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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz und kardiale Hypertrophie

Die kardiale Hypertrophie ist ein bedeutender Risikofaktor fur die Entwicklung und
das Fortschreiten einer Herzinsuffizienz (Levy et al. 1990). Es wird vermutet, dass
eine physiologische Form der Hypertrophie im Laufe der Entwicklung der
Herzkrankheit in eine pathologische Form (bergeht. Die Aufklarung von
Mechanismen, die Hypertrophie induzieren, nimmt deshalb einen zentralen

Stellenwert in der kardiovaskularen Forschung ein.

Kardiomyozyten verlieren wahrend der postnatalen Entwicklung schnell ihre
Eigenschaft zu proliferieren. Das myokardiale Wachstum basiert daher auf einer
VergroRerung  (Hypertrophie) von  bereits  existierenden  Kardiomyozyten,
Teilung (Hyperplasie) von nichtmuskularen Zellen und Zunahme der extrazellularen
Matrix. Die zellulare Hypertrophie bedeutet konkret Vergréf3erung des Zellvolumens,
Zunahme der Oberflache und Synthese von zuséatzlichen Sarkomeren.
Die Myokardhypertrophie ist somit von typischen zellularen Veranderungen begleitet.
Der Nachweis von ahnlichen Verénderungen an Kkultivierten Kardiomyozyten
neonataler Ratten in vitro fuhrte nach Stimulation mit verschiedenen Faktoren zur
Identifikation zahlreicher Signaltransduktionswege. Eine gezielte Induktion dieser
Signalwege fuhrt dabei zur Aktivierung zellularer Antworten, von denen bekannt ist,

dass sie ebenfalls bei kardialer Hypertrophie in vivo auftreten.

Extrazellulare  Neurotransmitter und Hormone (u.a. a-adrenerge Agonisten,
Angiotensin Il und Endothelin-l) und intrazellulare Botenstoffe (CAMP-
Proteinkinase A, Calcium, PLC, IP3, DAG-Proteinkinase C, Raf, ERK, JNK/SAPK)
sind mdgliche Mediatoren einer kardialen Hypertrophie (Schaub et al. 1997).
Agonisten Gag-gekoppelter Rezeptoren gehéren zu den gut charakterisierten
Faktoren, fur die in vitro und in vivo gezeigt werden konnten, dass sie an der
Entstehung einer Kkardialen Hypertrophie beteiligt sind. Dabei kommen
Endothelin-1 (Shubeita et al. 1990, Ito et al. 1991, Yamazaki et al. 1996),
Noradrenalin (Simpson 1990, LaMorte et al. 1994) und Angiotensin Il (Sadoshima

und Izumo 1993) eine besondere Bedeutung zu.
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1.2 Heterotrimere G-Proteine

G-Proteine  (Guaninnukleotid-bindende Proteine) sind essentielle Bestandteile
zahlreicher Signaliibertragungswege (Ubersicht bei Gilman 1995, Neer 1995). Die
Aufgabe der GProteine ist die Ubermittlung von Signalen extrazellularer Rezeptoren
in das Zellinnere. Von den G-Proteinen wird das Signal an nachgeschaltete
Effektorproteine  weitergegeben. Zur Familie der G-Proteine gehoren die
heterotrimeren G-Proteine, die monomeren G-Proteine (z.B. Ras, Raf, ARF, Rho)

sowie einige Translationsfaktoren (EfTu, If-2).

Heterotrimere G-Proteine sind membrangebunden. Gemeinsames Strukturmerkmal
der heterotrimeren G-Proteine ist der Aufbau aus 3 Untereinheiten (Hepler und
Gilman 1992): < Einer a-Untereinheit von 39-46 KDa

< Einer b-Untereinheit von 35-40 KDa

< Einer g-Untereinheit von 5- 8 KDa.
Die a-Untereinheit besitzt eine Bindungsstelle fur Guanosintriphosphat (GTP) bzw.
Guanosindiphosphat (GDP) und verflgt Uber eine intrinsische GTPase-Aktivitét, die
GTP unter Abspaltung eines Phosphatrestes hydrolysiert. Die b- und
g-Untereinheiten treten als fest assoziierter Komplex auf und sind als solcher aktiv.
Alle drei Untereinheiten zeigen eine grol3e Diversitat. Heute sind mindestens
20 verschiedene Gene fir die a-Untereinheiten, 5 fur die b-Untereinheiten und 12 far
die g-Untereinheiten kloniert und teilweise in ihrem spezifischen Kopplungsverhalten
charakterisiert worden (Ubersicht bei Hepler und Gilman 1992, Gilman 1995,
Neer 1995, Wieland et al. 1996, Offermanns und Simon 1996, Offermanns 1999).

G-Protein a-Untereinheiten erfillen mehrere Funktionen in der Signallibertragung.
Aufgrund der Strukturhomologie auf Aminosédureebene und der Funktionshomologie
unterscheidet man vier verschiedene Familien von Ga-Untereinheiten (Tabelle 1;

Simon et al. 1991, Hepler und Gilman 1992, Fields und Casey 1997,

Offermanns 1999): 1. Die Cholera-Toxin-sensitive Gas-Familie
2. Die Pertussis-Toxin-sensitive Gai Gao-Familie
3. Die Gag-Familie
4. Die Ga12-Familie.
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Tabelle 1 Klassifizierung der heterotrimeren G-Proteine anhand der
a-Untereinheiten. Phylogenetischer Stammbaum der G-Protein-Untereinheiten
(modifiziert nach: Birnbaumer 1992, Hepler und Gilman 1992, Offermanns 1999).
Gajo-Subfamilie: inhibitorisches G-Protein; gust: Gustducin; TD: Transducin;
Gas-Subfamilie:  Adenylyl-Cyclase stimulierendes G-Protein; olf: olfaktorisches
G-Protein; g, 11, 14, 15, 16: allgemein akzeptierte, teilweise historisch begriindete
Nomenklatur fiir Gaq-Protein-Subtypen; Can: L- und N-Typ-Calcium-Kanéle; Kca:
Calcium-aktivierte Kalium-Kanale; PDE: Phosphodiesterase; AC: Adenylyl-Cyclase;
PLC: Phospholipase C; RhoGEF: Guaninnukleotid-Austauschfaktor fir Rho;
PYK2: Prolinreiche Tyrosin-Kinase 2; §: Pertussis-Toxin-Substrat; * :Cholera-Toxin-Substrat

Charakteristisch fur die Mitglieder der Gas-Subfamilie ist die Hemmbarkeit ihrer
GTPase durch das Cholera-Toxin. Die Mitglieder der Gas-Subfamilie stimulieren u.a.
die Adenylyl-Cyclase. Die zuerst gefundenen Mitglieder der Gai-Subfamilie zeigen
einen inhibitorischen Effekt auf die Adenylyl-Cyclase, daher die Bezeichnung Ga; fir
inhibitorische G-Proteine. Weitere Mitglieder der Gaj-Familie haben u.a. die
Phospholipase C als zugeordnetes Effektormolekil. Die Mitglieder der Gaj-Familie
(Ausnahme Ga;) sind durch eine Hemmbarkeit ihrer Interaktion mit Rezeptoren

durch Pertussis-Toxin (PTX) charakerisiert.
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Ein wesentliches Effektorprotein fir die Gag-Subfamilie ist die Phospholipase C,
wobei eine Aktivierung von Mitgliedern der Gag-Familie zur PTX-insensitiven
Aktivierung einiger der vier Phospholipase Gb-Isoformen fuhrt (Taylor et al. 1991,
Berstein et al. 1992, Park et al. 1992, Hepler et al. 1993, Arthur et al. 2001).
Die Mitglieder der Gaip-Subfamilie zeichnen sich durch ein ubiquitares Vorkommen
aus (Spicher et al. 1994). Sie sind nicht durch PTX maodifizierbar (Strathmann und
Simon 1991). Fiur die Gaiz-Subfamilie ist eine Aktivierung z.B. durch Thromboxan Az-
und Thrombin-Rezeptoren (Offermanns et al. 1994a) oder durch aj;-Adrenozeptoren
(Maruyama et al. 2002) beschrieben. Zudem induzieren sie eine Aktivierung
monomerer G-Proteine (Dhanasekaran und Dermott 1996), wahrscheinlich durch
Interaktion mit  Guaninnukleotid-Austauschfaktoren  fr Rho (RhoGEFs;
siehe Abschnitt 1.4), und Tyrosinkinasen wie z.B. PYK2 (Fukuhara et al. 2001,
Shi und Kehrl 2001, Chikumi et al. 2002). Des Weiteren induzieren sie die Bildung
von Aktin-Stressfasern in einer Rho-abhangigen Art (Buhl et al. 1995, Gohla et al.
1999) und die Aktivierung extrazellularer Signal-regulierter Kinasen (ERKs) und
Stress-aktivierten Proteinkinasen (SAPK) (Prasad et al. 1995, Fromm et al. 1997,
Fukuhara et al. 1999). Es gibt zudem Hinweise auf eine Beteiligung von Gaiz13 an
der Entstehung der Herzmuskelhypertrophie. Finn und Mitarbeiter (1999) haben
gezeigt, dass eine GTPase-defiziente Mutante von Gaiz genetische und
morphologische Merkmale der Hypertrophie in Kardiomyozyten induzieren kann.
Ahnlich wie bei konstitutiv aktiven Gag-Mutanten kann durch die Uberexpression von
konstitutiv aktiven Mutanten von Gaisz die Aktivitat z.B. der Phospholipase D

gesteigert werden (Plonk et al. 1998).

1.3 Mechanismus der Signalvermittlung tber einen G-Protein-gekoppelten

Rezeptor

Heterotrimere G-Proteine sind spezifische Reaktionspartner in der Signallbertragung
durch 7-Helix-Transmembranrezeptoren, weshalb die beteiligten Rezeptoren auch
als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) bezeichnet werden. Zu den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehodren zahlreiche, fir die medikamentose Therapie
besonders wichtige Neurotransmitter-Rezeptoren, u.a. Adrenozeptoren und
muscarinische Acetylcholinrezeptoren (m-Cholinozeptoren). Eine Vielzahl von

Peptidhormon-Rezeptoren zahlt ebenfalls zu dieser Gruppe.
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Die heterotrimeren G-Proteine durchlaufen einen zyklischen Ubergang zwischen
einer inaktiven, GDP-gebundenen Form und einer aktiven GTP-gebundenen Form.
Abbildung 1 skizziert die verschiedenen Funktionszustande der heterotrimeren
G-Proteine. Im Ruhezustand bilden die Untereinheiten ein gemeinsames Protein, in
dem GDP an die a-Untereinheit gebunden ist. Der GDP-GTP-Austausch ist in
Abwesenheit des Agonisten sehr gering, da die unkatalysierte Reaktion eine sehr
hohe Aktivierungsschwelle hat. Deshalb liegt fast die gesamte Menge an G-Protein in
der inaktiven Form vor. Nach der Bindung eines Liganden am Rezeptor interagiert
zunéchst das GProtein mit dem Rezeptor und GDP wird vom G-Protein freigesetzt,
so dass statt dessen GTP binden kann. Der aktivierte Rezeptor katalysiert diesen
Austausch. Das aktive G-Protein dissoziiert anschlieend vom Rezeptor ab und
zerfalllk in a-GTP und bgDimer. Sowohl die GTP enthaltende G-Protein
a-Untereinheit als auch das bgDimer kdonnen das Signal an nachgeschaltete
Effektorproteine weitergeben (Ubersicht bei Hepler und Gilman 1992, Neer 1995,
Wieland et al. 1996). Wichtige Effektormolekile sind u.a. Adenylyl-Cyclasen,
Phospholipasen sowie cGMP-spezifische Phosphodiesterasen. Die Aktivierung
dieser Enzyme flhrt zur Konzentrationsdnderung intrazellularer Signalmolekile wie
cAMP, Diacylglycerol oder Inosit-Triphosphat, Ca®* und cGMP, die weitere
spezifische Reaktionen ausldsen.

Um die intrazellulare Stimulation zu beenden, muss die aktive a-GTP-Form in die
inaktive a-GDP-Form uberfuhrt werden. Dies geschieht durch die Hydrolyse des am
Ga-Protein gebundenen Nukleotids GTP durch die GTPase-Aktivitdt der
Ga-Untereinheit. Ga-GDP reassoziiert anschlieBend mit Gbg zu einem inaktiven
Heterotrimer. Dies hat zur Folge, dass auch die Aktivierung der Effektorenzyme tber
Gbg beendet wird (Gilman 1987, Birnbaumer et al. 1990). Eine Erhohung der
Geschwindigkeit der GTP-Hydrolyse durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP)
verkirzt deshalb die Aktivierungsdauer des aktiven, GTP-gebundenen Zustands.
GAPs spielen somit eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Dauer und Starke der

SignalUbertragung.
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Regulation

) _» Effektor-
b

Abbildung 1 Schematische Darstellung des Funktionszykluses der
heterotrimeren G-Proteine. G-Proteine unterliegen einem Aktivierungszyklus aus
Dissoziation und Reassoziation der a-Untereinheit von dem relativ stabilen bg
Komplex. RGS-Proteine sind GTPase-aktivierende Proteine flur Ga-Untereinheiten.
Ag: Agonist; GPCR: GProtein-gekoppelter Rezeptor; abg: heterotrimeres G-Protein;
RGS: Regulatorproteine der G-Protein-vermittelten Signallibertragung; GDP:
Guanosindiphosphat; GTP: Guanosintriphosphat; P;: anorganisches Phosphat.
(modifiziert nach Wieland und Chen 1999)

1.4 Requlatorproteine der G-Protein-vermittelten Signaliibertragung

Heterotrimere G-Proteine konnen z.B. durch die Familie der Regulatorproteine der
G-Protein-vermittelten SignalUbertragung RGS-Proteine) in ihrer Aktivitat beeinflusst
werden. RGS-Proteine fungieren als Stimulatoren der intrinsischen GTPase-Aktivitat
der Ga-Untereinheiten und sind deshalb negative Regulatoren der
G-Protein-vermittelten  Signaltransduktion. Sie beschleunigen, &hnlich wie die
GTPase-aktivierenden Proteine der monomeren GTP-bindenden Proteine, die GTP-
Hydrolyse durch GProteine (Abbildung 1; Druey et al. 1996, Dohlman und Thorner
1997, Berman und Gilman 1998, Wieland und Chen 1999). RGS-Proteinen kommt

deshalb eine wichtige Funktion in der Regulation von Signaltibertragungswegen zu.
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Mehr als 20 verschiedene RGS-Proteine sind inzwischen identifiziert worden.
Im Myokard konnten kurzlich 15 verschiedene RGS-Proteine nachgewiesen werden
(Dohlman und Thorner 1997, Mittmann et al. 2002, Wieland und Mittmann 2003).
Das am besten biochemisch charakterisierte RGS-Protein ist das RGS4
(Bermanetal. 1996a, Berman et al. 1996b, Popov et al. 1997, Tesmer et al. 1997,
Srinivasa et al. 1998). RGS4 zeigt GAP-Aktivitat fur Gai- und Ga q-Familienmitglieder,
aber nicht fur Gai»-Proteine (Berman et al. 1996a, Berman et al. 1996b, Hepler et al.
1997, Popov et al. 1997, Tesmer et al. 1997, Srinivasa et al. 1998, Berman und
Gilman 1998). AufRRerdem deuten strukturelle Daten an, dass eine Interaktion von
Ga 12 oder Gaiz mit RGS4 unwahrscheinlich ist (Tesmer et al. 1997). Dagegen wurde
die Interaktion eines menschlichen RGS-Proteins, pl115-RhoGEF (Abbildung 2),

mit Mitgliedern der G-Protein-Subfamilie Ga 1213 beschrieben (Kozasa et al. 1998).

pl115 Rho GEF

Guaninnukleotid-Austauschfaktor
DH PH

Ein kleines GTP-bindendes-Protein

GEF spezifisch fur Rho
RGS | DH PH

Abbildung 2 p115-RhoGEF enthalt eine Dbl-Homologie-Doméane (DH), die als
Austauschfaktor fur kleine GTP-bindende-Proteine fungiert und eine RGS-Domaéne,
welche fur die GAP-Aktivitat der Ga 1/13-Proteine verantwortlich ist.

Rho ist ein kleines, monomeres GTP-bindendes Protein und besitzt GTPase-
Aktivitdt. Die Aktivierung von Rho fihrt zu einer Reihe zellularer Antworten, z.B.
Stimulation von Zellmigration und Zellteilung. Guaninnukleotid-Austauschfaktoren
(GEF=guanine nucleotide exchange factor) sind cytosolische Proteine, die die
Bildung von aktivem Rho-GTP fordern (Abbildung 3). Da eine Beschleunigung der
Abdissoziation von GDP den Anteil der aktiven Form erhoht, fihren Guaninnukleotid-

Austauschfaktoren zu einer vermehrten Aktivierung von Rho-Proteinen.
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Alle bisher bekannten GEFs enthalten eine Domane, die fur die Guaninnukleotid-
Austausch-Aktivitat verantwortlich ist, die sogenannte DblHomologie-Doméane (DH).
Im Gegensatz zu vielen anderen GEFs ist pll5 GEF spezifisch fur Rho
(Zheng 2001). Der NHa-terminale Bereich des Rho-spezifischen Guaninnukleotid-
Austauschfaktors pll5GEF enthdlt eine Doméne, die fur RGS-Proteine
charakteristisch ist (Dohlman und Thorner 1997, Berman und Gilman 1998,
Kozasa et al. 1998). Diese Doméane stimuliert die intrinsische GTPase-Aktivitat von
Gaiz und Gais, wobei diese eine starkere GAP fur Gaiz und eine schwachere fur

Ga 2 ist (Kozasa et al. 1998, Hart et al. 1998).

GDP AT——b GEF[(Rho{
GEF

1
T GD

GTP

inaktive Form aktive Form
GAP
4 _K_O 3 Eff:ktoren
GAPI Rho d
P. @ z.B. PLD
! v
v

Hypertrophie ?

Abbildung 3 Reversible Umwandlung der inaktiven GDP-haltigen Form des
Rho-Proteins in die aktive Form mit gebundenem GTP. Der Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (GEF) erleichtert die GDP-Freisetzung aus Rho (1). Dabei
stabilisiert GEF den Nukleotid-freien Zustand von Rho. AnschlieBend wird GTP
spontan gebunden; wodurch unter Freisetzung von GEF der aktive Komplex
Rho/GTP entsteht (2). Durch Hydrolyse entsteht wieder die inaktive Form Rho/GDP
(4). Die Reaktion wird durch ein GTPase-aktivierendes Protein (GAP) mehrfach
beschleunigt (3).

p1l15-RhoGEF fungiert zudem nicht nur als GAP fir Gai, und Gajs, sondern
vermittelt die Gaiz-induzierte Aktivierung von Rho (Hart et al. 1998). p115-RhoGEF

ist also ein Vertreter aus der Reihe der RGS-Proteine, der GAP- und Effektorfunktion

in einem Molekul vereinigt.
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Zwei weitere Mitglieder dieser RGS-Protein-Subfamilie sind LSCII und KIAA380.
LSCIl ist das Mausortholog von p115-RhoGEF (Whitehead et al. 1996, Kozasa et al.
1998). Seine RGS-Homologie-Domane zeigt GAP-Aktivitat fur Gai, und Gais aber
nicht fur andere Ga-Proteine. KIAA380 (Barrett et al. 1997, Kozasa et al. 1998,
Rumenapp et al. 1999), auch als PDZ-RhoGEF bekannt, weist eine hohere

Homologie zu einem Drosophila-Protein (DRhoGEF2) auf.

1.5 G-Protein-gekoppelte Signallibertragungswege

1.5.1 Reqgulation von Phospholipasen durch heterotrimere und monomere
GTP-bindende Proteine

Die Phospholipasen sind wasserlosliche Enzyme, die von den Fettsaureketten der
Phospholipide innerhalb der Phospholipid-Doppelschicht gebunden werden.
Sie hydrolysieren jeweils bestimmte Bindungen in den Kopfgruppen von
Phospholipiden. Eine Reihe von Phospholipasen, z.B. Phospholipase C (PLC) und
Phospholipase D (PLD), werden von G-Proteinen aktiviert und sind damit in

Signalwege eingebunden, die von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ausgehen.

Das Phospholipase C-System, ein Schlisselenzym des Phosphatid-Inosit-
Stoffwechsels (Ubersicht bei Berridge 1993), stellt neben der Adenylyl-Cyclase eine
zweite wichtige Signaltransduktionskaskade im Herzen dar. Im Herzen koppeln
z.B. ai-adrenerge Rezeptoren, Angiotensin Il-, Endothelin-, M1/M3-
Acetylcholinrezeptoren und in geringerem Umfang auch M2-Acetylcholinrezeptoren
tber PTX-insensitive G-Proteine der Gag-Familie stimulatorisch an die PLC

(Hepler und Gilman 1992, Brodde et al. 1995, Rhee 2001, Singer et al. 2002).

Die Stimulation der phosphatidylcholin-spezifischen PLD ist in unterschiedlichen
Geweben und Zelltypen fur ein breites Spektrum von Hormonen, Neurotransmittern
und Wachstumsfaktoren beschrieben (Ubersicht bei Exton 1997, Exton 1999, Houle
und Bourgoin 1999, Jones et al. 1999, Frohman et al. 1999, Liscovitch et al. 2000).
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Viele verschiedene zellulare Faktoren sind an der PLD-Aktivierung Uber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren beteiligt. So ist z.B. die Beteiligung von
PTX-sensitiven oder PTX-insensitiven heterotrimeren GProteinen, Proteinkinase G
Isoenzymen, bis jetzt nicht identifizierte Tyrosinkinasen, monomere GTPasen der
ADP-Ribosylierungsfaktor- und Rho-Protein-Familie beschrieben  worden
(Exton 1997, Exton 1999, Houle und Bourgoin 1999, Frohman et al. 1999,
Jones etal. 1999). Dabei gibt es anscheinend eine grol3e zell- und/oder
rezeptorspezifische Heterogenitat in den Mechanismen der PLD-Aktivierung durch
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

Zudem existiert nur wenig Information tber die einzelnen PLD-Isoenzyme, welche
die Stimulation von PLD durch einen bestimmten G-Protein-gekoppelten Rezeptor in
einem bestimmten Zelltyp vermitteln. Im Myokard sind die beiden bisher klonierten
und charakterisierten PLD-Isoenzyme, PLD1 und PLD2, vertreten (Exton 1999,
Meieret al. 1999). Beide sind in ihrer Aktivitat vom Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphat (PIP;) abhéngig (Hammond et al. 1995, Hammond et al. 1997,
Colleyetal. 1997). Wahrend die PLD1 durch ADP-Ribosylierungsfaktoren (ARF)-
und Rho-GTPasen bzw. durch Proteinkinase Glsoenzyme stark aktiviert wird, zeigt
PLD2 in vitro in der Gegenwart von PIP, eine hohe Basal-Aktivitat. Sie kann nur
geringfugig durch Proteinkinase C und ARF-GTPasen stimuliert werden (Exton 1997,
Exton 1999, Houle und Bourgoin 1999, Frohman et al. 1999, Jones et al. 1999,
Hammond et al. 1995, Hammond et al. 1997, Colley et al. 1997). Es konnte aber vor
kurzem gezeigt werden, dass PLD2 durch a-Actinin gehemmt wird. Diese Hemmung
wird durch aktivierte ARF-Proteine wieder aufgehoben (Park et al. 2000). Es wird
deshalb vermutet, dass die PLD2-Aktivitat in vivo durch ahnliche Faktoren wie die

PLD1 reguliert sein konnte.

Interessanterweise wurde fir einige G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in
verschiedenen Zelltypen gezeigt, dass gleichzeitig zu einer PLC-Stimulation eine
Aktivierung der PLD erfolgen kann (Exton 1997, Exton 1999). So konnte z.B. in
isolierten Kardiomyozyten gezeigt werden, dass einige G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, wie z.B. Endothelin-1-Rezeptoren, Bradykinin-Rezeptoren und

ai-Adrenozeptoren, welche die PLC stimulieren, auch eine PLD-Aktivierung

herbeiftihren (Clerk und Sugden 1997).
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1.5.1.1 Metabolismus der Phosphoinositide und des Phosphatidylcholins

Die Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren z.B. durch Thrombin,
Endothelin-1 oder Noradrenalin kann zur Hypertrophie in Kardiomyozyten, als Folge
der Aktivierung der Proteinkinase C durch Diacylglycerol, fiihren. Die Stimulation
dieser Rezeptoren in Kardiomyozyten fordert zudem die Kontraktilitdt und verursacht

eine Hypertrophie im Herzen (Graham et al. 1996).

Die PLC wird durch Mitglieder der PTX-insensitiven Gag-Familie aktiviert
(Ubersicht bei Exton 1996). Durch die Einwirkung der PLC wird aus PIP,
Diacylglycerol (DAG) und Inositol1,4,5-Triphosphat (IP3) gebildet (Abbildung 4).
Beide Verbindungen stellen Botenstoffe dar, die weitere spezifische Reaktionsketten
aktivieren  koénnen. IP3 bindet an seinem spezifischen Rezeptor im
sarcoplasmatischen Retikulum und induziert die Freisetzung von Calcium (Ca?")
(Berridge 1993, Nishizuka 1995). DAG wirkt spezifisch auf die Proteinkinase C, die
Uber die Phosphorylierung von Substratproteinen u.a. regulierend in die
Zellproliferation eingreift. Ein anderer Weg geht vom Phosphatidylcholin aus. Die
PLD setzt Phosphatidylcholin zu Phosphatidsaure um (Billah und Anthes 1990),
aus dem durch Dephosphorylierung DAG entsteht. Die Phosphatidsaure stellt selbst
einen zellularen Botenstoff in Kardiomyozyten dar. Sie ist anscheinend an der
Entstehung der kardialen Hypertrophie, der Phosphorylierung von kardialen
Proteinen, der Aktivierung des sarcolemmalen Natrium-Calcium-Austauschers und
einer Zunahme des intrazellularen Calciums und der Kontraktionskraft beteiligt
(Ubersicht bei Dhalla et al. 1997).

Die Aktivierung beider Phospholipasen, PLC und PLD, fiihrt demnach zur Bildung
von DAG (Berridge 1993, Exton 1994a, Exton 1994b, Exton 1996) und damit zur
Stimulation der Proteinkinase C in Kardiomyozyten. Die Proteinkinase C scheint bei
der Vermittlung hypertropher Signale eine Schltsselrolle einzunehmen. Eine direkte
Proteinkinase C-Aktivierung mit Phorbolestern fiihrte in kultivierten Kardiomyozyten
neonataler Ratten zu zellularer Hypertrophie (Dunnmon et al. 1990,
Shubeita etal. 1992). Die Beteiligung der Gaq-PLC-gekoppelten Signalkaskade an
Wachstumsprozessen bzw. hypertrophen Antworten scheint auch Uber die
Aktivierung der Proteinkinase C zu erfolgen (Clerk und Sugden 1997,
Takeishi et al. 2000).
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Auch konnte eine Beteiligung an der Wachstumsregulation {ber die
Phosphorylierung von  Transkriptionsfaktoren und ein cross-talk mit dem
MAP-Kinase-Signalweg (MAP = Mitogen-aktiviertes Protein) gezeigt werden
(Abbildung 4; Ubersicht bei Nishizuka 1995). Proteinkinase C kann eine Reihe
unterschiedlicher Proteine an Threonin- und Serin-Seitengruppen phosphorylieren,
u.a. auch das Protein Raf-1 (Ser/Thr-Kinase), eine Proteinkinase, die urspriinglich
als Onkogen eines RNA-Tumor-Virus entdeckt worden ist. Dieses Enzym ubertragt
Phosphat-Gruppen auf bestimmte Serin- und Threonin-Reste der MAPKK (MAPK-
Kinase), welche ihrerseits die Proteinkinase MAPK (MAP-Kinase) phosphoryliert und
aktiviert. MAPK schliel3lich phosphoryliert einige Serin- und Threonin-Seitenketten in
Transkriptions-Faktoren des Zellkerns und regt damit die Expression spezifischer
Gene an. Proteinkinase C fuhrt somit zur Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges,
dem moglicherweise eine Bedeutung bei der Hypertrophieentstehung durch die

Aktivierung Ga q-gekoppelter Rezeptoren zukommt (Yamazaki et al. 1996).

1.5.1.2 Phospholipase D-und Phospholipase C-Aktivierung

Fur die PLD-Aktivierung durch den Endothelin-1-Rezeptor (ETa-R) in
Kardiomyozyten spielt die Aktivierung von PLC-abhangigen
Proteinkinase C-Isoformen (h6échstwahrscheinlich Proteinkinase C-d und
Proteinkinase C-e) eine wichtige Rolle. Dies basiert auf Daten, die mit verschiedenen
Proteinkinase C-Inhibitoren und durch die selektive Aktivierung von bestimmten
Proteinkinase  C-lsoenzymen erhalten wurden (Clerk und Sugden 1997,
Eskildsen-Helmond et al. 1997). In friheren Studien konnte zudem gezeigt werden,
dass die Stimulation von Kkardialen aj-Adrenozeptoren mit Noradrenalin
hochstwahrscheinlich durch eine Aktivierung der PLC zur Stimulation der PLD und
zur Bildung von Phosphatidsaure fuhrt (Ye et al. 1994, Kurz et al. 1999). Vor kurzem
wurde ebenfalls die selektive Aktivierung der Proteinkinase Glsoformen, d und e,
durch aia-Adrenozeptoren in neonatalen Rattenkardiomyozyten beschrieben (Rohde
et al. 2000). Dagegen ist von der Aktivierung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors
PAR1 (protease activated receptor) durch Thrombin nur bekannt, dass er eine
PLC-Aktivierung und hypertrophe Antworten in neonatalen Rattenkardiomyozyten
hervorruft (Steinberg et al. 1991, Glembotski et al. 1993, Sabri et al. 2000).
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ET-1
Thr
NA

Gauzas: LSCII/
Gagu: RGS4

Phosphatidylcholin Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphat

Phosrlhatidsaure
1,2-Diacylglycerol Inositol-1,4,5-Triphosphat
Proteinkinase C Ca?*-Freisetzung

N

Raf-1
v
v

MAP-Kinase-Kaskade

| -

Kardiale Hypertrophie

Abbildung 4 Schematische Darstellung mdglicher Phospholipase-Signalwege
im Herzen. Die Abbildung zeigt zwei mogliche Wege der Bildung von Diacylglycerol
in schematischer Weise.

Ag: Agonist; GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor; ET-1: Endothelin-1;
Thr: Thrombin; NA: Noradrenalin; PLD: Phospholipase D; PLC: Phospholipase C;
Ca?": Calcium; Raf-1: Ser/Thr-Kinase; MAP-Kinase: Mitogen aktivierte Protein-Kinase.

Die Beteiligung der verschiedenen G-Protein-Subfamilien an der Aktivierung der
PLC bzw. PLD ist dagegen oft unklar und unterscheidet sich zudem in verschiedenen
Zelltypen. Sowohl die Mitglieder der PTX-insensitiven Gaq-Subfamilie als auch die
PTX-sensitive  Gaji-Subfamilie kdénnen PLC-Isoformen als nachgeschaltetes

Effektormolekul aktivieren (Rhee und Bae 1997).
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Untersuchungen Uber die Stimulation der PLD-Aktivitdt durch chemische Lockstoffe
in neutrophilen Leukozyten deuten darauf hin, dass in diesen Zellen G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren uUber Gaj-Proteine sowohl mit PLC als auch mit PLD als
Effektormolekil in Wechselwirkung treten (Fensome et al. 1998). Von den
Ga-Proteinen wurde bis heute noch nicht Gber eine PLC unabhangige Aktivierung
der PLD als Effektormolekiil berichtet. Jedoch kann eine Uberexpression von
konstitutiv aktivem Ga o-Protein die PLD-AKktivitat stark erhéhen (Plonk et al. 1998).

M3-muscarinische Acetylcholinrezeptoren, welche in HEK 293-Zellen
(Human Embryonic Kidney) stabil exprimiert werden, aktivieren sowohl PLC
als auchPLD (Sandmann et al. 1991). Diese Aktivierung ist PTX-insensitiv
(Offermanns et al. 1994b). Diese Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass Uber
M3-Acetylcholinrezeptoren weder PLC noch PLD durch Gai-Proteine aktiviert werden
kénnen. Durch weitere Untersuchungen konnte auf3erdem gezeigt werden, dass die
durch M3-muscarinische Acetylcholinrezeptoren induzierte PLD-Aktivitat weder durch
Proteinkinase = C-Hemmstoffe noch durch Chelatbildung von intrazellularen
Ca®*-lonen beeinflusst werden konnte (Schmidt et al. 1994, Rimenapp et al. 1997).
Dies deutet darauf hin, dass die PLD-Aktivierung nicht sekundar zur PLC-Stimulation

erfolgt.

1.5.2 Die Proteinkinase-Kaskade der MAP-Kinasen

Ausgehend von aktivierten Transmembranrezeptoren erfolgt die intrazellulare
Signalleitung Uberwiegend uber zwei Wege. Zum einen leitet die Aktivierung von
Transmembranrezeptoren die Bildung von Botenstoffen ein, die an Effektorproteine
binden und diese fir die weitere Signallibertragung aktivieren. Ein zweiter Weg, der
vor allem fir die Regulation von Wachstums- und Differenzierungsreaktionen
bedeutsam ist, verlauft Uber eine Kaskade von hintereinandergeschalteten
Proteinkinasen. Cytoplasmatische Proteinkinasen werden in Saugetieren aufgrund
ihrer Regulierbarkeit durch extrazellulare, haufig mitogen (zellteilungsférdernd)
wirkende Liganden als Mitogen-aktivierte Proteinkinase (=MAP-Kinase, MAPK) oder

als extrazellular regulierte Kinase (=ERK) bezeichnet.
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Ein extrazellulares Signal wird von einem Transmembranrezeptor registriert,
der Rezeptor wird aktiviert und gibt dann das Signal in Form einer Stimulation
der Tyrosin-Phosphorylierung nachgeschalteter Effektormolekile weiter. Als zentrale
Schaltstation wurden hier das Ras-Protein sowie Mitglieder der Rho-Familie der
kleinen regulatorischen GTPasen identifiziert. Vom Ras-Protein aus wird das Signal
mit Hilfe von Proteinkinasen, die in Form einer Kaskade hintereinander geschaltet
sind, ins Zellinnere geleitet. Als Resultat wird die Phosphorylierung und Aktivierung
von genregulatorischen Proteinen beobachtet (Ubersicht bei Davis 1994, Blumer und
Johnsen 1994, Cano und Mahadevan 1995, Seger und Krebs 1995).

Im Herzen fihrt die  Stimulation von  Endothelin-1-Rezeptoren  oder
ai-Adrenozeptoren (ber eine Aktivierung der Proteinkinase C zur |Initiierung
der MAPK-Phosphorylierungskaskade (Bogoyevitch et al. 1993a, Bogoyevitch et al.
1994, Bogoyevitch et al. 1995). Es kommt zur Aktivierung der Raf-Familie, welche
die MAP-Kinase ERK1/2 phosphoryliert. ERK1/2 phosphoryliert wiederum
Transkriptionsfaktoren wie z. B. Jun, Fos, Egr-1 (Ubersicht bei Seger und Krebs
1995, Robinson und Cobb 1997, Hefti et al. 1997, Schaub et al. 1997). Von einigen
Arbeitsgruppen wurde auch eine Aktivierung der ,Stress-regulierten® MAPK-
Kaskade, die sog. p38-MAPK, Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK) und
c-Jun-NHz-terminale Kinasen (IJNK), im Herzen durch Gagqa1-gekoppelte Rezeptoren

beschrieben (Bogoyevitch et al. 1995, Minamino et al. 2002).

1.6 Aufgabenstellung der Arbeit

An der Aktivierung der Phospholipasen kdnnen theoretisch zwei PTX-insensitive
G-Protein-Subfamilien beteiligt sein: Gaiz13 und Gagii. Diese lassen sich mit Hilfe
von RGS-Proteinen differenzieren. LSCIl bzw. KIAA380 sind negative Regulatoren
der Gajons-vermittelten Signallibertragung (Kozasa et al. 1998, Hart et al. 1998,
Rumenapp et al. 1999), nicht aber fir andere Ga-Untereinheiten. Dagegen zeigt
RGS4 GAP-Aktivitat flr Gaq (Berman et al. 1996b, Hepler et al. 1997), nicht aber fur
Gaiz13. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Beteiligung von
PTX-insensitiven Gaiyi3-Proteinen an der Aktivierung der PLD in Kardiomyozyten

der neonatalen Ratten zu untersuchen.

15



Einleitung

Zudem sollte geklart werden, ob und wenn ja, wie die Aktivierung der PLD
in neonatalen Rattenkardiomyozyten Uber Hypertrophie induzierende
Thrombin-Rezeptoren vermittelt wird. Der Signaltransduktionsweg der Aktivierung
der PLD durch Thrombin-Rezeptoren sollte dabei mit den etablierten Signalwegen
Uber Endothelin-1-Rezeptoren und a ;-Adrenozeptoren verglichen werden.

Als molekulares Werkzeug zur Identifizierung Gaiz;iz-vermittelter Signalwege sollten
trunkierte Versionen der Gaionsz-spezifischen RGS-Proteine (LSCIl und KIAA380)
verwendet werden. Nach der Expression dieser rekombinanten Proteine, denen die
zur Signalweiterleitung notwendige Dbl-Homologie-Domane fehlt, aber die zur
Signalabschaltung notwendige RGS-Domane vorhanden ist, sollten Gaiznis-

vermittelte Signale in den neonatalen Ratten-Herzmuskelzellen abgeschaltet werden.

In der vorliegenden Arbeit lassen sich somit die folgenden Aufgabenstellungen
definieren:
Untersuchungen zur Aktivierung der PLD in isolierten neonatalen Kardiomyozyten
der Ratten, durch Hypertrophie induzierende Thrombin-Rezeptoren,
im Vergleich zu Endothelin-1 und Noradrenalin.
Identifizierung der G-Proteine, die die Aktivierung der PLD in isolierten neonatalen
Kardiomyozyten der Ratten durch Thrombin-Rezeptoren (PAR1), Endothelin-1-

Rezeptoren bzw. a 1-Adrenozeptoren vermitteln.

Um die inhaltlichen Ziele verfolgen zu koénnen, ergaben sich die folgenden
methodischen Ziele:
Die cDNA fur die RGS-Doménen von LSCIl bzw. KIAA380 mittels Polymerase-
Kettenreaktion zu amplifizieren, in geeignete bakterielle Expressionsvektoren zu
subklonieren und die Proteine in E.coli-Bakterien zu exprimieren und zu reinigen
Die cDNA fur die RGS-Domanen von LSCIl bzw. KIAA380 in einen viralen
Shuttle-Vektor pAdTrack zu klonieren, und durch homologe Rekombination
rekombinante Adenoviren zur Expression der rekombinanten Proteine in
Kardiomyozyten herzustellen
Den Einfluss der Uberexpression von LSCI-RGS und KIAA380-RGS auf die
Aktivierung der PLC und PLD in kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten zu

untersuchen.
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2 Methoden
Molekularbiologische Methoden

2.1 Amplifikation der cDNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion

Im ersten Schritt wurden die cDNA-Fragmente (Template) der zwei RGS-Proteine
LSCIl bzw. KIAA380 mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert und
anschlielend gereinigt. Der zu amplifizierende Bereich wurde durch zwei kurze
Abschnitte der bekannten Sequenz definiert. Gegen diese Bereiche wurden
komplementdre DNA-Oligonukleotide (Primer) synthetisiert (Tabelle 2). Durch
Zugabe von Desoxynukleotid-Triphosphaten und einer  thermostabilen
DNA-Polymerase wurde wahrend der DNA-Synthesereaktionen der Bereich

zwischen den Primer-Bindungsstellen amplifiziert.

Die Primer und die zu amplifizierende DNA wurden in einer Pufferlésung zusammen
mit den vier Desoxynukleotid-Triphosphaten (ATP, CTP, GTP, TTP), Magnesium und
einer thermostabilen DNA-Polymerase gemischt (Tabelle 2). Solche thermostabilen
DNA-Polymerasen werden aus verschiedenen thermophilen  Eubakterien,
beispielsweise aus Thermus aquaticus, isoliert. Der Ansatz wurde sorgféltig gemischt
und kurz zentrifugiert. Die Reaktionsgefal3e wurden in den Block des Thermocyclers
gestellt. Mit Hilfe des Thermocyclers wird ein komplexes Inkubationsprogramm
kontrolliert und wiederholt durchlaufen (Tabelle 2). Denaturiert wurde fur ca. 5 min
bei 94 °C, dabei trennen sich die beiden Strange der Template-DNA. Anschlie3end
wurde die Temperatur auf 60 °C - 58 °C gesenkt, so dass es zur Hybridisierung der
im  Uberschuss vorhandenen Oligonukleotidprimer an die einzelstrangige
Template-DNA kommt. Danach wurde die Inkubationstemperatur auf 72 °C, das
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase, angehoben, wobei der Primer verlangert
wird, bis wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der urspriinglichen Template-
DNA gleicht. Danach ist der erste Amplifikationszyklus abgeschlossen. Zur Einleitung
des zweiten Amplifikationszyklus wurde erneut die Temperatur auf 95 °C — 94 °C
angehoben, allerdings jetzt nur fur 1 min. Es werden dadurch wiederum samtliche
Doppelstrangbereiche denaturiert. Es folgten Renaturierungs- und
Polymerisationsphasen wie im ersten Zyklus. Nach dem letzten Zyklus wurde ein
zehnminltiger Polymerisationsschritt angeschlossen, um der Tag-Polymerase zu

ermoglichen, alle synthetisierten DNA-Strange zu vervollstandigen.
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Nach Beendigung des Programms wurden die PCR-Produkte auf 4 °C abgekihlt und

direkt gelelektrophoretisch analysiert.

Template (1:100) z.B. LSCII-RGS 5ul

bzw. KIAA380-RGS 1yl
Primer-Oligonukleotid 1 10 pmol 5ul 5l
Primer-Oligonukleotid 2 10 pmol 5ul 5l
PCR-Puffer 10x 5l 5ul
MgCl 50 mM 1,5 ul 1,5 ul
d NTP-Mix 5mM bzw.1 mM 2 ul 10 pl
Aqua ad injectabilia (ad 49,5 pl) 26 ul 22 ul
Tag-Polymerase 5U/ul 0,5 ul 0,5 ul
Mineraldl 80 pl 80 ul

Primersequenzen
LSCII-1 5-GGC GGA GTC CTG CAT ATG GGA GAA GTC-3
LSCII-2 5-TTT CCG GAA GAG GAT CCT TCA CGA CTT CTT GTC-3%
KIAA380-1 5-GGC CCA GCA CCA TAT GCG GCA GGG CTC-7%3
KIAA380-2 5-AAG ACG GAT CCC AGC CTA GCT CAT GTA GGT-3%

Denaturierung Hybridisierung Synthese Denaturierung  Plymerisation

LSCII 94°C5min [60°C1min,72°C1min,95°C1min]z 72°C 10 min

KIAA380 {94°C5min [58°C1min,72°C1min,94°C1min]z 72°C 10 min

Tabelle 2 Ubersicht (ber die Zusammensetzung der PCR-Ansétze,
die Primersequenzen und das Zyklusprogramm zur Amplifikation der zwei
RGS-Proteine LSCII-RGS und KIAA380-RGS.
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2.1.1 Kontrolle der PCR-Produkte in der Agaroseqgel-Elektrophorese

GrofRenbestimmung von DNA-Fragmenten

Die  Uberprifung des Ergebnisses der PCR-Amplifikation bzw. des
Restriktionsverdaus erfolgte durch gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-
Fragmente im Agarosegel. Zur Herstellung des Agarosegels wurde 1 g Agarose
eingewogen, in 100 ml Elektrophoresepuffer (1 x TBE-Puffer) suspendiert, in der
Mikrowelle aufgekocht und dann die Lésung bei RT auf 50 - 60 °C abgekihlt. 2 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml Stamm) wurden der abgekihlten Losung zugesetzt und
verrihrt. Ethidiumbromid interkaliert zwischen zwei benachbarten Basenpaaren der
DNA, die dadurch teilweise entwunden und gedehnt wird. Nach Anregung mit UV-
Licht (254, 302 oder 366 nm) fluoresziert der Ethidiumbromid-Nukleinsaure-Komplex
im sichtbaren Bereich (500 bis 590 nm) als rot-orange leuchtende Bande.
Voraussetzung ist nur, dass eine ausreichende Menge DNA vorliegt. Somit kann das

Gel unmittelbar nach dem Elektrophoreselauf unter UV-Licht betrachtet werden.

Die Agaroselésung wurde luftblasenfrei in die Gelkammer mit einem Probenkamm
ausgegossen. Nach Erstarren der Gelmatrix wurde der Probenkamm entfernt und
das Gel in die mit 1 x TBE gefullte Elektrophoresekammer gelegt. Die Proben und
die DNA-GroRRenstandards, wie 100 bp DNA-Ladder (1 pg/pl), Lambda (I)-
DNA/EcoR1+Hindlll-Marker oder Lambda (I )-DNA/Hindlll-Marker (je 0,5 pg/ul),
wurden mit Ladefarbe versetzt und auf das Gel in die Probentaschen (slots)
mitaufgetragen. Die DNA wurde je nach GroRRe des Gels fur 1h bzw. 2 h bei 80 Volt
bzw. 120 Volt Spannung aufgetrennt. Nukleinsauren (DNA) sind aufgrund ihrer
Phosphatgruppen ionisiert, und die Polydesoxynukleotide liegen als Polyanionen vor.
Sie wandern daher bei der Elektrophorese von der Kathode zur Anode. In der
Gelelektrophorese werden die DNA-Molekile nach ihrer Gro3e aufgetrennt:
Die Kleinsten unter ihnen wandern am schnellsten und die Grof3ten am langsamsten
zur positven Elektrode. Die Elektrophorese wurde solange durchgefuhrt, bis die
Farbstoffmarker Bromphenolblau und Xylencyanol, welche sich in der Ladefarbe
befinden, die erforderliche Trennstrecke zurlickgelegt hatten. Nach beendeter
Elektrophorese wurden die DNA-Banden im Gel auf einem UV-Transilluminator unter

UV-Licht betrachtet und das Ergebnis fotografisch dokumentiert.
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2.2 Herstellung rekombinanter cDNA-Plasmide

Die zu untersuchenden cDNA-Fragmente wurden jeweils mittels eines
Klonierungsvektors in die Bakterien eingeschleust (Abbildung 5).
Ein Klonierungsvektor muss in der Lage sein in eine Wirtszelle einzudringen und
sichin der Wirtszelle zu replizieren, so dass viele Kopien des rekombinanten
cDNA-Molekuls gebildet und an die Tochterzellen weitergegeben werden konnen.
Plasmide erfulllen diese Anforderungen. Sie sind zirkuldre, nicht ins Chromosom
integrierte doppelstrangige DNA-Molekile, die in Bakterienzellen vorkommen und
sich unabhangig vom bakteriellen Genom in Bakterien vermehren kénnen.

Die Plasmide bestehen aus einem Replikationsstartpunkt (origin of replication, ori),
zumeist einer Promotorregion zwecks Expression des eingeschleusten Gens,
einem Selektionsgen (meist ein Antibiotika-Resistenzgen) und einer
multiplen Klonierungsstelle (MCS; cloning site). Bei der multiplen Klonierungsstelle
handelt es sich um ein in den Klonierungsvektor eingebautes Oligonukleotid, das
definierte Schnittstellen fur mehrere Restriktionsendonukleasen enthalt. In der

multiplen Klonierungsstelle kbnnen Fremd-DNA-Fragmente aufgenommen werden.

2.2.1 Schneiden von DNA-Moleklilen mit Restriktionsendonukleasen

Zur Konstruktion eines rekombinanten DNA-Molekils missen sowohl der Vektor als
auch die DNA, die man klonieren mdchte, an bestimmten Stellen geschnitten
werden. Angewendet wurden Restriktionsendonukleasen. Es handelt sich um
Nukleasen, die DNA-Molekile abbauen, indem sie die Phosphodiesterbindungen
zwischen den Nukleotiden eines DNA-Stranges spalten. Da diese Enzyme die
Phosphodiesterbindungen im Innern eines DNA-Molekils spalten, nennt man sie
Endonukleasen. Fir jedes Enzym gibt es eine bestimmte Erkennungssequenz, an
der es die DNA spaltet. FUr Klonierungsexperimente ist es von grof3er Bedeutung wie
der Schnitt, den eine Restriktionsendonuklease ausfihrt, im einzelnen aussieht.
Einige Enzyme spalten beide DNA-Strange in der Mitte der Erkennungssequenz,
sodass glatte Enden (blunt ends) entstehen. Beispiel: Eco RV. Einige
Restriktionsendonukleasen spalten dagegen die DNA-Strdnge so, dass die
entstehenden DNA-Fragmente  an ihren Enden kurze  Uberstehende
Einzelstrangabschnitte besitzen, die man als klebrige Enden (sticky ends)

bezeichnet.
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1. Konstruktion eines rekombinanten DNA -Molekiils

© + I —> @ Rekombinantes
DNA-Molekdl

Vektor  DNA-Fragment +

>

) . ) Bakterium
2. Einschleusen in die Wirtszelle A/

Bakterium mit rekombinantem
3. Vermehrung des rekombinanten * DNA-Molekiil

DNA-Molekiils

4. Vermehrung der Wirtszelle ¢

B> >

5. Durch viele Zellteilungen ¢
entsteht ein Klon
Oy T —

Abbildung 5 Die Schritte bei der DNA-Klonierung. Ein DNA-Fragment, welches
das zu klonierende Gen enthalt, wird in den Vektor eingeflgt, so dass ein
rekombinantes DNA-Molekil entsteht (1). Der Vektor wirkt als Vehikel und
transportiert das Gen in eine Wirtszelle. Meist ist dies ein Bakterium (2). In der
Wirtszelle vermehrt sich der Vektor. Es entstehen viele identische Kopien nicht nur
von ihm selbst, sondern auch von dem Gen, das er tragt (3). Die Wirtszelle teilt sich,
dabei werden Kopien des DNA-Molekiils auf die Tochterzellen weitergegeben, in
denen sich der Vektor erneut vermehrt (4). Durch viele Zellteilungen entsteht eine
Kolonie, ein Klon gleichartiger Wirtszellen (5).

Zur Herstellung eines rekombinanten DNA-Molekils mussen reine DNA-Proben
vorbereitet werden und zwar sowohl vom Klonierungsvektor als auch von dem Gen,
das man klonieren mdchte. Ligationsreaktion, Transformation in Esch