Expression und transkriptionelle Regulation von RGS16 im
Modell der Kardiomyozyten neonataler Wistar Ratten

(Rattus norvegicus, Berkenhout 1769)

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultit fiir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften,
Department Biologie

der Universitit Hamburg

vorgelegt von

Sabine Stiibe

Hamburg 2008



Genehmigt vom Department Biologie

der Fakultat fir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
an der Universitat Hamburg

auf Antrag von Professor Dr. med. T. MEINERTZ

Weiterer Gutachter der Dissertation:

Herr Professor Dr. L. RENWRANTZ

Tag der Disputation: 21. Dezember 2007

Hamburg, den 07. Dezember 2007

(S

Professor Dr. Reinhard Lieberei
Leiter des Departments Biologie




Meinen Eltern in Dankbarkeit gewidmet



INHALTSVERZEICHNIS Seite

ABKURZUNGSVERZEICHNIS V-X
1. EINLEITUNG 1
1.1.1 Physiologische Regulationsmechanismen der myokardialen Kontraktilitit 3
1.1.2 Definition Herzinsuffizienz 4
1.1.3 Pathophysiologische Grundlagen der Herzinsuffizienz 4
1.2 Kardiale Signaltransduktion 7
1.2.1 G-Proteine 7
1.2.2 Mechanismus der Signaltransduktion heterotrimerer G-Proteine 9
1.2.3 G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion im Herzen 11
1.3 Regulation der Signaltransduktion 15
1.3.1 Regulation der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion 15
1.3.2 RGS-Proteine 17
1.4 Genregulation 24
1.4.1 Transkriptionsregulation 24
1.4.1.1 Promotor, Definition 25
1.4.1.2 Promotoraufbau 25
1.4.1.3 Transkriptionsfaktoren 27
1.5 Fragestellung der Arbeit 30
2. MATERIAL UND METHODEN 32
2.1 Material 32
2.1.1  Zellkultur 32
2.1.2  Bakterienstimme 32
2.1.3  Vektoren 32
2.1.4  synthetische Oligonukleotide und Lingenstandards 32
2.1.5  Chemikalien 34
2.1.6  Enzyme 35
2.1.7  Reaktionskits 35
2.1.8  Antikorper und rekombinante Proteine 36
2.1.9  Medien, Puffer und Losungen 36



2.1.10
2.1.11

2.2
2.2.1

222
223
2.23.1
2232
2.2.4
225
226
2.2.7
2.2.7.1
2272
2273
228
2.2.8.1

2.2.82
2.2.83
229
2.2.10

23

23.1
2.3.2
233

234

Verbrauchsmaterial

Laborgerite, Apparaturen und sonstiges Zubehor

Molekularbiologische Methoden

Anzucht von Escherichia coli (E. coli Bakterien) und Herstellung von
Stammkulturen (Glycerolstocks)

Transformation von TOP10 E. coli Bakterien

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Bakterien
Minipriparation von Plasmid-DNA

Maxipriparation von Plasmid-DNA

Fillung und Konzentrationsbestimmung von DNA
Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel

Elution von DNA aus Agarosegelen
DNA-Klonierungstechniken

Restriktion von DNA mit spezifischen Restriktionsenzymen
Dephosphorylierung von Vektor-DNA
DNA-Ligationsmethoden

Polymerase-Kettenverlingerung (PCR)

Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Kettenverldngerungs-
reaktion (PCR)

PCR-basierte Analyse rekombinanter Bakterienklone
Primer-Design

Aufreinigung von PCR-Produkten

DNA-Sequenzierung

Zellbiologische Methoden
Isolierung von Kardiomyozyten aus neonatalen Ratten

Aussden und Kultivierung von neonatalen Rattenkardiomyozyten

Transfektion der neonatalen Rattenkardiomyozyten mit RGS16-Promotor-

konstrukten

Stimulation der neonatalen Rattenkardiomyozyten

II

Seite
40
41

45

45
45
46
46
47
48
49
51
52
52
52
53
55

55
56
57
58
58

60
60
63

63
65



235

2.3.6

24

2.4.1
242
243
244
24.5
24.6
2.4.7

2438
249

2.5

3.0
3.1.1

3.2

3.2.1
3.2.2
33

Gewinnung von Zelllysaten aus neonatalen Rattenkardiomyozyten zur
Messung der RGS16-Promotoraktivitéit mittels Luciferase Assay

Luciferase Assay

Proteinbiochemische Methoden

Proteinbestimmung nach Bradford

Gewinnung von Membranproteinen fiir Western-Blot-Analysen
SDS-PAA-Gelelektrophorese

Western Blot

Ponceaurotfirbung von Proteinen auf Western Blots
Immundetektion

Gewinnung von Zellkulturiiberstinden und Proteinhomogenaten aus
neonatalen Rattenkardiomyozyten zur Quantifizierung der Zytokine IL-16
und TNFa

Konzentrierung von Proteinen durch Ultrafiltration

Quantifizierung von TNFa und IL-18 in Zellkulturiiberstinden und

Proteinhomogenaten mittels enzymgekoppelten Immunoassays (ELISA)

Statistik

ERGEBNISSE
Uberblick
Einflu3 von LPS, TNFa und IL-18 auf die RGS16-Proteinexpression in
neonatalen Rattenkardiomyozyten
ELISA-Experimente zum Nachweis der Expression und Sekretion von IL-16
und TNFa in neonatalen Rattenkardiomyozyten
Herstellung und Klonierung iiberlappender, putativer RGS16-Promotor-
konstrukte
Klonierungsstrategie
Herstellung der RGS16-Promotordeletionskonstrukte
Untersuchung der Promotoraktivitit und transkriptionelle Regulation des
RGS16-Promotors

111

Seite

66
66

67
67
69
70
71
72
73

75

75

76

78

79
79

80

86

92

92
97

104



3.3.1
3.3.2

4.2

4.2.1
4.2.2
423
424
4.3

4.3.1

4.3.2

433

4.3.4
4.4

Untersuchung der Promotoraktivitdt der RGS16-Promotorkonstrukte

Untersuchung der transkriptionellen Regulation des RGS16-Promotors

DISKUSSION

Einflufl von LPS, TNFa und IL-18 auf die RGS16-Proteinexpression
in neonatalen Rattenkardiomyozyten

ELISA-Experimente zum Nachweis der Expression und Sekretion von
IL-18 und TNFa in neonatalen Rattenkardiomyozyten
RGS16-Promotoranalyse

Klonierung von DNA und Gentransfer

Plasmide in der Gentechnologie

Reportergen-Assays

Identifikation essentieller RGS16-Promotorelemente
Transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors

Der RGS16-Promotor wird nicht transkriptionell reguliert durch LPS,
IL-18 oder TNFa

Der RGS16-Promotor unterliegt der transkriptionellen Regulation durch

Serum

Transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors durch
Sphingosin 1-Phosphat (S1-P)

Weiterfithrende Experimente unserer Arbeitsgruppe

Bedeutung von RGS-Proteinen

Pharmakologische Regulation von pathophysiologisch relevanten

RGS-Proteinen?

ZUSAMMENFASSUNG
LITERATURVERZEICHNIS
ANHANG
Verzeichnis der wissenschaftlichen Arbeiten
Erklédrung
Danksagung

v

Seite
104
108

117
118

121

127
128
131
131
133
134
134

137

139

142
147

150
153

174
175
176



Abkiirzungsverzeichnis

ATP

AU-reich

B

BAC

bHLH Transkriptionsfaktoren

bHLH-ZIP Transkriptionsfaktoren

BNP

bp

Brdu

BSA

bZIP Transkriptionsfaktoren
bzw.

C

°C

ca.

2
Ca™

Adenosin

Alpha

angiotensin converting enzyme
antidiuretisches Hormon
Adenosindiphosphat

Agonist

Ampicillin

Ampicillinresistenzgen

atrial natriuretic peptide

activator protein 1

Adenomatous Polyposis coli
Ammoniumpersulfat

Adrenorezeptor

adenylate uridylate rich element
Adenosintriphosphat

Adenin, Uracil-reich

Beta

bacterial artificial chromosome
basische Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren
basische Helix-Loop-Helix / Leucin-Zipper
Transkriptionsfaktoren

brain natriuretic peptide

Basenpaare

5-Bromo-2’-Desoxyuridin

bovine serum albumin

basische Leucin-Zipper Transkriptionsfaktoren
beziehungsweise

Cytosin

Grad Celsius

circa

Calcium

\%



CaCl, Calciumchlorid

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CAT Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
CBFHH Calcium und Bicarbonat freier Hanks Puffer mit HEPES
cDNA copy desoxyribonucleic acid

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

cm Zentimeter

CMV Cytomegalovirus

CO Kohlenmonoxid

CO, Kohlendioxid

Cys Cystein

DAG Diacylglycerol

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

DEP domain dishevelled/EGL-10/pleckstrin homology domain
d.h. das heif3t

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

dNTP Desoxynukleotidtrisphosphat

E. coli Escherichia coli

EDG endothelial differentation gene-encoded
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

ELISA enzyme-linked immuno-sorbent assay
FCS foetal calf serum

g Gramm

G Guanosin

Gal Galactosidase

GAP GTPase-aktivierendes Protein

GDI guanine nucleotide dissociation inhibitor
GDP Guanosindiphosphat

GEF guanine nucleotide exchange factor
GFP green fluorescent protein

GGL G-protein gamma-like domain

VI



G-Protein
GPCR
GRK
GTP
GUS

h

H

HATSs
HCl

His
HMG
H,O
IFN
IGF

IL
IL-1ra
Inr
InsP;-Rezeptor
1P;

K

Kan'

kb

KCl
kDa
KHCO;
KH,PO4

LARII
LIF
LPA
LPS
LUC

luc*

Guaninnukleotid-bindendes Protein
G-protein-coupled receptor
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase
Guanosintriphosphat
Glucuronidase

hour

Wasserstoff
Histon-Acetyltransferasen
Salzsédure

Histidin

high mobility group

Wasser

Interferon

insulin-like growth factor
Interleukin
Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist
Initiator
Inositoltrisphosphat-Rezeptor
Inositoltrisphosphat

Kalium

Kanamycinresistenzgen

Kilobasen

Kaliumchlorid

Kilodalton
Kaliumhydrogencarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat

Liter

Luciferase Assay Reagent 11
leukemia inhibitory factor
lysophosphatidic acid / 1-Oleoyl-sn-glycerol 3-phosphat
Lipopolysaccharid

Luciferase

Luciferasereportergen

VII



m Meter

u Mikro

M molar

MAP mitogen-activated protein

MAPK mitogen-activated protein kinase

MCS multiple cloning site

MEM Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen
mg Milligramm

MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO4 Magnesiumsulfat

min. Minute

MKP1 mitogen-activated protein kinase phosphatase-1
ml Milliliter

mm Millimeter

mM millimolar

mRNA messenger ribonucleic acid

MW Mittelwert

MyBP-C Myosin-Bindungsprotein C

n Anzahl der unabhiingigen Experimente
Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

Na,HPO4 Dinatriumhydrogenphosphat

NaOH Natronlauge

NF-1 nuclear factor 1

NF-xB nuclear factor kappaB

ng Nanogramm

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

0, Sauerstoff

OD optical density

ori origin of replication

PAA Polyacrylamid

PBS Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung

VIII



PCR

pg

PH
PIP,

P lac
PLB
PTB
PTX
PX
PXA
RAAS
ROAP
RBDs
rekomb.
RGS
RHR
RNA
rpm

RT
SAP-Puffer
SDS
Sec.
SEM
Ser
SERCA
SIE
SMART
S1-P
SR

SRE
SRF
Sst2
STAT

polymerase chain reaction

Picogramm

Pleckstrin-Homologie
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat
Locus des lacZa-Gens

passive lysis buffer
phosphotyrosine-binding domain
Pertussis Toxin
Phosphatidylinositol-Bindedoméne
Phosphatidylinositol-assoziierte Bindedoméne
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RGS9 anchoring protein
Ras-Bindedoménen

rekombinant

regulator of G-protein signalling
Rel-Homologie-Region

ribonucleic acid

rounds per minute

Raumtemperatur

shrimp alkaline phosphatase

sodium dodecylsulfate

Sekunde

Standardabweichung der Mittelwerte
Serin

sakroplasmatische ATPase
sis-inducible element

simple modular architecture tool
Sphingosin 1-Phosphat
sakroplasmatisches Retikulum

serum response element

serum response factor

supersensitivity to pheromone 2

signal transducers and activators of transcription

IX



Stx
sTNFr
T

T3
Taq DNA Polymerase
TBP
Thr
TLR4
™
TNF
Tub.

UN
uv

X-Gal
YAC
YY1

Shiga Toxin

soluble tumor necrosis factor receptor
Thymin

Triiodthyronin

DNA Polymerase aus Thermus aquaticus
TATA-Bindeprotein

Threonin

Toll-like receptor 4
Transmembranregion
Tumor-Nekrosis-Faktor

Tubulin

units

iiber Nacht

ultraviolett

Volt
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-8-Galactosid
yeast artificial chromosome

Yin Yang 1

zum Beispiel



1. Einleitung

Herzinsuffizienz mit ihren vielfdltigen Ursachen, ihrer steigenden Pridvalenz und Inzidenz im
hoheren Alter, ist eine der héufigsten internistischen Erkrankungen mit mehreren Millionen
Patienten weltweit. Mehr als 1 % der Bevolkerung westlicher Linder leiden an
Herzinsuffizienz (Levy et al. 2002; Roger et al. 2004). Daten der Framingham-Studie, einer
Langzeitstudie, die seit 1948 durchgefiihrt wird, belegen, daf} die Fiinfjahres-Mortalitit der an
Herzinsuffizienz erkrankten Patienten 50 % betrdgt. Aufgrund der demographischen
Entwicklung in vielen westlichen Léndern wird sich die Problematik noch weiter verschérfen
und weiterhin intensive Maflnahmen im diagnostischen, pridventiven und therapeutischen

Bereich erfordern.

Nicht nur in der Pathogenese der akut entziindlichen Herzinsuffizienz bei Patienten mit gram-
negativer Sepsis (Miiller-Werdan et al. 1996), sondern auch bei chronischer Herzinsuffizienz
mehren sich die Hinweise, dal der Freisetzung von bakteriellem Endotoxin (LPS,
Lipopolysaccharid), der Hauptkomponente der Zellwand gram-negativer Bakterien, eine
wichtige pathophysiologische Rolle zukommt (Rauchhaus et al. 2000; Anker et al.1997;
Niebauer et al. 1999). Bei septischen Patienten wird durch LPS-Freisetzung eine schwere
Hypotension sowie kardiogene Schocksymptomatik ausgeltst, die mit einer verminderten
myokardialen Kontraktilitit einhergeht (Parker und Adams, 1985). Dies ist gekennzeichnet
durch Reduktion des biventrikuldren Auswurfvolumens, Dilatation beider Herzventrikel mit
konsekutiv erhohtem enddiastolischen Druck (Court et al. 2002; Parker et al. 1984; Kimchi A.
et al. 1984; Schneider et al. 1988; Parker et al. 1990; Vincent et al. 1989).

Die oben beschriebenen Phinomene werden vermutlich durch die LPS-induzierte Freisetzung
von inflammatorischen Mediatoren aus Makrophagen und anderen Zellen vermittelt. Eine
zentrale Rolle kommt dabei den Zytokinen, insbesondere den pro-inflammatorischen
Zytokinen wie z. B. Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-8 (IL-8), Tumornekrosisfaktor (TNF)
und Interferon-y (IFNYy), zu (Blackwell T.S. und Christman J.W. 1996; Wheeler A.P. und
Bernard G.R 1999). Diesen werden ebenso wie LPS kardiodepressive Effekte zugeschrieben
(Kumar et al. 1996; Granton et al. 1997; Natanson et al. 1989; Miiller-Werdan et al. 1998;
Finkel et al. 1992; Sun et al. 1998; Cain et al. 1999), wobei unklar ist, ob LPS direkt oder erst

iiber Induktion dieser Zytokine auf die Herzmuskelzellen wirkt.
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Herzinsuffizienz ist begleitet von einer Reihe molekularer Veridnderungen, die die kardiale
G-Protein-vermittelte Signaltransduktion betreffen. So kommt es in diesem Rahmen zu einer
,Down-Regulation® von B-Adrenorezeptoren, Entkopplung von B-adrenergen Rezeptoren
durch Rezeptor-Phosphorylierungsprozesse, einer sowohl bei chronischer Herzinsuffizienz als
auch bei akut entziindlicher Herzinsuffizienz nachgewiesenen Induktion der inhibitorischen
Ga;-Untereinheit im Herzgewebe (Pieske 1998; Castellano et al. 1997; Bohm et al. 1995)
sowie zu einer Induktion von RGS-Proteinen (regulators of G protein signalling),
insbesondere von RGS4 und RGS16 (Mittmann et al. 2002; Wieland et al. 2003). Derartige
Veridnderungen innerhalb der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion am Herzen sind
sowohl unter LPS- als auch unter Zytokin-Gabe auch im Tiermodell und Zellkultur

nachgewiesen worden (Patten et al. 2002; Patten et al. 2003; Reithmann et al. 1991).

Veridnderungen innerhalb der kardialen G-Protein-vermittelten Signaltransduktion haben
somit einen zentralen Stellenwert in der Pathogenese der Herzinsuffizienz und stellen einen
wichtigen Ansatzpunkt fiir therapeutische MaBnahmen dar. Ausgangspunkt fiir die
vorliegende Dissertation war die Untersuchung des Einflusses von LPS und von
LPS-induzierten  pro-inflammatorischen =~ Zytokinen auf die G-Protein-vermittelte
Signaltransduktion im Herzen bei akut entziindlicher Herzinsuffizienz mit besonderem
Hinblick auf Veridnderungen der RGS16-Proteinexpression. In vivo Experimente an adulten
Ratten haben gezeigt, dal mehrere Zytokine wie IL-16, TNFa, IL-6 und IFNy sowie die
RGS-Proteine, RGS4 und RGS16, nach LPS-Gabe vermehrt im Herzen adulter Ratten
exprimiert werden (Patten et al. 2001; Patten et al. 2002). Durch Zellkulturexperimente an
neonatalen  Rattenkardiomyozyten = konnte = nachgewiesen = werden, da}  die
RGS16-Proteinexpression durch LPS sowie durch die beiden Zytokine IL-18 und TNFa,
jedoch nicht durch IL-6 und IFNy induziert wird. Aus diesem Grunde sollte der Einfluf} von
IL-18 und TNFa auf die RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten
niher untersucht werden. Hierbei sollte die Frage geklirt werden, ob LPS direkt oder durch
Induktion von TNFa und IL-18 =zur Steigerung der RGS16-Proteinexpression in
Kardiomyozyten fiihrt. Da bisher nur sehr wenig iiber die transkriptionelle Regulation der
RGS-Proteine im Herzen bekannt ist, sollten im zweiten Teil der Dissertation die
Minimalsequenz, welche die RGSI16-Promotoraktivitit reguliert sowie essentielle
regulatorische Promotorelemente identifiziert werden und die transkriptionelle Regulation des
RGS16-Promotors, exemplarisch fiir andere RGS-Proteine, untersucht werden.
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Im Folgenden werden die physiologischen Regulationsmechanismen der myokardialen
Kontraktilitit beschrieben, der Begriff Herzinsuffizienz definiert sowie deren
pathophysiologischen Grundlagen erldutert. Im Anschlu daran wird die kardiale
Signaltransduktion iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Regulation der G-Protein-
gekoppelten Signaltransduktion mit besonderem Hinblick auf RGS-Proteine, Aufbau von

Promotoren sowie deren transkriptionelle Regulation beschrieben.

1.1.1  Physiologische Regulationsmechanismen der myokardialen

Kontraktilitat

Die Regulation der myokardialen Kontraktilitit ermoglicht eine Anpassung der
Herzauswurfleistung an verdnderte Bedingungen wie z. B. Mehrbelastung. Im humanen
Myokard wird sie im Wesentlichen {iiber drei sich gegenseitig beeinflulende Mechanismen

reguliert:

1. dem Frank-Starling-Mechanismus: Eine erhthte Herzmuskelvordehnung aufgrund
eines erhohten enddiastolischen Fiillungsdruckes (Vorlast) im Myokard fiihrt
innerhalb physiologischer Grenzen zur Kontraktionssteigerung (Frank 1895;
Starling 1918). Bei Uberschreiten der physiologischen Grenzen, wie dies bei
ausgeprigter Herzinsuffizienz auftritt, verliert der Frank-Starling-Mechanismuns
jedoch seine Bedeutung und es kommt zu keiner weiteren Kontraktionssteigerung, da
die optimale Vorlast iiberschritten wird.

2. der Aktivierung des sympathischen Nervensystems, dadurch kommt es zur vermehrten
Ausschiittung von Katecholaminen. Diese wirken im Herzen hauptséichlich iiber
B-adrenerge Rezeptoren jedoch auch iiber a-adrenerge Rezeptoren positiv inotrop
(erhohte Kontraktionskraft des Herzens) und positiv chronotrop (erhohte
Herzfrequenz).

3. und der positiven Kraft-Frequenz-Beziehung (Bowditch-Effekt): Eine Erhéhung der
Herzfrequenz fiihrt iiber Aktivierung von L-Typ-Ca**-Kanilen und Na'/Ca®*-
Austauschern zu einer Inotropiezunahme (Pieske et al. 1995; Piot et al. 1996; Maier et
al.1997). Beim insuffizienten Herzen kommt es dagegen zu einer Abnahme der

Kontraktilitdt mit hohen Herzfrequenzen als Kompensationsmechanismus.



1.1.2 Definition Herzinsuffizienz

Pathophysiologisch ist Herzinsuffizienz definiert als das Unvermogen des Herzens, trotz
ausreichendem Volumenangebot geniigend Blut fiir die metabolischen und zirkulatorischen
Anforderungen des Organismus zu pumpen (Scholz et al. 1987; Cohn et al. 1996). Aus
klinischer Sicht ist sie ein Syndrom vielféltigster kardialer Erkrankungen. Allen Ursachen
gemeinsam ist die verminderte Auswurfleistung des Herzens. Symptomatisch kommt es zu
Stauungserscheinungen im Lungen- und Korperkreislauf ,,Riickwirtsversagen* sowie Zeichen

der Minderperfusion von Organen ,,Vorwértsversagen‘.

1.1.3 Pathophysiologische Grundlagen der Herzinsuffizienz
Auslosend fiir Herzinsuffizienz ist eine primére Einschrinkung der kardialen Pumpleistung.
Dies fiihrt nachfolgend zu neurohumoralen Anpassungsmechanismen
(Kompensationsmechanismen), die zunidchst die Perfusion lebenswichtiger Organe
gewidhrleisten, spiter jedoch der kardialen Dekompensation Vorschub leisten (Francis et al.
1984; Benedict et al. 1994). Als Kompensationsmechanismen sind insbesondere die
Aktivierung des sympathischen Nervensystems (Francis et al. 1984; Cohn et al. 1984),
Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) (Francis et al. 1984) sowie
die vermehrte Ausschiittung weiterer vasokonstriktiver Substanzen wie des antidiuretischen
Hormons (ADH oder Vasopressin) (Francis et al. 1984) zu nennen. Mit Hilfe des RAAS,
einer Kaskade von verschiedenen Hormonen und Enzymen, wird der Salz- und
Wasserhaushalt des Korpers gesteuert. Es gehort zu einem der wichtigsten
blutdruckregulierenden Systeme des Korpers. Die Uberaktivierung des sympathischen
Nervensystems und des RAAS nehmen in der Pathophysiologie der Herzinsuffizienz einen
zentralen Stellenwert ein und stellen einen wichtigen Ansatzpunkt zur Behandlung der
Herzinsuffizienz mit Hilfe von
- Betablockern: Hemmung der schidlichen Auswirkungen einer Uberstimulation des
sympatischen Nervensystems durch Blockierung der kardialen Betarezeptoren (Hein
2004; Griffin et al. 2004; Maack et al. 2004)
- ACE-Hemmern: Inhibierung des Angiotensin-Converting-Enzyms und somit
Blockade der Bildung von Angiotensin II
- und Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten (AT1-Antagonisten) (Cusham & Ondetti
1991; Mutschler et al. 2001; Nemec & Schubert-Zsilavecz 2003)
dar.
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Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems fiithrt zur vermehrten Ausschiittung von
Katecholaminen, die iiber B-Adrenorezeptoren vermittelt die Chronotropie (Herzfrequenz)
und Inotropie (Kontraktionskraft) des Herzens zunéchst steigern. Bei anhaltender Aktivierung
wird jedoch durch ,,Down-Regulation” der B;-Adrenorezeptoren, der Entkopplung von
B,-Adrenorezeptoren durch eine erhohte Rezeptor-Phosphorylierungsrate sowie durch
Induktion der inhibitorischen Goy-Untereinheit die Ansprechbarkeit auf Katecholamine
verringert (Bohm 1998; Pieske 1998). Hierdurch nimmt die Inotropie und Chronotropie des
Myokards letztendlich ab. Es mehren sich jedoch auch Hinweise, daf} es sich bei diesem auch
als Desensitivierung der B-adrenergen Signaltransduktion bezeichneten Mechanismus
gleichzeitig um einen protektiven Mechanismus handelt, der das unter verstirkter
B-adrenerger Stimulation stehende Herz vor den nachteiligen Wirkungen von
Katecholaminen, wie B-adrenerg-induzierte Arrhythmien, schiitzen kann (Eschenhagen et al.

1996; Penny 1984; Corr et al. 1986).

Die Stimulation des RAAS fiihrt zunédchst durch Vasokonstriktion damit verbundener
Erhohung des arteriellen Blutdrucks (o-adrenerg vermittelt durch Angiotensin II) und
Volumenretention (aufgrund der Wirkung von Aldosteron, Salz- und Wasserretention durch
die Niere) (Eckert Tierphysiologie 1993) zur vermehrten Blutfiillung des Myokards.
Hierdurch kommt es zu einer stirkeren Herzmuskelvordehnung, woraus wiederum eine
tempordre Erhohung der myokardialen Inotropie und Steigerung der Auswurffraktion des
Herzens (Frank-Starling-Mechanismus, Frank 1895; Starling 1918) resultieren. Auf ldngere
Sicht kommt es jedoch zur kardialen Uberlastung und Dekompensation in Folge einer
vermehrten myokardialen Arbeit bei Volumeniiberangebot und Vasokonstriktion. Hohere
Fiillungsvolumina und damit Fiillungsdriicke haben langfristig gesehen nicht nur negative
Effekte auf die Funktion des Myokards, sondern auch auf dessen Struktur (Katz 1990; Geha et
al. 2004). Uberhohte Druckbelastumg fiihrt zur Herzmuskelhypertrophie, iiberhohte
Volumenbelastung zur Myokarddilation. Erhohte Wandspannung im Myokard und
Muskelhypertrophie begiinstigen die Entstehung myokardialer Ischimien, da die Zahl der

BlutgefiBe und Kapillaren im hypertrophen Muskel nicht zunehmen.



Um den Auswirkungen der Stimulation des sympathischen Nervensystems, des RAAS sowie
weiterer vasoaktiver Substanzen, wie antidiuretisches Hormon (ADH) und Endothelin,
entgegenzuwirken, kommt es zu einer vermehrten Ausschiittung von kardialen natriuretischen
Hormonen, wie ANP (artial natriuretic peptide) und BNP (brain natriuretic peptide). Sie
haben neben der Inhibition verschiedener pathophysiologischer Mechanismen, die z. B. fiir
ventrikuldre und vaskuldre Hypertrophie und Remodeling verantwortlich sind, vor allem
hypotensive und vasodilatative Effekte, fordern Natriurese und Diurese, inhibieren das
sympathische Nervensystems und das RAAS (Clerico und Emdin 2004). Sie konnen jedoch
die durch das sympathische Nervensystem und durch das RAAS vermittelten Effekte, die
durch einen hohen arteriellen GefidBwiderstand sowie Wasserretention gekennzeichnet sind,
nicht kompensieren, sind aber dennoch in diesem Zusammenhang erwihnenswert, da sie
Markerproteine fiir eine progrediente Herzinsuffizienz darstellen (Anand et al. 2003; Benedict

et al.1994; Clerico und Emdin 2004).

Neben der oben erwihnten Aktivierung des RAAS und des sympathischen Nervensystems
haben zusitzlich weitere Faktoren, insbesondere die Freisetzung inflammatorischer
Mediatoren schidigende Einfliisse auf Struktur und Funktion des Myokards (Pieske et al.
2000; Rauchhaus et al. 2001). In den letzten Jahren mehren sich die Hinweise, da3 der
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie TNFo und IL-183, welchen kardiodepressive
Effekte zugeschrieben werden, eine besondere pathophysiologische Relevanz zukommt
(Rauchhaus et al. 2001; Court et al. 2002; Kumar et al. 1999; Finkel et al. 1992). Diese
Effekte werden vermittelt durch Induktion einer Reihe von Molekiilen und Prozessen, welche
sowohl zu Zellschiden im Myokard als auch zur Herabsetzung der Kontraktilitit von
Kardiomyozyten beitragen. Hierunter fillt nicht nur die Aktivierung der Expression von
Molekiilen wie von RGS-Proteinen (Patten et al. 2003; Wieland et al. 2003; Mittmann et al.
2002; Michalek 2003) und der inhibitorischen Ga;-Untereinheit (Reithmann et al. 1991),
welche G-Protein-vermittelte Signaltransduktionsprozesse wie Kontraktilitit, Herzfrequenz
und Herzmuskelzellenwachstum regulieren (Zolk et al. 2000), sondern vor allem auch die
vermehrte Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies, insbesondere von Stickstoffmonoxid

(Conrad 2004; Finkel et al. 1992; Kumar et al. 1999; Court et al. 2002 ).



Unter physiologischen Bedingungen ist Stickstoffmonoxid als Vasodilatator zusammen mit
Endothelin als Vasokonstriktor an der bedarfsgerechten Regulation des Vasotonus beteiligt
(Conrad 2004; Pfannenschmidt 2000), dariiber hinaus besitzt Stickstoffmonoxid im Rahmen
einiger kardiovaskulédrer Erkrankungen z. B. Artheroskleorse aufgrund seiner vasodilatativen
und antiinflammatorischen Eigenschaften (inhibiert die Expression von Adhisionsmolekiilen
auf der Membran von Endothelzellen sowie die Aggregation von Thrombozyten) protektive
Effekte (Baldus und Meinertz 2006). Im Myokard jedoch hat die durch die Zytokine TNFa
und IL-18 induzierte vermehrte Freisetzung von Stickstoffmonoxid kardiodepressive Effekte
(Finkel et al. 1992; Court et al. 2002). Durch die NO-vermittelte Stimulation der
Guanylatzyklase kommt es zur vermehrten Generierung von Guanosinmonophsophat,
welches cAMP-spezifische Phosphodiesterasen aktiviert, somit die cAMP-Konzentration in
Kardiomyozyten verringert und hierdurch letztendlich die durch cAMP regulierte
Kontraktilitidt der Kardiomyozyten herabsetzt (Weillelberg 2001). Dariiber hinaus trigt die
zytokinvermittelte iiberméfBige Generierung reaktiver Sauerstoffspezies, insbesondere von
Superoxidanionen und Peroxynitrit (Reaktionsprodukt aus Stickstoffmonoxid und
Superoxidanionen) in vielféltiger Weise z. B. durch Induktion inflammatorischer Mediatoren,
Beeinflussung zellphysiologischer Prozesse durch Anderung der katalytischen Aktivitit von
Enzymen bzw. Enzyminhibierung, Verursachung oxidativer Schidden an biologischen
Makromolekiilen sowie durch Generierung zytotoxischer Produkte zu Zellschiden und

Dysfunktionen im Myokard bei (Conrad 2004).

1.2 Kardiale Signaltransduktion
1.2.1 G-Proteine

Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) leiten extrazellulire Signale durch
Interaktion mit 7 o-Helix-Transmembranrezeptoren, sogenannten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR), an ,,downstream* gelegene Effektormolekiile weiter. Signaltransduktion
iiber G-Proteine ist in der Natur nicht nur bei Eukaryonten im Tier- und Pflanzenreich, bei
Pilzen, sondern auch bei Protozoen wie z. B. Amoben sehr weit verbreitet. G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren sind nicht nur Zielstrukturen fiir Hormone wie Adrenalin oder
Glucagon und Neurotransmitter wie Serotonin und Acetylcholin, sondern auch an der
Weiterleitung von Licht-, Geruchs- und Geschmacksreizen beteiligt (Ivey et al. 1996;
Birnbaumer et al. 1990; Dohlmann et al. 1991; Ji et al. 1998). Beim Menschen sind derzeit

iiber 800 verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bekannt (Fredriksson et al. 2003).
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Im Herzen sind G-Proteine an der Regulation der Inotropie (Kontraktionskraft), Chronotropie
(Herzfrequenz) und des Zellwachstums beteiligt. Diese zentrale Rolle macht sie zu
Kandidaten, die in der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine Rolle spielen konnten

(Ubersicht bei Zolk et al. 2000).

Die Superfamilie der G-Proteine 148t sich aufgrund von Sequenzhomologie,
Molekulargewicht und Struktur der Untereinheiten in drei Gruppen unterteilen (Zolk et al.

2000):

heterotrimere G-Proteine

2. monomere G-Proteine wie Ras, Rho, Rab, Ran und Arf mit einem Molekulargewicht
von ca. 20 kDa und

3. die Translationsfaktoren wie elF2, EF-Tu und EF-G.

Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten, einer a-Untereinheit mit einem
Molekulargewicht von 39 — 46 kDa, einer B-Untereinheit (36 kDa) und einer y-Unter-
einheit (8 kDa) (Krauss 2003). Die «-Untereinheit besitzt eine Bindungsstelle fiir
Guanosintriphosphat (GTP)/Guanosindiphosphat (GDP) und weist intrinische GTPase-
Aktivitidt auf. Goo kann in einem inaktiven Zustand als Go-GDP oder in einem aktiven
Zustand als Gol-GTP, nach Interaktion mit einem aktivierten Liganden-Rezeptor-Komplex,
vorliegen. Die B- und y-Untereinheit liegen als fest assoziierter Komplex vor (Krauss 2003).
Sowohl die a-Untereinheit als auch der B,y-Komplex sind an der Signaltransduktion beteiligt
(Neer 1995; Ivey et al. 1996; Krauss 2003). Alle drei Untereinheiten zeichnen sich durch
groB3e Diversitidt aus. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden beim Menschen 20 verschiedene
Gene fiir die o-Untereinheit, 5 fiir die B-Untereinheit und 12 fiir die y-Untereinheit detektiert
(Krauss 2003; Jones et al. 2004). Aufgrund von Aminosduresequenzhomologien und
Funktionshomologie werden Go-Proteine in vier Familien unterteilt (Downes et al. 1999;

Simon et al. 1991):

1. die Cholera Toxin-sensitive Go,-Familie

2 die Pertussis Toxin-sensitive Goy/Gog-Familie

3. die Cholera Toxin- und Pertussis Toxin-insensitive G0y11-Familie und
4 die Toxin-insensitive Gjy/13-Familie.
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Die beiden bakteriellen Toxine Cholera und Pertussis Toxin sind von grofler experimenteller
Bedeutung fiir die Charakterisierung der an der jeweiligen Signaltransduktionskaskade
beteiligten G-Proteine (Krauss 2003). Beide Toxine katalysieren die ADP-Ribosylierung an
Proteinen. Die durch Cholera Toxin katalysierte ADP-Ribosylierung von Arginin in
o-Untereinheiten von Ggs-Proteinen fiihrt zur Inhibition der intrinischen GTPase-Aktivitit
von Gos und dadurch zur permanenten Aktivierung des iiber Go,-vermittelten
Signaltransduktionsweges. Pertussis Toxin hingegen verhindert durch Katalisierung der
ADP-Ribosylierung von Cystein in der Ndhe des C-terminalen Endes der Goy-Untereinheit
die Interaktion des Rezeptors mit der Goy-Untereinheit und blockiert hierdurch die

Signaltransduktion (Krauss 2003).

Die wichtigsten im Herzen exprimierten G-Proteine sind Gas, Goio und Gag. Thre Funktion
am Herzen wird im Anschluf} an die Beschreibung des Mechanismus der Signaltransduktion
heterotrimerer G-Proteine (1.2.2) unter G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion im

Herzen (1.2.3) nidher beschrieben.

1.2.2 Mechanismus der Signaltransduktion heterotrimerer G-Proteine

Bindung eines Agonisten (Ag) an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) fiihrt zu
dessen Konformationsénderung und zur Interaktion des Liganden-Rezeptor-Komplexes mit
einem heterotrimeren G-Protein. Diese Interaktion 16st den Ausstauch von GDP gegen GTP
an der Go-Untereinheit aus, wobei der G-Protein-gekoppelte Rezeptor als Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (GEF) wirkt (Krauss 2003; Ferguson 2001; Neer 1995; Surya et al. 1998).
Die Go-Untereinheit und der GB,y-Komplex dissoziieren vom Rezeptor und leiten die
extrazelluldiren Signale an ,downstream* gelegene Effektormolekiile, wie z. B.
Adenylatzyklasen, Phospholipasen und zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhiingige
Phosphodiesterasen, weiter oder regulieren direkt die Aktivitit von Ionenkanéle (Schneider et
al. 1997; Jan et al. 1997; Ivey et al. 1996; Neer 1995; Hamm 1997; Gautam et al. 1998).
Aktivierung der Effektormolekiile fiihrt zur Freisetzung von sogenannten ,,second
messengern®, wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), Diacylglycerol (DAG), Inositoltrisphosphat (IP3) und Ca™,

die weitere spezifische Reaktionen auslosen (Krauss 2003).
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Durch die intrinische GTPase-Aktivitit der Go-Untereinheit wird GTP zu GDP hydrolysiert.
Dies fiihrt zur Reassoziation der G-Protein-Untereinheiten o, B und 7y und somit zur
Terminierung der Signaltransduktion. Eine Erhohung der GTP-Hydrolysegeschwindigkeit
durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPs), zu denen auch die unter 1.3.2 niher
beschriebenen RGS-Proteine (regulators of G-protein signalling) gehoren, verkiirzt die
Aktivierungsdauer und Signalweiterleitung von G-Proteinen und spielt bei der Regulation der
Dauer und Stirke der Signaliibertragung eine wichtige Rolle (Krauss 2003). Abbildung 1
skizziert den Reaktionsablauf nach Bindung eines Agonisten (Ag) an einen G-Protein-

gekoppelten Rezeptor (GPCR).

I P . Freisetzung von
GTP -~  Effektormolekile —®» . .,4 messenger

o e |

Spezifische Reaktionen

+ GAPs / RGS-Proteine

Abbildung 1: Reaktionsablauf nach Bindung eines Agonisten an einen G-Protein-

gekoppelten Rezeptor

Die durch die Bindung eines Agonisten (Ag) an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) bedingte
Konformationsdnderung des Rezeptors fiihrt zur Interaktion des Liganden-Rezeptor-Komplexes mit einem
heterotrimeren G-Protein (afy). Dabei kommt es zum Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) gegen
Guanosintriphosphat (GTP) an der Ga-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins. Dies fiihrt zur Dissoziation
der Go-Untereinheit sowie des B,y-Komplexes vom Rezeptor und zur Signalweiterleitung an ,,downstream‘
gelegene Effektormolekiile. Aktivierung der Effektormolekiile fithrt zur Freisetzung von sogenannten ,,second
messengern®, die weitere spezifische Reaktionen auslosen. Durch die intrinische GTPase-Aktivitit der Go-
Untereinheit wird GTP unter Freisetzung von anorganischem Phosphat (Pi) zu GDP hydrolysiert, dadurch
kommt es zur Reassoziation der Ga-Untereinheit mit dem B,y-Komplex und somit zur Reformierung des
inaktiven heterotrimeren G-Proteins. Die GTP-Hydrolysegeschwindigkeit wird gesteigert durch GTPase
aktivierende Proteine (GAPs), zu denen auch die unter 1.3.2 nédher beschriebenen RGS-Proteine (regulators of
G-protein signalling) gehoren (modifiziert nach Wieland und Chen 1999).
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1.2.3 G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion im Herzen

Im Herzen spielen zwei G-Protein-gekoppelte Signaltransduktionswege eine wichtige Rolle:

1. die B-adrenerge Signaltransduktionskaskade, welche tiber Gos einen stimulatorischen oder
iber Go; einen inhibitorischen Einfluf} auf das Effektormolekiil Adenylatzyklase ausiibt

2. die Gy/11-gekoppelte Signaltransduktionskaskade

Die B-adrenerge Signaltransduktionskaskade stellt die Verbindung zwischen dem
sympathischen =~ Nervensystem und der Myokardfunktion dar. Uber diesen
Signaltransduktionsweg wird sowohl die Inotropie (Kontraktionskraft) als auch die
Chronotropie (Herzfrequenz) reguliert (Lohse et al. 2003; Castellano et al. 1997). Die
verschiedenen B-Adrenorezeptor-Subtypen, im humanen Myokard B;- und B,-Adreno-
rezeptoren, regulieren die Aktivitit der im Herzen nachgewiesen Adenylatzyklasen des
Subtyps V und VI (Tang und Gilmann 1992; Sunahara 1996) entweder stimulatorisch durch
Kopplung an Gos (B;- und B,-Adrenorezeptor) oder inhibitorisch durch Kopplung an Gy
(B,-Adrenorezeptor, nach dessen Proteinkinase A-vermittelter Phosphorylierung) (Lohse et al.
2003; Lefkowitz et al. 2000; Kuschel et al. 1999). Neben den B-Adrenorezeptoren koppeln im
Herzen unter anderem H2-Histamin- und Glucagon-Rezeptoren iiber Go, stimulatorisch
(Remmers  2000) und M2-Acetylcholin (ACh)-, Al-Adenosin- sowie Somatostatin-
Rezeptoren iiber Ga; inhibitorisch an die beiden Adenylatzyklase-Subtypen (Eschenhagen
1993; Remmers 2000).  Stimulation der oben genannten Adenylatzyklase-Subtypen
katalysiert die Bildung des ,,second messengers®“ cAMP aus Adenosintriphosphat (ATP)
durch Abspaltung von Pyrophosphat. Erhohung der cAMP-Konzentration aktiviert die
Proteinkinase A durch Bindung von jeweils zwei cAMP-Molekiillen an ihre beiden
regulatorischen Untereinheiten. Dies katalysiert die Dissoziation der Proteinkinase A in eine
dimere regulatorische Untereinheit und zwei freie katalytischen Untereinheiten (Krauss
2003). Die freien katalytischen Untereinheiten konnen weitere Funktionsproteine, welche fiir
die kardiale Funktion und Kontraktilitit der einzelnen Myozyten essentiell sind,

phosphorylieren. So wird in der Literatur:

- eine Phosphorylierung des sarkolemmalen L-Typ Ca’*-Kanals und dadurch Erhohung des
Ca*" Influx in die Zelle (Zhao et al. 1994; Gerhardstein et al. 1999)
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- Phosphorylierung von Phospholamban mit damit verbundener Erhohung der Ca®*
Wiederaufnahme ins sakroplasmatische Retikulum durch die sakroplasmatische ATPase
(SERCA) und Phospholamban (Simmerman et al. 1998)

- Phosphorylierung von Troponin I (Sulakhe et al. 1995) und des Myosin-Bindungs-
proteins C (MyBP-C) (Kunst et al. 2000), hierdurch wird die Sensivitdt der Myofilamente
gegeniiber Ca>* moduliert.

- Phosphorylierung von Ryanodin-Rezeptoren, welche fiir den Ca**-induzierten Ca**-Influx
in Zelle verantwortlich sind (weitere Erhohung des Ca®*-Influx nach vermehrtem

Einstrom von Ca?* durch L-Typ Ca**-Kaniile) (Marx et al. 2000; Krauss 2003)

beschrieben. Funktionell resultiert hieraus ein positiv inotroper Effekt, der im Wesentlichen
auf einem gesteigerten und beschleunigten Ca**-Umsatz zuriickzufiihren ist. Abbildung 2 A

zeigt schematisch die B-adrenerge Signaltransduktionskaskade.

Induktion der Gy/;-Signaltransduktionskaskade spielt sowohl bei der Regulation der Inotropie
(Kontraktionskraft des Herzens) und Chronotropie (Herzfrequenz) (Scholz 1989; Scholz et al.
1988) als auch bei der al-Adrenorezeptor sowie durch andere Ggi-gekoppelte Agonisten,
wie Endothelin-1 oder Angiotensin II, vermittelten Induktion der kardialen Hypertrophie eine
Rolle (Maruyama et al. 2002; Sugden et al. 1998). Aktivierung des
Ggy/11-Signaltransduktionsweges  fithrt zur Stimulation des Effektormolekiils Phospho-
lipase C-B. Diese spaltet das Substrat Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP,) und setzt
dadurch die beiden ,,second messenger* Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
frei (Scholz J. 1989; Wu et al. 1992; Krauss 2003). Das membranstindige DAG aktiviert die
membranstindige Proteinkinase C, deren Substrate unter anderem an der Kontrolle der
Zellproliferation beteiligt sind. So induziert Proteinkinase C durch Stimulation monomerer
G-Proteine, wie Ras oder Rac (Stimulation iiber Ras oder zelluldre Stre3faktoren), und daraus
resultierender Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK-Mitglieder), wie
extrazelluldr Signal regulierten Kinasen (ERKs), c-Jun NH; terminalen Kinasen (JNKs) oder
p38 Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (p38-MAPKSs), neben anderen physiologischen
Wirkungen, wie z. B. Zellprotektion oder allgemeine Regulation der Transkription, kardiale

Hypertrophie (Maruyama et al. 2002; Sugden et al. 1998).
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Bindung von IP; an den Inositoltrisphosphat-Rezeptor (InsP3-Rezeptor) induziert die
Freisetzung von Ca®™ aus cytoplasmatischen Speichern, wie dem sarkoplasmatischen
Retikulum, und den Ca2+—Einw'artsstrom, womit unter anderem die Kontraktion der
Muskelzelle eingeleitet wird (Scholz et al. 1988). Ca** ist, als ein zentrales Signalmolekiil,
jedoch nicht nur am Prozel der Muskelkontraktion, sondern auch am Sehprozel,
Zellproliferation, Sekretion, Zellmotilitit, Formation des Zytoskeletts, Genexpression und
Reaktionen des intermediiren Stoffwechsels beteiligt (Krauss 2003). Abbildung 2 B zeigt

schematisch die Gy/11-vermittelte Signaltransduktionskaskade.
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Abbildung 2: Kardiale Signaltransduktionskaskaden

Abbildung 2 A zeigt die B-adrenerge Signaltransduktionskaskade. Die 8- bzw. B,-Adrenorezeptor- (8- und B,-
AR) induzierte Aktivierung von Go oder die 3,-Adrenorezeptor- (3,-AR) induzierte Aktivierung von Ga; (nach
Proteinkinase A-vermittelter Phosphorylierung von B,-AR) fithrt zur Stimulation bzw. Inhibition der
Adenylatzyklase (Lohse et al. 2003; Lefkowitz et al. 2000). Die Adenylatzyklase katalysiert die Bildung von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP). Erhohte cAMP-Konzentrationen
aktivieren die Proteinkinase A durch Bindung von jeweils zwei Molekiilen cAMP an ihre beiden regulatorischen
Untereinheiten (R). Dies katalysiert die Dissoziation der Proteinkinase A in eine dimere regulatorische
Untereinheit (R) und zwei freie katalytische Untereinheiten (C), die weitere Substrate (S), welche unter anderem
fiir die kardiale Funktion essentiell sind, phosphorylieren konnen (Krauss 2003). Abbildung 2 B zeigt

schematisch die Gg;-vermittelte ~ Signaltransduktionskaskade. Rezeptorinduzierte ~Aktivierung dieses

Signaltransduktionsweges fiihrt durch Stimulation des Effektormolekiils Phospholipase C-B zur Spaltung von
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP,) und somit zur Freisetzung der beiden ,second messenger*
Inositoltrisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) (Scholz J. 1989; Wu et al. 1992; Krauss 2003). Das
membranstindige DAG aktiviert die membranstindige Proteinkinase C. Diese stimuliert monomere G-Proteine,
wie Ras oder Rac (indirekt iiber Ras), welche verschiedene Mitglieder einer zellinterne
Phosphorylierungskaskade, die sogenannten Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK-Mitglieder), aktivieren
und als Folge hiervon, neben anderen physiologischen Wirkungen, kardiale Hypertrophie induzieren (Sudgen et
al. 1998). Bindung von IP; an seinen spezifischen Rezeptor, Inositoltrisphosphat-Rezeptor (InsP;-Rezeptor),
induziert die Freisetzung von Ca’ aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) und den Ca’*-Einwirtsstrom,
womit unter anderem die Kontraktion der Muskelzelle eingeleitet wird (Scholz et al. 1988).
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1.3 Regulation der Signaltransduktion

Ein wichtiger Aspekt der Signaltransduktion ist ihre Regulierbarkeit. Im Rahmen dieser
Arbeit wird allein die Regulation der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion niher
erortert. Desensitivierung dieser Signaltransduktionskaskade, d. h. Verringerung der
Ansprechbarkeit auf einen Agonisten, stellt einen wichtigen Mechanismus zur Protektion
gegen akute oder chronische rezeptorvermittelte Uberstimulation, zum Filter, Integrieren und
Koordinieren von Signalen iiber viele verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs) sowie letztendlich zur Determinierung der Dauer und Stirke der Signaltransduktion

dar (Ferguson 2001).

1.3.1 Regulation der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion
G-Protein-vermittelte Signaltransduktionsprozesse lassen sich auf jeder Stufe ihres Verlaufes
regulieren. Auf der Stufe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) sind die Prozesse
der ,,Down-Regulation” von Rezeptoren (Hadcock and Malbon 1988, Valiquette et al.1990,
Pak et al. 1999) und der Entkopplung von Rezeptoren von heterotrimeren G-Proteinen in
Folge von Rezeptor-Phosphorylierungsprozessen zu nennen (Krauss 2003; Bouvier et al.
1988; Hausdorff et al. 1989; Lohse et al. 1990). Die Rezeptoren werden entweder durch
»second messenger” abhingige Proteinkinasen, wie durch die cAMP-abhingige Protein-
kinase A oder durch die Proteinkinase C, iiber einen negativen ,,Feedback-Mechanismus®,
oder durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) (Krauss 2003; Lefkowitz 1993;
Ferguson et al. 1996; Ferguson und Caron 1998; Krupnick und Benovic 1998) phosphoryliert.
Desensitivierung  dieser  Signaltransduktionskaskade durch ,,Down-Regulation von
B;-Rezeptoren und durch Entkopplung von B-Rezeptoren in Folge von Rezeptor-
Phosphorylierungsprozessen durch Proteinkinase A sowie durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptorkinasen spielt unter anderem im Rahmen der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine
wichtige Rolle (Lohse et al. 2003; Castellano et al. 1997). Durch die Proteinkinase A-
vermittelte Phosphorylierung des B,-adrenergen Rezeptors im Herzen dndert sich das
Kopplungsverhalten des Rezeptors von Goi zu Gy, hierdurch wird ein inhibitorischer Einflufl
auf die Adenylatzyklase ausgeiibt (Lohse et al. 2003; Daaka et al. 1997). Rezeptor-
Phosphorylierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRK) fordert die Bindung
von cytosolischen Proteinen, den sogenannten Arrestinen. Diese verhindern durch sterische
Effekte eine Kopplung des Rezeptors an das jeweilige G-Protein (Benovic et al. 1983;
Ferguson 2001).
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In der Literatur werden der Bindung von Arrestinen dariiber hinaus weitere Funktionen
zugeschrieben. So fiihrt die Bindung von Arrestinen an einen Rezeptor zur Endozytose des
Rezeptors in membrangebundener Form als ,Clathrin-coated vesicle® sowie zur
Dephosphorylierung, Regenerierung und Riicktransport des Rezeptors zur Zellmembran
(Krauss 2003; Ferguson 2001). Des Weiteren stellen Arrestine ein Bindeglied zu G-Protein-
unabhingigen Signaltransduktionskaskaden wie der MAPK-Kaskade dar. Innerhalb dieser
Signaltransduktionskaskade dienen sie als Geriistproteine fiir die verschiedenen
MAP-Kinasen (Mc Donald and Lefkowitz 2001; Ferguson 2001). G-Protein-gekoppelte
Rezeptorkinasen ~ (GRK) liefern somit ein  Beispiel fiir die komplexen
Regulationsmechanismen und Interaktion von verschiedenen Signaltransduktionskaskaden.
Die oben genannten Desensitivierungsprozesse verlaufen innerhalb eines unterschiedlichen
Zeitrahmens von Sekunden (Phosphorylierungsprozesse) tiber Minuten (Endozytose) bis hin
zu Stunden (Down-Regulation von Rezeptoren) und ermdglichen eine kurz- oder

langerfristige Regulation der Rezeptoraktivitit (Ferguson 2001; Krauss 2003).

Die Aktivitdt von heterotrimeren G-Proteinen ist davon abhingig, ob sie in einem aktiven
Ga-GTP gebundenen Zustand mit einer freien B,y-dimeren Untereinheit oder in einem
inaktiven Ga-GDP gebundenen Zustand als Heterotrimer vorliegen. Thre Aktivitdt wird,
neben der Regulation durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), welche als GEFs,
Guaninnukleotid-Austauschfaktoren, wirken, reguliert durch GTPase-aktivierende Proteine
(GAPs). Diese erhohen die intrinische GTPase-Aktivitit der o-Untereinheit der
heterotrimeren G-Proteine (Krauss 2003; Wieland und Chen 1999). Zwei Klassen von
Proteinen wirken als GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) (Wieland und Chen 1999; Krauss
2003; Scholich et al. 1999):

1. spezifische GTPase-aktivierende Proteine, bezeichnet als RGS-Proteine (regulators of
G protein signalling, siehe 1.3.2)
2. Effektorenzyme wie
- Phospholipase C-B1. Sie stimuliert die intrinsiche GTPase Aktivitit von Go,.
- bestimmte Isoformen der Adenylatzyklase. Sie konnen GTPase Aktivitit gegeniiber
der monomeren Go,-Untereinheit aufweisen.

- die y-Untereinheit der cGMP-abhiingigen Phosphodiesterase.
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Die Signalweiterleitung durch die B,y-Untereinheit kann durch Abfangen dieser dimeren
Untereinheit durch Proteine wie Phosducin (Bauer et al. 1992; Gaudet et al.1996) oder
Calmodulin (Asano et al 1986; Liu et al. 1997) abgeschwicht werden.

Die Aktivitit von Effektormolekiilen, wie Adenylatzyklasen und Phospholipasen, wird
einerseits reguliert durch o-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine (G, Goy im Falle der
Adenylatzyklasen, Go,, im Falle der Phospholipase C-B) als zentralem Regulator, andererseits
aber auch durch eine weite Bandbreite weiterer Faktoren, welche einen stimulatorischen oder
inhibitorischen Einfluf auf das jeweilige Effektormolekiil haben. Dies beinhaltet sowohl die
Regulation durch ,,downstream® gelegene Effektoren sowie durch ,,second messenger als
auch andere Faktoren. So unterliegen beispielsweise mehrere Subtypen der Adenylatzyklase
dem stimulatorischen Einflu3 des Diterpens Forskolin (alle Subtypen auBer Adenylat-
zyklase IX), andere wiederum dem stimulatorischen oder inhibitorischen Einflu3 von
Ca2+/Calm0dulin, Proteinkinase C, By-Untereinheiten von G-Proteinen, Ca2+, wobel kein

Adenylatzyklase-Subtyp einem identischen Regulationsmechanismus folgt (Krauss 2003).

Die Konzentration an ,,second messengern, wie cAMP, cGMP, IP;, DAG oder Ca®, wird
reguliert durch ,,upstream‘ gelegene Effektormolekiile, aber auch durch andere Prozesse wie

z. B. Hydrolyse durch Phosphodiesterasen im Falle von cAMP, cGMP (Krauss 2003).

1.3.2 RGS-Proteine

Seit ihrer Entdeckung als negative Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion
(RGS-Proteine, regulators of G protein signalling), welche die intrinische GTPase-Aktivitit
(GAP-AKktivitit, Hydrolyse von GTP zu GDP) der Ga-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine
bis zu hundertfach erhthen konnen (siehe Abbildung 1) und somit die Dauer der G-Protein-
vermittelten Signaltransduktion drastisch verringern, mehren sich die Hinweise, daf}
RGS-Proteine neben ihrer GAP-Aktivitidt weitere wichtige Funktionen aufweisen konnen.
Dies beinhaltet unter anderem die Inhibition der Guaninnukleotid-Dissoziation (GDI-
Aktivitdt, guanine nucleotide dissociation inhibitor) durch GoLoco Motif enthaltene
RGS-Proteine oder die Guaninnukleotid-Austauschfunktion der RGS-RhoGEFs (GEF,
guanine nucleotide exchange factor), die nach Bindung an spezifische aktivierte
Go-Untereinheiten, Go,-GTP, Goi»-GTP, Gois-GTP, Effektorfunktion haben und den
Austausch von GDP gegen GTP an RhoA katalysieren und somit RhoA aktivieren

(Siderovski und Willard 2005).
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RGS-Proteine sind in einem weiten Spezies-Spektrum, welches iiber Hefe, Pilze, Pflanzen,
Nematoden bis hin zu Sidugetiervertretern einschlieflich des Menschen reicht, vertreten
(Dohlman und Thorner 1997; Wieland und Chen 1999; Siderovski und Willard 2005). Bis
heute sind mehr als 30 RGS-Proteine, davon 20 im humanen Myokard, detektiert worden

(Riddle et al. 2005; Siderovski und Willard 2005).

Charakteristisch fiir alle RGS-Proteine ist eine konservierte aus 120 Aminoséduren bestehende
RGS-Domine, die sowohl fiir die Bindung an Go-Untereinheiten als auch fiir die GTPase-
Aktivitit verantwortlich ist (Popov et al. 1997; Riddle et al. 2005). Die RGS-Doméne besteht
aus neun o-helikalen Bereichen, iiber welche sie mit Ga-GTP interagiert. Die hohe Affinitit
gegeniiber dem Transitionsphase-Analogon [GaGDP-AlFs]" deutet darauf hin, dal RGS-
Proteine ihre GAP-Aktivitit iiber eine Stabilisierung der Transitionsphase der GTP-Hydrolyse
ausiiben. In dem oben erwihnten Komplex imitiert das [AlF4]-Ion das in einer Sxy2-Reaktion
abzuspaltende <y-Phosphat. Mit Hilfe des Aluminium-lons wird die Abgangsgruppe
OR™ = GDP stabilisiert (Wieland und Chen 1999; Krauss 2003).

Die meisten RGS-Proteine weisen GAP-Aktivitit gegeniiber Goi- und  GOgqi-
Familienmitgliedern auf (Riddle et al. 2005). Dariiber hinaus wurden jedoch auch
RGS-Proteine, die Guaninnukleotid-Austauschfaktoren sognannte RhoGEFs, welche GTPase-
Aktivitat gegeniiber Galjy/13-Untereinheiten aufweisen, identifiziert (Hart et al. 1998;
Siderovski und Willard 2005; Riddle et al. 2005). Bisher konnte lediglich ein einziges
RGS-Protein, RGS-PX1, das GAP-Aktivitidt gegeniiber Go,, aufweist, detektiert werden
(Riddle et al. 2005; Zheng et al. 2001). Trotz ihrer geringen Sperzifitit gegeniiber einer
bestimmten Go-Untereinheit in vitro, mehren sich die Hinweise, dal RGS-Proteine in vivo
hohere Selektivitit gegeniiber einem spezifischen G-Protein-vermittelten
Signaltransduktionsweg aufweisen. Griinde hierfiir beinhalten gewebe- und zelltypspezifische
Expression von RGS-Proteine, unterschiedliche Expressionslevel wihrend verschiedener
Entwicklungsstadien sowie Verdnderungen in der subzelluldren Lokalisation, Proteinstabilitét
und GAP-Aktivitidt durch post-translationale Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung oder
Palmitoylierung (Riddle et al. 2005).
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Im kardiovaskuldren System sind RGS-Proteine unter anderem an der Regulation des
Vasotonus, der Kontraktilitit von Kardiomyozyten und von G-Protein-regulierten K*-Kanilen
im Herzen sowie an der Regulation des Zellwachstums von Kardiomyozyten beteiligt (Riddle
et al. 2005; Michalek 2003). Insbesondere RGS2 und RGS4 werden hierbei wichtige
Funktionen zugeschrieben (Riddle et al. 2005). RGS2 inhibiert aufgrund seiner GAP-Aktivitit
gegeniiber Gog die Gg-vermittelte Vasokonstriktion von Gg-Agonisten wie Angiotensin I,
Endothelin-1 und Norepinephrin (Heximer et al. 2003; Riddle et al. 2005). Die
NO-vermittelte Vasodilatation ist auf verschiedene Mechanismen unter anderem auf die
cGMP-abhiingige, Proteinkinase I-a-vermittelte Aktivierung von RGS2 zuriickzufiihren (Tang
et al. 2003; Riddle et al. 2005). RGS4 deaktiviert G-Protein-regulierte K*-Kaniile im Herzen.
Aktivierung dieser Kanile iiber vagal freigesetztes Acetylcholin fiihrt durch Offnung der
Kanile zum Kalium-Efflux und dadurch zur Hyperpolarisation der Schrittmacherzellen im
Sinus- und Atrioventrikularknoten. Hieraus resultiert die vagal vermittelte negative
Chronotropie (Riddle et al. 2005; Timmer-Stranghdner 2004). Des Weiteren inhibiert RGS4
die Gg-vermittelte Hypertrophie von Herzmuskelzellen (Riddle et al. 2005; Rogers et al.
1999) und den Endothelin-1-induzierten, Gg-vermittelten positiv inotropen Effekt auf
Kardiomyozyten (Michalek 2003). In der Pathogenese verschiedener Herzerkrankungen, wie
Herzinsuffizienz und Hypertonie, spielen vom physiologischen Niveau abweichende
Expressionslevel von RGS-Proteinen eine wichtige Rolle. Im Rahmen einer chronischen oder
akut entziindlichen Herzinsuffizienz wird insbesondere dem erhohten Expressionsniveau der
RGS-Proteine RGS4 und RGS16 pathophysiologische Relevanz zugeschrieben (Mittmann et
al. 2002; Patten et al. 2002; Patten et al. 2003). RGS2-Defizienz scheint eine wichtige Rolle

in der Pathogenese der Hypertonie zu spielen (Heximer et al. 2003).

Aufgrund von Ahnlichkeiten in der Struktur und Funktion lassen sich RGS-Proteine in
mehrere Subfamilien unterteilen (Ubersicht bei Siderovski und Willard 2005; Riddle et al.
2005). Allen Familien ist grundsétzlich die fiir RGS-Proteine charakteristische RGS-Doméne
gemeinsam. Thr Aufbau aus unterschiedlichen Protein-Interaktionsdoménen erdffnet RGS-
Proteinen eine Vielzahl von Funktionen, die weit iiber ihre GTPase-aktivierende Funktion

hinausgehen, und macht sie somit zu multifunktionalen Proteinen
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1. RZ-Subfamilie
Zu dieser Subfamilie gehoren die RGS-Proteine RGS19, RGS20 und RGS17. Sie weist,

neben einer N-terminal gelegenen Poly-Cystein-Region, als einziges Strukturmerkmal die

RGS-Domine auf.

2. R4-Subfamilie
Mitglieder dieser Familie, RGS13, RGS21, RGS1, RGS2, RGSS5, RGS3, RGS4, RGSS,
RGS16 und RGS18, besitzen lediglich die RGS-Doméne. Zu dieser Gruppe gehort auch das

mit einer Ladnge von 152 Aminosduren kiirzeste RGS-Protein, RGS21.

3. R7-Subfamilie

Diese RGS-Protein-Subfamilie beinhaltet RGS6, RGS7, RGS11 und RGS9. Als
charakteristische Protein-Interaktionsdoménen sind die GGL-Doméne (G-protein vy-like
domain) und eine N-terminal gelegene DEP-Domine (Dishevelled/EGL-10/Pleckstrin
homology domain) zu nennen (Siderovski und Willard 2005). Die GGL-Doméne besteht aus
64 Aminosiuren und weist groBe Ahnlichkeit zur G-Protein y-Untereinheit auf. Sie kann
Dimere mit bestimmten G-Protein-Untereinheiten z. B. mit Gf3s in neuronalen Zellen, jedoch
nicht mit GB; oder GB5 bilden (Snow et al. 1998 a; Riddle et al. 2005). Uber die Funktion der
aus 70 Aminosduren bestehenden DEP-Doméne ist bisher wenig bekannt. Viele an
Signaltransduktionsprozessen beteiligte Proteine enthalten jedoch diese Protein-
Interaktionsdomine. So scheint die DEP-Doméne des Retina-spezifischen RGS9-1-Protein
essentiell fiir die Interaktion mit R9AP (RGS9 anchoring protein), einem membran-
assoziierten Protein, und somit zur gezielten Positionierung von RGS9-1 an der Membran zu

sein (Martemyanov et al. 2003).

4. R12-Subfamilie
Zu dieser Familie zdhlt als kleinstes Mitglied RGS10 (Hunt et al. 1996). Die ebenfalls dieser

Gruppe zugehorigen RGS-Proteine, RGS12 und RGS14, weisen als Protein-
Interaktionsdoménen Tandem Ras-Bindedominen (RBDs) und eine C-terminal gelegene
GoLoco-Motif Interaktionsdomine auf (Siderovski et al. 1999). RGS12 beinhaltet zusitzlich
eine N-terminale PDZ (PSD95/Dlg/Z0-1 homology) und eine PTB (phosphotyrosine-
binding) Doméne (Schiff et al. 2000).
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Das GoLoco-Motif ist eine aus 19 Aminosiduren bestehende, hochkonservierte Domine, die
an Goy-Untereinheiten bindet. GoLoco-Motif enthaltende Proteine agieren als Inhibitoren der
Guaninnukleotid-Dissoziation (GDI-Aktivitidt) durch Bindung und Stabilisierung von Goy-
GDP und Verringerung der Austauschrate von GDP gegen GTP (Riddle et al. 2005; De Vries
et al. 2000). Des Weiteren inhibiert die Bindung von GoLoco-Motif enthaltenden
RGS-Proteinen an Gq@;-GDP die Assoziation der Go-Untereinheit mit B,y-Dimeren
(Siderovski und Willard 2005). PDZ-Dominen bestehen aus ca. 90 Aminosduren und sind
involviert an der Bildung von Clustern grofler Protein-Komplexe, die an der
Signaltransduktion beteiligt sind (Zhang et al. 2003). PDZ-Doméinen kénnen an Rezeptoren
binden, die sich vom C-terminalen Ende der 7-Transmembranrezeptoren, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR), ableiten lassen (Siderovski und Willard 2005). So bindet
beispielsweise RGS12 mit Hilfe seiner PDZ-Doméne selektiv an den Interleukin-8-
Rezeptor B (CXCR2), einem Gi-gekoppelten Rezeptor (Snow et al. 1998 b). Mit Hilfe von
PTB-Doménen (phosphotyrosine-binding domains) ist eine Erkennung von Phosphotyrosin-
Motiven, wie beispielsweise in aktivierten Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren, Zytokinen und

Antigenen vorhanden, moglich.

5. RA-Subfamilie

Axin und Axin2 (Axil) sind die einzigen Familienmitglieder und negative Regulatoren des
Wnt / Wingless Signaltransduktionsweges. Dieser in verschiedenen Organismen
einschlieBlich des Menschen konservierte Signaltransduktionspfad spielt eine wichtige Rolle
in Prozessen wie Entwicklung, Proliferation und Differenzierung (Spink et al 2000;
Siderovski et al. 2005). Beide oben erwihnten RGS-Proteine zeigen mit Hilfe der RGS-
Doméine Interaktionen mit dem Tumorsuppressorprotein Adenomatous Polyposis coli (APC,
Bestandteil des Wnt Signaltransduktionsweges), jedoch nicht mit Ga-Untereinheiten. Axin
und Axin2 besitzen Doménen mit deren Hilfe sie mit weiteren Bestandteilen des Wnt
Signaltransduktionsweges, wie B-Catenin, der Kinase GSK38, der Phosphatase PP2A und
dem Protein Dishevelled (DIX-Doméne), interagieren konnen (Siderovski und Willard 2005).

6. GEF-Subfamilie

Zu dieser Gruppe gehoren die drei RhoA-spezifischen Guaninnukleotid-Austauschfaktoren:
p115-RhoGEF, PDZ-RhoGEF und leukemia-associated RhoGEF (LARG) (Siderovski und
Willard 2005).
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Im Gegensatz zu den meisten RGS-Proteine, die durch ihre GTPase-aktivierende Funktion
gegeniiber Ga-GTP-Untereinheiten oder durch Kompetition mit Effektormolekiilen um die
Bindung an Go-GTP als negative Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion
bekannt sind (Hepler et al. 1997; Anger et al. 2004), stellen die drei oben erwihnten Rho-
GEFs positive Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion dar. Sie fungieren
als Effektoren spezifischer Go-Untereinheiten, Gol,-GTP, Goo-GTP und / oder Gouyz-GTP,
indem sie gebunden an die oben erwihnten aktivierten Go-GTP-Untereinheiten den
Guaninnukleotid-Austausch, GDP gegen GTP, an der monomeren GTPase RhoA
katalysieren. RhoA ist an der Regulation einer Reihe zellulirer Antworten, wie z. B.
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, Stimulation der Zellmigration, Zellteilung und
Zellwachstum beteiligt (Siderovski und Willard 2005). Rho-GEFs zeigen jedoch auch GAP-
Aktivitit gegeniiber den oben erwihnten Go-Untereinheiten. Sie vereinen diese Aktivitét mit
ihrer Funktion als Effektormolekiile. Alle drei Rho-GEFs besitzen eine Dbl-Homologie (DH)
und Pleckstrin-Homologie (PH) Domine, welche den Guaninnukleotid-Austausch an RhoA
katalysieren und RhoA in seine aktive GTP-gebundene Form iiberfithren (Snyder et al. 2000;
Siderovski und Willard 2005). PDZ-RhoGEF und LARG besitzen zusitzlich eine N-terminale
PDZ-Domine (Siderovski und Willard 2005).

7. GRK-Subfamilie
Die Mitglieder dieser Subfamilie, GRK1, GRK7, GRK4, GRKS5, GRK6, GRK3 und GRK2,

sind urspriinglich als G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs) bekannt. Neben einer
Doméne mit Ser/Thr-Kinase Funktion, welche der Phosphorylierung von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) dient, weisen sie eine N-terminal gelegene RGS-Domine

auf und sind unter diesem Aspekt den RGS-Proteinen zuzuordnen (Siderovski et al. 2005).

8. SNX-Subfamilie
Zu dieser Gruppe zihlen die drei Nexine SNX13, SNX14 und SNX25. Alle drei Nexine

weisen, neben der RGS-Domine, als fiir diese Familie typische Protein-Interaktionsdoménen
eine Phosphatidylinositol-Bindedoméne (PX) und eine PX-assoziierte Domine (PXA) auf.
Des Weiteren besitzen sie putative Transmembranregionen (TM) (Siderovski und Willard

2005).

Die beiden multiple RGS-Doménen enthaltenden RGS-Proteine, D-AKAP2 und RGS22, sind

keiner der oben genannten RGS-Subfamilien zuzuordnen (Siderovski und Willard 2005).
2.



Abbildung 3 zeigt eine kurze Ubersicht der RGS-Protein-Subfamilien. 3 A zeigt ein
Dendrogramm der einzelnen Subfamilien und 3 B gibt Aufschlufl iiber den strukturellen

Aufbau.
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Abbildung 3: RGS-Proteinfamilien

Abbildung 3 A zeigt ein Dendrogramm der verschiedenen RGS-Protein-Subfamilien. Das Dendrogramm wurde

| SNX25

SNX13

SNX13

anhand von Sequenzdaten, welche durch SMART (Simple Modular Architecture Research Tool, http://smart.embl-
heidelberg.de) identifiziert wurden, generiert. Mit Hilfe von SMART ist eine Analyse des Aufbaus verschiedener
Proteindoménen mit besonderem Hinblick auf Proteindoménen eukaryontischer Organismen moglich (Letunic et al.
2002). Abbildung 3 B zeigt anhand eines Vertreters der jeweiligen RGS-Protein-Subfamilie die typischen Protein-
Interaktionsdoménen der dargestellten Proteinfamilie. Allen RGS-Proteinfamilien ist grundsitzlich die fiir RGS-
Proteine charakteristische RGS-Domine gemeinsam. Die RZ-/ und R4-Subfamilien weisen, abweichend von den
anderen RGS-Protein-Subfamilien, mit der RGS-Domine lediglich eine einzige Protein-Interaktionsdoméine auf.
Mitglieder der RZ-Subfamilie besitzen zusitzlich eine N-terminal gelegene Poly-Cystein-Region. Alle weiteren
RGS-Protein-Subfamilien weisen entweder mehrere verschiedene Protein-Interaktionsdominen oder im Falle von
D-AKAP2 oder RGS22, die keiner RGS-Protein-Subfamilie zuzuordnen sind, multiple RGS-Doménen auf (ndhere
Erlduterungen zu den einzelnen RGS-Protein-Subfamilien, siehe oben) (modifiziert nach Siderovski und Willard
2005). Cys: Poly-Cystein-Region; RGS: regulators of G-protein signalling; DEP domain: Dishevelled/
EGL-10/Pleckstrin homology domain; GGL domain: G-protein y-like domain; PDZ: PSD95/D1g/Z0O-1 homology
domain; PTB: phosphotyrosine-binding domain; RBD: Ras-binding domain; BCat, GSK36, PP2A und DIX:
Bestandteile des Wnt/Wingless Signaltransduktionsweges, (-Catenin, GSK3B-Kinase, Phosphatase PP2A und
Protein Dishevelled; DH domain: Dbl-homology domain; PH domain: Pleckstrin-homology domain; Ser/Thr-
Kinase: Serin/Threonin- Kinase; TM: transmembrane region; PX domain: phosphatidylinositol-binding domain;

PXA: PX-associated domain.
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1.4 Genregulation

Die Kontrolle der Genexpression ist ein wichtiges Thema in der molekularen Genetik. Sie trigt
zum Verstidndnis bei, warum trotz gleicher genetischer Information aller somatischer Zellen
innerhalb eines Organismus Zellen verschiedener Gewebe ein unterschiedliches
Genexpressionsmuster aufweisen und somit unterschiedliche Aufgaben in einem Organismus
iibernehmen konnen. Genregulation ist fiir die differentielle Genexpression, d. h. Expression
von Genen innerhalb eines bestimmten Gewebes, eines bestimmten Entwicklungsstadiums oder
physiologischen Zustandes der Zelle aber auch fiir konstitutiv exprimierte Gene wichtig.
Wihrend die Kontrolle der Genexpression bei Prokaryonten im Wesentlichen bestimmt wird
durch die Regulation der Rate der Transkriptionsinitiation, ist die Genregulation bei
Eukaryonten weitaus komplexer. Sie beinhaltet nicht nur die Regulation der Transkription,
sondern auch alle weiteren Prozesse im Anschlufl an die DNA-Transkription wie Transkript-
Prozessierung und Modifikation, RNA-Transport, Transkriptstabilitit, Translationsinitiation,
posttranslationale Proteinmodifikationen, Proteintransport und Proteinstabilitdt (Knippers,

Molekulare Genetik, 1997).

1.4.1 Transkriptionsregulation

Transkriptionsregulation ist ein zentraler Mechanismus der Genregulation. Neben der
Zuginglichkeit der DNA fiir den Transkriptionsapparat, die bestimmt wird durch die Struktur
und den Kompaktheitsgrad des Chromatins, einem Komplex aus Proteinen und DNA in Form
von Nucleosomen, sind vor allem bestimmte auf den DNA-Molekiilen gelegene
Sequenzmotive (cis-Elemente) und deren Interaktion mit in trans wirkenden Faktoren
(Transkriptionsfaktoren) von entscheidender Bedeutung fiir die Transkription. Die Erforschung
der Transkriptionsregulation, was die Interaktion von Transkriptionsfaktoren mit cis-Elementen
und die Interaktion der Transkriptionsfaktoren untereinander betrifft, steht bei eukaryontischen
Organismen noch am Anfang und ist deshalb Ausgangspunkt intensiver Forschung.
Cis-Elemente sind nicht willkiirlich auf der DNA verteilt, sondern auf einem bestimmten den

Genen vorgeschalteten DNA-Abschnitt, dem Promotor, lokalisiert.
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1.4.1.1 Promotor, Definition

Als Promotor werden diejenigen Sequenzelemente bezeichnet, die sich in unmittelbarer Nihe
(57-aufwirts fiir proteinkodierende Gene, die von der RNA-Polymerase II transkribiert
werden) des Transkriptionsstartpunktes befinden und deren Reihenfolge und Abstinde
zueinander relativ fixiert sind. Sequenzelemente, deren Position und Polaritit in bezug auf
den Transkriptionsstartpunkt nicht festgelegt sind und die ihre Wirkung aus der Ferne
entfalten konnen, werden unter der Bezeichnung Enhancer zusammengefa3t. Enhancer
konnen sich auch im transkribierten Bereich bzw. hinter der kodierenden Region befinden. Im
Einzelfall kann die begriffliche Unterscheidung zwischen Promotor und Enhancer schwierig
sein, deshalb wird die Bezeichnung Promotor hiufig fiir die gesamte

Transkriptionskontrollregion verwendet (Westhoff, Molekulare Entwicklungsbiologie, 1996).

1.4.1.2 Promotoraufbau

Promotoren eukaryontischer Organismen sind sehr komplex und variabel aufgebaut.
Grundsétzlich mufl zwischen Promotoren von regulierten Genen und konstitutiv exprimierten
Genen unterschieden werden. Regulierte Gene konnen eine Vielzahl von speziellen
cis-Elementen aufweisen, iiber die eine Induktion des jeweiligen Gens moglich ist. Einige
Sequenzmotive lassen sich in den meisten Promotoren proteinkodierender Gene

eukaryontischer Organismen auffinden, hierbei handelt es sich um Promotorgrundelemente:

A. Innerhalb einer Pyrimidin-reichen Sequenz liegt das Startnukleotid fiir den
Transkriptionsstart (hidufig ein Adenin). Das Startnukleotid fiir den Transkriptionsstart
wird als Inr-Element (Initiator) bezeichnet. Das Inr-Element am Transkriptionsstart ist in
vielen, aber nicht allen Promotoren vorhanden.

B. Die TATA-Box, ein Sequenzabschnitt, der mehr oder weniger groBe Ahnlichkeit mit der
Nukleotidfolge 5°-TATAAT-3" (Konsensus-Sequenz) aufweist, liegt in einer Position um
das Nukleotid -30 stromaufwirts vom Transkriptionsstart (wird mit +1 bezeichnet) in
den Promotoren von regulierten Genen. Sie fehlt hiufig, jedoch nicht immer, in den
Promotoren von konstitutiv exprimierten Genen. Da die TATA-Box den Beginn der
Transkription festlegt, findet man in konstitutiv exprimierten Genen oft keinen
einheitlichen Transkriptionsstartpunkt, sondern mehrere, eng beieinanderliegende

Startpunkte fiir die Transkription.
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C. CCAAT-Boxen und GC-Boxen kommen in wechselnder Zahl, Orientierung und Lage
(relativ zum Transkriptionsstart) in vielen, jedoch nicht allen Promotoren vor. (Knippers,

Molekulare Genetik, 1997).

Neben den oben angefithrten Grundelementen enthalten Promotoren eukaryontischer
Organismen im allgemeinen noch weitere verschiedene in cis-wirkende Elemente, die eine
bestimmte Anordnung und einen bestimmten Abstand haben miissen, um ihre Wirkung
ausiiben zu konnen. Diese in cis-wirkenden Elemente regulieren die Transkription in
kombinatorischer Weise. Verdnderungen, wie z. B. Ausstausch einzelner Nukleotide
innerhalb hoch konservierter Sequenzmotive (GC-Boxen, CCAAT-Boxen, TATA-Box und
spezielle regulatorische Elemente wie z. B. cAMP Response Element), haben Auswirkungen

auf die Promotoraktivitét und fithren hdufig zu deren Senkung.

Die Struktur eines Promotors eukaryontischer Organismen soll am c-fos Promotor erldutert
werden. Dieser Promotor ist eines der am besten untersuchten Systeme im Hinblick auf
Transkriptionsregulation in eukaryontischen Organismen. Das c-fos Gen gehort zu den
.immediate early genes®, einer Gruppe von Genen, die nach Induktion schon sehr friih, vor
anderen Genen exprimiert werden und die Informationen zur Herstellung von
Transkriptionsfaktoren tragen. Die Gene c-fos und c-jun kodieren fiir je eine Untereinheit des
Transkriptionsfaktors ,,Activator protein 1 (AP-1) (Knippers, Molekulare Genetik, 1997).
C-fos wird in einer Vielzahl von Zelltypen auf einem verhiltnismifig geringem Niveau
exprimiert, kann jedoch schnell und drastisch durch eine weite Bandbreite von Stimulatoren
unter anderem durch Serumbestandteile wie Wachstumsfaktoren, Erhohung der
intrazelluliren Konzentration an Kalzium-Ionen oder der cAMP-Konzentration induziert
werden  (Robertson et al. 1995;  Knippers, Molekulare  Genetik, 1997).
Der c-fos Promotor weist neben den typischen regulatorischen Elementen eines Promotors
eukaryontischer Organismen (TATA-Box, CCAAT-Box, GC-Boxen), Bindestellen fiir
spezielle Transkriptionsfaktoren, welche die Induktion der Promotoraktivitit durch diverse
Stimulantien vermitteln, auf. Abbildung 4 zeigt die Sequenz des c-fos Promotors sowie

Bindestellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren.
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TCGCTCGCCT TCTCTGCCTT TCCCGCCTCC CCTCCCCCGC cec@c CTTCCCCCCC -376
TGCGCTGCAC CCTCAGAGTG CTGCAGCCGG CGAGCTGHENS [HSERIINATCC CTCCCTCCTT -316
TACACAGGAT GTNeNEy [dercaTcCifds [EINGCAGGT TTCCACHESe [€ETCCCTGTT -256
GTTCTGGGGG GGGGACCATC TCCGARATCC TACACGCGGA AGGTCTAGGA GACCCCCTAA —196
GATCE¥YiA GTGAACACTC ATAGGTGAAAR GATGTATGCC AAGACGGGGG TTGAAAGCCT -136
GGGGCGTAGA GTTGACGACA GAGCGCCCGC AGAGGGCCTT GGGGCGCGCT TCCCCCCCCT - 76
TCCAGTTCCG CCCAEeNee [EGGAAGTCC ATCCATTCAC AGCGCTTCHS [E¥¥lceGeeca - 16
GCTGAGECGC CTACTACTCC AACCGCGACT  GCA * 18

Abbildung 4: c-fos Promotor

Abbildung 4 zeigt die Sequenz des c-fos Promotors in der Region von - 435 bis + 18. Dieser Sequenzbereich
beinhaltet typische regulatorische Elemente eines eukaryontischen Promotors. Sie sind grau markiert und
nummeriert: # 1: TATA-Box, # 2: GC-Boxen, # 3: CCAAT-Box sowie den Transkriptionsstart, der mit + 1
gekennzeichnet ist. Bindestellen fiir spezielle Transkriptionsfaktoren sind folgendermaRen markiert I : Sis-
inducible Element (SIE), Bindestelle fiir Transkriptionsfaktoren, die der Gruppe der ,,Signal Transducers and

Activators of Transcription* (STAT) angehéren (Hassler M., 2001); [l : Serum Response Element (SRE),

Bindestelle fiir eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, zu denen unter anderem der Serum Response Factor (SRF)
und Yin Yang 1 (YY) gehoren (Robertson et al. 1995); INIllll : AP-1 Binding Element (FAB), Bindestelle fiir
das Activator Protein 1 (AP-1) und AP-1 verwandete Transkriptionskomplexe (Robertson et al. 1995; Knippers,
Molekulare Genetik, 1997); Il : Kalzium und cAMP Response Element (Ca/CRE-Sequenz), Bindestelle fiir
das CRE-Protein. (Robertson et al. 1995; Knippers, Molekulare Genetik, 1997). Sequenz modifiziert dargestellt
nach Hassler M. 2001 und Knippers, Molekulare Genetik, 1997. Um die Ubersichtlichkeit zu gewihrleisten, sind

nur einige ausgewihlte Bindestellen fiir spezielle Transkriptionsfaktoren dargestellt.

1.4.1.3 Transkriptionsfaktoren

Im Rahmen dieser Dissertation wird ein kurzer und grundsitzlicher Uberblick iiber

Transkriptionsfaktoren gegebenen. Transkriptionsfaktoren besitzen drei essentielle Doménen,

um ihre Funktion, d. h. Interaktion mit im Promotor gelegenen cis-Elementen und Regulation

der Transkription, zu gewéhrleisten (Knippers, Molekulare Genetik, 1997):

1. DNA-Bindedoméne: ermoglicht die Bindung an cis-Elemente.

2. Transaktivierungsdoméne: ist fiir die Aktivierung der Transkription verantwortlich, er-
moglicht die Interaktion mit dem basalen Transkriptions-
apparat und Interaktionen der Transkriptionsfaktoren.

3.Dimerisierungsdoméine
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Grundsitzlich lassen sich Transkriptionsfaktoren in allgemeine (basale) Transkriptions-

faktoren und spezielle Transkriptionsfaktoren einteilen.

alleemeine Transkriptionsfaktoren

Hierzu gehoren die Transkriptionsfaktoren TFII-D, TFII-A, TFII-B, TFII-E, TFII-F, TFII-H

und TFII-1. Alle allgemeinen Transkriptionsfaktoren bestehen aus mehreren Untereinheiten.
Sie werden von der RNA-Polymerase II bendtigt, damit diese sich am Promotor anlagern und
die DNA-Transkription beginnen kann (Knippers, Molekulare Genetik, 1997; Conaway und
Conaway 1993; Maldonado und Reinberg 1995).

spezielle Transkriptionsfaktoren

Viele Promotoren weisen zusitzlich Bindestellen fiir spezielle Transkriptionsfaktoren auf, mit
deren Hilfe die Promotoraktivitit nach bestimmten Signalen, wie beispielsweise nach Zusatz
von Serum oder Erhohung der intrazelluldren Kalzium oder cAMP Konzentration, induziert
wird (siehe oben, c-fos Promotor) oder durch Anlagerung von Repressoren reprimiert wird

(Knippers, Molekulare Genetik, 1997).

Anhand eines weiteren Klassifizierungssystems konnen Transkriptionsfaktoren aufgrund der
Struktur ihrer DNA-Bindedoméne in fiinf grofere Gruppierungen unterteilt werden, welche
wiederum verschiedene Klassen von Transkriptionsfaktoren beinhalten (Knippers,

Molekulare Genetik, 1997; Biobase 2002):

1. Transkriptionsfaktoren mit basischer DNA-Bindedomiine

Diese Gruppe kann aufgrund der Struktur ihrer Dimerisierungsdomine in sechs Klassen
unterteilt werden. Hierzu zdhlen basische Leucin-Zipper Transkriptionsfaktoren (bZIP),
basische Helix-Loop-Helix Transkriptionsfaktoren (bHLH), basische Helix-Loop-Helix /
Leucin-Zipper Transkriptionsfaktoren (bHLH-ZIP), Nuclear Factor 1 (NF-1), RF-X und
bHSH Transkriptionsfaktoren.
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2. Transkriptionsfaktoren mit Zink-Finger als DNA-Bindedoméne

Transkriptionsfaktoren dieser Gruppe weisen hédufig zwei Zink-Finger-Motive auf, wobei in
diesem Fall nur ein Zink-Finger zur Bindung an die DNA dient. Teile des anderen Zink-
Fingers dienen der Dimerisierung. Aufgrund der Koordination des Zink-Atoms innerhalb des
Zink-Fingers bzw. der Zink-Finger kann diese Gruppe in fiinf Klassen unterteilt werden:
Cys4 (Cystein4) Zink-Finger Transkriptionsfaktoren des nuklearer Rezeptortyps, Cys4 Zink-
Finger Transkriptionsfaktoren, Cys2 (Cystein2) His2 (Histidin2) Zink-Finger Transkriptions-
faktoren, Cys6 Cluster Zink-Finger Transkriptionsfaktoren und Transkriptionsfaktoren mit
Zink-Fingern unterschiedlicher Zusammensetzung. Zur Gruppe der Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren gehort unter anderem Yin Yang 1 (YY1), fiir welchen eine
Bindestelle im RGS16-Promotor detektiert werden konnte. YY1 ist ein multifunktionaler
Transkriptionsfaktor, der im unterschiedlichen Kontext entweder als Aktivator oder als
Repressor der Transkription wirkt (Robertson et al. 1995; Natesan et al. 1995; Hyde-
DeRuyscher et al. 1995).

3. Transkriptionsfaktoren mit Helix-Turn-Helix DNA-Bindedoméne

Zu dieser Gruppe von Transkriptionsfaktoren zéhlen sechs Klassen: Transkriptions-
faktoren mit Homdobox, Paired Box, Fork Head / Winged Helix Transkriptionsfaktoren,
Hitzeschock-Faktoren, Transkriptionsfaktoren mit Tryptophan-Cluster und Transkriptions-

faktoren mit TEA-Doméne.

4. Beta-Scaffold Transkriptionsfaktoren mit DNA-Bindekapazitit zur kleinen Furche

Diese Gruppe beinhaltet elf Klassen: Transkriptionsfaktoren mit Rel-Homologie-Region
(RHR), Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT), p53, MADS-Box
Transkriptionsfaktoren, Beta-Barrel Alpha-Helix Transkriptionsfaktoren, TATA-Box-Binde-
Proteine, High-Mobility Group (HMG) Protein-like Factors, heterotrimere CCAAT Faktoren,
Grainyhead Transkriptionsfaktoren, Kilteschock-Doméne Faktoren und Runt Transkriptions-

faktoren.

5. andere Transkriptionsfaktoren

Hierzu zihlen: Copper Fist Transkriptionsfaktoren, HMGI(Y) Transkriptionsfaktoren, Pocket
Domain Transkriptionsfaktoren, E1A-like Factors und EP2/EREBP-related Factors.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Die Induktion von RGS-Proteinen (regulators of G protein signalling) scheint eine wichtige
Rolle in der Pathogenese sowohl der chronischen als auch der akut entziindlichen
Herzinsuffizienz zu spielen (Mittmann et al. 2002; Patten et al. 2002; Patten et al. 2003).
Aufgrund ihrer GTPase-aktivierenden Funktion gegeniiber verschiedenen Ga-Untereinheiten,
insbesondere gegeniiber Goi- und Golg-Untereinheiten, sind RGS-Proteine an der Regulation
G-Protein-vermittelter Signaltransduktionsprozesse wie an der Regulation der Kontraktilitit
von  Herzmuskelzellen, des Zellwachstums von Kardiomyozyten und der
Myokardhypertrophie beteiligt (Mittmann et al. 2002; Wieland und Chen 1999; Wieland und
Mittmann 2003; Michalek 2003; Rogers et al. 1999).

Ausgangspunkt fiir die vorliegende Dissertation waren Ergebnisse aus in vivo Experimenten,
die gezeigt haben, dal zwei RGS Proteine (regulators of G protein signalling), RGS4 und
RGS16, nach Behandlung mit bakteriellem Endotoxin (LLPS) vermehrt im Herzen adulter
Ratten exprimiert werden (Patten et al. 2002). Auch in neonatalen Rattenkardiomyozyten in
Zellkultur konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dafl die RGS16-Proteinexpression durch
LPS sowie durch die LPS-induzierten Zytokine Tumornekrosisfaktor o (TNFa) und
Interleukin-18 (IL-18) aktiviert wird, jedoch nicht durch IL-6 und IFNy (Patten et al. 2003). In
Zellkulturexperimenten an neonatalen Rattenkardiomyozyten sollen deshalb folgende

Fragestellungen untersucht werden:

1. Induziert LPS direkt oder durch Aktivierung von TNFo und IL-18 die RGS16-Protein-
expression in Kardiomyozyten?

2. Aktiviert LPS die Expression und Sekretion von TNFa und IL-18 in Kardiomyozyten?

Erst kiirzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe der RGS16-Promotor kloniert. Da bisher nur
sehr wenig iiber die transkriptionelle Regulation der RGS-Proteine im Herzen bekannt ist, soll

der RGS16-Promotor exemplarisch niher untersucht und hierdurch ermittelt werden:

1. Welche regulatorischen Promotorelemente sind essentiell fiir die RGS16-Promotoraktivitit
und welche Minimalsequenz reguliert die RGS 16-Promotoraktivitit?
2. Wird der RGS16-Promotor in Kardiomyozyten transkriptionell durch LPS sowie durch die
beiden pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und TNFa reguliert?
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3. Wird die RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten durch Serum induziert und wenn
ja durch welche Serumkomponenten?

4. Welche Signaltransduktionswege spielen hierbei moglicherweise eine Rolle?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Zellkultur
Fiir Zellkulturexperimente eingesetzte Kardiomyozyten wurden aus 1 — 3 Tage alten
ménnlichen und weiblichen Ratten der Rasse Wistar aus der Tierhaltung UKE, Hamburg,

gewonnen.

2.1.2 Bakterienstimme
Der folgende Bakterienstamm wurde als Rezipient fiir rekombinante DNA sowie zur

Plasmidamplifikation und -isolierung eingesetzt:

E. coli TOP10: FmerA  A(@nrr-hsdRMS-mcrBC)  $80lacZAMI15  AlacX74  recAl
araA139  A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (St™) endAl nupG,

Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.3 Vektoren
Fir die Klonierung von PCR-Produkten (a) und zur Expression des Firefly-Luciferase-
Reportergens (b) fiir RGS16-Promotoranalysen wurden folgende Vektoren eingesetzt:

Vektor GroBe Resistenz Hersteller

pCR® 2.1-TOPO (a) 3,9 kb Ampicillin, Kanamycin  Invitrogen (Karlsruhe)

pGLs-Basic (b) 4,8kb Ampicillin Promega (Mannheim)

2.1.4 Synthetische Oligonukleotide und Lingenstandards

Nukleotide
10 mM dNTP Mix, MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
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Primer

1. Primer fiir die Generierung des RGS16-Promotordeletionskonstruktes 0,4 kb-Sac 1

5 Primer:

sa 4:

37 Primer:

sa 6:

GTA GCA ATC TCG AAG GGA G

CAT GGT CTT CGA AGG TGA C

2. Sequenzierungsprimer:

5” Primer:
M13 Reverse:
RVprimer3:

sal:
sa 2:
sa 3:
sa’7:
sa 8:
sa9:
sa 10:
sall:
sa 12:
sa 13:
sal4:

37 Primer:

M13 Forward:
GLprimer2:

CAG GAA ACA GCT ATG AC
CTA GCA AAATAG GCT GTCC

CAG TGT GGT ATG GTC TCT

GTC CAG CTC TCC AAA AAG
GGG TTA CAG AGC TGT TGT

CCC ATG CCT GCT GAT CTT

ACA CGT CTC TGC TCA GC

CTT CAT AGG GTC TGG CTC

CCA GGC ATT TTG ATC TCT TC
CCA TAC AGC ATAGATTTCCAGT
AGG TCT ACA CAA CTC TAG AAC
GAT GTC TAA ACC CCA GAC A
ATG CGC CTG TCC TCC GTG AA

GTA AAACGACGGCCAG
CTT TAT GTT TTT GGC GTC TTC C

19-mer, Tm = 56,7 °C

19-mer, Tm = 56,7 °C

17-mer, Tm = 50,4 °C
19-mer, Tm = 54,5 °C

18-mer, Tm = 53,7 °C
18-mer, Tm = 53,7 °C
18-mer, Tm = 53,7 °C
18-mer, Tm = 56,0 °C
17-mer, Tm = 55,2 °C
18-mer, Tm = 56,0 °C
20-mer, Tm = 55,3 °C
22-mer,Tm = 56,5 °C
21-mer, Tm = 55,9 °C
19-mer, Tm = 54,5 °C

20-mer, Tm =61,4 °C

16-mer, Tm = 51,7 °C
22-mer, Tm = 56,5 °C

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Primer von der Firma MWG Biotech

synthetisiert.

Lingenstandards

Prestained Precision Protein Standard
SMART DNA Marker

1 kb DNA Ladder

100 bp DNA Ladder
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2.1.5 Chemikalien

Acrylamid / Bis, 40 %, Solution, 29 : 1 (3,3 % C)
Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Apo-Transferrin

Bio Safe Coomasie Reagenz

Borsidure

Bradford-Reagenz
5-Bromo-2"-Desoxyuridin (BrdU)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-Galactosid (X-Gal)
Bromphenolblau

BSA (Zellkultur)

BSA

BSA-Standard
Calciumchlorid-Dihydrat
Chelerythrin Chlorid

Chloroform

Dextrose

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DNA-Ladefarbe
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethanol

Ethidiumbromid

FCS, aktiv (Zellkultur)

Glycerol, 87 %, reinst

Glycin

Hefe-Extrakt

HEPES

Igepal CA-630

Insulin (Zellkultur)

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat

LPA

LPS from E. coli, Serotype: 026: B6
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
2-Mercaptoethanol

Methanol

Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid, reinst
Natriumdesoxycholat
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Bio-Rad (Miinchen)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Gibco BRL (Eggenstein)
Sigma (Taufkirchen)
Calbiochem (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Bio-Rad (Miinchen)
Sigma (Taufkirchen)
Bio-Rad (Miinchen)
Sigma (Taufkirchen)
Diagnostics Chemicals (USA)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Bio-Rad (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
Calbiochem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Gibco BRL (Eggenstein)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Gibco BRL (Eggenstein)
Merck (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)



Natriumhydroxid

N,N-DMS

PBS Dulbecco’s (w/o Calcium and Magnesium)
Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml)
Pertussis Toxin (PTX) from Bordetella pertussis
Ponceau S-Reagenz

Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Salzsiure, rauchend, 37 %

SOC Medium

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sphingosin-1-Phosphat (S1-P)

TEMED

Tris

Trockenmilch

Trypsin 250

Trypton

Tween 20

2.1.6 Enzyme

Alkalische Phosphatase, shrimp 1000 U

Desoxyribonuclease 11

Restriktionsenzmye: EcoR I, 10 U/ul
Hind 111, 10 U/ul
Kpn I, 10 U/ul
Sac 1, 10 U/ul
Xho I, 10 U/ul

T4 DNA Ligase, 1 U/ul

Tagq DNA Polymerase, 5 U/ul

Merck (Darmstadt)

Cayman Chemical (USA)
Gibco BRL (Eggenstein)
Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Serva (Heidelberg)

Roche (Mannheim)

Merck (Darmstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Sigma (Taufkirchen)

Bio-Rad (Miinchen)

Difco Laboratories (Detroit, USA)
Becton Dickinson (Heidelberg)
Sigma (Taufkirchen)

Roche (Mannheim)

Sigma (Taufkirchen)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
(USB Corporation, USA)

Invitrogen (Karlsruhe)

Alle verwendeten Enzyme wurden mit den entsprechenden Puffern, gegebenenfalls anderen

benotigten Zusitzen, geliefert und nach Herstellerangaben eingesetzt.

2.1.7 Reaktionskits

ABI PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit

Bio-Rad Protein Assay

DNA Ligation Kit

ECL Western blotting detection reagents and

analysis system

Dual-Luciferase® Reporter 1000 Assay System
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAGEN Plasmid Mini Kit

Rapid DNA Ligation Kit

Rapid PCR Purification System

rat IL-1B, Quantikine M Colorimetric Sandwich ELISA
rat TNFa, Quantikine P Colorimetric Sandwich ELISA
TOPO TA Cloning Kit
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Perkin Elmer (Rodgau-Jiigesheim)
Bio-Rad (Miinchen)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Promega (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roche (Mannheim)

Marligen Biosciences (Heidelberg)

R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)
R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)



2.1.8 Antikorper und rekombinante Proteine

AntikSrper

Anti-Mouse IgG-HRP (Peroxidase-konjugiert) Dianova (Hamburg)
Anti-Rabbit IgG-HRP (Peroxidase-konjugiert) Dianova (Hamburg)
Anti-B-Tubulin, Monoclonal Sigma (Taufkirchen)
RGS16, CT 266 zur Verfiigung gestellt von

Prof. Dr. Wieland (Universitit Mannheim)
rekombinante Proteine

recombinant murine IL-10 R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)
recombinant murine TNFo R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)
recombinant mouse IL-1ra R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)
recombinant mouse STNF RI R & D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt)

2.1.9 Medien, Puffer und Losungen

Medien
- LB-Medium: 1 % Trypton (w/v),
0,5 % Hefe-Extrakt (w/v),
0,5 % NaCl (w/v), pH 7,5, autoklaviert
- LB-Agar: LB-Medium,
1,5 % Agar (w/v), autoklaviert
- LB-Amp-Agar: LB-Agar,
100 pg/ml Ampicillin
- Medium fiir Kardiomyozyten: Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen,
10 % FCS inaktiv (v/v),
1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml) (v/v),
0,1 mM BrdU
- Medium fiir die Zellkultur Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen,
wihrend der Préparation der 10 % FCS inaktiv (v/v),

neonatalen Rattenkardiomyozyten 1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml) (v/v)
(,,Nichtkardiomyozytenmedium*):

- Medium wihrend der Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen,
Transfektion: 30 mM HEPES,
5 % FCS inaktiv (v/v),
1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml) (v/v)

- Medium zum Waschen wihrend Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen,
der Transfektion: 1 % Penicillin/Streptomyocin (10.000 IE/ml) (v/v)

- TIBSA: Minium Essential Medium mit Earle’s Salzen,
1,0 % Apo-Tansferrin-Stammldsung (1 mg/ml) (v/v),
1,0 % BSA-Stammlosung (100 mg/ml) (v/v),
0,1 % Insulin-Stammldsung (10 mg/ml) (v/v),
0,1 mM BrdU,
1,0 % Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml) (v/v)
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Puffer und Lésungen
- Agarose fiir DNA-Gele: 1-1,5 % Agarose (w/v) in 1 x TBE-Puffer

- Ampicillin-Stocklésung, 20 mg/ml:1 g Ampicillin ad 50 ml mit H,O,
sterilfiltriert (0,2 wm Membran)

- Apo-Transferrin, 50 mg Apo-Transferrin ad 50 ml mit H,O,

Stammlosung 1 mg/ml: sterilfiltriert (0,2 pum Membran)
- APS, 10 %: 1 g APS ad 10 ml mit H,O
- Blocking-Puffer, 3 %: 1,5 g fettarme Trockenmilch ad 50 ml mit Waschpuffer A
- Blocking-Puffer, 5 %: 2,5 g fettarme Trockenmilch ad 50 ml mit Waschpuffer A
- 10 x Blotting-Losung: 12,1 g Tris MW: 121,1 g),

56,25 g Glycin (MW: 75,07 g)
ad 11 mit H,O

- Blotting-Puffer: 100 ml Blotting-Losung, 200 ml Methanol, 700 ml H,O
- BrdU-Stamml6sung, 10 mM: 1 g BrdU ad 325,7 ml mit Aqua ad injectabilia

- BSA-Stammlosung, 100 mg/ml: 10 g BSA ad 100 ml mit H,O,
sterilfiltriert (0,45 wm Membran)

- Calciumchlorid-Dihydrat, 2,5 M: 183,78 g CaCl, x 2H,0 ad 500 ml mit H,O,
sterilfiltriert (0,45 wm Membran)

- Calcium und Bicarbonat 40 ml NaCl (3,42 M), autoklaviert
freier Hanks Puffer mit 100 ml HEPES (0,2 M, pH 7,4), sterilfiltriert (0,2 tm Membran)
HEPES = CBFHH, pH 7,4 10 ml Dextrose (0,555 M), sterilfiltriert (0,2 wm Membran)
(Zellpréparation) 10 ml KClI (0,536 M), autoklaviert

10 ml mM MgSOy x 7 H,O (81,14 mM), autoklaviert

10 ml KH,PO4 (44 mM), autoklaviert

10 ml Na,HPO,4 x 2 H,O (33,57 mM), autoklaviert
ad 1000 ml mit Aqua ad injectabilia

- Chelerythrin Chlorid, 500 uM: 5 mg Chelerythrin Chlorid
ad 26,04 ml mit DMSO

- Dextrose-Monohydrate, 0,555 M: 54,99 g Dextrose-Monohydrate ad 500 ml mit H,O,
sterilfiltriert (0,2 pum Membran)

- DNAse II-Stammldsung, 2 mg/ml: 310 mg DNAse II ad 155 ml mit Aqua ad injectabilia

- DNAse II-Losung 1,3 ml FCS (aktiv),
(Zellpréaparation): 0,5 ml DNAse II-Stamml6sung (2 mg/ml),
0,5 ml Penicillin-Streptomycin (10.000 IE/ml),
ad 50 ml mit CBFHH
- 2 x HBS-Puffer: 8,2 gNaCl
5,95 g HEPES

0,134 g Na,HPO, x 2 H,0O
ad 500 ml mit H,O, pH 6,95 - 7,10
sterilfiltriert (0,2 wm Membran)
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- HEPES, 0,2 M:

- HEPES, 1 M:

- Kaliumchlorid, 0,536 M:
- Kaliumhydrogencarbonat, 1 mM:

- Kaliumdihydrogenphosphat,
44 mM:

- 1 x Laemmli-Puffer:

- Laufgelpuffer fiir PAA-Gele:
- 10 x Laufpuffer fiir PAA-Gele:

- LPA-Stammldsung, 50 uM:
- LPS-Stammldsung, 2 mg/ml:
- Lysis-Puffer:

- Magnesiumsulfat-Heptahydrat,
81 mM:

- Natriumchlorid, 3,42 M:

- di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat, 34 mM:

- Natronlauge, 10 M:

- Natriumacetat, 3 M:

- PAA-Sammelgele (4 %):

23,83 g HEPES ad 500 ml mit H,O, pH 7.4,
sterilfiltriert (0,2 wm Membran)

119,15 g HEPES ad 500 ml mit H,O, pH 7,5,
sterilfiltriert (0,2 pum Membran)

19,98 g KClI ad 500 ml mit H,O, autoklaviert
0,1 g KHCOs3 ad 1 I mit H,O, autoklaviert
3 g KH,PO4 ad 500 ml mit H,O, autoklaviert

6,25 ml Tris (0,5 M, pH 6,8),
5  ml Glycerol,

5 mlSDS (20 %),

2,5 ml B-Mercaptoethanol,
1 mg Bromphenolblau

ad 50 ml mit H,O

1,5 M Tris, pH 8,8

30 g Tris (MW: 121,1 g),
144 g Glycin,

10 g SDS
ad 1 1 mit H,O, pH 8,3

1 mg LPA ad 45,45 ml mit NaCl (0,9 %, steril)
100 mg LPS ad 50 ml mit NaCl (0,9 %, steril)

500 mg Natriumdesoxycholat
1 g Igepal CA-630
0,5 ml SDS (20 %)
ad 100 ml mit 1 x PBS, pH 7,2

9,99 g Mg SO4 (H,0)7 ad 500 ml mit H,O, autoklaviert

99,93 g NaCl ad 500 ml mit H,O, autoklaviert
2,99 g Na,HPO4 x 2 H,0O ad 500 ml mit H,O, autoklaviert

40 g NaOH ad 100 ml mit H,O
24,61 g ad 100 ml mit H,O, pH 5,4

1,26 ml Sammelgelpuffer,
0,5 ml Acrylamid (40 %),
50 ul SDS (10 %),
25 ul APS (10 %),

5 uwl TEMED,
3,2 ml H,O
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- PAA-Trenngele (15 %): 3,75 ml Laufgelpuffer,
5,4 ml Acrylamid (40 %),
150 wl SDS (10 %),
75 ul APS (10 %),

7,5 uwl TEMED,
5,63 ml H,O
- 25 x Protease-Inhibitor-Cocktail: 1 Tablette in 2 ml H,O
- recombinant murine IL-18, 5 ug recombinant murine IL-18,
Stocklosung 5 pg/ml: 1 % BSA (w/v) (steril)
ad 1 ml mit PBS (steril)
- recombinant mouse IL-1ra, 50 ug recombinant mouse IL-1ra,
Stocklosung 0,1 pg/1 pl: 1 % BSA (w/v) (steril)
ad 500 pl mit PBS (steril)
- recombinant murine TNFo, 10 pg recombinant murine TNFa,
Stocklosung 5 pg/ml: 1 % BSA (w/v) (steril)
ad 2 ml mit PBS (steril)
- recombinant mouse sTNF RI, 50 ug recombinant mouse sTNF RI,
Stocklosung 50 pg/ml: 1 % BSA (w/v) (steril)

ad 1 ml mit PBS (steril)
- Sammelgelpuffer fiir PAA-Gele: 0,5 M Tris, pH 6,8

- Sphingosin-1-Phosphat (S1-P), 1 mg S1-P ad 5,26 ml mit NaCl (0,9 %, steril)
500 uM:

- 10 x TBE-Puffer: 108 g Tris-Base,
55 g Borsiure,
20 mM EDTA, pH 8,0
ad 1 1 mit H,O, autoklaviert

- Trypsin-Stammlosung: 1 g Trypsin / 10 ml CBFHH, sterilfiltriert
- Trypsin-Losung 1,5 ml Trypsin-Stammldsung, sterilfiltriert,
(Zellpréparation): 0,5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml),
0,5 ml DNAse II-Stamml&sung (2 mg/ml)
ad 50 ml mit CBFHH
- 1 x Waschpuffer A: 10 mM Tris-HCl,

0,5 % NaCl (w/v),
0,1 % Tween 20 (v/v), pH 7,4

- 1 x Waschpuffer B: 0,25 % Natriumdesoxycholat (w/v),
0,1 % SDS (w/v),
ad 11 mit Waschpuffer A

Alle oben erwédhnten Medien, Puffer und Losungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit

entionisiertem Wasser angesetzt und gegebenenfalls autoklaviert (20 min./121 °C/1 bar).
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Thermolabile Komponenten wurden durch einen 0,2 bzw. 0,45 um Filter sterilfiltriert und

nach dem Autoklavieren sowie Abkiihlen auf 50 °C zugegeben. Zur Einstellung des pH-

Wertes wurde, wenn nicht anders vermerkt, 1 M HCI oder 1 M NaOH verwendet.

2.1.10 Verbrauchsmaterial

Aqua ad injectabilia
Autoklavierband
Bakterienschalen
Centricon-Rohrchen, YM-10
Deckgliser

Digital-Timer

Drehtisch

Drigalski Spatel

Baxter (UnterschleiSheim)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Millipore (Schwalbach)
Marienfeld (Lauda-Konigshofen)
Merck (Darmstadt)

Schiitt Labortechnik (Gottingen)
Merck (Darmstadt)

Einwegpipetten : 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml und 25 ml, steril Becton Dickinson (Heidelberg)
Einwegpipetten: 10 ml (Wide Tip Serological Pipet),steril Becton Dickinson (Heidelberg)

Erlenmeyer-Kolben, 1000 ml

Faltenfilter

Filterpapier

Glaszubehor

Handschuhe

Impfosen

Kodak Bio Max MR Filme

Microcon-Roéhrchen, YM-10

Neubauer Ziahlkammer

Nitrocellulosemembran (ProteanR, 0,45 um)

Objekttrager Super Frost Plus

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR Reaktionsgefifie: 0,2 ml

Pinzetten

Pipetten: 0,5 — 1 pl, 1 — 10 pl, 10 — 100 pl
100 — 200 pl und 200 — 1000 pl

Pipettenspitzen

Pipettierhilfe — Pipettus

Plastik Messkiivetten

Quarz Messkiivette

Reaktionsgefife: 0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml

Reaktionsgefile: 15 ml (Falcon), 50 ml (Falcon)

Reaktionsgefife: 250 ml und 500 ml

Rohrchen TC, steril, 14 ml

Sarstedt Rohrchen

Scheren fiir Mikromanipulation

Skalpel und —klingen

Spatel

Sterilfilter: 0,2 um und 0,45 um

Wigepapier
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Duran (Mainz)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Whatman (Maidstone, UK)
Schott (Mainz)
Kimberly-Clark (Koblenz-Rheinhafen)
Greiner (Frickenhausen)
Sigma (Taufkirchen)

Millipore (Schwalbach)

Merck (Darmstadt)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Menzel-Glaser (Braunschweig)
Merck (Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)

Hybaid (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Gilson (Bad Camberg)
Eppendorf (Hamburg)
Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)
Rudolf Franke (Hamburg)
Bio-Rad (Miinchen)

Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Beckmann (Palo Alto, CA, USA)
Greiner (Frickenhausen)

Sarstedt (Niimbrecht)

Sigma (Taufkirchen)

Bayha (Tuttlingen)

Merck (Darmstadt)

Millipore (Schwalbach)
Machery Nagel (St. Louis, USA)



Wigeschilchen
Zellkulturflaschen (80 cm?, 260 ml)
Zellkulturschalen (Durchmesser: 6 cm, 10 cm)
Zellschaber
Zellsieb
Zentrifugenrohrchen: 250 ml

16 ml

Machery Nagel (St. Louis, USA)
Nunclon (Roskilde, DK)

Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Sigma (Taufkirchen)

Beckmann (Palo Alto, CA, USA)
Nalgene (Tuntenhausen)

2.1.11 Laborgerite, Apparaturen und sonstiges Zubehor

Analysewaagen:

- Sartorius Analytic A 200 S
- Kern 572

Autoklav:
- Tuttnauer Systec 2540 ELV

Brutschrinke:

- B 5060 EK/CO, Begasungsbrutschrank
- Sanyo CO; Inkubator, MCO — 17 AIC

DNA-Sequenzierer und Zubehor:
- Abi Prism 3100 Genetic Analyser

Elektroblotting-Apparaturen und Zubehor:

- Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell,
Power Pack 300

ELISA-Plate Reader:
- SLT Spectra II, ESLT Lap Instruments

Filmentwickler:

Folienschwei3gerit:

- Polystar-Tischschweillgerit 243
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Sartorius GmbH (Gottingen)
Gottl. Kern & Sohn GmbH
(Albstadt)

Systec GmbH Labor-Systemtechnik
(Wettenberg)

Heraeus Instruments (Hanau)
Sanyo Electric Co., Ltd. (Japan)

Applied Biosystems (Darmstadt)

Bio-Rad (Miinchen)

Deutschland GmbH

Rische + Herfurth GmbH (Hamburg)



Gelelektrophorese-Apparaturen und Zubehor:

- Agagel Mini und Maxi, Standard Power Pack

Kiihltruhen:

- Liebherr Premium, + 4 °C, - 20 °C

- Kryotec, - 80 °C

Luciferase Assay:

- Lumat LB 9507

Magnetrithrer mit Heizplatte:

- IKA RH basic

Mikroskope:

- Olympus BH2
- Binokular — Olympus CK 2

Mikrowelle:
- Gourmet 2210

PCR-Thermocycler:

- Tpersonal-Profi-Cycler

pH-Meter:

- Mikroprozessor pH-Meter, pH 537

Photodokumentationssystem:

- Photo-Print Video-Geldokumentationssystem
Modell P 115-SD Vilber Lourmat

Photometer:

- Smart Spec 3000 Spectrophotometer

Biometra (Gottingen)

Liebherr-Hausgerite GmbH
(Ochsenhausen)

Hans-S. Schroder GmbH (Hamburg)

Berthold Technologies (Bad Wildbach)

IKA Labortechnik (Staufen)

OM System (Japan)
OM System (Japan)

Bosch (Hamburg)

Biometra (Gottingen)

Wissenschaftlich-Technische
Werkstitten GmbH (Wilheim)

PeqLab Biotechnologie GmbH
(Hamburg)

Bio-Rad (Miinchen)



Polytron:

- PCU Kinematika
- Polytron Ultra Turrax, T 25 basic

Proteingel-Apparaturen und Zubehor:

- Mini-Protean 3 Cell

Saugpumpe mit Zubehor:

- Vacuumbrand BVC 21

Scanner:

- Epson Stylus Perfection 1240 U

Schiittler:

- KS-15 Edmund Biihler
- Coulter Mixer
- Heidolph Polymax 2040

Sterilbinke:

- Hera safe
- Holten Lamin Air HVR 2448

Thermomixer:

- Thermomixer Comfort Eppendorf

Trockenschrank:

- Function line

Vortexer:

- IKA-Werk VF2
- Genie 2 Vortex

Wasserbad:
- GFL 1083
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Luzern, Schweiz
IKA Labortechnik (Staufen)

Bio-Rad (Miinchen)

Vacuubrand GmbH + Co. (Wertheim)

Epson (Diisseldorf)

Johanna Otto GmbH (Hechingen)
Coulter Electronics Limited
Heidolph Elektro GmbH & Co KG
(Kelheim)

Heraeus Instruments (Hanau)
Heraeus Instruments (Hanau)

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH
(Hamburg)

Heraeus Instruments (Hanau)

IKA Labortechnik (Staufen)
Scientific Industries (Bohemia, USA)

Burgwedel



Wasserdeionisierungsanlage:

- SG Reinstwasser-System clear SG Wasseraufbereitung (Barsbiittel)

Zentrifugen:

- Eppendorfzentrifuge Eppendorf (Hamburg)
- Rotina 35 R, Hettich (Tuttlingen)
Rotoren: 1714 (Max. 15.000 rpm)
1724 (Max. 5.000 rpm)

- Beckmann J2-HC Centrifuge, Beckman Instruments GmbH
Rotoren: JA-20 (Max. 20.000 rpm) (Miinchen)
JA-14 (Max. 14.000 rpm)
JS-4.3 Max. 4.300 rpm)

- Biofuge pico, Heraeus 3325 B, Kendro Laboratory Products
Rotor: Max. 1.300 rpm (Osterode)
- Function Line Laborfuge 400 R, Heraeus Instruments (Hanau)

Rotor: Max. 5.000 rpm
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Anzucht von Escherichia coli Bakterien (E. coli Bakterien) und Herstellung von
Stammkulturen (Glycerolstocks)

E. coli Bakterien (TOP10) wurden zunéchst auf Agarplatten (1,5 % Agar, w/v) kultiviert und
iiber Nacht (UN) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die weitere Anzucht der Bakterien
erfolgte in 10 ml LB-Flissigmedium. Hierzu wurde entweder eine Einzelkolonie von einer
Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt oder mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze
geringe Mengen an Bakteriensuspension aus einem Glycerolstock entnommen, im
Kulturmedium resuspendiert und iiber Nacht (UN) bei 37 °C unter stindigem Schiitteln
(250 rpm) inkubiert. Sowohl das LB-Fliissigmedium als auch die Agarplatten enthielten zur
Anzucht von rekombinanten E. coli Bakterien als Selektionsmarker Ampicillin (0,1 mg/ml).
Zur kurzzeitigen Lagerung von Bakterienklonen (bis zu 2 Wochen) wurden Agarplatten mit
Ampicillin (0,1 mg/ml) pripariert und nach ausreichendem Bakterienwachstum im Kiihlraum
bei 4 °C aufbewahrt. E. coli-Stammkulturen (Glycerolstocks) wurden durch Mischen von
800 pl einer stationiren UN-Kultur mit 200 ul sterilem 80 % igen Glycerol hergestellt und bei
— 80 °C gelagert.

2.2.2 Transformation von TOP10 E. coli Bakterien

Bakterien sind unter bestimmten Wachstumsbedingungen in der Lage, freie DNA wie z. B.
Plasmid-DNA aus einem sie umgebenden Kulturmedium aufzunehmen. Diese Fihigkeit wird
als Kompetenz bezeichnet und kann mittels diverser Techniken (chemisch z. B. durch die
Calciumchlorid-Methode, elektrochemisch: durch Elektroporation von Bakterienzellen)
induziert werden. Die freie DNA, in der Molekularbiologie Vektoren z. B. Plasmid-DNA,
enthélt Selektionsmarker z. B. Gene fiir die Vermittlung von Antibiotikaresistenz zur
Unterscheidung von Bakterien, die Fremd-DNA aufgenommen haben (rekombinante
Bakterien) von Bakterien, die keine Fremd-DNA aufgenommen haben. Die Aufnahme von

freier DNA durch Bakterien wird als Transformation bezeichnet.

Die von Invitrogen bezogenen chemisch kompetenten TOP10 E. coli Bakterien wurden laut
Hersteller-Protokoll transformiert. Dazu wurden jeweils 50 pul kompetenter Bakterienzellen
mit 2 pl Klonierungsansatz (Plasmid-DNA) (siehe 2.2.7.3) vorsichtig gemischt und 30 min.
auf Eis inkubiert.
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Zur DNA-Aufnahme wurden die Transformationsansitze anschlieBend 30 sec. bei 42 °C
(Hitzeschock) inkubiert und unmittelbar danach fiir 2 min. auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe
von 250 pl SOC-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37 °C und 250 rpm herangezogen und
anschlieBend 50 pl bzw. 100 pl dieser Bakteriensuspension auf Agarplatten, die als
Selektionsmarker Ampicillin (0,1 mg/ml) enthielten, UN bei 37 °C kultiviert. Als
Kontaminationskontrolle dienten TOP10 E. coli Bakterien, die wie oben beschrieben
behandelt wurden, jedoch nicht mit Fremd-DNA transformiert wurden und ebenfalls auf LB-
Amp.-Agarplatten bei 37 °C im Brutschrank kultiviert wurden. Bei Transformation von
TOPI10 E. coli Bakterien mit PCR-Fragmenten im pCR*2.1-TOPO Vektor (Invitrogen), der
das lacZo-Gen fiir die Blau/Weill Selektion ,,positiver” E. coli Klone in seiner Multiple
Cloning Site enthilt, wurden die Agarplatten mit 40 ul X-Gal (40 mg/ml) als zusétzlichem
Selektionsmarker beschichtet. Das lacZ-Gen kodiert fiir die B-Galactosidase.
Bakterienkolonien, in denen das lacZ-Gen durch die Insertion eines DNA-Fragmentes (PCR-
Fragmentes) unterbrochen wurde, sind nicht in der Lage X-Gal umzusetzen, sie sind weil}
(,,positive” E. coli Klone). Bakterienkolonien, welche ein intaktes lacZ-Gens aufweisen,
konnen X-Gal mit Hilfe der B-Galactosidase umsetzen, es entstehen blaue Reaktionsprodukte.

Diese Bakterienkolonien weisen eine blaue Féarbung auf.

2.2.3 Isolierung von Plasmid — DNA aus E. coli Bakterien

2.2.3.1 Minipriparation von Plasmid-DNA

Zur Analyse einer grofleren Anzahl von Transformanden wurde das Kit der Firma Qiagen zur
Minipridparation von Plasmid-DNA eingesetzt. Die Priparation erfolgte laut Hersteller-
Protokoll. Diese Methode basiert auf einer modifizierten alkalische Lyse von Bakterien,
gefolgt von einer selektiven, reversiblen Bindung von Plasmid-DNA an eine Sdulenmatrix aus
Harz, die nach dem Anionenaustauschprinzip arbeitet. Bei niedrigen Salzkonzentrationen
bindet die Plasmid-DNA an die Sdulenmatrix. RNA, Proteine und andere niedermolekulare
Verunreinigungen werden durch Waschen der Sdulenmatrix mit einer Pufferlosung, die eine
mittlere Salzkonzentration aufweist, entfernt. Die Plasmid-DNA wird durch einen Puffer mit

hoher Salzkonzentration eluiert und durch Isopropanol-Prézipitation entsalzt.
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Fiir die Priparation von Plasmid-DNA wurden einzelne Bakterienkolonien in 10 ml LB-
Amp.-Fliissigmedium UN bei 37 °C herangezogen (bis zu 16 h) und am folgenden Tag fiir
10 min. bei 5.000 x g und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Bakterienpellet in 0,3 ml P1-Puffer vollstindig resuspendiert. Der P1-Puffer enthilt zur
Hydrolyse von RNA RNase A. Durch Zugabe und vorsichtiges Mischen mit 0,3 ml P2-Puffer
erfolgte die alkalische Hydrolyse der bakteriellen Zellmembran. Dieser Reaktionsansatz
wurde 5 min. bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat mit 0,3 ml eiskaltem P3-Puffer
versetzt, erneut vorsichtig gemischt und fiir 5 min. auf Eis inkubiert. Zur Abtrennung von
genomischer DNA, Proteinen sowie Zelltriimmern wurde der Ansatz fiir 10 min. bei 14.000 —
18.000 x g und 4 °C pelletiert. In der Zwischenzeit wurde jeweils eine Qiagen-tip 20 Siule
mit 1 ml QBT-Puffer equilibriert. Der nach der Zentrifugation gewonnene, plasmidhaltige
Uberstand wurde auf die Siule geladen. Der Durchflul der Siule wurde verworfen und die an
die Matrix gebundene DNA viermal mit 1 ml QC-Puffer gewaschen. Die Plasmid-DNA
wurde dann mit 0,8 ml QF-Puffer eluiert, mit 0,56 ml Isopropanol und mittels Zentrifugation
fiir 30 min. bei 14.000 — 18.000 x g gefillt. Nach Entfernen des Isopropanols wurde die
Plasmid-DNA mit 1 ml 70 % igen Ethanol gewaschen, erneut kurz zentrifugiert und das
Ethanol dekantiert. Die Plasmid-DNA wurde dann fiir ca. 10 min. getrocknet, anschlieBend in
ddH,0 (je nach GroBle des DNA-Pellets, meist jedoch in 40 ul ddH,O) gelost und bis zum

weiteren Einsatz bei — 20 °C gelagert.

2.2.3.2 Maxipriparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung groferer Mengen Plasmid-DNA (z. B. fiir Transfektionen von neonatalen
Rattenkardiomyozyten mit diesen Konstrukten) wurde ebenfalls ein Kit der Firma Qiagen
eingesetzt. Die Prédparation der Plasmid-DNA erfolgte laut beiliegendem Protokoll des
QIAGEN Plasmid Maxi Kits. Hierbei liegt die fiir die Minipréparationen von Plasmid-DNA
unter 2.2.3.1 beschriebene Methodik zugrunde. Die Puffer P1, P2, P3, QBT, QC, QF kommen
hier ebenfalls zum Einsatz. Die Plasmid-DNA-Priparation erfolgte hierbei aus jeweils
2 x 500 ml Bakterienhauptkultur pro Klon. Fiir die Herstellung der Hauptkultur wurde eine
10 ml LB-Amp.-Vorkultur mit einer Bakterieneinzelkolonie von einer LB-Amp.-Agarplatte
angeimpft und unter stindigem Schiitteln bis zu 8 h bei 37 °C herangezogen. Die 10 ml LB-
Amp.-Vorkultur wurde auf 2 x 500 ml LB-Amp.-Fliissigmedium hilftig verteilt und UN bei
37 °C und 250 rpm kultiviert. Am néchsten Tag wurden die Bakterien durch 20-miniitige
Zentrifugation bei 6000 x g und 4 °C geerntet.
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Der Uberstand wurde verworfen und die beiden Bakterienpellets des gleichen Klons in 10 ml
P1-Puffer vollstindig resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml P2-Puffer wurde der Ansatz
durch Invertieren vorsichtig gemischt und 5 min. bei RT inkubiert. Das Lysat wurde mit
10 ml eiskaltem P3-Puffer versetzt, erneut vorsichtig gemischt und fiir 20 min. auf Eis
inkubiert. Zur Abtrennung von genomischer DNA, Proteinen sowie Zelltriimmern wurde der
Ansatz fiir 30 min. bei 4 °C und 20.000 x g pelletiert. In der Zwischenzeit wurde jeweils eine
Qiagen-tip 500 Séule mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert. Der nach der Zentrifugation
gewonnene, plasmidhaltige Uberstand wurde auf die Siule geladen, der Durchflul verworfen
und die an die Matrix gebundene DNA zweimal mit jeweils 30 ml QC-Puffer gewaschen. Im
Anschlufl daran wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert, mit 10,5 ml
Isopropanol und mittels Zentrifugation fiir 1 h bei 5.000 x g und 4 °C gefillt, mit 5 ml
70 % igem Ethanol gewaschen und erneut 1 h bei 5.000 x g und 4 °C zentrifugiert.
Anschliefend wurde das Ethanol dekantiert und die DNA fiir ca. 10 min. getrocknet. Die auf
diese Weise priparierte Plasmid-DNA wurde in ddH,O geldst (je nach Grofe des DNA-
Pellets, meist jedoch 150 — 200 pl ddH,O) und bis zum weiteren Einsatz bei — 20 °C gelagert.

2.2.4 Fillung und Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Fillung von DNA wurde je nach Menge mit Ethanol oder Isopropanol durchgefiihrt. Zur
Anreicherung von DNA aus stark verdiinnten Losungen wurde die Methode der
Ethanolfillung gewihlt. Dazu wurden die Ansitze mit 0,1 Volumen 3 M Natrium-
acetat (pH 5,4) und 2,5 Volumen absolutem Ethanol gemischt, 20 min. bei RT inkubiert und
anschlieend 45 min. bei 4 °C und 13.000 x g zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde dann mit
1 Volumen 70 % igen Ethanol gewaschen und erneut abzentrifugiert (15 min. bei 4 °C und
13.000 x g). Das Pellet wurde bei RT getrocknet und in einem fiir die weitere Verwendung
addquaten Volumen ddH,O aufgenommen. Zur Fillung von grofleren DNA-Volumina wurde
Isopropanol verwendet. Dazu wurden die Proben mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt,
10 min. bei RT inkubiert und anschliefend 30 min. bei 13.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Die
sedimentierte DNA wurde, wie bereits beschrieben, mit 70 % igem Ethanol gewaschen,

getrocknet und in ddH,O gelost.
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Die daran anschlieBende Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA-Losungen
erfolgte mittels spektralphotometrischer Messungen sowie analytischer Agarose-
Gelelektrophoresen. Spektralphotometrisch wurde die Konzentration von DNA im UV-
Bereich bei Wellenldngen von 260 und 280 nm bestimmt. Die ODyg nm ist dabei ein Maf fiir
die Konzentration an Nukleotiden, wihrend die Absorptionsmessung bei 280 nm einen
Aufschluf} tiber die Verunreinigung der Proben mit Proteinen liefert. Beim Erreichen eines
Quotienten Ajepnso von 1,8 fiir ds DNA entspricht eine Absorptionsinderung von 1 bei
A0 nm einer Konzentration von ca. 50 pg/ml fiir ds DNA. Zur Ermittlung der DNA-
Konzentration wurden die Proben im Verhiltnis von 1 : 100 bzw. 1 : 50 mit ddH,O verdiinnt,

in Quarzkiivetten iiberfiihrt und anschlieBend im Spektralphotometer gemessen.

Bei der Bestimmung der DNA-Konzentration mittels Auftrennung in ethidiumbromidhaltigen
1 -1,5 % igen Agarosegelen wurde zunichst die Fluoreszenzintensitéit der Probenbanden mit
den Banden eines DNA-Lingenstandards bekannter Konzentration (SMART DNA Marker)
verglichen und die Konzentration der DNA-Proben auf diese Weise abgeschitzt.
AnschlieBend wurde die abgeschitzte DNA-Menge auf das eingesetzte Probenvolumen

bezogen und die Konzentration der Nukleinséure in pg/ml bzw. pg/ul errechnet.

2.2.5 Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel

Die Agarose-Gelelektrophorese basiert darauf, da Nukleinsduren bei einem neutralen pH-
Wert polyanionisch sind, deshalb wandern die Molekiile im elektrischen Feld auf die positive
Elektrode (Anode) zu. Im Agarosegel ist die Migrationsgeschwindigkeit von einer Reihe von
Faktoren wie Agarose-Konzentration, Spannung, Ionenstirke, Molekulargewicht und
Konformation der DNA abhingig. Kleine, kompakte Molekiile konnen die Matrix schneller

passieren als grofe.

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA wurden 1 — 1,5 % ige TBE-Agarosegele
in Horizontalelektrophoresekammern der Firma Biometra verwendet. Die analytische
Agarose-Gelelektrophorese wurde, wie bereits oben erwihnt, zur Konzentrationsbestimmung
von DNA-Proben sowie zur Uberpriifung der GroBe von DNA-Fragmenten nach PCR-
Reaktionen und DNA-Restriktionen durchgefiihrt. Dazu wurde die Agarose zunéchst in 1 x
TBE-Puffer in einer Mikrowelle kurz aufgekocht und dann unter flieBendem Wasser auf ca.
60 °C abgekiihlt.
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Anschliefend wurde die noch fliissige Agarose in den dafiir vorgesehenen Geltriger einer
Elektrophoresekammer gegossen und der Gelkamm eingesetzt. Nach dem Erstarren des Gels
wurde der Kamm vorsichtig entfernt und das Agarosegel mit dem als Laufpuffer dienenden
1 x TBE-Puffer iiberschichtet. Fiir analytische Zwecke wurden in der Regel kleine
Probenvolumina (5 — 20 ul) verwendet. Die DNA-Proben wurde mit DNA-Ladepuffer (MBI
Fermentas) im Verhiltnis 1 : 6 (Puffer/DNA) versetzt und nach kurzem Durchmischen in die
Geltaschen aufgetragen. Die Auftrennung der DNA erfolgte in der Regel bei einer konstanten
Spannung von 100 V innerhalb von 1 — 2 h. Danach wurde das Gel fiir 10 min. im
Ethidiumbromidbad (5 pg/ml Ethidiumbromid in H,O) unter leichtem Schwenken geférbt.
Die DNA-Banden wurden anschlieBend mit Hilfe eines UV-Transluminators analysiert und

nach Bedarf mit dem Photodokumentationssystem der Firma PeqLab dokumentiert.

Die priparative Agarose-Gelelektrophorese wurde angewandt, um einzelne DNA-Fragmente
nach einer Restriktion moglichst rein aus dem jeweiligen Reaktionsansatz zu isolieren und
anschliefend fiir weitere Experimente (Ligationen) einsetzen zu konnen. Zu diesem Zweck
wurden die Probentaschen mittels breiterer Kimme angefertigt und fiir die DNA-Auftrennung
Probenvolumina von 20 ul eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte unter den bereits
beschriebenen Bedingungen, Anderungen ergaben sich lediglich bei der Dauer der
Auftrennung der DNA und der Spannung wihrend des Gellaufs. Fiir priparative Zwecke
wurde zur Schonung der DNA eine konstante Spannung von 40 — 60 V gewihlt und die
Auftrennungszeit auf 4 h verldngert. Die ausgewihlten DNA-Banden wurden anschlieBend
unter UV-Licht mit einem Skalpel aus dem Agarosegel herauspripariert, in ein
Eppendorfgefdl tiberfithrt und direkt weiterverarbeitet (siehe 2.2.6) oder kurzzeitig (bis zu
2 h) bei 4 °C gelagert.
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2.2.6 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die FElution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt. Der angewandten Methode liegt die selektive
und reversible Bindung von DNA an eine Silica-Gel-Membran in Anwesenheit hoher
Konzentrationen chaotropher Salze bei neutralem pH-Wert zugrunde. Verunreinigungen
werden unter diesen Bedingungen entfernt. AnschlieBend wird die DNA bei niedrigen
Salzkonzentrationen und einem pH-Wert zwischen 7,0 — 8,5 mit ddH,O oder dem

mitgeliefertem EB-Puffer eluiert.

Die aus dem Agarosegel herausgeschnittenen DNA-Fragmente (siehe 2.2.5) wurden zunéchst
in Eppendorfgefilen gewogen. Nachdem die Gelvolumina ermittelt worden waren
(100 mg = 100 wl), erfolgte die Solubilisierung und Bindung der DNA an eine in einer Séule
befindlichen Silica-Gel-Membran. Zur Solubilisierung wurden die herauspriparierten
Gelstiicke mit dem dreifachen Volumen von QG-Puffer iiberschichtet und unter stindigem
Schiitteln fiir 10 min. bei 50 °C inkubiert. Nach der vollstindigen Auflosung der Agarose
wurden die DNA-haltigen Proben zur Erhohung der Ausbeute mit 1 Volumen Isopropanol
versetzt, gemischt und zur Bindung der DNA an die Silica-Gel-Membran anschlieend auf
eine QIAquick Sdule geladen und 1 min. bei 13.000 x g und RT zentrifugiert. Der Durchfluf}
wurde verworfen. Um restliche Agarose zu entfernen, wurde die an die Silica-Gel-Membran
gebundene DNA mit 0,5 ml QG-Puffer gewaschen, 1 min. bei 13.000 x g und RT
zentrifugiert, anschlieBend wurde der oben beschriebene Waschvorgang mit 0,75 ml PE-
Puffer wiederholt. Nach jedem Waschvorgang wurde der Durchflul verworfen. Die an die
Sdulenmatrix gebundene DNA wurde durch nochmalige Zentrifugation fiir 1 min. bei
13.000 x g getrocknet. Um die gebundene DNA von der Sdulenmatrix zu eluieren, wurden die
Sdulen mit 30 ul ddH,O versetzt, 1 min. bei 13.000 x g zentrifugiert und bei RT getrocknet.

Die eluierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C gelagert.
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2.2.7 DNA-Klonierungstechniken

2.2.7.1 Restriktion von DNA mit spezifischen Restriktionsenzymen

Zur DNA-Fragmentanalyse oder zur Isolation spezifischer DNA-Teilabschnitte aus einem
DNA-Abschnitt bekannter Sequenz nach einer DNA-Restriktion und gelelektrophoretischer
Auftrennung wurden die spezifischen Restriktionsenzyme EcoR I, Hind IlI, Kpn I, Sac I und
Xho I eingesetzt. Alle erwihnten Restriktionsenzyme wurden von der Firma Amersham
Pharmacia Biotech bezogen. Restriktionen wurden nach Angaben des Enzymbherstellers unter
Verwendung der mitgelieferten Puffer sowie Einhaltung der fiir das jeweilige Enzym
vorgegebenen Inkubationszeiten und Temperaturoptima durchgefiihrt. Im Fall einer
Restriktion mit zwei Enzymen wurde auf kompatible Puffer- und Temperaturbedingungen

geachtet.

Die DNA-Restriktionen wurden in der Regel in einem Volumen von 20 pul und bei einer
Temperatur von 37 °C durchgefiihrt. Die Restriktionsdauer betrug zwischen 4 — 12 Stunden.
Fiir die Restriktion von 1 pg DNA wurden 5 U Restriktionsenzym und maximal 5 g DNA
pro Restriktionsansatz eingesetzt. Wurden grolere Mengen DNA benétigt, wurde der
jeweilige Restriktionsverdau mehrfach angesetzt. Fiir die Restriktionen wurde meist jeweils
nur ein Restriktionsenzym verwendet. Ein Doppelverdau wurde lediglich mit den
Restriktionsenzymen Hind 11l und Xho I durchgefiihrt. Beide Restriktionsenzyme besitzen ein
Restriktionstemperaturoptimum von 37 °C. Als Puffer fiir diese Doppelrestriktion fand der

One-Phor-All-Puffer Verwendung.

2.2.7.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Beim Schneiden eines Vektors mit nur einem Restriktionsenzym entstehen zwei kompatible
Enden, die erneut miteinander ligieren kénnen. Die alkalische Phosphatase hydrolysiert im
alkalischen Milieu (pH 9,5 — 10,5) Phosphodiesterbindungen am 5°-Ende einer Nukleinséure,
sie entfernt somit Phosphatgruppen von den 5°-Enden und schafft damit freie 5°-OH-
Gruppen. Wihrend einer Ligationsreaktion (2.2.7.3) zum Einbau von Fremd-DNA in einen
Vektor bendtigt die fiir solche Experimente eingesetzte DNA-Ligase jedoch endstindige
5’-Phosphat-Reste. Sowohl die spontane als auch die durch die DNA-Ligase katalysierte
Religation des Vektors wird somit durch die Dephosphorylierung des Vektors durch die
alkalische Phosphatase verhindert. Das DNA-Fragment, welches mit dem Vektor ligiert

werden soll, besitzt noch beide Phosphatreste, so dal die Ligation durchgefiihrt werden kann.
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Die Dephosphorylierung wurde wie folgt durchgefiihrt: Zu 1 pug Vektor-DNA wurden 2 pl
shrimp alkaline phosphatase (SAP)-Puffer (10 x) und 1 pl (1000 U) shrimp alkaline
phosphatase hinzugegeben, auf 20 pl mit Aqua ad injectabilia aufgefiillt, durch Auf- und
Abpipettieren gut gemischt und fiir 30 min. bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde das
Enzym fiir 15 min. bei 68 °C inaktiviert. Die DNA wurde mit Chloropan und
Chloroform/Isoamylalkohol (24 : 1) extrahiert, durch 30 miniitige Inkubation mit 500 pl
absolutem Ethanol bei - 80 °C gefillt und mittels Zentrifugation (1 h, 4 °C, 13 000 x g)
pelletiert. Dieses Pellet wurde nach Entfernen des Uberstandes mit 75 % Ethanol gewaschen
und erneut mittels Zentrifugation (1 h, 4 °C, 13 000 x g) pelletiert. Nach kurzem Trocknen

wurde das Pellet in 10 ul Aqua ad injectabilia aufgenommen.

2.2.7.3 DNA-Ligationsmethoden

Fiir die Ligation von DNA in Vektoren wurden zwei verschiedene Methoden eingesetzt. Die
erste Klonierungsmethode ist speziell fiir die Klonierung von PCR-Produkten in einen fiir
PCR-Produkte konstruktierten Plasmid-Vektor geeignet. Diese auch als TA-Klonierung
bezeichnete Methode macht sich die Tatsache zunutze, daf} der pCRR 2.1-TOPO Vektor
einen 3”-Thymidin-Uberhang fiir die Klonierung von PCR-Produkten aufweist und die Tag-
Polymerase eine Template unabhingige terminale Transferaseaktivitit besitzt, die es ihr
ermoglicht, Desoxyadenosin an die 3”-Enden der PCR-Produkte zu heften. Bei dem von
Invitrogen bezogenen TOPO TA Cloning Kit wird statt einer Ligase, ein mit Vaccinia
Topoisomerase 1 aktivierter TA-Vektor (pCR® 2.1-TOPO Vektor) eingesetzt. Die
Topoisomerase I ist dabei kovalent an den pCR® 2.1-TOPO Vektor gebunden und ermoglicht
die Ligation der PCR-Produkte durch Anheftung des terminalen Desoxyadenosins am
3’-Ende der PCR-Produkte an den 3”-Thymidin-Uberhang des Vektors. Der Ligationsvorgang
dauert nur 5 Minuten. Die gesamte Klonierung und Transformation kann innerhalb von 2 h
durchgefiihrt werden. Fiir Klonierungen in den pCR® 2.1-TOPO Vektor wurden jeweils 2 pl
eines frischen PCR-Produktes, 1 ul Vektor mit 2 pl sterilem H,O auf ein Gesamtvolumen von
5 ul aufgefiillt, vorsichtig gemischt und 5 min. bei RT inkubiert, anschlieBend wurden 2 pl
dieser Klonierungsreaktion in chemisch kompetente TOP10 E. coli Bakterien transformiert

(siehe 2.2.2).
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Die zweite Klonierungsmethode umfaft den Einsatz von restringierten DNA-Fragmenten und
deren Ligation in einen Vektor mit Hilfe der T4 DNA-Ligase. Die T4 DNA-Ligase ist ein
ATP-abhingiges Enzym, es katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
benachbarten 5°-Phosphat- und 3°-Hydroxylenden von zwei doppelstringigen DNA-
Fragmenten. Obwohl die T4 DNA-Ligase am effektivsten Briiche in Fragmenten schlief3t, die
von klebrigen Enden (kohésiven Enden = sticky ends) zusammengehalten werden, verkniipft
sie unter bestimmten Bedingungen auch glatte DNA-Enden (blunt ends). Das Enzym arbeitet
am ergiebigsten bei 37 °C. Es wird jedoch in der Regel bei 4 °C — 16 °C eingesetzt, um die
kurzen Bereiche der doppelstringigen DNA, welche die einzelnen Fragmente kohisiv
zusammenhalten, thermisch nicht zu denaturieren. Mit Hilfe dieser Methode wurden
restringierte DNA-Fragmente in den fiir Reportergenanalysen eingesetzten Firefly-Luciferase-
Reportervektor (pGL3 b-Vektor) kloniert. Ligationen mit Hilfe der T4 DNA-Ligase wurden
mit jeweils 30 — 60 ng restringierter Vektor-DNA und einem drei- bis siebenfachen molaren
UberschuB an Insert-DNA unter Verwendung von 10 U T4 DNA-Ligase im mitgelieferten
Ligasepuffer durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen des Ligationsansatzes betrug in der Regel
20 wl. Zur Kontrolle wurde stets eine Ligationsprobe ohne Insert eingesetzt. Die

Ligationsreaktionen wurden fiir 18 h bei 16 °C durchgefiihrt.
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2.2.8 Polymerase-Kettenverlingerung (PCR)

2.2.8.1 Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Kettenverlingerungsreaktion (PCR)
Bei der Polymerase-Kettenverlingerungsreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985) handelt es sich
um ein in vitro-Verfahren zur selektiven Amplifikation von Nukleinsiure-Bereichen aus
einem Gemisch von Nukleinsdure-Molekiilen. Der zu amplifizierende DNA-Bereich wird
durch zwei Primer-Oligonukleotide festgelegt, die zu Sequenzen einer Template-DNA
komplementir sind und diese beidseitig flankieren. Mit Hilfe einer DNA-Polymerase und in
Anwesenheit von dNTP s konnen die Primer-Oligomere verlidngert und ein definiertes DNA-
Fragment im Verlauf von drei sich stindig wiederholenden Reaktionszyklen (DNA-
Denaturierung, Primer-Annealing, Kettenverldngerung (Polymerisation)) exponentiell
vermehrt werden. Es gibt verschiedene DNA-Polymerasen wie z. B. die hitzestabile
Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag DNA Polymerase) oder die Platinum Pfx DNA
Polymerase, die eine proofreading-Funktion besitzt und dadurch geringere Fehlerraten
garantiert. In der vorliegenden Arbeit wurde die 7ag DNA Polymerase eingesetzt. Die PCR-

Reaktionen wurden in 0,2 ml Eppendorfgefien nach dem folgenden Grundschema

angesetzt:

50 pl Standard-Ansatz

DNA: 5,0 ul (1 ng/1ul) Plasmid-DNA mit zu amplifizierenden
Insert

10 x PCR-Puffer: 5,0 ul

MgCl, (50 mM): 1,5 ul

dNTP’s (2 mmol): 4,0l

Primer 1 (10 uM): 1,5u

Primer 2 (10 uM): 1,5 ul

Tag DNA-Polymerase: 0,5 ul (2,5 Units)

destilliertes H,O: auffiillen auf 50 pl

Jede Reaktion wurde mittels einer Negativkontrolle auf eventuelle Kontaminationen
iiberpriift. Dazu wurde die Template-DNA durch ein entsprechendes Volumen an H,O ersetzt

und zusammen mit den zu untersuchenden Proben in einem PCR-Thermocycler amplifiziert.

-55-



Die PCR-Reaktionen zur Generierung des RGS16-Promotorkonstruktes 0.4 kb-Sac I wurden

mit den Primer sa 4 und sa 6 (siehe 2.1.4) unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

1) initiale DNA-Denaturierung: 94 °C, 3 min.

2) DNA-Denaturierung: 94 °C, 30 sec.

3) Primer-Annealing: 57 °C, 30 sec. 30 Zyklen
4) Kettenverlidngerung (Polymerisation): 72 °C, 3 min.

5) Auffiillen von DNA: 72 °C, 10 min.

6) Abstoppen der Reaktion: 4 °C, bis zur Entnahme

Variationen der PCR-Bedingungen kénnen sich bei der Annealing Temperatur (3) je nach
Basenpaarzusammensetzung der Primer, Dauer der Polymerisation wihrend der einzelnen
Zyklen (4) je nach erwarteter Grofle des Amplifikationsproduktes (ca. 1 Minute pro 1 kb, in
diesem Fall wurden 3 Minuten gewihlt) und Anzahl der Zyklenzahl ergeben. Bei Einsatz von
genomischer DNA sollte eine hohere Zyklenzahl (ca. 36) gewihlt werden als bei Einsatz von

Plasmid-DNA.

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden 5 — 10 pl des Reaktionsansatzes in einem
1,5 % igen Agarosegel aufgetrennt und analysiert. Gelang die Amplifikation des gewiinschten
PCR-Fragmentes, so wurde dieses wie unter 2.2.9 beschrieben aufgereinigt und stand danach

fiir weitere Arbeiten zur Verfiigung.

2.2.8.2 PCR-basierte Analyse rekombinanter Bakterienklone

Um eine groBe Anzahl von Transformanden auf das Vorhandensein eines gewiinschten Inserts
in einem eingesetzten Vektor (in der Regel pCR® 2.1-TOPO Vektor) zu testen, wurde in der
vorliegenden Dissertation eine nach Jesnowski et al. (1995) modifizierte Kolonie-PCR
Methode angewandt. Dazu wurden die nach einer Transformation auf LB-Amp.-Agarplatten
(zusidtzlich mit 40 wl X-Gal (40 mg/ml) beschichteten Agarplatten bei FEinsatz des
pCRR 2.1-TOPO Vektors) UN gewachsenen Bakterienklone mit sterilen Pipettenspitzen
vorsichtig gepickt. Ein Teil des so gewonnenen Zellmaterials wurde in vorbereiteten PCR-
Ansitzen resuspendiert und anschlieBend eine DNA-Amplifikation mit sequenzspezifischen

Primern nach dem bereits unter 2.2.8.1 beschriebenen Standard-PCR Protokoll durchgefiihrt.

-56 -



Zur Identifizierung rekombinanter Bakterienklone wurde nach Beendigung der PCR-Reaktion
jeweils 10 pl des PCR-Ansatzes in einem 1,5 % igen Agarosegel aufgetrennt und analysiert.
Parallel dazu wurden 10 ml LB-Amp.-Fliissigkulturen von jedem ,,gepickten* Bakterienklon
mit den verbliebenen Bakterienzellen angeimpft und bei 37 °C und 250 rpm fiir mindestens
8 h kultiviert. Von den positiven Transformanden wurde von der jeweiligen LB-Amp.-
Fliissigkultur zunédchst ein Glycerolstock (siehe 2.2.1) angelegt und bis zu spiteren

Verwendung bei — 80 °C gelagert.

2.2.8.3 Primer-Design
Die Polymerase-Kettenverlingerungsreaktion (PCR) wurde in der vorliegenden Arbeit zur
Amplifikation von DNA und zur DNA-Sequenzierung (2.2.10) eingesetzt. Fiir beide
Anwendungen muften zunichst sequenzspezifische Primer konstruiert werden. Zu diesem
Zweck wurde mittels des ,,Blast Search* Computerprogramms die vorliegende DNA-Sequenz
analysiert und daraufhin die geeigneten Primer ausgewéhlt. Bei der Konstruktion der Primer
wurden folgende Regeln beachtet:
- Lénge der Primer = 17 — 48 Nukleotide
- ausgeglichener G/C- zu A/T-Gehalt
- moglichst gleicher Schmelzpunkt (Tm-Temperatur) fiir beide Primer
- Schmelztemperatur (Tm-Temperatur) zwischen 50 °C und 80 °C
- keine Haarnadelstruktur (besonders am 3”-Ende)
- keine Dimer-Bildung (weder mit sich selbst noch mit dem zweiten Primer)
- keine ungewohnlichen Basenabfolgen wie poly-A- oder lange G/C-Abschnitte

(verdndert nach Lottspeich und Zorbas, 1998)

Die Berechnung der Schmelztemperatur (Tm-Temperatur) der Primer erfolgte nach
Lottspeich und Zobras (1998) nach der Formel:

2 °C x (Anzahl der Nukleotide A und T) + 4 °C x (Anzahl der Nukleotide G und C )

Von dem so errechneten Wert wurden anschlieBend 5 °C subtrahiert und somit die Annealing

Temperatur der Primer abgeschitzt. Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer wurden von der

Firma MWG bezogen (siehe 2.1.4).
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2.2.9 Aufreinigung von PCR-Produkten

Fiir die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das Rapid PCR Purification System von
Marligen Biosciences verwendet. Der hierbei angewandten Methode liegt die reversible und
selektive Bindung von doppelstringiger DNA an eine Silica-Membran zugrunde. Die
Absorption der DNA an die Silica-Membran ist von der Pufferzusammensetzung, mit der der
PCR-Ansatz verdiinnt wird, und von der Temperatur abhingig. DNA Polymerasen, Puffer,
Primer und dNTP’s werden mit Hilfe eines alkoholenthaltenden Waschpuffers entfernt. Die
DNA wird anschlieBend mit mitgelieferten, hochkonzentrierten TE-Puffer eluiert. Die
gesamte Aufreinigungsprozedur der PCR-Produkte kann in weniger als 10 min. durchgefiihrt

werden.

Dem jeweiligen PCR-Reaktionsansatz (50 pl) wurden 400 pl H1-Puffer (Binding Solution)
hinzugefiigt und gut gemischt. Zur Bindung der DNA wurde der so verdiinnte PCR-
Reaktionsansatz anschlieend auf ein Sdulchen mit der oben beschriebenen Silica-Membran
geladen und bei 13 000 x g und RT fiir 1 min. zentrifugiert. Der Durchflul wurde verworfen.
Zur Entfernung von DNA Polymerasen, Puffer, Primer und dNTP’s wurde die an die Silica-
Membran gebundene DNA mit 700 pl H2-Puffer (Waschpuffer) gewaschen, erneut bei
13 000 x g und RT fiir 1 min. zentrifugiert. Der Durchflu wurde verworfen und der oben
beschriebene Zentrifugationsvorgang zur Entfernung des restlichen H2-Puffers wiederholt.
AbschlieBend wurde die DNA mit 50 pul 70 °C warmen TE-Puffer mittels 1-miniitiger
Inkubation bei RT und Zentrifugation (13 000 x g, RT, 2 min.) eluiert.

2.2.10 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden nach der von Sanger et al. (1977) beschriebenen nicht-
radioaktiven Methode mit Hilfe eines automatischen DNA-Sequenzierers im Servicelabor der
,DNA/Peptid-Analytik* Gruppe unter der Leitung von Dr. Friedrich Buck am Institut fiir
Zellbiochemie und klinische Neurobiologie des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf
durchgefiihrt. Bei diesem Kettenabbruch-Verfahren werden zusitzlich zu den normalen
Desoxy-Nukleosid-Trisphosphaten (dNTP’s) 273”-Didesoxy-Nukleosid-Triphosphate
(ddNTP’s) verwendet. Durch den Einbau der Didesoxynukleotide fehlt die
3’-Hydroxylgruppe fiir die weitere DNA-Strangsynthese. Es kommt zum Kettenabbruch. Das
Konzentrationsverhiltnis von normalen Desoxynukleotiden zu Didesoxynukleotiden wird so
gewihlt, daB die Didesoxynukleotide an verschiedenen Positionen eingebaut werden kdnnen.
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Dadurch werden unterschiedlich lange Fragmente erzeugt. Mit Hilfe von markierten Primern
bzw. Didesoxynukleotiden kann die Sequenz durch gelelektrophoretische Auftrennung in

hochauflosenden Polyacrylamid-Sequenzgelen aus diesen direkt abgelesen werden.

Fiir die Sequenzreaktionen wurden mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte
Didesoxynukleotide (ddATP, ddTTP, ddGTP und ddCTP) eingesetzt, es handelt sich also um
Sequenzreaktionen mit Dye-Terminatoren. Die Sequenzreaktionen mit den Dye-Terminatoren
wurden mit dem ABI PRISM DYE Terminator Reaction Kit durchgefiihrt. Die fiir die
Sequenzreaktionen benétigten Reagenzien liegen in Form eines bereits kompletten
Reaktionsgemisches (Big-Dye) vor. Hinzugegeben werden muf3 nur noch der Puffer (Half-

Therm-Puffer), Primer und Template DNA.

Fir die DNA-Sequenzierungsreaktionen wurde grundsitzlich Plasmid-DNA eingesetzt.

Sequenzierungen fanden in einem PCR-Gerit unter folgenden Bedingungen statt:

PCR-Ansitze Sequenzierungsbedingungen
Half-Therm-Puffer: 6,0 ul 1) Denaturierung: 96 °C, 30 sek.
Primer (10 uM): 1,5 w 2) Primer-Annealing: 50 °C, 30 sek.
Template-DNA: 0,5 nug — 0,7 ug Plasmid-DNA 3) Polymerisation: 60 °C, 4 min.
Big-Dye: 2,0 ul

H,O: auffiillen auf 20 pl

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Ansidtze auf 4 °C abgekiihlt, mit
destilliertem Wasser auf 100 pl aufgefiillt, mit Ethanol (wie unter 2.2.4 beschrieben) gefillt
und fiir die Sequenzanalyse an das bereits erwihnte Servicelabor weitergeleitet. Die
erhaltenen Sequenzdaten wurden anschlieBend mit dem ,,Blast Search* Computerprogramm

ausgewertet.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Kardiomyozyten aus neonatalen Ratten

Die in vitro Kultur von Zellen, Geweben und Organen, die direkt aus einem Organismus
entnommen werden, wird als Primirkultur bezeichnet. Die fiir die primédre Zellkultur
verwendeten Kardiomyozyten wurden aus den Herzen neonataler Ratten der Rasse Wistar
gewonnen. Sie wurden von der Tierhaltung des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf
bezogen. Die Muttertiere wurden bei handelsiiblichem Laborfutter und Leitungswasser ad
libitum gehalten. Die neonatalen Wistar-Ratten waren null (Tag der Geburt) bis drei Tage alt
und beiderlei Geschlechts. Die Isolation der Kardiomyozyten erfolgte in Anlehnung an ein

von Zimmermann et al. (2000) beschriebenen Protokoll.

Fiir die Gewinnung von Zellen fiir die Zellkultur ist eine vollstindige Dissoziation des
Gewebes bzw. des Organs notwendig. Das Gewebe kann durch mechanische oder
enzymatische Dissoziation in Einzelzellen zerlegt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
die Primirkulturen durch enzymatische Dissoziation des Herzgewebes neonataler Ratten
gewonnen. Das Gewebe wurde vor der enzymatischen Behandlung mit einer Schere
moglichst fein zerschnitten. Fiir die enzymatische Dissoziation des Herzgewebes in
Einzelzellen wurde Trypsin verwendet. DNase II wird bei der Trypsinierung von Geweben
eingesetzt, um freigesetzte DNA, die die Aggregation von FEinzelzellen fordert, zu
hydrolysieren. Das zerkleinerte Herzgewebe wurde abwechselnd mit Trypsin-Arbeitslosung
(siehe 2.1.9 Trypsin-Losung, Zellpriparation) und DNase II-Arbeitslosung (siehe 2.1.9
DNase II-Losung, Zellpriparation) behandelt, wobei stets 1 ml weniger DNase II-
Arbeitslosung im Vergleich zur Trypsin-Arbeitslosung eingesetzt wurde. Die in der
folgenden Beschreibung erwéihnten Mengenangaben beziehen sich auf eine Pridparation mit

ca. 30 — 50 Tieren.

Alle Arbeitsschritte wurden an einer sterilen Arbeitsbank durchgefiihrt, die Hilfsgerite
autoklaviert oder kommerziell steril verpackt verwendet. Losungen wurden autoklaviert oder

sterilfiltriert.
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Die neonatalen Ratten wurden durch Dekapitation getotet, die Herzen nach Offnung des
ventralen Thorax vorsichtig entnommen und in eine Zellkulturschale (10 cm) mit 10 ml
sterilem 1x PBS (Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung, speziell fiir die
Zellkultur) gegeben. Nach Entfernung der Vorhofe und der GefiBreste mit einer Schere,
wurden die Herzen in eine weitere Zellkulturschale (10 cm) mit sterilem CBFHH (Calcium-
und Bicarbonatfreiem Hanks Puffer mit HEPES) iiberfiihrt. Nach dem Absaugen des CBFHH
wurden die Herzen 2 x mit CBFHH gespiilt, anschlieBend, nach vorsichtiger Entfernung der
CBFHH-L6sung wurden nochmals ca. 1,5 ml CBFHH hinzupipettiert und das Gewebe mit
einer gebogenen Schere fein zerschnitten (ca. 12 min.). Die so gewonnene Gewebeldsung
wurde mittels einer Pipette mit einer weiten Offnung (Durchmesser: 3 mm) in ein steriles
50 ml-Falcon Rohrchen iiberfiithrt, der Uberstand nach dem Absetzen des Gewebepellets
verworfen und das Pellet in 10 ml Trypsin-Arbeitslosung fiir 20 min. bei 4 °C auf einem
Coulter Mixer geschwenkt. Der Uberstand (enthilt vorwiegend Erythrozyten) wurde
verworfen. Das Gewebepellet wurde in 10 ml Trypsin-Arbeitslosung resuspendiert und fiir
12 min. bei RT auf dem Coulter Mixer geschwenkt. Der Uberstand wurde in ein mit 2,5 ml
aktivem FCS (4 °C) (aktives FCS fiihrt zur Inaktivierung des Trypsins) gefiilltes, steriles
Sammelgefdl pipettiert und das Pellet in 9 ml DNase II-Arbeitslosung gelost. Durch
Triturieren der Gewebelosung (27 x) wurde eine gleichmifige Verteilung der Enzymlosung
gewihrleistet, auerdem wurde ein Verkleben der zu verdauenden Zellkonglomerate aufgrund
der aus den lysierten Zellen ausgetretenen DNA verhindert. Nach Absetzen der Zellen wurde
der Uberstand in das SammelgefiB iiberfiihrt. Der kombinierte Trypsin-DNase II-Verdau
wurde unter Volumenverringerung der Trypsin-/DNase-Arbeitslosung, der Trypsin-
Expositionszeit und der Uberfiihrung der Uberstinde in das jeweilige Sammelgefil solange
wiederholt, bis das Gewebe fast giinzlich verdaut war und es zu keiner weiteren Triibung des
Uberstandes (als Ausdruck der aus dem Gewebeverband gelosten Zellen) kam. Die Anzahl
der Zyklen und damit die Dauer des Verdaus lieBen sich nicht eindeutig festlegen, da diese
multifaktoriell beeinfluBt wurden (Tieranzahl, Zerkleinerungsgrad des Herzgewebes,
Wirksamkeit des Trypsins). Es konnten in der Regel 3 Sammelrohrchen 4 50 ml gefiillt

werden. Die Sammelrohrchen wurden stets auf Eis gekiihlt.
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Sie wurden dann in der auf 4 °C vorgekiihlten Function Line Laborfuge 400 R bei 600 rpm
fiir 15 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets in jeweils 2 ml
Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen (MEM), welches 10 % inaktives FCS und
1 % Penicillin/Streptomycin  enthielt (siehe 2.1.9, Nichtkardiomyozytenmedium),
resuspendiert und die Inhalte aller Sammelrohrchen anschlieBend vereinigt. Die
Sammelrohrchen wurden mit jeweils 2 ml Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen
(MEM), welches 10 % inaktives FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin enthielt, nachgespiilt
und die Inhalte aller Sammelrohrchen vereinigt. AbschlieBend wurde dieser Zellsuspension
1/100 DNase II-Stammldsung (siehe 2.1.9) hinzugegeben, die Zellsuspension wurde mit einer
weitlumigen Pipette mehrmals trituriert und nochmals in der auf 4 °C vorgekiihlten Function
Line Laborfuge 400 R bei 600 rpm fiir 15 Min. zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 24 ml MEM mit Earle’s Salzen und mit 10 % inaktivem
FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin aufgenommen. Die Zellsuspension wurde iiber ein
vorher mit MEM befeuchtetes, steriles Zellsieb (60 mesh, PorengroBe 230 um der Firma
Sigma) gegeben und zu gleichen Teilen auf drei Zellkulturschalen (10 cm) verteilt. Um die
Kardiomyozyten von den Nichtkardiomyozyten (kardiale Fibroblasten, Endothelzellen, glatte
Muskelzellen) zu trennen, wurden die Zellkulturschalen fiir 1,5 h im Brutschrank bei 37 °C
5 % COz 95 % 0O,) inkubiert (Preplating). Diese Zeit war ausreichend, um aufgrund
unterschiedlicher Anheftungseigenschaften am Boden der Zellkulturschale eine weitgehende
Trennung der Nichtkardiomyozyten von den Kardiomyozyten zu erreichen. Die
Nichtkardiomyozyten wuchsen am Schalenboden fest, wihrend die Kardiomyozyten
iiberwiegend frei im Nidhrmedium schwammen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Kardiomyozyten von den Zellkulturschalen durch Abpipettieren des Uberstandes und

Uberfiihren in eine Zellkulturflasche (80 cm?, 260 ml) gewonnen.
Die Bestimmung der absoluten Zellzahl der Kardiomyozyten wurde in einer Neubauer

Zihlkammer durchgefiihrt. Die mittlere Ausbeute betrug in der Regel 1,5 — 1,7 x 10° Zellen

pro Herz.
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2.3.2 Ausséen und Kultivierung von neonatalen Rattenkardiomyozyten

Die Kardiomyozyten wurden in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro Zellkulturschale (6 cm
Durchmesser, fiir Reportergenanalysen mittels Luciferase Assay) und 3 x 10° Zellen pro
Zellkulturschale (6 cm Durchmesser, fiir Western-Blot-Analysen und ELISA) ausgesiit. Thre
Kultivierung erfolgte in Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen (MEM)  mit
10 % inaktivem FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,1 mM 5-Bromo-2-desoxyuridine
(BrdU). BrdU ist ein Antimetabolit, ein Thymidinanalog, welches anstelle von Thymidin in
die DNA eingebaut wird, zur Blockade der DNA-Synthese und so zur Hemmung der
Zellteilung fiihrt. Es wird somit ein Uberwachsen der Kardiomyozyten (nicht-proliferierend)
durch proliferierende Zellen z. B. noch enthaltende Fibroblasten verhindert. Die
Kardiomyozyten waren in der Regel nach einem Tag in Kultur am Boden der Kulturschale
festgewachsen und bildeten einen gleichméfBigen Zellrasen. Nach ca. zwei Tagen waren
Spontankontraktionen einzelner Kardiomyozyten zu beobachten, die schnell in gleichmifBige
Kontraktionen des gesamten Zellrasens iibergingen. Der Tag der Préiparation wurde als Tag 1

bezeichnet. Medienwechsel wurde alle zwei Tage durchgefiihrt.

2.3.3 Transfektion der neonatalen Rattenkardiomyozyten —mit RGS16-
Promotorkonstrukten
Unter Transfektion versteht man die Ubertragung von Fremd-DNA in hohere Zellen. Es gibt
verschiedene Transfektionsverfahren (z. B. Mikroinjektion von Fremd-DNA in den Zellkern
hoherer Zellen (sehr aufwendig), Lipofectamin-Transfektion, Calciumphosphat-Prézipitation).
Fiir die Transfektion der neonatalen Rattenkardiomyozyten mit RGS16-Promotorkonstrukten
wurde als Transfektionsmethode die Calciumphosphat-Prizipitation gewéhlt. Dieser Methode
liegt zugrunde, daf} unlosliches Calciumphosphat an die aufzunehmende Fremd-DNA bindet.
Diese Suspension wird dann zu den Zellkulturen gegeben. Die Calciumphosphat-Kristalle mit
gebundener DNA setzen sich auf der Zelloberflidche der hoheren Zellen ab und werden durch

Endocytose in die Zellen aufgenommen (Knippers, Molekulare Genetik, 1997).
Die Transfektion wurde fiinf Tage nach der Priparation der neonatalen Rattenkardiomyozyten

(siehe 2.3.1) durchgefiihrt. Es wurden Primirkulturen neonataler Rattenkardiomyozyten einer

Dichte von 1 x 10° Zellen pro Zellkulturschale (Durchmesser: 6 cm) eingesetzt.
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Zunichst wurden die Zellkulturschalen 2 x mit Minimum Essential Medium mit Earle’s
Salzen (MEM) und 1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen, anschlieBend in Minimum
Essential Medium mit Earle’s Salzen (MEM) mit 5 % inaktivem FCS und 30 mM HEPES
iiberfiihrt und 1 h inkubiert. Es wurden jeweils zwei Zellkulturschalen pro Konstrukt mittels

Calciumphosphat-Prizipitation transient transfiziert (Patten et al. 1996).

Fiir die Transfektion wurden pro zu transfizierendem Konstrukt jeweils zwei Polystyren-

Rohrchen vorbereitet:

Das 1. Rohrchen enthielt 275 pl 2 x HBS-Puffer (pH 6,95 — 7,10 !!!) pro Zellkulturschale.

In das 2. Rohrchen wurden :

- equimolare Mengen (4,8 pug — 6,6 ug) des leeren pGLsb-Reportervektors (Firefly-
Luciferase-Reportervektor) bzw. der verschiedenen pGL3b-RGS16-Promotorkonstrukte

- 1 ug pRLTK-Vektor pro Zellkulturschale (zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz)

- variable Mengen an Lachssperma-DNA um eine Gesamtmenge von 20 pg zu

transfizierender DNA pro Zellkulturschale zu erreichen

- 1/10 Volumen CaCl, (2,5 M)

- H0 um ein Endvolumen von 275 pl pro Zellkulturschale zu erreichen

pipettiert. Die einzelnen Komponenten wurden in der folgenden Reihenfolge in das

2. Rohrchen pipettiert: H,O, DNA (Vektor-DNA, Lachssperma-DNA), CaCl,.

Der Inhalt des 2. Rohrchens wurde 10 Sekunden gemischt. Unter ,,Bubbeln® des 2 x HBS-
Puffers wurde der DNA-CaCl,-Mix (Inhalt des 2. Rohrchens) tropfenweise dem 2 x HBS-
Puffer zugesetzt. Das so erhaltene Calciumphosphat-DNA-Prézipitat wurde 10 Sekunden
gemischt und fiir 10 — 15 min. bei RT inkubiert. Jede Zellkulturschale wurde mit jeweils
500 wl des Calciumphosphat-DNA-Prizipitats beschickt. AnschlieBend wurden die
Zellkulturschalen fiir 2 h im Brutschrank bei 37 °C (5 % CO,, 95 % O,) inkubiert. Nach 2 h
wurden sie 2 x mit Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen (MEM) und
1 % Penicillin/Streptomycin gewaschen, erneut in Minimum Essential Medium mit Earle’s
Salzen (MEM) mit 5 % inaktivem FCS wund 30 mM HEPES iiberfiihrt. Nach einer
15 — 20 miniitigen Inkubation wurde das Medium gegen serumfreies Medium (TIBSA, siche
2.1.9) mit den Supplementstoffen Insulin, apo-Transferrin und Serumalbumin ausgetauscht
(fotales Kilberserum enthilt moglicherweise Proteine, die zur Erhohung der Transkriptions-
rate des RGS16-Promotors fithren) und die Zellen erneut im Brutschrank inkubiert.
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2.3.4 Stimulation der neonatalen Rattenkardiomyozyten

Die Stimulation der neonatalen Rattenkardiomyozyten erfolgte entweder vier Tage nach der
Isolation (2.3.1) (Western-Blot-Analysen und ELISA) oder sechs Tage nach der Isolation im
Anschluff an die Transfektion (2.3.3) (Reportergenanalysen mittels Luciferase Assay). Fiir
Western-Blot-Analysen und ELISA wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten stets in
Minimum Essential Medium mit Earle’s Salzen (MEM) mit 10 % inaktivem FCS,
1 % Penicillin/Streptomycin und 0,1 mM BrdU kultiviert. Fiir Reportergenanalysen mittels
Luciferase Assay wurden die Kardiomyozyten nach der Transfektion in serumfreies Medium

(TIBSA, siehe 2.1.9) iiberfiihrt (vorherige Kultivierung wie unter 2.3.2 beschrieben).

Fir Western-Blot-Analysen (2.4.4) wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten zur
Induktion der RGS16-Proteinexpression 24 h mit LPS (4 pg/ml Zellkulturmedium) bzw. 72 h
mit den Zytokinen, Interleukin-18 (IL-18; 2 ng/ml Zellkulturmedium) oder rekombinanten
Tumornekrosisfaktor o (TNFo; 10 ng/ml Zellkulturmedium), oder als Kontrolle 24 h bzw.
72 h mit NaCl (0,9 %) behandelt. Zur Antagonisierung der Zytokineffekte bzw. der durch
LPS vermittelten Effekte wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten 1 h vor der
Behandlung mit LPS oder den beiden oben erwihnten Zytokinen mit den spezifischen
Antagonisten ,,Interleukin 1-receptor antagonist™ (IL-1ra; 200 ng/ml Zellkulturmedium) oder
,»soluble TNF receptor* (sTNFr; 500 ng/ml Zellkulturmedium) bzw. mit beiden Antagonisten

in Kombination oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) pridinkubiert.

Fiir ELISA-Analysen (2.4.9) zur Quantifizierung der Zytokine TNFa und IL-16 wurden die
neonatalen Rattenkardiomyozyten fiir 3 h, 6 h, 24 h, 48 h und 72 h mit LPS (4 pg/ml
Zellkulturmedium), IL-18 (2 ng/ml Zellkulturmedium) bzw. TNFo (10 ng/ml
Zellkulturmedium) oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) behandelt.

Fiir Reportergenanalysen zur Ermittlung der RGS16-Promotoraktivitit mittels Luciferase
Assay wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten fiir 24 h bzw. 48 h mit
LPS (4 pug/ml Zellkulturmedium), IL-18 (10 ng/ml Zellkulturmedium), TNF & (10 ng/ml Zell-
kulturmedium) oder fiir 24 h mit fotalem Kilberserum (FCS; 10 % im Kulturmedium, siche
2.3.2), Sphingosin 1-Phosphat (S1-P; 100 nM; 1 uM; 10 uM; 100 uM) bzw. 1-Oleoyl-sn-
glycerol 3-phosphat (LPA; 100 nM; 1 uM; 10 uM), Triiodthyronin (T3; 10 ng; 20 ng; 50 ng /
ml Zellkulturmedium),
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Insulin-like Growth Factor (IGF; 30 ng; 300 ng / ml Zellkulturmedium), Leukaemia
Inhibitory Factor (LIF; 10 ng; 100 ng / ml Zellkulturmedium) oder als Kontrolle fiir 24 h bzw.
48 h mit NaCl (0,9 %) behandelt. Zur Inhibierung der S1-P-Effekte wurden die
Kardiomyozyten 1 h vor der Behandlung mit S1-P (24 h; 10 uM) mit Chelethyrin (1 uM)
oder Pertussis Toxin (PTX; 3 wg/ml Zellkulturmedium) priinkubiert bzw. als Kontrolle mit
NaCl (0,9 %) behandelt.

2.3.5 Gewinnung von Zelllysaten aus neonatalen Rattenkardiomyozyten zur Messung
der RGS16-Promotoraktivitit mittels Luciferase Assay
Die Gewinnung von Zelllysaten aus neonatalen Rattenkardiomyozyten fiir den Luciferase
Assay wurde mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter 1000 Assay Systems von Promega
durchgefiihrt. Die Kardiomyozyten wurden im Anschluf an die unter 2.3.4 beschriebene
Behandlung (Stimulation der neonatalen Rattenkardiomyozyten) 1 x mit 4 ml kaltem
1 x PBS (speziell fiir die Zellkultur) gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurden die
Zellkulturschalen zur Lyse der Kardiomyozyten mit jeweils 250 pl kaltem 1 x PLB-Puffer
(Passive Lysis Buffer) versetzt. Die Kardiomyozyten wurden mit Hilfe eines Zellschabers von
der Zellkulturschale entfernt, in ein Eppendorf-Reaktionsgefd (1,5 ml) iiberfiihrt und
gemischt (bis die Suspension homogen war). Zur Verbesserung der Zelllyse wurde die so
gewonnene Suspension in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend im
Wasserbad bei 37 °C wieder aufgetaut. Dieser Vorgang wurde 2 x wiederholt. Die Suspension
wurde entweder kurzzeitig bei — 80 °C (bis zu einem Tag) gelagert oder sofort im Luciferase

Assay (2.3.6) eingesetzt.

2.3.6 Luciferase Assay

Reportergenanalysen zur Messung von Promotoraktivititen finden in der Molekularbiologie
eine weit verbreitete Anwendung. In der vorliegenden Dissertation wurde die Aktivitit des
Reporterenzyms Luciferase als Mal fiir die RGS16-Promotoraktivitit gemessen. Zur
Bestimmung der Luciferase-Aktivitit wurde das Dual Luciferase® Reporter 1000 Assay
System von Promega verwendet. Mit Hilfe dieses Systems konnen, zur Verbesserung der
MeBgenauigkeit, die Aktivititen von zwei verschiedenen Luciferase-Enzymen innerhalb ein-

und derselben Probe durch Biolumineszenzreaktion gemessen werden.
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Mittels des pGLsb-Reportervektors kann nach der Klonierung eines funktionsfihigen
Promotors (RGS16-Promotorkonstrukte) in die Multiple Cloning Site des Vektors (siehe
2.277.3 DNA-Ligationsmethoden) und anschlieBende Transfektion in neonatale
Rattenkardiomyozyten (siehe 2.3.3) oder andere Zellen das Reportergen Firefly-Luciferase
exprimiert werden. Durch Co-Transfektion eines weiteren Vektors, pRLTK, wird ein zweites
Luciferase-Enzym, die Renilla-Luciferase konstitutiv exprimiert. Transfektion mit dem
pRLTK-Vektor und anschlieBende Messung der Aktivitdt der Renilla-Luciferase dient der
internen Kontrolle der Transfektionseffizienz. Zundchst wird die Aktivitdt der Firefly-
Luciferase durch Umsetzung des Luciferase Assay Reagent II (LAR II) gemessen, das Signal
wird gequencht und im Anschluf} daran wird die Aktivitit der Renilla-Luciferase durch

Umsetzung des Stop & Glo® Reagent gemessen.

Fiir den Luciferase Assay wurden die Zelllysate aus den neonatalen Rattenkardiomyozyten
(siehe 2.3.5) im Verhiltnis 1:10 mit ddH,O verdiinnt und 20 pl dieser Verdiinnung im Assay
eingesetzt. Zur Messung der Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivitdit wurde der
Lumat LB 9507 (Berthold Technologies) eingesetzt. Dieses Gerit besitzt fiir die Proben einen
Rotor und zwei Kanile iiber die die Luciferase Reagenzien, Luciferase Assay Reagent II
(LAR II) und Stop & Glo® Reagent, den Proben automatisch zugefiihrt werden. Uber den
ersten Kanal wurde der Probe automatisch ein definiertes Volumen LAR II (100 pl) zugefiihrt
und die Firefly-Luciferase-Aktivitit als Mall der RGS16-Promotoraktivitit gemessen.
AnschlieBend wurde das Signal gequencht und iiber den zweiten Kanal derselben Probe ein
definiertes Volumen Stop & Glo® Reagent (100 pl) zugefiihrt und die Renilla-Luciferase-
Aktivitét als interne Kontrolle der Transfektionseffizienz gemessen. Die Luciferase-Aktivitit
der einzelnen Proben wird berechnet als Quotient aus Firefly-Luciferase-Aktivitét / Renilla-

Luciferase-Aktivitit.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford
Proteine konnen mittels verschiedener Techniken quantifiziert werden. Die heute meist
verwendeten Techniken beruhen auf colorimetrischen Messungen. In der vorliegenden

Dissertation erfolgte die Proteinbestimmung nach Bradford (1976).
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Diese Methode beruht auf einer Komplexbildung zwischen dem blauen Sé#urefarbstoff
Coomassie-Brilliantblau G-250 mit Proteinen. Bei der Bindung von Coomassie-Brilliantblau
G-250 an Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum der Farbe von 465 nm (ohne
Protein) zu 595 nm (mit Protein). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm stellt hierbei ein
Mab fiir die Proteinkonzentration in einer Probenldsung dar (Rehm, 2000). Das Verfahren
eignet sich am besten, um Proteinmengen im Bereich von 1 — 10 pug zu bestimmen. Als
Eichprotein zur Erstellung einer Standardreihe wurde Rinderserum-Albumin (BSA)
eingesetzt. Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe des Bio-Rad Protein Assays der Firma

Bio-Rad durchgefiihrt.

Vor Beginn der Proteinbestimmung wurde das Bradford-Reagenz zunichst mit ddH,O im
Verhiltnis von 1 : 5 verdiinnt. Zur Quantifizierung des Proteingehaltes in den zu
untersuchenden Proben wurde zunichst eine Standardreihe mit Rinderserum-Albumin (BSA)
in den Konzentrationen: Leerwert (reine 0,9% ige NaCl-Losung), 0,09 mg/ml, 0,18 mg/ml,
0,36 mg/ml, 0,72 mg/ml und 1,44 mg/ml durch Verdiinnung mit 0,9% iger NaCl-Lésung
hergestellt. Jeweils 100 ul dieser fiir die Standardreihe angesetzten BSA-Proteinlosungen
wurden dann in Reagenzrohrchen mit 1 ml verdiinnten Bradford-Reagenz pipettiert, sorgfiltig
gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Die zu untersuchenden Proteinproben wurden fiir
die Konzentrationbestimmung zunichst mit 0,9% iger NaCl-Losung im Verhéltnis von 1 : 25
bzw. 1 : 40 (Proteinproben nach der Ultrafiltration mittels Centricon-Rohrchen, siehe 2.4.8)
und 1 : 10 (Membranproteinlosungen, siche 2.4.2) verdiinnt. Jeweils 100 ul dieser so
verdiinnten Proteinproben wurden dann in Reagenzrohrchen mit 1 ml verdiinnten Bradford-
Reagenz versetzt, gut gemischt und fiir 10 min. bei RT inkubiert. Als Leerwert diente hierbei
die zur Verdiinnung der Proben verwendete, proteinfreie NaCl-Losung, welche zuvor im
Verhiéltnis von 1 : 10, 1 : 25 bzw. 1 : 40 mit dem entsprechenden Proben-
puffer (1 mM KHCO;, Lysis-Puffer) verdiinnt wurde und dann, wie oben beschrieben, mit
1 ml verdiinnten Bradford-Reagenz versetzt und inkubiert wurde. Anschliefend wurde die
Extinktion der Proteinproben mit dem Smart Spec 3000 Spectrophotometer bei einer

Wellenldnge von 595 nm gemessen.

Um die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmung zu erhohen, wurde fiir jede
Proteinbestimmung ein doppelter Reaktionsansatz vorbereitet und die Extinktion gemessen
(Standardreihe und Proteinproben).
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2.4.2 Gewinnung von Membranproteinen fiir Western-Blot-Analysen

Die Gewinnung von Membranproteinen zur Analyse der RGS16-Proteinexpression beinhaltet
die Zellernte der neonatalen Rattenkardiomyozyten, deren Aufschlul mit Hilfe eines
Polytrons und die anschlieBende Zentrifugation zur Gewinnung der Membranproteine. Die
Kardiomyozyten wurden im AnschluB an die unter 2.3.4 beschriebene Behandlung
(Stimulation der neonatalen Rattenkardiomyozyten) zunichst 2 x mit 4 ml kaltem 1 x PBS
(speziell fiir die Zellkultur) gewaschen und jeweils 5 min. bei RT stehengelassen. Nach dem
Absaugen des PBS wurden die Zellkulturschalen mit jeweils 1 ml 1 mM KHCO; (kalt) mit
1 x Protease-Inhibitor-Cocktail (Protease-Inhibitor-Cocktail, siehe 2.1.9, ist zundchst 25 X,
wird in KHCO; auf 1 x verdiinnt) versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem
Zellschaber von der Zellkulturschale entfernt und in ein Falcon-Tube (15 ml) iiberfiihrt. Zur
Entfernung restlicher Kardiomyozyten wurden die Zellkulturschalen mit jeweils 500 pl
1 mM KHCO; (kalt) mit 1 x Protease-Inhibitor-Cocktail nachgespiilt und die restlichen
Kardiomyozyten ebenfalls in das entsprechende Falcon-Tube iiberfithrt. Um eine geniigende
Menge an Membranproteinen zu isolieren, wurden die Proben von jeweils drei
Zellkulturschalen gleicher Behandlung vereinigt. Die so gewonnenen neonatalen
Rattenkardiomyozyten wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend
entweder bis zur weiteren Verwendung bei — 80 °C gelagert oder sofort weiterverarbeitet. Zur
Weiterverarbeitung wurde die Suspension der Kardiomyozyten auf Eis aufgetaut und in
jeweils 1 Nalgene-Zentrifugenrohrchen (16 ml) iiberfithrt. Die Membranproteine wurden mit
Hilfe eines Polytrons (Polytron Ultra Turrax, T 25 basic, Stufe 5, 2 x 15 Sekunden)
gewonnen. Wihrend des Einsatzes des Polytrons wurden die Proben auf Eis gekiihlt (sonst
starke Erwdrmung). Im Anschlul an die Polytronisierung der Proben, wurden diese fiir
10 min. bei 14 000 x g und 4 °C in der Rotina 35 R zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet (Membranproteine) wurde in 200 pl 1 mM KHCO; (kalt) mit
1x Protease-Inhibitor-Cocktail resuspendiert. Nach der Proteinbestimmung (2.4.1) wurden die

Proben a 50 pg Protein portioniert.
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2.4.3 SDS-PAA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde mit Hilfe einer
denaturierenden und diskontinuierlichen SDS-PAA-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)
durchgefiihrt. Dieser Methode liegt die Bindung von Proteinen an das Detergens SDS in
einem konstanten Ladungs zu Masse-Verhiltnis zugrunde. Durch Bindung von SDS, einem
anionischen Detergens, an die Proteine liegen die Proteine negativ geladen vor, ihre Tertiir-
sowie Sekundérstrukturen werden aufgehoben (Denaturierung der Proteine). In einem
elektrischen Feld wandern die negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe zur positiven
Elektrode (Anode) und werden dabei durch den Siebeffekt der pordsen
Polyacrylamidgelmatrix nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Mittels Lingenstandards
(Prestained Precision Protein Standard), die zusammen mit den zu untersuchenden Proben die
Polyacrylamidgelmatrix durchwandern, konnen im Anschlul an die Gelelektrophorese die
Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine ermittelt werden. Das diskontinuierliche
Gelsystem setzt sich aus einem Sammelgel mit groer Polyacrylamid-Porenweite (4 %) und
einem Trenngel, welches eine geringere Polyacrylamid-Porenweite aufweist, zusammen. Die
Proteinproben passieren zunichst das Sammelgel, welches den gleichzeitigen FEintritt aller
Proteinproben in das Trenngel ermdoglicht. Im Trenngel, welches eine hdohere
Salzkonzentration und einen hoheren pH-Wert im Vergleich zum Sammelgel aufweist,

werden die Proteine aufgrund ihres Molekulargewichtes aufgetrennt.

Fiir die SDS-PAA-Gelelektrophorese wurden 4 % ige Sammelgele und 15 % ige Trenngele
(siehe 2.1.9) in einem Mini-Protean 3 Cell Proteingel-System (Bio-Rad) hergestellt. Hierzu
wurden zunéchst seitlich zwischen zwei gereinigten Glasplatten zwei Abstandshalter
(Tiefe: 1 mm) positioniert. Diese Vorrichtung wurde dann in einem Geltriager fixiert und zum
Gielen des Gels in eine dafiir vorgesehene GieBhalterung eingespannt. Das Trenngel wurde
bis zu % der Hohe der Glasplatten eingefiillt. Das frisch gegossene Trenngel wurde zum
Glitten sowie zum Ausschluf von Luftblasen mit Isopropanol iiberschichtet. Nach dem
Erstarren des Trenngels (ca. 30 min.) wurde die Isopropanolschicht vorsichtig abgegossen, die

Gelkante mit ddH,O ausgespiilt und mit Filterpapierstreifen getrocknet.

Auf das Trenngel wurde bis zur Oberkante der Glasplatten das Sammelgel gegossen, in
welches anschlieBend ein Kamm zur Generierung von 10 Taschen eingesetzt wurde. Nach der
Polymerisation des Sammelgels (ca. 15 min.) wurde der Kamm vorsichtig entfernt.
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Die Gelkassetten (2 pro Gellauf) wurden dann in eine Elektrophoresehalterung eingespannt.
Der Raum zwischen den beiden Gelkassetten wurde mit PAA-Laufpuffer gefiillt und die
gesamte Vorrichtung anschlieBend in die SDS-Gelelektrophoresekammer eingesetzt.
Nachdem die Elektrophoresekammer ebenfalls mit Laufpuffer gefiillt worden war (ca. 1/3 der
Kammer), konnten die zu untersuchenden Proben sowie der Lingenstandard (Prestained
Precision Protein Standard) in die Taschen des Gels aufgetragen werden. Zur Verringerung
des Probenvolumens wurden die in 1 mM KHCOs-Puffer gelosten und a 50 pg portionierten
Membranproteinproben vor dem Gelauftrag zunidchst 30 min. bei 14 000 x g und
4 °C zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und die Membranproteine (50 pg) in
jeweils 10 ul 1 mM KHCOj resuspendiert. Die Membranproteinproben wurden dann im Ver-
hiltnis 1 : 2 mit 1 x Laemmli-Puffer (sieche 2.1.9) versetzt und zusammen mit dem
Lingenstandard fiir 5 min. bei 95 °C denaturiert. Anschliefend wurden die Proteinproben und
der Léngenstandard (Prestained Precision Protein Standard) in die Taschen des
Polyacrylamidgels aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von
100 Volt gestartet. Nachdem die Lauffront der Proben das Trenngel erreicht hatte
(ca. 30 min.) wurde die Spannung auf 150 Volt erhoht. Nach vollstindiger Auftrennung der
Proteine wurde das Gel von den Glasplatten geldst und fiir Western-Blot-Analysen (2.4.4)

eingesetzt.

2.4.4 Western Blot

Mit Hilfe des Western Blot Verfahrens konnen gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine
(siehe 2.4.3 SDS-PAA-Gelelektrophorese) unter dem Einflu3 eines elektrischen Feldes auf
einen geeigneten Trégerfilter z. B. Nitrocellulose oder Nylon iibertragen werden. Dabei wird
eine Kopie des Gels produziert, wobei die Proteine auf den Filtern immobilisiert werden.
Unter geeigneten Bedingungen bleibt beim Transfer sowohl die Immunreaktivitit als auch die
funktionelle Aktivitit der Proteine erhalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir den

Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen Nitrocellulose-Membranen eingesetzt.

Fiir den Proteintransfer wurde die Mini Trans-Blot-Apparatur der Firma Bio-Rad eingesetzt.
Zunichst wurden zwei Filterpapierstiicke sowie eine Nitrocellulose-Membran in der Grof3e
des zu analysierenden PAA-Gels zugeschnitten und zusammen mit zwei bereits befeuchteten

Blotting-Schwédmmen fiir 5 min. im Blotting-Puffer (siehe 2.1.9) eingeweicht.

-71 -



Das zu untersuchende Gel wurde unmittelbar nach der Elektrophorese (siehe 2.4.3) von den
Glasplatten gelost und ebenfalls kurzzeitig in den Blotting-Puffer iiberfiihrt. Im Anschlufl
hieran wurde die Blotting-Kassette nach dem ,,Sandwich-Prinzip® mit einem Schwamm,
einem Filterpapier, dem PAA-Gel, der Nitrocellulose-Membran, dem zweiten Filterpapier und
dem zweiten Schwamm luftblasenfrei bestiickt und nach kriftigem Zusammenpressen
senkrecht in eine Blotting-Apparatur eingehéingt. Eine Blotting-Apparatur kann zwei Blotting-
Kassetten aufnehmen, d. h. es konnen zwei PAA-Gele pro Elektrotransfer eingesetzt werden.
Da die im PAA-Gel aufgetrennten Proteine durch Bindung von SDS negativ geladen sind,
mulite die Blotting-Kassette fiir einen erfolgreichen Proteintransfer mit der Gelseite zur
Kathode und mit der Membranseite zur Anode ausgerichtet werden. Die Blotting-Apparatur
wurde dann zusammen mit einem Kiihlaggregat in eine Blotting-Kammer tiberfiihrt und diese
bis zum Rand mit Blotting-Puffer gefiillt. Der Proteintransfer erfolgte fiir 1 h und 15 min. bei
110 Volt. AnschlieBend wurden PAA-Gel und Nitrocellulose-Membran der Blotting-
Apparatur entnommen. Das PAA-Gel wurde verworfen und die Nitrocellulose-Membran fiir

die Detektion von Proteinen weiterverwendet (siehe 2.4.5 und 2.4.6).

2.4.5 Ponceaurotfiarbung von Proteinen auf Western Blots

Zur Verifizierung des Proteintransfers auf die Nitrocellulose-Membran wurde diese
unmittelbar nach dem Western Blot mit dem wasserloslichen Farbstoffreagenz Ponceau S
(siehe 2.1.5), welches Proteine unspezifisch anfirbt, versetzt. Diese als Ponceaurotfirbung

bezeichnete Farbemethode erreicht eine Nachweisgrenze von 50 — 150 ng Protein/Bande.

Zum Anférben der transferierten Proteine wurde die Nitrocellulose-Membran in eine Schale
mit ca. 50 ml Ponceau S-Losung iiberfiihrt und unter leichtem Schwenken fiir 5 min. bei RT
inkubiert. Nach dem Abgielen und Auffangen des Farbstoffes (Farbstoff kann erneut
verwendet werden) wurde die Membran zur Beseitigung der Hintergrundfirbung
(Membranabschnitte ohne transferierte Proteine) 3 x kurz mit ddH,O gewaschen und

anschlieBend fiir die Dokumentation photokopiert.
Die dokumentierte Ponceaurotfiarbung wurde durch Waschen mit ddH,O und Waschpuffer A
(siehe 2.1.9) vollstindig entfernt und die Membran fiir die darauf folgende Immundetektion

weiterverwendet.
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2.4.6 Immundetektion

Durch Immundetektion konnen auf einen Tréigerfilter (Nitrocellulose-Membran) transferierte
Proteine mit Hilfe von enzymgekoppelten Antikdrpern und einem ECL-Detektions-
system (siehe 2.1.7, Reaktionskits) sensitiv und spezifisch auf einem Rontgenfilm
nachgewiesen werden. Dieses Nachweisverfahren basiert auf einer Oxidationsreaktion, die
von Peroxidase-gekoppelten Antikorpern katalysiert wird. Hierbei wird durch die Oxidation
des im ECL-Reagenz befindlichen Luminols in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid mittels
der Peroxidase eine Chemilumineszenz ausgelost, die mit Hilfe von Autoradiographie in
Form von Proteinbanden auf einem Rontgenfilm festgehalten werden kann. Grundsitzlich
kann entweder bereits der 1. Antikorper enzymgekoppelt (z. B. mit Peroxidase) sein (direkter
Nachweis der Proteine auf dem Trigerfilter) oder es wird ein spezifischer 1. Antikorper
durch einen enzymgekoppelten Sekundirantikorper (indirekte Nachweismethode)
nachgewiesen. Im  Rahmen der Dissertation wurden  Peroxidase-gekoppelte
Sekundirantikorper (Anti-Mouse IgG-HRP und Anti-Rabbit IgG-HRP, siehe 2.1.8 Antikorper
und rekombinante Proteine) eingesetzt. Vor der Antikorperbehandlung mull die
Nitrocellulose-Membran jedoch mit Blockierungsreagenzien behandelt werden, um
unspezifische Bindungen der Antikorper auf der Membran zu verhindern. Es wurden

grundsitzlich 50 g Membranproteine pro Spur fiir den Immunoblot eingesetzt.

Nach der Entfernung der Ponceaurotfiarbung (siehe 2.4.5) wurde der Proteinblot in 5 % igen
Blocking-Puffer (siehe 2.1.9) iiberfiihrt und unter leichtem Schwenken UN bei 4 °C inkubiert.
Am nichsten Tag wurde der Blot zunidchst 2 x fiir 5 min. mit Waschpuffer A (siehe 2.1.9)
gewaschen und anschliefend durchtrennt. Der jeweils untere Teil des Blots wurde mit einem
fir RGS16 spezifischen Antikorper (CT 266, siehe 2.1.8 Antikorper und rekombinante
Proteine), der das RGS16-Protein bei 32 kDa erkennt, behandelt. Der Antikorper wurde in
einem Verhiltnis von 1 : 1000 in 1,5 ml Waschpuffer A mit 0,1 % BSA und
0,01 % Natriumazid (verhindert Bakterienwachstum) angesetzt. Der untere Teil des
Proteinblots wurde zusammen mit der Antikorperlosung in einer Folie eingeschweifit und

unter leichtem Schwenken UN bei 4 °C inkubiert.
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Zur Normalisierung wurde im jeweils oberen Teil des Immunoblots gleichzeitig, das stets in
gleicher Menge unabhingig von der Behandlung (siehe 2.3.4 Stimulation der neonatalen
Rattenkardiomyozyten) exprimierte B-Tubulin quantifiziert. Zum Nachweis wurde der fiir
B-Tubulin spezifische monoklonale Antikorper (Anti-B-Tubulin, Monoclonal, siehe 2.1.8
Antikorper und rekombinante Proteine), der eine Bande bei 55 kDa detektiert, eingesetzt.
Hierzu wurde der Antikorper in einem Verhéltnis von 1 : 750 in 10 ml 5 % igen Blocking-
Puffer angesetzt, anschlieBend wurde der obere Teil des Proteinblots in diese
Antikorperlosung transferiert und unter leichtem Schwenken 3 h bei RT inkubiert. Nach der
Behandlung mit dem 1. Antikorper (Der fiir RGS16 spezifische Antikorper (CT 266) wurde
zur erneuten Verwendung aufgefangen.) wurde sowohl der obere als auch der untere Teil des
Proteinblots zur Entfernung von ungebundenem Antikorper 1 x fiir 10 min. mit Wasch-
puffer A, 2 x fiir 10 min. mit Waschpuffer B und 1 x fiir 10 min. mit Waschpuffer A
gewaschen. Im Anschluf} daran erfolgte die Inkubation mit dem 2. Antikorper (Peroxidase-
gekoppelt). Die Detektion des  Anti-B-Tubulin  Antikorpers  erfolgte  mittels
Anti-Mouse IgG-HRP und die Detektion des fiir RGS16 spezifischen Antikdrper mittels Anti-
Rabbit IgG-HRP. Beide Sekundérantikérper wurden in einem Verhéltnis von 1 : 10 000 in
10 ml Waschpuffer A angesetzt. Die einzelnen Proteinblotabschnitte wurden fiir 2 h bei RT in
der jeweiligen Sekunddrantikorperlosung inkubiert. Zur Entfernung von ungebundenem
Sekunkirantikorper wurden die Proteinblotabschnitte, wie oben beschrieben, erneut
gewaschen und zur Visualisierung der antikorpermarkierten Proteinbanden fiir 1 min. mit
3 ml ECL-Losung (1 Vol. Reagenz 1 + 1 Vol. Reagenz 2) inkubiert und nach Entfernen der
ECL-Losung auf einem Rontgenfilm (1 sek. bis 15 min.) exponiert. Der Film wurde
anschliefend entwickelt und fiir die weitere Auswertung (densitometrische Auswertung des

Immunoblots mit dem Software-Programm ZeroDScan) im Computer eingescannt.
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2.4.7 Gewinnung von Zellkulturiiberstiinden und Proteinhomogenaten aus neonatalen
Rattenkardiomyozyten zur Quantifizierung der Zytokine IL-18 und TNFao
Fiir ELISA-Analysen (siehe 2.4.9) zur Quantifizierung der Zytokine TNFa und IL-18 (in
Zellkulturiiberstinden und zellassoziiert) wurden im Anschluf an die unter 2.3.4 beschriebene
Behandlung (Stimulation der neonatalen Rattenkardiomyozyten) jeweils gleiche
Mengen (2 ml) Zellkulturiiberstand (Zellkulturmedium) entnommen und in jeweils ein
Eppendorf-Reaktionsgefil (2,0 ml) {iiberfithrt. Die Zellkulturiiberstinde wurden nach
Konzentrierung der Proteine durch Ultrafiltration (siehe 2.4.8) fiir ELISA-Analysen
eingesetzt. Zur Quantifizierung von zellassoziiertem TNFa oder IL-18 wurden die
Zellkulturschalen nach der Entfernung der Zellkulturiiberstinde 2 x mit 4 ml kaltem 1x PBS
gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellkulturschalen zur Lyse der
Kardiomyozyten mit jeweils 300 pl kaltem Lysis-Puffer mit 1 x Protease-Inhibitor-Cocktail
versetzt. Die Kardiomyozyten wurden mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale
entfernt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefil (1,5 ml) iiberfiihrt. Die so gewonnenen
Proteinhomogenate wurden nach Konzentrierung der Proteine durch Ultrafiltration (siehe
2.4.8) und nach der Proteinbestimmung (siche 2.4.1) fiir ELISA-Analysen (siche 2.4.9)

eingesetzt.

2.4.8 Konzentrierung von Proteinen durch Ultrafiltration

Die Konzentrierung der beiden Zytokine TNFa und IL-18 aus Zellkulturiiberstinden und in
Proteinhomogenaten von neonatalen Rattenkardiomyozyten (siehe 2.4.7) erfolgte durch
Ultrafiltration mit Hilfe der Centricon- bzw. Microcon-Zentrifugalkonzentratoren der Firma
Millipore. Der hierbei eingesetzten Methodik liegt zugrunde, da3 die verschiedenen Centricon
bzw. Microcon YM-Zentrifugalkonzentratoren (YM-3, YM-10, YM-30, YM-50, YM-100)
unterschiedliche molekulare AusschluB3grenzen aufweisen (3 kDa, 10 kDa, 30 kDa, 50 kDa
und 100 kDa). Die Aufkonzentrierung von Proteinen wird erreicht durch Ultrafiltration der
Proteine durch eine Membran mittels Zentrifugation, wobei Proteine oberhalb der
molekularen AusschluBgrenze durch die Membran zuriickgehalten werden, wéhrend

niedrigmolekularere Proteine die Membran wihrend der Zentrifugation passieren.
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Sowohl TNFa als auch IL-18 besitzen ein Molekulargewicht von 17 kDa, deshalb wurden zur
Konzentrierung dieser beiden Zytokine die Centricon bzw. Microcon YM-10-
Zentrifugalkonzentratoren eingesetzt. Fiir die Konzentrierung von TNFo und IL-16 in
Zellkulturiiberstinden wurden jeweils 2 ml Zellkulturiiberstand eingesetzt, in ein Centricon-
Rohrchen pipettiert und fiir 1 h in einem Festwinkel-Rotor (JA-20, Beckmann-Zentrifuge) bei
5000 x gund 4 °C zentrifugiert. Zur Konzentrierung der beiden Zytokine TNFa und IL-16
in Proteinhomogenaten wurde das gesamte Zelllysat ca. 300 pl (siehe 2.4.7) eingesetzt, in ein
Microcon-Rohrchen pipettiert und fiir 10 min. bei 5 000 x g und 4 °C in der Rotina 35 R
zentrifugiert. Die nach der Zentrifugation erhaltene Proteinkonzentratmenge betrug jeweils
ca. 50 ul (sowohl aus Zellkulturiiberstinden als auch aus Proteinhomogenaten). Die
Proteinkonzentrate wurden im Anschluf an die Ultrafiltration und nach der

Proteinbestimmung (siehe 2.4.1) fiir ELISA-Analysen (siehe 2.4.9) eingesetzt.

2.4.9 Quantifizierung von TNFo und IL-18 in Zellkulturiiberstinden und
Proteinhomogenaten mittels enzymgekoppelten Immunoassays (ELISA)
Sowohl fiir die Quantifizierung von TNFa als auch fiir IL-18 in Zellkulturiiberstinden und
Proteinhomogenaten von neonatalen Rattenkardiomyozyten wurden Reaktionskits der Firma
R & D Systems eingesetzt (rat IL-16, Quantikine M Colorimetric Sandwich ELISA und
rat TNFa, Quantikine P Colorimetric Sandwich ELISA). Beiden Assays liegt die gleiche
Methodik zugrunde, sie nutzen eine Sandwich Enzym-Immunoassay Technik zur
Quantifizierung der beiden oben erwihnten Zytokine. Standardproteinlosungen, Kontrollen
und Proben werden auf eine mit einem immobilisierten Antikorper, der spezifisch ist fiir
Ratten IL-16 (polyklonaler Antikorper) oder fiir Ratten TNFow (monoklonaler Antikoérper),
versehene ELISA-Mikrotiterplatte pipettiert. Durch Waschen der ELISA-Mikrotiterplatte mit
einem Waschpuffer werden ungebundene Substanzen entfernt. Im Anschluf} daran wird ein
mit einem enzymgekoppelter polyklonaler Antikorper gegen Ratten IL-18 bzw. Ratten TNFa
auf die ELISA-Mikrotiterplatte pipettiert. Durch erneutes Waschen wird ungebundener
Antikorper entfernt. Nach diesem Waschschritt wird die ELISA-Mikrotiterplatte mit einer
Substratlosung versetzt. Das Substrat kann mit Hilfe des an den polyklonalen Antikorper
gekoppelten Enzyms umgesetzt werden. Diese Enzymreaktion liefert ein blaues

Reaktionsprodukt, welches nach Zusatz einer Stoplosung gelb wird.
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Die Extinktion der gelben Farblosung wird mittels eines ELISA-Plate Readers bei 450 nm
gemessen, wobei die Intensitédt der gemessenen gelben Farbe ein MaB fiir die Menge des in

der Probenldsung befindlichen IL-18 bzw. TNFo dargestellt.

Vor Beginn des enzymgekoppelten Immunoassays miissen die mit dem jeweiligen Kit
mitgelieferten Kontrollen (Ratten IL-1B8-Kontrolle, Ratten TNFo-Kontrolle), der
2. Antikorper (Ratten IL-1B-Antikorperkonjugat, Ratten TNFo-Antikorperkonjugat), der
jeweilige Waschpuffer, die Standardproteinlosungen zur Erstellung einer Eichreihe und die

Proben vorbereitet werden.

Die lyophilisiert vorliegenden Kontrollen wurden durch Zusatz von 1 ml ddH,O rekonstituiert
und weisen nach der Rekonstitution eine definierte Konzentration auf (Ratten IL-1B-
Kontrolle: 178 — 298 pg/ml, Ratten TNFa-Kontrolle: 122 — 204 pg/ml). Das
Antikorperkonjugat (Ratten IL-1B-Antikorperkonjugat, Ratten TNFo-Antikorperkonjugat)
wurde durch Zusatz von 0,5 ml Konjugat-Konzentrat zu 11 ml Konjugatdiluent vorbereitet.
Der jeweilige Waschpuffer wurde als Konzentrat im Kit mitgeliefert und durch Zusatz von
25 ml Waschpufferkonzentrat zu 625 ml ddH,O vorbereitet. Die Standardproteinlésungen
(Ratten IL-1B-Standardproteinlosung, Ratten TNFo-Standardproteinlosung) wurden durch
Rekonstitution des mitgelieferten Standards mit dem jeweiligen Kalibratordiluent und
anschlieBende Verdiinnung mit dem Kalibratordiluent vorbereitet und wiesen folgende
Konzentrationen auf: Ratten IL-18-Standardproteinlosungen: Leerwert (Kalibratordiluent),
31,2 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml und 2000 pg/ml und
Ratten TNFa-Standardproteinlosungen: Leerwert (Kalibratordiluent), 12,5 pg/ml, 25 pg/ml,
50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml und 800 pg/ml. Die zu untersuchenden Proben
wurden mit dem jeweiligen Kalibratordiluent im Verhéltnis von 1:3;1:5;1:10; 1:25 und
1 : 50 verdiinnt. Als Leerwert diente der jeweilige proteinfreie Probenpuffer (Lysis-Puffer fiir
Proteinhomogenate) oder Zellkulturmedium (fiir Zellkulturiiberstinde). Der Probenpuffer und
das Zellkulturmedium wurden im oben angegebenen Verhiltnis mit dem jeweiligen

Kalibratordiluent verdiinnt.

=77 -



Die ELISA-Mikrotiterplatten wurden durch Zusatz von 50 pl des jeweiligen Assaydiluent pro
,»Well“ vorbereitet. Im Anschlufl daran wurden 50 pl Standardproteinlosung, Kontrolle und
verdiinnte bzw. unverdiinnte Proben in jeweils ein ,,Well* pipettiert und 2 h bei RT inkubiert.
Nach 2 h wurden die ELISA-Mikrotiterplatten mit jeweils 400 pl Waschpuffer pro ,,Well*
gewaschen. Der Waschvorgang wurde 4 x wiederholt. Nach vollstindiger Entfernung des
Waschpuffers wurden die ELISA-Mikrotiterplatten mit jeweils 100 pl des 2. Antikorpers, des
Antikorperkonjugates (Ratten IL-1B-Antikorperkonjugat, Ratten TNFo-Antikorperkonjugat),
pro ,,Well“ versetzt und erneut 2 h bei RT inkubiert. Dann wurden die ELISA-
Mikrotiterplatten, wie bereits oben beschrieben, gewaschen, mit 100 nl Substratlosung pro
»Well“ versetzt und unter LichtausschluB 30 Min. bei RT inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit wurden jeweils 100 pl Stoplosung pro ,,Well*“ hinzupipettiert und vorsichtig
gemischt. Die Quantifizierung von IL-18 und TNFo aus den neonatalen
Rattenkardiomyozyten erfolgte durch Extinktionsmessung mittels eines ELISA-Plate Readers
bei 450 nm. Zur Verbesserung der MeBgenauigkeit wurden alle Quantifizierungen als

Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.5 Statistik

Alle dargestellten Werte sind arithmetische Mittelwerte (MW) * Standardabweichung der
Mittelwerte (SEM) und wurden mit dem Microsoft-Office-Programm MS-Excel berechnet.
Die Anzahl der unabhingigen Experimente wurde mit n bezeichnet. Die statistischen
Signifikanzen wurden mit dem ANOVA-Test und dem Student’s t-Test fiir unverbundene
oder verbundene Stichproben ermittelt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als signifikant

bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.0 Uberblick

Der Ergebnisteil gliedert sich inhaltlich in drei Abschnitte.

Im ersten Abschnitt (3.1) wird der EinfluB von LPS, TNFa und IL-1B auf die
RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten durch Immunoblotting
nachgewiesen und quantifiziert. Mit Hilfe von ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent
assay) Experimenten wird die LPS-induzierte Expression und Sekretion von TNFo und IL-18
in Zellkulturiiberstinden und Proteinhomogenaten von neonatalen Rattenkardiomyozyten

sowie die Regulation der IL-16 Expression durch TNFo untersucht.

Erst kiirzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe der RGS16-Promotor kloniert. Um die fiir die
RGS16-Promotoraktivitit essentiellen Promotorelemente zu ermitteln, wurden im zweiten
Abschnitt  dieser Arbeit (3.2) verschiedene iiberlappende, putative RGS16-
Promotordeletionskonstrukte hergestellt und zur funktionellen Analyse in einen Luciferase-

Reportervektor (pGL3b) kloniert.

Im dritten Abschnitt (3.3) werden die verschiedenen iiberlappenden, putativen pGL3b-RGS16-
Promotorkonstrukte nach transienter Transfektion in neonatale Rattenkardiomyozyten mit
Hilfe von Reportergenanalysen (Luciferase-Assay) auf ihre Promotoraktivitéit untersucht, um
die fiir die RGS16-Promotoraktivitit essentiellen Promotorelemente und die Minimalsequenz,
die die RGSI16-Promotoraktivitit reguliert, zu ermitteln. AnschlieBend wird die
transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors durch LPS, IL-168, TNFa, Serum und
verschiedene Serumkomponenten wie Triiodthyronin (Ts), Insulin-like Growth Factor (IGF),
Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) sowie durch die EDG-Rezeptor (endothelial differentiation
gene-encoded receptors) Agonisten, Sphingosin 1-Phosphat (S1-P) und 1-Oleoyl-sn-glycerol
3-phosphat (LPA), in neonatalen Rattenkardiomyozyten im Luciferase-Assay untersucht. Im
Anschluf hieran wird der Signaltransduktionsweg von Sphingosin 1-Phosphat (S1-P),
welches die Transkription des RGS16-Promotors in neonatalen Rattenkardiomyozyten

reguliert, durch Inhibitionsversuche mit Pertussis Toxin (PTX) und Chelerythrin analysiert.
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3.1.1 EinfluB von LPS, TNFa und IL-18 auf die RGS16-Proteinexpression

in neonatalen Rattenkardiomyozyten
In vivo Experimente an adulten Ratten haben gezeigt, dal mehrere Zytokine wie IL-18,
TNFa, IL-6 und IFNY sowie die RGS-Proteine, RGS4 und RGS16, nach LPS-Gabe vermehrt
im Herzen adulter Ratten exprimiert werden (Patten et al. 2001; Patten et al. 2002). Durch
Zellkulturexperimente an neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte nachgewiesen werden,
dal die RGS16-Proteinexpression durch LPS sowie durch die Zytokine IL-168 und TNFa
induziert wird, jedoch nicht durch IL-6 und IFNY (Patten et al. 2003).

Zur Untersuchung, ob LPS direkt oder durch Induktion der beiden Zytokine IL-18 und TNFa
zur Steigerung der RGS16-Proteinexpression in Kardiomyozyten fiihrt, wurden neonatale
Rattenkardiomyozyten in Zellkultur mit LPS (24 h; 4 pug/ml) oder mit den beiden Zytokinen,
mit rekombinanten TNFo (72 h; 10 ng/ml) und IL-18 (72 h; 2 ng/ml), oder als Kontrolle mit
NaCl (24 h bzw. 72 h; 0,9 %) behandelt. 24-stiindige Inkubation mit den beiden oben
angefiihrten Zytokinen zeigte keine Wirkung auf die RGS16-Proteinexpression. Durch
Priainkubation mit den spezifischen Antagonisten, ,,soluble TNF receptor* (sTNFr; 500 ng/ml)
oder ,Interleukin 1-receptor antagonist* (IL-1ra; 200 ng/ml), 1 h vor der Stimulation mit
LPS oder den Zytokinen sollten die von LPS, TNFa oder IL-1 induzierten Effekte inhibiert
werden. Im Anschlufl an diese Behandlung wurde mit Hilfe von Western-Blot-Analysen die

RGS16-Proteinexpression quantifiziert.

Zunichst sollte die TNFo- und IL-1B-induzierte RGS16-Proteinexpression in neonatalen
Rattenkardiomyozyten durch den fiir TNFo spezifischen Antagonisten, sTNFr, und den fiir
IL-18 spezifischen Rezeptor-Antagonisten, IL-1ra, inhibiert werden. Abbildung 5 zeigt,
iibereinstimmend mit bereits in unserer Arbeitsgruppe vorliegenden Daten, die Induktion der
RGS16-Proteinexpression durch IL-18 (1,75 fach £ 0,12, *p < 0,05 versus NaCl) und
TNFa (1,62 fach + 0,08, *p < 0,05 versus NaCl) (Patten et al. 2003). Prdinkubation mit den
jeweils spezifischen Antagonisten IL-1ra (1,22 fach £ 0,05, #p < 0,05 versus IL-1B) oder
sTNFr (1,21 fach £ 0,08, +p < 0,05 versus TNFo) fiihrt zur Inhibition der RGS16-
Proteinexpression. Dies deutet auf eine rezeptorvermittelte Wirkungsweise der beiden

Zytokine TNFo und IL-18 hin.
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Abbildung 5: Die TNFa- und IL-18-induzierte RGS16-Proteinexpression wird durch

den jeweils spezifischen Antagonisten, STNFr oder IL-1ra, inhibiert

Abbildung 5: Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden vier Tage nach der Isolation 72 h mit
rekombinanten Tumornekrosisfaktor o (TNFo; 10 ng/ml) bzw. Interleukin-18 (IL-18; 2 ng/ml) oder als
Kontrolle 72 h mit NaCl (0,9 %) behandelt. Zur Antagonisierung der TNFa- und IL-1B-Effekte wurden die
Kardiomyozyten 1 h vor der Behandlung mit TNFa oder IL-18 mit ihren spezifischen Antagonisten entweder
mit ,,soluble TNF receptor* (sTNFr; 500 ng/ml) oder mit ,,Interleukin 1-receptor antagonist* (IL-1ra; 200 ng/ml)
pridinkubiert. Anschliefend wurden Membranproteine isoliert. Im Immunoblot wurden 50 g Membranproteine
pro Spur eingesetzt. Abbildung A zeigt den unteren Teil eines Immunoblots von isolierten Membranproteinen
behandelt mit einem spezifischen Antikorper (CT 266, zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Wieland, Universitét
Mannheim) fiir das Membranprotein RGS16, Molekulargewicht: 32 kDa. Abbildung B zeigt den oberen Teil des
gleichen Immunoblots, der zur Normalisierung mit einem fiir B-Tubulin (8-Tub.), Molekularge-
wicht: 55 kDa, spezifischen Antikérper (Monoclonal Anti-B-Tubulin, Sigma) behandelt wurde. Abbildung C
zeigt die densitometrische Auswertung von n = 5 — 14 unabhingigen Experimenten in Doppelbestimmung.
Angegeben sind Mittelwerte der mit Zytokinen bzw. mit STNFr oder IL-1ra und Zytokinen behandelten
neonatalen Kardiomyozyten, als Kontrolle dienten mit NaCl (= 1) behandelte neonatale Rattenkardiomyozyten,
+ Standardfehler des Mittelwerts (SEM), #p < 0,05 versus NaCl, #p < 0,05 versus IL-18, +p < 0,05 versus

TNFa. 81 -



Im Anschlufl an diese Experimente wurde untersucht, ob die LPS-vermittelte Induktion der
RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten ebenfalls durch IL-1ra und
STNFr inhibiert werden kann, ob die stimulatorischen Effekte von LPS also durch
Aktivierung von IL-18 und / oder TNFo vermittelt werden oder ob LPS die RGSI16-

Proteinexpression direkt induziert.

Abbildung 6 zeigt, in Ubereinstimmung mit bereits in unserer Arbeitsgruppe vorliegenden
Daten, die Induktion der RGS16-Proteinexpression durch LPS (1,57 fach + 0,04, *p < 0,05
versus NaCl) in neonatalen Rattenkardiomyozyten in Zellkultur (Patten et al. 2003).
Pridinkubation mit dem IL-1B-Rezeptor-Antagonisten, IL-1ra (1,17 fach £ 0,04, #p < 0,05
versus LPS), fithrt zur Inhibition der LPS-induzierten RGS16-Proteinexpression, wohingegen
Prainkubation mit dem TNFa-Antagonisten, sTNFr (1,94 fach + 0,16, *p < 0,05 versus
NaCl), 1 h vor der Behandlung mit LPS zu einer weiteren Verstirkung der RGS16-
Proteinexpression im Vergleich zu alleinig mit LPS behandelten Kardiomyozyten fiihrt.
Gleichzeitige Prdinkubation mit IL-1ra und sTNFr (1,24 fach + 0,07, #p < 0,05 versus LPS)
inhibiert die LPS-induzierte RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB LPS durch Aktivierung von IL-18 die RGS16-

Proteinexpression in Kardiomyozyten induziert.
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Abbildung 6: Die LPS-induzierte RGS16-Proteinexpression wird durch IL-1ra, jedoch

nicht durch sTNFr inhibiert

Abbildung 6: Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden 1 h vor der 24 h-Behandlung mit
LPS (4 pg/ml) oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) mit den spezifischen Antagonisten entweder mit ,,soluble
TNF receptor® (sSTNFr; 500 ng/ml) oder mit ,,Interleukin 1-receptor antagonist* (IL-1ra; 200 ng / ml) allein oder
mit ,Interleukin 1-receptor antagonist™ (IL-1ra; 200 ng/ml) und ,,soluble TNF receptor* (sTNFr; 500 ng/ml)
gleichzeitig prédinkubiert. Anschliefend wurden Membranproteine isoliert. Im Immunoblot wurden 50 pg
Membranproteine pro Spur eingesetzt. Abbildung A zeigt den unteren Teil eines Immunoblots von isolierten
Membranproteinen behandelt mit einem spezifischen Antikorper (CT 266, zur Verfiigung gestellt von
Prof. Dr. Wieland, Universitit Mannheim) fiir das Membranprotein RGS16, Molekulargewicht: 32 kDa.
Abbildung B zeigt den oberen Teil des gleichen Immunoblots, der zur Normalisierung mit einem fiir 3-Tubulin
(3-Tub.), Molekulargewicht: 55 kDa, spezifischen Antikorper (Monoclonal Anti-B-Tubulin, Sigma) behandelt
wurde. Abbildung C zeigt die densitometrische Auswertung von n = 6 — 13 unabhingigen Experimenten in
Doppelbestimmung. Angegeben sind Mittelwerte der mit LPS bzw. mit sTNFr oder IL-1ra und LPS oder
sTNFr, IL-1ra und LPS behandelten neonatalen Kardiomyozyten, als Kontrolle dienten mit NaCl (=1)
behandelte neonatale Rattenkardiomyozyten, * Standardfehler des Mittelwerts (SEM), *p < 0,05 versus NaCl,

#p < 0,05 versus LPS.
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AbschlieBend fiir diesen Versuchsteil wurde untersucht, ob die IL-1B-induzierte RGS16-
Proteinexpression durch den TNFa-Antagonisten, sTNFr, und die TNFo-induzierte RGS16-
Proteinexpression durch den IL-1B3-Rezeptor-Antagonisten, IL-1ra, inhibiert werden kann. Als
Kontrolle fiir die inhibitorischen Effekte von IL-1ra und sTNFr dienten die Inhibitionen der

IL-1B-Effekte durch IL-1ra und der TNFo-Effekte durch sTNFr.

Abbildung 7 zeigt, wie bereits Abbildung 5, die Induktion der RGS16-Proteinexpression
durch IL-18 und TNFa in neonatalen Rattenkardiomyozyten sowie die Inhibition der IL-1B-
und TNFo-Effekte auf die RGS16-Proteinexpression durch ihren jeweils spezifischen
Antagonisten IL-Ira und sTNFr. Interessanterweise 146t sich die TNFo-induzierte RGS16-
Proteinexpression durch den IL-1B-Rezeptor-Antagonisten, IL-1ra (1,15 fach = 0,08,
+p < 0,05 versus TNFa), inhibieren, wihrend die durch IL-18 aktivierte RGS16-
Proteinexpression nicht durch den TNFo- Antagonisten, sTNFr (1,59 fach + 0,003, #p < 0,05
versus NaCl), inhibiert werden kann. Diese Ergebnisse implizieren, dal sowohl die LPS-
(Abbildung 6) wie auch die TNFo-induzierte RGS16-Proteinexpression iiber die Aktivierung

von IL-1B vermittelt wird.
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Abbildung 7: Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden 1 h vor der 72h-Behandlung mit
rekombinanten Tumornekrosisfaktor o (TNFa; 10 ng/ml), Interleukin-18 (IL-18; 2 ng/ml) bzw. als Kontrolle
mit NaCl (0,9 %) mit den spezifischen Antagonisten entweder mit ,,soluble TNF receptor” (sTNFr; 500 ng/ml)
oder mit ,Interleukin 1-receptor antagonist® (IL-lra; 200 ng/ml) prdinkubiert. AnschlieBend wurden
Membranproteine isoliert. Im Immunoblot wurden 50 pg Membranproteine pro Spur eingesetzt. Abbildung A
zeigt den unteren Teil eines Immunoblots von isolierten Membranproteinen behandelt mit einem spezifischen
Antikorper (CT 266, zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. Wieland, Universitit Mannheim) fiir das
Membranprotein RGS16, Molekulargewicht: 32 kDa. Als Positivkontrolle diente aufgereinigtes, rekombinantes
RGS16 (50 ng). Abbildung B zeigt den oberen Teil des gleichen Immunoblots, der zur Normalisierung mit
einem fiir 3-Tubulin (8-Tub.), Molekulargewicht: 55 kDa, spezifischen Antikorper (Monoclonal Anti-3-Tubulin,
Sigma) behandelt wurde. Abbildung C zeigt die densitometrische Auswertung von n = 5 — 14 unabhiingigen
Experimenten in Doppelbestimmung. Angegeben sind Mittelwerte der mit Zytokinen bzw. mit IL-1ra oder
sTNFr und Zytokinen behandelten neonatalen Kardiomyozyten, als Kontrolle dienten mit NaCl (=1) behandelte
neonatale Rattenkardiomyozyten, * Standardfehler des Mittelwerts (SEM), #p < 0,05 versus NaCl, #p < 0,05

versus IL-18, +p < 0,05 versus TNFo.
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3.1.2 ELISA-Experimente zum Nachweis der Expression und Sekretion

von IL-18 und TNFa in neonatalen Rattenkardiomyozyten
Mit Hilfe von ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay) Immunoblotting Experimenten
sollten die Proteine IL-18 und TNFa in Zellkulturiiberstinden und Proteinhomogenaten von
neonatalen Rattenkardiomyozyten quantifiziert werden und so untersucht werden, ob LPS die
Expression und Sekretion von TNFo und IL-18 in neonatalen Rattenkardiomyozyten aktiviert

und inwieweit TNFa die Expression von IL-18 reguliert.

Hierzu wurden neonatale Rattenkardiomyozyten vier Tage nach der Isolation zur Induktion
der IL-18- und TNFa-Proteinexpression und -sekretion 3 h, 6 h, 24 h, 48 h und 72 h mit
LPS (4 pg/ml) bzw. zur Induktion der IL-1B-Proteinexpression und -sekretion 3 h, 6 h, 24 h,
48 h und 72 h mit TNFo (10 ng/ml) oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) behandelt.
AnschlieBend wurden zur Quantifizierung von sezerniertem IL-18 und TNFa
Zellkulturiiberstiinde entnommen und zur Analyse von zellassoziiertem IL-16 und TNFo
Proteinhomogenate gewonnen. Der Nachweis von IL-18 und TNFa in Zellkulturiiberstinden
und Proteinhomogenaten von neonatalen Rattenkardiomyozyten erfolgte mit Hilfe von

ELISA-Immunoblotting.

Abbildung 8 zeigt die Induktion der IL-1B-Proteinexpression und -sekretion in neonatalen
Kardiomyozyten durch LPS. IL-18 konnte sowohl intrazelluldr als auch extrazelluldr in
geringer Konzentration in mit NaCl behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten
nachgewiesen werden. LPS induziert die IL-1B-Proteinexpression mit einem Maximum von
847,1 + 173,1 pg / 3 x 10° Zellen nach 6 h, gefolgt von einer zeitlich verzdgerten IL-18-

Sekretion mit einem Maximum von 70,8 £ 8,1 pg /3 x 10° Zellen nach 48 h.
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Abbildung 8: LPS stimuliert zeitabhéingig die IL-1B8-Proteinexpression und -sekretion in
neonatalen Rattenkardiomyozyten

Abbildung 8: Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden vier Tage nach der Isolation 3 h, 6 h, 24 h,
48 h und 72 h mit LPS (4pg/ml) oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) behandelt. Zur Untersuchung der IL-18-
Proteinsekretion wurden jeweils gleiche Mengen an Zellkulturmedium pro Zellkulturschale entnommen. Zur
Analyse von zellassoziiertem IL-1B wurden Proteinhomogenate gewonnen. Sowohl die intrazelluldren IL-16-
Proteinkonzentrationen als auch die extrazelluldren IL-16-Proteinkonzentrationen wurden mit ELISA-
Immunoblotting bestimmt. Abbildung 8 A zeigt die intrazelluldren IL-16-Proteinkonzentrationen. Angegeben
sind Mittelwerte dargestellt als [pg] Protein / Gesamtprotein / Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) + Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) aus n =2 — 4 unabhiéngigen Experimenten in Doppelbestimmung. Abbildung 8 B zeigt
die extrazelluldren IL-1B-Proteinkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte dargestellt als [pg] Protein /

Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 2 — 4 unabhingigen

Experimenten in Doppelbestimmung.
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In Abbildung 9 wird die durch LPS aktivierte TNFo-Proteinexpression und -sekretion in
neonatalen Rattenkardiomyozyten gezeigt. Im Gegensatz zur LPS-induzierten IL-18-
Proteinexpression ist intrazellulires TNFo sowohl in mit LPS als auch in mit NaCl
behandelten neonatalen Kardiomyozyten kaum nachweisbar. Es konnte jedoch eine durch
LPS induzierte TNFo-Proteinsekretion mit einem Maximum von 653,9 *+ 36,3 pg / Zell-

kulturschale nach 6 h nachgewiesen werden.

Die Inhibition der von TNFa aktivierten RGSI16-Proteinexpression durch den IL-18-
Rezeptor-Antagonisten, IL-1ra (Abbildung 7), deutet darauf hin, daf IL-16 zu den von TNFa
induzierten Effekten in neonatalen Rattenkardiomyozyten beitrdgt. Deshalb wurde untersucht,
ob TNFa die IL-1B-Proteinexpression und -sekretion in neonatalen Rattenkardiomyozyten
induziert. Abbildung 10 zeigt die von TNFo aktivierte IL-1B-Proteinexpression und
-sekretion in neonatalen Rattenkardiomyozyten. Sowohl die Induktion der IL-1B-
Proteinexpression durch TNFo, Maximum 365,9 * 16,5 pg / Zellkulturschale nach 6 h, als
auch die IL-1B-Proteinsekretion liegen deutlich unter der von LPS aktivierten
IL-1B-Proteinexpression und -sekretion (Abbildung 8), sind jedoch zu allen Mef3zeitpunkten

nachweisbar.

- 88 -



0,30 —
E g 0,25 o
=3 0,20 o
g N o 15 NacCl
PR ' —am—LP S
3 b 0,10 o
2 % 0.05 - —
S = = =
0,00
3h 6h 24 h 48 h 72h
Inkubation 3h 6h 24 h 48 h 72 h
NaCl 0,03+ 0,001 0,030,001 ]0,03£0,009 ]0,03+0,004 (0,030,004
LPS 0,13+£0,003 (0,27 +0,003 0,07 £0,005 [0,06£0,007 (0,05 % 0,005
B
800 —
—_ 700
lef E 600 —
E ﬁ 500 — N acC |
2 cE 400 - —— L P S
< 300
Q »
2 e 200 o
E o 100 - - )
g & 0 : = : - : = : —
3h 6h 24 h 48 h 72h
Inkubation 3h 6h 24 h 48 h 72 h
NaCl 21,712 44,1+ 13,3 29,4+273 43,1+ 15,6 49,6 + 8,9
LPS 488,2 + 6,6 653,9+ 36,3 |498,8 8,5 3744+13,6 |331,5+11,1

Abbildung 9: LPS stimuliert zeitabhiingig die TNFo-Proteinexpression und -sekretion in

neonatalen Rattenkardiomyozyten

Abbildung 9: Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden vier Tage nach der Isolation 3 h, 6 h, 24 h,
48 h und 72 h mit LPS (4pg/ml) oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) behandelt. Zur Untersuchung der TNFo-
Proteinsekretion wurden jeweils gleiche Mengen an Zellkulturmedium pro Zellkulturschale entnommen. Zur
Analyse von zellassoziiertem TNFo wurden Proteinhomogenate gewonnen. Sowohl die intrazelluldren TNFo-
Proteinkonzentrationen als auch die extrazelluliren TNFo-Proteinkonzentrationen wurden mit ELISA-
Immunoblotting bestimmt. Abbildung 9 A zeigt die intrazelluliren TNFa-Proteinkonzentrationen. Angegeben
sind Mittelwerte dargestellt als [pg] Protein / Gesamtprotein / Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) + Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) aus n = 2 — 4 unabhingigen Experimenten in Doppelbestimmung. Abbildung 9 B zeigt
die extrazelluliren TNFo-Proteinkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte dargestellt als [pg] Protein /
Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 2 — 4 unabhéngigen

Experimenten in Doppelbestimmung.
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Abbildung 10: TNFa aktiviert die IL-18-Proteinexpression und -sekretion in neonatalen
Rattenkardiomyozyten

Abbildung 10: Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden vier Tage nach der Isolation 3 h, 6 h,
24 h, 48 h und 72 h mit TNFa (10 ng/ml) oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) behandelt. Zur Untersuchung der
IL-1B-Proteinsekretion wurden jeweils gleiche Mengen an Zellkulturmedium pro Zellkulturschale entnommen.
Zur Analyse von zellassoziiertem IL-18 wurden Proteinhomogenate gewonnen. Sowohl die intrazelluldren
IL-1B-Proteinkonzentrationen als auch die extrazelluldiren IL-1B-Proteinkonzentrationen wurden mit ELISA-
Immunoblotting bestimmt. Abbildung 10 A zeigt die intrazelluldren IL-1B-Proteinkonzentrationen. Angegeben
sind Mittelwerte dargestellt als [pg] Protein / Gesamtprotein / Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) + Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) aus n =2 — 4 unabhingigen Experimenten in Doppelbestimmung. Abbildung 10 B zeigt
die extrazelluldren IL-1B-Proteinkonzentrationen. Angegeben sind Mittelwerte dargestellt als [pg] Protein /
Zellkulturschale (3 x 10° Zellen) + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 2 — 4 unabhéngigen

Experimenten in Doppelbestimmung.
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Ein Einflu von IL-18 auf die TNFo-Proteinexpression und -sekretion in neonatalen

Rattenkardiomyozyten konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.1:

1. Die durch IL-18 und TNFo induzierte RGS16-Proteinexpression kann durch den
jeweils spezifischen Antagonisten, IL-1ra oder sTNFr, inhibiert werden, womit gezeigt
wurde, daf} diese beiden Zytokine rezeptorvermittelt wirken.

2. Die Aktivierung der RGS16-Proteinexpression durch LPS kann durch den IL-18-
Rezeptor-Antagonisten, IL-1ra, inhibiert werden, jedoch nicht durch den
TNFo-Antagonisten, sTNFr. Dies deutet darauf hin, daB die LPS-induzierte
RGS16-Proteinexpression durch Aktivierung von IL-16 vermittelt wird.

3. Die TNFa-induzierte RGS16-Proteinexpression kann ebenfalls durch IL-1ra inhibiert
werden. Daraus kann geschlossen werden, da8 nicht nur die durch LPS aktivierte
RGS16-Proteinexpression, sondern auch die  TNFo-induzierte = RGS16-
Proteinexpression durch Aktivierung von IL-16 vermittelt wird.

4. LPS induziert die IL-1B-Proteinexpression / -sekretion und die TNFa-
Proteinexpression / -sekretion in neonatalen Rattenkardiomyozyten.

5. TNFa aktiviert die IL-1B-Proteinexpression und -sekretion in neonatalen
Rattenkardiomyozyten, wihrend eine Induktion von TNFo durch IL-18 nicht

nachgewiesen werden konnte.
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3.2 Herstellung und Klonierung iiberlappender, putativer RGS16-

Promotordeletionskonstrukte
Die Induktion von RGS-Proteinen im Herzen scheint eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Herzinsuffizienz zu spielen (Mittmann et al. 2002). Durch in vivo
Experimente an adulten Ratten konnte gezeigt werden, dall sowohl RGS4 als auch RGS16 im
Rahmen einer durch LPS vermittelten akut entziindlichen Herzinsuffizienz rasch induziert
werden (Patten et al. 2002). Auch Zellkulturexperimente an neonatalen Rattenkardiomyozyten
haben gezeigt, dall die RGS16-Proteinexpression durch LPS sowie durch die beiden Zytokine
IL-18 und TNFo induziert wird (Patten et al. 2003). Erst kiirzlich wurde in unserer
Arbeitsgruppe der RGS16-Promotor kloniert. Da bisher nur sehr wenig iber die
transkriptionelle Regulation der RGS-Proteine im Herzen bekannt ist, wurde der
RGS16-Promotor exemplarisch untersucht. Hierzu wurden iiberlappende, putative
RGS16-Promotordeletionskonstrukte hergestellt (Abschnitt 3.2), um anschlieBend durch
Bestimmung der Promotoraktivitit der einzelnen Konstrukte, die fiir die
RGS16-Promotoraktivitit essentiellen Promotorelemente zu ermitteln sowie die

transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors zu untersuchen (Abschnitt 3.3).

3.2.1 Klonierungsstrategie
An dieser Stelle soll zunichst ein grober Uberblick iiber die Klonierungsstrategie gegeben
werden. Die Herstellung der einzelnen putativen RGS16-Promotordeletionskonstrukte wird

spéter genauer beschrieben.

Der RGS16-Promotor wurde aus genomischer Maus-RGS16 DNA mit Hilfe des Genome
Walker™ Kits der Firma Clontech hergestellt. Mit Hilfe dieser PCR-basierten Methode
wurde ausgehend von bekannten DNA-Sequenzabschnitten aus dem Exon 1 des
entsprechenden Gens der RGS16-Promotor amplifiziert. Er wurde dann in einen speziell fiir
PCR-Produkte konstruierten PCR-Vektor (pCRRZ.l—TOPO 3,9 kb-Vektor, Invitrogen)
kloniert und in E. coli Bakterien vermehrt. Nach der Gewinnung dieses Konstruktes und
Sequenzanalyse der klonierten DNA-Abschnitte, wurde der RGS16-Promotor anschlieend
mit geeigneten Restriktionsenzymen aus dem pCR®2.1-TOPO  Vektor wieder
herausgeschnitten und zur ndheren Untersuchung der Promotoraktivitit schlieBlich in die
Multiple Cloning Site eines Reportervektors subkloniert und in E. coli Bakterien vermehrt.
Der RGS16-Promotor lag zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns vor.
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Mit Hilfe des Sequencher DNA® Softwareprogrammes konnten folgende potentielle
regulatorische Promotorelemente ermittelt werden: drei putative TATA-Boxen, zwei putative
CCAAT-Boxen sowie ein Sequenzmotiv, welches Homologie zur Konsensussequenz
(CCT)AANATGGNC/G der Bindestelle des Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Yin Yang 1
(YY1) aufweist (Lee et al. 1992). YYI ist ein multifunktionaler Transkriptionsfaktor, der
entweder als Aktivator oder als Repressor in verschiedenen Promotoren fungiert (Shrivastava
et al. 1994; Natesan et al. 1995; Hyde-DeRuyscher et al. 1995). Zur Ermittlung der
TATA-Box unter den drei putativen TATA-Boxen sowie zur Bestimmung weiterer fiir die
RGS16-Promotoraktivitit essentieller ~Promotorelemente wurden mehrere putative
RGS16-Promotordeletionskonstrukte hergestellt. Sie wurden durch Eliminierung fest
definierter DNA-Abschnitte mit Hilfe von Restriktionsenzymen aus einem bereits
vorliegenden Konstrukt oder durch PCR generiert. Die Uberpriifung der einzelnen Konstrukte
erfolgte durch Sequenzierung und Restriktion mit spezifischen Restriktionsenzymen.
Abbildung 11 zeigt eine schematische Darstellung des RGS16-Promotors sowie die Lage der

putativen RGS16-Promotordeletionskonstrukte.

Fir die Klonierung und Funktionsanalyse des RGS16-Promotors sowie der putativen
RGS16-Promotordeletionskonstrukte wurde der Firefly-Luciferase-Reportervektor (pGL3b",
Promega), mit dessen Hilfe die Firefly-Luciferase exprimiert wird, eingesetzt. Die Auswahl
dieses Reportervektors wird an spiterer Stelle erldutert. In Abbildung 12 werden die fiir die
Klonierungsexperimente eingesetzten Plasmid-Vektoren gezeigt. Abbildung 12 A zeigt den
speziell fiir PCR-Produkte konstruierten pCR®2.1-TOPO 3,9 kb Vektor (Invitrogen), in
Abbildung 12 B ist der Firefly-Luciferase-Reportervektor (pGL3b", Promega) dargestellt.

Abbildung 13 zeigt schematisch die angewandte Klonierungsstrategie.
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Die in Abbildung 11 dargestellten, mit Hilfe des Sequencher DNAR Softwareprogrammes
ermittelten, potentiellen regulatorischen Promotorelemente des RGS16-Promotors wurden zur

Auswabhl der Lage der Deletionskonstrukte zugrunde gelegt.

RGS16-Promotor (1,8 kb-Kpn I) im pGL;3b Vektor

Restriktionsstellen aus der MCS Restriktionsstellen aus der

des pCR®2.1-TOPO Vektors: MCS des pGL3b Vektors:

Kpn 1, Sac I, BamH I, Spe I, Kpn I, Sac I, Mlu I, Nhe I, Sma I,
BstX I, EcoR T ... Xho I, Bgl I, Hind III

v l
TATA | | YY1 TATA TATA

1./2.
EcoR 1 Sac I KpnI
1,4 kb-Sac 1

1,0 kb-EcoR I

0,6 kb-EcoR I-Sac 1

0,4 kb-Sac 1

Abbildung 11: Schematische Darstellung des RGS16-Promotors und Lage der RGS16-
Promotordeletionskonstrukte

Abbildung 11 zeigt eine schematische Darstellung des RGS16-Promotors, Bezeichnung: RGS16-
Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn I, mit wichtigen regulatorischen Elementen eines Promotors, putative TATA-
Boxen wund putative Yin Yang 1 (YY1)-Bindestelle sowie fiir die Generierung der RGS16-
Promotordeletionskonstrukte wichtige Restriktionsstellen. Die Lage und die Linge der vier RGS16-

Promotordeletionskonstrukte ist schematisch dargestellt. MCS, Multiple Cloning Site
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BamH I
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BstX 1

EcoR 1
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R EcoR 'V
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3,9 kb Vektor Not I
XhoI
Nsi I
Xbal
Apal

P lac lacZa

SON

Synthetic poly (A) signal /
transcriptional pause site
(for background reduction)

Kpn I
Sacl

Miu I
Nhe I
Sma I

ori

pGL3b Vektor
4,8 kb

XhoI
Bgl Il
Hind III

SV 40 late poly (A) /

signal
(for luc+ reporter)

Abbildung 12: Klonierungsvektoren

Abbildung 12 zeigt die fiir die Klonierungsexperimente eingesetzten Plasmid-Vektoren. In Abbildung A ist der
speziell fiir die Klonierung von PCR-Produkten geeignete PCR-Vektor, pCR® 2.1-TOPO 3,9 kb Vektor von
Invitrogen, dargestellt. Dieser Vektor enthilt fiir die Blau / Weil3 Selektion ,,positiver E. coli Klone das lacZaoi-
Gen, welches fiir die B-Galactosidase kodiert. Die 8-Galactosidase setzt Lactose zu Galactose und Glucose um.
Agarplatten enthalten fiir die Blau / Weil3 Selektion 5-Brom-4-Chlor-indolyl-3-D-galactosid (X-Gal), welches
nach Hydrolyse durch die B-Galactosidase farbige (blaue) Reaktionsprodukte liefert. ,Negative* E. coli
Bakterien, welche den PCR-Vektor ohne Insert enthalten, besitzen ein intaktes lacZo-Gen und konnen X-Gal
umsetzen, sie zeigen eine blaue Firbung. ,Positive” E. coli Bakterien, welche den PCR-Vektor mit dem
gewiinschten Insert enthalten, besitzen kein intaktes lacZo-Gen und sind somit nicht in der Lage X-Gal
umzusetzen, sie zeigen keine Firbung (sind weil}). Abbildung B zeigt den pGL;b Reportervektor von Promega
mit dessen Hilfe die Firefly-Luciferase exprimiert werden kann. Dieser Vektor wurde fiir die Bestimmung der
Promotoraktivitit putativer RGS16-Promotorkonstrukte eingesetzt. Amp', Ampicillinresistenzgen;  Kan',
Kanamycinresistenzgen; P lac, Locus des lacZa-Gens; lacZo, codiert fiir die B-Galactosidase; luc+,

Luciferasereportergen; MCS, Multiple Cloning Site; ori, Initiationspunkt fiir die Replikation.
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2. Transformation in
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E. coli Bakterien

4. Blau/ Weil
Selektion auf pCR*2.1-TOPO

Agarpatte mit E. coli Bakterien-
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E. coli Bakterium

5. Vermehrung ,.positiver” E. coli Klone (weill auf Agarplatten) in
LB-Medium (Sie enthalten den PCR-Vektor mit Insert.)

6. Plasmid-Priparation aus ,,positiven” E. coli Klonen.

7. Sequenzanalyse der im pCR®2.1-TOPO Vekor
befindlichen Konstrukte.

8. Gewiinschte PCR-Produkte werden mit geeigneten
Restriktionsenzymen aus dem pCR*2.1-TOPO Vekor
herausgeschnitten und in die MCS des pGL;b Reporter-
vekors kloniert.

Amp' .
9. Transformation in
kompetente E. coli pGLs3 b Vektor
Bakterien
ori f1 ori -
pGL; b Vektor >
MCS E. coli Bakterium

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie

Durch PCR erhaltene putative RGS16-Promotorkonstrukte wurden in die Multiple Cloning Site des speziell fiir
PCR-Produkte geeigneten pCR® 2.1-TOPO Vektor kloniert. AnschlieBend wurden kompetente E. coli
Bakterienzellen mit diesen Konstrukten transformiert, vermehrt und auf X-Gal enthaltende Agarplatten
ausplattiert. Durch Blau / Weil3 Selektion wurden ,,positive® E. coli Bakterien (weifle Farbung) selektiert, sie
enthalten den pCR® 2.1-TOPO Vektor mit einem PCR-Produkt. Diese E. coli Bakterien wurden in LB-Medium
vermehrt. Durch Plasmid-Priparation wurden die Konstrukte aus den Bakterien gewonnen, Sequenzanalysen
durchgefiihrt und gewiinschte PCR-Produkte mit geeigneten Restriktionsenzymen aus dem pCR® 2.1-TOPO
Vektor herausgeschnitten und in die Multiple Cloning Site des pGL;b Reportervektor kloniert. Wiederum
wurden kompetente E. coli Bakterien mit den so erhaltenen Konstrukten transformiert, vermehrt, Plasmid-
Priparationen und anschliefend Sequenzanalysen durchgefiihrt. Amp’, Ampicillinresistenzgen;  Kan',
Kanamycinresistenzgen; lacZo, codiert fiir die -Galactosidase; luc+, Luciferasereportergen; MCS, Multiple

Cloning Site; ori, Initiationspunkt fiir die Replikation.
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3.2.2 Herstellung der RGS16-Promotordeletionskonstrukte

Das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 1,4 kb-Sac I (Lage, Abbildung 11) wurde durch
Restriktionsverdau des pGL3b-RGS16-Promotorkonstruktes 1,8 kb-Kpn [ mit Sac [
hergestellt. Abbildung 14 A zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente nach dem
Restriktionsverdau mit Sac I in einem 1 % igen Agarosegel. Neben der Vektor-DNA-Bande
wurden zwei weitere Banden bei 1,4 kb und 388 bp detektiert. Die 1,4 kb lange Bande und
die Vektor-DNA-Bande wurden durch Gelelution aus dem Agarosegel gewonnen. Der mit
Sac I gedffnete Vektor wurde zur Verhinderung seiner Re-Ligation dephosphoryliert. Das

1,4 kb lange DNA-Fragment wurde anschlieBend wieder mit dem pGL3b Vektor ligiert.

Zur Kontrolle des Ligationserfolges und der Orientierung des Deletions-
konstruktes 1,4 kb-Sac I im pGL3b Vektor wurde sowohl eine Sequenzierung mit den vektor-
spezifischen Primern: RVprimer3 / GLprimer2 und genspezifischen Primern (siehe Material
und Methoden, 2.1.4) als auch eine Restriktion mit EcoR I (Lage der Restriktionsstellen, siche
Abbildung 11) durchgefiihrt. Bei richtiger Orientierung des Deletionskonstruktes 1,4 kb-Sac 1
sollte nach der Restriktion mit EcoR I neben der Vektor-DNA-Bande eine Bande bei 718 bp
im Agarosegel detektiert werden konnen. Falsche Orientierung sollte neben der Vektor-DNA-
Bande eine Bande bei 632 bp im Agarosegel zeigen. Sequenzierung und die in Ab-
bildung 14 B gezeigte Auftrennung der einzelnen DNA-Fragmente in einem 1,5 % igen
Agarosegel nach der Restriktion des im pGLsb Reportervektor befindlichen
Deletionskonstruktes 1,4 kb-Sac I mit EcoR I zeigten die richtige Orientierung dieses

Konstruktes im pGL3b Vektor. Das Konstrukt wurde fiir weitere Experimente eingesetzt.
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Vektor

\
1,4 kb 2w
) 1,5 kb
kloniertes 2,0kb[8
Fragment 1.2kb
1.0 kb 1,5 kb
1,0 kb
0,8 kb
0,5 kb 0,7 kb
388 bp ~a
0,4 kb 0,5 kb
Restriktion ~ Ldngen-  Lingen- Lingen-  Lingen-  Restriktion
des RGS16- standard 2 standard 1 standard 1 standard 2 des RGS16-
Promotorkon. Promotorkon.
1,8 kb-Kpn 1 1,4 kb-Sac I
mit Sac I mit EcoR I

Abbildung 14: Herstellung und Kontrollverdau des RGS16-Promotor-
deletionskonstruktes 1,4 kb-Sac 1
Abbildung 14 A zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente des pGL;b-RGS16-Promotor-

konstruktes 1,8 kb-Kpn I in einem 1 % igen Agarosegel nach Restriktionsverdau mit Sac I. Neben der Vektor-
DNA-Bande konnen zwei weitere Banden bei 1,4 kb und 388 bp detektiert werden. Die Vektor-DNA-Bande
und die 1,4 kb lange Bande wurden durch Gelelution aus dem Agarosegel gewonnen. Das 1,4 kb lange Fragment
wurde in den pGL;b Vektor religiert. Abbildung 14 B zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente des im pGL;b
Vektor befindlichen RGS16-Promotordeletionskonstruktes 1,4 kb-Sac I in einem 1,5 % igen Agarosegel nach
Restriktionsverdau mit EcoR I. Bei richtiger Orientierung des Deletionskonstruktes im Vektor kann, wie oben
gezeigt, neben der Vektor-DNA-Bande eine Bande bei 718 bp im Agarosegel detektiert werden. Als
Lingenstandard 1 diente der 1 kb DNA Ladder (Biolabs), Lingenstandard 2 ist der 100 bp DNA Ladder
(Biolabs).

Das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 1,0 kb-EcoR I (Lage, Abbildung 11) wurde durch
Restriktionsverdau des pGL3b-RGS16-Promotorkonstruktes 1,8 kb-Kpn I mit EcoR I (Lage
der Restriktionsstellen, siehe Abbildung 11) hergestellt. Abbildung 15 A zeigt die
Auftrennung der DNA-Fragmente nach dem Restriktionsverdau mit EcoR I in einem 1 % igen
Agarosegel. Im Agarosegel konnten zwei Banden, eine Bande bei ~6 kb (Vektor mit
gewiinschten Insert) und eine Bande bei 718 bp detektiert werden. Die ~6 kb lange Bande

wurde durch Gelelution aus dem Agarosegel gewonnen und anschlieBend wieder religiert.

-0 -

Vektor

718 bp



Zur Kontrolle wurde eine Restriktion mit Kpn I durchgefiihrt, bei der das gesamte Insert,
1021 bp, aus dem pGLsb Vektor herausgeschnitten wird. In Abbildung 15 B wird die
Auftrennung der einzelnen DNA-Fragmente in einem 1,5 % igen Agarosegel nach der
Restriktion des im pGLsb Reportervektor befindlichen RGS16-Promotordeletions-
konstruktes 1,0 kb-EcoR I mit Kpn I gezeigt. Neben der Vektor-DNA-Bande wurde eine
1021 bp lange Bande im Agarosegel detektiert. Dieses Konstrukt wurde fiir weitere

Experimente eingesetzt.

A B
Vektor +
6,0 kb gewiinschtes
Insert Vektor
3,0kb
2,0 kb
1.5 kb 1,5 kb
1,2 kb
1,2kb 1021 bp 1,0 kb
(1)’(8) 11?1: 718 b (Insert)
X P
0,7 kb o
0,5 kb
Liangen-  Lédngen- Restriktion Restriktion Lédngen- Léngen-
standard 1 standard 2 des RGS16- des RGS16- standard 2 standard 1
Promotorkon. Promotorkon.
1,8 kb-Kpn 1 1,0 kb-EcoR 1
mit EcoR 1 mit Kpn [

Abbildung 15: Herstellung und Kontrollverdau des RGS16-Promotor-

deletionskonstruktes 1,0 kb-EcoR 1

Abbildung 15 A zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente des pGL;b-RGS16-Promotor-
konstruktes 1,8 kb-Kpn I in einem 1 % igen Agarosegel nach Restriktionsverdau mit EcoR I. Neben einer Bande
bei ~6 kb (Vektor mit gewiinschten Insert) kann eine weitere Bande bei 718 bp detektiert werden. Die ~6 kb
lange Bande wurde durch Gelelution aus dem Agarosegel gewonnen und anschlieBend wieder religiert.
Abbildung 15 B zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente des im pGL;b Vektor befindlichen RGS16-
Promotordeletionskonstruktes 1,0 kb-EcoR I in einem 1,5 % igen Agarosegel nach Restriktionsverdau mit
Kpn I. Durch Restriktion mit Kpn [ wurde das gesamte Deletionskonstrukt 1,0 kb-EcoR I (1021 bp) aus dem
Vektor herausgeschnitten. Als Lingenstandard 1 diente der 1 kb DNA Ladder (Biolabs), Liangenstandard 2 ist
der 100 bp DNA Ladder (Biolabs).
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Das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (Lage, Abbildung 11) wurde
durch  Restriktionsverdau  des im  pGLsb  Vektor  befindlichen = RGS16-
Promotordeletionskonstruktes 1,4 kb-Sac I mit EcoR I (Lage der Restriktionsstellen
Abbildung 11) hergestellt. Abbildung 16 A zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente nach
dem Restriktionsverdau mit EcoR [ in einem 1 % igen Agarosegel. Im Agarosegel konnten
zwei Banden, eine Bande bei ~5,4 kb (Vektor mit gewiinschten Insert) und eine Bande bei
718 bp detektiert werden. Die ~5,4 kb lange Bande wurde durch Gelelution aus dem

Agarosegel gewonnen und anschlieBend wieder religiert.

Zur Kontrolle wurde eine Restriktion mit Sac I durchgefiihrt, bei der das gesamte Insert,
633 bp, aus dem pGLsb Vektor herausgeschnitten wird. In Abbildung 16 B wird die
Auftrennung der einzelnen DNA-Fragmente in einem 1,5 % igen Agarosegel nach der
Restriktion des im pGLsb Reportervektor befindlichen RGS16-Promotordeletions-
konstruktes 0,6 kb-EcoR I-Sac I mit Sac I gezeigt. Neben der Vektor-DNA-Bande wurde eine
633 bp lange Bande im Agarosegel detektiert. Dieses Konstrukt wurde fiir weitere

Experimente eingesetzt.
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. Vektor +
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Abbildung 16: Herstellung und Kontrollverdau des RGS16-Promotor-

deletionskonstruktes 0,6 kb-EcoR I-Sac I

Abbildung 16 A zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente des im pGL;b Vektor befindlichen RGS16-
Promotordeletionskonstruktes 1,4 kb-Sac I in einem 1 % igen Agarosegel nach Restriktionsverdau mit EcoR 1.
Neben einer Bande bei ~5,4 kb (Vektor mit gewiinschten Insert) kann eine weitere Bande bei 718 bp detektiert
werden. Die ~5,4 kb lange Bande wurde durch Gelelution aus dem Agarosegel gewonnen und anschliefend
wieder religiert. Abbildung 16 B zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente des im pGL;b Vektor befindlichen
RGS16-Promotordeletionskonstruktes 0,6 kb-EcoR [-Sac [ in einem 1,5 % igen Agarosegel nach
Restriktionsverdau mit Sac I. Durch Restriktion mit Sac I wurde das gesamte RGS16-Promotordeletions-
konstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (633 bp) aus dem Vektor herausgeschnitten. Als Lingenstandard 1 diente der
1 kb DNA Ladder (Biolabs), Lingenstandard 2 ist der 100 bp DNA Ladder (Biolabs).
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Das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,4 kb-Sac I (liegt an der Sac I-Restriktionssstelle im
Insert bis Sequenzende, Lage, Abbildung 11) wurde durch PCR mit den genspezifischen
Primern, 5” Primer: GTA GCA ATC TCG AAG GGA G und dem 3” Primer: CAT GGT CTT
CGA AGG TGA C, hergestellt. Als Template fiir die PCR-Reaktion diente das RGS16-
Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn I (Abbildung 11). Die Amplifikation wurde in einem
Agarosegel iiberpriift. Abbildung 17 A zeigt die Uberpriifung des Amplifikationserfolges in
einem 1,5 % igen Agarosegel. Das PCR-Produkt wies eine Lénge von ca. 0,4 kb auf. Es
wurde in den pCR®2.1-TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert (Abbildung 12 A) und in E. coli
Bakterien vermehrt (Klonierungsstragie, Abbildung 13). Sequenziiberpriifung mit den Vektor-
Primern: M13 Reverse / M13 Forward und genspezifischen Primern (sieche Material und
Methoden, 2.1.4) zeigte eine Linge des PCR-Produktes von 394 bp und eine ,falsche*
Orientierung des Inserts im Vektor. Gezielte Wahl der Restriktionsenzyme zum
Herausschneiden des RGS16-Promotordeletionskonstruktes 0,4 kb-Sac I aus dem pCRRZ.l—
TOPO Vektor und fiir die Umklonierung in den pGLsb Vektor erlaubt eine ,,gerichtete*
Klonierung in den pGLs;b Reportervektor. Auf Grund der ,.falschen* Orientierung des
RGS16-Promotordeletionskonstruktes 0,4 kb-Sac I im pCR®2.1-TOPO Vektor wurden die
Restriktionsenzyme Hind III und Xho I zum Herausschneiden des Konstruktes aus dem PCR-
Vektor und die anschlieBende gerichtete Klonierung in den pGL3b Reportervektor gewéhlt
(Klonierungsvektoren, Abbildung 12). Dies sollte zur richtigen Orientierung des Konstruktes
im pGLsb Reportervektor fithren. Der pGLsb Reportervektor wurde ebenfalls mit den
Restriktionsenzymen Hind Il und Xho I gedffnet.

Abbildung 17 B zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente nach dem Restriktionsverdau des
im pCRR2.1—TOPO Vektor befindlichen RGS16-Promotordeletionskonstruktes 0,4 kb-Sac 1
mit Hind 11l und Xho I in einem 1,5 % igen Agarosegel. Neben der Vektor-DNA-Bande
konnte eine Bande bei 0,5 kb im Agarosegel detektiert werden, dabei handelt es sich um das
RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,4 kb-Sac I. Die Bande ist ldnger als das gewiinschte
Insert, da Nukleotide aus der Multiple Cloning Site des pCR®2.1-TOPO Vektor enthalten
sind. Die 0,5 kb lange Bande wurde durch Gelelution aus Agarosegel gewonnen und iiber
Hind III und Xho I Restriktionsstellen in den ebenfalls mit Hind Il und Xho I gedffneten
pGLsb Reportervektor ligiert. Die richtige Orientierung des im pGLsb Vektor befindlichen
RGS16-Promotordeletionskonstruktes 0,4 kb-Sac I wurde durch Sequenzierung mit den
vektorspezifischen Primern: RVprimer3 / GLprimer2 und genspezifischen Primern (siehe

Material und Methoden, 2.1.4) iiberpriift.
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Das Konstrukt wies die gewiinschte Orientierung im pGL3b Vektor auf. Es wurde fiir weitere

Experimente ausgewdbhlt.

A B
20kb 2,0 kb
1,5 kb ’
12 kb 1,5 kb
1,0kb
0,5 kb
0.4 kb 0,5 kb
0,4 kb
Lingen- Liangen- RGS16- Lingen- Lingen- Restriktion
standard 1 standard 2 Promotor- standard 1 standard 2 des RGS16-
konstrukt Promotorkon.
0,4 kb-Sac 1 0,4 kb-Sac I
mit Hind II1
und Xho 1

Abbildung 17: Herstellung und Kontrollverdau des RGS16-Promotordeletions-

konstruktes 0,4 kb-Sac I

Abbildung 17 A zeigt das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,4 kb-Sac I (liegt an der Sac I-Restriktionsstelle
im Insert bis Sequenzende, Lage, Abbildung 11) in einem 1,5 % igen Agarosegel. Es wurde durch PCR mit den
genspezifischen Primern, 5°-Primer: GTA GCA ATC TCG AAG GGA G und dem 3’-Primer: CAT GGT CTT
CGA AGG TGA C, hergestellt. Als Template fiir die PCR-Reaktion diente das RGS16-Promotor-
konstrukt 1,8 kb-Kpn I. Das PCR-Produkt wurde in den pCR®2.1-TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert
(Abbildung 12 A). Um eine gerichtete Klonierung in den pGL;b Reportervektor zu erméglichen, wurde das
PCR-Produkt mit den Restriktionsenzymen, Hind [II und Xho I, aus dem pCRRZ.l-TOPO Vektor
herausgeschnitten. Abbildung 17 B zeigt die Auftrennung der DNA-Fragmente in einem 1,5 % igen Agarosegel
nach Restriktionsverdau des im pCR®2.1-TOPO Vektor befindlichen RGS16-Promotordeletionskonstruktes
0,4 kb-Sac I mit Hind Il und Xho I. Neben der Vektor-DNA-Bande wurde eine Bande bei 0,5 kb im Agarosegel
detektiert, dabei handelt es sich um das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,4 kb-Sac I. Die Bande ist linger
als das gewiinschte Insert, da Nukleotide aus der Multiple Cloning Site des pCR*2.1-TOPO Vektor enthalten
sind. Die 0,5 kb lange Bande wurde durch Gelelution aus Agarosegel gewonnen und iiber Hind III und Xho I
Restriktionsstellen in den ebenfalls mit Hind III und Xho I gedffneten pGL;b Reportervektor ligiert. Als
Lingenstandard 1 diente der 1 kb DNA Ladder (Biolabs), Lingenstandard 2 ist der 100 bp DNA Ladder
(Biolabs).
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3.3 Untersuchung der Promotoraktivitit und transkriptionelle Regulation

des RGS16-Promotors

Reportergenanalysen finden in der Molekularbiologie eine weit verbreitete Anwendung, um
Promotoren auf ihre Aktivitit zu untersuchen. In dem fiir die vorliegende Dissertation
gewihlten Luciferase Assay wird die Aktivitit des Reporterenzyms Luciferase gemessen. Zur
Verbesserung der Messgenauigkeit werden die Aktivititen von zwei verschiedenen
Luciferase-Enzymen gemessen. Mit Hilfe des pGLsb Reportervektors (Abbildung 12 B) kann
durch Klonierung eines funktionsfihigen Promotors (RGS16-Promotorkonstrukte) in die
Multiple Cloning Site des Vektors und anschlieBende Transfektion in eine Zellkulturlinie das
Reportergen Firefly-Luciferase exprimiert werden. Durch Co-Transfektion eines weiteren
Vektors, pRLTK (Promega), wird ein zweites Luciferase-Enzym, die Renilla-Luciferase
konstitutiv exprimiert. Transfektion mit dem pRLTK-Vektor und anschlieBende Messung der
Aktivitit der Renilla-Luciferase dient der internen Kontrolle der Transfektionseffizienz. Die
Enzymaktivititen beider Luciferase-Enzyme, Firefly-Luciferase und Renilla-Luciferase,

konnen durch Biolumineszenzreaktion nacheinander innerhalb einer Probe bestimmt werden.

3.3.1 Untersuchung der Promotoraktivitit der RGS16-Promotorkonstrukte

Um die fiir die RGS16-Promotoraktivitit essentiellen DNA-Sequenzabschnitte zu ermitteln,
wurden die unter 3.2 beschriebenen putativen RGS16-Promotorkonstrukte (sieche Ab-
bildung 11) auf ihre Promotoraktivitit untersucht. Hierzu wurden neonatale
Rattenkardiomyozyten in Zellkultur fiinf Tage nach ihrer Isolation mit equimolaren Mengen
4,8 pg — 6,6 png) der pGLs;b-RGS16-Promotorkonstrukte bzw. mit dem leeren
pGLsb Reportervektor mittels Calciumphosphat-Prézipitation transient transfiziert (siehe
2.3.3, Material und Methoden). Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde 1 pg des
pRLTK-Vektors co-transfiziert. Durch Messung der Promotoraktivititen der verschiedenen
RGS16-Promotorkonstrukte konnte die fiir die Promotoraktivitit essentielle TATA-Box unter
den drei putativen TATA-Boxen (Abbildung 11) eindeutig ermittelt werden. In Abbildung 18
wird die DNA-Sequenz des RGS16-Promotors sowie die mit Hilfe des Sequencher DNA®

Softwareprogrammes ermittelten regulatorischen Promotorelemente gezeigt.
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AACAAGGCAT
AGGAAGCTCT
AGTGTGTCCA
GTGGATCAGG
TTGTTCCAGA
AAAGCAGACC
GAACTTTCAG
ATCTCTTCTT
CCCTTTCTICT
TCCCACTCCC
GAAGCCCCCT
TCCATACAGC
AGCGCCTTGT
GGTATGGTCT
TCAGCACAGC
GGTCTACACA
CTGCTCTGCT
CCCTGGGGAA
TCTAAACCCC
ATGATTTGAA
GCTCCCGAGG
TTAGCCTCAG
AATTCAAAGC
TGCAGAGATT
CTAGTTTTCT
GGCTCCCGTC
GATGTACTTT
TCCTGTCACT
TCTCICTCTC
TCTCCTGGCA
GGCTACCAGT
CTCTTATTGG
[EGCGCGTGCC
CCGGTCCGCC

Abbildung 18: DNA-Sequenz des RGS16-Promotors

Abbildung 18 zeigt die DNA-Sequenz des RGS16-Promotors des entsprechenden murinen Gens. Mit Hilfe des
Sequencher DNAR Softwareprogrammes konnten folgende in Boxen hervorgehobene regulatorische Promotorelemente
! CCAAT-Boxen, > YY1-Bindestelle, ° TATA-Box, oberer grau hervorgehobener DNA-
kb-EcoRI-Sacl-

identifiziert werden:

Sequenzabschnitt:

CCACCCACCG
CAAGAGCTGA
GGAATGTGCC
TTGACTAACT
TGTTTGGTTT
TGGCCTCTAG
CCCAGGGGCT
CTTCCTCTIC
AGACAAGACC
TCCCATCTTIC
AGGAGATGGA
ATAGATTTCC
ATATAGATGC
CTGTTATAGG
AGAGTCCAAT
ACTCTAGAAC
CTTCTCTCAG
GTCCAGCTCT
AGACACAAAG
ACTCCATAAC
GCCAGCCGGG
GATCACTTAC
TGGATTGAGG
TCTGCTATAA
GATCTTCTGA
ACCTTCGAAG
TTCTTGGAAT
TTTGAATTGT
TCTCICTCTIC
CCCCAAGTCT
CGTGCCCCAC
TCGGCGACGT
GCTCTCCAGA
ACCATCCTICT
CTGCCTGGAG

Minimalsequenz,

AGTGCCCACA
GCTTGGCAAG
CTGTCCTCIC
GGGTCACCCT
CGGACTGGAC
GTTCTCCCAG
GGGCTGCCCT
TTCCTCTTCC
ACTGAGCTGC
CTTTCCCGAC
ATTCTGTATC
AGTCTATCTG
GGGTCCTTTG
CTCTGGAGTT
AAATGGGTAA
ATCCTTGAAG
TTCGTTTCTG
CCAAAAGGTC

CGTCTCTGCT
ACGGGCATGT
TGCCTTGGTT
TCATAGGGTC
TGGACAGGCA
CATCCCTCAG

CAGCCCCAGT
GGATTTGGTG
CTGCCTTGAG
TGGCTCAGTG
CAAGGGACTG
TCTCACCTGG

TCCC|CCAAT! |6CCTCTTCTC

TCCTCCTCCT
ATCTCCAGCC
CTTTTACTTIC
CTGAAAGTGA

TCTCICTCIG
TCCTTCCTCG
ACAGAGCATA
CAAAACATTG

TTTGICCAAT' |CTGTTTGATT

GCATGCCACC
GCTCTTGACA
TGCTAAGGCC
ACCCTCTGGG
AGAATTATCC
TTCAGTCCCC

AAATGGARAGATGGAGTICTC

TATCTACCCT
AAGACAATGG
GGGTTACAGA
CACCAAGACT
TTGTGTTAAG
TCCTTCATICT
ACCATGGGAT
GCACCCCATG
TTTCCTGCTT
TCTCTCTCIC
CCGACCTTGG
CCCTTCAGAC
TCGTCCCCGC
CCTCTTCTGC
CCACGACGTG

die

die

TAACCTTACC
CACCTTTAAG
GCIGTTGTTA
TACCCTATAA
TAAATGTTTC
CAAAGTGGAG
GGTACCTGTT
CGCCTGTCCT
TTACTAGAGG
TCTCICTCTC
GGGTGGGGAC
TCCCCTCGCT
CCCGCCCCAC
GCAGCCTGGT
CTGTCCTGCG

CAGATCCCCT
GAGACATCAC
TGCTCAGCTC
CGTGGGGTGG
CTAGCATGCC
ACCACACCTT
TAAGGTCTCT
TGCTGCTTCT
GCAGGATGCG
CTGTTGCTTIT
CTATAGAGCA
CGCCCATGCC
GTAATGACCG
CTGACCTGAG
CCGTGAACTC
TCGGCGTCTIC
GGCGTATGTIC
AGCCCCGTGC
GCCTCCTCCC
GGGGATAAAA
ACTTGCTACT

CTAGCCCTICG
TTCACTGCAC
AATGTGGGAG
AGGGGAGTCT
AGGTGCAAAT
CATACCCTIGC
TATATAATCC
TGCATGCACA
CCTCCCTTIC
GAGCAGTCCT
TTTTCCTTAC
GTGTGCCAAG
ATCCTGGCCA
CTGGAGCCAG
CAGAAGTAGA
GGTCTCTGTG
TGCTACCCCT
ATGAAATAAG

GGCGTGAGGT
CTGAGGTAGA
TTTGGGAACA
ACCTGAACTA
TTTTCATATC
CCCTAACCCT
AGGCATTTTG
TTCTCAAGTG
CTTTCCTCCT
TACTGCTGGA
TGCATAGAAT
TCTTGTTCCA
CCACCAGTGT
GTCAGGCATC
CACTTGCAAA
TGCAGCATAA
ACAGAATGCT
TATGGTGATG

ATAATTATA|ICAGCAGAAAC

TAGTAGCAAT
GAGCGGAACT
CCAGCAGGAG
TTAGAGCAAT
TGCTGATCTT
TGGGGGCGAA
AGAGAGTGCA
TCCACCCCCT
TCTCTCTCIC
TGGTCTTCAA
GCTTGAGATG
TCCCAACGCC
GCCTTAGTAG
CGCTTTTCCC

TCCGCAACCATGTGCCGCACC

RGS16-Promotoraktivitit

reguliert

0,6

CTCGAAGGGA
AAGCAGTTGC
CAACATGGTA
TAAGCACGGT
GGCCAAATCG
TAGCTCACTT
GTATAGTGGT
ACCAAACCTC
TCTCICTCTC
GCCTTCCTICT
AGGCCCTGGG
CAGCCCCACT
CCACCGGCCC

CTAGCCACCT,

Promotorkonstrukt), unterer grau hervorgehobener DNA-Sequenzabschnitt: Exon 1 mit Translationsstart (Box).
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Abbildung 19 A zeigt schematisch die Lage und Struktur der verschiedenen RGS16-
Promotorkonstrukte sowie ihre Bezeichnung und Abbildung 19 B die Promotoraktivititen der
einzelnen RGS16-Promotorkonstrukte im Vergleich zum leeren pGL3b Reportervektor. Die
fir das ldngste RGS16-Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn I gemessene Firefly-Luciferase
Aktivitdat war 10,3 fach (x 1,1) hoher im Vergleich zum leeren pGL3b Vektor. Drei der vier
RGS16-Promotordeletionskonstrukte (Lage, Abbildung 11) zeigten wie das ldngste RGS16-
Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn [ ebenfalls Promotoraktivitit. Im Vergleich zum leeren
pGLsb Vektor zeigten die einzelnen Deletionskonstrukte folgende Promotoraktivititen:
RGS16-Promotordeletionskonstrukt 1,4 kb-Sac I (18,4 fach = 1,9), RGS16-Promotor-
deletionskonstrukt 1,0 kb-EcoR I (12,9 fach = 1,3) und RGS16-Promotordeletions-
konstrukt 0,6 kb-EcoR [-Sac I (18,7 fach = 23). Im Gegensatz dazu zeigte das
Deletionskonstrukt 0,4 kb-Sac I (Lage, Abbildung 11) keinerlei Promotoraktivitit (0,5 *
0,04).
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Abbildung 19: Promotoraktivitit der RGS16-Promotorkonstrukte

Abbildung A zeigt schematisch die Lage, Struktur und Bezeichnung der RGS16-Promotorkonstrukte.
Abbildung B zeigt die Firefly-Luciferase-Aktivitit der im pGLs;b Reportervektor befindlichen RGS16-
Promotorkonstrukte als Mal3 fiir ihre Promotoraktivitit. Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden
fiinf Tage nach ihrer Isolation mit equimolaren Mengen des leeren pGL;b Vektor bzw. der pGL;b-RGS16-
Promotorkonstrukte (4,8 pug — 6,6 pg) mittels Calciumphosphat-Prézipitation transient transfiziert. Zur
Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde 1 pg des pRLTK-Vektors, mit dessen Hilfe die Renilla-
Luciferase konstitutiv exprimiert wird, co-transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die neonatalen
Rattenkardiomyozyten lysiert und die verdiinnten Lysate im Luciferase Assay eingesetzt. In diesem Assay
wurden die Aktivititen der Firefly- und Renilla-Luciferase bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte der Firefly-
Luciferase-Aktivitdt der im pGL;b Vektor befindlichen RGS16-Promotorkonstrukte im Vergleich zum leeren
pGL;b Reportervektor (Aktivitit = 1), £ Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 3 - 8 unabhingigen

Experimenten in Doppelbestimmung, * p < 0,05 versus pGL;b.
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3.3.2 Untersuchung der transkriptionellen Regulation des RGS16-
Promotors

LPS und die beiden Zytokine, IL-13 und TNFq, induzieren sowohl in den Herzen adulter
Ratten als auch in neonatalen Rattenkardiomyozyten in Zellkultur die RGS16-
Proteinexpression (Patten et al. 2002 und Patten et al. 2003). Deshalb sollte zunéchst
untersucht werden, ob der RGS16-Promotor der transkriptionellen Regulation durch LPS,
IL-18 und TNFo unterliegt. Fiir diese Untersuchungen wurden drei der vier funktionsfihigen
RGS16-Promotorkonstrukte  eingesetzt ~ (Abbildung 19). Das  RGSI16-Promotor-
deletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I lag zum Versuchszeitpunkt noch nicht vor. In Ab-
bildung 20 A werden die Promotoraktivititen der in neonatalen Rattenkardiomyozyten
befindlichen pGL3;b-RGS16-Promotorkonstrukte nach 24 h-Behandlung mit LPS (4 pg/ml)
oder als Kontrolle mit NaCl (0,9 %) gezeigt. Keines der drei RGS16-Promotorkonstrukte
zeigte nach Behandlung der transfizierten neonatalen Kardiomyozyten mit LPS eine erhohte
Promotoraktividt, RGS16-Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn I (0,86 fach = 0,08 versus NaCl),
RGS16-Promotordeletionskonstrukt 1,4 kb-Sac I (0,97 fach + 0,12 versus NaCl) und
RGS16-Promotordeletionskonstrukt 1,0 kb-EcoR I (0,93 fach + 0,06 versus NaCl).

Da die Promotoraktivitit der drei oben genannten RGS16-Promotorkonstrukte nicht durch
LPS induziert wurde, wurden Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation des RGS16-
Promotors durch die beiden Zytokine, IL-18 und TNFa, exemplarisch nur mit Hilfe des
RGS16-Promotorkonstruktes 1,8 kb-Kpn I durchgefiihrt. Wie in Abbildung 20 B gezeigt,
fiihrte eine 24 h-Behandlung der mit dem pGL3b-RGS16-Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn [
transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten weder mit IL-16 (10 ng/ml) (0,95 fach *
0,10, versus NaCl) noch mit TNFo (10 ng/ml) (1,19 fach + 0,33 versus NaCl) zu einer

signifikant erhohten Promotoraktivitét.
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Abbildung 20: Der RGS16-Promotor unterliegt nicht der transkriptionellen Regulation
durch LPS, IL-18 oder TNFo

Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden mit equimolaren Mengen der im pGLs;b Vektor
befindlichen RGS16-Promotorkonstrukte (4,8 png — 6,6 ng) mittels Calciumphosphat-Prizipitation transient
transfiziert. Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde 1 ug des pRLTK-Vektors co-transfiziert. Einen
Tag nach der Transfektion wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten 24 h mit LPS (4 pg/ml), IL-18
(10 ng/ml), TNFo (10 ng/ml) oder NaCl (0,9 %) behandelt. Im Anschluf} an diese Behandlung wurden die
Kardiomyozyten lysiert, die Firefly- und Renilla-Luciferase Aktivitit in den verdiinnten Lysaten im Luciferase-
Assay bestimmt. Abbildung A zeigt die Firefly-Luciferase-Aktivititen (als MaB fiir die Promotoraktivitidten) von
drei RGS16-Promotorkonstrukten nach 24 h-Behandlung der mit diesen Konstrukten transfizierten neonatalen
Rattenkardiomyozyten mit LPS bzw. NaCl. Abbildung B zeigt die Firefly-Luciferase-Aktivitit (als MaB fiir die
Promotoraktivitidt) des RGS16-Promotorkonstruktes 1,8 kb-Kpn I nach 24 h-Behandlung der mit diesem
Konstrukt transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten mit IL-18, TNFa bzw. NaCl. Angegeben sind
Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit der mit den pGL;b-RGS16-Promotorkonstrukten transfizierten und
mit LPS bzw. IL-18 oder TNFa behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten im Vergleich zu mit diesen
Konstrukten transfizierten und mit NaCl behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten (Aktivitit = 1),

+ Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 3 - 8 unabhingigen Experimenten in Doppelbestimmung.
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Auch eine 48 h-Behandlung der mit den pGL3b-RGS16-Promotorkonstrukten transfizierten
neonatalen Rattenkardiomyozyten mit LPS, IL-18 oder TNFa fiihrte zu keiner erhdhten

Promotoraktivitdt der RGS16-Promotorkonstrukte (Daten nicht gezeigt).

Serum (fotales Kélberserum, FCS) enthilt eine Vielzahl von Proteinen, Wachstumsfaktoren,
Hormonen, Nihrstoffen und Metaboliten, die Auswirkung auf die transkriptionelle Regulation
von diversen Genen unter anderem auch kardialen Genen haben konnten. Deshalb wurde

untersucht, ob Serum (fotales Kilberserum, FCS) die RGS16-Promotoraktivitit induziert.

Abbildung 21 zeigt, da FCS-Behandlung der mit den pGL;b-RGS16-Promotorkonstrukten
transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten die Promotoraktivitit der RGS16-
Promotorkonstrukte induziert. So zeigte das RGS16-Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn I eine
Induktion der Promotoraktivitit um das 1,8 fache (+ 0,1, * p < 0,05 versus NaCl), RGS16-
Promotordeletionskonstrukt 1,4 kb-Sac I (1,9 fach £ 0,2, * p < 0,05 versus NaCl), RGS16-
Promotordeletionskonstrukt 1,0 kb-EcoR I (1,5 fach + 0,1, * p < 0,05 versus NaCl) und
RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (1,8 fach + 0,2, * p < 0,05 versus
NaCl) (Bezeichnung und Struktur der RGS16-Promotorkonstrukte, Abbildung 19 A).
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Abbildung 21: Die Promotoraktivitit des RGS16-Promotors wird induziert durch

fotales Kélberserum

Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden fiinf Tage nach ihrer Isolation mit equimolaren Mengen
der im pGLs;b Vektor befindlichen RGS16-Promotorkonstrukte (4,8 nug — 6,6 pg) mittels Calciumphosphat-
Prizipitation transient transfiziert. Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde 1 pg des pRLTK-Vektors
co-transfiziert. Einen Tag nach der Transfektion wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten 24 h mit
fotalem Kélberserum (FCS; 10 %) bzw. mit NaCl (0,9 %) behandelt. Im Anschluf} an diese Behandlung wurden
die Kardiomyozyten lysiert und die Firefly- und Renilla-Luciferase Aktivitit in den verdiinnten Lysaten im
Luciferase-Assay bestimmt. Die Abbildung =zeigt die Firefly-Luciferase-Aktivititen (als Mall der
Promotoraktivitit) der RGS16-Promotorkonstrukte: RGS16-Promotorkonstrukt 1,8 kb-Kpn I, RGS16-Promotor-
deletionskonstrukt 1,4 kb-Sac I, RGS16-Promotordeletionskonstrukt 1,0 kb-EcoR I und RGSI16-
Promotordeletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (Struktur und Lage, Abbildung 19 A). Angegeben sind
Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit der mit den pGL;b-RGS16-Promotorkonstrukten transfizierten und
mit FCS behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten im Vergleich zu mit diesen Konstrukten transfizierten
und mit NaCl behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten (Aktivitdt = 1), = Standardfehler des Mittelwerts

(SEM) aus n = 3 - 6 unabhédngigen Experimenten in Doppelbestimmung, * p < 0,05 versus NaCl.
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Die durchgefiihrten Experimente haben ergeben, daB3 das RGSI16-Promotordeletions-
konstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (Lage und Struktur schematisch in Abbildung 19 A) als
kleinstes  funktionsfihiges  Deletionskonstrukt  alle  essentiellen  regulatorischen
Promotorelemente enthilt, die eine volle Promotoraktivitit (Abbildung 19 B) gewéhrleisten.
Dariiber hinaus wurde die Promotoraktivitit dieses Konstruktes durch fotales Kilberserum

induziert (Abbildung 21), es wurde deshalb fiir alle weiteren Versuche eingesetzt.

Verschiedene Serumkomponenten, wie Triiodthyronin (Schilddriisenhormon, Ts), Insulin-like
Growth Factor (IGF), Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) sowie die beiden zu den
Lysophospholipiden gehorenden EDG-Rezeptor (endothelial differentiation gene-encoded
receptors) Agonisten, Sphingosin 1-Phosphat (S1-P) und 1-Oleoyl-sn-glycerol 3-phosphat
(LPA), regulieren sowohl unter physiologischen wie auch pathophysiologischen Bedingungen
transkriptionell eine Reihe von kardialen Genen (Danzi et al. 2005; Duerr et al. 1995; Eiken et
al. 2001; Karliner 2002; Karliner et al. 2001), deshalb wurde untersucht, ob sie die
RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten induzieren. Jede Serumkomponente wurde in
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt (siehe Material und Methoden 2.3.4) und die
Auswirkung auf die RGS16-Promotoraktivitit untersucht. Abbildung 22 zeigt, dal eine 24 h-
Behandlung der mit dem pGL3b-RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac 1
transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten weder mit Triiodthyronin (T3; maximal
eingesetzte Konzentration: 50 ng / ml, 0,96 fach + 0,01 versus NaCl) noch mit Insulin-like
Growth Factor (IGF; maximal eingesetzte Konzentration: 300 ng / ml, 1,11 £ 0,05 versus
NaCl) oder Leukaemia Inhibitory Factor (LIF; maximal eingesetzte Konzentration:
100 ng / ml, 0,94 fach + 0,11 versus NaCl) zu einer Induktion der RGS16-Promotoraktivitit
fiihrt. Im Gegensatz dazu induzierte der EDG-Rezeptor Agonist Sphingosin-1-
Phosphat (S1-P) dosisabhiingig die RGS16-Promotoraktivitit mit einem Maximum bei einer
10 uM Konzentration (1,9 fach + 0,10 * p < 0,05 versus NaCl), wihrend 1-Oleoyl-sn-glycerol
3-phosphate (LPA), ein EDG-Rezeptor Agonist fiir eine andere EDG-Rezeptor Subfamilie,
keinerlei Einfluf auf die RGS16-Promotoraktivitit zeigte (maximale Konzentration: 1 pM,
0,81 fach £+ 0,13 versus NaCl). Hohere LPA-Konzentrationen (10 pM) konnten nicht

beriicksichtig werden, da sie zur Zelllyse fiihrten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 22: Die RGS16-Promotoraktivitit wird stimuliert durch den EDG-Rezeptor
Agonisten, Sphingosin 1-Phosphat (S1-P)

Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden fiinf Tage nach ihrer Isolation mit dem im pGL;b Vektor
befindlichen RGS16-Promotorkonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (3,21 ug) (Lage und Struktur, Abbildung 19 A)
mittels Calciumphosphat-Priizipitation transient transfiziert. Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde
1 ng des pRLTK-Vektors co-transfiziert. Einen Tag nach der Transfektion wurden die neonatalen
Rattenkardiomyozyten 24 h mit Sphingosin 1-Phosphat (S1-P; 0,1 uM; 1 pM; 10 uM), 1-Oleoyl-sn-glycerol 3-
phosphate (LPA; 1uM), Triiodthyronin (T3; 50 ng/ml), Insulin-like Growth Factor (IGF; 300 ng/ml), Leukaemia
Inhibitory Factor (LIF; 100 ng/ml) oder NaCl (0,9 %) behandelt. Im Anschluf} an diese Behandlung wurden die
Kardiomyozyten lysiert und die Firefly- und Renilla-Luciferase Aktivitit in den verdiinnten Lysaten im
Luciferase-Assay bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte der Firefly-Luciferase-Aktivitit (als Mall der
Promotoraktivitdt) der mit dem pGL;b-RGS16-Promotorkonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I transfizierten und mit
S1-P, LPA, T;, IGF oder LIF behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten im Vergleich zu mit diesem
Konstrukt transfizierten und mit NaCl behandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten (Aktivitit = 1), *
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 3 - 6 unabhingigen Experimenten in Doppelbestimmung,

* p < 0,05 versus NaCl.
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S1-P entfaltet seine weitreichende biologische Wirkung, die unter anderem einen Einfluf} auf
Zellwachstum, Zelliiberleben, Migration sowie Zelldifferenzierung und Regulation der
Genexpression beinhaltet, in einer Vielzahl von Zelltypen iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (Karliner Joel S. 2002; Karliner Joel S. et al. 2001; Meacci E. et al. 2003). Aus
diesem Grund wurde untersucht, ob S1-P rezeptorvermittelt iiber die G-Protein-gekoppelte
Signaltransduktionskaskade die = RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Ratten-
kardiomyozyten induziert. Fiir diese Experimente wurden zwei verschiedene Inhibitoren,
welche die G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion an unterschiedlicher Stelle hemmen,

eingesetzt.

Pertussis Toxin (PTX) modifiziert Gaj-Untereinheiten durch ADP-Ribosylierung, blockiert
dadurch die Interaktion der Go;-Untereinheit mit ihrem Rezeptor, verhindert hierdurch die
Aktivierung heterotrimerer G-Proteine der Goj-Familie und inhibiert somit die
Signaltransduktion bereits auf Rezeptor / G-Protein Ebene. Chelerythrin hingegen hemmt die
Proteinkinase C und inhibiert die G-Protein-vermittelte Signaltransduktion somit spiter in der

Signaltransduktionskaskade auf Effektormolekiil-Ebene.

Zunichst wurde als Kontrolle die Wirkung der Inhibitoren auf die RGS16-Promotoraktivitit
untersucht. Hierzu wurden die mit dem pGL3b-RGS16-Promotorkonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sacl
transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten einen Tag nach der Transfektion 24 h mit
Chelerythrin (1 pM) oder PTX (3 pg/ml) behandelt. Es konnte weder mit Chelerythrin
(0,8 fach = 0,05 versus NaCl) noch mit PTX (0,9 fach x 0,02 versus NaCl) eine Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit festgestellt werden (Daten nicht graphisch dargestellt). Um zu
untersuchen, ob S1-P rezeptorvermittelt iiber die G-Protein-gekoppelte
Signaltransduktionskaskade die RGS16-Promtoraktivitét in neonatalen Rattenkardiomyozyten
induziert, wurden die mit dem pGL3;b-RGS16-Promotorkonstrukt 0,6kb-EcoR 1-Sac 1
transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten 1 h vor Behandlung mit S1-P (24 h; 10 uM)
mit Chelerythrin (1 pM) oder PTX (3 pg/ml) priinkubiert bzw. als Kontrolle mit
NaCl (0,9 %) behandelt.
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Luciferase Aktivitit (fache Induktion)

Wie in Abbildung 23 gezeigt, konnte die von S1-P induzierte RGS16-Promotoraktivitit
(1,9 fach = 0,10, * p < 0,05 versus NaCl) sowohl durch Pridinkubation mit PTX (1,0 fach *
0,05, # p < 0,05 versus S1-P) als auch durch Pridinkubation mit Chelerythrin (1,1 fach £ 0,14,
# p < 0,05 versus S1-P) inhibiert werden. Diese Ergebnisse implizieren, dal SI-P
rezeptorvermittelt Gi- und Proteinkinase C-abhingig die RGS16-Promotoraktivitit in

neonatalen Rattenkardiomyozyten induziert.

o5 . #p < 0,05 versus NaCl
’ #p < 0,05 versus S1-P

2,0 4

1,5 1

1,0 1

0,5 A

0,0

- /NaCl - /S1-P PTX + S1-P
Konstrukt: 0,6 kb-EcoRI-Sacl

Chelerythrin + S1-P

Abbildung 23: Die von Sphingosin 1-Phosphat (S1-P) induzierte RGS16-

Promotoraktivitiit wird inhibiert durch Pertussis Toxin (PTX) und Chelerythrin

Neonatale Rattenkardiomyozyten in Zellkultur wurden fiinf Tage nach ihrer Isolation mit dem pGL;b-RGS16-
Promotorkonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (3,21 png) (Lage und Struktur, Abbildung 19 A) mittels
Calciumphosphat-Prizipitation transient transfiziert. Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurde 1 pg des
pRLTK-Vektors co-transfiziert. Einen Tag nach der Transfektion wurden die neonatalen Rattenkardiomyozyten
1 h vor der 24 h-Behandlung mit Sphingosin 1-Phosphat (S1-P; 10 uM) entweder mit Pertussis Toxin (PTX;
3 pug/ml) oder Chelerythrin (1uM) préinkubiert bzw. als Kontrolle 24 h mit NaCl (0,9 %) behandelt. Im
Anschluf3 an diese Behandlung wurden die Kardiomyozyten lysiert und die Firefly- und Renilla-Luciferase
Aktivitdt in den verdiinnten Lysaten im Luciferase-Assay bestimmt. Angegeben sind Mittelwerte der Firefly-
Luciferase-Aktivitit (als Mal der Promotoraktivitit) der mit dem pGL;b-RGS16-Promotorkonstrukt
0,6 kb-EcoR I-Sac I transfizierten und mit S1-P bzw. mit PTX oder Chelerythrin und S1-P behandelten
neonatalen Rattenkardiomyozyten bzw. als Kontrolle mit NaCl (Aktivitit = 1) behandelten neonatalen
Rattenkardiomyozyten, + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) aus n = 3 - 6 unabhéngigen Experimenten in

Doppelbestimmung, * p < 0,05 versus NaCl, # p < 0,05 versus S1-P.
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Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.3:

1. Vier der fiinf RGS16-Promotorkonstrukte (Abbildung 19) haben eine signifikante
Promotoraktivitit gezeigt. Lediglich das Deletionskonstrukt 0,4 kb-Sac I zeigte keinerlei
Promotoraktivitit, ist somit kein RGS16-Promotorkonstrukt. Auf Grund dieser Ergebnisse
war eine genaue Bestimmung der TATA-Box unter den drei putativen TATA-Boxen
moglich (Abbildung 11). Die zweite der in Abbildung 11 hervorgehobenen putativen
TATA-Boxen erwies sich als die fiir die Promotoraktivitit essentielle TATA-Box.

2. Das RGS16-Promotordeletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR I-Sac I (Abbildung 19) zeigte als
kleinstes RGS16-Promotorkonstrukt volle Promotoraktivitit und wurde deshalb als
Minimalsequenz des RGS16-Promotors identifiziert.

3. Trotz der Induktion der RGS16-Proteinexpression durch LPS und durch die beiden
Zytokine, IL-18 und TNFo, in den Herzen adulter Ratten und in neonatalen
Rattenkardiomyozyten in Zellkultur (Patten et al. 2002 und Patten et al. 2003) konnte
keine signifikante Erhohung der RGS16-Promotoraktivitit nach Behandlung der mit den
pGL3b-RGS16-Promotorkonstrukten transfizierten neonatalen Rattenkardiomyozyten mit
LPS oder IL-18 bzw. TNFa nachgewiesen werden.

4. Die RGS16-Promotoraktivitit wird induziert durch fotales Kélberserum und durch den
EDG-Rezeptor Agonisten, Sphingosin-1-Phosphat (S1-P).

5. Inhibitionsversuche mit Pertussis Toxin (PTX), welches mit Goy-Untereinheiten
heterotrimerer G-Proteine interagiert und  ihre Aktivierung blockiert sowie mit
Chelerythrin, einem Proteinkinase C Inhibitor, deuten darauf hin, dal die von SI1-P
induzierte RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten  Gi- und

Proteinkinase C- abhiingig vermittelt wird.
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4. Diskussion

Es ist bereits vielfach in der Literatur beschrieben worden, dafl bakterielles Endotoxin
(Lipopolysaccharid, LPS), ein Bestandteil der &uBeren Zellmembran gram-negativer
Bakterien, eine Zytokinkaskade induziert, welche die im Rahmen einer Sepsis beobachteten
Effekte vermittelt (Alexander et al. 2001; Mathiak et al. 2002; Blackwell et al. 1996; Wheeler
et al. 1999; Beutler et al. 1985 a). Bei septischen Patienten wurden erhohte Serumlevel der
pro-inflammatorischen Zytokine TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy, anti-inflammatorischer
Zytokine sowie l0slicher Zytokin-Rezeptoren wie ,,soluble TNF receptor* (sTNFr) und
Zytokin-Rezeptor-Antagonisten wie ,IL-18-receptor antagonist* (IL-1ra) nachgewiesen
(Gogos et al. 2000; Blackwell et al. 1996). In den letzten Jahren mehren sich die Hinweise,
dafl LPS sowie LPS-induzierte Zytokine nicht nur in der Pathogenese der akut entziindlichen
Herzinsuffizienz bei Patienten mit gram-negativer Sepsis (Miiller-Werdan et al. 1996;
Wheeler et al. 1999; Court et al. 2002), sondern auch im Rahmen der chronischen
Herzinsuffizienz pathophysiologische Relevanz besitzen (Rauchhaus et al. 2000; Rauchhaus
et al. 2001; Beitz und Niebauer 2000). Hierbei kommt es durch Translokation intestinaler
Bakterien zur LPS-Freisetzung (Anker et al. 1997; Niebauer et al. 1999). Sowohl unsere wie
auch andere Arbeitsgruppen konnten in in vivo Experimenten an adulten Ratten und Miusen
eine rasche Induktion von IL-18, TNFa, IL-6 und IFNy im Herzgewebe der Tiere nach LPS-
Gabe nachweisen (Baumgarten et al. 2001; Patten et al. 2001). Diesen pro-inflammatorischen
Zytokinen werden ebenso wie LPS kardiodepressive Effekte zugeschrieben (Cain et al. 1999;

Finkel et al. 1992; Kinugawa et al. 1994; Stein et al. 1996; Sun et al. 1998).

Ausgangspunkt fiir die vorliegende Dissertation waren Ergebnisse aus in vivo Experimenten
an adulten Ratten. Diese zeigten nach LPS-Gabe im Herzgewebe charakteristische molekulare
Verinderungen innerhalb der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion, wie Induktion der
inhibitorischen Goy-Untereinheit und der RGS-Proteine RGS4 und RGS16 sowie Inhibition
der Gog-vermittelten Endothelin-1-induzierten Phospholipase C Aktivitét (Patten et al. 2002).
Auch in Zellkulturexperimenten an neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte unsere
Arbeitsgruppe nachweisen, dal die RGSI16-Proteinexpression durch LPS sowie durch die
LPS-induzierten Zytokine TNFa und IL-18, jedoch nicht durch IL-6 und IFNy, aktiviert wird
(Patten et al. 2003). Die Induktion von RGS-Proteinen scheint eine wichtige Rolle in der

Pathogenese der Herzinsuffizienz zu spielen (Mittmann et al. 2002).
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Durch ihre GTPase-aktivierende Funktion gegeniiber verschiedenen Ga-Untereinheiten,
insbesondere gegeniiber Goj- und Gog-Untereinheiten, sind RGS-Proteine in der Lage
G-Protein-vermittelte Signaltransduktionsprozesse zu modulieren und spielen eine Rolle bei
der Regulation der Kontraktilitit von Herzmuskelzellen und der Myokardhypertrophie
(Mittmann et al. 2002; Wieland und Chen 1999; Wieland und Mittmann 2003). So fiihrt
beispielsweise die Uberexpression von RGS4 zur Inhibition der Gog-vermittelten,
Endothelin-1-induzierten Erhohung der myokardialen Kontraktilitdt und zur Inhibition der
Endothelin-1-induzierten Hypertrophie von Herzmuskelzellen (Tamirisa et al. 1999;

Michalek C. 2003).

4.1.1 Einflu von LPS, TNFa und IL-18 auf die RGS16-Proteinexpression

in neonatalen Rattenkardiomyozyten
TNFa, ein Zytokin, welches hauptsidchlich von Makrophagen / Monozyten synthetisiert wird
(Vornonov et al. 1999), gilt als einer der Vermittler der bei inflammatorischen Erkrankungen
beobachteten Effekte und wird in Verbindung gebracht mit einer Vielzahl infektidser sowie
nicht-infektioser inflammatorischer Erkrankungen (Strieter et al. 1993; Blackwell et al. 1996).
Es entfaltet seine Wirkung autokrin (I6sliches TNFa, 17 kDa bzw. Homotrimer 51 kDa) oder
juxtakrin (Transmembranprotein, 25 kDa) iiber die beiden ubiquitir exprimierten Rezeptoren
TNF-R55 (TNF-Rezeptor 1; TNFR-1) und TNF-R75 (TNF-Rezeptor 2; TNFR-2) (Ibelgaufts,
Cope with cytokines and cells; Beitz und Niebauer, 2000). Bereits Ende des 19. Jahrhunderts
wurde die Beobachtung gemacht, da3 in einigen Fillen inoperable Sarkome nekrotisch
wurden, wenn bei jenen Patienten gleichzeitig schwere bakterielle Infektionen auftraten. Dies
fiihrte erstmals zur Verkniipfung von Infektion, Entziindung und antitumoralen Effekten
(Coley, 1893). 1975 wurde ein Molekiil entdeckt, das in LPS behandelten Miusen
Tumornekrose induzierte und daraufhin den Namen Tumornekrosisfaktor erhielt (Carswell,
1975). Zehn Jahre spiter gelang es, TNF zu klonieren und in E. coli zu exprimieren
(Aggarwal, 1985). Weitere Untersuchungen zeigten, da TNF dem bereits beschriebenen
Kachektin entspricht, einem Protein, das von Makrophagen sezerniert und fiir
Auszehrungserscheinungen bei Patienten, die an malignen Neoplasien oder chronischen

Entziindungen erkrankt sind verantwortlich ist (Beutler, 1985 b).
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IL-1 ist die Bezeichnung fiir zwei funktionell eng verwandte Proteine, IL-1a und IL-18,
wobei IL-16 die vorherrschende Form ist. Beide Proteine aktivieren autokrin die gleichen
IL-1-Rezeptoren (IL-1-Rezeptor Typ I und IL-1-Rezeptor Typ II) und zeigen deshalb hiufig
die gleiche biologische Aktivitit (Ibelgaufts, Cope with cytokines and cells). IL-1 wird
synthetisiert von Monozyten / Makrophagen sowie von anderen Zelltypen, wie z. B. B-Zellen,
Fibroblasten, Epithelzellen sowie Endothelzellen und entfaltet seine Wirkung in einer

Vielzahl von Geweben (Dinarello, 1991; Court et al. 2002; Voronov et al. 1999).

Den beiden oben erwihnten LPS-induzierten pro-inflammatorischen Zytokinen, TNFa und
IL-1B, wird in der Literatur eine zentrale Rolle fiir die im Rahmen einer gram-negativen
bakteriellen Sepsis beobachteten Effekte zugeschrieben (Blackwell et al. 1996; Court et al.
2002). Patienten mit bakterieller Sepsis zeigen erhohte TNFa- und IL-18-Serumlevel, die mit
dem Schweregrad der Sepsis korrelieren (Martin et al. 1994; Blackwell et al. 1996).
Infusionen von TNFa und IL-18 fithrten sowohl bei gesunden Voluntdren als auch im
Tierversuch zu einem sepsisidhnlichen Zustand (Blackwell et al. 1996; Court et al. 2002; van
der Poll et al. 1991) und kardiovaskuldren Verdnderungen, wie Hypotension, Erh6hung der
CO-Konzentration im Blut und Verringerung der myokardialen Kontraktilitdt, die auch
wihrend eines septischen Schocks beobachtet werden konnen (Eichenholz et al. 1992; Court
et al. 2002; Gu et al. 1998; Kumar et al. 1996; Finkel et al. 1992; Weisensee et al. 1993;
Gulick et al. 1989; Hosenpud et al. 1989). Sowohl TNFa als auch IL-18 induzieren weitere
inflammatorische Mediatoren, unter anderem distale Zytokine, wie beispielsweise IL-6 und
IL-8, sowie reaktive Sauerstoffspezies wie Stickstoffmonoxid (Blackwell et al. 1996; Finkel

et al. 1992).

Ausgehend von ihrer zentralen Rolle fiir die wihrend einer gram-negativen bakteriellen
Sepsis und bei akut entziindlicher Herzinsuffizienz beobachteten Effekte, wurde in der
vorliegenden Dissertation untersucht, ob LPS direkt oder durch Induktion von TNFa und /
oder IL-18 zur Erhohung der RGS16-Proteinexpression in Kardiomyozyten fiihrt. In
Zellkulturexperimenten wurde die bereits bekannte stimulatorische Wirkung von LPS, IL-18
und TNFa auf die RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten untersucht
(Patten et al. 2003). Zur Inhibition der stimulatorischen Wirkung von LPS und den beiden
oben erwéhnten pro-inflammatorischen Zytokinen wurden die beiden Inhibitoren ,,soluble
TNF receptor (sTNFr) und ,,Interleukin-1-receptor antagonist® (IL-1ra) eingesetzt und die

RGS16-Proteinexpression nach dieser Behandlung im Immunoblot quantifiziert.
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Sowohl l6sliche TNF-Rezeptoren (sTNFRs) als auch Interleukin-1-Rezeptor-Antagonisten
(IL-1ra) liegen bei septischen Patienten in erhohter Konzentration vor. Die Funktion und
Bedeutung der Induktion von Ioslichen Rezeptoren und Rezeptor-Antagonisten, wie sTNFr
und IL-1ra, ist im Einzelnen noch unbekannt, sie scheinen jedoch die Aktivitidt von pro-
inflammatorischen Zytokinen zu regulieren (Blackwell et al. 1996; Gogos et al. 2000; Beitz

und Niebauer 2000).

Die bereits vielfach in der Literatur beschriebene inhibitorische Wirkung von sTNFr und
IL-1ra auf TNFo- und IL-1B-vermittelte Effekte, wie beispielsweise Inhibition der TNFa-
bzw. IL-1B-induzierten Expression von IL-6, IL-8 und IFNy sowie Inhibition der durch TNFa
vermittelten Gewebeschiddigung (Blackwell et al. 1996; Abraham et al. 1994; He et al. 2006;
Chan et al. 2002), konnte auch in dieser Dissertation nachgewiesen werden. So fiihrte
Priainkubation mit dem jeweils spezifischen Inhibitor sSTNFr bzw. IL-1ra zur Inhibition der
TNFa- bzw. IL-18-induzierten RGS16-Proteinexpression in neonatalen Ratten-
kardiomyozyten (Abbildung 5). Dies verdeutlicht die rezeptorvermittelte Wirkungsweise
dieser beiden pro-inflammatorischen Zytokine. Von weitaus groferer Bedeutung ist jedoch
die im Immunoblot beobachtete Inhibition der LPS-induzierten RGS16-Proteinexpression
durch den IL-1B-Rezeptor-Antagonisten IL-1ra (Abbildung 6), wohingegen Prédinkubation mit
dem TNFa-Inhibitor sTNFr keinerlei inhibitorische Wirkung auf die LPS-induzierte
RGS16-Proteinexpression zeigt (Abbildung 6). Einsatz beider Inhibitoren, STNFr und IL-1ra,
fiihrt zur Inhibition der LPS-induzierten RGS16-Proteinexpression, die mit der inhibitorischen
Wirkung von IL-1ra groBenordnungsmifig vergleichbar ist (Abbildung 6) und deshalb wohl
auf die Wirkung von IL-1ra zuriickzufiihren ist. Diese Ergebnisse deuten darauthin, da LPS
durch Induktion von IL-18 zu einer verstirkten RGS16-Proteinexpression in neonatalen
Rattenkardiomyozyten fiihrt. Interessanterweise ld6t sich die TNFa-induzierte RGS16-
Proteinexpression ebenfalls durch den IL-1B-Rezeptor-Antagonisten IL-1ra inhibieren,
wihrend die IL-1B-induzierte RGS16-Proteinexpression nicht durch den TNFa-Inhibitor
STNFr inhibiert wird (Abbildung 7). Daraus 46t sich schlieBen, dal sowohl die
LPS- (Abbildung 6) wie auch die TNFao-induzierte RGS16-Proteinexpression (Abbildung 7)
durch Aktivierung von IL-18 vermittelt wird und IL-18 somit eine Schliisselrolle in der

Regulation der kardialen RGS16-Proteinexpression einnimmt.
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Ausgehend von der zentralen Bedeutung der Induktion der RGS16-Proteinexpression im
Herzen in der Entwicklung einer Herzinsuffizienz, befinden sich diese Ergebnisse im
Einklang mit anderen Studien, die IL-16 ebenfalls eine entscheidende Rolle fiir die im
Rahmen einer bakteriellen Sepsis beobachteten Effekte zuschreiben. So reduziert
Priainkubation mit IL-1ra die Mortalititsrate von Kaninchen, die mit Endotoxin behandelt
wurden (Ohlsson et al. 1990). Fischer et al. (1992) berichteten, dal Behandlung mit IL-1ra die
Expression von IL-1, IL-6 und IL-8 reduziert und die Uberlebensrate von Pavianen nach
Infusion mit E. coli Bakterien steigert. Wakabayashi et al. (1991) zeigten im Tiermodell an
Kaninchen, dal Behandlung mit IL-1ra wéhrend eines septischen Schocks Hypotension sowie

Gewebeschidigung verhindert.

4.1.2 ELISA-Experimente zum Nachweis der Expression und Sekretion

von IL-18 und TNFa in neonatalen Rattenkardiomyozyten
Obwohl im Rahmen von verschiedenen Herzerkrankungen, wie beispielsweise koronaren
Herzerkrankungen, chronischer Herzinsuffizienz und akut entziindlicher Herzinsuffizienz,
erhohte Zytokinkonzentrationen im Serum dieser Patienten festgestellt wurden (Zeuke et al.
2002; Court et al. 2002; Rauchhaus et al. 2001; Baumgarten et al. 2004) und dariiber hinaus
die kardiodepressive Wirkung insbesondere der LPS-induzierten Zytokine TNFa, IL-18 und
IL-6 vielfach in der Literatur beschrieben worden ist (Miiller-Werdan et al. 1998; Kumar et al.
1996; Stein et al. 1996; Finkel et al. 1992), ist bisher nur wenig dariiber bekannt, ob
Kardiomyozyten lediglich Zielzellen fiir oben erwihnte Zytokine darstellen oder ob sie selbst
Zytokine exprimieren und sezernieren. Da TNFa und IL-18 jedoch nicht IL-6 die
RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten induzieren (Patten et al.
2003), wurde in der vorliegenden Dissertation mit Hilfe von ELISA Immunoblotting
Experimenten untersucht, ob LPS die Expression und Sekretion von TNFa und IL-18 in

neonatalen Rattenkardiomyozyten in Zellkultur induziert.

Zellassoziiertes IL-18 wurde bereits innerhalb von 3 h durch LPS in neonatalen
Rattenkardiomyozyten induziert und erreichte sein Expressionsmaximum nach 6 h
(Abbildung 8 A), gefolgt von einer verzogerten IL-16-Sekretion mit einem Maximum nach
48 h (Abbildung 8 B). Im Vergleich zur IL-1B-Sekretion (Abbildung 8 B) lag die
LPS-induzierte TNFoa-Sekretion der Kardiomyozyten ca. 10fach hoher und erreichte ihr
Maximum bereits nach 6 h (Abbildung 9 B).
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Ahnliche Ergebnisse in Bezug auf die Induktionsabfolge und quantitative Relation von IL-18
zu TNFa erbrachten Versuchsreihen an septischen Patienten und Voluntéren, in denen die
Konzentrationen von IL-18 und TNFa nach LPS-Infusion im Blutplasma bestimmt wurden.
Diese Patienten zeigten maximale IL-1B-Plasmakonzentrationen 3 h nach LPS-Infusion,
wihrend TNFa-Plasmalevel im Vergleich zu IL-168 um das 15fache erhoht waren und ihr
Maximum bereits nach 90 Min. erreichten (Cannon et al. 1990; Blackwell et al. 1996; Hesse
et al. 1988; Suffredini et al. 1994).

Zellassoziiertes TNFa konnte zu jedem Versuchszeitpunkt sowohl nach NaCl- als auch nach
LPS-Gabe nur in geringer Konzentration detektiert werden (Abbildung 9 A). Dies konnte
entweder auf eine sehr schnelle und quantitative Sekretion von TNFa, so dal intrazelluldr nur
wenig TNFa verbleibt, oder auf technische Probleme bei der Versuchsdurchfiihrung
zuriickzufithren sein. ELISA Kits sind laut Herstellerangaben (R & D Systems) optimal
geeignet zum spezifischen Proteinnachweis in Zellkulturiiberstinden und Serum,
grundsitzlich konnen sie jedoch ebenfalls zum spezifischen Proteinnachweis in Zelllysaten
eingesetzt werden. Hierbei konnen jedoch verschiedene Probleme, die groftenteils
experimentell durch entsprechende Vorversuche auszuschlieBen sind, auftreten. Anzufiihren
wiren an dieser Stelle mogliche Interaktionen mit Bestandteilen des Lysis-Puffers, Zerstérung
des jeweiligen Proteins oder der nativen Struktur eines Proteins durch Bestandteile des Lysis-
Puffers (enthalten hiufig Detergentien mit denaturierender Wirkung) oder der ausschlieBliche
Nachweis eines Proteins in einer bestimmten, biologisch aktiven Form. In diesem
Zusammenhang erwihnenswert ist, dal sowohl IL-1B als auch TNFa als sogenannte
,,Precusor“-Proteine mit einem Molekulargewicht von 31 kDa (IL-18) bzw. 25 kDa (TNFa)
synthetisiert werden, welche nach proteolytischer Spaltung als biologisch aktive Proteine mit

einem Molekulargewicht von 17 kDa vorliegen (Hazuda et al. 1988; Voronov et al. 1999).

IL-18 liegt intrazelluldr ausschlieBlich als biologisch inaktives ,Precusor-Protein vor
(Voronov et al. 1999; Singer et al. 1995), extrazelluldr als Gemisch aus ,,Precusor*-Protein
(31 kDa) und biologisch aktivem Protein mit einem Molekulargewicht von 17 kDa, wobei
eine Prozessierung des ,,Precusor-Proteins fiir die Sekretion nicht notwendig zu sein scheint

(Hazuda et al. 1988).
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Als Prozessierungsmechanismen werden in der Literatur sowohl extrazelluldre Prozessierung
durch eine LPS-induzierbare Protease (Ibelgaufts, Cope with cytokines and cells) als auch
Prozessierung nach Assoziation des IL-1B-, Precusor*-Proteins (31 kDa) an die Zellmembran
mit Hilfe des in der Zellmembran lokalisierten IL-18 Converting Enzyms im Verlaufe der
Sekretion beschrieben (Singer et al. 1995). Sowohl das intrazelluldr lokalisierte IL-18-
,Precusor-Protein (31 kDa) als auch das sezernierte, biologisch aktive IL-13 (17 kDa) sind
laut Herstellerangaben mit Hilfe des ELISA Kits von R & D Systems detektierbar.

TNFa liegt intrazelluldr als biologisch aktives Transmembranprotein (,,Precusor*‘-Protein,
25 kDa) vor. Der Prozessierungsmechanismus dieses Transmembranproteins ist im
Zusammenhang mit dem Nachweis von intrazellulirem TNFa interessant. Um néher auf den
Prozessierungsmechanismus  einzugehen, muB3  zunidchst die Orientierung des
Transmembranproteins innerhalb der Membran néher erldutert werden. Das aminoterminale
Ende des membranassoziierten TNFa ist intrazelluldr lokalisiert, das Transmembran-Segment
liegt in der Nihe des aminoterminalen Endes, das carboxyterminale Ende ist extrazellulér
gelegen. Dieses Transmembranprotein wird proteolytisch in Form eines 16slichen, biologisch
aktiven Proteins mit einem Molekulargewicht von 17 kDa, welches das carboxyterminale
Ende beinhaltet, aus der Plasmamembran abgespalten. Nach der Sekretion bildet es stabile
Homotrimere (Voronov et al. 1999). Intrazellulir liegt es somit zu keinem Zeitpunkt in seiner
sezernierten monomeren (17 kDa) bzw. trimeren Form (51 kDa) vor. Es liegen keine
Herstellerangaben vor, ob mit Hilfe des ELISA Kits (rat TNFa, Quantikine P Colorimetric
Sandwich ELISA, R & D Systems) neben der sezernierten Form (17 kDa) bzw. als Trimer
(51 kDa), welche in Zellkulturiiberstinden und Serum vorhanden ist, auch
membranassoziiertes, intrazelluldres TNFa detektierbar ist. Die schnelle und quantitative
Sekretion von TNFa oder das Vorliegen von intrazellulirem TNFa in einer mit dem oben
erwihnten Kit nicht nachweisbaren Form sind mit hoher Wahrscheinlichkeit der Grund fiir
das intrazelluldr kaum detektierbare TNFa. Interaktionen mit Bestandteilen des Lysis-Puffers
oder die Zerstérung von TNFa bzw. fiir den Nachweis von TNFa relevante denaturierende

Wirkung des Lysis-Puffers wurden experimentell ausgeschlossen.
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Die durch oben angefithrte ELISA Immunoblotting Experimente nachgewiesene
LPS-induzierte Expression der beiden pro-inflammatorischen Zytokine IL-16 und TNFa und
die schnelle Sekretion von TNFa ist bereits fiir andere Zelltypen des kardiovaskulédren
Systems, wie z. B. fiir glatte GefdBmuskelzellen (Detmer et al. 2001) und fiir humane
Endothelzellen der HerzkranzgefiBle (Zeuke et al. 2002), beschrieben worden. Da es sich
jedoch auf Grund der Priparationsweise (sieche Material und Methoden 2.3.1) und des
Einsatzes eines Proliferationshemmers (BrdU) zu mehr als 95 % um Kardiomyozyten in
unserer Pridparation handelt, spricht der massive Anstieg des IL-1B8-Gehaltes in
Zellhomogenaten bzw. Zellkulturiiberstinden (Abbildung 8 A bzw. 8 B) und des
TNFa-Gehaltes in Zellkulturiiberstinden (Abbildung 9 B) dafiir, da LPS in den
Kardiomyozyten selbst die beiden pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 und TNFa
induziert. In diesem Zusammenhang erwédhnenswert ist, da3 Kardiomyozyten den zur
Erkennung von LPS benétigen Transmembranrezeptor ,,Toll-like receptor 4 (TLR4)
exprimieren (Frantz et al. 1999). Wihrend bereits in einigen wenigen Arbeiten gezeigt werden
konnte, da Kardiomyozyten zumindest einen bestimmten Anteil an der LPS-induzierten
TNFa-Sekretion im Herzen haben und hierzu neben TLR4 der Co-Faktor CD14 benétigt
wird (Comstock et al. 1998), konnte in dieser Dissertation erstmalig gezeigt werden, dafl LPS
in Kardiomyozyten ebenfalls die IL-1B-Expression sowie die Sekretion induziert (Ab-

bildung 8 A und 8 B).

Die Inhibition der von LPS bzw. TNFa aktivierten RGS16-Proteinexpression durch den
IL-1B-Rezeptor-Antagonisten IL-1ra (Abbildung 6 bzw. 7) deuten darauf hin, daf} nicht nur
die LPS-induzierte RGSI16-Proteinexpression, sondern auch die TNFa-induzierte
RGS16-Proteinexpression durch Aktivierung der IL-1B-Proteinexpression vermittelt wird.
Deshalb wurde nicht nur, wie bereits oben diskutiert, untersucht, ob LPS die Expression und
Sekretion von IL-16 und TNFa in Kardiomyozyten induziert, sondern dariiber hinaus,
inwieweit TNFa die IL-1B-Proteinexpression und -—sekretion in neonatalen
Rattenkardiomyozyten reguliert. Beriicksichtigung der Induktionsabfolge von TNFoa und
IL-18 nach LPS-Infusion in in vivo Versuchsreihen (Cannon et al. 1990; Blackwell et al.
1990; Hesse et al. 1988; Suffredini et al. 1989) bzw. nach LPS-Gabe im Zellkulturmodell
(Abbildung 8 und 9), welche eine rasche Sekretion von TNFa gefolgt von einer zeitlich
verzogerten IL-16  Sekretion zeigten, legen eine mogliche Regulation der
IL-1B-Proteinexpression durch TNFa nahe.
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Die durch TNFa intrazelluldr induzierte IL-1B-Proteinmenge betrigt mit einem Maximum
nach 6 h (Abbildung 10 A) ca. die Hilfte im Vergleich zur durch LPS intrazellulédr induzierten
IL-1B-Proteinmenge nach 6 h (Abbildung 8 A). Auch die TNFa-induzierte IL-18-
Proteinsekretion (Abbildung 10 B) liegt unter der von LPS aktivierten IL-1B-Proteinsekretion
(Abbildung 8 B), ist jedoch zu jedem Versuchszeitpunkt nachweisbar. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, da TNFa neben LPS einen erheblichen Anteil an der Regulation der

IL-1B-Proteinexpression und —sekretion in Kardiomyozyten hat.

Abbildung 24 zeigt zusammenfassend die biochemischen Prozesse, die zur Induktion der
RGS16-Proteinexpression in neonatalen Rattenkardiomyozyten unter LPS-Einwirkung
fiihren. Grundlage fiir dieses Diagramm sind unter 3.1 erzielte Ergebnisse sowie in der

Legende angefiihrte Literatur.
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LPS

induziert zunéchst rezeptor-
vermittelt iiber TLR4 + CD14

induziert zeitlich verzogert
rezeptorvermittelt iiber
TLR4 + CD14

TNFa-Proteinexpression
25 kDa Transmembranprotein

(,,Precusor*‘-Protein)

Prozessierung und
Sekretion

* induziert

losliches TNFa (sTNFa, 17 kDa) juxtakrin ?

\ IL-18-Proteinexpression

induziert rezeptorvermittelt 31 kDa ,,Precusor‘- Protein

bzw. Homotrimer (51 kDa)

Prozessierung /
Sekretion

prozessiertes IL-16 (17 kDa)

induziert rezeptorvermittelt

RGS16-Proteinexpression

Abbildung 24: Induktion der RGS16-Proteinexpression in  neonatalen

Rattenkardiomyozyten unter LPS-Einwirkung

LPS induziert zunéchst rezeptorvermittelt iiber den Transmembranrezeptor ,, Toll-like receptor 4 (TRL4) sowie
den Co-Faktor CD14 (Frantz et al. 1999; Comstock et al. 1998) die TNFa-Proteinexpression. TNFo wird
zundchst als Transmembranprotein (,,Precusor“-Protein, 25 kDa) synthetisiert, anschlieBend prozessiert und als
16sliches TNFa (sTNFa, 17 kDa) sezerniert. Es bildet nach der Sekretion stabile Homotrimere (Voronov et al.
1999). Neben LPS aktiviert 16sliches TNFa als Homotrimer (sSTNFa, 51 kDa) rezeptorvermittelt in autokriner
Wirkungsweise die Expression des IL-183-,,Precusor-Proteins (31 kDa). Das IL-18-, Precusor*- Protein (31 kDa)
wird prozessiert und sezerniert (Voronov et al. 1999). In seiner sezernierten Form (17 kDa) induziert IL-18 in
autokriner Wirkungsweise die RGS16-Proteinexpression. ¥ Anmerkung: Nicht auszuschlieen ist dariiber hinaus
eine Induktion des IL-1B-,Precusor- Proteins (31 kDa) durch membranassoziiertes TNFo (25 kDa) in
juxtakriner Wirkungsweise. In dieser Dissertation wurde jedoch ausschlielich die Wirkungsweise von 16slichem
TNFa (17 kDa) bzw. als Trimer (51 kDa) unter definierten Bedingungen untersucht, so da$} lediglich Aussagen

iiber die Aktivitdt von TNFo in dieser Form gemacht werden konnen.
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4.2 RGS16-Promotoranalyse

Im Laufe der letzten Jahre wurde viel tiber die Funktionsweise der RGS-Proteine im Herzen
veroffentlicht (Riddle et al. 2005; Wieland et al. 2003; Patten et al. 2002; Panetta et al. 1999;
Rogers et al. 1999). Bisher ist jedoch nur wenig iiber die transkriptionelle Regulation der
RGS-Proteine bekannt. Lediglich der Promotor des RGS2-Gens, welches fiir eines der ersten
im S#dugetier beschriebenen RGS-Proteine kodiert, wurde bisher identifiziert und funktionell
charakterisiert (Thirunavukkarasu et al. 2002). Die schnelle Induktion der RGS16-mRNA und
Proteinexpression in Kardiomyozyten im Rahmen einer akut entziindlichen Herzinsuffizienz
deutet auf eine wichtige Rolle im Rahmen der Pathophysiologie dieser Herzerkrankung hin
(Patten et al. 2002). Aus diesem Grunde wurde der RGS16-Promotor kloniert. Es wurden
iiberlappende, putative RGS16-Promotordeletionskonstrukte erstellt, um die minimale
Promotorsequenz zu ermitteln, die fiir die RGS16-Expression erforderlich ist. Durch die
Untersuchung der Promotoraktivitit verschiedener putativer Promotordeletionskonstrukte
konnen funktionell wichtige Abschnitte innerhalb eines Promotors sowie die

Minimalsequenz, die die Promotoraktivitit des jeweiligen Gens reguliert, ermittelt werden.

Das Ausgangskonstrukt 1,8 kb-Kpn I, der RGS16-Promotor, wurde aus genomischer Maus
RGS16-DNA mit Hilfe des Genome Walker™ Kits mittels PCR hergestellt. Dieses Konstrukt
lag zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns vor. Die putativen RGS16-Promotor-
deletionskonstrukte wurden entweder durch Restriktion aus einem bereits vorliegenden
Konstrukt oder durch PCR generiert. Fiir die Klonierung und funktionelle Analyse der
RGS16-Promotorkonstrukte ~ wurden  Plasmid-Vektoren, fir PCR-Produkte der
pCRR2.1—TOPO 3,9 kb Vektor und fiir durch Restriktion hergestellte RGSI16-
Promotordeletionskonstrukte sowie fiir die funktionelle Analyse dieser Konstrukte der
pGL3b Vektor 4,8 kb (Abbildung 12), eingesetzt. Als Transfektionsmethode in neonatale
Rattenkardiomyozyten wurde die Calciumphosphat-Prézipitation und als Reportergen-Assay
der Dual-Luciferase Reportergen-Assay von Promega gewihlt. Im Folgenden werden die
Griinde fiir die Wahl von Plasmid-Vektoren, die Calciumphosphat-Préizipitation und den

Dual-Luciferase Reportergen-Assay néher erldutert.
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4.2.1 Klonierung von DNA und Gentransfer

Fir die Klonierung von zu untersuchenden DNA-Abschnitten (Promotoren, kodierende
Bereiche eines Gens) oder fiir den Gentransfer im Rahmen einer Gentherapie (in vivo oder
ex vivo) stehen verschiedene modifizierte virale sowie nicht-virale Vektoren zur Verfiigung.
Bei der Auswahl des passenden Klonierungsvektors miissen verschiedene Aspekte wie Linge
des zu klonierenden DNA-Abschnitts (siehe Tabelle 1), Anwendungsbereich (in vivo oder

in vitro), Gentransfereffizienz, Sicherheit und Herstellungsaufwand beriicksichtigt werden.

1. Gentransfer mittels modifizierter viraler Vektoren (Retroviren oder Adenoviren):

Modifizierte virale Vektoren werden vorwiegend im Rahmen einer Gentherapie eingesetzt
(Adenoviren, 25 %; Retroviren, 23 %) (Wiley 2007). Griinde hierfiir beinhalten eine hohere
Gentransfereffizienz im Vergleich zu nicht-viralen Vektoren sowie das Fehlen zytotoxischer
Eigenschaften aufgrund des rezeptorvermittelten DNA-Transfers. Insbesondere bei der in vivo
Applikation im Rahmen einer Gentherapie sind mogliche immunogene (insbesondere
Adenoviren) sowie carcinogene (insbesondere Retroviren) Eigenschaften dieser Vektoren zu
beriicksichtigen (Thomas et al. 2003; Lehmann S. 1999; Orkin und Motulsky 1995). Der
Herstellungsaufwand rekombinanter Viren ist hoch. In der Regel werden durch Modifikation
replikationsinkompetente Viren eingesetzt, die sich in der Zielzelle nicht mehr replizieren und
somit nicht unkontrolliert vermehren konnen. Die fiir die Vermehrung fehlendenen Funktionen
werden bei der Synthese dieser Viren durch Helferviren oder durch sogenannte ,,Packaging
Cells* (KB-, Hela-, HEK- oder 293-Zellen), die den viralen Vektor komplementieren und zur
Vermehrung dienen, zur Verfiigung gestellt (Michalek 2003). Verschiedene virale Vektoren
ermoglichen entweder einen stabilen Einbau der rekombinanten viralen DNA in die Zielzellen
(Retroviren und die ebenfalls zu den Retroviren gehorenden Lentivirinae) oder transiente
Expression (Adenoviren). Manche virale Vektoren erfassen nur proliferierende Zellen
(Retroviren), wihrend die Subfamilie der Lentivirinae ebenfalls nicht-proliferende Zellen
erfait. Adenoviren erfassen ein weites Spektrum an replizierenden sowie nicht-replizierenden

Zellen (Michalek 2003; Schmid 2006).

2. Nicht-viraler Gentransfer

In der nicht-therapeutischen Anwendung des Gentransfers zu Forschungszwecken werden zum
Gentransfer in eukaryontische Zellen meist nicht-virale Gentransfermethoden verwendet. Zur
Transfektion mit nicht-viralen Vektoren (eine Ubersicht iiber in der Gentechnologie hiufig

eingesetzte Vektoren gibt Tabelle 1) stehen verschiedene physikalische, chemische oder
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biologische Methoden zur Verfiigung (Lehmann C. 2003; Knippers, Molekulare Genetik 1997;
Ibelgaufts, Gentechnologie von A bis Z 1993; Schmid 2006). Diese variieren in ihrer

Gentransfereffizienz, Transfektionsaufwand und Eignung.

physikalische Methoden:

A. Mikroinjektion: Die DNA wird mit Hilfe einer Mikrokapillare direkt in die Zelle injiziert.

Vorteil: nicht zytotoxisch, Transfektionseffizienz von nahezu 100 %, Nachteil: Das Verfahren
ist sowohl apparativ sehr aufwendig als auch manipulativ hoéchst anspruchsvoll, dariiber
hinaus miissen die Zellen einzeln injiziert werden.

B. Particle Gun: Die DNA wird auf Mikroprojektile z. B. Wolframpartikel, Gold aufgebracht,

die mit Druck auf die Zellen geschossen werden. Interessante FEinsatzgebiete sind:
Transfektion von Pflanzenzellen, einzige Methode zur Transfektion von Organellen wie
Mitochondrien oder Chloroplasten. Nachteil: Verfahren ist apparativ sehr aufwendig.

C. Elektroporation: Durch elektrische Pulse hoher Feldstirke wird die Zellmembran

durchlédssig gemacht fiir Makromolekiile wie DNA. Dieses Verfahren eignet sich fiir eine
Vielzahl von Zellarten und Spezies, unter anderem Bakterienzellen, Hefe und andere
eukaryontische Zellen in Suspension, und ist in vielen Féllen auch dann anwendbar, wenn
andere Methoden versagen. Diese Methode eignet sich dariiber hinaus auch fiir die in vivo
Applikation im Rahmen einer Gentherapie. Hier miissen die Zellen nicht in Suspension
vorliegen. Es werden mit einer Elektrode bestiickte Nadeln eingesetzt und die DNA direkt in

die Zielzelle injiziert.

chemische Verfahren:

Chemische Verfahren beruhen auf der Komplexierung der polyanionischen DNA mit Kationen,
hierdurch wird der Membrantransfer ermoglicht. Chemische Verfahren zur Transfektion sind
hiufig zytotoxisch und deshalb nicht fiir in vivo-Studien geeignet, jedoch teilweise sehr effektiv
(DEAE-Dextran, Calciumphosphat). Eingesetzt werden konnen z. B. Diethylaminoehter
(DEAE)-Dextran, Calciumphosphat, Polyethylenimin, Polybren, kationische Lipid-
gemische (Lipofektion) z. B. Lipofectamine oder kationische Dendrimere. Dendrimere sind
kationische hochverzweigte sphérische Polymere, bei denen sich Polymerstrukturen mit
endstindig geladenen Aminogruppen um ein zentrales Molekiil anordnen. Sowohl kationische
Lipide z. B. Lipofectamine als auch Dendrimere z. B. Superfect (Qiagen) zeigen hohe
Transfektionseffizienzen, erreichen ein weites Spektrum eukaryontischer Zellen und zeigen

zum Teil eine geringere Zytotoxizitit (Superfect von Qiagen).
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biologische Methoden:

Kopplung der zu transfizierenden DNA an einen Liganden (z. B. Asialoglykoprotein,
Transferrin, Integrin, Epidermal Growth Factor), welcher an Oberflichenrezeptoren der

Zielzelle bindet und so eine Internalisierung ermoglicht.

Obwohl der in vitro Einsatz rekombinanter Adenoviren zum Gentransfer in neonatale
Rattenkardiomyozyten in einigen Dissertationen beschrieben wird (Michalek 2003; Fahimi-
Vahid 2003) und gute Gentransfereffizienzen erreicht wurden, wurden in dieser Dissertation
keine Adenoviren eingesetzt. Als Grund hierfiir ist der hohe Herstellungsaufwand
rekombinanter Adenoviren anzufiihren. Es werden zwei eukaryontische Zelllinien benotigt, die
zur Vermehrung dienenden ,,Packaging Cells* und Kardiomyozyten. Dariiber hinaus ist die
Virusaufreinigung aufwendig. Physikalische Methoden waren entweder nicht geeignet
(Elektroporation) oder zu aufwendig und hierdurch keine ausreichende Menge an
rekombinanter DNA zu isolieren (Mikroinjektion). Als Transfektionsmethoden in neonatale
Rattenkardiomyozyten wurden verschiedene chemische Verfahren wie Lipofektion,
Transfektion mit Dendrimeren sowie die Calciumphosphat-Prézipitation gewihlt. Sowohl
Lipofektion als auch Transfektion mit Dendrimeren zeigten keine besseren
Transfektionseffizienzen als die Calciumphosphat-Prézipitation (Daten nicht gezeigt). Fiir
Versuchszwecke zeigte die Calciumphosphat-Prizipitation (Standardmethode) eine

ausreichende Transfektionseffizienz und wurde deshalb als Transfektionsmethode gewéhlt.

Tabelle 1 gibt Aufschluf} iiber hédufig in der Gentechnologie eingesetzte Vektoren.

Tabelle 1: Ubersicht iiber in der Gentechnik hiufig eingesetzte Vektoren

Vektor Maximale Aufnahmekapazitiit

Plasmide 10 — 15 kb (Knippers, Molekulare Genetik)

Cosmide 30 — 50 kb (Ibelgaufts, Gentechnologie von A
bis Z, 1993)

BAC (bacterial artifical chromosome) 75 — 125 kb (Ibelgaufts, Gentechnologie von A
bis Z, 1993)

YAC (yeast artifical chromosome) 100 — 1.000 kb (Ibelgaufts, Gentechnologie von

A bis Z, 1993)

Modifizierte Viren

a. Bakteriophagen 10 — 20 kb (Lambda), 90 kb (P1)
(Knippers, Molekulare Genetik, 1997)

b. DNA-/RNA-Viren 30 kb (Adenoviren) (Benihoud et al. 1999)

c. Retroviren 8 kb (Brand und Strauf} 1997)
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In der Gentechnologie werden zur Klonierung von kleinen DNA-Abschnitten (maximal
10 — 15 kb) und anschlieBender in vitro Applikation meist Plasmide eingesetzt (Ibelgaufts,
Gentechnologie von A bis Z, 1993). Sie weisen eine Reihe von Vorteilen auf, die sie optimal

geeignet machen zur Klonierung von kleinen DNA-Abschnitten.

4.2.2 Plasmide in der Gentechnologie

Die heute in der Gentechnologie eingesetzten Plasmid-Vektoren sind Derivate des natiirlich in
Bakterien vorkommenden R-Plasmids. Sie besitzen neben spezifischen Genen als regulire
Mindestbestandteile ihres Genoms, genau wie das R-Plasmid, einen ,origin of
replication® (ori) und DNA-Abschnitte, die Antibiotikaresistenz vermitteln. Synthetische
Plasmid-Vektoren weisen neben diesen reguldren Mindestbestandteilen und spezifischen
Genen eine ,,Multiple Cloning Site* (MCS) auf, in die iiber entsprechende Restriktionsstellen
die zu untersuchenden DNA-Abschnitte in den Plasmid-Vektor kloniert werden (Knippers,
Molekulare Genetik, 1997).

Verschiedene Vorteile machen Plasmid-Vektoren zu geeigneten DNA-Transfervehikeln in der

Gentechnologie:

Geringe bzw. keine Sicherheitsrisiken beim Umgang mit Plasmid-Vektoren.

Schnelle, leichte Vermehrung in Bakterien fiir den spiteren DNA-Transfer in

eukaryontische Zellen.

- Gute Selektionierbarkeit aufgrund der vermittelten Antibiotikaresistenz. Hiufig weitere
Selektionsmarker, die Aufschluff iiber den Klonierungserfolg ermoglichen (lacZ-Gen,
Blau / Weil3 Selektion, Abbildung 12, Klonierungsvektoren).

- Kommerzielle Erhiltlichkeit fiir unterschiedlichste Anwendungsbereiche (z. B. fiir die
Klonierung von  PCR-Produkten, spezielle Vektoren fiir  unterschiedlichste
Reportergenanalysen).

- Effiziente, zum Teil auch schnelle Klonierung (pCR® 2.1-TOPO 3,9 kb Vektor, Ligation

von Fremd-DNA in den Plasmid-Vektor innerhalb von 5 Minuten, gesamte Klonierung

und Transformation der Bakterien innerhalb von 2 h).

4.2.3 Reportergen-Assays
Durch Kopplung von Reportergenen an regulatorische Sequenzen (Promotoren) kann die

Aktivitit dieser Sequenzen nachgewiesen werden.
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Reportergene miissen Genprodukte erzeugen, die sich leicht mit Hilfe biochemischer oder

histochemischer Methoden nachweisen lassen und die fiir den Organismus oder die Zellen, in

denen sie exprimiert werden, nicht toxisch sind. Im Idealfall sollten die Genprodukte nicht in

endogener Form vorkommen. Hiufig eingesetzte Reportergen-Assays sind (Knippers,

Molekulare Genetik 1997; Ibelgaufts, Gentechnologie von A bis Z, 1993, Sherf et al. 1996):

Luciferase Reportergen-Assay bzw. Dual-Luciferase Reportergen-Assay

Chloramphenicol Acetyltransferase Assay (CAT-Assay, Nachteil: endogene Deacetylase-
Aktivitdt kann diesen Assay storen)

B-Galactosidase Assay (B3-Gal-Assay, Nachteil: 3-Galactosidase wird in vielen Zelltypen
exprimiert z. B. in Sidugerzellen in der Leber),

B-Glucuronidase Assay (B-GUS-Assay, Nachteil: B-Glucuronidase wird exprimiert in
vielen Zelltypen)

Green Fluorescent Protein Assay (GFP-Assay)

Der in der vorliegenden Dissertation zur Untersuchung der RGS16-Promotoraktivitit

eingesetzte Dual-Luciferase Reportergen-Assay bietet im Vergleich zu oben angefiihrten

anderen Reportergen-Assays folgende Vorteile (Sherf et al. 1996, McNabb et al. 2005):

hohere Sensivitit (Detektionsgrenze: 5 fg / ml)

Schnellere, effizientere Durchfiihrbarkeit durch die optimal aufeinander abgestimmte
Kombination der beiden Reportergen-Systeme. Der ,.experimentelle Vektor (pGLj3b)
exprimiert die Firefly-Luciferase (aus Photinus pyralis) bei Klonierung eines
funktionsfihigen Promotors, der Kontrollvektor (pRLTK) hingegen exprimiert konstitutiv
die Renilla-Luciferase (aus Renilla reniformis) (Kontrolle der Transfektionseffizienz,
Normalisierung: Firefly-Luciferase Aktivitit / Renilla-Luciferase Aktivitidt). Beide
Luciferase-Enzyme  zeigen nach  Umsetzung  ihres  jeweiligen  Substrates
Biolumineszenzreaktionen, die nacheinander in kiirzester Zeit innerhalb einer Probe
gemessen werden konnen (fiir die Messung einer Probe wird ca. 1 Minute benétigt). Kein
anderes System ist derartig gut aufeinander abgestimmt. So kombinieren z. B. andere
Reportergen-Assays Reportergene, die sich wesentlich in der chemischen Umsetzung ihrer
Substrate und Reaktionszeit unterscheiden z. B. Firefly-Luciferase (Messung innerhalb von
Sekunden) mit CAT, B-Gal oder B-GUS als Kontrollvektor (wesentlich lingere
Inkubationszeiten) oder nutzen nur einen einzigen Reporter z. B. B-Gal, die
Normalisierung  erfolgt durch  aufwendige  kolorimetrische = Messung  des

Gesamtproteingehaltes im Zelllysat.
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4.24 Identifikation essentieller RGS16-Promotorelemente

Durch Sequenzanalysen mit Hilfe des Sequencher DNA® Softwareprogrammes sowie durch
Messung der Promotoraktivitit verschiedener RGS16-Promotorkonstrukte (Abbildungen 11
und 19) konnten, neben mehreren CCAAT-Boxen, insbesondere zwei fiir die RGS16-
Promotoraktivitdt essentielle cis-Elemente sowie die Minimalsequenz, die die RGS16-

Promotoraktivitit reguliert, detektiert werden (Abbildung 18):

1. TATA-Box: Sie ist ein Grundelement innerhalb von Promotoren sowohl
prokaryontischer als auch eukaryontischer Organismen und zur -eindeutigen
Festlegung des Transkriptionsstartes absolut unerldBlich (Knippers, Molekulare
Genetik, 1997). Sequenzanalysen zeigten zunidchst drei putative TATA-Boxen
innerhalb des RGS16-Promotors (Abbildung 11). Erst durch die Messung der
Promotoraktivitit  verschiedener putativer RGS16-Promotordeletionskonstrukte
(Abbildungen 11 und 19) konnte die TATA-Box eindeutig ermittelt werden. Die
zweite der in Abbildung 11 hervorgehobenen putativen TATA-Boxen erwies sich als
die fiir die RGS16-Promotoraktivitit essentielle TATA-Box.

2. Ein in unmittelbarer Nihe zur TATA-Box gelegenes Sequenzmotiv, welches
Homologie zur Konsensussequenz (CCT)AANATGGNC/G der Bindestelle des
Zinkfinger-Transkriptionsfaktors Yin Yang 1 (YY1) (Lee et al. 1992) aufweist
(Abbildung 18). Dieses Sequenzelement ist aus verschiedenen Griinden interessant.
YY1, ein multifunktionaler Transkriptionsfaktor, reguliert entweder als Aktivator oder
Repressor die Transkriptionsrate vieler Gene (Shrivastava et al. 1994; Natesan et al.
1995; Hyde-DeRuyscher et al. 1995). Auch im Rahmen der kardialen Genregulation,
als Repressor der Transkription kardialer Gene wie z. B. skeletal a-Aktin, spielt YY1
eine wichtige Rolle (Patten et al. 1996; Patten et al. 2000). Grundsitzlich jedoch sind
alle in unmittelbarer Nidhe der TATA-Box gelegenen cis-Elemente besonders
interessant, da Transkriptionsfaktoren, welche mit diesen Elemente interagieren,
zusitzlich Interaktionen mit allgemeinen Transkriptionsfaktoren, welche sich in der
Region um die TATA-Box anlagern, zeigen konnten. So wird fiir YY1 in der Literatur
Interaktion mit den allgemeinen Transkriptionsfaktoren TFIIB (allgemeiner
Transkriptionsfaktor IIB) und TBP (TATA-Bindeprotein) beschrieben (Usheva et al.
1994).
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In in vitro Analysen an dem Adenovirus-assoziierten P5 Promotor konnte gezeigt
werden, dal das Vorhandensein der Transkriptionsfaktoren YY1, TFIIB und der
RNA-Polymerase II ausreichen, um die Transkription zu initiieren (Usheva et al.
1994). Dariiber hinaus werden fiir YY1 in der Literatur auch Interaktionen mit
weiteren Transkriptionsfaktoren wie z. B. mit dem SRF (Serum Response Factor),
c-Myc oder Spl beschrieben (Natesan et al. 1995; Shrivastava et a. 1994).

3. Messungen der Promotoraktivitit verschiedener putativer RGS16-Promotor-
deletionskonstrukte (Abbildung 19) zeigten, dal ein ,,upstream* des kodierenden
Genbereiches gelegener 0,6 kb  langer = DNA-Abschnitt (RGS16-
Promotordeletionskonstrukt: 0,6 kb EcoRI-Sacl) alle fiir die RGS16-Promotoraktivitét
essentiellen Promotorelemente enthdlt und somit als Minimalsequenz des

RGS16-Promotors identifiziert wurde (Abbildung 18).

4.2 Transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors

4.3.1 Der RGS16-Promotor wird nicht transkriptionell reguliert durch
LPS, IL-18 oder TNFa

Obwohl die RGS16-mRNA und Proteinexpression transient sowohl in den Herzen adulter
Ratten als auch in Zellkulturexperimenten an neonatalen Rattenkardiomyozyten (RGS16-
Proteinexpression) durch LPS sowie durch die beiden pro-inflammatorischen Zytokine IL-1
und TNFa induziert wird (Patten et al. 2002 und Patten et al. 2003), konnte im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen die RGS16-Promotoraktivitit weder durch LPS noch durch IL-18 oder
TNFa in neonatalen Rattenkardiomyozyten in Zellkultur induziert werden (Abbildung 20).
Hierbei muf} beriicksichtigt werden, dal die RGS16-Promotoraktivitit in einem artifiziellen
System untersucht wurde. In diesem System konnten Ko-Faktoren fehlen, welche zur
transkriptionellen Regulation des RGS16-Promotors durch LPS, IL-18 und TNFa benotigt

werden, die jedoch moglicherweise in vivo vorhanden sind.

Eine weitere mogliche FErklirung wire eine posttranskriptionelle Regulation der
RGS16-Expression durch LPS sowie durch die beiden oben erwihnten LPS-induzierten
pro-inflammatorischen Zytokine durch Regulation der mRNA-Stabilitit, translationale bzw.

posttranslationale Regulation oder eine Kombination dieser drei Regulationsmechanismen.
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Die erhohte RGS16-mRNA-Expression in den Herzen adulter Ratten nach LPS-Gabe (Patten
et al. 2002) spricht jedoch fiir eine Regulation der RGS16-Expression durch LPS, IL-1 und
TNFa bereits auf mRNA-Ebene durch Beeinflussung der mRNA-Stabilitit moglicherweise
kombiniert mit einer translationalen bzw. posttranslationalen Regulation durch oben erwéhnte
Stimulantien. Fiir einen moglichen Regulationsmechanismus durch Modulation der
RGS16-mRNA-Stabilitdt nach LPS-Gabe sind Hinweise in der Literatur zu finden (Frevel et
al. 2003).

Fiir viele insbesondere transient verstirkt exprimierte Gene, zu denen im Rahmen der
Pathogenese verschiedener bakteriell verursachter Erkrankungen des Darmtraktes, der Niere,
des zentralen Nervensystems sowie Sepsis (hier jedoch nicht transient) auch die
pro-inflammatorischen Zytokine TNFa und IL-18 gehoren, wird in der Literatur sowohl
transkriptionelle, posttranskriptionelle als auch posttranslationale Expressionsregulation

beschrieben (Harrison et al. 2004).

Ein wichtiger erst in den letzten Jahren néher erforschter Regulationsmechanismus betrifft die
Stabilitdt der mRNA, hierbei scheinen insbesondere sogenannte Destabilisierungssequenzen,
AU-reiche (Adenin, Uracil-reiche) Sequenzabschnitte im 3" -untranslatierten mRNA-Bereich
einen zentralen Stellenwert zu haben (Frevel et al. 2003; Harrison et al.2004). Modulation der
Genexpression iiber AU-reiche Sequenzabschnitte im 3 -untranslatierten mRNA-Bereich
spielt bei vielen zelluliren Prozessen z. B. innerhalb des kardiovaskuldren und
himatopoetischen Systems, der zelluldiren Wachstumsregulation sowie bei der angeborenen
als auch bei der spezifischen Immunregulation als Antwort auf Infektion durch
Mikroorganismen eine wichtige Rolle. Mehr als 900 humane Gensequenzen, welche
AU-reiche Sequenzabschnitte im 3 -untranslatierten mRNA-Bereich enthalten (héufig
mehrere Kopien der Sequenzabfolge AUUUA), sind in der ARE-mRNA (Adenylate uridylate
rich element mRNA) Datenbank ARED unter http://rc.kfshrc.edu.sa/ared abgelegt (Frevel et
al. 2003; Bakheet et al. 2001; Bakheet et al. 2006). Neben verschiedenen Zytokinen sowie

weiteren fiir entziindungsrelevante Proteine kodierenden Genen sind in dieser Datenbank auch
die Sequenzen von humanen TNFa (Accession Nr. 000594), humanen IL-18 (Accession

Nr. 000576) und humanen RGS16 (Accession Nr. 002928) abgelegt.
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Fiir IL-18 und TNFa sowie fiir verschiedene andere Zytokine, welche bei inflammatorischen
Prozessen eine Rolle spielen, konnte nach LPS- bzw. Shiga Toxin 1- (Stx-)Behandlung in
einem Zellkulturmodell an humanen Monozyten (THP-1) sowohl eine transkriptionelle als
auch eine posttranskriptionelle Regulation durch Modulation der mRNA-Stabilitit
nachgewiesen werden (Frevel et al. 2003; Harrison et al. 2004). Eine transkriptionelle
Regulation von IL-16 und TNFa erfolgt durch Bindung von in frans wirkenden Faktoren wie
Nuclear Factor KappaB (NF-«B) und Activator Protein-1 (AP-1) an die entsprechenden
Bindestellen in den Promotoren von IL-18 und TNFa (Harrison et al. 2004; Sakiri et al.
1998). Regulation der mRNA-Stabilitédt iiber AU-reiche Sequenzabschnitte erfolgt dhnlich
wie die Transkriptionsregulation iiber in trans wirkende Faktoren. Hierbei handelt es sich um
spezifische an die RNA bindende Proteine. Es konnten bereits in trans wirkende Faktoren aus
verschiedenen Proteinfamilien identifiziert werden, die an AU-reiche Sequenzabschnitte in
der mRNA binden und hierdurch Einfluf auf die mRNA-Degradierung nehmen (Keene 1999;
Keene 2001; Frevel et al. 2003). So scheint Tristetraprolin, ein Protein der CCCH Tandem-
Zinkfinger Familie, die mRNA-Stabilitdit von TNFa, Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor und Interleukin-3 zu regulieren (Carballo et al. 1998; Carballo et al. 2000;
Lai et al. 1999; Stoecklin et al. 2000; Frevel et al. 2003). Stabilisierung der IL-13 mRNA ist
p38 abhingig, hierbei konnte die Phosphorylierung von ARE (Adenylate uridylate rich

element)-stabilisierenden Proteinen durch p38 involviert sein (Frevel et al. 2003).

Induktion der RGS16-mRNA-Expression in vivo oder in vitro konnte sowohl nach LPS- als
auch nach TNFa-Gabe von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (Patten et al.
2002; Fong et al. 2000; Panetta et al. 1999; Frevel et al. 2003). Es konnte jedoch anhand
dieser Studien keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die RGS16-Expression
transkriptionell oder posttranskriptionell iiber eine Modulation der mRNA-Stabilitdt durch
LPS bzw. TNFa reguliert wird. Die oben erwihnten und die in dieser Dissertation erzielten
Ergebnisse (Abbildung 20) deuten auf eine mogliche posttranskriptionelle Regulation der
RGS16-Expression durch LPS, TNFo und IL-18 iiber Modulation der mRNA-Stabilitét hin.

Weiterfithrende Studien wie mRNA-Gelshift-Assays sowie Kompetitionsexperimente
konnten Aufschluf} iiber Interaktionen bestimmter RGS16-mRNA-Abschnitte mit in trans

wirkenden Faktoren und deren Sequenzspezifitit geben.
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Einbau von RGS16-cDNA, welche fiir putative mRNA-Destabilisierungssequenzen kodiert,
in einen geeigneten Reportervektor und anschlieBende Aktivititsbestimmung des
Reportergens konnte Hinweise iiber den Einflul dieser RGS16-mRNA-Sequenzen auf die
mRNA-Stabilitit liefern. Mit Hilfe dieser Methode konnten z. B. Destabilisierungssequenzen
in der mRNA der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, eines regulatorischen Enzyms der
Gluconeogenese detektiert werden. Hierbei wurde das pLUC / Zeo Plasmid zur Klonierung
der zu untersuchenden cDNA-Abschnitte eingesetzt. Dieses Plasmid enthédlt den
Cytomegalovirus (CMV-)Promotor, die volle kodierende Region des Firefly-Luciferase
Reportergens, die 3"-untranslatierte Region und das Polyadenylat-Signal der besonders
stabilen Rinderwachstumshormon mRNA sowie eine Multiple Cloning Site (MCS) in der
oben erwihnten 3" -untranslatierten Region des Rinderwachstumshormons. Die Insertion von
kurzen cDNA-Sequenzen in die MCS, welche fiir putative Destabilisierungssequenzen in der
mRNA kodieren, haben weder Einflu3 auf die Transkription ausgehend vom CMV-Promotor
noch auf die Translation chimdrer mRNA, konnen jedoch die Stabilitit des resultierenden
Transkripts verringern. Vergleich der Firefly-Luciferase Aktivitit in Proben, welche das
pLUC / Zeo Plasmid ohne Insert bzw. Insertion von sehr stabiler 3-Globin cDNA enthalten,
mit Proben, welche das pLUC / Zeo Plasmid mit zu untersuchenden cDNA-Sequenzen
enthalten, konnen Aufschluf} iiber Destabilisierungssequenzen in der mRNA liefern (Laterza
et al. 2000).

4.3.2 Der RGS16-Promotor unterliegt der transkriptionellen Regulation

durch Serum
Analyse der RGS16-Promotoraktivitidt verschiedener RGS16-Promotordeletionskonstrukte
nach Zugabe von fotalem Kélberserum zu neonatalen Rattenkardiomyozyten in Zellkultur
zeigt, dal der RGS16-Promotor wie viele Promotoren anderer Gene der transkriptionellen
Regulation durch Serum unterliegt (Abbildung 21). Bereits seit vielen Jahrzehnten ist
bekannt, da3 Serum mit seiner Vielzahl der darin enthaltenen Proteine, Wachstumsfaktoren,
Hormone, Nihrstoffe und Metabolite diverse Gene transkriptionell reguliert. Mehrere
Forschergruppen haben die Expression von Genen nach Serumaktivierung von ruhenden
Fibroblasten und anderen Zellen bestimmt und dabei festgestellt, dall iiber hundert
verschiedene Gene, die unterschiedlichste physiologische Prozesse steuern, sequentiell

induziert werden (Knippers, Molekulare Genetik, 1997; Iyer et al. 1999; Selvaraj et al. 2004).
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So wird, um nur einige Beispiele zu nennen, in der Literatur sequentielle transkriptionelle
Regulation von Genen beschrieben, die fiir:
- an der Signaltransduktion beteiligte Proteine (z. B. ,,mitogen-activated protein
(MAP) kinase phosphatase-1‘“ (MKP1))
- ,,immediate-early Transkriptionsfaktoren (z. B. c-Fos, c-Myc, Jun B)
- andere Transkriptionsfaktoren (z. B. NERF2)
- muskelspezifische Proteine (z. B. a-Aktin glatter Muskelzellen, Tropomyosin I)
- Proteine des Zytoskeletts (z. B. ,,cytoskeletal actin®)
- Proteine, welche im Rahmen der folgenden physiologischen Prozesse eine Rolle
spielen
e der Zellzyklusregulation und Zellproliferation
e Entziindungsprozesse
e der Angiogenese
e des, Tissue Remodeling*
e der Reorganisation des Zytoskeletts
e der Wundheilung
e der Cholesterol-Biosynthese

kodieren (Iyer et al. 1999; Selvaraj et al. 2004).

Ein fiir die Induzierbarkeit durch Serum wichtiges regulatorisches Promotorelement ist das
Serum Response Element (SRE). Von einer Reihe der Promotoren von Genen, die fiir oben
erwihnte Proteine kodieren, insbesondere von den Promotoren der ,,immediate-early* Gene
wie c-fos, c-myc, jun B (kodieren fiir Transkriptionsfaktoren), aber auch von anderen
Promotoren z. B. Aktin-Promotoren, unter anderem vom Promotor des kardialen skeletal
a-Aktins, ist bekannt, daf} sie transkriptionell durch SREs reguliert werden (Selvaraj et al.
2004; Schratt et al. 2001; Robertson et al. 1995). Der RGS16-Promotor weist kein SRE auf,
jedoch ein in unmittelbarer Nidhe zur TATA-Box gelegenes Sequenzmotiv, welches
Homologie zur Konsensussequenz (CCT)AANATGGNC/G der Bindestelle des Zinkfinger-
Transkriptionsfaktors Yin Yang 1 (YY1) (Lee et al. 1992) hat (Abbildung 18 und Diskussion

4.2.4 Identifikation essentieller RGS16-Promotorelemente).
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Bindestellen fiir YY1 konnten neben dem SRE ebenfalls in den Promotoren einiger
.immediate-early” Gene wie c-fos und c-myc sowie im Promotor des kardialen skeletal
a-Aktins identifiziert werden, die in einigen Promotoren (c-fos, kardiales skeletal a-Aktin)
iiberlappen oder angrenzend lokalisiert sind (Shrivastava et al. 1994; Patten et al. 2000). Fiir
diese Promotoren wird kompetitive transkriptionelle Regulation (Shrivastava et al. 1994;
Patten et al. 2000) aber auch co-operative transkriptionelle Regulation durch YY1 und den
Serum Response Factor (SRF) (Natesan et al. 1995) beschrieben. In der Literatur sind jedoch
dariiber hinaus Beispiele fiir eine SRE-unabhiingige transkriptionelle Regulation von Genen
durch YY1 zu finden (Shrivastava et al. 1994; Natesan et al. 1995), wie dies fiir den RGS16-

Promotor zutreffen konnte.

4.3.3 Transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors durch
Sphingosin 1-Phosphat (S1-P)

Von verschiedenen untersuchten Serumkomponenten (Abbildung 22), welche sowohl unter
physiologischen wie auch pathophysiologischen Bedingungen transkriptionell eine Reihe von
kardialen Genen regulieren (Danzi et al. 2005; Duerr et al. 1995; Eiken et al. 2001; Karliner
2002; Karliner et al. 2001), induzierte lediglich der EDG-Rezeptor Agonist Sphingosin 1-
Phosphat (S1-P) dosisabhingig die RGSI16-Promotoraktivitit, wihrend 1-Oleoyl-sn-
glycerol 3-phosphate (LPA), ein EDG-Rezeptor Agonist fiir eine andere EDG-Rezeptor
Subfamilie, keinerlei EinfluB auf die RGS16-Promotoraktivitit zeigte (Abbildung 22).

Sowohl SI1-P als auch LPA gehoren zu den Lysophospholipiden, einer Gruppe von
phosphorhaltigen, amphiphilen Membranlipiden, die in Phosphoglyceride mit Glycerin als
Grundgeriist (LPA) und Sphingomyeline, die vom Sphingosin (einfach ungesittigter
Aminoalkohol) abgeleitet sind (S1-P), unterteilt werden konnen. Wéhrend S1-P durch
enzymatische Spaltung aus Sphingomyelin, einem membranassoziierten Sphingolipid,
freigesetzt wird, wird LPA durch enzymatische Spaltung aus membranassoziierten
Phosphoglycerid-Vorldufern generiert (Goetzl et al. 1998). SI1-P und LPA erreichen mit
mikromolaren = Konzentrationen hohe Serumkonzentrationen und vermitteln als
Hauptkomponenten des Blutplasmas viele Serumeffekte wie beispielsweise Zellproliferation

und Zelldifferenzierung (Lee et al. 2000; Alewijnse et al. 2004).
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Dariiber hinaus haben beide Lysophospholipide sowohl im Rahmen der Morphogenese des
kardiovaskuldren System (Angiogenese, Vaskulogenese), der Regulation verschiedener
kardiovaskuldrer Parameter (Regulation des Blutdrucks und der Herzfrequenz,
Vasokonstriktion, Vasodilatation) als auch in der Pathogenese verschiedener
Herzerkrankungen wie Arteriosklerose und in der Hypertrophie von Herzmuskelzellen eine
zentrale Funktion (Karliner 2002). Sowohl S1-P als auch LPA wird bei entziindlichen
Erkrankungen und in der Immunologie eine wichtige Rolle zugeschrieben (Barekzi et al.
2006; Graler et al. 2002; Goetzl et al. 1998; Goetzl et al. 2004). So vermittelt S1-P
offensichtlich die negativ inotrope Wirkung des pro-inflammatorischen Zytokins TNFa auf
Kardiomyozyten (Oral et al. 1997) (Bedeutung von TNFoa bei inflammatorischen
Erkrankungen und diversen Herzerkrankungen, siehe Diskussion 4.1.1 und 4.1.2). TNFa
induziert wie S1-P die RGS16-Proteinexpression in Kardiomyozyten (Abbildung 5 (TNFa);
Stiibe et al. 2007 (S1-P)). Sowohl TNFa als auch S1-P konnen somit zur Inhibition der iiber
G-Proteine regulierten myokardialen Kontraktilitdt fithren. Neben ihrer Bedeutung in der
Pathophysiologie von Herzerkrankungen haben S1-P und LPA jedoch auch kardioprotektive
Effekte unter hypoxischen Bedingungen (Karliner et al. 2001; Karliner 2002).

S1-P und LPA entfalten ihre weitreichenden biologischen Wirkungen, die unter anderem
Regulation des Zellwachstums, Zelliiberlebens, Migration sowie Zelldifferenzierung
beinhalten, in einer Vielzahl von Zelltypen iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der
EDG (endothelial differentiation gene)-Rezeptor-Familie (Goetzl et al. 1998; Karliner 2002;
Karliner et al. 2001; Meacci et al. 2003). EDG-Rezeptoren koppeln an G-Proteine der
G-Protein-Familien Gai, Ggi1 sowie Gioi3 und zeigen Interaktionen mit MAP-Signal-
transduktionskaskaden. Sie erméglichen somit Signaltransduktion iiber diverse Pfadwege, die
als Effektor- und signalweiterleitende Molekiile unter anderem cAMP, Phospholipase C
sowie die  monomeren G-Proteine Ras (weitere  Signaltransduktion  iiber

MAP-Signaltransduktionskaskade), Rac und Rho, beinhalten (Goetzl et al. 1998).

Sowohl fiir S1-P als auch fiir LPA konnten mehrere EDG-Rezeptoren detektiert werden. Thre
Verteilung ist zelltypspezifisch, dariiber hinaus zeigen sie Ligandenspezifitit. Wiahrend S1-P
an die EDG-Rezeptoren 1, 3, 5, 6 und 8 bindet, bindet LPA an die EDG-Rezepotoren 2, 4
und 7 (Fukushima et al. 2001).
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Fiir beide Lysophospholipide, S1-P und LPA, konnten EDG-Rezeptoren in Kardiomyozyten
detektiert werden (Karliner et al. 2001). Ein erhohtes Expressionsniveau konnte jedoch fiir
den S1-P-Rezeptor EDG1 in Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Robert et al. 2001;
Mazurais et al. 2002). Die S1-P-Rezeptoren EDG3 und 5 zeigen zwar im Herzen ein hohes
Expressionsniveau, liegen jedoch im Vergleich zu EDGI1 in geringerer Konzentration in
Kardiomyozyten vor (Mazurais et al. 2002). Die verschiedenen EDG-Rezeptoren zeigen
offensichtlich Spezifitit gegeniiber einer distinkten G-Protein-Familie. Obwohl sich die durch
S1-P und LPA hervorgerufenen rezeptorvermittelten Effekte, wie Stimulation der
Phospholipase C, Ca®* Mobilisierung, Inhibition der Adenylatzyklase und Aktivierung der
MAP-Signaltransduktionskaskade #hneln, kann nicht jeder EDG-Rezeptortyp alle Effekte
vermitteln (Zondag et al. 1998). Zur Verdeutlichung sei an dieser Stelle ein Zellkultursystem
bestehend aus Sf9 Zellen, welche entweder EDG1 oder EDG2 exprimieren angefiihrt (Zondag
et al. 1998). In diesem System konnte nach S1-P Behandlung von EDGI exprimierenden
Sf9 Zellen eine Pertussis Toxin-sensitive, Go;-vermittelte Inhibition der Adenylatzyklase und
Aktivierung der MAP-Signaltransduktionskaskade, jedoch keine Ca®* Mobilisierung
nachgewiesen werden. Fiir die S1-P-induzierte Ca®* Mobilisierung ist offensichtlich ein
anderer S1-P-Rezeptor der EDG-Rezeptor-Familie verantwortlich. EDG2 exprimierende
Zellen zeigten keine S1-P-vermittelte Inhibition der Adenylatzyklase. Dariiber hinaus konnte
der EDG2 Rezeptor-Agonist LPA die Adenylatzyklase weder in EDGI noch in EDG2
exprimierenden Sf9 Zellen inhibieren (Zondag et al. 1998).

Zelltypspezifische Verteilung, Ligandenspezifitit und Spezifitit der einzelnen EDG-
Rezeptoren gegeniiber einer distinkten G-Protein-Familie / Signaltransduktionskaskade
begriinden letztendlich trotz der Ahnlichkeit der von SI-P und LPA vermittelten Effekte
hochstwahrscheinlich ihr unterschiedliches Verhalten in Bezug auf die Induktion der

RGS16-Promotoraktivitit (Abbildung 22).

Experimente zur Charakterisierung der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion, in deren
Rahmen S1-P die RGS16-Promotoraktivitit induziert, zeigten, daf} die durch S1-P aktivierte
RGS16-Promotoraktivitdt durch Pertussis Toxin (PTX) und den Proteinkinase C Inhibitor
Chelerythrin gehemmt wird (Abbildung 23). Diese Ergebnisse deuten auf eine
rezeptorvermittelte Gi- und Proteinkinase C-abhingige Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten hin.
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Fiir eine durch S1-P vermittelte Signaltransduktion iiber Aktivierung von Gi, darauf folgender
Freisetzung der By-Unterheit heterotrimer G-Proteine, By-abhingige Induktion der
Phospholipase C mit anschlieBender Aktivierung der Proteinkinase C sind Hinweise in der

Literatur zu finden (Goetzl et al. 1998; Krauss 2003).

4.3.4 Weiterfiihrende Experimente unserer Arbeitsgruppe

Weiterfithrende Experimente zur SI1-P-vermittelten Signaltransduktion in neonatalen
Rattenkardiomyozyten deuten darauf hin, dafl der eine Herzmuskelhypertrophie induzierende,
stark in Kardiomyozyten exprimierte und an Gi-koppelnde EDG1-Rezeptor (Robert et al.
2001; Mazurais et al. 2002; Rogers et al. 1999; Zondag et al. 1998) an der Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit beteiligt ist (Stiibe et al. 2007).

Endothelin-1 (ET-1), ein vasoaktives Peptid, welches eine wichtige Rolle bei der Regulation
kardiovaskulédrer Funktionen wie Regulation des Blutdrucks, der Inotropie und Chronotropie
(positiv inotrop und chronotrop) sowie verschiedener kardialer Gene spielt und im Rahmen
von diversen kardiovaskuldren Erkrankungen wie Herzmuskelhypertrophie, Hypertonie und
chronische Herzinsuffizienz pathophysiologische Relevanz besitzt (Agapitov et al. 2002;
Rogers et al. 1999; King et al. 1998; Ikeda et al. 1999), konnte als weiterer Stimulator der
RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten identifiziert werden (Stiibe et
al. 2007). Derzeit sind zwei Endothelin-Rezeptorsubtypen, ET4 und ETg, die auch im Herzen
detektiert werden konnten, bekannt (Bax et al. 1993; Agapitov et al. 2002). Endothelin-
Rezeptoren koppeln an verschiedene G-Proteine der G-Protein-Familien Goi, Gg/i1 sowie
G213, aktivieren MAP-Signaltransduktionskaskaden sowie monomere G-Proteine (Arai et al.
2002; Clerk et al. 2001). Der Pertussis Toxin-insensitive Gg;i-vermittelte, Phospholipase C-
abhingige Signaltransduktionspfad stellt einen Hauptsignaltransduktionsweg dar, iiber den
ET-1 seine Effekte vermittelt (Agapitov et a. 2002; Pfannenschmidt 2000; Rothfischer 2002).
Unsere Arbeitsgruppe konnte eine ETg-vermittelte, Pertussis Toxin-insensitive Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten feststellen (Stiibe et al. 2007).
Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von Pertussis Toxin-insensitiven G-Proteinen

wie Gy/11- oder Gyy/13-Proteinen bei der Aktivierung des RGS16-Promotors hin.
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Der multifunktionale Transkriptionsfaktor YY1 erwies sich in unserem System als negativer
Regulator der RGS16-Promotoraktivitit. Koexpression von YY1 fiihrte zur Inhibition der
durch FCS, S1-P und ET-1 induzierten RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen
Rattenkardiomyozyten. YY1 reduzierte dariiber hinaus die basale RGS16-Promotoraktivitit.
Mutationen innerhalb des YY1-Bindemotivs im RGS16-Promotor hoben den negativen
regulatorischen Effekt durch YY1 komplett auf und ermoéglichten eine Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit sowohl durch S1-P als auch durch ET-1 (Stiibe et al. 2007).

Weiterfithrende Experimente sollten nédheren Aufschlul iiber den Aufbau der
Signaltransduktionskaskaden, in deren Rahmen S1-P und ET-1 die RGS16-Promotoraktivitit
in neonatalen Rattenkardiomyozyten induzieren, geben. Hierbei zu beantwortende Fragen

beinhalten unter anderem:

1. Uber welche Pertussis Toxin-insensitiven G-Proteine wird die ET-1-induzierte
RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten vermittelt? Sowohl fiir die
Pertussis Toxin-insensitiven Gg1- als auch Gjo/i3-Proteine wird eine Induktion von
monomeren G-Proteinen, wie sie auch in unserer Arbeitsgruppe festgestellt werden
konnte (ET-1 induziert RhoA) (Stiibe et al. 2007), in der Literatur beschrieben (Arai et
al. 2002; Clerk et al. 2001).

2. Welche weiteren signalweiterleitenden Molekiile sind an der ET-1-vermittelten
Induktion der RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten beteiligt? Bisher deuten
die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe auf eine ET-1-vermittelte, RhoA-abhéingige
Induktion der RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten hin
(Stiibe et al. 2007).

3. Sind neben Racl, welches in unserem System durch S1-P induziert wurde, oder RhoA
(induziert durch ET-1) (Stiibe et al. 2007) weitere monomere G-Proteine an der
Induktion der RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten beteiligt? In der Literatur
wird sowohl eine Proteinkinase C-vermittelte, Ras-abhingige Induktion von Rac in
Kardiomyozyten (Sugden et al. 1998) als auch eine Phospholipase C- und
Proteinkinase C-vermittelte Ras-unabhingige Induktion von Racl in anderen

Zelltypen (Jackson et al. 2003) beschrieben.
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4. Sowohl fiir S1-P als auch fiir ET-1 wird in der Literatur vielfach eine Induktion von
monomeren G-Proteinen mit anschlieBender Aktivierung von MAP-Kinasen
beschrieben (Goetzl et al. 1998; Arai et al. 2002; Clerk et al. 2001). Weitere
Experimente konnen Aufschluf} iiber eine mogliche Beteiligung von MAP-Kinasen an
der SI1-P- bzw. ET-1-induzierten RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen
Rattenkardiomyozyten geben.

5. Weitere Analysen sollten nidheren Einblick in die negative regulatorische Aktivitit von
YY1 auf die RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten geben. Die Reduktion der
basalen RGS16-Promotoraktivitit durch YY1 (Stiibe et al. 2007) und die unmittelbare
Nihe des YY1-Bindemotivs zur TATA-Box (Abbildung 18) deuten auf mogliche
Interaktionen mit dem basalen Transkriptionsappart hin.

6. Uber MAP-Signaltransduktionskaskaden werden eine Vielzahl von Transkriptions-
faktoren aktiviert (Goetzl et al. 1998; Sudgen et al. 1998). Welche durch S1-P bzw.
ET-1 induzierte Transkriptionskriptionsfaktoren aktivieren den RGS16-Promotor in

Kardiomyozyten und welche cis-Elemente sind hierfiir verantwortlich?

Abbildung 25 zeigt hypothetische biochemische Prozesse, die zur Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit durch S1-P in neonatalen Rattenkardiomyozyten fithren konnten.
Die Abbildung basiert zum Teil auf eigenen Ergebnissen, die in dieser Dissertation erzielt
wurden. So deuten die in der vorliegenden Dissertation erzielten Ergebnisse auf eine
rezeptorvermittelte Gi- und Proteinkinase C-abhingige Induktion der RGS16-Promotor-
aktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten hin (Abbildung 23). Der andere Teil beruht auf
Hypothesen basierend auf in der Literatur beschriebenen S1-P Effekten und auf Ergebnissen
der Arbeitsgruppe (Racl-abhingige Induktion der RGS16-Promotoraktivitit; Stiibe et al.
2007).
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Durch Bindung an einen Gi-gekoppelten EDG-Rezeptor induziert S1-P die Freisetzung der

Gaj-Untereinheit und der dimeren By-Untereinheit. Die dimere By-Untereinheit kann iiber

verschiedene Pfadwege Transkriptionsfaktoren aktivieren:

1. Durch Stimulation der Phospholipase C mit anschlieBender Aktivierung der
Proteinkinase C durch Diacylglycerol (DAG) (Krauss 2003; Goetzl et al. 1998; Hamm
1998). Die Proteinkinase C kann verschiedene monomere G-Proteine wie Ras oder
Rac aktivieren. FEine S1-P-vermittelte, Racl-abhéngige Induktion der RGSI16-
Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten konnte von unserer
Arbeitsgruppe festgestellt werden (Stiibe et al. 2007). In der Literatur wird sowohl
eine Proteinkinase C-vermittelte, Ras-abhingige Induktion von Rac in
Kardiomyozyten (Sudgen et al. 1998) als auch eine Phospholipase C- und
Proteinkinase C-vermittelte, Ras-unabhingige Induktion von Racl in anderen
Zelltypen (Jackson et al. 2003) beschrieben. Aktivierte monomere G-Proteine kdnnen
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK-Mitglieder) induzieren (Sudgen et al.
1998). Die verschiedenen MAP-Kinasen aktivieren diverse Transkriptionsfaktoren
(Sudgen et al. 1998; Goetzl et al. 1998; Krauss 2003), die an der
Transkriptionsregulation verschiedener Gene, méglicherweise auch an der Regulation
von RGS16, beteiligt sind.

2. Durch direkte Interaktion mit Ras / Rac, weitere Signaltransduktion iiber
MAP-Kinasen und letztendlich Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (Krauss 2003;
Hamm 1998)

Da die in dieser Dissertation erzielten Ergebnisse auf eine Beteiligung der Proteinkinase C an
der S1-P-induzierten RGS16-Promotoraktivitit in neonatalen Rattenkardiomyozyten
hindeuten (Abbildung 23), wird der unter eins beschriebene Signaltransduktionsweg in

Abbildung 25 dargestellt.
Der Zinkfinger-Transkriptionsfaktor YY1 wird in Abbildung 25 nicht dargestellt, da dieser

Transkriptionsfaktor zur Inhibition der durch S1-P induzierten RGS16-Promotoraktivitit in

neonatalen Rattenkardiomyozyten fiihrte (Stiibe et al. 2007).
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Abbildung 25: Induktion des RGS16-Promotors durch Sphingosin 1-Phosphat (S1-P) in

neonatalen Rattenkardiomyozyten

Abbildung 25 zeigt schematisch die Aktivierung des RGS16-Promotors durch S1-P in neonatalen
Rattenkardiomyozyten. Die in dieser Dissertation erzielten Ergebnisse deuten auf eine rezeptorvermittelte
Gi- und Proteinkinase C-abhingige Induktion der RGS16-Promotoraktivitit hin (Abbildung 23). Eine
S1-P-vermittelte, Racl-abhingige Induktion der RGS16-Promotoraktivitidt konnte von unserer Arbeitsgruppe
festgestellt werden (Stiibe et al. 2007). Die weitere Beschreibung der Signaltransduktion bis zur Aktivierung des
RGS16-Promotors basiert auf Hypothesen, die auf in der Literatur beschriebenen S1-P Effekten beruhen. Die
S1-P-induzierte, rezeptorvermittelte Aktivierung von Gi fithrt zur Freisetzung von Ga; und der dimeren
By-Untereinheit. By-vermittelte Stimulation des Effektormolekiils Phospholipase C fiihrt zur Spaltung von
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP,) und somit zur Freisetzung der beiden ,second messenger*
Inositoltrisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) (Krauss 2003; Goetzl et al. 1998; Hamm 1998). Das
membranassoziierte DAG aktiviert die membranstindige Proteinkinase C. Diese stimuliert monomere
G-Proteine wie Ras oder Rac. Die Stimulation von Rac durch Proteinkinase C kann entweder indirekt iiber Ras
(Sudgen et al. 1998) oder Ras unabhingig erfolgen (Jackson et al. 2003). Ras und Rac konnen verschiedene
Mitglieder einer zellinternen Phosphorylierungskaskade, die sogenannten Mitogen-aktivierten Proteinkinasen
(MAPK-Mitglieder) induzieren (Sudgen et al. 1998; An et al. 2000; Robert et al. 2001). MAP-Kinasen aktivieren

diverse Transkriptionsfaktoren, die an der Regulation der RGS16-Promotoraktivitit beteiligt sein konnten.
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4.3 Bedeutung von RGS-Proteinen
Pharmakologische Regulation von pathophysiologisch relevanten
RGS-Proteinen?

Die G-Protein-vermittelte Signaltransduktion stellt eine der wichtigsten Signaltransduktions-
kaskaden innerhalb eukaryontischer Organismen, von Vertebraten einschlieBlich des
Menschen, Invertebraten z. B. Nematoden, bis hin zu einzelligen Organismen wie Hefe, dar.
Dariiber hinaus ist sie im Pflanzenreich und bei Pilzen vertreten (Ivey et al. 1996; Wilkie et al.
1994; Jones et al. 2004). Sie ist unter anderem an der Weiterleitung von Licht-, Geruchs- und
Geschmacksreizen sowie von diversen neurohumoralen Signalen beteiligt (Ivey et al. 1996;
Birnbaumer et al. 1990; Ji et al. 1998). RGS-Proteine, negative Regulatoren der G-Protein-
vermittelten Signaltransduktion, welche neben ihrer GTPase-aktivierenden Funktion
gegeniiber verschiedenen Ga-Untereinheiten, iiber diverse Proteindominen Interaktionen mit
weiteren signalweiterleitenden Molekiilen vermitteln, zeigen ein ebenso weites Spezies-
Spektrum (Dohlman und Thorner 1997; Wieland und Chen 1999; Siderovski und Willard
2005).

In Kardiomyozyten haben insbesondere zwei G-Protein-gekoppelte Signaltransduktions-
kaskaden, die B-adrenerge Signaltransduktionskaskade und die Ggi1-gekoppelte
Signaltransduktionskaskade, eine wichtige Funktion. Diese beiden Signaltransduktions-
kaskaden spielen sowohl bei der Regulation physiologischer Prozesse wie Regulation der
Inotropie und Chronotropie als auch in der Pathophysiologie von diversen kardiovaskulidren
Erkrankungen wie z. B. chronischer Herzinsuffizienz, akut entziindlicher Herzinsuffizienz,
Hypertrophie von Herzmuskelzellen und Hypertonie eine wichtige Rolle (Lohse et al. 2003;
Castellano et al. 1997; Patten et al. 2002; Patten et al. 2003; Mittmann et al. 2002). Sie
unterliegen neben anderen Regulationsmechanismen der Regulation durch RGS-Proteine.
Von den bis heute mehr als 30 bekannten RGS-Proteinen, sind alleine 20 RGS-Proteine im
humanen Myokard detektiert worden (Riddle et al. 2005; Siderovski und Willard 2005). Dies

verdeutlicht ihren Stellenwert bei der Regulation kardialer Signaltransduktionsprozesse.
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Nicht nur bei vielen kardiovaskuldren Erkrankungen, sondern auch bei vielen anderen
Erkrankungen wie verschiedenen Krebserkrankungen (Cho et al. 2004), Schizophrenie
(Zawilska 2003; Jope et al. 1998), neurodegenerativen (z. B. Alzheimer, Parkinson)
(Cowburn et al. 2001; Zawilska 2003) sowie immunologischen Erkrankungen (z. B.
allergisches Asthma) (Druey 2003) sind Verdnderungen innerhalb der G-Protein-vermittelten
Signaltransduktion festgestellt worden. Hierunter fallen auch Verdnderungen in der
Expressionsrate von RGS-Proteinen, die pathophysiologische Relevanz besitzen (Cho et al.

2004; Tekumalla et al. 2001; Druey 2003; Emilsson et al. 2006).

Im Rahmen der Herzinsuffizienz kommt es durch Uberstimulation des sympathischen

Nervensystems zu einer Desensitivierung der kardialen Signaltransduktion durch:
,Down-Regulation* von B-Adrenorezeptoren (Castellano et al. 1997; Lohse et al.
2003).

- Entkopplung von 3-adrenergen Rezeptoren durch Rezeptor-
Phosphorylierungsprozesse (Castellano et al. 1997; Lohse et al. 2003).

- Einer sowohl bei chronischer als auch bei akut entziindlicher Herzinsuffizienz
nachgewiesenen Induktion der inhibitorischen Go;-Untereinheit (Lohse et al. 2003;
Castellano et al. 1997; Bohm et al. 1995) sowie zu einer Induktion der RGS-Proteine
RGS4 und RGS16 (Mittmann et al. 2002; Wieland et al. 2003; Patten et al. 2002;
Patten et al. 2003).

Aus der pathophysiologischen Relevanz der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion ergibt
sich ihre therapeutische Bedeutung. Ca. 50 % aller Medikamente modulieren
G-Protein-vermittelte ~ Signaltransduktionsprozesse, insbesondere die Funktion von
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Riddle et al. 2005; Cho et al. 2004; Druey 2003). Im
Rahmen der Behandlung von kardiovaskuldren Erkrankungen, wie z. B. Herzinsuffizienz und
Hypertonie, stellt der Finsatz von B-Rezeptor-Antagonisten (8-Blockern) neben
ACE-Hemmern heute eine effektive Standardtherapie dar (Lohse et al. 2003). Der
therapeutische Nutzen der B-Blocker liegt in der Aufhebung der schidlichen Auswirkungen
einer B-adrenergen Uberstimulation sowie in einer Resensitivierung des kardialen

B-Rezeptorsystems (Lohse et al. 2003).
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RGS-Proteine konnten eine ebenso grole therapeutische Bedeutung erlangen wie
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, da sie durch:

- ihre gewebe- und zelltypspezifische Expression

- Regulierbarkeit ihrer GTPase-aktivierenden Funktion und subzelluldren Lokalisation

- sowie durch ihre Rezeptorspezifitit
in vivo héufig eine hohe Selektivitit in Bezug auf ihre GTPase-aktivierende Funktion
gegeniiber einer spezifischen Ga-Untereinheit sowie einer distinkten G-Protein-vermittelten
Signaltransduktionskaskade aufweisen (Riddle et al. 2005). Dies bietet im Rahmen einer
Therapie die Moglichkeit gezielt eine G-Protein-vermittelte Signaltransduktionskaskade in
einem Organ zu modulieren, wihrend durch ein unterschiedliches Expressionsprofil der
einzelnen RGS-Proteine ein- und dieselbe Signaltransduktionskaskade in einem anderen
Organ nicht beeinflult wird. Als weitere Option zu ihrer Inhibition bieten RGS-Proteine
dariiber hinaus die Moglichkeit ihre Aktivitdt zu modulieren. Pharmakologische Regulation
von RGS-Proteinen konnte z. B. die Behandlung mit G-Protein-gekoppelten Agonisten bzw.
Antagonisten erginzen, um deren Dosis zu verringern oder bei Kontraindikation des Einsatzes
eines G-Protein-gekoppelten Agonisten bzw. Antagonisten als Alternativtherapie eingesetzt

werden (Riddle et al. 2005).

Obwohl bereits vieles iiber Struktur und Expressionsprofil der RGS-Proteine sowie iiber ihre
Funktion als negative Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion bekannt ist
(Wieland et al. 1999; Riddle et al. 2005; Dohlman et al. 1997), ist im Gegensatz dazu noch
vieles unbekannt in Bezug auf ihre weiteren Funktionen z. B. als Effektoren bei G-Protein-
vermittelten Signaltransduktionsprozessen, als Interaktionspartner spezifischer
GB-Untereinheiten,  als  Geriistproteine  in  Signaltransduktionskomplexen,  als
Interaktionspartner von G-Protein-unabhingigen, signalweiterleitenden Molekiilen sowie in

Bezug auf ihre Regulation, insbesondere ihre transkriptionelle Regulation.
Diese noch offenen Fragen stellen eine Herausforderung dar bei Erforschung und

Entwicklung neuer Therapiestrategien, welche die Funktion bzw. Aktivitit von

RGS-Proteinen modulieren.
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5. Zusammenfassung

In der Pathogenese der Herzinsuffizienz spielen molekulare Verinderungen der
G-Protein-vermittelten Signaltransduktion wie ,,Down-Regulation* von B-Adrenorezeptoren,
Entkopplung von B-adrenergen Rezeptoren, Induktion der inhibitorischen Goy-Untereinheit
sowie von RGS-Proteinen (regulators of G protein signalling), insbesondere von RGS4 und
RGS16 im Herzgewebe eine wichtige Rolle. Durch ihre GTPase-aktvierende Funktion
gegeniiber verschiedenen Ga-Untereinheiten, insbesondere gegeniiber Gai- und Goy-
Untereinheiten sind RGS-Proteine in der Lage kardiale G-Protein-vermittelte
Signaltransduktionsprozesse zu modulieren und regulieren die Kontraktilitit, das
Zellwachstum von Kardiomyozyten sowie die Induktion einer Hypertrophie von
Herzmuskelzellen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dal RGS4 und RGS16
sowohl durch bakterielles Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS) als auch durch pro-

inflammatorische Zytokine in Herzmuskelzellen aktiviert werden.

Ausgangspunkt fiir die vorliegende Dissertation waren Ergebnisse aus Zellkulturexperimenten
an neonatalen Rattenkardiomyozyten, in denen nachgewiesen werden konnte, daB} die
RGS16-Proteinexpression durch LPS sowie durch die LPS-induzierten Zytokine IL-18 und
TNFa, jedoch nicht durch IL-6 und IFNy, stimuliert wird. In dieser Arbeit wurde untersucht,
ob LPS direkt oder durch Induktion von TNFa und IL-18 die RGS16-Proteinexpression in
Kardiomyozyten aktiviert. Hierzu wurden Zellkulturexperimente an neonatalen
Rattenkardiomyozyten durchgefiihrt. Neben der bereits bekannten Induktion der
RGS16-Proteinexpression durch LPS, TNFa und IL-18, konnte gezeigt werden, daf} die
IL-1B- oder TNFa-induzierte RGS16-Proteinexpression in Kardiomyozyten durch den jeweils
entsprechenden Inhibitor, Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) oder ,soluble®
TNFa-Rezeptor (sTNFr), gehemmt wird. Dies deutet auf eine rezeptorvermittelte
Wirkungsweise der beiden oben erwihnten Zytokine hin. Von entscheidender Bedeutung ist
jedoch, dal} Pridinkubation mit IL-1ra dariiber hinaus sowohl die LPS- als auch die TNFa-
induzierte RGS16-Proteinexpression in Kardiomyozyten inhibiert, wihrend sTNFr weder die
LPS- noch die IL-1B-vermittelten stimulatorischen Effekte auf die RGS16-Proteinexpression
hemmen konnte. Diese Ergebnisse implizieren, dal sowohl die LPS- als auch die TNFa-
induzierte RGS16-Proteinexpression in Kardiomyozyten durch Aktivierung von IL-18
vermittelt wird und IL-18 somit eine Schliisselrolle in der Regulation der kardialen RGS16-
Proteinexpression einnimmt.
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Um zu kldren, ob LPS die Expression und Sekretion von TNFo und IL-18 in Kardiomyozyten
aktiviert und inwieweit TNFa die IL-1B-Expression reguliert, wurden die
Proteinkonzentrationen von IL-18 und TNFa aus Zellkulturiiberstinden sowie
Proteinhomogenaten von neonatalen Rattenkardiomyozyten gemessen. Es konnte gezeigt
werden, dal LPS die IL-18-Expression und Sekretion sowie die TNFa-Sekretion in
Kardiomyozyten stimuliert. Die LPS-induzierte TNFa-Sekretion der Kardiomyozyten lag ca.
10fach hoher und erfolgte schneller (Maximum bereits nach 6 h) im Vergleich zur LPS-
induzierten IL-1B-Sekretion (Maximum nach 48 h). TNFo aktiviert sowohl die IL-1B-
Expression als auch die IL-1B-Sekretion in Kardiomyozyten. Die durch TNFa intrazelluldr
induzierte IL-1B-Proteinmenge betrigt ca. die Hilfte im Vergleich zur LPS-induzierten
IL-1B-Proteinmenge bei Beriicksichtigung der maximal induzierten Proteinmengen nach 6 h.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, da3 TNFa neben LPS einen erheblichen Anteil an der
Regulation der IL-1B-Proteinexpression und —sekretion in Kardiomyozyten hat. Eine
Regulation der TNFa-Proteinexpression oder —sekrektion in Kardiomyozyten durch IL-18

konnte nicht nachgewiesen werden.

Erst kiirzlich wurde in unserer Arbeitsgruppe der RGS16-Promotor kloniert. Da bisher nur
sehr wenig iiber die transkriptionelle Regulation der RGS-Proteine im Herzen bekannt ist,
wurde im zweiten Teil der Dissertation der RGS16-Promotor exemplarisch niher untersucht,
um die fiir die RGS16-Promotoraktivitit essentiellen regulatorischen Promotorelemente und
die Minimalsequenz, welche die RGS16-Promotoraktivitit reguliert, zu ermitteln sowie die
transkriptionelle Regulation des RGS16-Promotors zu analysieren. Hierzu wurden
verschiedene iiberlappende RGS16-Promotordeletionskonstrukte, 1,4 kb-Sac I,1,0 kb-EcoR 1,
0,6 kb-EcoR I-Sac I und 0,4 kb-Sacl, hergestellt, zur Untersuchung ihrer Promotoraktivitét in
den Luciferase-Reportervektor (pGL3b) kloniert und anschlieBend transient in neonatale
Rattenkardiomyozyten in Zellkultur transfiziert. Neben dem Ausgangskonstrukt 1,8 kb-Kpn I,
dem RGS16-Promotor, zeigten drei der vier oben angefithrten RGS16-Promotor-
deletionskonstrukte Promotoraktivitit. Lediglich das Konstrukt 0,4 kb-Sac I zeigte keine
Promotoraktivitit, ist somit kein RGS16-Promotorkonstrukt. Das RGS16-
Promotordeletionskonstrukt 0,6 kb-EcoR [-Sac 1 zeigte als kleinstes RGS16-Promotor-
konstrukt volle Promotoraktivitit und wurde deshalb als Minimalsequenz des RGS16-

Promotors identifiziert.
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Durch Sequenzanalysen mit Hilfe des Sequencher DNAR Softwareprogrammes konnten
neben mehreren CCAAT-Boxen, insbesondere zwei fiir die RGS16-Promotoraktivitit
essentielle cis-Elemente, die TATA-Box und ein in unmittelbarer Ndhe zur TATA-Box
gelegenes Sequenzmotiv, welches Homologie zur Konsensussequenz
(CCT)AANATGGNC/G der Bindestelle des multifunktionalen Zinkfinger-

Transkriptionsfaktors Yin Yang 1 (YY1) aufweist, identifiziert werden.

Obwohl die RGS16-mRNA und Proteinexpression transient sowohl in den Herzen adulter
Ratten als auch in Zellkulturexperimenten an neonatalen Rattenkardiomyozyten (RGS16-
Proteinexpression) durch LPS sowie durch die beiden pro-inflammatorischen Zytokine IL-1
und TNFa induziert wird (Patten et al. 2002 und Patten et al. 2003), konnte die RGS16-
Promotoraktivitit weder durch LPS noch durch IL-18 oder TNFo in neonatalen

Rattenkardiomyozyten stimuliert werden.

Auf der Suche nach weiteren den RGS16-Promotor aktivierenden Substanzen konnte gezeigt
werden, dafl der RGS16-Promotor wie viele Promotoren anderer Gene der transkriptionellen
Regulation durch Serum unterliegt. Der EDG-Rezeptor Agonist Sphingosin 1-Phosphat
(S1-P) konnte als eine Serumkomponente identifiziert werden, die fiir die Induktion der
RGS16-Promotoraktivitit in Kardiomyozyten verantwortlich ist, wihrend 1-Oleoyl-sn-
glycerol 3-phosphate (LPA), ein EDG-Rezeptor Agonist fiir eine andere EDG-Rezeptor
Subfamilie, keinerlei Einfluf auf die RGS16-Promotoraktivitit zeigte. Die S1-P-induzierte
RGS16-Promotoraktivitit konnte durch Pertussis Toxin (PTX) und den Proteinkinase C
Inhibitor Chelerythrin gehemmt werden. Diese Ergebnisse deuten auf eine rezeptorvermittelte
Gi- und Proteinkinase C-abhingige Induktion der RGSI16-Promotoraktivitit in

Kardiomyozyten hin.
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