad. Dann wurde für 15 min bei 4°C und 14000 rpm zent-

rifugiert, danach hatte sich ein weißes Pellet gebildet, das mit einem sterilen Zahnsto-

cher entfernt wurde. Zur Fällung der Plasmid-DNA wurden 38 µl Kaliumacetat (3 M, 

pH 4,8) sowie 400 µl Isopropanol in das Reaktionsgefäß zur DNA-Lösung gegeben, da-

raufhin wurde gemischt und 15 min bei Raumtemperatur und 14000 rpm zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation konnte der Überstand abgegossen werden und das DNA ent-

haltende Pellet wurde mit 400 µl Ethanol (75 %ig) gewaschen, wozu ein weiteres Mal 

bei 14000 rpm und Raumtemperatur für 5 min zentrifugiert wurde. Der Waschalkohol 

wurde danach abgenommen und das Pellet ungefähr 15 min unter der Sterilbank ge-

trocknet. Nachdem das Pellet getrocknet war, wurde die DNA in 60 µl H2O gelöst. 

2.2.1.8.2 Plasmid-Präparation über Silika-Säulen 

Die Isolierung von Plasmid-DNA für Klonierungen und Transfektionen erfolgte über 

Silika-Säulen mit Hilfe des NucleoSpin®Plasmid-Kits von Macherey-Nagel (Vorgehens-

weise nach Anleitung des Herstellers). Die Elution der DNA erfolgte in 50 µl Puffer AE 

(aus NucleoSpin®Plasmid-Kit). 
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2.2.1.8.3 Plasmid-Midi-Präparation  

Zur quantitativen Gewinnung von DNA wurden die Bakterien über Nacht bei 37°C im 

Schüttler in 200 ml LB-Selektionsmedium herangezogen. Dann wurden die Bakterien 

bei 4°C in der Kühlzentrifuge J2-21 von Beckman bei 4000 rpm für 10 min zentrifugiert 

und die Isolierung der DNA erfolgte mit dem NucleoBond® Xtra Midi-Kit von Macherey 

& Nagel, Düren nach Anleitung des Herstellers. Nachdem das DNA-Pellet unter der 

Sterilbank getrocknet war, wurde es in 500 µl H2O gelöst. 

2.2.2 Arbeiten mit prokaryotischen Zellen 

2.2.2.1 Kultivierung der Bakterienstämme 

Alle Bakterienstämme wurden in LB-Medium kultiviert, nach der Durchführung einer 

Transformation mit dem jeweiligen Plasmid wurde dem LB-Medium das entsprechen-

de Antibiotikum zugesetzt. Um Einzelklone zu bekommen, wurden die Bakterien auf 

einer Agar-Platte mit Antibiotikum ausgestrichen und am nächsten Tag vereinzelt. Die 

Bildung von Kondenswasser konnte verhindert werden, indem die Agar-Platten vor 

Benutzung im Brutschrank getrocknet wurden. Nach dem Ausstreichen wurden die 

Platten mit dem Deckel nach unten bei 37°C in den Brutschrank gestellt. 

2.2.2.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien 

Zur Einbringung von DNA in die Bakterienzellen wurden zunächst 100 µl kompetente 

Bakterien auf Eis aufgetaut. Dann wurden 10 µl des Ligationsansatzes (siehe Kapitel 

2.2.1.7) zugegeben und das Ganze vorsichtig gemischt. Nach weiteren 20 min auf dem 

Eis wurde der Ansatz für 90 s in ein 42°C warmes Wasserbad gestellt, um einen Hitze-

schock durchzuführen. Zur Abkühlung wurde 3 min auf Eis inkubiert, bevor 800 µl LB-

Medium zu den Bakterien gegeben und diese bei 37°C für eine Stunde auf dem Bakte-

rienschüttler inkubiert wurden. Danach wurden die Zellen für 5 min bei 2000 rpm 

abzentrifugiert und der Überstand soweit abgenommen, dass sich noch ungefähr 

200 µl im Gefäß befanden. Davon wurden jeweils 100 µl auf eine Agar-Platte mit Anti-

biotikum ausgestrichen und über Nacht bei 37°C in den Brutschrank gestellt.  
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Um Einzelklone zu isolieren, wurden am nächsten Morgen zwölf Klone mit Hilfe einer 

Impföse gepickt, auf neue Agar-Platten mit Antibiotikum ausgestrichen und wieder 

über Nacht in den Brutschrank gestellt. Am darauffolgenden Morgen wurde aus den 

Klonen die Plasmid-DNA isoliert (siehe Kapitel 2.2.1.8.1) und durch Restriktionsanalyse 

(siehe Kapitel 2.2.1.1) auf ihre Richtigkeit hin überprüft. 

2.2.2.3 Anlegen von Dauerkulturen 

Um Dauerkulturen anzulegen, wurden die Bakterien eines Einzelklones von einer Platte 

abgenommen und in 1,5 ml LB-Medium mit Antibiotikum gemischt und für mehrere 

Stunden auf einem Bakterienschüttler bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden an-

schließend in ein 2 ml Reaktionsgefäß mit 0,5 ml Glycerin vermischt und über Nacht 

bei -20°C eingefroren. Am nächsten Morgen wurden sie in einen -80°C Gefrierschrank 

überführt. 

2.2.2.4 Expression von Proteinen 

Zur Expression von Proteinen wurden 20 ml Flüssigmedium, das Ampicillin und 

Chloramphenicol (jeweils 20 µg/µl) sowie 11 mM Glucose (zur Inhibierung der Expres-

sion von Amylase) enthielt, mit Bakterien (HMS174 + pMAL-c2-RAGE-Epi) aus Dauer-

kulturen angeimpft. Die Kulturen wurden über Nacht bei 37°C unter Schütteln 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden 15 ml der entsprechenden Kultur zu 200 ml LB-

Medium (plus Antibiotika und 11 mM Glucose) in einen Schikanekolben gegeben und 

solange bei 37°C geschüttelt bis eine optische Dichte (OD) von 0,4-0,6 erreicht war. 

Dies dauerte im Durchschnitt ein bis zwei Stunden. Dann erfolgte die Zugabe von 

200 µl 1 M Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) und eine weitere Inkubationszeit 

von vier Stunden. Danach wurden die Bakterien bei 4000 rpm 10 min zentrifugiert, der 

Überstand abgenommen und das Pellet in 10 ml Phosphatpuffer (siehe Tabelle 2.4) 

resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde 3x 3 min mit Ultraschall behandelt und 

dann wurden Zelltrümmer und Inclusion Bodies bei 13000 rpm und 4°C für 10 min 

abzentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen und eine Stunde bei 

4°C und 40000 rpm in einer Ultrazentrifuge zentrifugiert. Im Pellet befand sich danach 

die Membranfraktion und im Überstand die lösliche Fraktion. Da es für die weitere 
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Verwendung des Proteins wichtig war zu überprüfen, ob es sich in der löslichen Frakti-

on befindet, wurden die Inclusion Bodies in 2 ml und die Membranfraktion in 3 ml 

Phosphatpuffer aufgenommen. Jeweils 5 µl der drei Fraktionen wurden auf ein SDS-

Gel aufgetragen und anschließend zum Nachweis der Proteine mit Coomassie (siehe 

Kapitel 2.2.4.12) angefärbt. 

2.2.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen 

2.2.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen 

Die eukaryotischen Zellen wuchsen in 10 cm Zellkulturschalen heran und wurden in 

einem CO2-Brutschrank bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und einem CO2-

Gehalt von 5 % kultiviert. Die Zellen wurden etwa alle zwei bis drei Tage unter einer 

Sterilbank auf eine neue Zellkulturschale umgesetzt. Dazu wurde das alte Medium ab-

gesaugt und die Zellkulturschale mit 10 ml sterilem PBS gewaschen. Nach Absaugen 

des PBS wurden 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung sowie 3 ml PBS darauf gegeben. Damit sich 

die Zellen leichter von der Platte ablösen ließen, wurde diese nun für ungefähr 5 min in 

den Brutschrank gestellt. Danach wurden die gelösten Zellen suspendiert, in ein 15 ml 

Röhrchen mit 5 ml Komplettmedium überführt und für 5 min bei 1000 rpm zentrifu-

giert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in Komplettme-

dium resuspendiert. Die Zellen wurden je nach Zelllinie im Verhältnis 1:2 bis 1:10 auf 

einer 10 cm Zellkulturschale, in der bereits 9 ml Komplettmedium vorgelegt worden 

waren, ausgesät. 

2.2.3.2 Poly-L-Lysin-Beschichtung 

Vor Durchführung von Versuchen oder der Transfektion der Zellen wurden die ver-

wendeten 6-Loch-Platten, 6 cm oder 10 cm Zellkulturschalen oder Deckgläschen mit 

Poly-L-Lysin beschichtet, um ein Ablösen der Zellen zu verhindern. Dazu wurde auf die 

Zellkulturschalen so viel Poly-L-Lysin-Lösung (0,1 mg/ml) gegeben, dass der Boden be-

deckt war. Nach einer 15-minütigen Einwirkungszeit wurde das Poly-L-Lysin wieder 

abgenommen und nach zweimaligem Waschen mit H2O konnten die Zellkulturschalen 

bis zum Aussäen der Zellen bei Raumtemperatur gelagert werden. 



2  MATERIAL UND METHODEN 51 

2.2.3.3 Transfektion mit Lipofectamin 

Für eine Transfektion wurden Zellen auf einer 6 cm Kulturschale (beschichtet mit 

Polylysin) ausgesät, sodass sie am nächsten Tag zu 90-95 % konfluent waren. Etwa 

10 µg der jeweiligen Plasmid-DNA wurden in 500 µl Opti-MEM gelöst und 18 µl 

Lipofectamin in weiteren 400 µl Opti-MEM. Beides wurde gemischt und für 20 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit Opti-MEM 

gewaschen und 2 ml Opti-MEM (mit 7 % Nu-Serum und 2 mM Glutamin) sowie das 

DNA/Lipofectamin-Gemisch darauf gegeben. Nach vierstündiger Inkubationszeit im 

Brutschrank bei 37°C wurden 4 ml Komplettmedium dazugegeben und die Kulturschale 

über Nacht im Brutschrank stehen gelassen. Am nächsten Tag wurden die Zellen auf 

eine 10 cm Zellkulturschale umgesetzt.   

2.2.3.4 Herstellung einer stabil transfizierten Zelllinie 

Zwei Tage nach der Transfektion der Zellen wurden in das Komplettmedium die ent-

sprechenden Antibiotika (pro 10 ml: 30 µl Blasticidin (10 mg/ml); 40 µl G418 

(250 mg/ml)) zugesetzt, um die nicht transfizierten Zellen von den Zellen, die das ge-

wünschte Plasmid aufgenommen haben, zu trennen. Die Zugabe der Antibiotika erfolg-

te etwa über einen Zeitraum von zwei Wochen, um eine stabil transfizierte Zelllinie 

herzustellen. Danach konnten Versuche mit den Zellen durchgeführt werden. 

2.2.3.5 Isolierung eines Einzelklons 

Um von stabil transfizierten Zellen einen Einzelklon zu erhalten, wurden die Zellen in 

einer Dichte von einer Zelle pro Vertiefung auf einer 96-Loch-Platte ausgesät. Die Zel-

len wurden bis zur Konfluenz in Selektionsmedium kultiviert und dann in 48-Loch-

Platten überführt. Dies wurde fortgeführt bis zur Kultivierung der Zellen auf 10 cm 

Schalen. Danach erfolgte die Analyse der Expression mittels SDS-PAGE und Western 

Blot. 

2.2.3.6 Kryokonservierung von Zellen 

Das Einfrieren der Zellen erfolgte, indem das Zellpellet einer 10 cm Zellkulturschale in 

1,5 ml Komplettmedium mit 10 % DMSO suspendiert und in ein 2 ml-Cryo-Röhrchen 

überführt wurde. Anschließend wurde dieses in eine mit Eis gefüllte verschließbare 



52  2  MATERIAL UND METHODEN  

Styroporkiste gestellt und bei -20°C über Nacht eingefroren, am nächsten Tag kamen 

die Zellen für 24 Stunden in einen -80°C Gefrierschrank. Die endgültige Lagerung er-

folgte in flüssigem N2. 

2.2.3.7 Behandlung von Zellen mit Hormonen, Aktivatoren und Inhibitoren 

Zur Durchführung von Versuchen wurden die Zellen einen Tag zuvor auf polylysin-

beschichteten 6-Loch-Platten ausgesät. Am Tag der Versuchsdurchführung wurden die 

Zellen zweimal mit Kulturmedium ohne Zusätze gewaschen und danach das Sekreti-

onsmedium mit 2 mM Glutamin und den jeweiligen Hormonen, Inhibitoren und Stimu-

latoren dazugegeben. Meist erfolgte eine einstündige Vorinkubation mit dem benötig-

ten Inhibitor (siehe Tabelle 2.12) und danach die Zugabe des Hormons (300 nM). 

Tabelle 2.12: verwendete Inhibitoren und eingesetzte Konzentrationen 

Art des Inhibitors 
Name des  

Inhibitors  

Konzentration der  

Stammlösung 

Finale  

Konzentration  

ADAM10 GI254023X 25 mM 25 µM/100 nM 

CaMKII CK59 10 mM 20 µM 

IP3-Rezeptor 2-APB 75 mM 75 µM 

MEK1-Kinase PD98059 20 mM 50 µM 

Metalloproteinasen GM6001 5 mM 20 µM 

PI3-Kinase LY294002 10 mM 50 µM 

Proteinkinase A H89 20 mM 5 µM 

Proteinkinase A KT5720 2 mM 1 µM 

Proteinkinase C Gö6976 2 mM 1 µM 

Proteinkinase C Gö6983 2 mM 1 µM 

 

Zur Aufnahme der Kinetik der Stimulierung des Proteolyse-Prozesses von RAGE (siehe 

Kapitel 3.2.2.3) wurden die OTR/RAGE- bzw. bV2/RAGE-Zellen unterschiedlich lange 

mit dem jeweiligen Hormon (finale Konzentration: 300 nM) inkubiert. Nach folgenden 
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Zeiten wurden die Zellkulturüberstände geerntet: 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 360 min. 

Um sicherzustellen, dass die Zunahme von sRAGE nicht auf eine vermehrte Biosynthe-

se des Proteins zurückzuführen ist, wurden die Zellen vor Zugabe des Hormons 2,5 

Stunden mit Cycloheximid (45 µg/ml) vorinkubiert und auch während des Versuches 

mit Cycloheximid behandelt. 

Zur Stimulierung der Adenylatzyklase (siehe Kapitel 3.2.1.3.1) wurden RAGE 

exprimierende Zellen zwei oder vier Stunden mit 50 µM Forskolin (Stammlösung: 

20 mM in DMSO) oder 500 µM 8-Bromo-cAMP (Stammlösung 100 mM in H2O) 

inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen nur mit DMSO bzw. H2O behandelt. 

2.2.3.8 Knock down von Proteinen 

Zum knock down von ADAM-10, ADAM-17, MMP-2 und MMP-9 wurden stealth siRNA 

Oligonukleotide von Invitrogen verwendet. Die Transfektion wurde mit Lipofectamin 

2000 und nach Anleitung des Herstellers (Invitrogen; Paisley, UK) durchgeführt. Die 

Stimulierung mit PMA erfolgte 48 Stunden nach der Transfektion. Der erfolgreiche 

knock down von MMP-2 und MMP-9 wurde durch einen Gelatinase-Test nachgewie-

sen. Dazu wurden die Zellen 18 Stunden mit PMA (1 µM) oder DMSO in FCS-freiem 

DMEM/Glutamin behandelt. Vom Überstand wurden 30 µl mit 10 µl Nu-PAGE-Puffer 

(Invitrogen) gemischt und die Proteine per SDS-PAGE (+ 0,1 % Gelatine) unter nicht-

reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel in 2,5 % Triton 

X-100 für eine Stunde inkubiert und danach für 16 Stunden im Reaktionspuffer 

(100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM CaCl2). Letztendlich erfolgte das Anfärben der Prote-

ine mit Coomassie Blau, dabei entstehen nicht-angefärbte Bereiche durch die Spaltung 

der Gelatine auf Grund der Gelatinase-Aktivität von MMP-2 und MMP-9. 

2.2.3.9 Zytotoxizitäts-Test 

Zur Messung der Zellviabilität wurde der MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid)-Test benutzt. Dieser basiert auf der Reduktion des gelben, 

wasserlöslichen Farbstoffs MTT durch Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums und 

unter Verwendung der Pyridin-Nukleotide NADH und NADPH zu blau-violettem, was-



54  2  MATERIAL UND METHODEN  

serunlöslichem Formazan (siehe Bild 2.5) und ist somit ein Maß der Glykolyserate der 

Zelle (Berridge et al., 1996).  

 

Bild 2.5: Reduktion von MTT zu Formazan – Das Prinzip des MTT-Tests 

Der gelbe Farbstoff MTT wird durch Reduktion zu wasserunlöslichem, blau-violettem Formazan. 

Zur Durchführung des Tests wurden die Zellen auf 48-Loch-Platten mit einer Zelldichte 

von 50000 Zellen/Vertiefung ausgesät und am nächsten Tag einmal mit FCS-freiem 

Medium ohne Phenolrot gewaschen. Dann wurden pro Vertiefung 200 µl FCS-freies 

Medium mit PACAP-27 (300 nM) zugegeben und die jeweilige Zeit (15 min, 30 min, 

60 min, 120 min, 180 min, 240 min, 360 min) bei 37°C im Brutschrank inkubiert, da-

nach wurde das Medium abgesaugt und 200 µl neues Medium + 20 µl MTT (5 mg/ml in 

PBS) zugegeben und eine weitere Stunde im Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von 

220 µl Solubilisationsreagenz (10 % Triton X-100, 0.1 N HCl in Isopropanol), wurde die 

Platte über Nacht stehen gelassen und am nächsten Morgen spektrophotometrisch mit 

dem ELISA-Reader vermessen. Dabei wurde die Absorption bei 565 nm (Absorptions-

maximum Formazan) und bei 690 nm (Referenzwellenlänge für Zelltrüm-

mer/präzipitierte Proteine, welche durch Isopropanol-Zugabe entstanden sein kön-

nen). Die Viabilität ergab sich aus dem gemessenen Wert bei 565 nm minus dem Wert 

bei 690 nm. 

2.2.3.10 GloSensor cAMP-Test 

Der GloSensor cAMP-Test von Promega diente zur Überprüfung, ob nach Behandlung 

von OTR-Zellen mit Oxytocin eine Stimulierung der Adenylatzyklase erfolgt. Dazu muss-

ten die Zellen zuerst mit dem pGloSensor-20F cAMP-Plasmid transfiziert werden, die-

ses codiert für eine gentechnisch veränderte Firefly Luciferase mit einer cAMP-
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bindenden Domäne. Die Bindung von cAMP führt zu einer Konformationsänderung 

und einer gesteigerten Lumineszenz (siehe Bild 2.6 A). Diese entsteht durch die Oxida-

tion von D-Luciferin unter Sauerstoff- und ATP-Verbrauch und führt zur Bildung des 

Oxyluciferins und der Abgabe eines Photons (siehe Bild 2.6 B).  

Zur Durchführung des GloSensor cAMP-Tests mit den OTR/RAGE-Zellen wurden diese 

auf einer weißen 96-Loch-Platte mit Glasboden ausgesät und über Nacht im Brut-

schrank bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag sollten die Zellen zu 90 % konfluent sein 

und wurden zweimal mit Transfektionsmedium (DMEM, 2 mM Glutamin) gewaschen. 

Danach wurden pro Vertiefung 100 µl DNA/Lipofectamin-Gemisch (100 ng pGloSensor-

20F cAMP-Plasmid + 50 µl Transfektionsmedium und 1 µl Lipofectamin + 49 µl 

Transfektionsmedium vorher mischen und 20 min bei Raumtemperatur inkubieren) 

zugegeben und 5 Stunden im Brutschrank bei 37°C stehen gelassen. 

  

Bild 2.6: Prinzip des GloSensor cAMP-Tests 

Luciferin wird unter Sauerstoff- und ATP-Verbrauch oxidiert, dabei entsteht Oxyluciferin und ein Photon 
wird abgegeben. 

Daraufhin wurde das Medium abgenommen und durch jeweils 100 µl CCS-FCS-Medium 

(DMEM, 2 mM Glutamin, 10 % CCS-FCS) ersetzt und die Zellen über Nacht im Brut-

schrank aufbewahrt. Am dritten Tag wurde das Medium abgenommen und durch 90 µl 

Equilibrierungsmedium (88 % CO2-unabhängiges Medium (besteht aus DMEM, 2 mM 

Glutamin, 10 mM HEPES), 10 % CCS-FCS und 2 % GloSensor cAMP Reagenz in 10 mM 

HEPES) pro Vertiefung ersetzt. Die Zellen wurden zwei Stunden darin im Dunkeln bei 

Raumtemperatur inkubiert und dann die Testsubstanzen in 10 µl CO2-unabhängigem 
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Medium zugegeben (Positivkontrolle: 10 µM Forskolin, Negativkontrollen: 0,1 % DMSO 

und 0,1 % H2O, Testsubstanz: 300 nM Oxytocin). Die Lumineszenz (Luminometer 

FluoStar Optima) wurde vor Zugabe der Substanzen und in sehr kurzen Abständen 

nach der Zugabe gemessen, nach 30 min nur noch alle 10 min und nach einer Stunde 

nur alle 30 min. 

2.2.3.11 Messung der intrazellulären Calciumkonzentration 

Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Ionenkonzentration können mit dem Fluores-

zenzfarbstoff Fura-2/AM bestimmt werden, welcher ein Derivat des nicht-

fluoreszierenden Ca2+-Chelators EGTA darstellt (Grynkiewicz et al., 1985). Durch die 

Bindung von Ca2+-Ionen verschiebt sich das Absorpionsmaximum des Farbstoffs von λ = 

380 nm zu λ = 340 nm. Das Emmissionsmaximum beider Formen liegt bei λ = 510 nm. 

Da bei einer Bindung von Ca2+ die Fluoreszenz bei λ = 340 nm stark zunimmt und bei λ 

= 380 nm abnimmt, kann ein Fluoreszenzverhältnis (340 nm/380 nm) gebildet werden. 

Fura-2/AM ist auf Grund seiner fünf Acetoxymethylester lipophil und kann leicht durch 

die Membran diffundieren. Innerhalb der Zelle werden die Ester durch Esterasen abge-

spalten, so dass der Farbstoff in der Zelle verbleibt.  

Alle Experimente mit Fura-2/AM müssen in einem abgedunkelten Raum ohne direkte 

Lichteinstrahlung durchgeführt werden. Das Medium einer konfluenten 10 cm Zellkul-

turschale wurde abgenommen und zu den Zellen 5 ml Fura-2/AM (1,5 µM) in DMEM-

Komplettmedium gegeben. Nach 30 min Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurde 

das Medium abgenommen und durch 10 ml frisches Komplettmedium ersetzt. Die Zel-

len wurden mit Hilfe von vorgewärmtem PBS/0,5 mM EDTA von der Kulturschale ge-

löst und anschließend für 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach dem Waschen des 

Zellpellets mit Calciumpuffer (10 mM HEPES (pH 7,4), 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,5 mM 

MgCl2, 1,5 mM CaCl2, 10 mM Glucose) wurden die Zellen in 5 ml Calciumpuffer 

resuspendiert. In einer 3 ml Küvette wurden 2,5 ml vorgewärmter Calciumpuffer mit 

0,5 ml Zellsuspension luftblasenfrei vermengt und die Messung gestartet. Diese wurde 

in einem computergesteuerten Fluoreszenzspektrometer (Photon Technology Int., 

Birmingham NJ (USA)) mit thermostatisierbarem Küvettenhalter und Magnetrührein-

richtung durchgeführt. Nach jeweils 100 s wurde der entsprechende Agonist in der 
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finalen Konzentration von 300 nM zugesetzt und das Signal bis zum Abklingen vermes-

sen.   

Die Auswertung der Signale erfolgte mit dem Computerprogramm „Felix“ des Geräte-

herstellers.  

2.2.4 Aufbereitung der Proben und Nachweis der Proteine 

2.2.4.1 Ernten der Zellkulturüberstände 

Das Ernten der Zellkulturüberstände erfolgte nach der jeweiligen Inkubationszeit, die 

meistens zwei oder vier Stunden betrug. Dazu wurde das Sekretionsmedium, dessen 

Volumen immer 1,5 ml bei 6-Loch-Platten entsprach, abgenommen und in 1,5 ml Reak-

tionsgefäße überführt. Danach wurde der Inhalt bei Raumtemperatur für 10 min und 

bei 2000 rpm zentrifugiert, um mögliche vorhandene Zellen abzutrennen. 1,2 ml des 

Überstandes wurden daraufhin abgenommen und in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße 

überführt.  

2.2.4.2 TCA-Fällung der Proteine des Zellkulturüberstandes 

Zu den geernteten Sekretionsmedien (siehe Kapitel 2.2.4.1) wurden 140 µl TCA (Tri-

chloressigsäure, 100 %ig) gegeben und mehrmals invertiert. Dann wurden die Proben 

in einer Kühlzentrifuge bei 4°C für 30 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Anschließend 

wurde der Überstand mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das im Reak-

tionsgefäß verbliebene Pellet gewaschen. Dazu wurde auf das Pellet 800 µl eiskaltes 

Aceton gegeben und nochmals bei 4°C für 5 min zentrifugiert. Nach Trocknen der Pel-

lets wurden diese jeweils in 30 µl zweifachem Lämmli-Puffer mit 10 % DTT aufgenom-

men und bei 95°C für 10 min, unter mehrmaligem Mischen, denaturiert. Danach wur-

den die Proben abzentrifugiert und bei -20°C eingefroren. 

2.2.4.3 Ernten von Zellen 

Nach Abnahme der Zellkulturüberstände erfolgte bei einigen Versuchen das Ernten der 

Zellen. Dazu wurden die Zellen zuerst mit PBS gewaschen, danach wurde 200 µl PBS 

oder Lysispuffer (bei 6-Loch-Platten) oder 1 ml PBS oder Lysispuffer (bei 10 cm Zellkul-

turschalen) zugegeben, die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst und in ein 
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1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nun wurden die Zellen 10 min bei Raumtemperatur 

und 1500 rpm zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Mit dem Zellpellet konn-

te unterschiedlich weitergearbeitet werden (siehe Kapitel 2.2.4.4, 2.2.4.5). Bei man-

chen Versuchen wurden die Zelllysate nach dem PBS-Waschschritt direkt in 

Lämmli/DTT aufgenommen. 

2.2.4.4 Herstellung von Zelllysaten 

Zur Herstellung von Zelllysaten wurde das gewonnene Zellpellet (siehe Kapitel 2.2.4.3) 

in zweifachem Lämmli-Puffer mit 100 mM DTT gelöst. Die Menge des verwendeten 

Puffers hing von der Größe der erhaltenen Pellets ab, es wurden zwischen 100 µl und 

400 µl Puffer eingesetzt. Die Proben wurden daraufhin bei 95°C für 10 min inkubiert 

und mehrmals gemischt. 

2.2.4.5 Membranpräparation 

Für eine Membranpräparation wurden die Zellen auf einer 6-Loch-Platte nach Ver-

suchsdurchführung einmal mit PBS gewaschen und 500 µl hypotonischer Lysispuffer 

(siehe Tabelle 2.4, pro 10 ml + 1 Tablette Complete Mini von Roche) zugegeben. Da-

nach wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst, mit 500 µl hypotoni-

schem Lysispuffer nachgespült und die Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Reaktionsge-

fäß überführt. In diese Suspension wurde der Stab eines Ultraschallgeräts getaucht und 

es wurden 10 Impulse gegeben. Dann wurden die Zellen 30 min bei 4°C und 14000 rpm 

abzentrifugiert, danach der Überstand abgenommen und das Pellet in 50 µl H2O 

resuspendiert. Letztendlich wurden 50 µl zweifach Lämmli/DTT zugegeben und 10 min 

bei 95°C erhitzt. Die Proben konnten dann auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen 

werden (siehe Kapitel 2.2.4.11).  

2.2.4.6 Biotinylierung von Oberflächenproteinen 

Zellen, die auf 6-Loch-Platten ausgesät waren, wurden am nächsten Tag zweimal mit 

PBS gewaschen und dann 1,5 ml PBS pro Loch vorgelegt. Danach erfolgte die Zugabe 

von 15 µl 10 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Lösung in H2O. Die Zellen wurden bei Raumtem-

peratur 30 min mit dem Biotin inkubiert, daraufhin wurde die Lösung abgenommen 

und 2 ml TBS (pH 7,4) für 2 min auf die Zellen gegeben um überschüssiges Biotin mit 
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Aminogruppen des Tris-Puffers abreagieren zu lassen. Nach Zugabe von 1,5 ml Sekreti-

onsmedium (mit DMSO oder 1 µM PMA sowie 2 mM Glutamin und 10 µg/ml BSA) 

wurden die Zellen bis zu vier Stunden inkubiert. Danach wurde das Sekretionsmedium 

abgenommen, bei 1000 rpm für 5 min zentrifugiert und anschließend 1,2 ml entnom-

men und in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20°C gelagert. Die Zellen 

wurden mit 500 µl 5 % SDS-Lösung geerntet und ebenfalls eingefroren. Nach dem Auf-

tauen wurden am nächsten Tag 12 µl einer 10 % SDS-Lösung zu den Überständen ge-

geben, von den Lysaten wurden 70 µl entnommen und mit 3430 µl PBS gemischt, um 

die SDS-Konzentration auf 0,1 % abzusenken. Dann erfolgte die Zugabe von 40 µl 

NeutrAvidin Biotin-bindender Agarose zu den Überständen und Lysaten. Die Proben 

wurden 1,5 Stunden bei 4°C in einem Überkopfschüttler inkubiert, danach wurden die 

Agarosekügelchen bei 5200 rpm und Raumtemperatur für 7 min abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Agarosekügelchen zweimal mit 0,8 ml PBS/0,1 % 

SDS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Agarose in 40 µl zweifa-

chem Lämmli mit 100 mM DTT aufgenommen und bei 95°C für 10 min erhitzt. 

2.2.4.7 Solubilisierung von RAGE und RAGE-Mutanten 

Um den überexprimierten und mit einem Hexahistidin-Epitop markierten 

Zellmembranrezeptor RAGE bzw. RAGE-Mutanten aus der Membran zu lösen, wurden 

Zellen, die auf einer 10 cm Zellkulturschale zu 90-95 % konfluent waren, mit 5 ml PBS 

gewaschen und dann in 4 ml PBS mit Hilfe eines Zellschabers geerntet. Danach wurden 

die Zellen bei 1000 rpm 5 min abzentrifugiert, der Überstand abgesaugt und die Zellen 

in 400 µl PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach erneuter Abnahme des 

Überstandes wurden die Zellen bei -20°C für eine bis zwei Stunden eingefroren. 

Danach wurden die Zellen in 400 µl Solubilisierungspuffer (siehe Tabelle 2.4) 

suspendiert und für drei Stunden bei 4°C in einem Überkopfschüttler inkubiert. Um die 

Membranen und sonstigen Zellbestandteile abzutrennen, erfolgte ein einstündiger 

Zentrifugationsschritt bei 34000 rpm und 4°C in der Ultrazentrifuge. Der Überstand 

(Solubilisat) wurde dann über eine Ni-NTA-Säule aufgereinigt (siehe Kapitel 2.2.4.8). 
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2.2.4.8 Reinigung von His-markiertem RAGE über Ni-NTA-Säulen 

Das, wie in Kapitel 2.2.4.7 beschrieben, gereinigte Solubilisat wurde dann auf eine Ni-

NTA-Säule von Qiagen gegeben. Diese war zuvor mit 600 µl Bindungspuffer (20 mM 

Na3PO4, 0,5 M NaCl, 5 mM Imidazol, pH 7,4) bei 1600 rpm 2 min zentrifugiert und da-

mit äquilibriert worden. Das Solubilisat wurde 4 min bei 1600 rpm zentrifugiert und 

danach erneut auf die Säule gegeben und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Dann 

wurde die Membran zweimal mit 600 µl Bindungspuffer gewaschen (Zentrifugation für 

2 min bei 1600 rpm) und mit 100 µl Elutionspuffer (20 mM Na3PO4, 0,5 M NaCl, 

500 mM Imidazol, pH 7,4) wurde das His-markierte RAGE von der Säule gelöst. Dafür 

erfolgte ebenfalls ein zweiminütiger Waschschritt bei 1600 rpm und der Durchfluss 

wurde erneut auf die Säule gegeben und nochmals zentrifugiert. Die 100 µl Elution 

wurden mit 100 µl zweifachem Lämmli/100 mM DTT gemischt und bei 95°C für 10 min 

erhitzt. Davon wurden 60 µl auf ein SDS-Gel aufgetragen. 

2.2.4.9 Reinigung von Proteinen aus Mauslungen-Präparationen 

Es wurden die Lungen männlicher, sechs Monate alter APP[717I] Mäuse verwendet. 

Die Mäuse waren zuvor für drei Monate (5 Tage pro Woche) intranasal mit jeweils 

10 µl PACAP-38 (1 µg/µl in 0,5 % Chitosanglutamat und 0,5 % NaCl, pH 4,0) behandelt 

worden. Dieselbe Lösung, aber ohne PACAP-38, erhielt eine Gruppe von Kontrolltieren. 

Die Behandlung der Mäuse sowie die Entnahme der Lungen wurden von Dr. Dorothea 

Rat durchgeführt. 

Zur Trennung der löslichen Proteine und der Membranproteine in den Mauslungen-

proben wurden die Lungen zuerst unter flüssigem Stickstoff in zwei Hälften geteilt, in 

2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße (Safe-Lock) überführt und dann das vierfache Volu-

men des eingesetzten Organgewichts an eiskaltem Homogenisierungspuffer (1,4 M 

NaCl/20 mM Tris/HCl pH 7,5 mit 1 Proteinaseinhibitor-Tablette Complete Mini pro 

10 ml) dazu gegeben. Daraufhin wurden sie in einer Schwingmühle homogenisiert 

(30 Hz, 2x 2 min) und die erhaltene Suspension in 1,5 ml Ultrazentrifugen-

Reaktionsgefäße überführt und bei 34000 rpm und 4°C für zwei Stunden zentrifugiert. 

Der Überstand wurde in neue Reaktionsgefäße überführt und ein Aliquot (20 µl) für 

eine Proteinbestimmung abgenommen. Ein weiteres Aliquot (50 µl) wurde mit 150 µl 
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zweifachem Nu-PAGE Puffer mit 10 % DTT versetzt und 10 min bei 95°C erhitzt. Die 

nach der Zentrifugation erhaltenen Pellets wurden wieder in der Schwingmühle (30 Hz, 

2x 2 min) mit dem vierfachen Volumen an Homogenisierungspuffer suspendiert und 

anschließend bei 14000 rpm und 4°C für 15 min zentrifugiert. Dann wurde der Über-

stand abgenommen und verworfen; das erhaltene Pellet wurde im zweifachen Volu-

men an TBS (mit Proteinaseinhibitor-Tablette Complete Mini, 1 Tablette pro 10 ml) mit 

Hilfe der Schwingmühle erneut suspendiert. Die so erhaltene Suspension beinhaltete 

die Membranproteine, von dieser wurden Aliquots (20 µl) entnommen und in 180 µl 

zweifachem Nu-PAGE Puffer mit 100 mM DTT gelöst und bei 95°C inkubiert. Zur Prote-

inbestimmung wurde ein 10 µl Aliquot entnommen. 

2.2.4.10 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Um die Proteinkonzentration einer Probe festzustellen, wurde eine Konzentra-

tionsbestimmung nach Bradford durchgeführt. Zuvor mussten aber die Proteine der 

Probe, falls sie bereits in Lämmli-Puffer oder Nu-PAGE-Puffer gelöst waren, mit Hilfe 

einer Chloroform-Methanol-Fällung isoliert werden. 

2.2.4.10.1 Proteinfällung nach Wessel und Flügge (Chloroform-Methanol-

Fällung) 

Zu einer 50 µl wäßrigen Proteinlösung wurden 400 µl Methanol gegeben und gemischt, 

dann erfolgte die Zugabe von 100 µl Chloroform und weiteres Mischen. Als Nächstes 

wurden 300 µl H2O zugegeben, wieder gemischt und für 2 min bei 14000 rpm und 

Raumtemperatur zentrifugiert. Anschließend hatten sich zwei flüssige Phasen gebildet. 

Nach vorsichtiger Abnahme der oberen Phase wurden 400 µl Methanol zur verbliebe-

nen Phase gegeben, gemischt und für weitere 20 min bei 14000 rpm zentrifugiert. 

Nach diesem Schritt wurde der Überstand abgenommen, das Pellet getrocknet und 

danach in 50 µl Ameisensäure (100 %ig) aufgenommen.  

2.2.4.10.2 Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford 

Für eine Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford musste zunächst eine 

Standardreihe erstellt werden. Dazu wurden verschiedene Volumen einer BSA-Lösung 

(0,5 mg/ml) eingesetzt (siehe Tabelle 2.13) und mit H2O auf 50 µl aufgefüllt; es fand 
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eine Zweifach-Bestimmung statt. Dann wurden zu den Proben der BSA-

Verdünnungsreihe 50 µl Ameisensäure (100 %ig) gegeben, gemischt und für mindes-

tens 10 min inkubiert.  

Tabelle 2.13: Bradford-Standardreihe 

BSA (0,5 mg/ml) H2O Konzentration 

0 µl 

4 µl 

8 µl 

12 µl 

16 µl 

20 µl 

50 µl 

46 µl 

42 µl 

38 µl 

34 µl 

30 µl 

0 µg/ml 

2 µg/ml 

4 µg/ml 

6 µg/ml 

8 µg/ml 

10 µg/ml 

 

Von den zu vermessenden Proben wurde eine Verdünnung in 50 %iger Ameisensäure 

hergestellt, so dass deren Konzentrationen in der Eichgerade lagen, die Proben wurden 

dreifach bestimmt. 100 µl der Proben der Eichreihe bzw. der zu vermessenden Proben 

wurden mit 1 ml Roti-Quant (1:5 verdünnt mit H2O) versetzt, gemischt und für 20 min 

inkubiert. Anschließend wurden alle Proben bei 595 nm am Doppelstrahlphotometer 

(Hitachi U-2000) vermessen. 

2.2.4.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die in den Zellkulturüberständen, Zelllysaten, Membranfraktionen oder Mauslungen-

Proben enthaltenen Proteine wurden mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE) der Größe nach aufgetrennt. Die Proben wurden zuvor in zweifachem 

Lämmli-Puffer mit 100 mM DTT oder einfachem Nu-PAGE-Puffer mit 100 mM DTT ge-

löst. Das DTT dient zur Reduktion der Disulfidbrücken, das im Probenpuffer enthaltene 

Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstört die hydrophoben Wechselwirkungen 

der Proteine und sorgt dafür, dass diese eine „stäbchenförmige“ Struktur annehmen. 

Außerdem bindet SDS an die Proteine und überträgt seine hohe negative Ladung auf 

diese. Zur Auftrennung der Proben wurden meist 5 %ige Sammelgele und 10 %ige 

Trenngele (siehe Tabelle 2.4) mit 10 oder 15 Probentaschen verwendet. Das Einlaufen 

der Proben ins Sammelgel erfolgte bei 10 mA; hatten die Proben das Trenngel erreicht, 
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wurde die Stromstärke auf 20 mA erhöht, bis das Bromphenolblau des Lämmli-Puffers 

aus dem Gel austrat. Danach wurden die Proteine per Tankblot-Verfahren (siehe Kapi-

tel 2.2.4.14) auf eine Nitrocellulose-Membran übertragen oder mit Coomassie gefärbt 

(siehe Kapitel 2.2.4.12). 

2.2.4.12 Färbung von Proteinen mit Coomassie 

Zur Färbung von Proteinen nach einer SDS-PAGE wurden diese für zwei Stunden in 

einer Glasschale mit Coomassie-Färbelösung (siehe Tabelle 2.4) auf einem Kipp-

Schüttler inkubiert. Danach erfolgte die Entfärbung des Gels mit Coomassie-

Entfärbelösung (siehe Tabelle 2.4) für weitere zwei bis drei Stunden. Zur Dokumentati-

on wurde das Gel eingescannt. 

2.2.4.13 Silberfärbung 

Nach einer SDS-PAGE wurden sehr geringe Proteinmengen durch Silberfärbung sicht-

bar gemacht. Dazu wurde das Gel zunächst für 5 min in Fixierlösung gegeben (60 ml 

Aceton (50 %), 1,5 ml TCA (50 %), 25 µl Formaldehyd (37 %)) und dann 3x 5 s, 1x 5 min 

und nochmals 3x 5 s mit H2O gewaschen. Daraufhin erfolgte eine fünfminütige Inkuba-

tion mit 50 % Aceton und eine Behandlung mit Natriumthiosulfatlösung (10 mg 

Na2S2O3x 5 H2O in 60 ml H2O) für eine Minute. Daraufhin wurde 3x 5 s mit H2O gewa-

schen und das Gel in Färbelösung (160 mg AgNO3 und 600 µl Formaldehyd (37 %) in 

60 ml H2O) 8 min inkubiert. Dann wurde kurz gewaschen und Entwicklungslösung 

(1,2 g Na2CO3, 25 µl Formaldehyd (37 %) und 2,5 mg Na2S2O3x 5 H2O) für 10-20 s zuge-

geben. Zum Stoppen der Reaktion wurde das Gel mit 1 %iger Essigsäure für 30 s 

inkubiert und dann mit H2O gewaschen.  

2.2.4.14 Western Blot 

Nach Auftrennung der Proteine durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wur-

den diese mit Hilfe des Tankblot-Verfahrens auf eine Nitrocellulose-Membran transfe-

riert. Dazu wurde das Gel mit einer Nitrocellulose-Membran in einen Puffertank (Ei-

genbau) gesetzt und die Apparatur mit Tankblot-Puffer gefüllt (siehe Tabelle 2.4). Dann 

wurde für 2 Stunden ein elektrisches Feld (100 V, ca. 250 mA) angelegt, um die Protei-
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ne zu übertragen. Die Apparatur wurde währenddessen in ein Eiswasserbad gestellt, 

um eine Überhitzung zu vermeiden. 

2.2.4.15 Inkubation des Western Blots mit Erst- und Zweit-Antikörper  

Nachdem die Membran eine Stunde in I-Block-Lösung oder BSA-Lösung (siehe Tabelle 

2.4) auf einem Kipp-Schüttler gelegen hatte, um noch freie Proteinbindungsbereiche 

der Membran abzusättigen, wurde der Erst-Antikörper (siehe Tabelle 2.8) zugegeben. 

Die Membran wurde für eine weitere halbe Stunde auf dem Schüttler belassen und 

dann über Nacht bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt. Am nächsten Morgen wurde die 

Membran mit der Erst-Antikörper-Lösung für wieder etwa eine halbe Stunde auf den 

Schüttler gestellt, daraufhin wurde die Lösung abgenommen und die Membran fünf-

mal (zweimal kurz, zweimal 5 min, einmal 10 min) mit PBS oder TBS + 0,05 % Tween 

gewaschen. Danach wurde der Zweit-Antikörper, ebenfalls in PBS oder TBS + 0,05 % 

Tween für eine Stunde zugegeben. Dann erfolgten weitere Waschschritte (zweimal 

kurz, zweimal 5 min, einmal 10 min) mit PBS oder TBS + 0,05 % Tween und letztendlich 

die Detektion des nachzuweisenden Proteins (siehe Kapitel 2.2.7.2). 

2.2.4.16 Entwicklung des Western Blots 

Zum Nachweis der interessierenden Proteine wurde die Nitrocellulose-Membran 5 min 

mit dem ECL-Reagenz von Pierce (Rockford, USA) inkubiert. An dem Zweit-Antikörper 

ist eine Peroxidase gekoppelt (horseradish peroxidase=HRP), diese katalysiert die Oxi-

dation von Luminol mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (beides ist im ECL-Reagenz ent-

halten), wodurch die nachzuweisenden Proteine im Western Blot sichtbar gemacht 

werden. Die Detektion erfolgte mit dem VersaDoc Imaging System Model 3000 von 

BioRad (München). 

2.2.4.17 Nachweis von Fluoreszenz nach SDS-PAGE 

Zum Nachweis der Fluoreszenz des mit Farbstoff markierten Antikörpers wurde die 

Kamera Stella 8300 (Raytest, Straubenhardt) verwendet. Die Entwicklung des Gels er-

folgte unter Verwendung des YFP-Filters. 
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2.2.4.18 Entfernung der Antikörper von der Membran 

Zur nochmaligen Entwicklung eines Blots, zum Beispiel zum Nachweis von Aktin, wurde 

die Membran mit einer sogenannten Stripping-Lösung (siehe Tabelle 2.4) behandelt. 

Zuvor wurde die Membran mehrmals mit PBS + 0,05 % Tween gewaschen und dann 

20 min mit der Stripping-Lösung auf einem Schüttler inkubiert, um die Antikörper von 

der Membran zu lösen. Daraufhin wurde der Blot fünfmal (zweimal kurz, zweimal 

5 min, einmal 10 min) mit PBS + 0,05 % Tween gewaschen und eine Stunde in eine I-

Block-Lösung gelegt. Die weitere Vorgehensweise erfolgte wie in Kapitel 2.2.4.15 be-

schrieben. 

2.2.5 Reinigung eines Antikörpers und Kopplung mit farbstoff-
markiertem, Seitenketten-Maleinimid-funktionalisiertem 
Polymer 

Zur Reinigung des anti-RAGE Antikörpers wurden zwei aufeinanderfolgende Reini-

gungsschritte angewandt: 

2.2.5.1 Ammoniumsulfat-Fällung 

Die Reinigung mit Hilfe von Ammoniumsulfat erfolgte, indem 5 ml Antikörper-Serum 

mit 5 ml PBS gemischt wurden und innerhalb von 15 min 10 ml eiskalte 100 %ige 

(NH4)2SO4-Lösung zugegeben wurde. Nach einer Stunde Rühren in einem Eisbad wur-

den die ausgefällten Proteine bei 4°C und 13200 rpm für 20 min abzentrifugiert. Das 

Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und über Microcon-Röhrchen (YM-100, 

Millipore, nach Anleitung des Herstellers) das Ammoniumsulfat entfernt. Der Antikör-

per wurde letztendlich in 600 µl PBS + 0,1 % NaN3 gelöst. 

2.2.5.2 Reinigung über Maltose-bindendes Protein  

Das Maltose-bindende Protein mit Epitop für den RAGE Antikörper (MBP-RAGE-Epi) 

wurde, wie in Kapitel 2.2.2.4 beschrieben, exprimiert und ein Großteil konnte in der 

löslichen Fraktion nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.1.5.1). Daraufhin wurde die 

lösliche Fraktion mit dem zu reinigenden Antikörper, der zuvor durch Ammoniumsul-

fat-Fällung (siehe Kapitel 2.2.5.1) vorgereinigt worden war, über Nacht in einem Über-

kopfschüttler im Kühlschrank inkubiert. Zur weiteren Reinigung wurde Amylose-Matrix 
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in einer Säule von Biorad mit Phosphatpuffer (fünffaches Säulenvolumen) äquilibriert 

und die Lösung mit MBP-RAGE-Epi und Antikörper darauf gegeben. Nach einer fünfmi-

nütigen Einwirkungszeit wurde die Säule mit Phosphatpuffer (vierfaches Säulenvolu-

men) gewaschen und mit Phosphatpuffer pH 2,0 eluiert. Das Eluat wurde in Neutralisa-

tionspuffer (1 M Tris-HCl, pH 9,0) aufgenommen.   

Die Amylose-Matrix konnte mehrmals verwendet werden, zur Regeneration der Matrix 

wurde diese mit Wasser (dreifaches Säulenvolumen), 0,1 % SDS (dreifaches Säulenvo-

lumen), nochmal mit Wasser (einfaches Säulenvolumen) und Phosphatpuffer (dreifa-

ches Säulenvolumen) gereinigt und in 20 % Ethanol im Kühlschrank aufbewahrt. 

2.2.5.3 Ellman-Test 

Zur Bestimmung der Anzahl der freien Thiolgruppen des Antikörpers wurde der 

Ellman-Test durchgeführt. Dabei reagiert DTNB (5,5'-Dithiobis (2, 2'-nitrobenzoesäure)) 

mit freien Thiolgruppen zu einem gemischten Disulfid und TNB (2-Nitro-5-

thiobenzoesäure) (siehe Bild 2.7). Das entstehende TNB besitzt einen hohen molaren 

Extinktionskoeffizienten (14,150 M-1 cm-1 bei 412 nm) im sichtbaren Bereich und die 

Anzahl der SH-Gruppen kann mit Hilfe eines Photometers bestimmt werden. 

 

Bild 2.7: Das Prinzip des Ellman-Tests 

DTNB reagiert mit freien SH-Gruppen zu einem gemischten Disulfid und TNB. 

Zur Durchführung des Tests wurden für jede zu bestimmende Probe 50 µl Ellmans Rea-

genz-Lösung (4 mg DTNB pro 1 ml Reaktionspuffer (0,1 M Natriumphosphat, pH 8,0 

mit 1 mM EDTA)) und 2,5 ml Reaktionspuffer vorgelegt. Dann wurden 250 µl der zu 

bestimmenden Probe hinzugegeben, die Proben gemischt und 15 min inkubiert. Für 

den Nullwert wurden 50 µl Ellmans Reagenz-Lösung mit 2,75 ml Reaktionspuffer ge-

mischt und ebenfalls 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Menge der unbekann-

ten Proben musste so gewählt werden, dass die Konzentration der SH-Gruppen weni-

gemischtes Disulfid 
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ger als 1 mM entsprach. Nach der Inkubationszeit wurde die Absorption der Proben an 

einem Photometer bei der Wellenlänge von 412 nm gemessen. Die Anzahl der 

Thiolgrupppen wurde mit folgenden Formeln berechnet: 

    

Da das Gesamtvolumen der Probe 2,80 ml beträgt, entspricht die Anzahl der 

Thiolgruppen in der gesamten Probe:  

 

Die Konzentration an Thiolgruppen in der ursprünglichen Probe beträgt dann: 

 

2.2.5.4 Kopplung eines Antikörpers mit farbstoffmarkiertem, Seitenketten-
Maleinimid-funktionalisiertem Polymer 

150 µg des entsprechenden Antikörpers wurde in 125 µl PBS mit 1 mM EDTA (pH 7,7) 

gelöst und mit 5 µg 2-Iminothiolan (2-IT) versetzt (35 äq. 2-IT bezogen auf Antikörper) 

und eine Stunde bei Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde 24 Stunden bei  

4°C gegen PBS mit 1 mM EDTA dialysiert. Die resultierende Lösung wurde mit 7,5 µg 

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP, 25 äq. bezogen auf den Antikörper) versetzt, um 

eine Oxidation der SH-Gruppen zu verhindern, und eine Stunde bei Raumtemperatur 

gerührt. Anschließend wurde wieder 24 Stunden bei 4°C gegen PBS mit 1 mM EDTA 

dialysiert. Daraufhin wurde der Ellmans-Test durchgeführt um sicherzustellen, dass SH-

Gruppen gebildet worden waren. Danach wurden 1 mg des mit Tetramethylrhodamin-

markierten, Maleinimid-funktionalisierten Polymers (synthetisiert von Kristof 

Tappertzhofen), das auf dem Copolymer Poly-N-2-Hydroxy-propylmethacrylamid-co-
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Poly-N-4-(Maleinimidomethyl)cyclohexan-carbonsäureaminoethyloxyethyloxyethyl-

methacrylamid basiert (Abkürzung: p(HPMA)-co-p(Maleinimido~methaycrylat)), in 

10 µl DMSO aufgenommen und zu dem modifizierten Antikörper gegeben (30 äq. 

Polymerketten bezogen auf den Antikörper) und 24 Stunden bei Raumtemperatur ge-

rührt. Überschüssiges Polymer wurde mit einem Amicon-Filter (Ausschlussgrenze 

100 kDa) abgetrennt. Die Kopplung wurde in Kooperation mit Kristof Tappertzhofen 

(AK Zentel) durchgeführt.  

2.2.6 Mikroskopie 

2.2.6.1 Mikroskopie lebender Zellen 

Zum Mikroskopieren von lebenden Zellen wurden diese auf polylysin-beschichtete 

18 mm Deckgläschen ausgesät und am nächsten Tag einmal mit PBS gewaschen, um 

das Medium und den enthaltenen Farbstoff Phenolrot, der bei der Mikroskopie stört, 

zu entfernen. Das Deckgläschen wurde in eine spezielle Mikroskopiekammer überführt 

und mit PBS bedeckt. Die Kammer wurde auf dem Mikroskoptisch in einen Adapter 

eingesetzt und die Zellen konnten am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 100, 

Metascan) betrachtet und mit einer MicroMax CCD-Kamera fotografiert werden. Die 

Steuerung des Mikroskops und die Auswertung der Bilder erfolgte mit Hilfe der Soft-

ware MetaView Imaging System (Universal Imaging Corporation, West Chester,PA 

(USA)). 

2.2.6.2 Mikroskopie fixierter Zellen 

Die Zellen wurden einen Tag vorher auf polylysin-beschichteten 18 mm Deckgläschen 

ausgesät und dann nach Absaugen des Mediums zweimal mit vorgewärmtem PBS ge-

waschen. Dann wurde 1 ml (bei 3 cm Zellkulturschalen) 3,7 %iges Paraformaldehyd in 

PBS darauf gegeben und 10 min inkubiert, dann abgenommen und zweimal mit PBS 

gewaschen. In eine Petrischale wurde ein Stück nasses Filterpapier gelegt und darauf 

Parafilm. Auf diesen wurden 40 µl des Antikörpers (AK5328 oder AK3259: 1:500 in PBS 

mit 5 % FCS) gegeben und das Deckglas mit den Zellen darauf gelegt. Nach einer Stun-

de bei Raumtemperatur wurden die Zellen auf dem Deckglas zweimal mit PBS gewa-
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schen und dann mit dem Zweitantikörper an den ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt 

war (siehe Tabelle 2.9), genauso verfahren. Nach einer weiteren Stunde Inkubations-

zeit wurde wieder zweimal mit PBS gewaschen und das Deckglas mit der Zellseite nach 

unten auf einen Tropfen Mowiol (15 µl), der sich auf einem Objektträger befand, ge-

geben. Nach dem Trocknen über Nacht, konnten die Präparate am Fluoreszenzmikro-

skop (Zeiss Axiovert 100, Metascan) betrachtet und mit einer MicroMax CCD-Kamera 

fotografiert werden. Die Steuerung des Mikroskops und die Auswertung der Bilder 

erfolgte mit Hilfe der Software MetaView Imaging System (Universal Imaging Corpora-

tion, West Chester,  PA (USA)). 

2.2.7 Bioinformatik 

2.2.7.1 Ablichtung der Agarosegele 

Die Ablichtung Ethidiumbromid-haltiger Agarosegele fand unter UV-Licht mit Hilfe ei-

ner CCD-Kamera von Raytest (Straubenhardt) statt. Die Bearbeitung des Bildes wurde 

mit dem Programm DianaV1.6 ebenfalls von Raytest (Straubenhardt) durchgeführt. 

2.2.7.2 Entwicklung der Western Blots und Quantifizierung 

Die Signale der Western Blots, die mit Hilfe des ECL-Systems entwickelt wurden, konn-

ten mit dem Programm „QuantityOne“ und dem VersaDoc Imaging System Model 

3000 von Biorad (München) sichtbar gemacht werden.  

Die Quantifizierung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm „Aida 4.25“ von 

Raytest (Straubenhardt). 

2.2.7.3 Auswertung der Daten 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5 

der Firma GraphPad Software (San Diego, USA) sowie dem Programm Microsoft Office 

Excel 2007 von Microsoft (Redmond, USA). Zur Berechnung der Signifikanz wurde bei 

zwei Wertereihen der Student`sche T-Test für unabhängige Stichproben verwendet 

und beim Vergleich mehrerer Wertereihen der One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test. 

 



 



3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung des Receptor for Advanced Glyca-
tion Endproducts 

3.1.1 Die proteolytische Spaltung von RAGE erfolgt an der Zell-
oberfläche 

In der Arbeitsgruppe von Dr. habil. Postina konnte bereits vor Beginn meiner 

Doktorarbeit gezeigt werden, dass die Proteolyse von RAGE mit dem Proteinkinase C-

Aktivator PMA stimuliert werden kann. Auf Grund dieser Ergebnisse wäre eine 

Abnahme der full-length RAGE Menge in den Zelllysaten zu erwarten gewesen, dies 

konnte aber nicht nachgewiesen werden. Zur Überprüfung, ob die Konzentration von 

full-length RAGE an der Zelloberfläche abnimmt, wurden alle Oberflächenproteine der 

RAGE-überexprimierenden Zellen vor Versuchsbeginn mit Biotin markiert. Nach 

zweistündiger Inkubation mit PMA (1 µM) wurden die biotinylierten Proteine mit Hilfe 

von Biotin-bindender Agarose isoliert und über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Zur 

Kontrolle wurde der Versuch auch an Zellen ohne vorherige Biotinylierung 

durchgeführt. In Bild 3.1 sind die Ergebnisse zu sehen. Im Überstand ist nach 

Stimulierung mit PMA eine große Menge von sRAGE zu erkennen, diese ist bei Zellen 

ohne Biotinbehandlung fünfmal größer als die Menge bei der entsprechenden DMSO-

Kontrolle. Sind die Oberflächenproteine dagegen biotinyliert gewesen, ist der 

Unterschied nur etwa 2,5-mal so groß. In den Lysaten ist dahingegen nur bei den 

biotinylierten Proben ein signifikanter Unterschied zu erkennen. Die Abnahme von full-

length RAGE nach Behandlung mit PMA entsprach ungefähr 33 %. Als Ladekontrollen 

wurde Aktin in den Lysaten detektiert.  
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Bild 3.1: Untersuchungen zur Stimulierung der RAGE-Proteolyse durch PMA 

Links: RAGE-exprimierende Zellen wurden zwei Stunden mit PMA bzw. als Kontrolle mit DMSO behan-
delt. Rechts: Bei RAGE-exprimierenden Zellen wurden die Proteine an der Zelloberfläche mit Biotin mar-
kiert und danach erfolgte die Stimulierung mit PMA (1 µM) bzw. DMSO für zwei Stunden. Nach Ernten 
der Überstände und der Lysate wurden diese mit NeutrAvidin Biotin-bindender Agarose behandelt und 
die Proteine mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion von full-length RAGE bzw. sRAGE er-
folgte mit dem monoklonalen Antikörper 5328, Aktin wurde mit dem polyklonalen Antikörper A2066 
nachgewiesen (aus Zhang et al., 2008). Die Auswertung der Daten wurde durchgeführt, indem der Mit-
telwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. Im 
Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolg-
te mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 4; ns = P ˃ 0,05; * = P ˃ 0,01; ** = P < 
0,01; *** = P < 0,001). 

3.1.2 Nachweis der RAGE-spaltenden Proteasen 

In vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die PMA-induzierte 

Stimulierung der RAGE-Proteolyse mit dem Breitspektrum-Matrixmetalloproteinase-

Inhibitor GM6001 unterbunden werden kann. Um die RAGE-spaltende Protease näher 

zu charakterisieren, wurde ein knock down der Gene für die Proteasen ADAM-10, 
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ADAM-17, MMP-2 und MMP-9 durchgeführt, da diese Proteine für Shedding-Prozesse 

bekannt sind (siehe Bild 3.2).  

 

Bild 3.2: Identifizierung der RAGE-spaltenden Proteasen 

RAGE-exprimierende Zellen wurden mit stealth RNAi Duplex Oligonukleotiden, die gegen ADAM-17, 
ADAM-10, MMP-9 und MMP-2 gerichtet sind, transfiziert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit stealth 
RNAi Duplex Kontroll-Oligonukleotiden behandelt. Nach 48 Stunden wurde die vierstündige Behandlung 
mit PMA (1 µM) bzw. DMSO durchgeführt. Danach erfolgte der Nachweis von full-length RAGE und  
sRAGE im Western Blot mit dem Antikörper 5328. Um den knock down von MMP-9 und MMP-2 zu 
überprüfen, wurde ein Gelatinase-Test durchgeführt. ADAM-10 und ADAM-17 wurden mit Hilfe von 
Antikörpern von Millipore nachgewiesen (aus Zhang et al., 2008).  

Nach Stimulierung mit PMA (1 µM) wurde sowohl bei einem knock down von ADAM-10 

als auch von MMP-9 eine geringere Menge an sekretiertem RAGE im Überstand nach-

gewiesen. Der knock down von ADAM-17 bzw. MMP-2 hingegen hatte keinen Einfluss 

auf den Gehalt an sekretiertem RAGE. Auch bei den DMSO-Kontrollen konnte bei 

schwacher Expression von ADAM-10 und MMP-9 eine geringere Menge an sRAGE de-

tektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass auch das konstitutive Shedding durch 

ADAM-10 und MMP-9 vermittelt wird. In den Lysaten war kein Unterschied des full-

length RAGE Gehalts feststellbar. Um zu überprüfen, ob die teilweise Stilllegung der 

Genexpression erfolgreich war, wurde für MMP-2 und MMP-9 ein Gelatinase-Test 

durchgeführt. In Bild 3.2 A ist zu sehen, dass dies der Fall war, da nur die Stellen im Gel 

angefärbt waren, an denen keine oder nur geringe Protease-Tätigkeit vorhanden war. 
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ADAM-10 und ADAM-17 wurden mit den entsprechenden Antikörpern nachgewiesen 

und in Bild 3.2 B wird gezeigt, dass beide Proteasen bei dem durchgeführten knock 

down nur noch schwach exprimiert wurden. Der Aktin-Nachweis erfolgte, um zu zei-

gen, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen worden waren. 

3.1.3 Auswirkungen von Mutationen nahe der 
Transmembranregion von RAGE auf die Proteolyse  

Die näheren Untersuchungen einer Vielzahl von Shedding-Substraten ergaben keine 

übereinstimmenden Sequenzen im Bereich der Spaltstelle. Vielmehr weisen die Se-

quenzen der Substrate darauf hin, dass der Abstand der Schnittstelle von der Plasma-

membran sowie deren Sekundärstruktur eine wichtige Rolle beim Ectodomain Shed-

ding spielen (Hayashida et al., 2010). Um zu überprüfen, ob diese Merkmale auch die 

Proteolyse von RAGE beeinflussen, wurden verschiedene Mutationen in der Nähe der 

RAGE-Spaltstelle eingeführt. Ein Überblick der verschiedenen Mutanten ist in Bild 3.3 

dargestellt. Bei Mutante 1 wurden neun Aminosäuren, die sich C-terminal von der 

Spaltstelle befinden, gegen die entsprechende Sequenz von esRAGE ausgetauscht. Die-

se Änderungen wurden eingeführt, weil esRAGE das identische Motiv der Spaltstelle 

von full-length RAGE besitzt, aber dort keine Spaltung erfolgt.  

 

Bild 3.3: Veränderungen in den Sequenzen der drei RAGE-Mutanten im Vergleich zu fl RAGE und 
esRAGE 

Blau: Sequenzbereich der Spaltstelle, Rot: Sequenz von esRAGE, Lila: zusätzliche Aminosäuren, Grün: 
Dimerisierungsmotiv, Orange: Veränderungen im möglichen Dimersierungsmotiv, Kästchen: 
Transmembranregion.  
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Bei Mutante 2 wurden die gleichen neun Aminosäuren wie bei Mutante 1 ausge-

tauscht. Zusätzlich wurden alle in der Spaltstelle und nach der Spaltstelle befindlichen 

geladenen Aminosäuren (Glutamat) gegen ungeladene (Glutamin) und alle 

Helixbrecher (Prolin) sowie kleine Aminosäuren (Glycin) gegen große, ungeladene 

Aminosäuren (Isoleucin, Alanin) ausgewechselt. Dadurch sollte die Anlagerung einer 

Protease verhindert bzw. erschwert werden. Ein bekanntes Motiv in 

Transmembranhelices dimerisierender Proteine ist GxxxG (Mingarro et al., 1996; 

McClain et al., 2003). Dieses kommt auch in der α-helicalen Transmembrandomäne 

von RAGE in der Nähe der Spaltstelle vor. Das Motiv könnte eine wichtige Rolle bei der 

Interaktion mit membrangebundenen Proteasen (z.B. ADAM-10) oder bei der 

Dimersierung von RAGE spielen. Die Bildung von Dimeren könnte Voraussetzung für 

einen Shedding-Prozess sein. Daher wurden bei Mutante 3 alle Glycine im 

Dimerisierungsmotiv gegen Alanine ausgetauscht.  

Zum Nachweis der Mutanten nach Behandlung mit DMSO oder PMA (1 µM) in HEK-

Zellen wurde RAGE mit Hilfe des entsprechenden Antikörpers in den Zelllysaten nach-

gewiesen. In Bild 3.4 ist zu erkennen, dass alle RAGE-Varianten exprimiert werden und 

dass Mutante 1 und 2 ein etwas geringeres Molekulargewicht im Vergleich zu Mutan-

te 3 und full length RAGE aufweisen. Außerdem ist nur bei Mutante 2 eine signifikante 

Veränderung der RAGE-Menge nach Stimulierung mit PMA zu sehen. 

 

Bild 3.4: Zelllysate der RAGE-Mutanten nach Behandlung mit DMSO und PMA 

Nach vierstündiger Inkubation mit DMSO bzw. PMA (1 µM) wurden Lysate der Zellen, die mutierte For-
men von RAGE exprimieren, auf ein SDS-Gel aufgetragen. Als Kontrollen dienten ein HEK-Zelllysat und 
RAGE-exprimierende Zellen. Nach Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE erfolgte der Nachweis von 
RAGE mit dem Antikörper 5328.  
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Überdies wurde sekretiertes RAGE in den Zellkulturüberständen nach Behandlung mit 

DMSO, PMA (1 µM) oder APMA (140 µM) nachgewiesen. Das organische Quecksilber 

enthaltende APMA ermöglicht es Matrixmetalloproteinasen, sich selbst zu aktivieren 

(Stricklin et al., 1983). Als Kontrolle wurden RAGE-überexprimierende Zellen, die keine 

Mutationen aufweisen, auf die gleiche Weise behandelt (Spur 1-3). Nach zweistündiger 

Inkubation der RAGE-Mutante 1-überexprimierenden Zellen mit PMA konnte ein 

Spaltprodukt mit einem höheren Molekulargewicht als sRAGE nachgewiesen werden 

(Spur 4-5), dessen Bildung nicht stimulierbar war. Die detektierten Doppelbanden sind 

auf die glykosylierte und unglykosylierte Form von RAGE zurückzuführen. Die Behand-

lung mit APMA führte zur Bildung eines noch größeren Fragments (Spur 6).  

 

Bild 3.5: Stimulierung der Proteolyse von drei verschiedenen RAGE-Mutanten mit PMA und APMA 

HEK-Zellen, die mutierte RAGE-Varianten exprimieren, wurden 15 Minuten mit APMA (140 µM) oder 
zwei Stunden mit DMSO bzw. PMA (1 µM) behandelt. Als Kontrolle dienten Zellen, die full-length RAGE 
ohne Mutation exprimieren. Die Trennung der Proteine erfolgte mit Hilfe einer SDS-PAGE und der 
Nachweis von sekretiertem RAGE mit dem Antikörper 5328. 

In Überständen der RAGE-Mutante 2-exprimierenden Zellen wurden zwei Shedding-

Produkte nachgewiesen, wobei das eine in etwa die gleiche Größe wie das Spaltpro-

dukt der ersten Mutante aufwies und das zweite ein Molekulargewicht deutlich unter-

halb von 50 kDa zeigte (Spur 7-8). Beide Spaltprodukte entstanden nach DMSO- und 

PMA-Behandlung, allerdings war nur die Bildung des kleineren stimulierbar. Nach 
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APMA-Behandlung konnte ebenfalls nur das kleinere Produkt nachgewiesen werden 

(Spur 9). 

Die Stimulierung der RAGE-Mutante 3-überexprimierenden Zellen führte zu den glei-

chen Ergebnissen wie bei den Kontrollen, die keine Mutationen aufwiesen (Spur 10-

12). Die gebildeten Produkte hatten die gleiche Größe und waren im gleichen Maße 

stimulierbar im Vergleich zu HEK-Zellen, die full-length RAGE exprimieren.  

3.1.4 Nähere Charakterisierung der Dimerisierungsregion von 
RAGE 

Zur näheren Bestimmung des Bereiches, in welchem RAGE dimerisiert, wurden in der 

V-Domäne die vier Aminosäuren RLEW (As: 48-51) gegen ASAA ausgetauscht. Die Ami-

nosäuren RLEW wurden verändert, da diese ein beschriebenes Dimerisierungsmotiv 

bilden (Kostrewa et al., 2001). Außerdem wurde der C-Terminus bei dieser Mutante 

mit einem HA-Epitop versehen. 

Zur Untersuchung, ob dieses Motiv wichtig für die Dimerisierung ist, wurden HEK-

Zellen mit RAGE-His und RAGEΔRLEW-HA Expressionsvektoren transfiziert. Außerdem 

wurde als Positivkontrolle eine Transfektion von HEK-Zellen mit RAGE-His und RAGE-

HA ohne Mutationen durchgeführt. Nach Solubilisierung des Rezeptors und 

Ultrazentrifugation wurde das gewonnene Solubilisat über eine Ni-NTA-Säule gereinigt. 

Die mit His markierten Proteine binden dabei an das Nickel. Nach mehreren Wasch-

schritten und Elution mit Imidazol wurden die Proteine im Eluat mittels SDS-PAGE ge-

trennt. Nur bei der Bildung von Dimeren oder Oligomeren kann anschließend im Wes-

tern Blot RAGE mit einem Antikörper gegen das HA-Epitop nachgewiesen werden. Wie 

in Bild 3.6 A zu sehen, konnte das Protein bei der erwarteten Größe von 58 kDa nach-

gewiesen werden. Um zu überprüfen, ob die V-Domäne überhaupt eine Rolle bei der 

Dimerisierung spielt, wurden Zellen mit RAGE-His und RAGE ohne V-Domäne mit HA-

Epitop am C-Terminus (ΔVRAGE-HA) untersucht. Allerdings konnte nach Reinigung 

über eine Ni-NTA-Säule ebenfalls RAGE mit Hilfe eines anti-HA Antikörpers detektiert 

werden (siehe Bild 3.6 B). Auch die kleinere Größe unterhalb von 50 kDa entspricht 

den Erwartungen, da bei dieser Mutante die V-Domäne fehlt. 
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Bild 3.6: Nachweis der HA-markierten RAGE-Varianten nach Reinigung über Ni-NTA-Säulen 

Nach Solubilisierung der Membranproteine in Zellen, die RAGE-His und RAGE-HA oder RAGE-His  und 
RAGEΔRLEW-HA bzw. RAGE-His und ΔRAGE-HA coexprimieren, wurden diese eine Stunde bei 34000 rpm 
zentrifugiert. Dann wurde das Solubilisat über eine Ni-NTA-Säule gereinigt und die Proteine mittels SDS-
PAGE getrennt. Der Nachweis erfolgte mit einem Antikörper gegen das HA-Epitop der RAGE-Varianten. 

3.1.5 Synthese eines fluoreszierenden RAGE-Antikörpers 

RAGE transportiert Aβ über die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn. Daher soll überprüft 

werden, ob es möglich ist Substanzen gezielt mit Hilfe des Rezeptors in Zellen einzu-

bringen. Dazu wurden Vorbereitungen getroffen, indem ein anti-RAGE Antikörper ge-

reinigt, mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und im Western Blot getestet wurde.  

3.1.5.1 Expression eines Maltose-bindenden Proteins mit RAGE-Epitop 

Zur Reinigung des anti-RAGE Antikörpers wurde zunächst ein Fusionsprotein (MBP-

RAGE-Epi) aus einem Maltose-bindenden Protein und dem Epitop, das der Antikörper 

3259 erkennt, in E.coli HMS exprimiert. Um die Lokalisation des Proteins zu überprü-

fen, wurde die Bakterienkultur nach Ultraschallaufschluss in drei Fraktionen (Inclusion 

Bodies, Membranfraktion, zytosolische Fraktion) getrennt.  
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Bild 3.7: Überprüfung der Expression von MBP-RAGE-Epi 

Nach vierstündiger Inkubationszeit der HMS-Zellen mit IPTG wurden diese mit Hilfe von Ultraschall auf-
geschlossen und anschließend zunächst 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet enthielt die 
Inclusion Bodies, der Überstand wurde abgenommen und für eine Stunde bei 40000 rpm in der UZ zen-
trifugiert, um die Membranfraktion von der zytosolischen Fraktion abzutrennen. Anschließend wurden 
die Proben in Lämmli/DTT auf ein SDS-Gel aufgetragen und nach Auftrennung der Proteine mit 
Coomassie angefärbt.  

Der Nachweis des Proteins, das eine Größe von 45 kDa hat, erfolgte in einem 

Coomassie-Gel (siehe Bild 3.7). Der größte Anteil von RAGE-MBP-Epi lag, wie erwartet, 

in der zytosolischen Fraktion (Spur 3) vor, am wenigsten in der Membranfraktion 

(Spur 2) und eine geringe Menge in den Inclusion Bodies. Zum Nachweis, dass die In-

duktion erfolgreich war, wurde das Bakterienlysat vor und nach der Zugabe von IPTG 

aufgetragen. Nach der Behandlung (Spur 5) ist eine deutliche Erhöhung der gebildeten 

MBP-RAGE-Epi Menge im Vergleich zum unbehandelten Lysat (Spur 4) zu sehen. 

3.1.5.2 Reinigung eines RAGE-Antikörpers 

Die Reinigung des Antikörpers erfolgte über eine Amylose-Säule. Dazu wurde MBP-

RAGE-Epi mit dem Antikörper, der bereits durch eine Ammoniumsulfatfällung vorge-

reinigt worden war, über Nacht im Kühlschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde die 

Amylose-Matrix mit dem Antikörper, der an MBP-RAGE-Epi gebunden hatte, beladen 

und das Maltose-bindende Protein blieb an der Säule haften. Nach einigen Wasch-

schritten (siehe Bild 3.8, Spur 3-6) erfolgte die Elution des Antikörpers (Spur 7). Wie im 

Coomassie-Gel zu sehen, ist durch die Elution mit dem sauren Puffer (pH 2,0) nicht nur 

der Antikörper, sondern auch das MBP-RAGE-Epi Fusionsprotein von der Säule gelöst 

worden. Daher wurde ein weiterer Schritt durchgeführt und die Proteine mit Hilfe ei-
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ner Microcon-Filtrationseinheit mit einer Ausschlussgröße von 100 kDa getrennt 

(Spur 7-9). Allerdings war die Trennung nicht vollständig möglich. 

 

Bild 3.8: Überprüfung der Reinigung von AK3259 über eine Amylose-Säule 

Die Proteine der einzelnen Fraktionen der Reinigung des AK3259 über eine Amylose-Säule wurden per 
SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen getrennt und mit Coomassie angefärbt. 

Zur Überprüfung, ob die Reinigung des Antikörpers erfolgreich war, wurde dieser vor 

und nach der Reinigung an einem Western Blot mit Lysaten von RAGE-

überexprimierenden HEK-Zellen und HEK-Zellen als Negativkontrolle getestet. In Bild 

3.9 ist das Ergebnis zu sehen.  

 

Bild 3.9: Western Blots mit AK3259 vor und nach Reinigung über eine Amylose-Säule 

Die Proteine der Lysate von RAGE-überexprimierenden Zellen und HEK-Zellen wurden mittels SDS-PAGE 
getrennt und der Western Blot mit dem AK3259 vor und nach der Reinigung behandelt.  
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Nach der Reinigung des AK3259 ist full-length RAGE sowie sRAGE deutlich zu sehen 

(rechts, Spur 2). Dahingegen war vor der Reinigung, außer einigen unspezifischen Sig-

nalen, bei der entsprechenden Größe nichts zu sehen (links, Spur 2). Als Negativkon-

trollen wurden HEK-Zellen aufgetragen (links/rechts, Spur 2), allerdings sind auch nach 

der Reinigung des Antikörpers noch unspezifische Signale zu sehen. 

Zum Nachweis, dass der gereinigte Antikörper AK3259 auch weiterhin natives RAGE 

erkennt, wurden mit RAGE-überexprimierenden Zellen und dem Antikörper vor und 

nach der Reinigung Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen durchgeführt.  

 

Bild 3.10: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von RAGE-exprimierenden Zellen vor und nach Reini-
gung des AK3259 

RAGE-überexprimierende Zellen, die auf 18 mm Deckgläschen ausgesät worden waren, wurden 15 Mi-
nuten in Paraformaldehyd gelegt und danach eine Stunde mit dem jeweiligen Erstantikörper [A: AK5328 
(1:500), B: ungereinigter AK3259 (1:50) und C/D: gereinigter AK3259 (1:10)] behandelt. Nach zweimali-
gem Waschen wurden die Zellen für eine weitere Stunde mit Zweitantikörper [A: Cy3 (1:500), B/C/D: 
Alexa Fluor 568 (1:250)] inkubiert und dann in Mowiol gebettet.  

Als Positivkontrolle wurden die Zellen mit dem kommerziell erhältlichen AK5328 von 

Chemicon behandelt. In Bild 3.10 A ist eine Aufnahme der Positivkontrolle zu sehen, 
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wobei der Antikörper sehr spezifisch in der Zellmembran vorhandenes RAGE erkennt. 

Die Behandlung der Zellen mit dem ungereinigten Antikörper führte dahingegen zu 

einer teilweisen Färbung der Zellmembran sowie zu unspezifischen Anreicherungen 

des mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Zweitantikörpers (siehe Bild 3.10 B). In 

Bild 3.10 C und D ist eine Verbesserung der Qualität des Antikörpers zu beobachten. 

Dieser erkennt besser als vorher natives RAGE an der Zelloberfläche und die unspezi-

fisch angefärbten Bereiche konnten reduziert werden.  

3.1.5.3 Kopplung des Antikörpers mit Tetramethylrhodamin-markiertem 
Polymer 

Zur Kopplung des Antikörpers mit Rhodamin-markiertem, Maleinimid-

funktionalisiertem Polymer musste dieser zunächst modifiziert werden. Dazu wurde 

der Antikörper mit 2-Iminothiolan (2-IT, Trauts-Reagenz) behandelt. 2-IT ist ein 

Thioimidat und reagiert mit primären Aminen, wobei durch Ringöffnung ein Thiol ge-

bildet wird. Die anschließende Inkubation mit dem Reduktionsmittel TCEP erfolgte, um 

zu verhindern, dass die Antikörper unter Bildung von Disulfidbrücken miteinander rea-

gieren. Nach Modifikation des Antikörpers wurde das mit dem Farbstoff markierte 

Polymer, das auf p(HPMA)-co-p(Maleinimido~methaycrylat) basiert und einen PDI von 

1,35 besitzt, für 24 Stunden zugegeben und unter Rühren inkubiert.  

 

Bild 3.11: Schematische Dastellung der Kopplung des modifizierten Antikörpers mit Rhodamin-
markiertem, Maleinimid-funktionalisiertem Polymer 

Nach Behandlung des Antikörpers (blau) mit 2-IT und TCEP wurde dieser 24 Stunden mit dem Rhoda-
min-markierten, Maleinimid-funktionalisierten Polymer (WE= Wiederholungseinheit, Polymer besteht 
aus 120) bei Raumtemperatur unter Rühren inkubiert.  
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Dabei konnten eine oder mehrere Polymerketten an den Antikörper gebunden wer-

den, wobei die Maleinimidgruppen mit den Thiolgruppen unter Bildung eines 

Thioethers reagieren (siehe Bild 3.11). Danach wurden die Zwischenprodukte der ein-

zelnen Schritte mit Hilfe einer SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen ge-

trennt und der Antikörper mit Coomassie bzw. Silberfärbung nachgewiesen; außerdem 

wurde die Fluoreszenz im Gel detektiert. Da von dem anti-RAGE Antikörper nur geringe 

Mengen zur Verfügung standen, wurden die Synthesebedingungen zunächst an einem 

anderen IgG-Antikörper getestet, der gegen dendritische Zellen gerichtet ist (DEC-205).  

 

Bild 3.12: Coomassie-Färbung der einzelnen Zwischenprodukte der Kopplung des Test-Antikörpers mit 
Polymer und Nachweis der Fluoreszenz im Gel 

A: Gleiche Mengen der einzelnen Zwischenprodukte der Kopplung des Tetramethylrhodamin-
markierten, Maleinimid-funktionalisierten Polymers mit Antikörper (40 µg) wurden mit Hilfe einer SDS-
PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen getrennt und mit Coomassie gefärbt. B/C: Die Fluores-
zenz wurde mit einem YFP-Filter sichtbar gemacht. 

In Bild 3.12 A sind die einzelnen Zwischenprodukte mit Coomassie angefärbt. Der 

nicht-modifizierte Antikörper läuft in Spur 1 bei ca. 140 kDa, nach Behandlung mit 2-IT 
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(Spur 2) ist weiterhin bei derselben Größe der Antikörper zu sehen, außerdem ist aber 

auch bei ca. 250 kDa Protein nachweisbar. Dies ist vermutlich dimerisierter Antikörper, 

der durch Disulfidbrückenbildung entstanden ist. Um die Bildung des Nebenprodukts 

zu verhindern, wurde das Reduktionsmittel TCEP zugesetzt und in Spur 3 ist zu sehen, 

dass dadurch die Dimerisierung zum Teil unterbunden werden konnte. Nach Kopplung 

mit dem Rhodamin-Polymer sind in Spur 4 oberhalb des Antikörpers sehr viele ver-

schieden große Proteine zu sehen, sodass es wie „Schmier“ aussieht. Dieser geht bis 

zum Ende des Trenngels, also über die 250 kDa des Markers hinaus und deutet darauf-

hin, dass an die einzelnen Antikörper-Moleküle eine unterschiedliche Anzahl an Poly-

meren, die eine Größe von jeweils ca. 32 kDa besitzen, gebunden hat. Allerdings ist 

auch noch ungebundener Antikörper im Gel sichtbar, der nicht mit dem Polymer rea-

giert hat. Die Fluoreszenz des Farbstoffs Rhodamin konnte ebenfalls oberhalb von 

148 kDa nachgewiesen werden (siehe Bild 3.12 B, Spur 4). In den Spuren 1-3 ist keine 

Fluoreszenz zu sehen, da in diesen Proben kein Rhodamin-markiertes Polymer enthal-

ten ist. Die Durchführung einer SDS-PAGE nur mit Rhodamin-Polymer zeigte, dass die 

höchste Fluoreszenzintensität deutlich unterhalb von 148 kDa liegt (siehe Bild 3.12 C). 

 

Bild 3.13: Silberfärbung des gekoppelten anti-RAGE Antikörpers und Nachweis der Fluoreszenz im Gel 

Links: Silberfärbung des anti-RAGE Antikörpers mit Rhodamin-Polymer gekoppelt. Rechts: Nachweis der 
Fluoreszenz des gekoppelten Antikörpers. 

Nachdem die Synthese erfolgreich verlaufen war, wurde diese mit dem gereinigten 

anti-RAGE Antikörper wiederholt. Da die zur Verfügung stehende Menge sehr gering 
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war, wurde zum Nachweis der erfolgreichen Kopplung eine Silberfärbung durchge-

führt. In Bild 3.13 ist zu sehen, dass auch hier wieder oberhalb von 148 kDa viele un-

terschiedlich stark gekoppelte Antikörper entstanden sind (Spur 1, links). Der Nachweis 

der Fluoreszenz im Gel erbrachte ebenfalls ein Signal um die 150 -250 kDa (Spur 1, 

rechts), was auf eine erfolgreiche Kopplung des Antikörpers hindeutet.  

3.2 Stimulierung der Proteolyse von RAGE über GPCRs 
und Erforschung der daran beteiligten Signalwege 

3.2.1 Stimulierung der Proteolyse von RAGE über den PAC1-
Rezeptor 

Die Stimulierung der Proteolyse von RAGE kann, wie schon in meiner Diplomarbeit mit 

dem Titel: „Induktion der regulierten Proteolyse des Receptor for Advanced Glycation 

Endproducts durch ligandeninduzierte Aktivierung des PAC1-Rezeptors“ gezeigt wurde, 

über den PAC1-Rezeptor erfolgen. In dieser Arbeit wurde bereits der Einfluss unter-

schiedlicher Kinase-Inhibitoren auf die Stimulierung der RAGE-Proteolyse an 

PAC1/RAGE-überexprimierenden Zellen untersucht. Dabei konnten Beteiligungen der 

Proteinkinase C (Inhibierung mit Gö6983 und Gö6976, jeweils 1 µM), der PI3-Kinase 

(Inhibierung mit LY294002, 50 µM) und des MAP-Kinase-Weges (Inhibierung mit 

PD98059, 50 µM) nachgewiesen werden. Außerdem wurde herausgefunden, dass 

Metalloproteinasen (Inhibierung mit GM6001, 20 µM) für das Shedding verantwortlich 

sind. Um die Aktivierung der Proteolyse noch genauer zu untersuchen, wurden weitere 

Inhibitoren eingesetzt (siehe Kapitel 3.2.1.3) und die bereits in der Diplomarbeit ver-

wendeten nochmals an nicht mit dem Hormon PACAP-27 behandelten Zellen getestet.  

3.2.1.1 Überprüfung des Peptids PACAP-27 auf Zytotoxizität 

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde die Kinetik des Sheddings von RAGE aufge-

nommen. Das heißt nach 15, 30, 60, 120, 180, 240 und 360 Minuten Behandlung von 

PAC1/RAGE-überexprimierenden Zellen mit PACAP-27 (300 nM) wurde die Menge an 

sekretiertem RAGE im Zellkulturüberstand nachgewiesen. Um sicherzustellen, dass die 

erhöhte Menge an RAGE nicht auf eine vermehrte Proteinbiosynthese zurückzuführen 
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ist, wurden die Zellen vorher 150 Minuten mit Cycloheximid inkubiert. Das Antibioti-

kum, das die Proteinbiosynthese bei Eukaryoten inhibiert (Pestka, 1971), wurde auch 

während der Inkubation mit PACAP-27 auf den Zellen belassen. Die Auswertung der 

Western Blots zeigte, dass der Betrag an sekretiertem RAGE nach einer halben Stunde 

anstieg, nach einer Stunde etwas abfiel und nach drei Stunden Behandlung mit RAGE 

stark zunahm. Daher wurde die Vermutung aufgestellt, dass der späte Anstieg nach 

drei Stunden auf apoptotische Prozesse zurückzuführen ist, bei denen RAGE vermehrt 

einem Shedding-Prozess unterliegt. Um dies zu untersuchen, wurde ein MTT-Test 

durchgeführt, bei dem PAC1- und RAGE-überexprimierende Zellen zwischen 15 und 

360 Minuten mit PACAP-27 (300 nM) behandelt und dann ihre Viabilität mit Hilfe des 

MTT-Reagenzes bestimmt wurde. Zur Kontrolle, ob der MTT-Test funktioniert hat, 

wurden die Zellen mit Wasserstoffperoxid (H2O2, 56 mM) für eine Stunde behandelt. 

H2O2 ist ein sehr starkes Oxidationsmittel und wirkt apoptotisch auf Zellen. 

 

Bild 3.14: Der Einfluss von PACAP-27 auf die Viabilität von PAC1- und RAGE-überexprimierenden Zel-
len 

PAC1/RAGE-Zellen wurden auf 48-Loch-Platten ausgesät und am nächsten Tag 15 - 360 min mit PACAP-
27 (300 nM) inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde das MTT-Reagenz für eine Stunde auf 
die Zellen gegeben und anschließend das Solubilisationsreagenz. Am nächsten Tag wurden die Proben 
am ELISA-Reader gemessen und ausgewertet. Die Auswertung erfolgte, indem der Mittelwert der un-
behandelten Proben auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Danach wur-
den die jeweiligen Mittelwerte gebildet und die Standardabweichung berechnet (N = 6). 

Bild 3.14 zeigt, dass die Zellen nach 360 Minuten Inkubation mit dem Peptid dieselbe 

bzw. sogar eine höhere Lebensfähigkeit besitzen wie Zellen, die nicht mit PACAP-27 
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behandelt worden waren. Daher wurden die Versuche zur Zeitreihe während der Dok-

torarbeit wiederholt (siehe Kapitel 3.2.1.2), mit einigen Änderungen bei der prakti-

schen Durchführung. Zum Beispiel wurde für jeden Zeitpunkt eine 6-Loch-Platte ver-

wendet (vorher pro 6-Loch-Platte zwei Zeiten), damit es während der Inkubationszeit 

durch das Ernten zu keinen Temperaturschwankungen kommen konnte. Außerdem 

wurden die Überstände nach dem Ernten sofort eingefroren, damit keine Abbaupro-

zesse von sRAGE stattfinden konnten. 

3.2.1.2 Das Shedding von RAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit 
PACAP-27 und PMA 

Die Inkubation von PAC1/RAGE-überexprimierenden Zellen führte zu dem Ergebnis, 

dass die sekretierte Menge an RAGE innerhalb der ersten drei Stunden stetig zunahm 

und in den nächsten drei Stunden nur noch gering (siehe Bild 3.15). Die Menge an full-

length RAGE blieb in den Lysaten gleich und eine erwartete Abnahme konnte nicht 

detektiert werden. Ein möglicher Grund dafür könnte die starke Expression von RAGE 

in den Zellen sein, sodass trotz erhöhter Menge an sekretiertem RAGE kein erkennba-

rer Unterschied bei full-length RAGE zu sehen ist. Außerdem ist auch eine erhebliche 

Menge des überexprimierten RAGE intrazellulär (im Endoplasmatischen Retikulum und 

Golgi-Apparat) lokalisiert und unterliegt somit keinem Shedding-Prozess. 
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Bild 3.15: Sekretiertes RAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit PACAP-27 

PAC1- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden 2,5 Stunden mit Cycloheximid vorinkubiert und 
dann mit PACAP-27 (300 nM) für 15 min bis 360 min behandelt. Danach wurden die Überstände abge-
nommen und eine TCA-Fällung durchgeführt. Die Zellen wurden in zweifachem Lämmli-Puffer/100 mM 
DTT aufgenommen. Anschließend wurden die Proben mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt und sRAGE 
bzw. full-length RAGE mit dem monoklonalen Antikörper 5328 nachgewiesen. Als Ladungskontrolle 
wurde Aktin verwendet. Zur Auswertung der Daten wurde der Mittelwert nach 360 min auf 100 % ge-
setzt und die anderen Werte in das prozentuale Verhältnis dazu. Danach wurden die Mittelwerte gebil-
det und die Standardabweichung berechnet (N = 6).  

Um vergleichen zu können, wie stark das durch PACAP-27 stimulierte Shedding ist, 

wurden PAC1/RAGE-überexprimierende Zellen mit dem Phorbolester PMA (1 µM) be-

handelt. Dieser ist bekannt dafür, dass er ein Aktivator der Proteinkinase C ist und das 

Shedding unterschiedlicher Proteine aktivieren kann (Postina, 2008).  

Die bis zu 360 min dauernde Behandlung mit PMA resultierte in einer vergleichbaren 

Kinetik, wie sie auch nach der PACAP-27 Behandlung zu beobachten war. Auch mit 

PMA nahm die Menge an sekretiertem RAGE in den ersten drei Stunden stark zu und 
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danach nur noch gering. In den Lysaten konnte eine geringe Abnahme von full-length 

RAGE beobachtet werden (siehe Bild 3.16). 

 

Bild 3.16: Sekretiertes RAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit PMA 

PAC1- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden 2,5 Stunden mit Cycloheximid vorinkubiert und 
dann mit PMA (1 µM) für 15 min bis 360 min behandelt. Danach wurden die Überstände abgenommen 
und die Proteine gefällt. Die Zellen wurden in zweifachem Lämmli-Puffer/100 mM DTT aufgenommen. 
Anschließend wurden die Proben mit Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt und sRAGE bzw. full-length RAGE 
mit dem monoklonalen Antikörper 5328 nachgewiesen. Als Ladungskontrolle wurde Aktin nachgewie-
sen. Zur Auswertung der Daten wurde der Mittelwert nach 360 min auf 100 % gesetzt und die anderen 
Werte in das prozentuale Verhältnis dazu. Danach wurden die Mittelwerte gebildet und die Standard-
abweichung berechnet (N = 6). 

3.2.1.3 Signaltransduktionswege des PAC1-Rezeptors 

Der PAC1-Rezeptor schaltet eine ganze Reihe von Signalwegen an (siehe Kapitel 

1.3.1.3). Um nachzuweisen, welcher Weg bei der Stimulierung der RAGE-Proteolyse 

wichtig ist, wurden verschiedene Inhibitoren eingesetzt. Eine Übersicht der verwende-

ten Substanzen ist in Bild 3.17 zu sehen. 
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Bild 3.17: PAC1-Rezeptor Signalwege und verwendete Inhibitoren 

Es wurden verschiedene Inhibitoren auf ihren Einfluss auf das Shedding von RAGE untersucht. H89 und 
KT5720 sind Inhibitoren der Proteinkinase A, Gö6976/Gö6983 verhindern die Aktivierung der Proteinki-
nase C, 2-ABP blockiert den IP3-Rezeptor, CK59 inhibiert die Aktivierung der CaM-Kinase II, die Aktivie-
rung des MAP-Kinase-Weges wird durch PD98059 verhindert und LY294002 blockiert die PI3-Kinase. 

3.2.1.3.1 Proteinkinase A 

Wie schon der Name des Hormons Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide 

(PACAP) zeigt, ist der PAC1-Rezeptor bekannt dafür, nach PACAP-Bindung die Adeny-

latzyklase zu aktivieren (Vaudry et al., 2009). Dies führt zur Bildung von cAMP, dieser 

second messenger wiederum aktiviert die Proteinkinase A. Um zu überprüfen, ob diese 

Kinase eine Rolle bei der Stimulierung der RAGE-Proteolyse spielt, wurden PAC1/RAGE-

überexprimierende Zellen mit zwei verschiedenen Inhibitoren behandelt. Zum einen 

erfolgte die Behandlung mit dem PKA-Inhibitor H89 (1 µM), der jedoch auch andere 

Kinasen, zum Beispiel MSK1, S6K1 und Rock-II (Davies et al., 2000), beeinflusst. Die 

zweite eingesetzte Substanz war KT5720 (1 µM), ein spezifischer Inhibitor der PKA. In 
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Bild 3.18 ist gezeigt, dass nach einstündiger Vorinkubation mit H89 oder DMSO als 

Kontrolle und zwei Stunden Stimulierung mit PACAP-27 (300 nM) sowohl in den Nega-

tivkontrollen als auch in den mit dem Inhibitor behandelten Proben kein signifikanter 

Unterschied an sekretiertem RAGE zu erkennen war.  

 

Bild 3.18: Inhibierung der Proteinkinase A mit H89 bei PAC1/RAGE-Zellen 

PAC1/RAGE-Zellen wurden 1 Stunde mit dem Inhibitor (1 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach zwei 
Stunden entweder mit PACAP-27 (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Der Nachweis von 
sRAGE erfolgte nach TCA-Fällung der Proteine im Überstand und Durchführung einer SDS-PAGE mit dem 
monoklonalen Antikörper 5328. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle 
(DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem One-
Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 9; ns = P ˃ 0,05).   

Auch mit dem spezifischen Inhibitor KT5720 konnte nach zwei Stunden Stimulierung 

mit PACAP-27 kein Einfluss auf die sekretierte Menge von sRAGE nachgewiesen wer-

den (siehe Bild 3.19). Auch in den Proben, die nicht mit dem Hormon behandelt waren, 

wurde kein Unterschied detektiert. 
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Bild 3.19: Inhibierung der Proteinkinase A mit KT5720 bei PAC1/RAGE-Zellen 

PAC1/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor (1 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach 
zwei Stunden entweder mit PACAP-27 (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Der Nach-
weis von sRAGE wurde nach Fällung der Proteine im Überstand im Western Blot mit dem monoklonalen 
Antikörper 5328 durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle 
(DMSO) auf 100 % gesetzt und die anderen Werte ins Verhältnis dazu gesetzt wurden. Im Diagramm 
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem 
One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 9; ns = P ˃ 0,05). 

Um die mit den Inhibitoren erzielten Ergebnisse, die Proteinkinase A betreffend, zu 

belegen, wurden weitere Versuche durchgeführt. Dazu wurden RAGE-

überexprimierende Zellen zwei bzw. vier Stunden mit Forskolin (50 µM), einem Aktiva-

tor der Adenylatzyklase, bzw. dem zell-permeablen 8-Bromo-cAMP (1 µM), einem Ak-

tivator der Proteinkinase A, behandelt. 8-Bromo-cAMP besitzt eine höhere Stabilität 

gegenüber Phosphodiesterasen als cAMP und lagert sich an die Untereinheiten der 

Proteinkinase A an. Durch das darauffolgende Abdissoziieren der regulatorischen 

Untereinheiten erfolgt die Aktivierung der Proteinkinase A. Es konnte aber weder nach 

zwei noch nach vier Stunden Behandlung mit Forskolin bzw. 8-Bromo-cAMP eine Erhö-

hung des sekretierten RAGE-Gehalts nachgewiesen werden (siehe Bild 3.20). Der 

Nachweis, dass Forskolin aktiv war und den cAMP-Spiegel erhöht, wurde mit Hilfe des 

GloSensor cAMP-Tests durchgeführt (siehe Bild 3.35).   

Die Ergebnisse mit den beiden Inhibitoren sowie den beiden Aktivatoren zeigen, dass 

die Stimulierung des RAGE-Sheddings unabhängig von der Proteinkinase A erfolgt. 
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Bild 3.20: Stimulierung der Adenylatzyklase (mit Forskolin) und der Proteinkinase A (mit 8-Br-cAMP) 

Links: zweistündige Inkubation und rechts: vierstündige Inkubation.  
RAGE-überexprimierende Zellen wurden zwei bzw. vier Stunden mit den Aktivatoren 8-Br-cAMP 
(1 µM)/Forskolin (50 µM) bzw. H2O/DMSO inkubiert. Der Nachweis von sRAGE erfolgte im Western Blot 
mit dem polyklonalen Antikörper 3260. Die Auswertung der Daten wurde durchgeführt, indem der Mit-
telwert der Kontrolle (H2O/DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. 
Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung 
erfolgte mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 4; ns = P ˃ 0,05). 

3.2.1.3.2 Veränderung der intrazellulären Calciumkonzentration nach Zuga-

be von PACAP 

Die Bindung von PACAP an den PAC1-Rezeptor hat eine Erhöhung der intrazellulären 

Calciumkonzentration zur Folge (Zhou et al., 2001). Zum Nachweis, dass dies auch 

beim vorliegenden Zellsystem der Fall ist, wurde die Änderung der Ca2+-

Ionenkonzentration nach Zugabe des Hormons mit dem fluoreszierenden Indikator 

Fura-2/AM bestimmt.   
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Bild 3.21 zeigt, dass nach der Zugabe von PACAP die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

in den PAC1/RAGE-Zellen innerhalb von Sekunden stark ansteigt. In den HEK-Zellen ist 

dagegen keine schnelle, signifikante Veränderung festzustellen gewesen. 

 

Bild 3.21: Messung der Änderung der intrazellulären Calciumkonzentration in PAC1/RAGE-Zellen 

PAC1/RAGE-überexprimierende Zellen sowie HEK-Zellen als Negativkontrolle wurden eine halbe Stunde 
mit dem Farbstoff Fura-2/AM inkubiert. Nach dem Ernten wurden sie in Calciumpuffer (siehe Kapitel 
2.2.3.11) resuspendiert und die Messung in einem Fluoreszenzspektrometer durchgeführt. Die Zugabe 
von PACAP-38 (final 300 nM) erfolgte jeweils nach 100 s.  

3.2.1.3.3 Proteinkinase C 

Es ist weiterhin bekannt, dass der PAC1-Rezeptor die Phospholipase C stimuliert 

(Basille et al., 1995), was zur Entstehung von Diacylgylcerol (DAG) und Inositol-1,4,5-

trisphosphat (IP3) führt. DAG ist ein bekannter Aktivator der Proteinkinase C und die 

Bildung von IP3 führt zur Freisetzung von Ca2+-Ionen. Diese wirken ebenfalls aktivie-

rend auf die PKCs. Außerdem werden Shedding-Prozesse oft durch Aktivierung von 

PKCs induziert (Pandiella und Massague, 1991). Um die Beteiligung dieser Kinasen zu 

überprüfen, wurden zwei verschiedene Substanzen verwendet, zum einen der Inhibi-

tor Gö6983, der die PKC-Isozyme α, β, γ, ζ und δ inhibiert (Gschwendt et al., 1996). 

Zum anderen der Inhibitor Gö6976, der spezifisch die Ca2+-abhängigen PKCα und PKCβ-
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Isozyme hemmt, aber keinen Einfluss auf die Ca2+-unabhängigen PKC ζ-, δ-, ε-Isozyme 

hat (Martiny-Baron et al., 1993). 

 

Bild 3.22: Inhibierung der Proteinkinase C mit Gö6976 (A) und Gö6983 (B) bei PAC1/RAGE-Zellen 

PAC1/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor (1 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach 
zwei Stunden entweder mit PACAP-27 (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Der Nach-
weis von sRAGE erfolgte nach TCA-Fällung der Proteine im Überstand und Auftrennung über SDS-PAGE 
mit dem monoklonalen Antikörper 5328. Die Auswertung der Daten wurde durchgeführt, indem der 
Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. 
Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung 
erfolgte mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 9; ns = P ˃ 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001). 

Nach einstündiger Vorbehandlung mit Gö6983 (1 µM) und anschließender Stimulie-

rung mit PACAP-27 (300 nM) konnte eine verringerte Menge an sRAGE im Überstand 

nachgewiesen werden. Diese war um 60 % niedriger im Vergleich zur PACAP-

stimulierten Probe und damit auf demselben Niveau wie die sRAGE Menge in der 

DMSO-Kontrolle. Nur mit dem Inhibitor behandelte Proben hatten einen nicht signifi-

kanten, aber leicht geringeren sRAGE-Gehalt verglichen mit der DMSO-Kontrolle (siehe 

Bild 3.22 A). Die Behandlung mit Gö6976 (1 µM) führte zu einem ähnlichen Ergebnis, 

hier betrug die Inhibierung nach Stimulierung mit PACAP-27 50 %. Die Überstände der 

nicht-stimulierten und nur mit Inhibitor behandelten Zellen wiesen, auch bei der Be-

handlung mit Gö6976, keinen signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrolle auf (siehe 

Bild 3.22 B).   
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3.2.1.3.4 IP3-Rezeptor 

Die Bindung von IP3 an den IP3-Rezeptor führt, wie bereits erwähnt, zur Freisetzung 

von Calcium aus intrazellulären Speichern, z.B. aus dem Endoplasmatischen Retikulum. 

Die Verwendung des Inhibitors 2-APB (75 µM), der die Aktivierung des IP3-Rezeptors 

verhindert, führte nach einstündiger Vorinkubation und zweistündiger Behandlung mit 

PACAP-27 (300 nM) bei PAC1/RAGE-überexprimierenden Zellen zu einer Verminderung 

der Proteolyse von RAGE um 40 % (siehe Bild 3.23). Zur Kontrolle wurden auch nicht-

stimulierte Zellen mit 2-APB behandelt, hier konnte keine signifikante Abnahme von 

sRAGE im Überstand nachgewiesen werden. 

 

Bild 3.23: Blockierung des IP3-Rezeptors mit 2-APB bei PAC1/RAGE-Zellen 

PAC1/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor (75 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach 
zwei Stunden entweder mit PACAP-27 (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Lösliches 
RAGE im Überstand wurde nach Fällung und SDS-PAGE mit dem monoklonalen AK 5328 nachgewiesen. 
Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt und 
die anderen Werte dazu ins Verhältnis gesetzt wurden. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-
Test (N = 9; ns = P ˃ 0,05; ** = P < 0,01). 

3.2.1.3.5 Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 

Für den Nachweis der Beteiligung weiterer Signalwege wurde ein Inhibitor für die 

Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) an PAC1/RAGE-über-

exprimierenden Zellen getestet. Eine von PACAP ausgelöste Stimulierung der CaMKII 

(Wong et al., 2005) ist in der Literatur beschrieben. CK59 ist ein Olomoucine-Analog 

und diente als CaMKII-Inhibitor (IC50 <10 µM). Olomoucine ist ein Purin, das zur Inhibie-

rung von Cyclin-abhängigen Kinasen benutzt wird. Nach einstündiger Vorinkubation 
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und zwei Stunden Behandlung mit PACAP-27 (300 nM) wurde im Zellkulturüberstand 

der mit CK59 (20 µM) behandelten Proben 43 % weniger sekretiertes RAGE nachge-

wiesen als in den DMSO-Kontrollen (siehe Bild 3.24). Zur Kontrolle wurden auch nicht-

stimulierte Zellen mit CK59 behandelt, hier konnte keine signifikante Abnahme von 

sRAGE im Überstand nachgewiesen werden.  

 

Bild 3.24: Inhibierung der Ca
2+

/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase II mit CK59 bei PAC1/RAGE-
Zellen 

PAC1/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor (20 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach 
zwei Stunden entweder mit PACAP-27 (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Der Nach-
weis von sRAGE erfolgte nach Fällung der Proteine im Überstand mit TCA und Auftrennung über SDS-
PAGE mit dem monoklonalen Antikörper 5328. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittel-
wert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. Im 
Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolg-
te mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 9; ns = P ˃ 0,05; ** = P < 0,01). 

3.2.1.3.6 MAP-Kinase-Weg 

Der PAC1-Rezeptor induziert die Phosphorylierung von ERK1/2 (Villalba et al., 1997; 

Moroo et al., 1998), diese Aktivierung des MAP-Kinase-Weges ist wichtig, um die 

Caspase-3-Aktivität zu inhibieren (Vaudry et al., 2000b; Falluel-Morel et al., 2004) und 

trägt somit zum neuroprotektiven Effekt von PACAP bei. Bereits während der Diplom-

arbeit wurde gezeigt, dass nach Inhibierung der ERK1/2 MAP-Kinasen die Sekretion von 

sRAGE reduziert ist. Um die Ergebnisse zu bestätigen, wurde der Phosphorylierungs-

grad von ERK1/2 nach zweistündiger Inkubation mit PACAP-27 (300 nM) nachgewie-

sen. Die Behandlung mit dem Hormon führte zu einer Phosphorylierung von ERK1/2, 

aber zu keiner Veränderung der gesamten Expressionsrate von ERK1/2 (siehe Bild 
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3.25). Bei gleichzeitiger Inkubation mit dem MEK1-Inhibitor PD98059 (50 µM) (Alessi et 

al., 1995) konnte die Phosphorylierung vollständig unterbunden werden.  

 

Bild 3.25: Nachweis des ERK1/2-Phosphorylierungsstatus in PAC1/RAGE-Zellen nach Stimulierung mit 
PACAP 

PAC1/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit PD98059 (50 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach zwei 
Stunden entweder mit PACAP-27 (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Lösliches RAGE im 
Überstand wurde mit dem polyklonalen Antikörper 3260 nachgewiesen. Die Zellen wurden in Lämmli- 
und Lysispuffer (2x Lämmli/100 mM DTT + Lysispuffer, 1:1) geerntet und die Proteine ebenfalls über 
SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von ERK1/2 und Phospho-ERK1/2 wurde mit polyklonalen Anti-
körpern von Cell Signaling durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der 
Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm 
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem 
One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; ns = P ˃ 0,05; ** = P < 0,01). 

Ebenfalls in Bild 3.25 sind die dazugehörigen sRAGE-Mengen zu sehen. Bei zeitgleicher 

Inkubation mit PACAP-27 und PD98059 ist eine um 34 % erniedrigte Menge an sekre-

tiertem RAGE im Überstand im Vergleich zu Zellen, die nur mit PACAP behandelt wor-

den waren, zu beobachten gewesen. Die Inkubation von PAC1/RAGE-Zellen mit dem 

Inhibitor ohne Hormonbehandlung hatte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keinen sig-

nifikanten Unterschied an sRAGE im Überstand zur Folge.  

3.2.1.3.7 Inhibierung von Signalwegen nach 30-minütiger Stimulierung mit 

PACAP-27 

In den Versuchen zur Zeitabhängigkeit der sekretierten RAGE-Menge (siehe Kapitel 

3.2.1.2) ist erkennbar, dass bereits nach 30-minütiger Inkubation mit PACAP-27 

(300 nM) eine Aktivierung des Sheddings erfolgt. Dies ist nicht ungewöhnlich für Shed-

ding-Prozesse. Im Zusammenhang mit PMA ist zum Beispiel bekannt, dass bereits nach 
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zehn Minuten ungefähr 2 % aller Zelloberflächenmoleküle einer Proteolyse unterzogen 

werden (Arribas und Borroto, 2002).  

 

Bild 3.26: Inhibierung der Proteinkinase C und 30-minütige Stimulierung mit PACAP-27 

PAC1- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden eine Stunde mit Gö6983 (A, 1 µM) oder Gö6976 (B, 
1 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach 30 min mit PACAP-27 (300 nM) inkubiert. Der Nachweis von 
sRAGE erfolgte nach TCA-Fällung der Proteine im Überstand im Western Blot mit dem polyklonalen 
Antikörper 3260. Die Auswertung der Daten wurde durchgeführt, indem der Mittelwert der Kontrolle 
(DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. Im Diagramm sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Stu-
dent`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 12; *** = P < 0,001). 

Daher wurden die Inhibitoren, mit denen auch nach zweistündiger Inkubationszeit mit 

PACAP-27 eine geringere sRAGE Menge im Überstand beobachtet worden war, ver-

wendet, um zu untersuchen, ob bereits nach 30 Minuten Stimulierung mit PACAP-27 

ein Effekt zu beobachten ist. Mit den beiden Inhibitoren der Proteinkinase C Gö6976 

und Gö6983 (beide 1 µM) konnte tatsächlich bereits nach 30 Minuten eine um ca. 50 % 

geringere Menge an sRAGE im Überstand nachgewiesen werden (siehe Bild 3.26 A und 

B). Dagegen hatten die Inhibitoren des MAP-Kinase-Weges (siehe Bild 3.27 A, 50 µM) 

und der PI3-Kinase (50 µM) keinen Einfluss auf die Bildung des sekretierten RAGE (sie-

he Bild 3.27 B).  
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Bild 3.27: Inhibierung von MEK1 sowie der PI3-Kinase und 30-minütige Stimulierung mit PACAP-27 

PAC1- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden eine Stunde mit PD98059 (A, 50 µM) oder LY294002 
(B, 50 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach 30 min mit PACAP-27 (300 nM) inkubiert. Der Nachweis 
von sRAGE wurde nach Fällung der Proteine im Überstand und nach einer SDS-PAGE mit dem 
polyklonalen Antikörper 3260 durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert 
der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. Im Dia-
gramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte 
mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben(N = 12; ns = P ˃ 0,05). 

3.2.2 Stimulierung der Proteolyse von RAGE über den 
Vasopressin- und Oxytocin-Rezeptor 

Zur Überprüfung, ob die Proteolyse von RAGE auch über andere GPCRs stimuliert wer-

den kann, wurde dies am Oxytocin- sowie Vasopressin (V2)-Rezeptor getestet. Diese 

beiden Proteine wurden gewählt, weil sie im Gegensatz zum PAC1-Rezeptor nur je-

weils einen bestimmten Bereich an Signalwegen anschalten. Der OT-Rezeptor ist Gαq 

bzw. Gαi gekoppelt und stimuliert die Phospholipase Cβ. Der V2-Rezeptor ist charakte-

ristischerweise mit Gαs gekoppelt, was zur Stimulierung der Adenylatzyklase führt (sie-

he Kapitel 1.3.2). 

3.2.2.1 Nachweis des Vasopressin- und Oxytocin-Rezeptors im Western Blot 

Die nachfolgenden Versuche in Kapitel 3.2.2 wurden an zwei unterschiedlichen Zellli-

nien durchgeführt, an einer HEK 293-Linie, die den Rinder-Vasopressin-Rezeptor vom 

Typ 2 (bV2) mit einer HA-Markierung am C-Terminus und den humanen Receptor for 

Advanced Glycation Endproducts überexprimiert (siehe Bild 3.28 A). Die zweite Zelllinie 

war auch eine HEK 293-Linie, die den humanen Oxytocin-Rezeptor (OTR) mit einer C-
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terminalen GFP-Markierung sowie den humanen Receptor for Advanced Glycation 

Endproducts überexprimiert (siehe Bild 3.28 B). Um sicherzustellen, dass die Zellen den 

entsprechenden G-Protein gekoppelten Rezeptor exprimieren, wurden diese in einem 

Western Blot nachgewiesen. Dazu wurden Zelllysate von HEK-Zellen und Zellen, die 

RAGE und den bV2- oder OT-Rezeptor überexprimieren, auf ein SDS-Gel aufgetragen.  

 

Bild 3.28: Nachweis des bV2- und OT-Rezeptors im Western Blot 

Für die Nachweise der Rezeptoren wurden jeweils 40 µg Zelllysat aufgetragen. Die Proteine wurden mit 
Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikörpern gegen die HA- bzw. GFP-Markierung nachgewie-
sen. 

In Bild 3.28 ist zu sehen, dass der bV2-Rezeptor mit einem Antikörper, der gegen das 

HA-Epitop gerichtet ist, bei der erwarteten Größe von 55 kDa nachgewiesen werden 

konnte. Der OT-Rezeptor wurde mit Hilfe eines anti-GFP Antikörpers bei einer Größe 

von 100 kDa sichtbar gemacht.  

3.2.2.2 Stimulierung der RAGE-Proteolyse über den Vasopressin- und Oxyto-
cin-Rezeptor 

Zunächst stellte sich die Frage, ob eine Stimulierung der RAGE-Proteolyse über die bei-

den GPCRs möglich ist. Dazu wurden die bV2/RAGE- bzw. OTR/RAGE-exprimierenden 

Zellen vier Stunden mit 300 nM oder 1 µM Arginin-Vasopressin (AVP) bzw. Oxytocin 

(OT) bei 37°C inkubiert. In Bild 3.29 ist gezeigt, dass es nach Zugabe der Hormone zu 

einem deutlichen Anstieg des sekretierten RAGE kam. Die Menge des Proteins war 

zwei- bis viermal so groß im Vergleich zu den H2O-Kontrollen.  
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Bild 3.29: Stimulierung der OT- und V2-Rezeptor Zellen 

OTR/RAGE- bzw. bV2/RAGE-Zellen wurden vier Stunden mit unterschiedlichen Hormonkonzentrationen 
(in Anwesenheit des Antagonists erfolgte eine 20-minütige Vorinkubation) bzw. als Kontrolle mit H2O 
inkubiert. Danach wurden die Proteine des Überstandes mit TCA gefällt und die Proben auf ein SDS-Gel 
aufgetragen. Der Nachweis von sRAGE erfolgte mit dem polyklonalen Antikörper 3260. Die Auswertung 
der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle (H2O) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen 
Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; ** = P < 0,01; *** = P 
< 0,001). 

Um zu zeigen, dass tatsächlich die Signaltransduktion über die GPCRs für die erhöhte 

Proteolyse verantwortlich war, wurde zusätzlich zu dem Hormon (1 µM) noch ein An-

tagonist im zehnfachen Überschuss ins Sekretionsmedium gegeben. Für den bV2-

Rezeptor wurde der Antagonist OPC-31260 verwendet (10 µM und 20-minütige Vorin-

kubation) und für den OT-Rezeptor der kompetitive Antagonist Atosiban (ebenfalls 

10 µM und 20-minütige Vorinkubation). Wie in Bild 3.29 zu sehen, wurde dadurch die 

Stimulierung des Sheddings komplett unterbunden. Einen weiteren Beweis, dass die 

Stimulierung auf die GPCRs zurückzuführen ist, lieferte ein Experiment, in dem Zellen, 

die nur RAGE exprimieren, mit AVP oder OT behandelt wurden. Hier wurde kein Unter-

schied der sekretierten RAGE-Konzentration in den Zellkulturüberständen im Vergleich 

zu Zellen, die mit H2O behandelt worden waren, festgestellt (siehe Bild 3.30). Als Posi-

tivkontrolle wurden die Zellen mit PMA (1 µM) inkubiert, hier ist eine deutliche Steige-

rung der RAGE-Menge zu sehen. PMA ist bekannt dafür, dass es die Proteinkinase C 

aktiviert (Blobe et al., 1994) und dass es das Shedding von RAGE stimuliert (Zhang et 

al., 2008). 
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Bild 3.30: Kontrolle mit RAGE-exprimierenden Zellen 

RAGE-überexprimierende Zellen wurden vier Stunden mit unterschiedlichen Hormonkonzentrationen an 
OT (links) und AVP (rechts) bzw. als Negativkontrolle mit H2O und als Positivkontrolle mit PMA (1 µM) 
inkubiert. Danach wurden die Proteine des Überstandes gefällt und mit dem polyklonalen Antikörper 
3260 im Western Blot nachgewiesen. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der 
Kontrolle (H2O) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm sind 
die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem One-
Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; ns = P ˃ 0,05). 

3.2.2.3 Bestimmung der Kinetik der RAGE-Proteolyse 

Zur Aufnahme der Kinetik der RAGE-Proteolyse mit den bV2/RAGE- bzw. OTR/RAGE-

überexprimierenden Zellen wurden diese mit dem entsprechenden Hormon 15, 30, 60, 

120, 180, 240 oder 360 Minuten behandelt. Zuvor waren die Zellen 2,5 Stunden mit 

Cycloheximid, einem Antibiotikum, das die Proteinbiosynthese inhibiert, inkubiert 

worden. Cycloheximid wurde auch während der Behandlung mit AVP bzw. OT (beide 

300 nM) auf den Zellen belassen.  
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Bild 3.31: Sekretiertes RAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit Oxytocin 

OTR- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden mit Oxytocin (300 nM) für 15 min bis 360 min behan-
delt. Danach wurden die Überstände abgenommen und eine TCA-Fällung durchgeführt. Die Zellen wur-
den in zweifachem Lämmli-Puffer/100 mM DTT aufgenommen. Anschließend wurden die Proben mit 
Hilfe einer SDS-PAGE aufgetrennt und sRAGE bzw. full-length RAGE mit dem monoklonalen Antikörper 
5328 nachgewiesen. Als Ladungskontrolle wurde der Nachweis von Aktin verwendet. Zur Auswertung 
der Daten wurde der Mittelwert nach 360 min auf 100 % gesetzt und die anderen Werte in das prozen-
tuale Verhältnis dazu. Danach wurden die Mittelwerte gebildet und die Standardabweichung berechnet  
(N = 9). 

Nach Fällung der Proteine aus dem Zellkulturüberstand wurden diese auf ein SDS-

Polyacrylamid-Gel aufgetragen und die Auswertung des Western Blots zeigte einen 

starken Anstieg innerhalb der ersten beiden Stunden und einen geringen von 20 % 

innerhalb der nächsten vier Stunden bei beiden Zelllinien (siehe Bild 3.31 und Bild 

3.32). Die Lysate der OT-Zellen und der bV2-Zellen zeigten keine Abnahme in der Men-

ge des full-length RAGE. Um sicherzustellen, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen 

worden waren, wurde in den Zelllysaten Aktin nachgewiesen. 
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Bild 3.32: Sekretiertes RAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit Arginin-Vasopressin 

bV2- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden mit Arginin-Vasopressin (300 nM) für 15 min bis 
360 min behandelt. Die Zellen wurden in zweifachem Lämmli-Puffer/100 mM DTT aufgenommen und 
die Proteine im Überstand gefällt. Anschließend wurden die Proben mit Hilfe einer SDS-PAGE aufge-
trennt und sRAGE bzw. full-length RAGE mit dem monoklonalen Antikörper 5328 nachgewiesen. Als 
Ladungskontrolle wurde der Nachweis von Aktin verwendet. Zur Auswertung der Daten wurde der Mit-
telwert nach 360 min auf 100 % gesetzt und die anderen Werte in das prozentuale Verhältnis dazu. 
Danach wurden die Mittelwerte gebildet und die Standardabweichung berechnet (N = 9). 

3.2.2.4 Nachweis der Beteiligung einer Metalloproteinase 

Um zu überprüfen, ob die Bindung eines Agonisten an die Rezeptoren bV2 und OT zur 

Aktivierung von Metalloproteinasen führt, wurden Experimente mit dem Breitspekt-

rum-Matrixmetalloproteinase-Inhibitor GM6001, einem MMP- und ADAM-Inhibitor, 

durchgeführt. Nach einer einstündigen Vorinkubation mit GM6001 (20 µM) wurde AVP 

bzw. OT (beide 300 nM) für zwei Stunden zu den bV2/RAGE- bzw. OTR/RAGE-

überexprimierenden Zellen gegeben. In Bild 3.33 ist zu sehen, dass die Behandlung mit 

GM6001 zu einer deutlichen Verringerung der Menge an sekretiertem RAGE im Ver-

gleich zu den mit Hormon behandelten Proben führte. 
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Bild 3.33: Inhibierung von Metalloproteinasen mit GM6001  

OTR- bzw. bV2- und RAGE-überexprimierende Zellen wurden eine Stunde mit GM6001 (20 µM) bzw. 
DMSO vorinkubiert und dann zwei Stunden mit OT bzw. AVP (beide 300 nM) stimuliert. Die Auftrennung 
der gefällten Proteine des Überstandes erfolgte mittels SDS-PAGE und der Nachweis von sRAGE wurde 
mit dem polyklonalen Antikörper 3260 durchgeführt. Die Daten wurden ausgewertet, indem der Mit-
telwert der DMSO-Kontrolle auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins prozentuale Verhältnis 
dazu. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswer-
tung erfolgte mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001). 

3.2.2.5 Signaltransduktionswege des OTR- und V2-Rezeptors 

3.2.2.5.1 Proteinkinase A 

Um zu kontrollieren, ob die Proteinkinase A an der Stimulierung der Proteolyse über 

den Vasopressin- oder Oxytocin-Rezeptor beteiligt ist, wurde der spezifische PKA-

Inhibitor KT5720 (1 µM) verwendet. Nach einstündiger Vorinkubation und zweistündi-

ger Inkubation mit AVP oder OT (300 nM) wurden die Proteine im Überstand ausge-

fällt. Die Entwicklung der Proben auf einem Western Blot ergab, dass der Inhibitor kei-

nen Einfluss auf die durch den OT-Rezeptor vermittelte Stimulierung hat, aber beim 

Vasopressin-Rezeptor war eine geringe Steigerung der sRAGE Menge im Überstand um 

30 % nachweisbar (siehe Bild 3.34).  
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Bild 3.34: Inhibierung der Proteinkinase A mit KT5720 

OTR- bzw. bV2-RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor KT5720 (1 µM) bzw. DMSO 
vorinkubiert und danach zwei Stunden entweder mit Oxytocin oder Arginin-Vasopressin (beide 300 nM) 
inkubiert. Der Nachweis von sRAGE wurde nach TCA-Fällung der Proteine im Überstand und Auftren-
nung über SDS-PAGE mit dem polyklonalen Antikörper 3260 durchgeführt. Die Auswertung der Daten 
erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte 
dazu ins Verhältnis. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 18; ns = P ˃ 
0,05; *** = P < 0,001).  

Beim OT-Rezeptor ist zwar bisher keine Stimulierung der Adenylatzyklase sowie nach-

folgend der Proteinkinase A in der Literatur beschrieben worden, aber um dies auch 

für das vorliegende Zellsystem sicherzustellen, wurde bei den OTR/RAGE-Zellen die 

Veränderung der cAMP-Konzentration nach Behandlung mit dem Hormon (300 nM) 

gemessen. Sollte der Rezeptor die Adenylatzyklase aktivieren, würde dies zu einem 

Anstieg der Menge an cAMP führen und schließlich zu einer gesteigerten Lumineszenz. 

Die Ergebnisse der Messung sind in Bild 3.35 abgebildet. Als Positivkontrolle wurden 

die Zellen mit Forskolin (1 µM), einem Aktivator der Adenylatzyklase, behandelt. Dies 

führte zu einer deutlichen Steigerung der Synthese von cAMP im Vergleich zur DMSO-

Kontrolle nach einer Inkubationszeit von 30 bis 40 Minuten. Nach der Zugabe von OT 

war im Vergleich zur H2O-Kontrolle dagegen keine Veränderung in der cAMP-Menge zu 

detektieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass auch die Überexpression des OT-Rezeptors 

nicht zu einer Kopplung mit der Adenylatzyklase bzw. Aktivierung der Proteinkinase A 

führt. 
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Bild 3.35: Messung der Veränderung der cAMP-Konzentration bei OTR/RAGE-Zellen nach Stimulierung 
mit Oxytocin 

OTR/RAGE-Zellen wurden auf 96-Loch-Platten ausgesät und mit dem pGloSensor-20F cAMP-Plasmid 
transfiziert. Am nächsten Tag erfolgte die Behandlung mit OT (300 nM), Forskolin (1 µM) oder DMSO 
bzw. H2O. Die Zugabe der Substanzen erfolgte bei 0 Minuten, die Lumineszenz wurde dann über 
150 Minuten gemessen und die Mittelwerte in obiges Diagramm eingetragen (N = 3). 

3.2.2.5.2 Veränderung der intrazellulären Calciumkonzentration nach Zuga-

be von OT bzw. AVP  

Einer der Signalwege, der nach Bindung von OT an den Oxytocin-Rezeptor aktiviert 

wird, führt zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Ionenkonzentration (Jeng et al., 

1996). Daher wurde überprüft, ob eine Stimulierung dieses Signals auch nach Zugabe 

von OT zu OTR/RAGE-überexprimierenden Zellen nachgewiesen werden kann. Der V2-

Rezeptor wurde ebenfalls untersucht, obwohl dieser charakteristischerweise nicht das 

Ca2+-Signal beeinflusst. Wie zu erwarten, ist nach Zugabe von OT (300 nM) bei den 

OTR/RAGE-Zellen ein starker Anstieg der intrazellulären Ca2+-Ionenkonzentration zu 

beobachten (siehe Bild 3.36). Überraschenderweise resultiert auch die AVP-

Behandlung (300 nM) der bV2/RAGE-Zellen in einer schnellen Erhöhung dieses second 

messengers im Zytosol. Der Zusatz von AVP und OT zu den HEK-Zellen führte zu keiner 

Änderung der Signalstärke.  
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Bild 3.36: Messung der Änderung der intrazellulären Calciumkonzentration in OTR- und bV2/RAGE-
Zellen 

OTR/RAGE- oder bV2/RAGE-überexprimierende Zellen sowie HEK-Zellen als Negativkontrolle wurden 
eine halbe Stunde mit dem Farbstoff Fura-2/AM inkubiert. Nach dem Ernten wurden sie in 
Calciumpuffer (siehe Kapitel 2.2.3.11) resuspendiert und die Messung in einem Fluoreszenzspektrome-
ter durchgeführt. Die Zugabe von OT bzw. AVP (final 300 nM) erfolgte nach 100 s. Bei den HEK-Zellen 
wurde OT nach 200 s und AVP nach 300 s zugegeben. 

3.2.2.5.3 Proteinkinase C 

Die Behandlung der OTR/RAGE- bzw. bV2/RAGE-überexprimierenden Zellen mit dem 

spezifischen Inhibitor der Ca2+-abhängigen PKCs Gö6976 (1 µM, PKCα (IC50= 2,3 nM) 

und PKCβI (IC50= 6,2 nM)) führte sowohl bei den mit Oxytocin als auch mit Vasopressin 

(beide 300 nM) stimulierten Zellen zu einer verminderten Sekretion von sRAGE. Diese 

betrug 31 % bei Vasopressin-Rezeptor exprimierenden Zellen und 16 % bei den Oxyto-

cin-Rezeptor exprimierenden Zellen im Vergleich zu den nur mit DMSO behandelten 

Kontrollen (siehe Bild 3.37). Dies lässt auf eine Beteiligung der Isozyme PKCα und PKCβ 

schließen. 
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Bild 3.37: Inhibierung der Proteinkinase C mit Gö6976 

OTR- bzw. bV2-RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor Gö6976 (1 µM) bzw. DMSO 
vorinkubiert und danach zwei Stunden entweder mit Oxytocin bzw. Arginin-Vasopressin (beide 300 nM) 
inkubiert. Der Nachweis von sRAGE im Western Blot wurde mit dem polyklonalen Antikörper 3260 
durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % 
gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Student`schen T-Test für un-
abhängige Stichproben (N = 18; *** = P < 0,001). 

3.2.2.5.4 IP3-Rezeptor 

Die zeitgleiche Behandlung von OTR/RAGE- und bV2/RAGE-Zellen mit 2-APB (75 µM) 

sollte zeigen, ob die Proteolyse von einer intrazellulären Steigerung der Ca2+-

Konzentration abhängig ist.  

 

Bild 3.38: Blockierung des IP3-Rezeptors mit 2-APB 

OTR- bzw. bV2-RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor 2-APB (75 µM) bzw. DMSO 
vorinkubiert und danach zwei Stunden entweder mit Oxytocin bzw. Arginin-Vasopressin (beide 300 nM) 
inkubiert. Der Nachweis von sRAGE wurde nach TCA-Fällung der Proteine im Überstand und SDS-PAGE 
mit dem polyklonalen Antikörper 3260 durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der 
Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. 
Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung 
erfolgte mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 18; *** = P < 0,001). 
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Bild 3.38 zeigt, dass dies der Fall war und zwar konnte bei den OTR/RAGE-Zellen eine 

40 %ige Abnahme von sRAGE im Überstand beobachtet werden, bei den bV2/RAGE-

Zellen betrug diese sogar 70 %.  

3.2.2.5.5 Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 

Da sowohl der Oxytocin- (Blanks et al., 2007) als auch Vasopressin-Rezeptor 

(Balasubramanian et al., 2008) eine Stimulierung von CaM-Kinasen auslösen können, 

wurde der Inhibitor CK59 (20 µM) an beiden Zelllinien getestet.  

 

Bild 3.39: Inhibierung der Ca
2+

/Calmodulin-abhängigen Proteinkinase II mit CK59 

OTR- bzw. bV2-RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor CK59 (20 µM) bzw. DMSO 
vorinkubiert und danach zwei Stunden entweder mit Oxytocin bzw. Arginin-Vasopressin (beide 300 nM) 
inkubiert. Lösliches RAGE wurde nach Proteinfällung des Überstands und Auftrennung über SDS-PAGE 
mit dem polyklonalen Antikörper 3260 durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der 
Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins Verhältnis. 
Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung 
erfolgte mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 12; ** = P < 0,01). 

Dies führte nach Stimulierung mit dem jeweiligen Hormon (beide 300 M) zu einer Ver-

ringerung der RAGE-Sekretion von etwa 35 % im Vergleich zu den mit DMSO behandel-

ten Kontrollzellen (siehe Bild 3.39). 

3.2.2.5.6 MAP-Kinase-Weg 

Die beiden GPCRs OTR und V2R besitzen außerdem die Möglichkeit, den MAP-Kinase-

Weg zu aktivieren (Ohmichi et al., 1995; Charest et al., 2007). Um die Effizienz des ein-

gesetzten Inhibitors PD98059 zu überprüfen, wurde auch der Phosphorylierungsstatus 

von ERK1/2 detektiert. Der Nachweis von Phospho-ERK1/2 in den Lysaten der 

OTR/RAGE-Zellen ergab nach Behandlung mit OT (300 nM) eine um das Vierfache er-
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höhte Menge im Vergleich zu den unbehandelten Proben. Bei gleichzeitiger Inkubation 

mit dem Inhibitor (50 µM) konnte die Phosphorylierung von ERK1/2 fast komplett un-

terdrückt werden (siehe Bild 3.40). Dahingegen hatte PD98059 keinen Einfluss auf die 

Stimulierbarkeit des RAGE-Sheddings. Eine Beteiligung des MAP-Kinase-Weges an der 

vermehrten Proteolyse nach Aktivierung des OT-Rezeptors kann also ausgeschlossen 

werden. 

 

Bild 3.40: Inhibierung von ERK1/2 bei OTR/RAGE-Zellen und Nachweis des Phosphorylierungsstatus 

OTR/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit PD98059 (50 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach zwei 
Stunden entweder mit Oxytocin (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Der Nachweis von 
sRAGE erfolgte im Western Blot mit dem polyklonalen Antikörper 3260. Die Zellen wurden in Lämmli- 
und Lysispuffer (2x Lämmli-Puffer/100 mM DTT + Lysispuffer, 1:1) geerntet und die Proteine ebenfalls 
über SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von ERK1/2 und Phospho-ERK1/2 wurde mit polyklonalen 
Antikörpern von Cell Signaling durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert 
der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Dia-
gramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte 
mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; ns = P ˃ 0,05). 

Derselbe Versuch wurde auch mit bV2/RAGE-überexprimierenden Zellen durchgeführt. 

Die Stimulierung mit AVP (300 nM) führte zu einer dreifachen Erhöhung der Phospho-

rylierung von ERK1/2 und konnte in Anwesenheit des Inhibitors (50 µM) komplett un-

terdrückt werden (siehe Bild 3.41). Allerdings hatte der Phosphorylierungsstatus bei 

dieser Zelllinie ebenfalls keinen Einfluss auf die gebildete Menge an sRAGE. Diese war 

sowohl in An- als auch in Abwesenheit von PD98059 nach Stimulierung mit dem Hor-

mon um das Siebenfache erhöht. Also scheint auch der V2-Rezeptor die RAGE-

Proteolyse ohne die Beteiligung des MAP-Kinase-Weges zu aktivieren.  
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Bild 3.41: Inhibierung von ERK1/2 bei bV2/RAGE-Zellen und Nachweis des Phosphorylierungsstatus 

bV2/RAGE-Zellen wurden eine Stunde mit PD98059 (50 µM) bzw. DMSO vorinkubiert und danach zwei 
Stunden entweder mit AVP (300 nM) oder als Kontrolle ohne Hormon inkubiert. Der Nachweis von  
sRAGE erfolgte nach TCA-Fällung der Proteine im Überstand und Auftrennung über SDS-PAGE mit dem 
polyklonalen Antikörper 3260. Die Zellen wurden in Lämmli- und Lysispuffer (2x Lämmli/100 mM DTT + 
Lysispuffer, 1:1) geerntet und die Proteine ebenfalls über SDS-PAGE getrennt. Der Nachweis von ERK1/2 
und Phospho-ERK1/2 wurde mit polyklonalen Antikörpern von Cell Signaling durchgeführt. Die Auswer-
tung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die 
anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen ge-
zeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; ns = P ˃ 
0,05). 

3.2.3 Stimulierung der RAGE-Proteolyse in vivo 

Zur Überprüfung, ob die Proteolyse von RAGE auch in vivo stimuliert werden kann, 

wurden die Lungen von APP[V717I] Mäusen, die drei Monate mit PACAP-38 behandelt 

worden waren, auf sekretiertes RAGE und full-length RAGE untersucht. APP[V717I] 

Mäuse besitzen eine Mutation im APP-Gen, die bewirkt, dass die Bildung von Aβ stark 

erhöht ist.  
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Bild 3.42: Einfluss einer intranasalen PACAP-Behandlung auf die Proteolyse von RAGE in murinen  
Lungen 

APP[V717I] Mäuse wurden drei Monate mit PACAP-38 behandelt und danach wurden die Lungen der 
Mäuse entnommen. Von diesen wurden die löslichen Proteine von den Membranproteinen isoliert, die 
Proben in Nu-PAGE-Puffer/DTT aufgenommen und per SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend erfolgte 
der Nachweis mit dem monoklonalen Antikörper 1179 im Western Blot. Die Auswertung der Daten er-
folgte, indem der Mittelwert der Kontrolle auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte dazu ins 
Verhältnis. Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Aus-
wertung erfolgte mit dem Student`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 6, ns = P ˃ 0,05; * = P 
< 0,05). 

Nach dem Trennen der löslichen Proteine und der Membranproteine wurden die Pro-

ben mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von RAGE im Western Blot ergab 

eine um 60 % größere Menge an sRAGE bei den Tieren, die mit PACAP-38 behandelt 

worden waren, verglichen zur Kontrollgruppe (siehe Bild 3.42 links). In den Membra-

nen konnte kein Unterschied in der full-length RAGE-Konzentration detektiert werden 

(siehe Bild 3.42 rechts). Dies liegt vermutlich an der starken Expression des Proteins in 

der Lunge.  

3.3 Untersuchungen zur Proteolyse von Meprin β 

Meprin β ist ein multimeres Transmembranprotein, das zur Astacin-Familie der zink-

abhängigen Metalloproteinasen gehört. Zu seinen Substraten zählen Interleukin-1β, 

Interleukin-18, TGF-α und APP. Meprin β besitzt die Eigenschaften einer β-Sekretase 
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und könnte bei der Entstehung der AD eine Rolle spielen (Jefferson et al., submitted). 

Weiterhin ist bekannt, dass Meprin β durch Ectodomain Shedding von der Zelloberflä-

che freigesetzt werden kann (Hahn et al., 2003).  

3.3.1 Stimulierung der Proteolyse von Meprin β mit PMA und ei-
nem Ca2+-Ionophor 

Zunächst sollte geklärt werden, ob die Proteolyse von überexprimiertem Meprin β in 

HEK-Zellen durch Behandlung mit PMA (1 µM) und einem Ca2+-Ionophor (A23187, 

1 µM) stimulierbar ist. Dazu wurden diese Zellen drei Stunden in Anwesenheit der Ak-

tivatoren bei 37°C inkubiert. In Bild 3.43 sind die detektierten löslichen Meprin β Men-

gen in den Überständen gezeigt. Sowohl mit PMA als auch mit A23187 ist eine 

Stimulierbarkeit des Sheddings zu erkennen. Mit dem Phorbolester sind die sekretier-

ten Mengen des Proteins ungefähr 2,5-fach höher im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, 

mit dem Ca2+-Ionophor um das Vierfache.  

 

Bild 3.43: Stimulierung von Meprin β-überexprimierenden Zellen mit PMA und A23187 

Meprin β-überexprimierende HEK-Zellen wurden drei Stunden mit PMA (1 µM) bzw. A23187 (1 µM) 
behandelt. Danach erfolgten die Fällung der Proteine im Überstand mittels TCA und die Trennung über 
eine SDS-PAGE. Der Nachweis von löslichem Meprin β wurde mit Hilfe eines polyklonalen Antikörpers 
gegen Meprin β durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der Kontrolle 
(DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Stu-
dent`schen T-Test für unabhängige Stichproben (N = 4; * = P < 0,05; ** = P < 0,01). 

Die Lysate der behandelten Zellen wurden ebenfalls auf ein SDS-Gel aufgetragen. Der 

Nachweis von full-length Meprin β zeigte, dass keine Abnahme des Proteins nach Sti-

mulierung mit den beiden Substanzen zu erkennen war (siehe Bild 3.44).  
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Bild 3.44: Zelllysate von Meprin β-überexprimierenden Zellen nach Stimulierung mit PMA und A23187 

Nach Behandlung mit DMSO, PMA bzw. A23187 (siehe Bild 3.43) wurden die Proteine von Meprin β-
Zelllysaten über eine SDS-PAGE aufgetrennt und Meprin β mit Hilfe des entsprechenden Antikörpers im 
Western Blot nachgewiesen.  

3.3.2 Nachweis der Beteiligung von Metalloproteinasen 

Um den Nachweis zu erbringen, dass die Proteolyse von Metalloproteinasen abhängig 

ist, wurden die Meprin β-überexprimierenden Zellen in An- und Abwesenheit von 

GM6001 (25 µM) mit PMA (1 µM) bzw. A23187 (1 µM) stimuliert.  

 

Bild 3.45: Stimulierung mit PMA und zeitgleiche Inhibierung mit GM6001 

Meprin β-überexprimierende Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor GM6001 (25 µM) 
vorinkubiert und danach drei Stunden mit PMA (1 µM) behandelt. Die gefällten Proteine der Überstände 
wurden mittels SDS-PAGE getrennt und mit einem Antikörper gegen Meprin β wurde das sekretierte 
Protein im Western Blot nachgewiesen. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert der 
Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Diagramm 
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem 
One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; * = P < 0,05; *** = P < 0,001). 
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Außerdem wurden, um zu überprüfen, ob auch am basalen Shedding-Prozess Meta-

lloproteinasen beteiligt sind, nicht-stimulierte Zellen mit GM6001 behandelt. Die Er-

gebnisse sind in Bild 3.45 und Bild 3.46 gezeigt. Sowohl das durch PMA stimulierte als 

auch das basale Shedding sind durch die Zugabe von GM6001 inhibierbar. Die durch 

PMA induzierte Proteolyse kann komplett blockiert werden und liegt unter dem Ni-

veau der DMSO-Kontrolle. 

 

Bild 3.46: Stimulierung mit A23187 und zeitgleiche Inhibierung mit GM6001 

Meprin β-überexprimierende Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor GM6001 (25 µM) 
vorinkubiert und danach drei Stunden mit A23187 (1 µM) behandelt. Die gefällten Proteine der Über-
stände wurden mittels SDS-PAGE getrennt und mit einem Antikörper gegen Meprin β wurde das sekre-
tierte Protein im Western Blot nachgewiesen. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der Mittelwert 
der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. Im Dia-
gramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt. Die statistische Auswertung erfolgte 
mit dem One-Way-ANOVA-Bonferoni-Test (N = 3; * = P < 0,05). 

Auch die Steigerung der durch A23187 (1 µM) gebildeten Mengen an löslichem Mep-

rin β kann durch Verwendung dieses Breitspektrum-Matrixmetalloproteinase-

Inhibitors (25 µM) komplett unterbunden werden und die sekretierten Mengen ent-

sprechen dann der DMSO-Kontrolle.  

3.3.3 Identifizierung der Meprin β-spaltenden Protease 

Um die Meprin β-spaltende Protease genau zu identifizieren, wurden die Zellen mit 

dem Inhibitor GI254023X behandelt. Dies ist ein spezifischer Inhibitor für ADAM-10 

(IC50= 5,3 nM), ADAM-17 (IC50= 541 nM) hingegen wird bedeutend schlechter ge-
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hemmt. Beide Proteasen sind dafür bekannt, dass sie für eine Vielzahl von Shedding-

Prozessen verantwortlich sind. Der Inhibitor wurde in zwei verschiedenen Konzentrati-

onen eingesetzt: in einer hohen von 25 µM, in der beide Proteasen inhibiert werden, 

sowie einer niedrigeren (100 nM), bei der nur ADAM-10 inhibiert wird (siehe Bild 3.47).  

 

Bild 3.47: Stimulierung mit PMA und zeitgleiche Inhibierung von ADAM-10 bei Verwendung unter-
schiedlicher Konzentrationen des Inhibitors GI254023X 

Meprin β-überexprimierende Zellen wurden eine Stunde mit dem Inhibitor GI254023X (links: 25 µM und 
rechts: 100 nM) vorinkubiert und danach drei Stunden mit PMA (1 µM) behandelt. Die gefällten Protei-
ne der Überstände wurden mittels SDS-PAGE getrennt und mit einem Antikörper gegen Meprin β wurde 
das sekretierte Protein im Western Blot nachgewiesen. Die Auswertung der Daten erfolgte, indem der 
Mittelwert der Kontrolle (DMSO) auf 100 % gesetzt wurde und die anderen Werte ins Verhältnis dazu. 
Im Diagramm sind die Mittelwerte und Standardabweichungen gezeigt (N = 3).   

Die Stimulierung mit PMA (1 µM) bei gleichzeitiger Behandlung mit GI254023X (25 µM 

und 100 nM) führte zu einer vollständigen Inhibierung der Proteolyse von Meprin β, 

wobei diese unter Einsatz von 25 µM etwas stärker war. Auch das basale Shedding 

konnte unterdrückt werden. ADAM-10 scheint also einen großen Anteil an der Spal-

tung von Meprin β zu haben. Allerdings kann auch eine Beteiligung von ADAM-17 oder 

anderen zinkabhängigen Metalloproteinasen (z.B. MMP-9) nicht ausgeschlossen wer-

den.  

 



4 Diskussion 

4.1 Receptor for Advanced Glycation Endproducts 

Eine erhöhte Expressionsrate von RAGE konnte bei einer Vielzahl von Erkrankungen 

festgestellt werden, dazu zählen Diabetes, Arteriosklerose, Alzheimer-Demenz und 

Krebs. Die Inhibition der Wechselwirkung von RAGE mit seinen Liganden führte in einer 

Reihe von Versuchen an Mausmodellen zu einer Verbesserung des Krankheitszustan-

des (Goova et al., 2001; Yan et al., 2010). Daher war es das primäre Ziel in dieser Arbeit 

herauszufinden, über welche Wege eine Stimulierung der regulierten Proteolyse 

(Shedding) von RAGE erfolgen kann, um dieses Wissen möglicherweise für therapeuti-

sche Zwecke einsetzen zu können.  

4.1.1 Spaltung durch MMP-9 und ADAM-10 an der Zelloberfläche  

Die Behandlung RAGE-exprimierender HEK-Zellen mit PMA führte in vorangegangenen 

Versuchen zu einer gesteigerten Bildung von löslichem RAGE (sRAGE), aber keiner Ab-

nahme von full-length RAGE in den Zelllysaten (Zhang et al., 2008). Weil eine bedeu-

tende Menge des Rezeptors nicht nur an der Zelloberfläche, sondern auch intrazellulär 

(im Endoplasmatischen Retikulum, dem Golgi-Apparat und in Vesikeln) vorliegt, stellte 

sich daher die Frage, ob die Spaltung des Proteins tatsächlich an der Zellmembran 

stattfindet. Nach Biotinylierung aller Zelloberflächenproteine der RAGE-

exprimierenden Zellen und Behandlung mit PMA konnte eine gesteigerte Menge an 

biotinyliertem sRAGE im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden. Damit wurde be-

wiesen, dass die Proteolyse an der Zellmembran durchgeführt wird (siehe Bild 3.1 A, 

rechts). Allerdings war die gebildete Menge an sRAGE etwas geringer im Vergleich zum 

Versuch ohne vorherige Biotinylierung (siehe Bild 3.1 A, links). Dies könnte darauf zu-

rückzuführen sein, dass ein Teil von RAGE auch intrazellulär gespalten wird. Es ist zwar 

bekannt, dass ein Großteil aller Shedding-Prozesse an der Zelloberfläche stattfindet, 

aber einige Proteasen (z.B. ADAM-10, ADAM-17) können auch intrazellulär spalten 



120  4  DISKUSSION  

(Seals und Courtneidge, 2003). Weitere Gründe können sein, dass die Biotinylierung 

von ADAM-10, das sich ebenfalls an der Zelloberfläche befindet, zu einer geringeren 

Aktivität dieser Protease führt oder dass biotinyliertes RAGE ein schlechteres Substrat 

als unbiotinyliertes RAGE ist. Eine Abnahme von full-length RAGE ist lediglich dann 

nachweisbar, wenn nur das biotinylierte RAGE an der Zelloberfläche nachgewiesen 

wird. Im Gesamt-Zelllysat hingegen war keine Veränderung detektierbar. Auch nach 

Stimulierung der Proteolyse von APP ist keine Abnahme der gesamten APP-Menge in 

den Zelllysaten nachweisbar (Racchi et al., 1999), bei diesem Protein findet die Spal-

tung ebenfalls hauptsächlich an der Zelloberfläche statt (Parvathy et al., 1999). Aller-

dings konnte gezeigt werden, dass APP von ADAM-10 auch innerhalb des trans-Golgi-

Netzwerks gespalten wird (Skovronsky et al., 2000).  

Auf Grund der Tatsache, dass die Proteolyse von RAGE durch den Breitspektrum-

Matrixmetalloproteinase Inhibitor GM6001 verhindert werden kann (Zhang et al., 

2008), wurde zur Charakterisierung der RAGE-spaltenden Proteasen der Einfluss eines 

knock down von ADAM-10, ADAM-17, MMP-2 und MMP-9 auf die Bildung von sRAGE 

untersucht. Dies führte zu dem Ergebnis, dass sowohl ADAM-10 als auch MMP-9 als 

Sheddasen für RAGE identifiziert wurden (siehe Bild 3.2). Dies wird durch die Arbeiten 

von anderen Forschungsgruppen, die ADAM-10 ebenfalls als Protease für RAGE identi-

fiziert haben, bestätigt (Galichet et al., 2008; Raucci et al., 2008). Auch der Nachweis, 

dass in Fibroblasten von ADAM-10 knock out-Mäusen bedeutend weniger sRAGE ge-

bildet wird, stützt dieses Ergebnis. Der knock-out von ADAM-9 und ADAM-17 hatte 

keinen Einfluss auf die Entstehung von sRAGE (Raucci et al., 2008). Die Beobachtung, 

dass trotz des Fehlens von ADAM-10 immer noch eine geringe Menge an sRAGE gebil-

det wird, ist ein Hinweis darauf, dass mindestens eine weitere Protease an dem Pro-

zess beteiligt ist. Und wie während dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist eine davon 

MMP-9.   

Sowohl die Mitglieder der ADAMs als auch der MMPs sind für ihre Funktion als 

Sheddasen bekannt. ADAM-10 und ADAM-17 gehören zu den bekanntesten Proteasen 

von Zelloberflächenproteinen und sind unter anderem für das Shedding von N-

Cadherin (Reiss et al., 2005), Notch (Pan und Rubin, 1997), APP (Lammich et al., 1999), 
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Tumornekrosefaktoren (Peschon et al., 1998) und VCAM-1 (Garton et al., 2003) ver-

antwortlich. MMP-9 ist als Sheddase für ICAM-1 (Fiore et al., 2002), E-Cadherin 

(Symowicz et al., 2007), APP (Talamagas et al., 2007) und VEGF (Belotti et al., 2003) 

nachgewiesen worden. Daher ist eine Beteiligung von ADAM-10 und MMP-9 an der 

Spaltung von RAGE naheliegend.  

4.1.2 RAGE-Spaltungsstelle und Dimerisierungsregion 

In der Literatur ist bereits mehrfach gezeigt worden, dass es meist keine spezifische 

Sequenz gibt, die von den Metalloproteasen erkannt wird. Sondern vielmehr scheint 

der Abstand der Spaltstelle zur Plasmamembran und die Sekundärstruktur in der Nähe 

dieser Stelle entscheidend zu sein, ob ein Protein dem Ectodomain Shedding unterliegt 

oder nicht (Hayashida et al., 2010). Ähnliche Erkenntnisse lieferten auch die durchge-

führten Versuche in der vorliegenden Arbeit. Bei der RAGE-Mutante 1 wurden neun 

Aminosäuren, die sich zwischen der Spaltstelle und der Transmembranregion befin-

den, ausgetauscht. Dabei wurden ungeladene gegen geladene Aminosäuren gewech-

selt, um eine Änderung der Sekundärstruktur herbeizuführen. Diese scheint auch 

stattgefunden zu haben. Hierfür spricht das veränderte Laufverhalten der mutierten 

RAGE-Formen 1 und 2 in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verglichen mit dem 

unveränderten full-length RAGE. Obwohl alle drei Proteine dieselbe Anzahl an Amino-

säuren aufweisen, wandern die Mutanten 1 und 2 in der SDS-PAGE schneller. Solche 

Abweichungen sind auch für andere Proteine gezeigt worden, z.B. führte die Substitu-

tion einer einzigen Aminosäure in einem Histidin-Transport-Protein zu einem verän-

derten Laufverhalten im SDS-Gel (Noel et al., 1979). Nach zweistündiger Inkubations-

zeit konnte eine lösliche Form der Mutante 1 im Zellkulturüberstand nachgewiesen 

werden. Das Molekulargewicht war allerdings größer als die entsprechende sRAGE 

Form vom Wildtyp-RAGE und die Bildung dieser löslichen Variante war weder mit PMA 

noch mit APMA stimulierbar. Nach 15-minütiger Behandlung mit APMA konnte jedoch 

ein ebenfalls lösliches RAGE nachgewiesen werden, dessen Molekulargewicht aller-

dings nochmals höher war und ungefähr dieselbe Größe wie im Zelllysat hatte (siehe 

Bild 3.4 und Bild 3.5). Dies deutet daraufhin, dass die ursprüngliche Spaltstelle durch 
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die Änderung der darunterliegenden Sequenz nicht mehr erkannt wird und dass statt-

dessen an einer anderen Stelle, wahrscheinlich näher an der Plasmamembran, gespal-

ten wird. Aber vermutlich von anderen Proteasen als normalerweise, da die Spaltung 

weder mit PMA noch mit APMA stimulierbar war. Auch bei APP, TGF-α sowie bei dem 

Neurotrophin-Rezeptor p75 sind die Sekundärstrukturen, die durch ca. 14 Aminosäu-

ren an der Zelloberfläche ausgebildet werden, entscheidend für die Proteolyse durch 

Mitglieder der ADAM-Familie (Arribas et al., 1997; Zampieri et al., 2005).  

Eine zusätzliche Änderung der Aminosäuresequenz bei der RAGE-Mutante 2, die auch 

die Spaltungsstelle betrifft (Austausch geladene gegen ungeladene AS), führte zur Ent-

stehung von zwei verschiedenen löslichen Formen. Die Produktion der einen Form war 

wieder weder mit PMA noch mit APMA aktivierbar und entsprach etwa derselben Grö-

ße wie das gebildete Protein bei Mutante 1 nach Behandlung mit DMSO bzw. PMA. Da 

bei diesen beiden Mutanten die einzige gemeinsame Abweichung gegenüber dem 

Wildtyp-RAGE die neun Aminosäuren unterhalb der Spaltstelle sind, scheint diese Se-

quenz einen wichtigen Einfluss auf die Spaltung zu haben. Außerdem ist durch die ge-

änderten Aminosäuren in der Sequenz, die normalerweise von ADAM-10 und MMP-9 

gespalten wird, eine neue Spaltstelle N-terminal der alten entstanden. Dies wird da-

durch deutlich, dass sowohl die mit PMA als auch mit APMA stimulierbaren Produkte 

ungefähr 5 kDa kleiner sind als sRAGE des Wildtyps. Das Shedding von Mutante 2 muss 

also auch von mindestens zwei verschiedenen Proteasen durchgeführt werden, da die 

eine stimulierbar ist und die andere nicht.  

Bei RAGE-Mutante 3 wurden nur innerhalb der Transmembranregion die Glycine in 

dem Dimerisierungsmotiv GxxxG gegen Alanine ausgetauscht. Hierdurch sollte unter-

sucht werden, ob z.B. eine mögliche Bindung von Proteasen an dieses Motiv verhindert 

wird. Das Protein besaß beim Nachweis im Zelllysat dieselbe Größe wie Wildtyp-RAGE 

und auch die Inkubation mit PMA und APMA führte zu derselben Proteingröße und 

Stimulierbarkeit wie bei sRAGE. Die Veränderung innerhalb der Transmembrandomäne 

kurz nach der Spaltungsstelle hat also keinen Einfluss auf das Shedding. Dies steht in 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen zur Proteolyse von APP. Auch hier wurde das 
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GxxxG-Motiv mutiert und es konnte kein veränderter Effekt durch ADAM-10 oder 

BACE-1 nachgewiesen werden (Munter et al., 2007). 

Zong und Kollegen postulieren, dass die V-Domäne von RAGE verantwortlich für die 

Dimerisierung des Proteins ist (Zong et al., 2010). Um dies zu überprüfen und die mög-

liche Region innerhalb der V-Domäne zu bestimmen, wurde in HEK-Zellen RAGE-His 

und ΔVRAGE-HA oder RAGE-His und RAGEΔRLEW-His exprimiert. R(V/I/L)EW ist ein 

beschriebenes Dimerisierungsmotiv (Kostrewa et al., 2001). Ob eine Dimerisierung von 

RAGE stattfand, wurde durch Reinigung über Ni-NTA-Säulen bestimmt. Erstaunlicher-

weise hatten beide Mutationen keinen Einfluss auf das Dimerisierungsverhalten. Das 

bedeutet, dass trotz Deletion der V-Domäne eine Wechselwirkung zwischen den RAGE-

Monomeren stattfand. Dies steht allerdings im Widerspruch zu den bereits publizier-

ten Ergebnissen von Zong. Da aber ΔVRAGE-HA im Western Blot nur nachgewiesen 

werden konnte, wenn zuvor eine Bindung an RAGE-His stattgefunden hatte, ist wahr-

scheinlich noch eine weitere Region an der Dimerisierung beteiligt. Sehr häufig finden 

solche Wechselwirkungen in der Transmembranregion von Proteinen statt. Meist sind 

die Regionen durch spezifische Motive gekennzeichnet, wie z.B. das GxxxG-Motiv, das 

auch in der Sequenz von RAGE vorliegt (Russ und Engelman, 2000).  

4.1.3 Synthese eines fluoreszierenden RAGE-Antikörpers 

Das pMAL Proteinfusions- und Reinigungssystem von NEB ist normalerweise zur Ex-

pression eines gewünschten Proteins gedacht, das zunächst mit einem Maltose-

bindenden Protein fusioniert ist. Anschließend wird das Fusionsprotein an eine 

Amylose-Matrix gebunden und danach die beiden Proteine mit dem Faktor Xa gespal-

ten, sodass das gewünschte Protein in gereinigter Form von der Säule eluiert werden 

kann (Gebrauchsanweisung von NEB, pMAL Protein Fusion & Purification System). In 

dieser Arbeit wurde die Methode in der Weise umfunktioniert, dass das Epitop, das 

der anti-RAGE Antikörper erkennt, mit dem Maltose-bindenden Protein fusioniert 

wurde (RAGE-MBP-Epi). Zur Expression in E.coli HMS wurde der Vektor pMAL-c2 ver-

wendet, da bei diesem eine Synthese des Proteins ins Cytoplasma erfolgt. Wie in Bild 

3.7 zu sehen, wurde die größte Menge von RAGE-MBP-Epi auch wie erwartet in der 
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zytosolischen Fraktion nachgewiesen und eine geringere Menge in den Inclusion 

Bodies. Diese entstehen bei einer starken Synthese von Proteinen und bestehen aus 

unvollständig gefaltetem Protein. Die Expression ins Cytoplasma ist daher wichtig, da 

mit dem Fusionsprotein sofort weitergearbeitet werden konnte und keine Rückfaltung 

aus den Inclusion Bodies durchgeführt werden musste. Nachdem das Fusionsprotein 

über Nacht an den zu reinigenden Antikörper gebunden hatte, wurden die Proteine auf 

eine Amylose-Säule gegeben. Dies hatte zur Folge, dass RAGE-MBP-Epi und gebunde-

ner Antikörper mit der Säule wechselwirkten und alle anderen Proteine aus dem Se-

rum nach mehreren Waschschritten entfernt werden konnten. Die Elution erfolgte bei 

pH 2,0, da sich bei diesem pH-Wert die nicht-kovalenten Bindungen zwischen Antigen 

und Antikörper lösen. In Bild 3.8 ist zu sehen, dass nach der Elution geringe Mengen an 

Antiköper nachgewiesen werden konnten und dass die meisten sonstigen Proteine 

entfernt worden sind. Nur zwei Proteine um die 50 kDa sind noch zu erkennen, wobei 

knapp über 50 kDa möglicherweise die schweren Ketten des Antikörpers zu sehen sind. 

Die leichten Ketten (ca. 25 kDa groß) sind zwar nach der Elution (Spur 7-9) nicht mehr 

zu sehen, allerdings sind in Spur 1-3 (MBP-RAGE-Epi + AK vor/nach Säule und Wasch-

fraktion 1) Proteine in der entsprechenden Größe sichtbar. Dies zeigt, dass die leichten 

Ketten von der Säule gewaschen werden konnten, aber dies mit den schweren Ketten 

nicht gelungen ist. Ein möglicher Grund könnte sein, dass die schweren Ketten immer 

noch zu einer Wechselwirkung mit dem RAGE-Epitop fähig waren. Das unterhalb von 

50 kDa nachgewiesene Protein entspricht RAGE-MBP-Epi, das nach Erniedrigung des 

pH-Werts ebenfalls von der Säule eluiert worden war. Um die beiden Verunreinigun-

gen zu entfernen, wurde eine Reinigung über eine Microcon-Säule (Ausschlussgrenze 

100 kDa) durchgeführt. In demselben Bild ist zu sehen, dass dies nur teilweise gelun-

gen ist. Möglicherweise war der Antikörper bzw. die schwere Kette trotz des niedrigen 

pH-Wertes noch an RAGE-MBP-Epi gebunden und konnte auf Grund des zu hohen Mo-

lekulargewichts nicht über die Säule entfernt werden. Allerdings hatten diese Verun-

reinigungen keinen merklichen Einfluss auf die Funktionsfähigkeit des Antikörpers. 

Diese wurde anhand eines Western Blots und von Mikroskopie-Aufnahmen getestet. 

Bei beiden Methoden ist eine deutliche Verbesserung gegenüber dem ungereinigten 
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Antikörper zu erkennen (siehe Bild 3.9 und Bild 3.10). Daher wurde er zur Kopplung mit 

einem Tetramethylrhodamin-markierten, Seitenketten-Maleinimid-funktionalisierten 

Polymer verwendet. Ob die Kopplung erfolgreich war, wurde zunächst mit einer 

Coomassie- bzw. Silberfärbung überprüft. Dadurch wurden viele Proteine unterschied-

licher Größe (oberhalb des Antikörpers) im Gel sichtbar gemacht. Dies deutet, genauso 

wie der Nachweis von Fluoreszenz bei denselben Größen, darauf hin, dass die Synthese 

erfolgreich war. Die Bindung von T4 Lysozym (T4L) mit Poly(PEGA) führte ebenfalls 

dazu, dass viele verschieden große Proteine oberhalb von T4L nach Coomassie-

Färbung im SDS-Gel nachgewiesen werden konnten (Bays et al., 2009). In der Zukunft 

kann dieser gekoppelte Antikörper nun dazu verwendet werden, um zu untersuchen, 

ob RAGE nach Bindung des Antikörpers diesen genauso wie z.B. Aβ internalisiert. Da-

nach können Nanopartikel hergestellt werden, die den anti-RAGE Antikörper an der 

Oberfläche tragen und im Inneren bestimmte Medikamente enthalten. Transportstu-

dien sollten dann zeigen, ob die Substanzen auf diesem Weg spezifisch in RAGE-

exprimierende Zellen eingebracht werden können.  

4.2 Stimulierung der Proteolyse von RAGE über GPCRs 

Ein Ectodomain Shedding-Prozess kann unter anderem durch nicht-physiologische Sti-

mulatoren (PMA, APMA), Calcium-Ionophore oder durch Stimulierung von G-Protein 

gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) aktiviert werden (Hayashida et al., 2010). Die gezielte 

und regulierte Proteolyse von RAGE könnte einen wichtigen Beitrag zur Therapie von 

Krankheiten leisten, an deren Entstehung der Rezeptor beteiligt ist. Um diese Möglich-

keit zu überprüfen, wurden drei verschiedene GPCRs untersucht, die unterschiedliche 

Signaltransduktionswege beeinflussen.  

4.2.1 Stimulierung der RAGE-Proteolyse über den PAC1-Rezeptor 

4.2.1.1 Bildung von sRAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit PACAP 
und PMA 

Die Behandlung von PAC1/RAGE-überexprimierenden Zellen mit PACAP-27 (300 nM) 

bzw. PMA (1 µM) für 15 bis 360 Minuten führte zu einer schnellen Entstehung von 
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sRAGE. Um auszuschließen, dass dieser Effekt auf eine vermehrte Expression von RAGE 

zurückgeht, wurden die Zellen mit dem Proteinbiosynthese-Inhibitor Cycloheximid 

behandelt. Die sRAGE Menge stieg in den ersten drei Stunden nahezu linear an und 

danach nur noch gering (siehe Bild 3.15 und Bild 3.16). Diese rasche Produktion des 

Spaltungsprodukts ist typisch für Shedding-Prozesse. Die Zugabe von PMA führt bereits 

nach zehn Minuten dazu, dass eine beträchtliche Anzahl der Oberflächenproteine ge-

spalten wird (Arribas und Borroto, 2002). Ein Beispiel hierfür ist der Interleukin 6-

Rezeptor, nach Zugabe von PMA ist bereits nach 40 Minuten eine erhebliche Menge an 

sekretiertem Protein nachweisbar (Mullberg et al., 1992). Weitere Beispiele sind die 

Transmembranproteine L-Selectin und proTGF-α. Gesteigerte Mengen an sekretierten 

Proteinen konnten bereits nach 20 Minuten Behandlung mit PMA im Medium nachge-

wiesen werden (Arribas et al., 1996). Eine geringe Abnahme von full-length RAGE im 

Zelllysat konnte nur nach sechsstündiger Behandlung mit PMA beobachtet werden, 

nicht jedoch in PACAP-behandelten Zellen. Ein möglicher Grund für diesen Unterschied 

ist, dass PMA die Proteinkinase C direkt stimuliert und keine Signalwege dazwischen-

geschaltet sind wie nach Aktivierung des PAC1-Rezeptors (Bildung von IP3 und DAG, 

Erhöhung der Ca2+-Konzentration). Außerdem ist die Stimulierung mit PMA langanhal-

tender, da es langsamer als DAG abgebaut wird. Die Aktivierung der PKC über den 

PAC1-Rezeptor ist des Weiteren von vielen Faktoren abhängig. Zum einen von der 

PAC1-Rezeptordichte sowie der eingesetzten PACAP-Konzentration, denn je höher die 

Anzahl der Rezeptormoleküle bzw. die Ligandenkonzentration, desto stärker ist die 

induzierte Proteolyse. Zum anderen wird eine Herabregulierung der PAC1-Rezeptor 

vermittelten Effekte herbeigeführt. Dies geschieht durch Phosphorylierung des Rezep-

tors, dadurch findet eine Konformationsänderung statt, die die Wechselwirkung mit 

den G-Proteinen verhindert oder zur Internalisierung des Rezeptors führt.  

4.2.1.2 Signaltransduktionswege des PAC1-Rezeptors und deren Einfluss auf 
die Proteolyse von RAGE 

Der PAC1-Rezeptor erhöht über die Kopplung mit Gαs die Konzentration an intrazellu-

lärem cAMP und führt damit zu einer Aktivierung der Proteinkinase A. Über diesen 

Weg werden neuroprotektive (Kienlen Campard et al., 1997) und neurotrophe Effekte 
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(Contestabile et al., 2005) von PACAP vermittelt. Daher wurde überprüft, ob die RAGE-

Proteolyse auch über diesen Weg stimuliert werden kann. Allerdings führten sowohl 

die Inkubation von PAC1/RAGE-exprimierenden Zellen mit zwei verschiedenen Inhibi-

toren der PKA (siehe Bild 3.18 und Bild 3.19) als auch die Stimulierung der Adenylatzyk-

lase mit Forskolin bzw. der PKA mit 8-Bromo-cAMP zu keiner Veränderung in der Bil-

dung von sRAGE (siehe Bild 3.20). Daher kann eine Beteiligung dieses Signalweges aus-

geschlossen werden. Bei dem durch PACAP vermittelten Shedding von APP konnte 

ebenfalls keine Mitwirkung der PKA nachgewiesen werden (Kojro et al., 2006).  

Durch Versuche mit den entsprechenden Inhibitoren konnte festgestellt werden, dass 

sowohl eine Erhöhung der Ca2+-Konzentration als auch die PKC-Isozyme α/βI und die 

CaMKII-Kinase eine steigernde Wirkung auf die Produktion von sRAGE haben. Ein 

durch den PAC1-Rezeptor vermittelter Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

ist bekannt (Eggenberger et al., 1999) und konnte auch in den PAC1/RAGE-

exprimierenden Zellen mit Hilfe des Farbstoffs Fura-2/AM beobachtet werden (siehe 

Bild 3.21). Das Ca2+-Signal wird durch die Bildung des second messenger IP3 ausgelöst. 

IP3 und DAG werden durch Spaltung von PIP2 durch die PLC gebildet. IP3 bindet darauf-

hin an InsP3-Rezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums, was zur Öffnung dieser 

Liganden-gesteuerten Calcium-Kanäle führt. Durch die Verwendung eines Inhibitors, 

der die Öffnung der IP3-abhängigen Calcium-Kanäle verhindert, konnte die PACAP-

stimulierte Menge an sRAGE im Überstand stark verringert werden (siehe Bild 3.23). 

Ca2+ und DAG aktivieren letztendlich gemeinsam die PKC. Die Proteinkinase C ist ein 

Schlüsselenzym bei der Aktivierung von Ectodomain Shedding-Prozessen (Hayashida et 

al., 2010), wobei verschiedene PKC-Isozyme für das Shedding unterschiedlicher Sub-

strate verantwortlich zu sein scheinen. Zum Beispiel ist PKCε bei der Proteolyse von 

TNFα beteiligt (Wheeler et al., 2003), PKCδ bei der Proteolyse des HB-EGF (Heparin 

Binding Epidermal Growth Factor) (Izumi et al., 1998) und PKCδ und PKCη beim Shed-

ding des Interleukin-6 Rezeptors (Thabard et al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit konn-

ten mit einem spezifischen Inhibitor die Ca2+-abhängigen PKC-Isozyme α und/oder βI 

als verantwortliche PKCs bei der Stimulierung der RAGE-Proteolyse sowohl nach 30-

minütiger als auch nach zweistündiger Inkubation mit PACAP-27 nachgewiesen werden 
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(siehe Bild 3.22 und Bild 3.26). Die Stimulierung der Spaltung von APP zu APPsα durch 

ADAM-10 über Muskarinrezeptoren erfolgt ebenfalls über PKCα (Canet-Aviles et al., 

2002). Auch an der durch den PAC1-Rezeptor stimulierten Bildung von APPsα spielt 

PKC eine wichtige Rolle (Kojro et al., 2006). Die Beteiligung der CaMKII wurde unter-

sucht, weil diese eine weitere Kinase ist, die durch erhöhte Ca2+-Konzentrationen in 

der Zelle aktiviert wird. Außerdem wurde bereits nachgewiesen, dass eine durch 

PACAP aktivierte Stimulierung von CaMKII möglich ist (Wong et al., 2005). Allerdings ist 

eine Beteiligung dieses Proteins an der Induktion von Shedding-Prozessen bisher noch 

nicht beschrieben worden. Die Kinase ist aber, wie in Bild 3.24 gezeigt wird, in die Sti-

mulierung der RAGE-Proteolyse involviert. Der MEK/ERK-Weg ist ein weiterer 

Signaltransduktionsweg, über den die Stimulierung vieler ADAM vermittelter Ectodo-

main Shedding-Prozesse stattfindet (Huovila et al., 2005). Daher und weil bekannt ist, 

dass der PAC1-Rezeptor auch diesen Signalweg anschaltet (Villalba et al., 1997; Moroo 

et al., 1998), wurde eine Beteiligung dieser Enzyme an der RAGE-Proteolyse untersucht 

und konnte nachgewiesen werden. Eine verringerte Menge an sRAGE war nach Be-

handlung mit dem MEK1-Inhibitor nach zwei Stunden Behandlung mit PACAP-27 im 

Vergleich zur Kontrolle nachweisbar, allerdings noch nicht nach 30-minütiger Behand-

lung mit dem Hormon (siehe Bild 3.25 und Bild 3.27 A). Dasselbe Bild ergibt sich bei 

Verwendung eines Inhibitors der PI3-Kinase (siehe Bild 3.27 B). Dies lässt darauf schlie-

ßen, dass der MAPK-Weg und die PI3-Kinase zunächst nicht zur Stimulierung der RAGE-

Protease beitragen und die PKC vorerst die wichtigste Rolle dabei spielt. Es ist anzu-

nehmen, dass der MAPK-Weg bzw. die PI3-Kinase unabhängig von PKC die Aktivierung 

der Protease auslösen.  

Die Inkubation mit den Inhibitoren für die PKCs, CaMKII und den IP3-Rezeptor führte 

nach PACAP-Behandlung zur Reduktion der gebildeten sRAGE-Menge, die ungefähr 

dem Wert des basalen Sheddings entsprach. Der Effekt des MEK1-Inhibitors war dage-

gen nicht so stark. Außerdem wurde das basale Shedding durch all diese Inhibitoren 

nur geringfügig, aber nicht signifikant gehemmt. Dies spricht dafür, dass die nicht-

stimulierte Proteolyse über andere Wege als die induzierte Proteolyse reguliert wird 

und dass vielleicht sogar andere Proteasen daran beteiligt sind. Hinweise auf weitere 
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Enzyme wurden in alveolären Epithelzellen der Lunge gefunden, hier scheinen MMP-3 

und MMP-13 während Entzündungsreaktionen für die Proteolyse von RAGE verant-

wortlich zu sein (Yamakawa et al., 2011). Dass verschiedene Proteasen für das indu-

zierte und basale Shedding verantwortlich sind, ist auch für andere Proteine gezeigt 

worden. ADAM-17 ist z.B. für das aktivierte Shedding von L-Selectin verantwortlich und 

eine weitere Protease für das basale (Walcheck et al., 2003). 

4.2.2 Stimulierung der RAGE-Proteolyse über den Vasopressin- 
und Oxytocin-Rezeptor 

4.2.2.1 Die Stimulierung der RAGE-Proteolyse ist auch über Vasopressin- 
und Oxytocin-Rezeptoren möglich 

Zunächst musste geklärt werden, ob die Entstehung von sRAGE über einen der beiden 

Rezeptoren (V2R und OTR) stimuliert werden kann. Nach den erhaltenen Ergebnissen 

mit den PAC1/RAGE-Zellen war die Vermutung, dass nur über den OT-Rezeptor eine 

Aktivierung erfolgt und nicht über den V2-Rezeptor. Diese Annahme begründete sich 

auf der Tatsache, dass der Vasopressin-Rezeptor charakteristischerweise nur die PKA 

aktiviert (Dousa et al., 1972) und dieser Weg keinen Einfluss auf die RAGE-Proteolyse 

in den vorangegangenen Versuchen hatte. Der Oxytocin-Rezeptor dagegen sollte eine 

Stimulierung bewirken können, da dieser nach Ligandenbindung eine Erhöhung der 

intrazellulären Calciumkonzentration bewirkt (Gimpl und Fahrenholz, 2001). Allerdings 

stellte sich heraus, dass eine erhöhte Menge an sRAGE nach Behandlung von 

V2R/RAGE- und von OTR/RAGE-exprimierenden Zellen mit dem jeweiligen Hormon 

nachgewiesen werden konnte. Diese Ergebnisse wurden durch Versuche mit den Anta-

gonisten OPC-31260 (für V2R) und Atosiban (für OTR) bestätigt, da bei gleichzeitiger 

Inkubation mit AVP bzw. OT keine Stimulierung der Proteolyse erfolgte (siehe Bild 

3.29). Die Behandlung von HEK-Zellen, die nur RAGE exprimieren, mit den beiden 

Hormonen führte ebenfalls zu keiner erhöhten Bildung von sRAGE (siehe Bild 3.30). 

Daher kann davon ausgegangen werden, dass die beiden GPCRs einen positiven Effekt 

auf die Spaltung von RAGE ausüben. Weder für den Vasopressin- noch den Oxytocin-

Rezeptor wurde bisher eine Mitwirkung an der Stimulierung der RAGE-spaltenden Pro-

teasen ADAM-10 oder MMP-9 beschrieben. Andererseits sind eine Reihe von GPCRs 
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bekannt, die Shedding-Prozesse stimulieren, z.B. Rezeptoren für LPA 

(Lysophosphatidsäure) und Bombesin sowie der 5-HT4-Rezeptor und der PAC1-

Rezeptor aktivieren ADAM-Proteine (Endres und Fahrenholz, 2010). Der Angiotensin-

Rezeptor (Le Gall et al., 2003) und VPAC1-Rezeptor aktivieren hingegen MMP-9 (El Zein 

et al., 2008). Vom OT-Rezeptor ist bisher nur bekannt, dass er die Expression von 

MMP-11, -17 und -26 erhöht (Cassoni et al., 2006). Allerdings ist eine Stimulierung von 

Shedding-Prozessen durch den OTR naheliegend, da er einen positiven Effekt auf die 

PKC ausübt und diese eines der Schlüsselenzyme beim induzierten Shedding ist. Die 

Stimulierung durch den V2-Rezeptor ist allerdings unerwartet und wird im Kapitel 

4.2.2.3 noch ausführlich diskutiert. 

4.2.2.2 Bildung von sRAGE in Abhängigkeit der Inkubationszeit mit AVP und 
OT 

Die Inkubation der beiden Zelllinien (V2R/RAGE und OTR/RAGE) mit dem jeweiligen 

Hormon in einer Zeitspanne von 15 bis 360 Minuten nach Behandlung mit 

Cycloheximid führte zu demselben Ergebnis wie mit den PAC1/RAGE-Zellen. Die Kon-

zentrationen an sRAGE im Zellkulturüberstand nahmen innerhalb der ersten drei Stun-

den deutlich zu und danach nur noch gering (siehe Bild 3.31 und Bild 3.32). Diese ra-

sche Zunahme ist charakteristisch für das Ectodomain Shedding, wie bereits in Kapitel 

4.2.1.1 beschrieben. Der Gehalt an full-length RAGE in den Zelllysaten änderte sich 

nicht, genau wie nach Stimulierung mit PACAP-27, was wiederum auf die starke Ex-

pression und das intrazelluläre Vorliegen von RAGE zurückzuführen ist.  

4.2.2.3 Signaltransduktionswege des Vasopressin- und Oxytocin-Rezeptors 
und deren Einfluss auf die Proteolyse von RAGE 

Zum Beweis, dass die vom V2R bzw. OTR vermittelte RAGE-Proteolyse auch durch 

Metalloproteinasen katalysiert wird, wurde der Inhibitor GM6001 eingesetzt. Dies 

führte - wie erwartet - bei beiden Rezeptoren zu einer stark verminderten sRAGE Bil-

dung (siehe Bild 3.33). Dieser Inhibitor blockiert ebenfalls die durch den PAC1-Rezeptor 

stimulierte Bildung von APPsα (Kojro et al., 2006). Dies lässt darauf schließen, dass 

durch die drei GPCRs die gleichen Proteasen, also MMP-9 und ADAM-10, aktiviert 

werden.   
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Die zeitgleiche Inkubation der Zellen mit AVP bzw. OT und einem spezifischen PKA-

Inhibitor führte bei den OTR/RAGE-Zellen zu keiner Veränderung der sRAGE Menge im 

Zellkulturüberstand im Vergleich zur Kontrolle. Da bekannt ist, dass der OTR keinen 

Einfluss auf die Adenylatzyklase und somit auf die PKA ausübt und dies auch für das 

vorliegende Zellsystem nachgewiesen werden konnte (siehe Bild 3.35), ist dieses Er-

gebnis zu erwarten gewesen. Im Überstand der V2R/RAGE-Zellen dagegen wurde bei 

Behandlung mit dem Inhibitor eine etwas höhere Menge sRAGE gefunden als bei den 

Kontrollen. Hier führte die Blockierung der Proteinkinase A zu einer erhöhten Spaltung 

von RAGE, was zeigt, dass der Rezeptor noch weitere Signalwege anschalten muss. 

Dies wurde überprüft, indem sowohl der OT- als auch der V2-Rezeptor auf die Entste-

hung eines Ca2+-Signals nach Bindung des Liganden getestet wurden. Wie vermutet, 

wurde ein starkes Signal beim OT-Rezeptor gemessen, aber auch der V2-Rezeptor löste 

ein solches aus (siehe Bild 3.36). Erklärt werden kann dies durch die Beobachtung, dass 

bei einer Expression von über 100 000 V2-Rezeptormolekülen pro Zelle auch eine 

Kopplung mit der PLC stattfindet (Zhu et al., 1994). In IMCD-(Inner Medullary Collecting 

Duct)-Zellen, die den V2-Rezeptor endogen exprimieren, konnte auch nachgewiesen 

werden, dass es zu einem Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration nach Be-

handlung mit AVP kommt (Ecelbarger et al., 1996). Dies scheint in den IMCD-Zellen 

zum einen über die Bildung von cAMP durch die Adenylatzyklase und die Stimulierung 

des exchange protein activated by cAMP (Epac) stattzufinden (Yip, 2006) und zum an-

deren primär über die PLC und Bildung von IP3 und somit cAMP unabhängig (O'Connor 

und Cowley, 2007). Um die nachfolgenden Signalwege genauer zu untersuchen, wur-

den der spezifische Inhibitor Gö6976 für Ca2+-abhängige PKCs und ein Inhibitor (2-

APB), der die IP3-abhängige  Calcium-Kanalöffnung des Liganden-gesteuerten InsP3-

Rezeptors im ER verhindert, verwendet. Die Ergebnisse mit beiden Rezeptoren zeigten 

eine Beteiligung der PKCα/PKCβ sowie von IP3 an der Stimulierung der RAGE-

spaltenden Proteasen (siehe Bild 3.37 und Bild 3.38).    

Eine Stimulierung der CaMKII wird durch eine erhöhte Konzentration an Ca2+-Ionen 

ausgelöst, daher wurde der Einfluss dieser Kinase auf das RAGE-Shedding mit Hilfe des 

Inhibitors CK59 näher untersucht. Dies führte ebenfalls zu einer verringerten Menge an 
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sRAGE im Überstand, was darauf schließen lässt, dass dieses Enzym ebenso einen posi-

tiven Effekt auf die RAGE-Proteolyse ausübt (siehe Bild 3.39). Dies war auch bei dem 

durch den PAC1-Rezeptor stimulierten RAGE-Shedding nachgewiesen worden.   

Der MAPK-Weg wird nicht nur über den OTR (Ohmichi et al., 1995) sondern auch über 

den V2R (Charest et al., 2007) angeschaltet, daher wurde die Wirkung des MEK1-

Inhibitors PD98059 an den Zelllinien OTR/RAGE und V2R/RAGE untersucht. Allerdings 

konnte im Gegensatz zu den Versuchen mit den PAC1/RAGE-Zellen keine Abnahme der 

sRAGE Konzentration im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden (siehe Bild 3.40 

und Bild 3.41). Da die Funktionalität des Inhibitors durch die Überprüfung des Phos-

phorylierungsstatus sichergestellt ist, lässt dies auf einen MAPK unabhängigen Weg 

schließen. Dies ist der einzige Unterschied zwischen den Ergebnissen mit dem PAC1-

Rezeptor und den OTR/V2-Rezeptoren. Der Grund für diese Abweichung könnte an den 

unterschiedlichen Signalwegen liegen, die zur Phosphorylierung von ERK1/2 führen. 

Beim PAC1-Rezeptor wird der MAPK-Weg hauptsächlich über die βγ-Untereinheit des 

GPCRs oder über den PLC/PKC-Weg angeschaltet (van Biesen et al., 1995; Garcia et al., 

2001). Sowohl für den V2- als auch den OT-Rezeptor konnte nachgewiesen werden, 

dass ERK1/2 durch β-Arrestin vermittelte Internalisierung des jeweiligen Rezeptors 

phosphoryliert wird. Dies geschieht beim V2-Rezeptor unabhängig von der PLC, PKC 

und PI3-Kinase (Charest et al., 2007; Grotegut et al., 2011). Für den Oxytocin-Rezeptor 

ist noch ein weiterer Signalweg beschrieben, dieser läuft über die βγ-Untereinheit des 

GPCRs, anschließende Phosphorylierung des EGF-Rezeptors und letztendliche Stimulie-

rung von ERK1/2 über Ras, dabei hängt es vom Zelltyp ab, ob die PLC und die PKC be-

teiligt sind oder nicht (Zhong et al., 2003). Diese Differenzen könnten die Ursache da-

für sein, dass die Phosphorylierung von ERK1/2 vermittelt durch den V2- bzw. OT-

Rezeptor nicht zur Stimulierung einer Protease führt, die zur RAGE-Spaltung beiträgt. 

4.2.3 Stimulierung der RAGE-Proteolyse in vivo  

Um der Frage nachzugehen, ob eine erhöhte Produktion von sRAGE nach Stimulierung 

von PACAP-Rezeptoren auch in vivo möglich ist, wurde APP[V717I] Mäusen drei Mona-

te PACAP-38 intranasal verabreicht. Diese Mäuse besitzen eine Mutation im humanen 
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APP-Gen, was zu einer erhöhten Bildung von Aβ(42) und Aβ(40) führt (Moechars et al., 

1999). Das Aβ(42)-Peptid besitzt eine starke Tendenz zur Bildung von Amyloid-Plaques 

und trägt damit zur Entstehung der Alzheimer-Demenz bei. Auf Grund der geringen 

Expression von RAGE in den Gehirnen der Mäuse konnte weder full-length RAGE noch 

sRAGE nachgewiesen werden. Da in der Lunge eine hohe RAGE-Konzentration vorliegt 

(Demling et al., 2006), wurden die sRAGE-Mengen nach PACAP-Behandlung in diesem 

Organ näher untersucht. Die VPAC1- und VPAC2-Rezeptoren liegen hier in einer hohen 

Dichte vor (Lam et al., 1990; Sreedharan et al., 1995) und auch der PAC1-Rezeptor wird 

in der Lunge exprimiert (Ichikawa et al., 1995; Pei, 1997). Die dreimonatige Behand-

lung führte tatsächlich zu einem um 60 % erhöhten Shedding von RAGE im Vergleich zu 

den Kontrolltieren (siehe Bild 3.42). Dieses Ergebnis zeigt, dass auch die endogen vor-

handene Menge an PACAP-Rezeptoren ausreicht, um die Proteolyse von RAGE zu sti-

mulieren und dass diese nicht nur bei Überexpression des Rezeptors aktiviert werden 

kann. Diese Resultate stimmen auch mit der Beobachtung überein, dass die Bildung 

von APPsα in Gehirnen von Mäusen durch Behandlung mit PACAP gesteigert werden 

kann (Rat et al., in press). Bisher wurden die neuroprotektiven Eigenschaften von 

PACAP vor allem mit diesem Effekt in Verbindung gebracht, doch die Ergebnisse in vivo 

sind ein Hinweis darauf, dass auch das Shedding von RAGE hierzu einen Beitrag leistet. 

Denn vergleichbare Effekte im Gehirn würden dazu führen, dass das Shedding die Sig-

nalweiterleitung von RAGE unterbindet und somit neurodegenerative Prozesse und 

Entzündungsreaktionen vermindert werden.  

4.2.4 Therapeutische Bedeutung der GPCR-vermittelten RAGE-
Proteolyse  

Eine gesteigerte Menge an sRAGE könnte für die Behandlung vieler neurodegenerati-

ver Erkrankungen sowie von Diabetes mellitus, Arteriosklerose oder von Krebs eine 

wichtige Bedeutung haben. Diese Erhöhung kann zum Beispiel durch die Gabe von re-

kombinantem sRAGE erreicht werden oder durch eine Steigerung der Proteolyse von 

full-length RAGE. Die zweite Methode ist der ersten vorzuziehen, da hier mehrere posi-

tive Effekte zum Tragen kommen. Zum einen wird die Konzentration des 

membrangebundenen RAGE herabgesetzt und zum anderen wird die Menge an sRAGE 
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gesteigert. Dadurch werden die Liganden, indem sie an sRAGE binden, abgefangen und 

die Signalweiterleitung bzw. der Transport von Aβ über die BHS wird durch fehlendes 

full-length RAGE verhindert. Außerdem wird somit die Bildung von pro-

inflammatorischen Transkriptionsfaktoren, die eine gesteigerte Expression von RAGE 

auslösen, gehemmt. Wie wichtig die Konzentration von sRAGE ist, zeigt sich daran, 

dass diese bei einer Vielzahl von Krankheiten im Plasma niedriger ist verglichen zu ge-

sunden Menschen. Dazu gehören Bluthochdruck (Geroldi et al., 2005), rheumatoide 

Arthritis (Pullerits et al., 2005), koronare Herzkrankheiten (Falcone et al., 2005), leichte 

kognitive Beeinträchtigungen (Ghidoni et al., 2008) und AD (Emanuele et al., 2005). Bei 

Alzheimer liegt zusätzlich eine erhöhte Menge an full-length RAGE in den Gehirnen der 

betroffenen Patienten vor. Auch bei einem erhöhten Body-Mass-Index (BMI) wurde 

eine erniedrigte Menge an sRAGE bei den Probanden festgestellt (Norata et al., 2009). 

Alle diese Studien deuten darauf hin, dass sRAGE eine schützende Funktion innerhalb 

des Organismus ausübt und dass eine verminderte Bildung mit der Entstehung von 

Krankheiten einhergeht. Die Steigerung der sRAGE Produktion wäre somit ein mögli-

cher Therapieansatz. Bisher ist in der Literatur nur eine Stimulierung mit Hilfe der 

nicht-physiologischen Substanzen PMA, APMA und Ionomycin bekannt (Galichet et al., 

2008; Zhang et al., 2008). Da sich diese nicht als Therapeutika eignen, wurden in dieser 

Arbeit physiologisch wirksame Substanzen getestet. Die Stimulierung der sRAGE-

Produktion über die drei untersuchten GPCRs stellt eine mögliche Therapieform dar. 

Die Behandlung mit PACAP könnte eine Rolle bei der Behandlung von AD spielen, da zu 

den betroffenen Regionen im Gehirn vor allem der zerebrale Kortex und Hippocampus 

zählen (Thal et al., 2006) und sowohl der PAC1-Rezeptor als auch RAGE in beiden Regi-

onen exprimiert werden (Chen et al., 2007b; Thangthaeng et al., 2008; Vaudry et al., 

2009). Daher könnte eine durch PACAP stimulierte Proteolyse die Bindung von Ligan-

den an RAGE hemmen und somit entzündliche Prozesse, die u.a. zum Absterben von 

Neuronen führen, verhindern. Ein weiterer positiver Effekt, der mit PACAP in Verbin-

dung gebracht wird, ist die Stimulierung der APPsα-Entstehung, wodurch die Bildung 

von Aβ unterbunden wird. Somit würde die Alzheimer-Demenz an verschiedenen 

Schaltstellen gleichzeitig therapiert werden. Des Weiteren wurde in AD-Patienten und 
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bei unterschiedlichen AD-Mausmodellen eine verminderte Expression von PACAP und 

des PAC1-Rezeptors im Vergleich zu gesunden Menschen bzw. Tieren nachgewiesen 

(Wu et al., 2006). Da die dreimonatige Verabreichung des Peptids zu einer erhöhten 

Bildung der PACAP- und PAC1-Rezeptor-mRNA bei Mäusen führte (Rat et al., in press), 

könnte das PACAP/PAC1-Defizit möglicherweise auch bei AD-Patienten durch eine 

PACAP-Behandlung aufgehoben und das endogene PACAP/PAC1-System reaktiviert 

werden. Dies wäre ein zusätzlicher positiver Beitrag, der durch die Gabe des Hormons 

geleistet wird und zur AD-Therapie beitragen könnte.   

Des Weiteren werden PACAP-Rezeptoren in Endothelzellen exprimiert, dort wirkt das 

Hormon protektiv gegenüber oxidativem Stress (Racz et al., 2007). Auf vaskuläre glatte 

Muskelzellen hat es eine vasorelaxierende Wirkung (Bruch et al., 1997). Eine mögliche 

Therapie von kardiovaskulären Erkrankungen mit PACAP ist daher von großem Interes-

se, darüber hinaus würde ein erhöhtes Shedding von RAGE stattfinden. Dies könnte 

verhindern, dass Entzündungsprozesse durch AGEs, S100-Proteine oder HMGB1 ausge-

löst werden. Alle diese RAGE-Liganden spielen bei Diabetes und der Entstehung von 

Arteriosklerose eine entscheidende Rolle und es wurde bereits mehrfach gezeigt, dass 

bei Mäusen durch die Behandlung mit sRAGE die Entstehung von Arteriosklerose ge-

hemmt werden konnte (Lindsey et al., 2009). Eine weitere Anwendungsmöglichkeit 

liegt in der Therapie von Tumoren, denn sowohl RAGE als auch PACAP-Rezeptoren 

werden in den entarteten Zellen stark exprimiert und die Blockierung der Bindung von 

HMGB1 an RAGE führte im Mausmodell bereits zu einer reduzierten Wachstumsrate 

dieser Zellen (Taguchi et al., 2000).   

Eine ähnliche Wirkung könnte auch die Behandlung mit Oxytocin haben, denn OT-

Rezeptoren werden ebenfalls in einer Reihe von Tumoren exprimiert (Ito et al., 1996; 

Cassoni et al., 2004). Die Behandlung der Prostatakrebs-Zelllinie DU145 mit dem Hor-

mon OT führte zu einem erheblich geringeren Zellwachstum. Diese Zelllinie ist auch für 

die starke Expression von RAGE sowie HMGB1 bekannt und eine Inhibierung der 

Wechselwirkung von RAGE mit dem Liganden AGE-BSA führte ebenfalls zu einer Er-

niedrigung des Wachstums (Ishiguro et al., 2005). Die erzielten Ergebnisse in der vor-

liegenden Arbeit zeigen, dass die geringere Proliferation der Krebszellen nach Behand-
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lung mit Oxytocin auf das Shedding von RAGE zurückführbar sein könnte.  

Der OT-Rezeptor wird ebenfalls von Endothelzellen exprimiert und Oxytocin wirkt auf 

diese Zellen vasorelaxierend (Thibonnier et al., 1999). OT könnte also genau wie 

PACAP einen positiven Einfluss auf die Behandlung von kardiovaskulären Krankheiten 

ausüben. Des Weiteren liegt der OT-Rezeptor auch im Hippocampus vor, was eine 

mögliche Therapie von AD ermöglicht (Zaninetti und Raggenbass, 2000), da dies eine 

der Hauptregionen ist, in der die Ablagerung der Plaques stattfindet. Die Rezeptoren 

für AVP werden ebenfalls in dieser Region exprimiert und mit Gedächtnis- sowie Lern-

prozessen in Verbindung gebracht (Hirasawa et al., 1994). Bei AD-Patienten wurde 

nach deren Tod eine erniedrigte Konzentration von AVP im Hippocampus, Nucleus 

accumbens und Globus pallidus interna gefunden (Mazurek et al., 1986). Eine Behand-

lung mit AVP könnte also ebenfalls eine Möglichkeit darstellen, die Interaktion von 

RAGE mit Liganden zu verhindern, da die Gabe von AVP bei hippocampalen Neuronen 

zu einer Erhöhung der Ca2+-Konzentration führte (Brinton et al., 1994) und das Ca2+-

Signal eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der RAGE- und APP-Proteolyse 

spielt. Besonders geeignet sind die AVP-Rezeptoren außerdem für die AD-Therapie, da 

sie von Endothelzellen der BHS exprimiert werden und dort ebenfalls das Ca2+-Signal 

erhöhen (Hess et al., 1991). Dies würde das Shedding von RAGE auslösen und den 

Transport von Aβ über die BHS somit stark verringern. 

Auf Grund der Tatsache, dass durch die vorliegende Arbeit die Signalwege bekannt 

sind, die wichtig zu sein scheinen, um die RAGE-Proteolyse zu stimulieren, können 

auch andere Rezeptoren für Therapiezwecke in Betracht gezogen werden. Vor allem 

die Erhöhung der Ca2+-Ionenkonzentration ist sehr wichtig, um das Shedding auszulö-

sen. Mögliche geeignete Rezeptoren außer GPCRs sind Rezeptor-Tyrosinkinasen oder 

Liganden-kontrollierte Ca2+-Kanäle. Zum Beispiel könnte der Insulin-Rezeptor dazu 

verwendet werden, da bereits bekannt ist, dass dieser über ADAM-10 das Shedding 

von Klotho reguliert (Chen et al., 2007a).  



4  DISKUSSION 137 

4.3 Stimulierung der Proteolyse von Meprin β 

Meprin ist eine zinkabhängige Metalloendopeptidase, die zur Superfamilie der 

Astacine und Metzincine gehört. Das Enzym besteht aus α- und β-Untereinheiten, die 

Homo- und Heterodimere bilden können. Die Transmembrandomäne von Meprin α 

wird während der Biosynthese im ER abgespalten, sodass diese Untereinheit daraufhin 

als lösliches Protein vorliegt. Nur bei einer Wechselwirkung mit Meprin β, welches ein 

Membranprotein vom Typ 1 ist, ist Meprin α mit der Zellmembran assoziiert (Bond et 

al., 2005). Da während der Promotion die Proteolyse von Meprin β untersucht werden 

sollte, wurde auch nur dieses Protein in den HEK-Zellen überexprimiert. Es wird vermu-

tet, dass diese Metalloprotease an der Entstehung der AD beteiligt ist. Zum einen weil 

sie genauso wie BACE1 eine β-Sekretase-Eigenschaft besitzt und ihre Affinität zu APP 

sogar um 104 größer ist. Zum anderen, weil die entstehenden Aβ-Peptide am N-

Terminus die Aminosäure Glutamat aufweisen und dadurch eine stark erhöhte Ten-

denz zur Bildung von Aggregaten haben verglichen zu Aβ mit einem N-terminalen 

Aspartat, das durch die BACE1-Spaltung entsteht (Jefferson et al., submitted). Da die 

Stimulierung von ADAM-10 sowohl die Proteolyse von APP als auch von RAGE erhöht 

und diese eine Therapiemöglichkeit der AD darstellt, sollte überprüft werden, ob Mep-

rin β ebenfalls von derselben Protease gespalten wird. Sowohl die Behandlung mit 

PMA als auch mit dem Ca2+-Ionophor A23187 führten zu einer Erhöhung von löslichem 

Meprin β im Zellkulturmedium um das 2,5- bis Vierfache (siehe Bild 3.43). Dies deckt 

sich mit den Untersuchungen an COS-Zellen, auch hier konnte das Shedding von Mep-

rin β durch PMA-Behandlung gesteigert werden (Hahn et al., 2003). In den Zelllysaten 

wurde allerdings weder nach Inkubation mit PMA noch mit A23187 eine geringere 

Menge an membrangebundenem Meprin β nachgewiesen (siehe Bild 3.44). Dies ist, 

wie auch in den vorangegangenen Versuchen der GPCR-stimulierten RAGE-Proteolyse, 

auf die starke Expression des Proteins in den Zellen zurückzuführen. Die Verwendung 

eines Breitspektrum-Metalloproteinase-Inhibitors konnte sowohl die PMA als auch die 

Ca2+-Ionophor induzierte Spaltung vollständig unterbinden (siehe Bild 3.45 und Bild 

3.46). Zur weiteren Eingrenzung der Protease wurde ein Inhibitor verwendet, der bei 

niedriger Dosierung ADAM-10 (IC50= 5,3 nM) gegenüber ADAM-17 (IC50= 541 nM) spe-



138  4  DISKUSSION  

zifisch hemmt (Hundhausen et al., 2003). Um die Blockierung von ADAM-17 auszu-

schließen, wurde mit zwei verschiedenen Konzentrationen von GI254023X gearbeitet. 

Bei der niedrigeren (100 nM) ist die Spezifität gegeben. Eine Konzentration von 25 µM 

führte sowohl zur Inhibierung des PMA-induzierten Sheddings als auch des basalen. 

Die niedrigere Menge des Inhibitors erzeugte ebenfalls eine Unterdrückung beider 

Shedding-Prozesse, wobei diese Inhibierung etwas geringer war (siehe Bild 3.47). Da-

raus lässt sich schließen, dass ADAM-10 hauptsächlich für die Spaltung von Meprin β 

verantwortlich ist, aber auch ADAM-17 einen Teil beizutragen scheint. Die Untersu-

chungen an den COS-Zellen zeigten ebenfalls eine Beteiligung von ADAM-17 (Hahn et 

al., 2003), die Wirkung von ADAM-10 wurde dort nicht untersucht. Allerdings kann 

auch die Beteiligung von MMP-9 nicht ausgeschlossen werden, da es Erkenntnisse da-

zu gibt, dass GI254023X auch bei einer Konzentration von 100 nM diese Protease 

hemmen kann (Ludwig et al., 2005).  



5 Zusammenfassung/Summary 

5.1 Zusammenfassung 

Zu den Liganden des Zelloberflächenrezeptors RAGE gehören AGEs, S100-Proteine, 

HMGB1 und Aβ. RAGE wird daher eine Rolle bei verschiedenen neurologischen Erkran-

kungen sowie Diabetes, Arteriosklerose und Krebs zugesprochen. Des Weiteren geht 

eine Verringerung der Menge an sRAGE häufig mit diesen Krankheiten einher. Aus die-

sen Gründen stellt die pharmakologische Stimulierung der Proteolyse von RAGE eine 

vielversprechende Therapieform dar.  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Steigerung der sRAGE-

Bildung über PAC1-, V2- und OT-Rezeptoren möglich ist. Die Untersuchung der PAC1-

Signalwege zeigte, dass PKCα/PKCβI, CaMKII, Ca2+-Ionen, PI3-Kinase und der MAP-

Kinase-Weg wichtig für die Stimulierung sind und dass der PKA-Weg nicht beteiligt ist. 

Die dreimonatige Behandlung von Mäusen mit PACAP-38 weist darauf hin, dass eine 

Stimulierung des Ectodomain Sheddings von RAGE auch in vivo erfolgen kann. Die Un-

tersuchung der Signalwege, ausgehend von den V2- und OT-Rezeptoren, zeigte, dass 

ebenfalls PKCα/PKCβI, CaMKII, Ca2+-Ionen zur Aktivierung der Proteasen führen, dage-

gen konnte weder ein Einfluss des PKA- noch des MAP-Kinase-Weges festgestellt wer-

den. Außerdem wurden sowohl MMP-9 als auch ADAM-10 als RAGE-spaltende Protea-

sen identifiziert. Die nähere Untersuchung der RAGE-Spaltstelle erbrachte, dass keine 

spezifische Sequenz, sondern vielmehr die Sekundärstruktur eine Rolle bei der Erken-

nung durch die Proteasen spielt.   

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin ein anti-RAGE Antikörper anhand 

einer neu entwickelten Methode zunächst gereinigt und dann erfolgreich an ein mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin markiertes Polymer gekoppelt.  

Die Stimulierung der Proteolyse von Meprin β wurde auch untersucht und es konnte 

ebenfalls eine Beteiligung von ADAM-10 an der Spaltung nachgewiesen werden. 
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5.2 Summary 

The ligands of the cell surface receptor RAGE are AGEs, S100 proteins, HMGB1 and Aβ. 

Therefore RAGE is linked with different neurological diseases as well as diabetes, arte-

riosclerosis and cancer. Furthermore, a decrease of the sRAGE amount is being accom-

panied by these diseases. Thus, the pharmacological stimulation of proteolysis of RAGE 

is a promising therapy strategy.  

Within this doctoral thesis it was possible to stimulate shedding of RAGE by activating 

PAC1, V2 and OT receptors. The study of PAC1-associated signaling pathways demon-

strated that PKCα/PKCβI, CaMKII, Ca2+ signaling, PI3 kinase and MAP kinases are impor-

tant for this stimulation; whereas PKA had no influence. The treatment of mice with 

PACAP-38 for three months resulted in an enhanced RAGE shedding in vivo. The analy-

sis of V2 and OT receptor-associated signaling indicated that PKCα/PKCβI, CaMKII and 

Ca2+ signaling is also responsible for enhancing the protease activity; whereas PKA and 

MAP kinase had no effect. In addition, MMP-9 and ADAM-10 were identified to be the 

proteinases responsible for RAGE cleavage. Further investigation of the RAGE cleavage 

site revealed an important role for the secondary structure, which is recognized by 

proteinases. Within this thesis an anti-RAGE antibody was purified applying a new me-

thod and then coupled with a Rhodamin-conjugated polymer.   

In addition, stimulation of Meprin β shedding was analyzed and the involvement of 

ADAM-10 was demonstrated. 
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

µ mikro 

AD Alzheimer-Demenz 

ADAM A Disintegrin And Metalloproteinase 

ANP Atriales natiuretisches Hormon 

AP-2 Activating Protein-2 

APP 
Amyloid-Vorläuferprotein 
(Amyloid Precursor-Protein) 

äq. Äquivalente 

As Aminosäure 

ATP Adenosintrisphosphat 

AVP Arginin-Vasopressin 

Aβ Amyloid beta 

BHS Blut-Hirn-Schranke 

bzw. beziehungsweise 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

Da Dalton 

DAG Diacylglycerol 

DMEM Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

EGF 
Epidermaler Wachstumsfaktor 
(Epidermal Growth Factor) 

FCS Fetal Calf Serum 

GPCR 
G-Protein gekoppelter Rezeptor 
(G-Protein Coupled Receptor) 
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GTP Guanosintrisphosphat 

HMGB1 High-Mobility-Group-Protein B1 

ICAM-1 Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 

IP3 Inositoltrisphosphat 

M molar 

MAP-Kinase Mitogen-Activated Protein-Kinase 

min Minuten 

MMP Matrix-Metalloproteinase 

n nano 

NF-IL6 Nuclear Factor-Interleukin 6 

NF-κB Nuclear Factor-κB 

OT Oxytocin 

p(HPMA)-co-
p(Maleinimido~methaycrylat) 

Poly-N-2-Hydroxy-propylmethacrylamid-co- 
Poly-N-4-(Maleinimidomethyl)cyclohexan-
carbonsäureaminoethyloxyethyloxyethyl-
methacrylamid 

PACAP 
Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Poly-
peptide 

PAGE 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

PDI Polydispersity index 

PI3K Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 

PIP2 Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat 

PKA Proteinkinase A 

PKC Proteinkinase C 

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 

RAGE Receptor for Advanced Glycation Endproducts 

ROS 
reactive oxygen species 
Reaktive Sauerstoffspezies 

rpm 
Umdrehungen pro Minute 
(rounds per minute) 
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s Sekunden 

SCN Nucleus suprachiasmaticus 

SDS 
Natriumdodecylsulfat  
(sodium dodecyl sulfat) 

SP-1 Specificity Protein-1 

TCA Trichloressigsäure 

TNFα Tumornekrosefaktor α 

u.a. unter anderem 

V Volt 

v/v Volumen pro Volumen 

VCAM-1 Vascular cell adhesion protein 1 

VIP 
Vasoaktives Intestinales Peptid 
(Vasoactive Intestinal Peptide) 

w/v Gewicht pro Volumen 

z.B. zum Beispiel 
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